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Resumo

Fundamenta¢do/Objetivos: Sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) cursa com elevada taxa de
mortalidade a despeito do melhor entendimento de sua fisiopatologia e recentes avangos no tratamento.
Ventilagdo mecénica (VM), uma das mais importantes formas de tratamento, ¢ baseada na utilizagdo de
estratégias protetoras com baixo volume corrente (VC) e elevada pressdo expiratoria final positiva (PEEP).
Existem varias terapias adjuvantes, entre as quais o 6xido nitrico inalatério (NOi) € conhecido por suas
propriedades antiinflamatdrias e efeitos benéficos sobre a oxigenagdo. Quando o NOi ¢ associado & VM
protetora, o gas poderia ndo apenas melhorar a oxigenagdo mas também reduzir a lesdo pulmonar. Objetivo:
comparar a VM protetora, com e sem NOi, quanto a oxigenacdo, estresse oxidativo do tecido pulmonar e
lesdo histologica e inflamatéria dos pulmdes. Métodos: Trinta coelhos foram instrumentados com
traqueotomia e acessos vasculares e ventilados com FiO, de 1,0. Lesdo pulmonar aguda (LPA) foi induzida
por infusdo traqueal de salina aquecida (30mL/Kg, 38°C) e o estresse oxidativo do tecido pulmonar foi
medido pelo método da capacidade antioxidante total (TAP). A inflamagdo pulmonar foi avaliada pelo
contagem do niimero de células polimorfonucleares (PMN) recuperadas do fluido de lavagem broncoalveolar
(BAL). Também foi analisado um escore de lesdo pulmonar histopatologica. Os animais foram distribuidos
nos seguintes grupos, cada um dos quais com 10 coelhos: a) Controle (GC): baixo VC (6mL/Kg) ¢ PEEP de
5emH,0; b) ventilagdo mecénica protetora + LPA (GVM): baixo VC (6mL/Kg) e PEEP de 10cmH,0; e c)
ventilagdo mecanica protetora + LPA + NOi (GVM-NO): baixo VC (6mL/Kg), PEEP de 10cmH,0, e NOi de
Sppm.; d) Dez animais nfo instrumentados ¢ nio ventilados mecanicamente, grupo sadio (GSadio), foram
estudados para o TAP. Pressdo de plato foi limitada em 30 cmH,O para todos os grupos no modo pressdo
regulada/volume controlado. Pardmetros ventilatérios e hemodindmicos foram registrados a cada 30 minutos
durante quatro horas. Foi utilizado nivel de significancia de 5%. Resultados: Depois da indugdo, os grupos
com LPA apresentaram comportamento semelhante, mas piores do que o GC para a relagdo PaO,/FiO,
(GC:438+87>GVM:80+13=GVM-NO:81+24;p<0,05) e complacéncia pulmonar
(GC:4,3£1,3>GVM:1,4+0,3=GVM-NO:1,3+0,2 mL/Kg/cmH,0;p<0,05). O nimero de PMN recuperados do
BAL foi maior no GVM que no GC e no GVM-NO (GVM: 4,80+1,64 > GC: 0,16+0,15 = GVM-NO:
0,96£0,35 numero de PMN x 10%/pulmao; p<0,05). O escore de lesdo histologica foi significantemente maior
nos grupos com lesdo que no GC, sendo maior no GVM que no GVM-NO [(GVM: 5 (1-16)>GVM-NO:2 (0-
5)>GC: 0 (0-3); p<0,05])]. O TAP do GVM-NO foi mais elevado (maior prote¢cdo) que do GVM, sendo que
nos grupos com lesdo os valores foram mais Dbaixos que no GSadio e GC
(GSadio:68+8,7=GC:66,4+6,8>GVM-NO:56,3£5,1>GVM:45,9+3,4 % protecdo/g proteina; p<0,05).
Conclusdes: Oxido nitrico inalatério reduz a lesdo pulmonar inflamatéria e histopatolégica e atenua a lesdo
oxidativa do tecido pulmonar em modelo de LPA induzida por lavagem alveolar com salina aquecida em
coelhos submetidos a ventilagdo mecanica protetora.

Fomento: FAPESP processos: 2007/03173-2 e 2008/55431-8; bolsa CNPq/PIBITI - 115242/2008.



Abstract
Background/Objectives: Acute respiratory distress syndrome (ARDS) has been associated with high mortality

rate despite better understanding of its pathophysiology and recent advances in treatment. Mechanical
ventilation (MV), one of the most important treatments, is based on using protective strategies with low tidal
volume (Vr) and high positive end expiratory pressure (PEEP). There are also many adjunctive therapies, of
which inhaled nitric oxide (iNO) is known for its antiinflammatory properties and positive effects on
oxygenation. When iNO is associated with protective MV, it could not only improve oxygenation but may
also reduce lung injury. Objective: to compare protective MV with and without iNO for oxygenation, lung
oxidative stress, inflammatory and histopathological injury. Methods: Thirty rabbits were instrumented with a
tracheotomy and vascular catheters and ventilated at FiO, 1.0. Acute lung injury (ALI) was induced by
tracheal infusion of warm saline (30mL/Kg, 38°C), lung oxidative stress was assessed by total antioxidant
performance (TAP) assay, and pulmonary inflammation was assessed by counting of the number of
polymorphonuclear leukocyte (PMN) in bronchoalveolar lavage fluid (BAL). Histopathological lung injury
was assessed by a lung injury score. Animals were assigned to groups: a) Control (CG): low tidal volume
(6mL/Kg) and PEEP 5¢mH,0; b) ALI without iNO (LIG): low tidal volume (6mL/Kg) and PEEP 10cmH,0O;
and ¢) ALI with iNO (LINOG): low tidal volume (6mL/Kg), PEEP 10cmH,0, and iNO S5ppm; d) Ten rabbits
were studied for oxidative stress analysis without ALI and MV, healthy group (HG). Ventilatory and
hemodynamic parameters were recorded every 30 minutes for 4 hours. Statistical significance was set at
p<0.05. Results: After induction, ALI groups were similar but worse than CG for PaO,/FiO,
(CG:438+87>LIG:80+13=LINOG:81+24;p<0.05) and pulmonary compliance
(CG:4.3£1.3>LIG:1.4+0.3=LINOG:1.3+£0.2 mL/Kg/cmH,0;p<0.05). PMN leukocyte number recovered from
the BAL was greater in LIG than CG and LINOG [(LIG: 4.80+1.64 >CG: 0.16+0.15 = LINOG: 0.96+0.35
number of PMN x 10%lung; p<0.05)]. LIG and LINOG showed higher histopathological injury score
compared to CG, being LIG higher than LINOG [(LIG: 5 (1-16)>LINOG:2 (0-5)> CG: 0 (0-3); p<0.05].
TAP was greater for LINOG compared with LIG, being both treated groups smaller than HG and CG
(HG:68+8.7=CG:66.4+6.8>LINOG:56.3+5.1>L1G:45.9+3.4 % protection/g protein; p<0.05. Conclusions:
Inhaled nitric oxide reduces lung histological and inflammatory injury and attenuates pulmonary tissue
oxidative injury in a saline-lavaged rabbit model of ALI under protective mechanical ventilation.

Support: FAPESP process: 2007/03173-2 e 2008/55431-8; bolsa CNPq/PIBITI - 115242/2008.



1. Introducéo

A Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo (SDRA) caracteriza-se por
processo inflamatorio que leva a quebra da barreira alvéolo-capilar com
desenvolvimento de edema intersticial e alveolar, diminui¢do da complacéncia
pulmonar, hipertensdo pulmonar, desequilibrio da relagdo ventilagcdo/perfusdo e
hipoxemia refrataria 4 administracdo de oxigénio'~.

