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Resumo

Fundamentag¢ao/Objetivos: A Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo (SDRA) cursa
com altos indices de mortalidade apesar do melhor entendimento de sua fisiopatologia ¢ avangos no
tratamento. Existem vdrias terapias adjuvantes a ventilacdo mecanica (VM), dentre as quais se destaca a
posi¢do prona, que possibilita homogeneiza¢do da distribui¢do do volume corrente (VC) e promove
recrutamento alveolar, e o 6xido nitrico inalatério (NOi) que promove vasodilatagdo pulmonar seletiva
direcionando o fluxo sanguineo de 4areas mal ventiladas para areas bem ventiladas e com perfusdo
diminuida, otimizando a relagdo ventilagdo/perfusdo e melhorando a oxigenacdo, com diminui¢do da
resisténcia vascular pulmonar. Pela melhora da relagdo ventilagdo/perfusdo, o gas pode permitir o
emprego de VM menos agressiva, que, por sua vez, pode diminuir o risco de lesdo pulmonar induzida
pela VM e a morbidade. Objetivo: comparar os efeitos da posigdo prona com os do NOi sobre a
oxigenagdo, mecanica respiratoria, lesdo histopatologica e inflamatéria em modelo experimental de lesdo
pulmonar aguda (LPA). Métodos: Cinquenta coelhos foram instrumentados com traqueostomia e acessos
vasculares e ventilados mecanicamente. A LPA foi induzida por infusdo traqueal de salina aquecida
(30mL/Kg, 38°C). Os coelhos foram submetidos &8 VMC protetora e distribuidos em quatro grupos: 1)
animais com LPA em VMC protetora em posi¢do supina (GVMS; n=15); 2) animais com LPA em VMC
protetora + posi¢do prona (GVMP; n=15); 3) animais com LPA em VMC protetora + NOi em posigdo
supina (GVNO; n=15) e 4) animais sem lesdo pulmonar submetidos &8 VMC protetora (sadio — GS; n=5).
Os desfechos foram: oxigenacdo, avaliada pela relagdo PaO,/FiO, e indice de oxigenagdo (IO);
inflamagdo pulmonar, avaliada pela porcentagem de polimorfonucleares (PMN) no lavado broncoalveolar
(BAL) e pelo nivel de TNF-alfa medido no BAL e lesdo histologica pulmonar determinada por meio de
escore histologico de lesdo. O nivel de significancia avaliado foi 5%. Resultados: Depois da indugao, os
grupos com LPA apresentaram comprometimento importante da oxigena¢do, com diminuigdo da relagéo
Pa0,/FiO, e aumento do indice de oxigenagdo em relagdo ao GS (p<0,05). A porcentagem de PMN
recuperados do BAL também apresentou diferenca entre os grupos. Houve aumento estatisticamente
significante da porcentagem de neutr6filos no GVMS em relagdo aos demais grupos. Os niveis de TNF-
alfa foram mais elevados no BAL do GVMS em relagdo aos outros grupos (p<0,05). O escore de lesdo
histologica para as regides dorsais foi maior para o GVMS que para os demais grupos (p<0,05).
Conclusdes: Nao ha diferencga significante entre a posi¢do prona e o 6xido nitrico inalatério quanto a
oxigenagdo, mecanica respiratoria e redugdo de lesdo pulmonar inflamatoéria e histopatologica pulmonar
em modelo de LPA induzida por lavagem alveolar com salina aquecida em coelhos submetidos a VMC
protetora. . O emprego de terapias adjuvantes trouxe beneficios em relagdo ao ndo uso destas modalidades
de tratamento.

Fomento: FAPESP (2010/06242-8).



Abstract

Background/Objectives: The Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) is associated with high
mortality rate despite better understanding of its pathophysiology and treatment advances. There are
several adjuvant therapies that can be associated to mechanical ventilation (MV), among which stands out
the prone position, which allows homogeneous tidal volume (VT) distribution and promotes alveolar
recruitment; and inhaled nitric oxide (iNO) which promotes selective pulmonary vasodilation directing
blood flow from areas poorly ventilated to well-ventilated areas and decreased perfusion, optimizing the
ventilation/perfusion ratio and improving oxygenation with reduced pulmonary vascular resistance.
Improved ventilation/perfusion ratio, allows the use of lesser aggressive mechanical ventilation (MV)
treatment, which reduces the risk of lung injury induced by MV and morbidity. Objective: To compare
the effects of prone position with iNO on oxygenation, respiratory mechanics, inflammatory and
histological injury in an experimental model of acute lung injury (ALI). Methods: Fifty rabbits were
instrumented with tracheotomy and vascular access and mechanically ventilated. ALI was induced by
tracheal infusion of warm saline (30mL/kg, 38°C). Rabbits underwent protective conventional
mechanical ventilation (CMV) were divided in four groups: 1) Animals with ALI in protective CMV +
supine position (GVMS, n=15), 2) animals with ALI in protective CMV + prone position (GVMP, n=15)
and 3) animals with ALI in protective CMV + iNO in supine position (GVNO, n=15). Additionally, there
were five animals without lung injury submitted to protective CMV (Healthy group - GS, n=5). The
outcomes were oxygenation, measured by PaO,/FiO, ratio and oxygenation index (OI), lung
inflammation assessed by the percentage of polymorphonuclear cells (PMN) in bronchoalveolar lavage
(BAL) and TNF-alpha measured in BAL, and histological pulmonary injury determined by a injury score.
The significance level was 5%. Results: After induction, ALI groups showed poor oxygenation, with
decreased PaO,/FiO, ratio and increased oxygenation index compared to GS (p < .05). The percentage of
PMN cells recovered from BAL also showed difference among groups. There was a significant increase
in the percentage of neutrophils in GVMS compared to the other groups. TNF —alpha levels were higher
in BAL from GVMS compared to the other groups (p < .05), as well as, histopathological injury score for
lung dorsal areas was higher for GVMS compared to the other groups (p < .05). Conclusions: There is no
significant difference comparing prone position and inhaled nitric oxide by oxygenation indexes,
respiratory mechanics and reduced inflammatory and histopathological lung injury in this experimentally
induced ALI model submitted to protective CMV. The use of adjuvant therapies has improved benefits

regarding the non-use of these treatment modalities.

Grant: FAPESP (2010/06242-8).
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1. Introducio

A sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA) ¢ doenca grave e
potencialmente fatal'. Caracteriza-se por processo inflamatério que leva a quebra da
barreira alvéolo-capilar com desenvolvimento de edema intersticial e alveolar,
diminui¢do da complacéncia pulmonar, hipertensao pulmonar, desequilibrio da relagao
ventilagdo/perfusdo e hipoxemia refratria & administracio de oxigénio’. Apesar do
melhor entendimento da fisiopatologia e do avango tecnoldgico observado na
monitoragdo e tratamento de pacientes com SDRA, a mortalidade permanece elevada,

acima de 30%>>.

A ventilagdo pulmonar mecanica (VM) constitui um dos pilares do tratamento
da SDRA, sendo capaz de modificar a evolugdo da doenca. Baseado no conceito de
comprometimento homogéneo do parénquima pulmonar que prevalecia até¢ 1980, o
suporte ventilatério na SDRA era fornecido utilizando-se volume corrente (VC)
elevado, 10 a 15 mL/Kg, bem acima daquele empregado em pacientes sem doenca
pulmonar. Tais valores de VC eram utilizados com o objetivo de normalizar a PaCO,, a
PaO, e o pH, sendo a pressdo inspiratéria (PIP) liberada para valores tdo elevados
quanto 40-45 cmH,0. Posteriormente, contribuiu grandemente para o entendimento da
doenca a observacdo, por meio de estudo tomografico dos pulmdes, de que o
comprometimento do parénquima pulmonar na SDRA ndo ¢ homogéneo, existindo
areas de pulmio normal®. Paralelamente, diversas publicacdes ™~ alertaram para a lesdo
pulmonar induzida pela VM (LPIVM) ao se utilizar elevados valores de VC e de pico
de pressdo inspiratoria, até entdo empregados rotineiramente. A LPIVM pode ser
definida como a lesdo que ocorre em areas de pulmao normal de pacientes submetidos a
VM e que simula a LPA. Superdistensdo repetitiva dos pulmdes e o consequente
desenvolvimento de atelectasia contribuem para a lesdo pulmonar, a qual se origina do
padrao ventilatério utilizado para o suporte da oxigenagdo e da ventilagdo. A mudanga
ciclica no volume pulmonar parece ser causa importante de LPIVM, sugerindo que uma
estratégia ventilatéria que evite grandes variagdes no volume pulmonar possa ser
benéfica'™!!. Assim, a ideia que predomina atualmente ¢ a de que o emprego de VC
alto, com geragao de altas pressdes inspiratoria e de platd, determina lesdo estrutural em
areas de pulmdo até entdo sadias, agravando a hipoxemia e piorando a evolugdo dos
pacientes com SDRA. A VM mais agressiva pode, também, propiciar lesdo alveolar

inflamatoria, mimetizando as lesdes anatomopatologicas da sindrome em 4areas
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pulmonares sadias e aumentar o risco de desenvolvimento de sindrome de disfungao

de multiplos 6rgios e sistemas (biotrauma)'.

