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Resumo

PIRES RF. Comparacgdao entre posi¢cdo prona e posi¢do supina, associadas a ventilacdo oscilatéria de alta
frequéncia e ventilagdo mecénica convencional protetora, em modelo experimental de lesdo pulmonar

aguda. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2018.

A Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA) cursa com alta morbi-mortalidade apesar dos
avancos no entendimento de sua fisiopatologia e tratamento. A terapia ventilatéria baseia-se na protegao
pulmonar, sendo a ventilagdo oscilatoria de alta frequéncia (VOAF) uma opcéo de método protetor. A
posicao prona (PP) é terapia adjuvante que possibilita homogeneizacao da distribuicdo do volume corrente
(VC) e promove recrutamento alveolar. O objetivo do estudo foi investigar o efeito da posicdo prona
associada a VOAF e ventilagdo mecéanica convencional (VMC) protetora sobre a oxigenacéo, inflamagao,
dano oxidativo e histologia pulmonares, comparando-a a posi¢édo supina em ambos os modos ventilatérios.
Foram instrumentados 75 coelhos com traqueostomia e acessos vasculares. A lesdo pulmonar aguda (LPA)
foi induzida por lavagem traqueal de salina aquecida (30mL/Kg, 38°C). Os animais foram entao
aleatorizados em cinco grupos (n=15): 1) GC (Controle): animais sadios em VMC protetora basal; 2) GVMS:
animais com LPA em VMC protetora e posigéo supina; 3) GVMP: animais com LPA em VMC protetora e
posicao prona; 4) GVAFS: animais com LPA em VOAF e posi¢ao supina; 5) GVAFP: animais com LPA em
VOAF e posicao prona. Apoés, foram submetidos a quatro horas de VMC protetora (modo presséo regulada-
volume controlado, PEEP 10 cmH20, VC 6mL/kg, Ti 0,5s, FR 40 rpm e FiO2 1) ou VOAF (MAP 15 mmHg,
FR 10Hz, amplitude 22 e FiO2 1). O nivel de significAncia foi de 5%. Apé6s a inducdo, os grupos
apresentaram comportamentos semelhantes, com diminuicdo da relacdo PaO2/FiO2 e da complacéncia
pulmonar, e aumento do indice de oxigenac¢éo (I0) e da pressdo média de via aérea (p > 0,05). Ao final do
experimento, houve aumento da PaO2/FiO2 nos grupos VOAF comparado aos grupos em VMC (p < 0,05).
Houve queda do 10 para os grupos em VOAF comparados ao GVMS (p < 0,05), porém o GVMP néo diferiu
deles (p > 0,05). N&o houve diferenca estatistica quanto a contagem de células polimorfonucleares no
lavado broncoalveolar (BAL) nos grupos com LPA. N&o houve diferenca estatistica entre os grupos com
lesdo para a medida de TNF-alfa no plasma e para sua expressao génica em tecido pulmonar. Entretanto,
a medida de TNF-alfa no lavado broncoalveolar (BAL) e no tecido pulmonar no grupo GVMP foi menor,
assemelhando-se ao controle (p > 0,05). Ndo houve diferengca no dano oxidativo avaliado no tecido
pulmonar entre os grupos (p > 0,05) e, também, na comparacgéo entre regides ventral e dorsal dos pulmdes.
O escore de leséo histoldgica foi menor nos grupos em VOAF, efeito potencializado no grupo em prona
quando comparado aos grupos em VMC (GC = GVAFP < GVMS = GVMP), sem diferenga na regionalizacado
pulmonar. Concluimos que, em modelo de LPA por lavagem alveolar com salina aquecida em coelhos: a
VOAF melhora a oxigena¢do quando comparados & VMC; na VMC, a PP atenua a lesdo inflamatéria
avaliada pela medida de TNF-alfa no BAL e tecido pulmonar; os modos ventilatérios e as posi¢cdes ndo
modificam o grau de estresse oxidativo quando avaliados pelo método de malondialdeido; a VOAF melhora
o0 escore histopatoldgico de lesao pulmonar, independemente da posi¢ao, mas a associagdo de VOAF e PP

atenua a lesao histopatolégica quando comparada com a VMC protetora, seja em posi¢cao prona ou supina.

Palavras-chave: Les&o pulmonar aguda; Posicdo prona; SDRA; Ventilacdo de alta frequéncia; Ventilacdo
protetora.
Fomento: FAPESP (2010/06242-8).



Abstract

PIRES RF. Comparison between prone and supine positions, associated to high frequency oscillatory
ventilation and protective conventional mechanic ventilation, in an experimental acute lung injury model.

Thesis (Doctorate Degree) — Faculty of Medicine of Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2018.

Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) presents with high morbidity and mortality despite advances
in the understanding of its pathophysiology and treatment. Ventilatory therapy is based on the intention of
injuring less, with high frequency oscillatory ventilation (HFOV) being a protective method option. Prone
position (PP) is an adjuvant therapy that enables homogenization of volume tidal (V1) distribution and
promotes alveolar recruitment. The aim of this study was to investigate the effects of prone position
associated with HFOV and protective conventional mechanical ventilation (CMV) on oxygenation and lung
inflammation, oxidative damage and histology, comparing it with the supine position in both ventilatory
modes. Seventy five rabbits were submitted to tracheostomy and vascular accesses. ALl was induced by
tracheal infusion of heated saline (30mL/kg, 38° C). The subjects were then ramdomized in five groups
(n=15): 1) CG (Control): healthy animals in basal protective CMV; 2) MVSG: animals with ALI in protective
CMV and supine position; 3) MVPG animals with ALI in protective CMV and prone position; 4) HFSG:
animals with ALl in HFOV and supine position; 5) HFPG: animals with ALI in HFOV and prone position. After
that, they were submitted to four hours of protective VMC (PRV mode, PEEP 10 cmH20, VC 6ml/kg, Ti 0,5s,
FR=40 rpm and FiO2 1) or HFOV (MAP 15 mmHg, FR 10 Hz, amplitude 22 and FiO2 1). The level of
significance was 5%. After induction, the groups presented similar behaviors, with a decrease in the
PaO2/FiOz ratio and lung compliance, and an increase in oxygenation index (Ol) and mean airway pressure
(p > 0.05). At the end of experimental time, PaO2/FiOz increased in the HFOV groups compared to the CMV
groups (p < 0.05). There was a decrease in Ol for HFOV groups compared to MVSG (p < 0.05), but MVPG
did not differ from them (p > 0.05). There was no statistically significant difference in polymorphonuclear cell
counts in bronchoalveolar lavage (BAL) in the groups with ALI. There was no difference between ALI groups
regarding the TNF-alfa dosage in plasma and its gene expression in lung tissue. However, TNF-alpha
measurement in BAL and in lung tissue was smaller, resembling control (p > 0.05). There was no difference
in the oxidative damage assessed in the lung tissue between the groups (p > 0.05), nor between the lung
regions. The histological damage score was lower in the HFOV groups, potentiated effect in the prone group
when compared to the CMV groups (CG = HFPG < MVSG = MVPG), no difference in pulmonary
regionalization. We conclude that, in the model of ALI induced by alveolar lavage with heated saline in
rabbits: HFOV improves oxygenation if compared to CMV; PP in CMV attenuates lung inflammation,
evaluated by TNF-alfa dosage in BAL and in lung tissue; ventilatory modes and positions don’t modify the
oxidative stress whan evaluated by malondialdehyde method; HFOV improves histopathological lung lesion
score, regardless of position, but HFOV and prone position association attenuates histopathological injury

compared to protective CMV, either in the prone or supine positions.

Key words: Acute lung injury; Prone position; ARDS; High frequency oscillatory ventilation; Protective ventilation.
Support: FAPESP (2010/06242-8).
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1. INTRODUCAO

A Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA) € um tipo de lesdo
pulmonar inflamatoria difusa aguda que leva ao aumento da permeabilidade vascular,
aumento do peso e perda da aeragdo do tecido pulmonar!. Suas caracteristicas
clinicas e laboratoriais sdo hipoxemia, opacidade radiografica bilateral, associada ao
aumento da mistura venosa, aumento do espaco morto e diminuicdo da complacéncia
pulmonar. A caracteristica morfoldgica da fase aguda é o dano alveolar difuso que se
caracteriza por congestéo capilar, atelectasias, hemorragia e edema intra-alveolares,
seguidos pela formacdo de membrana hialina, hiperplasia epitelial e edema

intersticial2.

A resposta inicial a agressao, denominada fase exsudativa, é caracterizada por
dano mediado por células imune inatas, com lesdo do endotélio alveolar e barreiras
epiteliais, e acimulo de edema rico em proteina no intersticio e alvéolos3*.
Macrofagos alveolares locais secretam citocinas anti-inflamatorias (fator de necrose
tumoral, IL-6 e IL-17), levando ao recrutamento de neutrdfilos e mondcitos ou
macréfagos, além da ativacdo de células epiteliais e células T efetoras, que promovem
e mantém a inflamacdo e a lesdo tecidual*. A ativacdo endotelial e a injuria
microvascular também contribuem para a ruptura da barreira, e sdo pioradas pelo
estiramento mecanico das unidades alveolares.* O processo de reparagdo durante a
segunda fase da SDRA (fase proliferativa) é essencial para a sobrevivéncia do doente.
Conforme a integridade epitelial é reestabelecida, a reabsor¢cdo do edema alveolar e
a matriz provisoria restauram a arquitetura e a funcdo alveolar®. A fase final da SDRA,
ou fase fibrotica, ndo ocorre em todos o0s pacientes, mas esta relacionada a ventilagéo

mecanica prolongada e aumento da mortalidade3®.