A ventilagdo mecanica (VM) constitui um dos pilares do tratamento da
SDRA, sendo fundamental sua utilizagdo minimizando o risco de lesdo pulmonar, a
chamada VM protetora, juntamente com a estratégia de manter os pulmdes
abertos™. Estes métodos baseiam-se no emprego de volume corrente baixo (< 6
mL/Kg), com pressao expiratoria final positiva (PEEP) elevada, pressao de plato <
30 cmH,O, permitindo hipercapnia e hipoxemia. Diversos estudos clinicos
demonstraram melhora na sobrevida, diminui¢do na frequéncia de barotrauma e
diminui¢do da liberagdo de citocinas inflamatorias sistémicas quando o modo
protetor foi utilizado*’. Em oposi¢do, estudos experimentais demonstraram que a
ventilagdo ndo protetora causa superdistensdo alveolar, reabertura ciclica e
estiramento alveolar e ruptura da integridade superficial do alvéolo com conseqiiente
escape de ar para o intersticio, elementos que caracterizam a lesdo pulmonar
induzida pela VM (LPIVM)®™®.

A complexidade fisiopatoldgica e a gravidade de alguns casos de SDRA
exigem a utilizagdo de outras estratégias de tratamento além da VM. Assim € que o
tratamento clinico da sindrome inclui controle da infec¢do subjacente, controle
hidreletrolitico e do estado hemodinamico, suporte nutricional e otimizagdo da VM
protetora. Quando a hipoxemia persiste ou se agrava, terapias adjuvantes, como o
6xido nitrico inalatério (NOi) podem ser utilizadas’.

Levando-se em consideracdo a fisiopatologia da SDRA, entende-se que a
administracdo de drogas vasodilatadoras seria util. No entanto, os vasodilatadores

intravenosos sistémicos disponiveis ndo apresentam especificidade para o leito



vascular pulmonar e podem reduzir a pressdo arterial sist€émica, agravando ainda
mais o shunt intrapulmonar por vasodilatacdo ndo seletiva de artérias que perfundem
areas pulmonares mal ventiladas, com piora da relacdo ventilacdo/perfusdo nestas
areas e diminui¢do da oxigenacdo'’. Assim é que o NOi, potente vasodilatador
pulmonar com efeitos que se limitam a areas pulmonares bem ventiladas (efeito
seletivo), pode ser util no tratamento da SDRA. O gés, sendo rapidamente inativado
na circulacdo, ao se ligar a hemoglobina, ndo tem efeitos sistémicos indesejaveis. O
resultado ¢ a melhora da relacdo ventilagdo/perfusdo com conseqiiente diminuicio
do shunt intrapulmonar e melhora da oxigenagdo''.

J& estd estabelecido que a resposta clinica ao NO1 depende do momento de
sua introducdo e do grau de abertura dos alvéolos e que sua agdo clinica ¢ tanto
maior quanto maior for o grau de abertura de unidades alveolares'>". Além do
momento da introducdo do NOi, a estratégia ventilatoria empregada também ¢
fundamental. Fioretto et al., em 2004, analisaram os efeitos da administragio
precoce de NOi na SDRA comparando um grupo composto de criangas seguidas
prospectivamente e que recebeu NOi associado a VM protetora com um grupo de
pacientes que ndo utilizou o gas. Os autores demonstraram que no grupo com o NOi
houve melhora da oxigenagdo, redu¢do mais precoce dos pardmetros ventilatorios
associados com LPIVM e diminui¢do da mortalidade. Foi levantada a hipdtese de
que o emprego do NOi reduziu a agressividade da VM e atenuou o processo
inflamatorio, fatores que podem ter contribuido para a diminui¢do da mortalidade.

Apesar destas modalidades de tratamento levarem em consideragdo
importantes conhecimentos da fisiopatologia da SDRA, vale o destaque de que a
patogénese da sindrome ainda ¢ um vasto campo de investigacdo em curso. Assim ¢
que, mais recentemente'’, foi demonstrado que as espécies reativas de oxigénio
(EROs) tém sido implicadas na lesdo vascular endotelial pulmonar, a qual pode ser
responséavel pelas manifestagdes clinicas e pela evolugdo da SDRA 'S,

Especificamente, EROs sdo moléculas que incluem ions oxigénio, radicais

livres (hidroxil e OH) e perdxidos (O,’) formadas como subproduto do metabolismo



normal do oxigénio, podendo aumentar dramaticamente em situacdes de estresse e
por estimulacio de mediadores inflamatorios'’. O aumento das EROs pode resultar
em significante lesdo celular, por meio de dano ao DNA, oxidagdo de 4cidos graxos
em lipides, oxida¢io de aminoacidos e inativagdo enzimética'®. A vulnerabilidade
das moléculas-alvo, compartimentos celulares e sistemas organicos as EROs
depende da capacidade local de redugdo, ou seja, da capacidade antioxidante. Em
condi¢des normais, a producdo de agentes oxidantes ¢ contrabalan¢ada pela
atividade antioxidante'®.

Ha relatos de que pacientes com SDRA apresentam baixas concentragdes
plasmaticas de antioxidantes'’ e elevados niveis de perdxido de hidrogénio no ar
exalado e na urina®. Além disso, os niveis do sistema antioxidante de defesa,
superoxido dismutase e catalase, tanto quanto de outros “removedores”, como
glutationa e vitaminas E e C, diminuem com o aumento dos niveis das EROs*".
Citocinas ¢ moléculas de adesdo, que se expressam durante a sindrome, podem,
também, mediar a produ¢do de EROs e, por isso, levar a dano adicional. A
inflamagao € caracteristica da sindrome, tanto que elevadas concentragdes de TNF-
alfa e interleucina-1p tém sido detectadas no lavado broncoalveolar de pacientes
com SDRA™.

Na SDRA e na LPA, leucécitos ativados e agregados na microvasculatura
pulmonar liberam EROs, as quais podem atacar a membrana de acidos graxos
poliinsaturados (PUFA), iniciando o processo de peroxidagdo. Este processo leva a
perda da integridade funcional da membrana celular, aumentando agudamente a
permeabilidade alvéolo-capilar. Além disso, linfdcitos ativados estimulam o fator de
necrose tumoral (TNF) e outras citocinas. Estes linfocitos aumentam a geracdo de
radicais livres pelos leucocitos, macrofagos e outras células, as quais podem, em
Gltima analise, produzir a SDRA™.

A partir do exposto, entende-se que a patogénese da SDRA envolve aumento

~ , . . , . . . 242
da produgio de EROs e possivel diminuigdo dos niveis de antioxidantes™**’.



Quanto a participacdo do NOi no metabolismo oxidativo, alguns pontos
merecem destaque. Apesar dos potencias efeitos benéficos do dxido nitrico (NO), ¢é
intuitivo pensar que o gas possa influenciar o metabolismo oxidativo do organismo.
Na verdade, o gas ndo ¢ destituido de efeitos toxicos, podendo ser oxidado a didxido
de nitrogénio (NO,), potente agente oxidante. Se altas concentracdes de NOi1 (>100
ppm) forem administradas juntamente com altas concentra¢des inspiradas de
oxigénio, a reacdo de oxidagdo sera acelerada. O nivel superior de exposicdo
humana aceitavel ¢ de 2 ppm para o NO,. A dose estimada de NO, que em uma hora
resulta em 50% de mortalidade (LD50) em humanos é de 174 ppm”**’.

O NO pode, também, reagir com o anion superdxido (O,) para produzir
peroxinitrito (ONOQ), outro potente oxidante e mediador pro-inflamatorio. O
peroxinitrito endogeno tem papel importante na destruicio de microorganismos e
células tumorais. Entretanto, o peroxinitrito exogeno ou enddogeno em excesso nos
pulmdes tem efeitos adversos potenciais, incluindo alteracdo do surfactante,
mudangcas estruturais macromoleculares, lesdo metabolica e inducdo de apoptose™
30 A substéncia ¢ irritante pulmonar e inibidora irreversivel da fun¢do mitocondrial.
Destréi surfactante, por peroxidagdo lipidica, impede a producdo de surfactante
adicional por intoxicagio mitocondrial dos alvéolos tipo II’' e pode,
consequentemente, aumentar a tendéncia ao colapso alveolar. O peroxinitrito

. a: 32,33
também lesa o endotélio pulmonar’™

e pode comprometer profundamente a
producdo de NO enddgeno, levando a hipertensdo pulmonar e ao aprisionamento de
células circulantes na circulagdo pulmonar>*.