Assim ¢ que, em 2000, o grupo The Acute Respiratory Distress Syndrome
Network'’ comparou o uso da ventilagdo mecanica tradicional com a ventilagdo com
volume corrente baixo (6 mL/kg) e pressdao de plato limitada em 30 cmH,0. O trabalho
teve que ser interrompido com 861 pacientes, pois a mortalidade foi significantemente
menor no grupo ventilado com volume corrente baixo. Surgiu, entdo, o conceito de

ventilagdo mecanica convencional protetora (VMC).

A recomendagdo atual para a VMC protetora na SDRA ¢ a utilizacdo de VC
baixo (6-8 mL/Kg), pressdo de platd limitada em 30 cmH,O e pressdo expiratéria final
positiva (PEEP) elevada, em modos limitados a pressio'’, permitindo que a saturagio
arterial de oxigénio fique entre 88%-90% (hipoxemia permissiva) e que a PaCO, atinja

valores de até 100 mmHg (hipercapnia permissiva)'®.

Embora a VMC protetora seja efetiva para a maioria dos pacientes, ha um
numero significante deles que apresenta insuficiéncia respiratoria grave € nos quais a
VMC protetora pode ndo garantir a oxigenacdo e a ventilacdo. Nestes casos, tanto em
adultos como em criangas, estratégias terapéuticas adicionais a ventilagdo mecanica

A . - 1
vém sendo desenvolvidas, destacando-se entre elas a posi¢do prona'’.

Os estudos tomograficos de pulmdes com SDRA descritos anteriormente, além
de demonstrarem que o comprometimento pulmonar era heterogéneo, evidenciaram
também que a lesdo variava de acordo com a posicdo do paciente, sendo mais
importante nas areas dependentes da gravidade, ou seja, na regido pulmonar dorsal,
quando o paciente estd em posicdo supina®’. Nesta posi¢do, o volume reduzido de areas
pulmonares aeradas ndo dependentes estd em risco de superdistensdo e de lesdo por
ciclos repetidos de abertura de fechamento de unidades alveolares quando a VM ¢
utilizada com volumes e pressdes elevadas®'. Desta forma, a colocagdo do paciente em
posicdo prona passou a integrar o arsenal de possibilidades terap€uticas adjuvantes na

SDRA.

A posi¢io prona, primeiramente descrita por Bryan®, pode melhorar as trocas
gasosas por mecanismos ainda ndo totalmente esclarecidos, entre os quais destacam-se:

1) redistribui¢io da ventilagdo para areas pulmonares dorsais melhor perfundidas®. Ha
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melhora da relagao V/Q nas regides dorsais, onde o colapso pulmonar e a relagao V/Q
desigual predominam na posi¢do supina®’; 2) homogeneizagdo da distribui¢io do VC
associada com alteragdes na mecénica da parede toracica®; 3) recrutamento alveolar™;
4) redirecionamento de forgas compressivas exercidas pelo peso do coragdo sobre os

pulmdes®’; 5) e melhor remogio de secregdes.

Estudos em animais mostraram que a posi¢ao prona melhora a oxigenacdo em
relacdo a posi¢do supina. Além disso, manobras de recrutamento alveolar parecem ser
mais efetivas para melhorar a oxigenagao se realizadas quando o animal estd em posi¢ao
prona, sendo que a manutengdo do efeito destas manobras se consegue com o uso de
PEEP mais baixas que na posi¢do supina e o efeito da posi¢ao prona sobre a oxigenagao
¢ mantido apods voltar a posi¢do supina®*. Foi demonstrado, em cies, que a posi¢io
prona promove LPIVM de menor gravidade e mais homogénea que a posi¢ao supina 8,
Estes resultados foram, posteriormente, confirmados por Valenza et al*’, que mostraram
em ratos com pulmao normal, que a posi¢do prona retarda a evolugao da LPIVM, além
de permitir ventilagdo mais homogénea. De fato, o VC preferencialmente tensiona as

regides pulmonares ndo dependentes na posi¢do supina, enquanto que na posi¢ao prona

o deslocamento do diafragma para baixo ¢ mais relevante.

Em 2004, Guérin et al’® realizaram estudo multicéntrico, controlado e
randomizado com 791 pacientes adultos com insuficiéncia respiratdria hipoxémica
aguda (Pa0O,/Fi0,<300) em VM. Nao houve diferenca na mortalidade de 28 dias entre
0s grupos prona e supina e também quanto ao sucesso de extubagdo. No entanto, a
oxigenac¢do foi melhor no grupo prona e a incidéncia de pneumonia associada a VM
(PAV) foi significantemente menor neste grupo. No ano seguinte, Mentzelopoulos et
al’! avaliaram 10 adultos com SDRA grave (Pa0,/Fi0,<100) sob FiO, de 0,79+0,07,
PEEP de 9,4+1,3cmH,0 e VC de 9,0+0,9ml/Kg ajustados para manter a pressao de
platd pulmonar abaixo de 30 cmH,0O. Os pacientes foram estudados em posi¢ao supina
a 60°, depois foram colocados em prona e, por fim, novamente em decubito a 60°. Os
autores observaram redu¢do de indicadores de estresse pulmonar parenquimatoso total e
de tensdo pulmonar com a posi¢do prona. Este foi o primeiro estudo realizado em
humanos que mostrou a possibilidade de redugdo de LPIVM quando a posic¢do prona ¢
adotada. Romero et al’” , em 2009, estudaram 15 adultos com SDRA grave (PaO,/ FiO,
<100) submetidos a posi¢ao prona por maior tempo, 48 horas ou mais, até conseguir

indice de oxigenagdo (IO) menor do que 10. Os autores demonstraram melhora



13

significativa da relagdo PaO,/FiO; e do IO, diminui¢do da PaCO; e da pressao de platod

e aumento da complacéncia estatica.

Em criangcas com SDRA, a posi¢do prona vem sendo avaliada em estudos
clinicos de formas variadas. Relvas et al (2003)*?, mantiveram 40 criancas, de 1 més a
18 anos de idade, continuamente em prona e observaram diminui¢do do 10, aumento da
relacdo PaO,/FiO,, em 6-10h, e melhora ainda mais acentuada da oxigenacao em 18-
24h, sem mudanca significativa na pressdo aérea média. Concluiram que a posicao
prona melhora a oxigenacdo em criangas com SDRA submetidas a VMC e que a
manuten¢do dos pacientes em prona por mais de 12 horas esta associada a melhora mais
pronunciada e estdvel do IO comparada a periodos mais curtos. Casado-Flores et al
(2002)** utilizaram a posigdo prona em 23 criancas com SDRA, mudando de prona para
supina a cada oito horas. Observaram que trés em cada quatro criangas responderam a
posicao prona com melhora da relacdo PaO,/Fi0O,, ao passo que ao voltar para posi¢ao
supina nao houve melhora e at¢é mesmo ocorreu piora da oxigenacdo em alguns
pacientes. Das criangas que responderam a posi¢do prona, 33% ndo responderam na
primeira vez. Os autores concluiram que a posi¢cdo prona ¢ um procedimento simples,
praticamente sem complicacdes € bem tolerado e que melhora a oxigena¢do na maioria

das criangas com SDRA.