Em 2012 foi realizada uma conferéncia de consenso que estabeleceu a
“Definigdo de Berlin” para SDRA?, sendo a sindrome classificada em leve, moderada
e grave. Os critérios diagndsticos estabelecidos foram: 1) tempo de inicio dos
sintomas dentro de uma semana de um insulto clinico conhecido ou novo, ou piora
dos sintomas respiratorios; 2) imagem pulmonar com presenca de opacidade bilateral
consistente e com edema pulmonar na radiografia e/ou tomografia toracicas; 3) origem

do edema néo deve ser totalmente explicado por faléncia cardiaca ou excesso de
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liquidos; 4) avaliacdo da oxigenacao com relacdo PaO2/FiO2 < 300, sendo leve: 200 <
Pa02/FiO2 < 300mmHg com PEEP ou CPAP = 5¢cmH20; moderada: 100< PaO2/FiO2
< 200mmHg com PEEP = 5cmH20; e grave: PaO2/FiO2 < 100mmHg com PEEP =
5cmH202.

Em 2015, foi publicada a definicdo para SDRA pediatrica, com as suas
particularidades’. A crianca com SDRA deve preencher os seguintes critérios: 1)
exclusao de pacientes com doenca pulmonar relacionada a doencas perinatais, 2)
inicio dos sintomas dentro de sete dias apdés insulto clinico conhecido; 3) imagem
pulmonar com presenca de infiltrado novo e compativel com doencga parenquimatosa
aguda; 4) edema nao totalmente explicado por faléncia cardiaca ou excesso de
liquidos; 5) oxigenacao: para o paciente em ventilagdo ndo-invasiva em BiPAP ou
CPAP = 5cmH20, considerar SDRA sem estratificacdo da gravidade, se relacdo
PaO2/ FiO2 < 300 ou relagao entre saturagao de Oz e FiO2 < 264mmHg, na auséncia
da primeira; se paciente em ventilagao invasiva, considerar SDRA leve se 4 <10 <8
ou 5<I1S0O < 7,5 SDRA moderada se 8 <10 <16 ou 7,5 <ISO < 12,3 e SDRA grave
se |0 216 ou ISO = 12,3, sendo 10 = indice de oxigenagao (FiO2 x Pressdo média de
via aérea x 100/Pa032) e ISO = indice de saturacédo de O2 (FiO2 x Pressdo média de

via aérea x 100/Saturacéo de O2), este Ultimo utilizado na auséncia do 10”.

Os cuidados do paciente com SDRA vém sendo melhorados, com diminui¢ao
da mortalidade®. Entretanto, a SDRA continua sendo uma sindrome relativamente
comum e letal ou incapacitante. Em estudo prospectivo de coorte recente?,
envolvendo 29.144 pacientes de terapia intensiva de 50 paises, 10,4% (3.022)
preencheram os critérios para SDRA utilizando a definicdo de Berlim, sendo 30%
SDRA leve (28,2-31,9%, IC 95%), 46,6% SDRA moderada (44,5-48,6%, IC 95%) e
23,4% SDRA grave (21,7-25,2%, IC 95%). A mortalidade neste estudo foi de 40%,
sendo que aumentou conforme o estagio da SDRA, atingindo 46,1% nos casos
graves®. Também, os pacientes que sobrevivem a sindrome estdo sob alto risco de
desenvolverem declinio cognitivo, depresséao, transtorno de estresse pos-traumatico

e fragueza musculo esquelética persistente®10,

A prioridade no tratamento do paciente com SDRA é a identificagdo e
tratamento da causa (ou causas) de base. A terapia de suporte deve limitar maiores

danos ao pulméo por meio de uma combinacdo de ventilacdo pulmonar protetora e
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terapia conservadora de fluidos para prevenir a formacéo e promover a reabsor¢céao do

edema pulmonar3,

A ventilagcdo mecanica (VM) constitui um dos pilares do tratamento da
sindrome, sendo capaz de modificar a evolugcdo da doenca. Dentre os métodos
ventilatorios de protecdo pulmonar utilizados na SDRA vale destacar a VM

convencional (VMC) protetora e a ventilacdo oscilatoria de alta frequéncia (VOAF).