Ha na literatura, dados conflitantes sobre o papel do NOi na reagdo
inflamatoria pulmonar, com estudos indicando ambos, aumento e diminuicdo da

35-38 o , )
. Esta controvérsia esta relacionada,

liberagdo de mediadores inflamatorios
provavelmente, com a dose do NOi, seu potencial oxiredutor local ¢ com a presenca
de outros mediadores inflamatérios e radicais livres derivados do oxigénio®’. Sabe-
se, também, que o NOi ndo diminui a resposta inflamatdria quando a inflamacéo ja

estd em processo € pode aumentar a peroxidagdo lipidica, como descrito



anteriormente. Entretanto, seu uso em dose baixa e precoce ou até mesmo antes da
inflamagio pode atenuar o processo inflamatério pulmonar e extra-pulmonar'. Em
modelo de inflama¢do pulmonar induzida por bypass cardiopulmonar agudo em
porcos, o NOi modulou a reagdo inflamatéria pulmonar prevenindo a resposta
pulmonar vasoativa e a producdo de mediadores inflamatdrios intermediarios, como
a matriz de metaloproteinase’. Também, o NOi preveniu a hipertensdo pulmonar
depois de reparo de cardiopatia congénita em humanos*'*.

Até onde pudemos constatar, ndo ha estudo que tenha comparado o efeito da
VM protetora, associada ou ndo ao NOi, sobre o estresse oxidativo pulmonar.
Assim, considerando as caracteristicas protetoras da VM e os efeitos vasodilatadores
e antiinflamatdérios do NOi, nossa hipotese € que a somatdria de efeitos benéficos
desta estratégia de VM e do NOi, em baixa dose e utilizado precocemente,
determina menos lesdo inflamatoéria, histopatoldgica e oxidativa do pulméo quando
comparada com VM protetora isolada.

O objetivo do estudo foi comparar a VM protetora convencional com e sem

NOi quanto a oxigenagdo, lesdo inflamatdria, histologica e oxidativa dos pulmdes.

2. Materiais e Métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Experimental da
Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP (protocolo n° 600) e realizado no
Laboratorio Experimental de Fisiologia Pulmonar do Centro de Pesquisa Clinica e

Experimental do Departamento de Pediatria-UNESP.

2.1 Obtencéo, Preparo e Aleatorizacdo dos Animais
Estudo prospectivo, controlado, in vivo ¢ em animais de laboratorio. Foram
utilizados coelhos jovens brancos da raga Botucatu, fornecidos pelo Biotério da

UNESP-Campus de Botucatu, com peso corporal variando entre 2,0 Kg e 3,0 Kg.



Apds pesagem, os animais foram anestesiados e sedados com solucdo de
cetamina (50 mg/Kg) e acepromazina (2 mg/Kg) administrados por via
intramuscular. Posteriormente, os animais foram colocados em goteira cirdrgica,
receberam oxigénio a 100% por meio de cateter nasal e foram submetidos a
tricotomia cervical e tordcica para coloca¢do de eletrodos para monitoracdo da
frequéncia cardiaca (FC). Se a FC diminuisse para valores abaixo de 180 batimentos
por minuto, era administrada atropina na dose de 0,01 mg/Kg por via intravenosa na
veia auricular. A regido anterior do pescogo dos animais foi anestesiada com
xilocaina 2% para traqueotomia, dissec¢do da artéria cardtida e veia jugular interna.
Pela traqueotomia foi introduzido tubo traqueal de maior calibre possivel (diametro
interno de 3,0 a 3,5 mm, Portex, Hythe, UK), mantido em posi¢do por meio de fita
cirargica. Imediatamente, iniciou-se a ventilagdo mecanica com o aparelho Galileo
Gold (Hamilton Medical AG, Suica) com os seguintes pardmetros: frequéncia
respiratoria (FR) de 30 a 50 ciclos por minuto, ajustada de acordo com a PaCO,,
mantendo seus niveis entre 35-45 mmHg; tempo inspiratério (Ti) de 0,5 segundo;
PEEP de 5 cmH,O; fragdo inspirada de oxigénio (FiO,) de 1,0; e volume corrente
alvo de 6 mL/Kg no modo pressdo regulada/volume controlado. Estes parametros
foram mantidos por um periodo de estabilizagdo de 15 minutos até o momento da
indu¢do da lesdo pulmonar aguda nos grupos de estudo. Em seguida, o unico
parametro do ventilador que foi modificado até o final do experimento foi a PEEP.

Apos a traqueotomia, foram introduzidos um cateter de limen unico (22
Gauge Jelco, Introcan® Safety™ - B-Braun, Melsungen, Germany) na artéria
carotida e um cateter de duplo lumen (5Fr' - Arrow International Inc., Reading,
Philadephia-USA) na veia jugular interna até a jungdo entre o atrio direito e a veia
cava superior. O cateter arterial foi utilizado para obtencdo de gasometrias e para
monitoragdo continua da pressdo arterial média (PAM) com auxilio de um sistema
de monitoragdo 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 manutencdo e drogas
vasoativas.

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 administra¢do intravenosa
de 0,2 mg/Kg de pancurdnio. Doses adicionais de 0,1 mg/Kg a cada 30 a 45 minutos
foram utilizadas para manter a curarizagdo. Em qualquer momento do experimento,
caso a PAM atingisse valores inferiores a 50 mmHg, iniciava-se infusdo intravenosa
continua de noradrenalina em dose inicial de 0,5 pug/Kg/min e, em nido havendo
resposta, a dose era aumentada até 2 ug/Kg/min. A necessidade de suporte
inotropico foi avaliada por meio de um escore de medicagdes vasoativas e
inotropicas: 10 x dose milrinone (pg/kg/min) + 10.000 x dose vasopressina
(U/kg/min) + 100 x dose norepinefrina (pg/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 e 40°C com auxilio bolsas térmicas e a volemia foi
mantida por meio de infusdo continua de 4 mL/Kg/h de solucdo salina acrescida de

5% de dextrose.

2.2 Instalacio do Modelo de Les&o Pulmonar Aguda

A les@o pulmonar aguda (LPA) foi induzida conforme técnica descrita em
outros estudos***°. Resumidamente, através da cénula traqueal foram realizadas
lavagens sucessivas do pulmio com salina aquecida entre 37°C e 38°C em aliquotas
de 30 mL/Kg, a uma pressdo maxima de 30 cmH,O. Cada procedimento de lavagem
tinha duracdo de 60 segundos, sendo 20 segundos reservados para infusao e o tempo
restante para retirada, realizada por gravidade, movimentos externos de compressao
toracica e gentil suc¢do. Completada a retirada, o procedimento foi repetido a cada 3
— 5 minutos até o critério de defini¢cdo de LPA ser atingido (relagdo PaO,/FiO, <200
mmHg). Atingido este critério, uma gasometria foi repetida apos 5 minutos, para

confirmar o estabelecimento da lesdo pulmonar, sendo este momento denominado
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tempo zero de avaliagdo para os grupos experimentais correspondentes. Se esta
gasometria ndo confirmasse a relacdo PaO,/FiO, < 200 mmHg, a lavagem pulmonar
era reiniciada, sendo realizadas reavaliagdes da relacdo PaO,/FiO, a cada duas

lavagens.

2.3 Administracdo de Oxido Nitrico Inalatério

A administragdo de NOi seguiu 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 (White Martins Gases Industriais - Praxair, Rio de Janeiro,
Brasil). A concentrag@o nos tanques foi certificada pelo fornecedor como sendo 300
partes por milhdo (ppm) de 6xido nitrico em nitrogénio. A fragdo de NOi foi
continuamente liberada para os animais, via fluxometro, diretamente dentro do ramo
inspiratorio do circuito do aparelho de ventilagdo mecanica, distalmente ao
umidificador do aparelho, a 30 cm do tudo traqueal. As concentra¢des de NOi e de
didxido de nitrogénio (NO,) foram medidas por meio de sensor eletroquimico (J P
Moryia Ind & Com Ltda., S&o 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 era calibrado diariamente.