Em 2005 foi publicado estudo® controlado e randomizado com 102 criangas de
duas semanas a 18 anos de idade com o diagnostico de lesdo pulmonar aguda. O estudo
mostrou melhora da oxigenacdo na maioria dos pacientes randomizados para a posi¢ao
prona (20 horas/dia), caracterizando 90% deles como respondedores por melhora da
oxigenacao. Porém, nao houve diferenca significativa entre os grupos em dias livre de
VM, mortalidade, tempo de recuperagdo da lesdo pulmonar e dias livre de faléncia
organica. Em 2008, revisdo sistematica da Biblioteca Cochrane demonstrou em criangas
com SDRA que a posicdo prona melhora a saturagdo de oxigénio, a PaO,, o 10, a

sincronia téraco-abdominal e ocasiona menos episodios de queda da saturagdo™®.

Em revisdo publicada em 2006, Guérin®’ concluiu que a posi¢do prona melhora a
oxigena¢do sem induzir ou até mesmo prevenindo a superdistensdo pulmonar e a
hiperinsuflagdo. Continuando os estudos, o assunto foi objeto de trés metandlises que
compararam a posi¢ao prona com a supina. Duas delas ocuparam-se apenas de trabalhos

controlados e randomizados em adultos com insuficiéncia respiratéria hipoxémica (4
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estudos com 1.271 pacientes)*® ou com SDRA (5 estudos com 1.316 pacientes)®®. A
outra metanalise avaliou adultos e criancas com insuficiéncia respiratdria aguda (lesdo
pulmonar aguda ou SDRA) em estudos controlados e randomizados (13 estudos com
1.559 pacientes)”. Todas concluiram que, apesar de melhorar a oxigenacdo e diminuir o
risco de pneumonia associada a VM, a posi¢ao prona ndo se associa a diminuicao da
mortalidade. No entanto, h4 efeito benéfico nos pacientes mais graves™. Em 2010, Sud
at al*® conduziram nova metanalise que avaliou estudos clinicos com adultos e criancas
fora do periodo neonatal e concluiram que a posi¢ao prona reduziu significantemente a
mortalidade em pacientes com insuficiéncia respiratoria hipoxémica grave (PaO,/FiO, <

100).

Assim, a posi¢do prona faz parte da estratégia terapéutica de protecdo pulmonar,
sendo maneira fisiologicamente apropriada para ser utilizada em pacientes com SDRA

grave.

Outra terapia adjuvante que vem ganhando destaque na pratica clinica é o 6xido
nitrico inalatorio (NOi) *'*. Levando-se em consideragdo a presenga de hipertensio
pulmonar na fisiopatologia da SDRA e as possiveis complicagdes da VM protetora,
entende-se que a administragdo de medica¢des vasodilatadoras seria util para o
tratamento. No entanto, os vasodilatadores intravenosos disponiveis ndo apresentam
especificidade para o leito vascular pulmonar e podem reduzir a pressao arterial
sistémica, agravando ainda mais o shunt intrapulmonar por vasodilatagcdo ndo seletiva
de artérias que perfundem areas pulmonares mal ventiladas, com piora da relagdo
ventilagdo/perfusdo nestas areas e diminuicdo da PaO; *_ Por esta razio a atencdo

voltou-se para um vasodilatador especifico da circulagdo pulmonar.

No final de 1980, o o6xido nitrico (NO) foi identificado como fator de
relaxamento derivado do endotélio®. O NO ¢ uma combinacdo 1:1 de dois dos mais
abundantes gases da atmosfera, sendo sintetizado a partir da L-arginina pela agdo da NO
sintase e liberado apos ativagdo quimica e mecanica. Quando produzido nas células
vasculares endoteliais, o gas difunde-se para as células musculares lisas adjacentes e
ativa a guanil-ciclase que determina aumento da producdo do GMP ciclico (guanosine
3,5 -monophosphate). O aumento do GMP ciclico diminui a concentracdo de célcio
intracelular com relaxamento da musculatura lisa ¢ vasodilatagio®®. Destaca-se que,

devido a alta afinidade pela hemoglobina, o0 NO, quando administrado por via inalatéria,
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¢ inativado répida e especificamente no sangue, ndo promovendo vasodilatacdo da
circulagdo sistémica. O gas exibe efeitos macro e microseletivos sobre a vasculatura
pulmonar. O efeito macroseletivo ¢ obtido por meio de vasodilatagdo direta das artérias
pulmonares e o microseletivo deve-se a sua acao limitada as regides pulmonares bem
ventiladas. Esta vasodilatacdo seletiva direciona o fluxo sanguineo de areas mal
ventiladas para dreas bem ventiladas e com perfusdo diminuida, otimizando a relagao
ventilagdo/perfusdo e melhorando a oxigenagdo, com diminui¢do da resisténcia vascular
pulmonar e da poés-carga do ventriculo direito. Pela otimizagdo da relacdo
ventilagdo/perfusdo, o gas pode permitir o emprego de VM menos agressiva, que, por
sua vez, pode diminuir o risco de lesdo pulmonar induzida pela VM e a morbidade.
Além disso, ha relatos de que o NOi pode regular a resposta inflamatoria e imune,
diminuir a pressdo capilar pulmonar, a formacdo de edema pulmonar e reduzir o

. . 47
seqliestro pulmonar de neutrofilos™ .

No comeco de 1990, os efeitos benéficos do NOi sobre a oxigenagdo,
hipertensdo pulmonar e indice cardiaco foram descritos em adultos™ e criangas™ com
SDRA. Rossaint et al.* publicaram em 1993 os primeiros relatos de efeitos do NOi na
SDRA em adultos, demonstrando diminui¢do do shunt intrapulmonar e melhora da
oxigenacdo arterial. Abman et al.*’, no ano seguinte, descreveram efeitos benéficos do
gas sobre a oxigenag¢do, hipertensdo pulmonar e indice cardiaco em criancas com a
sindrome. Posteriormente, varios trabalhos, enquanto confirmaram os efeitos imediatos,

ndo demonstraram resposta sustentada da terapia com NOi em adultos’™' ou

5233 No entanto, Dobyns et a1.54, em estudo randomizado e controlado,

criangas
observaram resposta sustentada ao NOi versus terapia com placebo em subgrupos de
criangas (aquelas com indice de oxigenagdo > 25 e as imunodeprimidas). Os autores
admitiram que o tratamento com NOi ndo sustentou a melhora da oxigenacdo em todos
os pacientes pois os mesmos foram incluidos em estagios tardios da doenca (depois de

trés a cinco dias do diagnostico).

Seguindo a ideia dos efeitos benéficos da administracdo precoce, foi publicado,
em 2001, protocolo de administragdo precoce de NOi em criangas com SDRA.
Demonstrou-se melhora imediata e sustentada da oxigenagdo utilizando o NOi tdo
precocemente quanto 12 horas depois do diagndstico da doenga, suportando a hipotese

de que o tratamento precoce com o gas pode ser mais efetivo™".
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Em 2003, The Cochrane Library publicou revisdo sistematica sobre os efeitos do
NOi em faléncia respiratéria hipoxémica aguda de adultos e criangas, com atualiza¢ao
em 2006°°. Cinco estudos randomizados e controlados foram analisados, avaliando 535
pacientes. A revisdo concluiu que o NOi ¢ util apenas como terapia de salvamento, nas
primeiras 24 horas de doenga. Vale ressaltar que dos cinco estudos analisados, apenas o
de Dobyns et al.>* foi realizado em criancas e que a conclusio final indicou que o
potencial efeito da terapia com NOi em pacientes com SDRA estd para ser definido,

principalmente em criangas.

Em 2004, nosso grupo publicou os efeitos da administragao precoce de NOi na
SDRA comparando um grupo composto de criancas seguidas prospectivamente e que
recebeu NOi associado a terapia convencional (GNOi) com um grupo historico de
pacientes que utilizou apenas terapia convencional (GTC). A terapia com NOi foi
introduzida tdo cedo quanto 1,5 horas depois do diagnostico de SDRA, em pacientes
otimamente ventilados com niveis apropriados de PEEP (>10cmH,0). Demonstrou-se
melhora imediata da relacdo PaO,/FiO, e do indice de oxigenagdo. Da mesma forma, o
tratamento prolongado associou-se com melhora da oxigenagdo, tanto que a FiO, e a
PIP puderam ser rapida e significantemente reduzidas. Concluiu-se que o tratamento
precoce com NOi1 causa melhora imediata e sustentada da oxigenacdo, com reducao
mais precoce de parametros ventilatorios associados com alto risco de lesdo pulmonar
induzida pela ventilagdo mecanica e toxicidade pelo oxigénio (PIP e FiO,). Especulou-
se que o emprego do NOi tenha permitido reduc¢do da agressividade da VM e atenuado

o processo inflamatério, com diminuigdo da mortalidade®’.