Baseado no conceito de comprometimento homogéneo do parénquima
pulmonar que prevalecia até a metade dos anos de 1980, o suporte ventilatorio na
SDRA era fornecido utilizando elevados valores de volume corrente (VC), 10 a 15
mL/Kg, bem acima daquele empregado em pacientes sem doenca pulmonar (6 a 8
mL/Kg). Tal VC era utilizado com o objetivo de normalizar a PaCOz2, a PaOz e o pH,
sendo a pressao inspiratéria (PIP) liberada para valores tdo elevados quanto 40-45
cmH20. Posteriormente, contribuiu grandemente para o entendimento da doencga, por
meio de estudo tomogréafico dos pulmdes, a observacdo de que o comprometimento
do parénquima pulmonar na SDRA ndo € homogéneo, existindo areas de pulméao
normal'l. Paralelamente, diversas publicacdes'?1* alertaram para a lesdo pulmonar
induzida pela VM (LPIVM) ao se utilizar elevados valores de VC e de pico de presséao,
até entdo empregados rotineiramente. A LPIVM pode ser definida como lesdo que
simula a lesdo pulmonar aguda e que ocorre em pacientes submetidos a VM. Devido
ao volume reduzido de areas de pulmao aerado nos pacientes com SDRA, mesmo
utilizando volumes correntes considerados seguros para pulmdes sadios, pode haver
superdistensao alveolar (volutrauma e barotrauma), lesando e ativando ainda mais o
epitélio e amplificando a inflamacao. Ciclos sucessivos de abertura e fechamento de
alvéolos (atelectrauma) aumentam a tensdo alveolar e a inflamacéo local, com
consequente desnaturacdo do surfactante®1416, Finalmente, as lesdes endotelial e
epitelial resultam em translocacdo de mediadores pré inflamatérios e produtos
bacterianos, levando a piora da inflamacao sistémica, mimetizando a sindrome em
areas pulmonares sadias e aumentando o risco de evolugdo para sindrome de
disfuncéo de mdltiplos érgéos e sistemas (biotrauma)!’-?2, Assim, a ideia atual é a de
gue o emprego de altos volumes correntes gera altas pressées inspiratoria e de plato,
0 que determina leséo estrutural em areas de pulmao até entdo sadias, agravando a

hipoxemia e piorando a evolugdo dos pacientes com SDRAZ3.
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Assim € que em 2000, o grupo The Acute Respiratory Distress Syndrome
Network comparou o0 uso da ventilagdo mecanica tradicional com a ventilagdo com VC
baixo (6 mL/kg) e presséo de platd limitada em 30 cmH2023. O trabalho teve que ser
interrompido depois da inclusdo de 861 pacientes, pois a mortalidade foi
significativamente menor no grupo ventilado com VC baixo. Surgiu, entdo, o conceito

de ventilacdo mecanica convencional protetora.

A recomendacédo atual para a VMC protetora na SDRA é a utilizacdo de VC
baixo (6 mL/Kg), pressdo inspiratéria de platé limitada em 30 cmH20 e pressao
expiratéria final positiva (PEEP) otimizada, em modos limitados a presséo?®, utilizando
as estratégias de hipoxemia e hipercapnia permissivas?3. A estratégia de hipoxemia
permissiva ndo leva diretamente a um objetivo de saturagdo, mas sim a um equilibrio
cuidadoso entre o alvo de saturacao e a toxicidade da ventilacdo necessaria para se
atingir saturacdo mais elevada. Assim, atualmente, a melhor estratégia de tratamento
do paciente com SDRA é manter uma oxigenagao arterial “adequada” enquanto se
evita LPIVM. Em geral, a estratégia de hipoxemia permissiva tem como alvo uma
saturacao arterial de oxigénio entre 88% e 92%’.

Embora a VMC protetora seja efetiva para a maioria dos pacientes, had um
namero significante deles que apresenta insuficiéncia respiratdria grave e nos quais
ela pode ndo garantir a oxigenacao e a ventilacdo adequadas. Além disso, a PEEP
elevada pode causar superdistensdo alveolar devido aos altos picos de pressao
gerados?*. Acrescenta-se que o emprego de VC baixo pode diminuir o volume
pulmonar, levando a colapso alveolar, com agravamento da hipoxemia?®2¢, Para estes
pacientes com SDRA grave em que nao se consegue atingir o objetivo da saturacéo
permissiva numa estratégia ventilatéria protetora para LPIVM, a VOAF passa a ser

uma alternativa atraente?’.

A VOAF é método ventilatério que utiliza VC mais baixo que o volume do
espacgo morto anatdémico (1-3 mL/Kg) com frequéncia bem acima da fisiolégica (acima
de 15 por segundo), evitando as elevadas pressdes e 0s volumes alveolares tipicos
da VMC!828, Teoricamente, seria a técnica ventilatéria ideal para minimizar LPIVMY".
E método ventilatério Unico, pois a inspiracdo e a expiracdo sdo ativas. Nele a
oxigenacao € ajustada pela da pressdo média de via aérea (Mean Airway pressure -

MAP), a qual controla a insuflacdo pulmonar de modo semelhante a PEEP?°,
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Inicialmente, a VOAF foi utilizada como estratégia de resgate quando outros
modos de ventilacdo falhavam3%31, Em 1997, Fort et al.*° descreveram o uso da VOAF
em 17 adultos com SDRA e observaram melhora da relagdo PaO2/FiO2 e do 10 em 13
pacientes, com 53% de mortalidade. Subsequentemente, varios outros autores
publicaram sua experiéncia com este modo ventilatorio. Em 2002, o estudo MOAT
(Multicenter Oscillatory Ventilation for Acute Respiratory Distress Syndrome Trial)
comparou a ventilagcdo de alta frequéncia com a ventilagdo convencional com presséao-
controlada. A VOAF aumentou mais rapidamente a relagdo PaO2/FiO2 quando
comparada com a ventilacdo convencional®2. Os autores concluiram que a VOAF é
segura e efetiva para tratamento da SDRA. Mehta et al.*3 concluiram que a VOAF tem
efeitos benéficos sobre a oxigenacéo, que pode ser tratamento de resgate efetivo na

hipoxemia grave e que sua instituicdo precoce pode ser vantajosa.