2.4 Formacéao dos Grupos Experimentais

Os animais compuseram trés grupos experimentais para instrumentacdo e
outro grupo utilizado apenas para analise da capacidade antioxidante total. Cada um
dos grupos contou com 10 animais:
¢ Animais sem lesdo instrumentados e submetidos a VM (controle — GC);
¢ Animais com LPA submetidos a VM protetora (GVM);
e Animais com LPA submetidos & VM protetora associada ao NOi (GVM-NO);

e Animais sadios (GSadio), sem lesdo e sem ventilagdo, estudados para andlise da

capacidade antioxidante total.
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Os coelhos do GC foram ventilados conforme descrito anteriormente,
enquanto que nos animais do GVM e do GVM-NO (portadores de LPA), a PEEP foi
gradualmente aumentada até 8§ - 9 cmH,0 na primeira hora, para minimizar a
hipotensdo sistémica, e, entdo, at¢ 10 cmH,0 nas trés horas seguintes. A FiO, foi
mantida em 1,0 para todos os animais, durante as quatro horas do experimento.

Gasometrias foram realizadas no tempo zero, apds a lesdo (nos grupos
experimentais) e a cada 30 minutos até completar quatro horas de experimentagao,
sendo utilizados para as andlises os seguintes momentos: antes da lesdo; depois da

lesdo; 30; 60; 120; 180 e 240 minutos.

2.5 Manipulacéo dos Pulmdes e Histologia Pulmonar

Os animais foram sacrificados por meio de administragdo intravenosa rapida
de cetamina. Apds o sacrificio, o tubo traqueal foi ocluido e o torax aberto para
excluir a presenca de pneumotorax oculto, confirmar a posicdo dos cateteres
vasculares e do tubo traqueal e coletar amostra para analise histoldgica e para lavado
broncoalveolar (BAL). Nos animais nos quais foi realizado o BAL (n=5 para cada
grupo), o bronquio fonte direito foi ligado por meio de uma fita cirtrgica, o bloco
pulmao/coracdo removido e o pulmado esquerdo lavado duas vezes utilizando-se
aliquota de 15 mL/Kg de salina. O fluido drenado foi coletado para andlise do BAL.
Em outros cinco animais, o pulmao direito foi dissecado e estocado a — 80°C para a
analise do estresse oxidativo. Nos animais submetidos a analise histologica, o bloco
traquéia/pulmao/coragdo foi removido, os pulmdes e a traquéia separados do
coracdo e o pulmio esquerdo preenchido com solucdo 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 continha
formol, e na outra a traquéia do animal. A partir desse sistema, o formol gotejava
por gravidade, lentamente, de forma a preencher os espacos alveolares, preservando
a arquitetura alveolar. Apods periodo minimo de fixacdo de 24 horas, fragmentos

foram embebidos em parafina e foram realizados cortes axiais de pulmdo que foram
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corados com hematoxilina e eosina e examinados por dois patologistas, de forma
cega ¢ independente. Para o estudo histoldégico os cortes foram examinados sob
microscopia optica, utilizando-se aumento de 200x, com auxilio de uma grade de
area conhecida em uma das oculares composta por 100 pontos e 50 retas. Em cada
lamina, o espécime foi dividido em duas zonas distintas, representando as regides
dependentes (dorsais) e nao-dependentes (ventrais) do pulmdo. Dez campos
microscopicos foram aleatoriamente selecionados para o exame, sendo cinco em
cada regido, totalizando 50 andlises para cada animal. O dano histopatologico
pulmonar foi quantificado por um escore que analisa sete varidveis (inflamacdo
alveolar, inflamac¢do intersticial, hemorragia alveolar, hemorragia intersticial,
edema, atelectasia e necrose) com cinco graus individuais de gravidade para cada

484
uma delas*®*

, a saber: sem lesdo = 0; lesdo até 25% do campo = 1 ponto; lesdo até
50% do campo = 2 pontos; lesdo até 75% do campo = 3 pontos; lesdo difusa = 4

pontos. O maximo valor escore possivel foi de 28 e 0 minimo de zero.

2.6 Curvas pressao-volume
Curvas estaticas de pressdo-volume do sistema respiratorio foram obtidas ao

final do periodo de quatro horas de experimento, a partir do ventilador Galileo Gold.

2.7 Contagem de células polimorfonucleares no fluido de lavagem pulmonar

As células totais do BAL foram contadas por meio de cdmara 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 solucdo de Turk para
contagem. A contagem diferencial foi realizada em esfregaco da mesma amostra de
células, em laminas e coloragdo de Leishman. A fixacdo das células em laminas foi

realizada por meio de citocentrifugacao.
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2.8 Medida da concentracdo de TNF-alfa no fluido de liquido 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 pelo fabricante (PharMingen®). O método de ELISA utilizou um
anticorpo policlonal de cabra anti-TNF-alfa como anticorpo de captura na
concentracdo de 4 pg/mL e um anticorpo de cabra policlonal anti TNF-alfa

biotinilado como anticorpo de revelagao.

2.9 Determinacéo do Estresse Oxidativo Pulmonar

O estresse oxidativo do tecido pulmonar foi avaliado pelo método da
Capacidade Antioxidante Total (TAP) descrito por Aldini et al.”’. Resumidamente, o
método TAP, deteminando o estresse antioxidante/oxidante total, é o tinico que pode
capturar a rede antioxidante dos compartimentos lipofilico e hidrofilico e suas
interacdes’’. O método foi validado por Beretta et al.”> e aplicado a tecidos,
excluindo-se o tecido pulmonar’. E baseado na geracdo de um radical lipofilico
(MeO-AMVN) e um substrato lipofilico oxidavel (BODIPY) que, especificamente,
mede a oxidabilidade do compartimento lipidico relacionado a agdo de antioxidantes
lipossoluveis e hidrossoluveis, por meio de mecanismo de sinergismo e
coopera9€1054.

O TAP do pulmao foi quantificado pela comparagdo da area sob a curva
relativa a cinética de oxidagdo da suspensdo do lipossomo da fosfatidilcolina,
utilizado como matriz biologica de referéncia. A capacidade antioxidante varia de
0% (sem protegdo) a 100% (protecio total)™. Os lipossomas para controle foram
preparados conforme validagdo prévia de Ferreira et al. (2007) em tecido animal®.
Um fragmento da porc¢do dorsal do pulmao direito foi pesado (0,4g), macerado e
homogeneizado por 20s sob gelo com 2 mL de tampao fosfato (100mM, pH7,4)
utilizando IKA - Ultra-Turrax T8 homogenizer (Wilmington, NC). Aliquotas de
sobrenadante foram coletadas apds centrifugacdo [800 g por 15 min em centrifuga

refrigerada do tipo Sorvall RT 6000 (Du Pont Co., Newtown, CT)] do homogenado
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de tecido pulmonar e utilizadas para o TAP. A concentracdo protéica foi
determinada utilizando o BAC Protein Assay, como previamente descrito™*. Todas

as analises foram realizadas em triplicata.

2.10 Determinacéo dos niveis plasmaticos dos subprodutos do NO
Para determinar a concentragdo plasmatica dos subprodutos do 6xido nitrico
(NOx) foi utilizada medida combinada de nitrito (NO2-) e nitrato (NO3-), como

37 por meio do quite Nitrate/Nitrite Fluorometric (Cayman

descrito previamente
Chemical Company, Ann Arbor, MI). O limite de detec¢do para o método foi de 0.2

uM.