Estes resultados podem ser explicados, em parte, pois o NOi e os produtos de
sua oxidagdo apresentam efeitos antiinflamatorios (diminui¢do da ativacdo de linfocitos
e da adesdo leucocitaria) e interferem com o metabolismo oxidativo®*. Sustentando a
hipotese de que a administragdo precoce de NO1 pode ser benéfica na SDRA, Razavi et
al.®?, publicaram estudo sobre os efeitos do NOi em lesdo pulmonar induzida por sepse,
em modelo experimental de ratos. Os autores concluiram que a exposi¢do precoce ao
NOi no curso da lesdo pulmonar aguda induzida por sepse associa-se a reducdo da

infiltracao leucocitaria € menor lesdo oxidativa.

Apesar dos possiveis efeitos benéficos do NOi, varios estudos ndo tém atribuido

54,61,62

valor ao gés devido a falta de impacto sobre a mortalidade . Assim, seu uso tem se
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restringido a terapia de curta duragdo no suporte cardiorrespiratorio de pacientes com
. . . . ~ 6

hipoxemia aguda ameacadora da vida ou hipertensdo pulmonar®. Confirmando estes

resultados, recente metanalise mostrou que o NOi melhorou a oxigenagdo sem melhorar

os desfechos clinicos em criancas e adultos com LPA/SDRA*.

Considerando os potenciais efeitos benéficos da posi¢cdo prona, principalmente
os relacionados a melhora do recrutamento alveolar, nossa hipotese ¢ que a posicdo
prona determina melhora mais acentuada da oxigena¢do, mecanica respiratdria, com
lesao pulmonar histopatoldgica, inflamatéria de menor intensidade quando comparada

com o NOi.

O objetivo deste estudo foi comparar os efeitos da posicao prona com os do NOi
sobre a oxigena¢do, mecanica respiratoria, lesdo histopatologica e inflamatoria em

modelo experimental de LPA.

Os desfechos analisados foram indices fisiopatologicos de lesdo pulmonar
aguda: oxigenacdo e trocas gasosas; histologia; nivel de TNF-alfa e contagem de

polimorfonucleares no fluido do lavado broncoalveolar.

2. Materiais e Métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Experimental
(protocolo numero 795) da instituicdo e foi realizado no Laboratério Experimental do
Centro de Pesquisa Clinica e Experimental do Departamento de Pediatria da Faculdade

de Medicina de Botucatu-UNESP.

2.1. Obtencéo, Preparo e Distribuicdo dos Animais

Trata-se de estudo prospectivo, controlado, in vVivo e em animais de laboratorio.
Foram utilizados coelhos jovens brancos fornecidos pelo Biotério da UNESP-Campus

de Botucatu, com peso corporal variando de 2,0 a 3,0 Kg.
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ApOs pesagem, os animais foram anestesiados e sedados com uma solugdo de
cetamina (50 mg/Kg) e acepromazina (2 mg/Kg) administradas por via intramuscular.
Posteriormente, os animais foram colocados em goteira cirargica, receberam oxigénio a
100% por meio de cateter nasal e foram submetidos a tricotomia cervical e toracica para
colocagao de eletrodos de monitoragdo da frequéncia cardiaca (FC). Se a FC diminuisse
para valores abaixo de 180 bpm, era administrada atropina na dose de 0,01 mg/Kg por
via intravenosa na veia auricular. A regido anterior do pesco¢o dos animais foi
anestesiada com xilocaina para traqueotomia, dissec¢ao da artéria carotida e veia jugular
interna. Traqueotomia foi realizada, sendo introduzido tubo traqueal de maior calibre
possivel (didmetro interno de 3,0 a 3,5 mm, Portex, Hythe, UK), mantido em posi¢do
por meio de fita cirurgica. Imediatamente, foi iniciada a ventilagdo mecanica com o
aparelho Inter 7 plus (Intermed, S&o Paulo, Brasil). Os parametros iniciais colocados:
modo pressdo-regulada volume controlado (AC/PRV), com VC alvo de 6 mL/Kg;
frequéncia respiratdria (FR) de 40 ciclos por minuto, ajustada de acordo com a PaCO»;
tempo inspiratorio (Ti) de 0,5 segundo; PEEP de 5 cmH,O; fracdo inspirada de oxigénio
(FiO,) de 1,0. Estes parametros foram mantidos por periodo de estabilizagdo de 15
minutos até o momento da indugdo da lesdo pulmonar. Em seguida, o Gnico pardmetro

do ventilador modificado até o final do experimento foi a PEEP.

Depois da traqueotomia, a artéria cardtida e a veia jugular interna foram
dissecadas. Na artéria, introduzido um cateter de limen unico (22 Gauge Jelco,
Introcan® Safety™ - B-Braun, Melsungen, Germany) e na veia, um cateter de duplo
lamen (57" - Arrow International Inc., Reading, Philadephia-USA). O cateter arterial foi
utilizado para obten¢do de gasometrias e para monitoriza¢ao continua da pressao arterial
média (PAM) com auxilio de um sistema de monitoracao de pressdo (LogiCal® da
Medex, Dublin, USA) conectado a monitor multiparamétrico (Dixtal, Manaus, Brasil).
O cateter na veia cava foi utilizado para administracdo de sedativos em infusdo

continua, soro de manuten¢do e drogas vasoativas.

Obtidos os acessos vasculares, a anestesia foi mantida por meio de
administragdo intravenosa continua de 10 mg/Kg/h de cetamina, até a conclusdo do
experimento. Além disso, os animais foram submetidos a bloqueio neuromuscular por
meio da administragdo intravenosa de 0,2 mg/Kg de pancurdnio, sendo o bloqueio
mantido com doses adicionais de 0,1 mg/Kg a cada 30 a 60 minutos. Caso a PAM

atingisse valores inferiores a 50 mmHg, em qualquer momento dos experimentos, era
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iniciada infusdo intravenosa continua de noradrenalina em dose inicial de 0.5
ng/Kg/min e, em ndo havendo resposta, a dose era aumentada até 2 pg/Kg/min. Se
ainda assim n3o houvesse resposta, era adicionada adrenalina na dose de 0,1 a 0,3

ng/Kg/min.

Durante o experimento, a temperatura corporal foi monitorada com o auxilio de
um termometro digital por via retal, sendo mantida entre 38°C ¢ 40°C com auxilio
bolsas térmicas, ¢ a volemia, mantida por meio de infusdo continua de 4 mL/Kg/h de

solucdo salina acrescida de 5% de dextrose.

2.2. Instalacéo do modelo de LPA

A lesdo pulmonar aguda foi induzida conforme técnica previamente descrita® .

Resumidamente, através da canula traqueal foram realizadas seis lavagens sucessivas do
pulmdo com soro fisiologico aquecido entre 37°C e 38°C em aliquotas de 30 mL/Kg, a
uma pressao maxima de 30 cmH,0. Cada procedimento de lavagem teve duragio de 60
segundos, sendo 20 segundos reservados para infusdo e o tempo restante para retirada, a
qual foi realizada por gravidade, movimentos externos de compressdo toracica e gentil
succao. Completada a retirada, o procedimento foi repetido a cada 3-5 minutos até
atingir relagdo PaO,/Fi0, < 100 mmHg, confirmada ap6s 10 minutos de estabilizacao.
Se o critério ndo fosse atingido, eram realizadas duas lavagens na sequéncia e, depois de
10 minutos, nova gasometria era obtida e assim sucessivamente até atingir relagdo
Pa0,/FO, < 100 mmHg. Atingindo o critério, os animais foram aleatorizados para
compor os grupos experimentais utilizando-se uma sequéncia randomica gerada por

computador (www.randomizer.org).