Em 2010 foi publicada metanalise incluindo estudos randomizados controlados
com adultos e criancas (exceto recém-nascidos) com SDRA, comparando VMC e
VOAF. Baseando-se nos estudos em que a VOAF foi utilizada até a resolucédo da
SDRA (n=365), houve reducéo significativa da mortalidade na alta hospitalar e em 30
dias. Este estudo também mostrou melhora da oxigenacdo, sem aumento dos
possiveis efeitos colaterais da VOAF (barotrauma, hipotensdo e extubacéo
acidental)34. Porém, em 2013, foi publicado o “OSCAR trial”, estudo controlado,
randomizado, multicéntrico, que incluiu 795 pacientes com SDRA moderada ou grave,
comparando VOAF com VMC, que mostrou que a VOAF melhora a oxigenacao, mas
sem reduzir a mortalidade®. Entretanto, os pacientes foram ventilados com o
ventilador Novalung R100, um aparelho que ainda ndo havia sido usado antes em
estudos clinicos e que utiliza diafragma pneumatico, com relacdo tempo
inspiratério/tempo expiratério fixa de 1:1, enquanto o ventilador classico, Sensor
Medics 3100B, é um dispositivo com diafragma eletromecéanico com tempo inspiratério
de 33%. Essa diferenca de aparelhos poderia ter determinado estes resultados
desfavoraveis, além de que a equipe de pesquisadores nao tinha experiéncia com
este método ventilatério. Outro grande estudo em 2013, “OSCILLATE” 2, foi
interrompido apds a inclusdo de 548 pacientes devido aumento na mortalidade intra-
hospitalar no grupo VOAF (47%, contra 35% no grupo controle, p=0,005). Ocorre que
0 grupo de pacientes ventilados em VOAF necessitou de mais suporte de aminas

vasoativas e de inotropicos em relacdo ao grupo controle, dificultando a analise dos
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resultado®®. Apesar das limitacdes cientificas, esses resultados em adultos

desencorajaram seu uso rotineiro318,

Em pediatria, a VOAF foi inicialmente utilizada com sucesso em neonatos?’:37:38
e, apesar do aumento da utilizacdo deste modo ventilatério em criangas com SDRA,
existem poucas publicagcdes e com numero insuficiente de pacientes incluidos para
permitir conclusGes sobre influéncia na mortalidade. Ben Jaballah et al.®°
demonstraram, em estudo clinico prospectivo de 12 criangas com SDRA, que a VOAF
melhora a troca gasosa de modo rapido e sustentado nos pacientes que apresentaram
falha na VMC. Em 2014, estudo retrospectivo, observacional, multicéntrico, com 9177
criancas de 1 més a 18 anos, comparando o uso de VOAF (precoce e tardio) com
VMC observou aumento do tempo de VM, do tempo de UTI e da mortalidade no grupo
sob VOAF*0, Porém, o grupo em VMC, inicialmente, ndo era comparavel ao grupo
VOAF, pois 0s pacientes desse grupo eram mais jovens e apresentavam escores de
gravidade mais baixos na admisséo. Para que os grupos fossem comparados utilizou-
se a correspondéncia de similaridade que foi realizada obtendo correspondéncia um
para um de uso precoce de VOAF vs. VMC, tornando os grupos comparaveis. E
concebivel que, apesar da correspondéncia cuidadosa e da similaridade destes dois
escores de gravidade amplamente aceitos na admissdo (PIM-2 e PRISM-3), os
pacientes do grupo VOAF fossem mais graves que os do grupo em VMC?°, Com essas
consideracdes, o Consenso Pediatrico para SDRA’ sugere que a VOAF seja
considerada como alternativa ventilatéria em criangas com insuficiéncia respiratoria

hipoxémica refrataria a VMC nas quais a presséo de plat6 ultrapassa 28 cmH:20.

Nosso grupo publicou, em 2011, estudo clinico randomizado crossover com
criancas de 1 més a 14 anos de idade, com insuficiéncia respiratoria hipoxémica
aguda, submetidas a VM convencional protetora ou VOAF, associadas ao uso de
6xido nitrico inalatério (NOi)*1. Ambas as técnicas aumentaram a oxigenacéo, mas a
VOAF com NOi permitiu reducdo da FiO2 e aumentou a relacdo PaO2/FiO2 mais
rapidamente, quando comparada a VM convencional. Este estudo, porém, foi um

estudo ndo-cego e com numero limitado de pacientes incluidos.