2.11 Variaveis Analisadas

Resumidamente, as variaveis analisadas foram:
a) Variaveis hemodinamicas: frequéncia cardiaca e pressdo arterial média;
b) Gasometria arterial: pH, PaO,, PaCO,, HCOs;, BE e SaO;
c) Parametros ventilatorios: pressdo inspiratéria; pressdo expiratoria final positiva,
fluxo, fragdo inspirada de oxigénio, volume corrente, tempo inspiratdrio, frequéncia
respiratoria e pressdo média das vias aéreas;
d) Mecanica pulmonar: complacéncia pulmonar e curva pressdo-volume estatica.
e) Indices derivados para avaliar trocas gasosas: relagdo PaO,/FiO,, indice de
oxigenacdo (FiO, X pressdo média vias aéreas X 100/PaQ,); indice de eficiéncia
ventilatoria (IEV=3800/[(Pip-Peep)xPaCO,xFRmecanica)].
g) Processo inflamatorio alveolar: contagem de polimorfonucleares e dosagem do
TNF-alfa no fluido do lavado broncoalveolar.
h) Histologia: descrito no item Manipulagdo dos pulmdes e Histologia Pulmonar;
1) Capacidade antioxidante total do tecido pulmonar.

j) Subprodutos do 6xido nitrico.
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2.12 Andlise Estatistica

Varidveis com distribui¢do normal foram comparadas entre os diversos
grupos experimentais por meio de andlise de varidncia (ANOVA), com
subseqiientes comparagdes multiplas entre pares por meio do teste de Bonferroni e
foram expressos como média e desvio padrdo (médiatsd). Variaveis de distribuicao
ndo-normal foram comparadas entre os diversos grupos por meio de ANOVA de
Kruskal-Wallis, com subseqiientes comparagdes pelo teste de Dunn e os resultados
apresentados como mediana (variagdo). A andlise do comportamento de uma
variavel ao longo do tempo, em caso de distribuicdo normal, foi efetuada por meio
de ANOVA de medidas repetidas, com comparagdo entre pares com o teste de
Bonferroni e em caso de distribui¢do 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 nimero de lavagens pulmonares entre os dois grupos
tratados e o Qui quadrado foi utilizado para comparar as propor¢des do liquido

recuperado da lavagem pulmonar. Foi utilizado nivel de significancia de 5%.

3. Resultados

Nao houve diferenga estatistica entre os pesos dos animais dos trés grupos
estudados (GC: 2,66+£0,24 Kg = GVM: 2,6+0,25 Kg = GVM-NO: 2,57+£0,25 Kg —
p>0,05). Igualmente, ndo houve diferenga estatisticamente significante quanto ao
numero de lavagens pulmonares necessarias para induzir LPA nos grupos com e sem
oxido nitrico (GVM: 9,543,69 = GVM-NO: 7,3£2,75; p>0,05), sendo semelhante a
porcentagem de liquido recuperado dos pulmdes dos animais destes dois grupos
(GVM: 85% = GVM-NO: 83,2%; p>0,05).

Quanto a mortalidade dos animais, no GVM foram executados 13
experimentos, sendo trés perdidos por ébito (pneumotorax, sangramento traqueal e
término do torpedo de oxigénio do aparelho de gasometria durante o experimento).

No GVM-NO, foram utilizados 12 animais, sendo dois eliminados por Obito
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(sangramento na dissecg¢do arterial e hipoxia refrataria). No GC houve um 6bito por
hipotensdo refrataria.

Comparando os momentos ¢ grupos antes e depois da inducdo da LPA, a
tabela 1 mostra importante deterioracdo da funcdo dos pulmdes. Houve diminui¢cdo
significante dos valores da relacdo PaO,/FiO,, aumento do indice de oxigenacao,
diminui¢do da complacéncia pulmonar estdtica, aumento da pressdo aérea média e
aumento da PaCO,. Além disso, observou-se o desenvolvimento de acidemia

metabolica depois da lavagem pulmonar.
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Tabela 1 - Médias e desvios padrdo dos valores da relagdo PaO,/FiO,, indice de oxigenagdo, complacéncia
pulmonar estatica, pressdo aérea média, PaCO, e pH antes e depois da realiza¢do das lavagens pulmonares
para instalacdo do modelo experimental para o grupo controle (GC), grupo ventilagdo mecénica sem 6xido

nitrico (GVM) e grupo ventilagdo mecanica com 6xido nitrico (GVM-NO).

GVM GVM-NO
(n=10) (n=10)
Antes Depois Antes Depois
~ . 47577 80 £13 446+74 81+24
Relagédo PaO,/FiO, B AA B A
:)?(?égf\:;éo 1,8+0.7 1242,0 1,7+0.4 14452
(cm H,O/mm Hg) alA aB aA aB
gj&%‘ggﬁg‘;’&ica 3,302 1,4+0.3 3,040,5 1,302
(mL/cmH,0) aB AA aB aA
Pressio aérea 8,2+1,8 10£1,5 7,5+0,6 10+0,9
média (mmHg) al aB al aB
PaCO, (mmHg) 40+4,8 50+6,0 40+6,0 47+6,0
aA aB aA aB
pH 7,3+0,06 7,2+0,06 7,3+0,07 7,2+0,05
aB aA aB aA

n=namero de animais; Indice de oxigenagdo = [(FiO, x pressdo aérea média)/PaO,] x 100.

Letras maiusculas comparam os momentos antes e depois dentro de cada grupo; letras minusculas comparam
os grupos em cada momento e letras diferentes indicam diferencas significantes, com p<0,05. Teste
Estatistico: ANOVA de medidas repetidas com comparagao entre pares pelo teste de Bonferroni.
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3.1 Hemodinamica, mecanica pulmonar e trocas gasosas

Conforme ditava o protocolo, os animais foram submetidos a ventilagdo
mecanica protetora, sendo garantido volume corrente fixo de 6 mL/Kg no modo
pressdo regulada/volume controlado. Da mesma forma a pressdo expiratoria final
positiva foi mantida em 5 cmH,O nos animais controle e progressivamente
aumentada nos animais com LPA. Assim, para o GC ndo houve diferenga entre os
valores da PEEP nos momentos de avaliagdo, sendo a PEEP de 5 cmH,O aplicada
ao longo de todo o experimento. Para os animais com LPA, com e sem NOi, a PEEP
foi progressivamente aumentada, sem diferenca significante entre GVM e GVM-NO
a partir de 30 minutos. Os valores da PEEP foram significantemente maiores nos

grupos submetidos a lesdo pulmonar que no GC (tabela 2).

Tabela 2 - Médias e desvios padrdo dos valores da pressdo expiratoria final positiva (PEEP) ao longo do
experimento para o grupo controle (GC), grupo ventilagdo mecédnica sem Oxido nitrico (GVM) e grupo

ventilagdo mecanica com 6xido nitrico (GVM-NO).

Valores da PEEP (cmH,0) nos diferentes momentos de avaliacéo

Grupos 30 min 60 min 120 min 180 min 240 min
GC 5,0+0,0aA 5,0+0,0aA 5,0+0,0aA 5,0+0,0aA 5,0+0,0aA
GVM 6,7+0,47bA 8,0+0,32bB 9,5+0,58bC 9,8+0,42bC 9,8+0,42bC

GVM-NO 6,6+0,94bA 8,2+1,09bB 9,5+0,53bC 9,7+0,68bC 9,3+0,82bC

Letras maitisculas comparam os momentos dentro de cada grupo; letras minusculas comparam os grupos em
cada momento; letras diferentes indicam diferengas significantes, com p< 0,05.

Testes Estatisticos: Analise de varidncia (ANOVA) com comparagio entre pares pelo método de Bonferroni,
para comparar grupos ¢ ANOVA de Medidas repetidas, para comparar momentos.
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Na avalia¢do do estado hemodindmico dos animais, observou-se que a PAM
ndo foi estatisticamente diferente entre os momentos ao longo do experimento
(figura 1), indicando a estabilidade da preparagdo por meio do controle rigoroso da
variavel e administragdo de drogas vasoativas, mantendo a PAM acima de 50 mmHg
(Figura 1) nos trés grupos experimentais. Nao houve diferenga estatisticamente
significante nos valores do escore inotropico para os trés grupos estudados [GC: 50

(0-70)=GVM: 50 (0-70) = GVM-NO: 50 (0-70); p>0,05)].

100
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Figura 1 — Evolugdo da pressdo arterial média antes e depois da lavagem pulmonar ¢ ao
longo de quatro horas de experimentagdo para o grupo controle (GC), grupo ventilagdao
mecanica sem 6xido nitrico (GVM) e grupo ventilagdo mecanica com 6xido nitrico (GVM-
NO). p>0,05 entre os momentos e grupos. ANOVA e ANOVA de medidas repetidas.