2.3. Administracao de 6xido nitrico inalatério

A administracdo do NOi seguiu as normas anteriormente descritas pelo
grupo**%® sendo a dose de 5 ppm mantida ao longo do experimento. Resumidamente,
o gas misturado com nitrogénio foi obtido a partir de tanques de 20L, conectados a um
regulador de pressdo (AGA Medical S.A., Sdo Paulo, Brasil). A concentracdo nos

tanques foi certificada pelo fornecedor como sendo 300 partes por milhdo (ppm) de


http://www.randomizer.org/
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oxido nitrico em nitrogénio. A fracdo de NOi foi continuamente liberada para os
pacientes, via fluxometro, diretamente dentro do ramo inspiratério do circuito do
aparelho de ventilagdo mecanica, distalmente ao umidificador, ha 30 cm do tudo
endotraqueal. As concentragdes de NOi e de dioxido de nitrogénio foram medidas por
meio de sensor eletroquimico (J P Moryia Ind & Com Ltda., Sao Paulo, Brasil) a partir
de amostras de gas obtidas o mais proximo possivel do tudo endotraqueal. O alarme
audiovisual foi mantido em uma dose de 1 ppm acima da dose de NOi ditada pelo
protocolo e a um nivel maximo de NO, de 3 ppm. O sensor eletroquimico foi calibrado

diariamente.

2.4. Formagao dos grupos experimentais e ventilacdo mecéanica

Cinquenta animais foram escolhidos ao acaso para compor quatro grupos

experimentais, a saber:

¢ Animais com LPA em VMC protetora em posi¢do supina (GVMS; n=15);
e Animais com LPA em VMC protetora + posi¢do prona (GVMP; n=15);
e Animais com LPA em VMC protetora + NOi em posicao supina (GVNO; n=15)

Animais sadios submetidos a VMC protetora (sadio — GS; n=5).

Os animais submetidos a LPA foram ventilados conforme descrito
anteriormente, isto ¢, modo pressdo-regulada volume controlado, com VC alvo de 6
mL/Kg, FR de 40 ciclos por minuto, Ti de 0,5 segundo, PEEP de 5 cmH,0 e FiO, de
1,0. A PEEP foi aumentada at¢ 10 cmH,O no final da primeira hora do experimento e

assim mantida até o final de quatro horas.

Apo6s confirmagdo da LPA o coelho foi colocado em posi¢do prona ou mantido
em supina com uso de Oxido nitrico inalatério ou somente mantido em supino sem
qualquer das terapias adjuvantes, sendo este momento denominado tempo zero (TO).
Posteriormente, os animais foram ventilados por quatro horas, sendo colhidas
gasometrias arteriais nos seguintes momentos: 30, 60, 120, 180 e 240 minutos,
conforme demonstra Figura 1. O tempo de quatro horas foi escolhido levando-se em

conta a viabilidade de coelhos neste tipo de experimento, por nos ja atestada, e em razao
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dos estudos citados anteriormente que demonstraram efeitos agudos, clinicos e

experimentais, da posi¢do prona e do 6xido nitrico.
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Figura 1: Ilustracdo representativa do protocolo de estudo.

2.5. Contagem de células polimorfonucleares no fluido de lavagem pulmonar

As células totais do lavado broncoalveolar (BAL) foram contadas por meio de
camara de Neubauer. O volume foi medido e centrifugado. As células obtidas por
centrifuga¢do foram ressuspensas em 1 mL de salina e depois diluidas 1:10 em solugao
de Turk para contagem. A contagem diferencial foi realizada em esfregago da mesma
amostra de células, em laminas e coloracdo de Leishman. A fixagdo das células em

laminas foi realizada por meio de citocentifugagao.

2.6. Medida da concentracio de TNF-alfa no fluido de lavagem pulmonar

A dosagem de TNF-alfa do BAL foi realizada utilizando o método de ELISA

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), conforme Imai et al.*’ e protocolo fornecido
ym y
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pelo fabricante (PharMingen®). O método de ELISA utilizou anticorpo policlonal de
cabra anti-TNF-alfa como anticorpo de captura na concentragdo de 4 pg/mL e um

anticorpo de cabra policlonal anti TNF-alfa biotinilado como anticorpo de revelagao.

2.7. Manipulacéo dos pulmdes e Histologia pulmonar

Antes do término do experimento, os animais receberam 1 mL de heparina e
foram sacrificados com a administragdo intravenosa rapida de cetamina. Apds o
sacrificio, o tubo traqueal foi ocluido e o térax aberto para excluir a presenga de
pneumotorax oculto, confirmar a posicao dos cateteres vasculares e do tubo traqueal e
coletar amostra para analise histologica e para lavado broncoalveolar. Nos animais nos
quais foi realizado o lavado broncoalveolar, o bronquio fonte direito foi ligado por meio
de uma fita cirurgica, o bloco pulmao/coracdo removido e o pulmao esquerdo lavado
duas vezes utilizando-se aliquota de 15 mL/Kg de salina normal. O fluido drenado foi
coletado para analise do lavado broncoalveolar. Nos animais submetidos a andlise
histologica, o bloco traqueia/pulmio/coracdo foi removido, os pulmdes e a traqueia
separados do coracdo e o pulmao esquerdo preenchido com solug¢do de formol a 10%. O
preenchimento foi realizado por meio de uma coluna de equipo de soro de 30 cm de
comprimento conectada em uma de suas extremidades a um frasco que contem formol e
na outra a traqueia do animal. A partir desse sistema o formol gotejou por gravidade,
lentamente, de forma a preencher os espagos alveolares, preservando sua arquitetura.
Ap6s periodo minimo de fixagao de 24 horas, fragmentos foram embebidos em parafina
e entdo realizados cortes axiais de pulmao que foram corados com hematoxilina e
eosina e examinados por dois patologistas, de forma cega e independente. Para o estudo
histologico os cortes foram examinados sob microscopia Optica. Em cada lamina, o
espécime foi dividido em duas zonas distintas, representando as regides dependentes
(dorsais) e nao dependentes (ventrais) do pulmao. Dez campos microscopicos foram
aleatoriamente selecionados para o exame, sendo cinco em cada regido, totalizando 50
andlises para cada animal. O dano histopatoldgico pulmonar foi quantificado por um
escore que analisa sete varidveis (inflamagdo alveolar, inflamagdo intersticial,
hemorragia alveolar, hemorragia intersticial, edema, atelectasia e necrose) com cinco

graus individuais de gravidade para cada uma delas®®"’.
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2.8. Variaveis analisadas:

Protocolo com as varidveis anotadas para cada animal estd anexado apds as

referéncias bibliograficas. Resumidamente, as variaveis analisadas foram:

a)

b)

¢)

d)

g)

Variaveis hemodindmicas: frequéncia cardiaca e pressao arterial média;
Gasometria arterial: pH, PaO,, PaCO,, HCOj5", BE e SaOy;

Parametros ventilatorios: fragdo inspirada de oxigénio, tempo inspiratério,

frequéncia respiratoria e pressdo média das vias aéreas;
Mecanica pulmonar: complacéncia pulmonar estatica.

Indices derivados para avaliar trocas gasosas: relagdo PaO,/Fi0O,, indice de

oxigenagdo (FiO, x pressdo média vias aéreas X 100/pa02).

Processo inflamatério alveolar: nivel de TNF-alfa e contagem de
polimorfonucleares no fluido do lavado alveolar e TNF-alfa no homogeinato de

tecido pulmonar.

Histologia: descrito no item Manipulag¢do dos pulmoes e Histologia Pulmonar.