Estudos em animais sugeriram que a VOAF reduz a LPIVM#245, Imai et al.*?
estudaram coelhos nos quais a SDRA foi induzida por meio de lavagem pulmonar com

solucéo salina aquecida, comparando a VOAF com duas outras estratégias protetoras

INTRODUCAO



16

de ventilacdo mecéanica (VC baixo, 5-6 mL/Kg, com PEEP dois pontos acima do ponto
de inflexdo da curva pressao-volume e VC baixo (5-6 mL/Kg), com PEEP de 8-10
cmH20) e um grupo controle (VC de 10-12 mL/Kg e PEEP de 4 — 5 cmH20). Os
autores concluiram que VOAF atenuou a diminuicdo da complacéncia pulmonar,
diminuiu a inflamacdo pulmonar, avaliada pela infiltracdo de leucdcitos
polimorfonucleares e pela concentracdo de Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-alfa)
no espaco alveolar, e, também, diminuiu a leséo histolégica de pequenas vias aéreas
e alvéolos de forma mais efetiva que as outras estratégias ventilatérias. Rotta et al.*3,
por sua vez, também estudaram coelhos submetidos a lavagem pulmonar com salina,
comparando VOAF e VMC com PEEP alta (10 cmH20) e baixa (2 cmH20), ventilagdo
com PEEP 2 cmH20 acima do primeiro ponto de inflexdo da curva presséo-volume
(estratégia protetora) e animais sem SDRA sob ventilacdo convencional. Os autores
demonstraram que a VOAF atenuou a lesdo oxidativa pulmonar avaliada pelos
meétodos da mieloperoxidase e malondialdeido. Resultado semelhante foi obtido por
Viana et al.** estudando coelhos com leséo pulmonar induzida pela infusdo venosa de
lipopolissacarideo de E. coli e por lavagem pulmonar com salina. Meyer et al. 4°, por
sua vez, submeteram coelhos a lavagem pulmonar com salina para induzir SDRA e
estudaram duas frequéncias respiratorias durante VOAF (15 Hz vs. 5 Hz) e
observaram que ambas as estratégias restauraram a oxigenacao e a ventilacdo, com
o achado adicional de que a frequéncia mais baixa aumentou o infiltrado neutrofilico

do lavado alveolar.

Estudo realizado pelo nosso grupo demonstrou, pela primeira vez, resultados
da comparacdo entre VMC protetora e VOAF quanto ao estresse oxidativo total,
avaliando os compartimentos aquoso e lipidico no tecido pulmonar de coelhos,
concluindo que a VOAF atenua a leséo oxidativa em modelo de SDRA induzida por
lavagem pulmonar com salina aquecida*® e, também, em publicacdo posterior,

demonstrou que este modo ventilatério atenuou o dano ao DNA pulmonar?’.

Além do suporte ventilatério, algumas terapias adjuvantes vém sendo utilizadas

para melhorar o prognéstico da SDRA. Entre elas destaca-se a posi¢ao prona (PP).

Os estudos tomograficos de pulmdes com SDRA descritos anteriormente, além
de demonstrarem que o comprometimento pulmonar era heterogéneo, mostraram

também que a lesdo variava de acordo com a posicdo do paciente, sendo mais
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importante nas areas dependentes da gravidade, ou seja, na regido pulmonar dorsal
e posterior, quando o paciente estd em posicdo supinall. Nesta posi¢éo, o volume
reduzido de areas pulmonares aeradas ndo dependentes estd em risco de
superdistenséo e de leséo por ciclos repetidos de abertura de fechamento de unidades
alveolares, quando a VM é utilizada com volumes e pressoes elevadas*®. Desta forma,
a colocacao do paciente em PP passou a integrar o arsenal de terapias adjuvantes na
SDRA.

A posigdo prona, primeiramente descrita por Bryan*®, pode melhorar as trocas
gasosas por mecanismos ainda nao totalmente esclarecidos, entre o0s quais
destacam-se: 1) redistribuicdo da ventilacdo para areas pulmonares dorsais melhor
perfundidas. HA melhora da relacdo V/Q nas regides dorsais, onde o colapso
pulmonar e a relacdo V/Q desigual predominam na posicdo supina®%®t; 2)
homogeneizacédo da distribuicdo do VC associada com alteracbes na mecanica da
parede toracica*®?; 3) recrutamento alveolar®®-°?; 4) redirecionamento de forcas
compressivas exercidas pelo peso do coracdo sobre os pulmdes®3; e 5) melhor

remocéao de secrecdes®0%,

Estudos em cées® mostraram que a PP melhora a oxigenacédo em relacdo a
posicdo supina. Além disso, manobras de recrutamento alveolar parecem ser mais
efetivas para melhorar a oxigenacao se realizadas quando o animal esta em prona.
Também, a manutencao do efeito destas manobras pode ser consequido com 0 uso
de PEEP mais baixas que na posi¢do supina**. Foi demonstrado que a PP diminui a
gravidade e homogeneiza a LPIVM comparada a posi¢cdo supina®. Estes resultados
foram posteriormente confirmados por Valenza et al. °¢, que demostraram em ratos
com pulmédo normal que a posicdo prona retarda a evolucdo da LPIVM, além de
permitir ventilagdo mais homogénea. De fato, o VC tensiona preferencialmente as
regides pulmonares ndo dependentes na posicdo supina, enquanto que na PP o

deslocamento do diafragma para baixo é mais relevante.