No que se refere a funcdo pulmonar, a relacdo pressdo-volume estatica do
sistema respiratdrio para os grupos experimentais esta ilustrada na figura 2. Como
esperado, os grupos nos quais a lesdo foi induzida exibiram piora importante (desvio
para direita) da complacéncia estdtica dos pulmdes depois da indug¢do da lesdo

pulmonar, comparado aos animais do GC.
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Figura 2 - Relagdo entre volume e pressdo estatica total do sistema respiratorio
para os animais do grupo controle (GC), grupo ventilagdo mecanica sem 6xido
nitrico (GVM) e grupo ventilagdo mecanica com oOxido nitrico (GVM-NO)
obtidas no final do experimento. Observa-se desvio para a direita da curva nos
grupos com lesdo pulmonar quando se compara com o controle, indicando piora
da complacéncia pulmonar nestes animais.

Observando-se, mais detalhadamente, o comportamento da complacéncia
pulmonar ao longo das quatro horas de ventilagdo, verificou-se que a diminui¢do da
complacéncia pulmonar estatica que ocorreu nos animais depois da indug¢éo da lesdao
pulmonar persistiu ao longo do experimento, sem diferenca estatistica entre GVM e
GVM-NO, sendo seu valor significantemente menor em ambos os grupos, quando
comparado ao GC. A diminui¢do da complacéncia pulmonar que ocorreu no GC ao
longo do experimento deveu-se, provavelmente, ao efeito da ventilagdo mecénica
per se, ainda assim esta queda foi significantemente menos importante do que a que

ocorreu nos animais tratados (figura 3).
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Figura 3 - Evolucdo da complacéncia estatica do sistema respiratério antes e depois da
lavagem pulmonar e ao longo de quatro horas de experimentacdo para 0 grupo controle
(GC), grupo ventilagdo mecénica sem éxido nitrico (GVM) e grupo ventilagdo mecanica
com oOxido nitrico (GVM-NO). *p<0,05 comparando grupos sem e com éxido nitrico com o
grupo controle - ANOVA (Bonferroni).

O comportamento apresentado pela complacéncia pulmonar pode ser
melhor entendido quando se analisa a evolucdo dos valores da pressdo inspiratoria
(PIP) e da pressao aérea média (MAP) ao longo do experimento. Tanto a PIP quanto
a MAP aumentaram nos grupos tratados e foram significantemente superiores aos
valores dos animais do GC. Como o VC era fixo, 0 aumento da PIP e da MAP

evidencia deterioracdo da mecanica respiratoria (figura 4).
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Figura 4 - Evolugdo da pressdo inspiratoria (painel A) e da pressdo média em vias
aéreas (painel B) antes e depois da lavagem pulmonar e ao longo de quatro horas de
experimentagdo para o grupo controle (GC), grupo ventilagio mecénica sem oxido
nitrico (GVM) e grupo ventilagdo mecanica com 6xido nitrico (GVM-NO). *: p<0,05
comparando GVM e GC; #: p<0,05 comparando GVM-NO com GC. Andlise de
variancia (ANOVA) com comparacdo entre pares pelo método de Bonferroni.
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Quanto aos indices de oxigenacdo, observou-se importante deterioracdo da
oxigenacdo dos animais submetidos ao protocolo de lavagem pulmonar, quadro este
traduzido por diminui¢do dos valores da PaO,/FiO, e aumento do indice de
oxigenacdo (I0) dos animais do GVM e do GVM-NO quando comparados com o
GC (figura 5). A aplicacdo da ventilagdo mecanica, com aumento progressivo da
PEEP, melhorou a oxigenacdo no GVM e no GVM-NO, sem que os animais
tratados atingissem os valores de PaO,/FiO, do GC e sem diferenca estatistica

significante entre eles.
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Figura 5 - Evolucdo da relagdo entre a pressdo arterial de oxigénio e a fracéo
inspirada de oxigénio (PaO./FiO,; painel A) e do indice de oxigenacgéo (painel B)
antes e depois da lavagem pulmonar e ao longo de quatro horas de
experimentacdo para o grupo controle (GC), grupo ventilagdo mecénica sem
oxido nitrico (GVM) e grupo ventilagdo mecanica com 6xido nitrico (GVM-NO).
PaO,/FiO,: *: p<0,05 comparando GC com grupos tratados; #: p<0,05
comparando GVM e GVM-NO em 180 e 240 minutos com 30 minutos.

Iindice de Oxigenacdo: *: p<0,05 comparando GC com grupos tratados; #:
p<0,05 comparando 240 com 30 minutos para o grupo GVM-NO.

Testes Estatisticos: Analise de variancia (ANOVA) com comparacao entre pares
pelo método de Bonferroni, para comparar grupos € ANOVA de Medidas
repetidas, para comparar momentos.
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Quanto a ventilacdo, os resultados demonstraram que a PaCO, foi
significantemente maior no GVM comparado com o GC ao longo de todo o
experimento. O GVM-NO apresentou niveis de PaCO, iguais ao GC e GVM em varios
momentos, sendo estatisticamente diferente do GC apenas no momento 240 minutos.
Por outro lado, avaliando-se a ventilagdo pelo indice de eficiéncia ventilatdria
(IEV=3800/[(Pip-Peep)xPaCO,xFRmecanica)], forma que leva em conta ndo apenas a
PaCO, mas também a frequéncia respiratéria mecanica ¢ o VC, observou-se que, ja a
partir de 30 minutos, os animais do GVM e GVM-NO apresentaram valores
significantemente mais baixos que os animais do GC e que ndo houve melhora do

indice ao longo do experimento para os dois grupos de animais tratados (figura 6).
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Figura 6 - Evolugéo da presséo arterial parcial de gas carb6nico (PaCOg; painel
A) e do indice de eficiéncia ventilatoria (painel B) antes e depois da lavagem
pulmonar e ao longo de quatro horas de experimentacdo para o grupo controle
(GC), grupo ventilagdo mecénica sem dxido nitrico (GVM) e grupo ventilacdo
mecanica com 6xido nitrico (GVM-NO).

PaCO,: *: p<0,05 comparando GC com GVM,; #: p<0,05 comparando GC com
GVM-NO no momento 240 minutos.

indice de eficiéncia ventilatéria: *: p<0,05 comparando GC com GVM e
GVM-NO para todos 0s momentos.

Testes Estatisticos: Andlise de variancia (ANOVA) com compara¢do entre pares
pelo método de Bonferroni, para comparar grupos e ANOVA de Medidas
repetidas, para comparar momentos.
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Analisando-se os valores do pH sanguineo, observou-se que o GVM e o
GVM-NO apresentaram niveis significantemente mais baixos que o GC ao longo do
experimento, sem diferenca significante entre os grupos tratados. Quanto aos valores
de bicarbonato, ndo houve diferen¢a entre os grupos em nenhum momento. No
entanto, os valores de bicarbonato ao final do experimento foram significantemente
mais baixos quando comparados ao momento 30 minutos para os trés grupos (figura
7). Entende-se esta queda em todos os grupos como decorréncia da geracdo de acidos

pela manutencdo do animal por periodo de quatro horas de VM.
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Figura 7 - Evolugdo do pH (painel A) e do bicarbonato sanguineos (painel B)
antes e depois da lavagem pulmonar e ao longo de quatro horas de
experimentagdo para o grupo controle (GC), grupo ventilagdo mecéanica sem
oxido nitrico (GVM) e grupo ventilacdo mecéanica com 6xido nitrico (GVM-NO).
pH: *: p<0,05 comparando GC com GVM e GVM-NO.

Bicarbonato: p>0.05 entre grupos em todos os momentos; #: p<0,05
comparando 240 minutos com 30 minutos para todos os grupos.

Testes Estatisticos: Analise de variancia (ANOVA) com comparacdo entre pares
pelo método de Bonferroni, para comparar grupos ¢ ANOVA de Medidas
repetidas, para comparar momentos.