2.9. Andlise Estatistica

Varidveis com distribui¢do normal foram comparadas entre os diversos grupos

experimentais por meio de andlise de variancia (ANOVA), com subsequentes

comparagdes multiplas entre pares por meio do teste de Bonferroni. Varidveis de

distribuicdo ndo normal foram comparadas entre os diversos grupos por meio de

ANOVA de Kruskal-Wallis, com subsequentes comparagdes pelo teste de Dunn. A

analise do comportamento de uma variavel ao longo do tempo, em caso de distribui¢ao

normal, foi avaliada por meio de ANOVA de medidas repetidas com comparagao entre

pares com o teste de Bonferroni e em caso de distribuigdo ndo normal foi utilizado o

teste de medidas repetidas de Friedman, com comparagdes posteriores pelo método de

Dunn. O teste t foi utilizado para comparar o numero de lavagens pulmonares entre os

grupos tratados. Foi utilizado nivel de significancia de 5%.
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3. Resultados
3.1. Hemodinamica, Mecéanica Pulmonar e Trocas Gasosas

Nao houve diferenga estatistica entre os grupos quanto a estabilidade hemodinamica
avaliada pela medida da PAM (Figura 2). A pressdo arterial média foi mantida acima de
50 mmHg por meio de suporte vasoativo. Houve trés Obitos durante o periodo

experimental, sendo os trés ocorridos no grupo supino.
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Figura 2: Pressdo arterial média ao longo do tempo para os grupos experimentais. Os dados sdo
apresentados como média +£SD. Nao houve diferenca estatistica significante entre os momentos
experimentais de cada grupo e na comparagdo entre os grupos (p>0,05). Testes: ANOVA de
Medidas Repetidas e ANOVA.



25

Igualmente, ndo houve diferenca estatistica significante comparando os grupos

quanto ao peso dos animais e o nimero de lavagens necessarias para a inducao da lesdo

pulmonar (p>0,05). Houve diferenca entre os grupos para a relagdo PaO,/FiO,, 10,

complacéncia estatica e pressao média de via aérea (MAP), comparando os momentos

antes e depois da inducdo da lesao pulmonar (Tabela 1). O grupo controle ndo sofreu

lesdo pulmonar.

Tabela 1: Varidveis de comparagdao dos grupos ventilagdo mecanica em supino (GVMS),
ventilagdo mecanica em prona (GVMP), ventilacdo mecanica com 6xido nitrico (GVNO) e grupo
sadio (GS) antes e depois da indugdo da lesdo pulmonar.

Variaveis Grupos
GVMS (n=15) GVMP (n=15) GVNO GS
Peso (Kg) 2,5£0,2 2,7+0,4 2,5+0,2 2,5+0,3
Numero de lavagens 10,2 £ 8,6 10,0£2,2 7,7+2.8 -
Pa0,/FiO, Antes da indug¢io 447,7+61,5 458,3 +47,6 445,8+73,7 444,2+59 4
da lesdo
Ap6s a inducado da 74,5 +£15,5* 69,8 £ 10,6* 80,7+£23,7* -
lesdo
Indice de Antes da indugdo 3,7+5,7 1,9+04 1,7+0,3 1,9+0,3
oxigenacio da lesdo
(cm H,O/mm Hg)  Apss a indugdo da 15,44 4% 14,043,5% 14,0451 -
lesao
Complacéncia Antes da indug@o 1,8+0,5 1,7+0,3 3,2+0,4 1,7+0,6
pulmonar da lesdo
estatica (cmH,0) - | A 0,6+0,2 * 0,7+0,2 * 1,2:40,2% -
lesao
Pressio média de  Antes da inducdo 8,9+1,3 8,9+1,3 7,4+0,6 8,5+0,8
via aérea da lesdo
(emH,0) Apbs a indugdo da 11,3+1,4% 10,241,4 * 10,30,9 * -

lesdo

P > 0,05 comparando peso e numero de lavagens entre os grupos.
*p <0,001 comparando as medidas de cada grupo apds indugdo da lesdo.
Comparacdo dos grupos: analise de variancia; Teste t.
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Apo6s 240 minutos sob ventilagdo mecanica protetora, os trés grupos de estudo
apresentaram relacdo PaO,/FiO; estatisticamente menores quando comparada com o GS
(Figura 3). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos submetidos a lesao pulmonar

quanto a Pa0,/FiO, ao final do experimento,
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% % % %
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L 400 -
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Figura 3: Evolugdo da relacdo PaO,/FiO, no periodo experimental. Os grupos ndo diferiram
estatisticamente entre si antes da lesdo pulmonar (p>0,05). Apds a indugdo (TO0), os trés grupos
lesados evoluiram com hipoxemia significante em relagdo ao GS.

* p<0,05 em relagdo ao GS.

Testes estatisticos: ANOVA de Medidas Repetidas para comparar os momentos.
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Em acordo com os resultados obtidos para a relagdo PaO,/FiO,, os grupos
ventilagdo mecanica com Oxido nitrico, ventilagio mecanica em supino e ventilagao
mecanica em prona apresentaram indice de oxigenagdo significantemente pior quando
comparados ao GS (figura 4). Nao houve diferenca estatistica significante quando foram

comparados os grupos com lesao pulmonar entre si.
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Figura 4: Evolucao do indice de oxigenacgdo (pressao aérea média x FiO, x 100/Pa0,).
Testes estatisticos: ANOVA de Medidas Repetidas para comparar os momentos.
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3.2. Processo Inflamatério Alveolar

Os niveis de TNF-alfa no BAL foram significantemente maiores no GVMS
quando comparado com os outros grupos (figura 5). Nao houve diferenga estatistica
significante entre os grupos com ventilagdo mecanica protetora em posi¢ao prona € com

o0xido nitrico inalatorio.

40 1

30 1

20 A

10 A

Fator de Necrose Tumoral - alfa (ng/mL)
Lavado broncoalveolar

GS GVMP GVMS GVNO

Figura 5: Representacdo dos niveis teciduais de TNF-alfa a partir do lavado
broncoalveolar dos grupos sadio (GS), ventilagio mecéanica em posi¢do prona
(GVMP), em posicao supina (GVMS) e com 6xido nitrico (GVNO) na forma de
grafico de cinco pontos de Tukey. As bordas inferiores dos retdngulos indicam
os percentis 25, as linhas horizontais dentro dos retangulos marcam as medianas
e as porg¢des superiores indicam os percentis 75. *: p<0,05 comparando GVMS
com GS, GVMP e GVNO. Teste: Kruskal-Wallis One Way Analysis of
Variance on Ranks.
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Os niveis de neutrofilos no BAL ndo mostraram diferenca estatistica significante

entre os grupos com lesao pulmonar (Figura 6).

120 H

100 A

80 1

60 -

40 A

% de Neutrofilos

20 A

GS GVMP GVMS GVNO

Figura 6: Representagdo da porcentagem de neutréfilos medida no liquido broncoalveolar para
os grupos experimentais [sadio (GS), ventilagio mecénica em posi¢cdo prona (GVMP), em
posicao supina (GVMS) e com 6xido nitrico (GVNO)] na forma de grafico de cinco pontos de
Tukey. As bordas inferiores dos retdngulos indicam os percentis 25, as linhas horizontais dentro
dos retangulos marcam as medianas e as porgdes superiores indicam os percentis 75. *: p<0,001
comparando GS com os demais. Teste: Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on
Ranks.
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3.3 Histopatologia

O Escore de lesao histologica pulmonar (Figura 7) foi maior para o grupo supino
em relagdo ao grupo sadio (p<0,05). Nao houve diferenca estatistica significante entre
os demais grupos [GS: 0,6 (0,8-0,6); GVNO: 1,8 (2,4-1,1); GVMP: 2,0 (3,1-1,5);
GVMS: 2,1 (2,3-1,9)].
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Figura 7: Escore de lesao histologica no tecido pulmonar, nas regides dorsais dos grupos sadio
(GS), ventilagdo mecanica em prona (GVMP), ventilagdo mecanica em supina (GVMS) e
ventilagdo mecénica e Oxido nitrico (GVNO). *: lesdo histologica significantemente maior no
GVMS comparado com o GS (p<0,05). Teste: Kruskal-Wallis one Way Analysis of Variance
on ranks.
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4. Discussao

Enquanto vérios estudos avaliaram os efeitos da VMC protetora sobre
oxigenagdo, mecanica respiratéria e inflamagdo em modelos experimentais de LPA,
esse ¢ um estudo comparando os efeitos isolados de duas das principais terapias
adjuvantes (posi¢ao prona e 6xido nitrico inalatorio) nesta modalidade de ventilagao.
Até onde pudemos constatar, ndo existem estudos que tenham avaliado
histologicamente a lesdo pulmonar quando 6xido nitrico e posi¢cdo prona sao usados
separadamente, utilizando como controle tanto um grupo sadio quanto um grupo com

LPA sem o uso de terapias adjuvantes.
4.1. Escolha da espécie animal

Como héd mais de uma alternativa de modelo animal para estudar LPA, na
escolha do animal a ser utilizado ¢é preciso levar em consideragdo aspectos praticos tais
como facilidade de obtengdo, grau de dificuldade técnica na manipulagdo, experiéncia
descrita na literatura e custo. Estudamos as caracteristicas do coelho em literatura

66,70,71

especializada e por estas razdes o coelho foi escolhido.