Em 2004, Guérin et al.%’, realizaram estudo multicéntrico, controlado e
randomizado com 791 adultos com insuficiéncia respiratéria hipoxémica aguda
(PaO2/Fi02<300) em VM. N&o houve diferenca na mortalidade em 28 dias ou quanto
ao sucesso de extubacé&o entre os grupos prona e supina. No entanto, a oxigenagao

foi melhor no grupo prona e a incidéncia de pneumonia associada a VM (PAV) foi
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significantemente menor neste grupo. No ano seguinte, Mentzelopoulos et al.%®
avaliaram 10 adultos com SDRA grave (PaO2/FiO2 < 100) sob FiO2 de 0,79 + 0,07,
PEEP de 9,4 £ 1,3 cmH20 e VC de 9,0 + 0,9 mL/Kg ajustados para manter a presséo
de platd pulmonar abaixo de 30 cmH20. Os pacientes foram estudados em posi¢cao
supina a 60°, depois foram colocados em prona e, por fim, novamente em decubito a
60°. Os autores observaram reducdo de indicadores de estresse pulmonar
parenquimatoso total e de tens&o pulmonar na PP. Este foi o primeiro estudo realizado
em humanos que trouxe a possibilidade de reducéo de LPIVM quando a PP foi
adotada. Romero et al. ®°, em 2009, estudaram 15 adultos com SDRA grave
(PaO2/FiO2 < 100) submetidos a PP por maior tempo (48 horas ou mais), até atingir
indice de oxigenacgdo (I0) menor do que 10. Os autores demonstraram melhora
significativa da relagédo PaO2/FiO2 e do 10, diminuicdo da PaCO:2 e da pressao de platd
e aumento da complacéncia estatica do sistema respiratorio. Em revisdo publicada
em 2006, Guérin® concluiu que a PP melhorou a oxigenacdo sem induzir e até mesmo

prevenir a superdistensdo pulmonar e a hiperinsuflagéo.

Os efeitos da PP foram objeto de trés metandlises entre 2008 e 2009 que a
compararam com a posi¢cado supina. Duas delas ocuparam-se apenas de trabalhos
controlados e randomizados em adultos com insuficiéncia respiratoria hipoxémica (4
estudos com 1.271 pacientes)®? ou com SDRA (5 estudos com 1.316 pacientes)®2. A
terceira avaliou adultos e criancas com insuficiéncia respiratéria aguda (lesdo
pulmonar aguda ou SDRA) em estudos controlados e randomizados (13 estudos com
1.559 pacientes)®. As trés metandlises concluiram que, apesar de melhorar a
oxigenacdo e diminuir o risco de pneumonia associada a VM, a PP nao diminuiu a
mortalidade, com efeito benéfico nos pacientes mais graves®:%3. Porém, em 2010,
Sud at al.®* conduziram nova metandlise que avaliou estudos clinicos com adultos e
criancas fora do periodo neonatal e concluiram que a PP reduziu significantemente a
mortalidade em pacientes com insuficiéncia respiratoria hipoxémica grave (PaO2/FiO2
<100).

Em 2013 foi publicado o estudo PROSEVA, conduzido por Guérin®. Este foi
um estudo multicéntrico, controlado, prospectivo e randomizado com 466 pacientes
com SDRA grave. Os pacientes foram distribuidos em um grupo que utilizou apenas
a posicao supina e outro submetido a sessdes de PP por pelo menos 16 horas. A

mortalidade em 28 dias foi de 16% no grupo prona e 32,8% no grupo supino (p<0,001),
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sendo que a razao de risco de morte foi 0,39 (0,25 a 0,63, IC 95%). A mortalidade em
90 dias nao ajustada foi de 23,6% no grupo prona e 41% no grupo supino (p<0,001),
com razdo de risco de 6bito de 0,44 (0,29 a 0,67, IC 95%)%°. Apds este estudo, nova
metandlise®® foi realizada, incluindo o PROSEVA. Esta Ultima metandlise concluiu,
com alta qualidade de evidéncia, que a PP reduz significantemente a mortalidade em
pacientes com SDRA moderada a grave, desde que utilizada por periodos maiores

que 16 horas por dia.