29

3.2 Inflamagéo: Contagem de células no lavado broncoalveolar

O namero de células PMN recuperadas do BAL foi significantemente maior
no GVM que no GC e no GVM-NO (GVM: 4,80+1,64 > GC: 0,16x0,15 = GVM-NO:
0,96+0,35 niimero de PMN x 10°%; p<0,05), conforme apresentado na figura 8.

Figura 8 — NUumero de polimorfonucleares no fluido de lavado pulmonar ao final do
experimento para o grupo controle (GC), grupo ventilacdo mecénica sem 6xido nitrico
(GVM) e grupo ventilagdo mecénica com oOxido nitrico (GVM-NO). ANOVA de

Kruskal-Wallis, com subsequientes comparacdes pelo teste de Dunn. ns: ndo significante.
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3.3 Lesdo histopatologica

A andlise dos cortes histologicos evidenciou que os animais do GC
apresentaram arquitetura pulmonar normal, em contraste com as amostras do GVM e
GVM-NO, as quais apresentaram infiltrado inflamatério denso, edema alveolar
proteinaceo, hemorragia alveolar e intersticial e atelectasia, com destaque para o
infiltrado inflamatorio composto por polimorfonucleares. A avaliacdo do escore de
lesao histologica mostrou diferenga estatistica significante na comparagao dos grupos
tratados, sendo maior nestes que no controle [(GVM: 5 (1-16)>GVM-NO:2 (0-5)>GC:
0 (0-3); p<0,05])], como apresentado na figura 9.

GC: 0 (0-3) GVM: 5 (1-16) GVM-NO: 2 (0-5)
Figura 9 - Fotomicrografias digitais de microscopia Optica (200x, hematoxilina e eosina)
representativas de amostras de pulmao de animais do grupo controle (GC), grupo ventilagdo
mecanica sem 6xido nitrico (GVM) e grupo ventilacdo mecanica com 6xido nitrico (GVM-
NO), de areas dependentes dos pulmdes. GVM > GVM-NO > GC; p<0,05: ANOVA de

Kruskal-Wallis, com subseqiientes comparagdes pelo teste de Dunn.

3.4 Fator de Necrose Tumoral-alfa

Os niveis do TNF-alfa no BAL foram significantemente maiores nos grupos
com lesdo pulmonar [GVM (316,50+ 313,70 ug/mL) = GVM-NO (162,5+£83,6
ug/mL)] comparado com o GC (32,9+9,0 ug/mL), ou seja, GVM=GVM-NO>GC;
p<0,05.
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3.5 Estresse Oxidativo

O TAP do tecido pulmonar do GVM-NO foi significantemente mais elevado
(maior protecdo) que do GVM, sendo que nos grupos com LPA os valores foram
menores que no GSadio e GC (GSadio:68+8,7=GC:66,4+6,8>GVM-
NO:56,3+5,1>GVM:45,9+3,4 % protecdo/g proteina; p<0,05) (Figura 10).

Figura 10 — Porcentagem de protecdo pulmonar avaliada pela Capacidade Antioxidante
Total (TAP) para o grupo sadio (GSadio), grupo controle (GC), grupo ventilacdo
mecanica convencional sem o6xido nitrico (GVM) e grupo ventilagdo mecanica
convencional com éxido nitrico (GVM-NO). *: p<0,05 comparando GVM com GVM-
NO, GSadio e GC. #: p<0,05 comparando GVM-NO com GSadio e GC.

N&o houve diferenca estatisticamente significante nas concentragfes dos
subprodutos do NO entre os grupos (NOx - GSadio: 5,87+2,4=GC: 3,54t1,1=GVM:
4,45+2,1=GVM-NO: 7,3%£2,6 umol/L; p>0,05).
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4. Discussao

Enquanto varios estudos avaliaram os efeitos da VM protetora sobre
oxigenagdo, inflamacao e les@o histopatoldgica pulmonar em modelos experimentais
de LPA, poucos avaliaram o estresse oxidativo’™. Até onde pudemos constatar,
ndo existem estudos que tenham avaliado os efeitos do NOi, associado a VM
protetora, sobre o estresse oxidativo determinado pelo método TPA em tecido

pulmonar.

4.1 Escolha da espécie animal

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

44,58,60

literatura especializada e por estas razdes o coelho foi escolhido.

4.2 Manipulacéo dos animais

Para que a equipe dominasse as técnicas de dissec¢do dos vasos sanguineos,
traqueotomia, lavagem pulmonar e ventilagio mecénica em coelhos foram
realizados varios experimentos-piloto, ocupando sete animais e cerca de seis meses.
A realizagdo rapida destes procedimentos € decisiva para o sucesso do experimento,
pois se houver demora, sangramento ou hipdxia os animais podem apresentar
instabilidade hemodinamica irrecuperavel. A proposito, a instabilidade
hemodinamica ¢ caracteristica deste modelo em coelhos e por esta razdo a
administracdo de drogas vasoativas e inotrdpicas para manter a pressdo arterial
sistémica dentro do limite estabelecido pelo protocolo € regra, como relatado por
outros autores™°. Outro fator a ser controlado rigorosamente é a temperatura
corporal, pois a hipotermia também determina deterioracdo dos animais do ponto de

vista metabolico e cardiovascular. A monitoracdo continua da temperatura retal e a
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utilizagdo de bolsas térmicas foram importantes para garantir a estabilidade dos
Nossos animais.
Tem sido descrito que a mortalidade de coelhos submetidos a este tipo de

procedimento ¢ de aproximadamente 10%°', em acordo com nossos achados.
4.3 Caracteristicas gerais dos grupos

Os animais dos trés grupos ndo diferiram quanto ao peso, variaveis de
oxigenagdo, ventilacdo, metabolicas e hemodinamicas antes de serem submetidos a
inducdo da lesdo pulmonar. Tal fato € importante para garantir que os grupos

pudessem ser comparados.

4.4 Modelo de Lesdo Pulmonar Aguda

Neste modelo, a lesdo pulmonar manifesta-se por disturbio da relagdo
ventilagdo-perfusdo (V/Q), tanto pelo efeito shunt, quanto pelo aumento do espago
morto. A mecanica ventilatoria também se encontra prejudicada pelo
comprometimento da complacéncia e 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 1980%, baseado na observacdo de que a LPA associa-se a
deplec¢do de surfactante nos espacos alveolares e diminui¢do da concentragdo de
proteinas associadas ao surfactante no lavado broncoalveolar®. Neste modelo,
solucdo isotonica de salina aquecida ¢ infundida nos pulmdes e imediatamente
removida, em lavagens sucessivas. Os ciclos de lavagem reduzem a concentragdo do
lipide surfactante na superficie alveolar alterando a tensdo da superficie alveolar. A
substancia surfactante ¢ uma complexa mistura de proteinas e fosfolipideos com
varias fungdes fundamentais para os pulmdes®. O surfactante diminui a tensio

superficial e previne o colapso alveolar, quando o volume pulmonar encontra-se
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reduzido. As proteinas do surfactante estabilizam o proprio surfactante e 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 confusio
quando se analisa qual elemento ¢é responsavel pela lesdo alveolar, a lavagem ou a
VM®. A adogio da VM protetora em nosso estudo pode ter minimizado este viés
associado ao fato de ndo ter havido consumo de antioxidantes nos animais do GC
(figura 10).