4.2.  Manipulacdo dos animais

Para que a equipe dominasse as técnicas de dissec¢do dos vasos sanguineos,
traqueotomia, lavagem pulmonar e ventilacdo mecanica em coelhos, varios
experimentos-piloto foram realizados, ocupando sete animais e cerca de seis meses. A
realizacdo rapida destes procedimentos ¢ decisiva para o sucesso do experimento, pois
se houver demora, sangramento ou hipoxia os animais podem apresentar instabilidade
hemodinamica irrecuperavel. A proposito, a instabilidade hemodinamica ¢ caracteristica
deste modelo em coelhos e por esta razdo a administragdo de drogas vasoativas e
inotropicas para manter a pressao arterial sistémica dentro do limite estabelecido pelo
protocolo é regra, como relatado por outros autores’®’’. Outro fator a ser controlado
rigorosamente ¢ a temperatura corporal, pois a hipotermia também determina
deterioragdo dos animais do ponto de vista metabodlico e cardiovascular. A monitoragao
continua da temperatura retal e a utilizacdo de bolsas térmicas foram importantes para

garantir a estabilidade dos nossos animais.
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Tem sido descrito que a mortalidade de coelhos submetidos a este tipo de

procedimento é de aproximadamente 10%2, em acordo com os dados apresentados.
4.3. Caracteristicas gerais dos grupos

Os animais dos quatro grupos ndo diferiram quanto ao peso, varidveis de
oxigenacao e ventilagdo, variaveis metabdlicas e hemodinamicas antes de serem
submetidos a inducdo da lesdo pulmonar. Tal fato ¢ importante para garantir
homogeneidade dos grupos para que os mesmos pudessem ser comparados. A figura 1 e
a tabela 1 demonstram claramente que nao houve diferenga estatisticamente significante

entre PAM, peso e nimero de lavagens entre os grupos, antes da lesdo pulmonar.
4.4 Modelo de Lesédo Pulmonar Aguda

Neste modelo, a lesdo pulmonar manifesta-se por distarbio da relagdo
ventilagdo-perfusdo (V/Q), tanto pelo efeito shunt, quanto pelo aumento do espaco
morto. A mecanica ventilatoria também se encontra prejudicada pelo comprometimento
da complacéncia ¢ aumento da resisténcia pulmonar. O aumento da permeabilidade

capilar provoca edema alveolar, agravando ainda mais o processo’”.

O modelo de lavagem pulmonar com salina aquecida foi desenvolvido por
Lachmann et al., em 19807, baseado na observagio de que a LPA associa-se a deplecao
de surfactante nos espacos alveolares e diminuicdo da concentragdo de proteinas
associadas ao surfactante no BAL””. Neste modelo, solugio isotonica de salina aquecida
¢ infundida nos pulmdes e imediatamente removida, em lavagens sucessivas. Os ciclos
de lavagem reduzem a concentragdo de lipideos do surfactante na superficie alveolar
alterando a tensdo da superficie alveolar. A substancia surfactante ¢ uma complexa
mistura de proteinas e fosfolipides com varias fungdes fundamentais para os pulmdes”.
O surfactante diminui a tensdo superficial e previne o colapso alveolar, quando o
volume pulmonar encontra-se reduzido. As proteinas do surfactante estabilizam o
proprio surfactante ¢ modulam a resposta do hospedeiro no alvéolo’. A lavagem com
salina induz ao dano alveolar por dois mecanismos basicos: 1) aumento do colapso
alveolar, magnificando a LPIVM e 2) comprometendo a resposta de defesa alveolar.
Muitos estudos combinaram este modelo com VM, criando, muitas vezes, um fator de
confusdo, quando se analisa qual elemento ¢ responsavel pela lesdo alveolar, a lavagem

oua VM’'. A formagio de um grupo submetido 2 VMC protetora sem lesdo (GS) em
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nosso estudo objetivou eliminar esse fator de viés. A esse respeito, a Figura 2 mostra
que a relagdo PaO,/FiO, manteve-se estavel durante todo o experimento no GS,
indicando que a ventilagdo mecanica ndo produziu dano alveolar significante.
Entretanto, nos demais grupos, apos a inducdo da lesdo com salina aquecida, houve

hipoxemia grave (PaO,/Fi0, < 100).

Varios outros modelos foram descritos para a indu¢io de LPA em animais’’,
incluindo, entre outros, a lesdo hiperdxica, a administragdo intratraqueal de acido oleico,
0 uso subcutaneo de N-nitroso-N-metiluretano (NNNMU), a instilagdo traqueal de acido
cloridrico ¢ a injegdo de polissacaride de E. coli. A lesdo hiperoxica tem efeitos muito
variaveis dependendo da concentragdao de oxigénio. Além disso, os animais precisam ser
mantidos em ambiente fechado com altas concentracdes de oxigénio por tempo
prolongado, tornando o procedimento tecnicamente dificil. A inje¢do de acido oleico
produz edema e hemorragia pulmonar aguda e grave, sendo de reprodutibilidade dificil
pela dificuldade de manutencdo dos animais por tempo superior a duas horas. A
utilizagdo de NNNMU, por sua vez, exige preparagao do laboratorio experimental, pois
sua inalagdo induz lesdo pulmonar grave nos técnicos e pesquisadores; estas
dificuldades somadas ao alto custo desta técnica fazem com ela seja cada vez menos
utilizada. A instilagdo de acido cloridrico ndo foi utilizada pela escassez de estudos de
sua aplicagdo em coelhos. Por outro lado, a injegdo de E. coli vem sendo muito
utilizada, mas ¢ uma técnica de custo muito mais elevado quando comparada a técnica

de lavagem pulmonar com solucdo salina aquecida.

Assim, a lavagem pulmonar com salina aquecida foi o modelo escolhido neste
trabalho pela larga experiéncia da literatura com a técnica, facilidade de reprodugdo e na
manipulacdo dos animais, seguranca dos pesquisadores, baixo custo e a propria
experiéncia da equipe, que ja utilizou esta técnica em outros trabalhos experimentais de

estudo de métodos ventilatorios e terapias adjuvantes’ .

Cabe a ressalva, no entanto, de que nenhum modelo animal ¢ capaz de
reproduzir todas as caracteristicas da SDRA/LPA em humanos '*'. Modelos de LPA
em coelhos, por exemplo, associam-se com o dobro da producdo de oOxido nitrico
comparado a SDRA em humanos’’. O modelo de lavagem pulmonar causa lesdo
pulmonar muito parecida com a SDRA em humanos no que se refere aos seus efeitos

sobre a oxigenag¢do, complacéncia pulmonar, formacdo de atelectasia e edema
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perivascular e peribronquico. Entretanto, induz a menor infiltragdo macrofagica e
neutrofilica, a menos que outra agressdo seja adicionada, por exemplo, a ventilagdo

77,81

mecanica’ . Em adi¢do, a remog¢ao do surfactante interfere com a resposta imune e

com o metabolismo oxidativo, uma vez que o surfactante pode inibir a ativagao de

, . , . . . . ’ 82
neutrofilos respiratorios e tem efeito antioxidante sobre os macrofagos alveolares™.