Varios outros modelos foram descritos para a indugdo de LPA em coelhos®,
incluindo, entre outros: lesdo hiperoxica; administragdo intratraqueal de acido
oléico; uso subcutdneo de N-nitroso-N-metiluretano (NNNMU); instilacdo traqueal
de acido cloridrico; inje¢do de polissacaride de E. coli. A lesdo hiperoxica tem
efeitos muito varidveis dependendo da concentragdo de oxigénio. Além disso, os
animais precisam ser mantidos em ambiente fechado com altas concentragdes de
oxigénio por tempo prolongado, tornando o procedimento tecnicamente dificil. A
injecdo de &cido oléico produz edema e hemorragia pulmonar aguda e grave, sendo
de reprodutibilidade dificil pela dificuldade de manuten¢do dos animais por tempo
superior a duas horas. A utilizagdo de NNNMU, por sua vez, exige preparagdo do
laboratdrio experimental, pois sua inalacdo induz lesdo pulmonar grave nos técnicos
e pesquisadores; esta técnica vem sendo abandonada por estas dificuldades e pelo
alto custo. A instilagdo de &cido cloridrico ndo foi utilizada pela escassez de estudos
de sua aplicacdo em coelhos. Por outro lado, a injegdo de E. coli vem sendo muito
utilizada. No entanto, tem custo muito mais elevado comparando-se com a solugdo
salina aquecida. Assim, a lavagem pulmonar com salina aquecida foi o modelo por
nés escolhido pela larga experiéncia da literatura com a técnica, facilidade de
reprodugdo e na manipulacdo dos animais, seguranca dos pesquisadores, baixo custo

e contato com pesquisadores que ja utilizaram esta técnica.
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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 NO
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 oxigenagdo, complacéncia pulmonar, formagdo de atelectasia e
edema perivascular e peribronquico. Entretanto, induz a menor infiltracdo
macrofagica e neutrofilica, a menos que outra agressdo seja adicionada, por
exemplo, a ventilacdo mecénica®®®’. Em adicdo, a remogdo do surfactante interfere
com a resposta imune e com o metabolismo oxidativo, uma vez que o surfactante
pode inibir a ativacdo de neutrofilos respiratorios e tem efeito antioxidante sobre os
macréfagos alveolares®.

A caracteristica deste modelo é promover hipoxemia quase imediata com
aumento do shunt intrapulmonar e conseqiiente diminui¢do da relagcdo PaO,/FiO,,
como observado em nosso 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
oxigenag¢do (IO = FiO, X press@ao média vias aéreas X 100/PaQ,), indicador da
oxigenacdo e da agressividade da ventilagdo mecanica, aumentou e permaneceu
elevado tanto por diminui¢do da oxigenagdo quanto por aumento da pressdo média
das vias adreas. No presente estudo, a hipoxemia verificada apds a indugdo da lesdao
foi de igual magnitude nos animais de ambos os grupos tratados, sem diferenca
significativa entre o numero de lavagens. A propdsito, o numero de lavagens
necessarias para se chegar a instalacdo do modelo em nossos animais foi comparavel
ao de outros estudos****®, Estes achados garantem a comparacdo dos animais dos
grupos com lesdo entre si € com o controle.

Para definir que a lesdo pulmonar tinha efetivamente ocorrido, escolhemos o
nivel de relagdo PaO,/Fi0, < 200 mmHg, até mesmo para permitir correlagdo com a
clinica, pois a SDRA ¢ clinicamente definida por hipoxemia arterial refratdria a

.. o oA . - , -1 ..
administracdo de oxigénio com a relacdo nestes niveis . No entanto, na maioria dos
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estudos observa-se que as lavagens pulmonares tornam os niveis da relagdo ainda

44,58

mais baixos (< 100 mmHg)™", semelhantes aos que observamos para os dois

grupos de estudo.

4.5 Resposta ao Oxido Nitrico Inalatdrio
O emprego do NOi ja estd 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 aplicagcdo de PEEP adequada. De
acordo com recentes recomendagdes, a utilizacdo do NOi em SDRA deve ser
limitada a pacientes otimamente ventilados com niveis apropriados de pressdo
expiratoria, 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

58,59
. Em nosso

comprometimento da integridade da unidade de troca gasosa
experimento, os animais submetidos a LPA apresentaram melhora da oxigenacao,
indicando resposta dos mesmos a aplicagdo da VM protetora, com aumento
progressivo da PEEP. No entanto, os animais tratados ndo conseguiram atingir os
valores de PaO, apresentados pelos animais do GC, até o final do experimento.
Interessante foi a observacdo de que ndo houve diferenca entre os grupos tratados
quanto aos indices de oxigenagdo (IO e relagdo PaO,/FiO,) nas quatro horas do
experimento, indicando que o NOi ndo influenciou a oxigenagao.

Esse achado pode ser explicado por varios fatores, pois a LPA/SDRA ¢ uma
sindrome complexa com inimeras 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 altera¢des encontradas
na SDRA de seres humanos, como descrito anteriormente’”. Assim é que a descricdo
de modelos respondedores ¢ ndo respondedores ao gas ja foi estudada por varios

13,74

4 . R . .
autores'*. Gust et al.”* verificaram que a adi¢do de baixas doses de endotoxina

bacteriana a0 modelo de SDRA provocado por acido oléico transformou este
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modelo de ndo respondedor em respondedor ao NOi; 2) diminui¢do da produgdo
endogena de NO, pois estimulos provocados por citocinas, endotoxinas e hipoxia
estimulariam a NO sintase contrapondo o reflexo vasoconstrictor hipdxico 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 oxigenacdo em modelos
de animais que tem periodo limitado de viabilidade de experimenta¢do, como os
coelhos.

Destaca-se que, até¢ onde pudemos constatar, este ¢ o primeiro estudo que
analisou os efeitos do NOi em modelo experimental de SDRA em coelhos
submetidos a VM protetora.

Além da oxigenag¢do, o modelo de lavagem com salina aquecida causa reagao
inflamatéria com aumento da permeabilidade vascular e ativagdo de PMN no
BAL". O NOi, entretanto, pode modificar a libera¢do de citocinas bem como a de
outros mediadores inflamatérios’®. O gas tem efeito inibitdrio sobre a ativacdo de
moléculas de adesdo que refletem o nimero de neutrofilos PMN na area de lesdo
pulmonar’®. Observamos significante decréscimo do numero de PMN para os
animais do GVM-NO comparado ao GVM, indicando que o gés influenciou a
migragdo destas células, provavelmente inibindo a expressdo de moléculas de
adesdio nestas células e seus ligantes ao endotélio™®.

Quanto aos achados histopatoldgicos tipicos da SDRA/LPA, foi possivel
demonstrar efeito protetor do NOi, ja que o escore de lesdo histologica foi menor no
GVM-NO comparado com o GVM e, conforme esperado, em ambos os grupos
lesados o escore foi significantemente maior do que no GC. Vale a ressalva de que
as analises histologicas foram efetuadas por dois patologistas experientes e que ndo
sabiam a que grupos pertenciam os animais. Nao ha na literatura estudos que tenham
realizado tal analise, dificultando a compara¢do de nossos resultados com outros
estudos.

O estresse oxidativo pulmonar ja foi avaliado por outros autores em modelos

semelhantes ao que utilizamos. Rotta et al.(2001)® estudaram o estresse oxidativo
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por meio da dosagem do Malondealdeido (MDA), biomarcador ndo especifico da
peroxidagdo lipidica”. Este método tem sido criticado devido a sua baixa
sensibilidade e especficidade®. Utilizando outro marcador de estresse oxidativo
(mieloperoxidase) em modelo de aspiragdo de suco gastrico em coelhos, foi
demonstrada redu¢do da lesdo oxidativa pulmonar em ventilagdo oscilatéria de alta
frequéncia®'. Muito embora o método da dosagem de mieloperoxidase associe-se a
lesdo envolvendo células inflamatorias, ele apenas avalia atividade oxidante de
neutréfilos e outras células contendo mieloperoxidase™ .

Nos demonstramos que a VM protetora associada ao NOi determina melhor
capacidade antioxidante medida pelo TAP. Vérios fatores podem ter influenciado
este resultado. Tem sido mostrado que NOi ndo diminui a resposta inflamatdria
quando a inflamacao ja estd em progresso. Entretanto, seu uso precoce pode atenuar
o processo inflamatério pulmonar®. Também, baixas doses do gas parecem ser
benéficas enquanto que altas doses podem contribuir para a lesdo inflamat6ria®™ ™.

Assim, ¢ possivel que a introdug@o precoce e a baixa dose de NOi (Sppm) utilizadas

neste estudo possam ter atenuado a lesdo pulmonar oxidativa.

5. Conclusodes

Oxido nitrico inalatério reduz a lesdo pulmonar inflamatdria e histopatologica
e atenua a lesdo oxidativa do tecido pulmonar em modelo de LPA induzida por
lavagem alveolar com salina aquecida em coelhos submetidos a ventilagdo mecanica

protetora.
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