A caracteristica deste modelo ¢ promover hipoxemia quase imediata com
aumento do shunt intrapulmonar ¢ consequente diminui¢ao da relagdo PaO,/FiO,, como
observado no presente experimento, lembrando que a FiO, foi mantida em 1,0 em todos
animais, de forma a tornar a relagdo PaO,/FiO, igual a PaO,, O indice de oxigenacao (10
= FiO, X pressdo média vias aéreas X 100/PaQ;), indicador da oxigenagdo e da
agressividade da ventilagdo mecanica, aumentou e permaneceu elevado tanto por
diminui¢do da oxigenagdo quanto por aumento da pressdo média das vias aéreas. No
presente estudo, a hipoxemia verificada apos a indugdo da lesdo foi de igual magnitude
nos animais do GVNO, GVMP e GVMS, sem diferenca significativa entre o nimero de
lavagens, como apresentado na Tabela 1. Da mesma forma, o 10 nos trés grupos com
lesio pulmonar apresentou o mesmo comportamento: nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos com lesdo, mas houve diferenca
estatisticamente significante entre estes grupos e o GS. Estes achados garantem a
comparacgao entre os grupos. A proposito, o nimero de lavagens necessarias para se

chegar a instalagdo do modelo em nossos animais foi comparavel ao de outros estudos
65,70,78, 80,74

Para definir que a lesdo pulmonar tinha efetivamente ocorrido, escolhemos o
nivel de relacio PaO,/FiO, < 100 mmHg, pois alguns estudos experimentais que
também utilizaram este método de indugdo de lesdo pulmonar utilizaram estes niveis de
relagdo para definir a lesdo >>® da mesma forma que este nivel de relagio PaO,/FiO, ¢ o

utilizado na pratica corrente para indicar doenca grave®
4.5. Resposta ao Oxido nitrico inalatorio e a posicdo prona.

O emprego do NOi ja esta bem estabelecido sob duas condi¢des, ou seja, inicio
precoce e adequado nivel de abertura dos alvéolos®**®. A responsividade ao gas pode
ser significantemente influenciada pela aplicacdo de PEEP adequada. De acordo com

recentes recomendacdes, a utilizagdo do NOi1 em SDRA deve ser limitada a pacientes
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otimamente ventilados com niveis apropriados de pressao expiratéria, uma vez que esta
técnica permite a abertura de alvéolos adicionais para a troca gasosa*®®’. O aumento da
PEEP melhora a oxigenagdo, sugerindo que as anormalidades nas trocas gasosas na
SDRA refletem colapso alveolar, sem comprometimento da integridade da unidade de

65,88
troca gasosa

. Em nosso experimento, os animais submetidos a LPA apresentaram
melhora da oxigenagdo, indicando resposta dos mesmos a aplicagdo da VMC protetora
com PEEP otimizada, porém os animais ndo conseguiram atingir os valores de PaO,
apresentados pelos animais do GS, até o final do experimento. Esse achado pode ser
explicado por varios fatores, pois a LPA/SDRA ¢ uma sindrome complexa com
intmeras vias interligadas®, como segue: 1) Tem sido descrito que a lavagem com
salina aquecida ¢ util para indu¢do da SDRA, porém, ndo existe modelo experimental
capaz de reproduzir todas as alteragdes encontradas na SDRA de seres humanos, como
descrito anteriormente®. Assim é que a descricdo de modelos respondedores e ndo
respondedores ao gas ja foi estudada por vérios autores’>”’. Gust et al.”’ verificaram
que a adi¢do de baixas doses de endotoxina bacteriana ao modelo de SDRA provocado
por acido oleico transformou este modelo de ndo respondedor em respondedor ao NOi;
2) diminuic¢do da producdo endogena de NO, pois estimulos provocados por citocinas,
endotoxinas e hipdxia estimulariam a NO sintase contrapondo o reflexo vasoconstrictor
hipéxico e diminuindo a agdo do gas’'%; 3) O efeito do NOi torna-se maximo a partir
de quatro horas®, dificultando a demonstracdo de seus efeitos sobre a oxigenagdo em
modelos de animais que tem periodo limitado de viabilidade de experimentagdo, como

os coelhos.

Além da oxigena¢do, o modelo de lavagem com salina aquecida causa reagao
inflamatéria com aumento da permeabilidade vascular e ativagio de PMN no BAL”. O
NOi, entretanto, pode modificar a liberacdo de citocinas bem como a de outros
mediadores inflamatérios’>. O gés tem efeito inibitério sobre a ativa¢do de moléculas de
adesio que refletem o numero de neutréfilos PMN na area de lesio pulmonar’™.
Observamos que ndao houve significante decréscimo do niimero de PMN para os
animais do GVNO comparado aos grupos GVMP e GVMS, indicando que o gés ndo
influenciou a migragdo destas células, provavelmente pelo curto espagco de tempo
ocupado pelo experimento e pela razdo desta avaliagdo ser menos sensivel que outros

indices de inflamag¢do pulmonar.
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Quanto aos achados histopatologicos tipicos da SDRA/LPA foi possivel
demonstrar efeito protetor do NOi e da posicdo prona ja que o escore de lesdo
histologica foi maior no GVMS comparado com os grupos com LPA em uso de 6xido
nitrico e posi¢do prona. Vale a ressalva de que as analises histologicas foram efetuadas
por dois patologistas experientes € que nao sabiam a que grupos pertenciam os animais.
Nosso grupo publicou recentemente um estudo®™ com semelhantes resultados
histopatologicos, reafirmando o efeito protetor do gas sobre a aquitetura pulmonar.
Broccard et al”> avaliaram o escore de lesdo pulmonar das regides dependentes e ndo
dependentes em animais ventilados em posi¢cao prona em comparagcdo com a posi¢ao
supina em dois estudos, ambos em ventilagcdo convencional, o primeiro (1997) em caes
com lesdo induzida por ventilagdo com alto volume corrente e modelo do acido oleico
% eo segundo (2000) em caes com lesdo pulmonar induzida por ventilagdo mecanica
ndo protetora 2*. Em ambos os estudos a posicdo prona melhorou os escores de lesdo
pulmonar, como demonstrado pelo nosso estudo, confirmando que a posi¢do prona leva

a lesdo menos grave e de distribuicdo mais homogénea quando comparada a posigao

supina.

Corroborando o achado de efeito protetor do NOi, obtivemos maiores valores do
TNF-alfa no BAL dos animais em posi¢dao supino, sem 0xido nitrico, demonstrando
maior lesdo inflamatoria neste grupo em que ndo hd nenhuma terapia adjuvante.
Obtivemos niveis elevados de TNF-alfa nos animais do grupo supino quando
comparados aos da posi¢ao prona, 6xido nitrico inalatorio e grupo sadio. Sabidamente,
nas regioes dorsais de pacientes ventilados em posi¢do supina predominam o colapso
pulmonar, menor relagdo V/Q e também ha menor distribuicdo do VC para estas areas,

2425 .. e L.
> e 0xido nitrico inalatorio.

alteragdes que podem ser melhoradas pela posi¢do prona
Até onde pudemos constatar, ndo ha estudos experimentais que tenham avaliado a lesdo
inflamatéria pulmonar para animais ventilados em posi¢do prona € supino € que

também tenham utilizado o 6xido nitrico inalatorio.
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5. Conclusoes

Nao hé diferenga significante entre a posicdo prona e o 6xido nitrico inalatdrio
quanto a oxigenacdo, mecanica respiratoria e lesdo pulmonar inflamatoria e
histopatologica do tecido pulmonar em modelo de lesao pulmonar induzida por lavagem
alveolar com salina aquecida em coelhos submetidos a VMC protetora. O emprego de
terapias adjuvantes trouxe beneficios em relacdo ao ndo uso destas modalidades de

tratamento.
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Anexo 1: POSICAO PRONA x NOi

Hora

Tempo (min.) 0 30 60 120 180 240

Posi¢iio Prona

Amplitude

MAP 15 15 15 15 15 15

FR

pH

PaCO,

PaOz

Bic

Sat.

BE

10

Pa0,/FiO,

FC

PAM

Temperatura

Pancuronio

Peso do
pulmio
direito (g)

10=[(FiO2x MAP)/Pa0,]x100  MAP=[(PipxTi)+(PeepxTe)]/(Ti+Te)
indice de eficiéncia ventilatoria = IEV = 3800/[(Pip-Peep)xPaCO,xFRmec)]
PAO»= [(FiO,x(PB-PH,0)]-(PaC0O,/0,8)].
s = Momentos das mudangas de posi¢do
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Anexo 2: CONTROLE DURANTE A INDUCAO DE LPA
Data: Animal n°: Peso: Volume
lavagem:
Grupo de estudo:

Hora

Pré-

(]
N" lavagens indugiio

VC (ml/kg)

MAP

P insp.

Peep

FR

pH

PaCOz

P802

Bic

Sat.

BE

10

PaO;/ FiOz

Compl.
Estatica

IEV

FC

PAM

Temperatura

Pancuronio

CONTROLE DAS LAVAGENS

Infundido

Retirado