Considerando-se exclusivamente criancas com SDRA, a PP vem sendo
avaliada em estudos clinicos de formas variadas. Relvas et al.®” mantiveram 40
criancas de 1 més a 18 anos de idade continuamente em prona e observaram
diminuicdo do 10, aumento da relagdo PaO2/FiO2 em 6-10 horas e melhora ainda mais
acentuada da oxigenacdo em 18-24 horas, sem mudanca significativa na pressao
média de vias aéreas. Concluiram que a PP melhora a oxigenagdo em criangas com
SDRA submetidas a VMC e que a manutencao dos pacientes em prona por mais de
12 horas esta associada a melhora mais pronunciada e estavel do 10 comparada a
periodos mais curtos. Casado-Flores et al.®® utilizaram a PP em 23 criangcas com
SDRA, mudando a posicéo de prona para supina a cada oito horas. Observaram que
trés em cada quatro criancas responderam a PP com melhora da relacdo PaO2/FiOz2,
ao passo que ao voltar para posi¢cao supina ndo houve melhora e até mesmo ocorreu
piora da oxigenacao em alguns pacientes. Das criancas que responderam a PP, 33%
ndo responderam na primeira vez. Os autores concluiram que a PP é um
procedimento simples, praticamente sem complicacdes, bem tolerado e que melhora
a oxigenacdo na maioria das criancas com SDRA. Curley at al.®® publicaram estudo
controlado e randomizado com 102 criangas, de duas semanas a 18 anos de idade,
com o diagnéstico de lesdo pulmonar aguda. O estudo demonstrou melhora da
oxigenacdo na maioria dos pacientes randomizados para prona (20 horas/dia),
caracterizando 90% deles como respondedores por melhora da oxigenacdo. Nao
houve, porém, diferenca significante entre os grupos quanto aos dias livres de VM,
mortalidade, tempo de recuperacdo da lesdo pulmonar e dias livres de faléncia
organica. Em 2008, revisdo sistematica da Biblioteca Cochrane’® demonstrou que a
PP melhora saturagédo de oxigénio, PaOz, 10, sincronia téraco-abdominal e ocasiona

menos episdédios de queda da saturacdo em criangcas com SDRA.
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Assim, a PP faz parte da estratégia terapéutica de protecdo pulmonar, sendo

fisiologicamente apropriada para ser utilizada em pacientes com SDRA grave?.

Considerando-se os efeitos benéficos da VOAF e da PP, é possivel que a
associacao delas determine melhora mais acentuada da oxigenag&o além de reduzir
a intensidade da lesdo pulmonar induzida pela VM em casos de SDRA grave.

Poucos foram os estudos que avaliaram a associacdo de VOAF com a PP.
Estudo clinico prospectivo e randomizado’* em 39 adultos com SDRA (PaO2/FiO2 <
150), ap6s 12 horas de uso de VMC protetora em posi¢cado supina, distribuiu os
pacientes em 3 grupos: 1) posicéo prona associada a VMC protetora; 2) posi¢céo prona
associada a VOAF; 3) posicdo supina associada a VOAF. Os pacientes foram
ventilados nestas modalidades por mais 12 horas. Os autores analisaram a
oxigenacdao pela relacdo PaO2/FiOz2 e 10, e a inflamacédo pulmonar pela dosagem das
citocinas séricas, no lavado broncoalveolar (BAL) e pela citologia do BAL. Concluiram
que a PP associada a VMC ou a VOAF melhorou a oxigenacgao dentro de 12 horas,
em contraste com a posicado supina associada a VOAF. Além disso, a PP em VMC
reduziu os niveis séricos de IL-8 e o numero de neutrofilos no lavado broncoalveolar
(BAL) quando comparada com a posi¢cao supina associada a VOAF, indicando
diminuicdo da inflamacéo pulmonar. Demory et al.”?, em outro estudo prospectivo e
randomizado, estudaram 43 pacientes com SDRA (PaO2/FiO2 < 150 em PEEP >
5cmH20) que foram divididos em 3 grupos: 1) VMC com 12 horas em PP e apds 12
horas em posicdo supina; 2) VMC com 12 horas em PP e ap06s 12 horas de posi¢édo
supina em VOAF; 3) VMC com 12 horas em posi¢ao supina e ap0s 12 horas desta
mesma posicdo em VOAF. Concluiram que a PP melhorou a oxigenacao a partir da
primeira hora, o que ndo aconteceu no grupo ventilado inicialmente em posi¢ao
supina. A melhora sé foi mantida no grupo posteriormente ventilado com VOAF. Nao
houve nenhum momento de aumento da oxigenagcdo no grupo que permaneceu
apenas em posi¢do supina, independentemente do modo ventilatério. Os autores
sugeriram que a VOAF é capaz de manter o recrutamento alveolar induzido pela PP
€ Seu uso apos a prona permite reduzir a FiO2 para niveis potencialmente menos

toxicos.

Estudo experimental em porcos’3, nos quais a SDRA foi induzida por lavagem

com salina aquecida, demonstrou que a VOAF associada a prona melhora a
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oxigenacao, além de determinar reducéo significativa da fracdo de shunt pulmonar e
normalizar o débito cardiaco, com menores pressfes medias de vias aéreas que a
VOAF associada a posicdo supina. Novo estudo em porcos em 201474, também
utilizando lavagem pulmonar com solucao salina, demonstrou que a associagao VOAF

e prona melhora a oxigenacao e a eliminacédo de COa.

Assim, considerando a capacidade de redistribuicdo da ventilacado para areas
pulmonares melhor perfundidas e o potencial de recrutamento da PP, nossa hipotese
€ que esta posi¢ao promova melhora mais acentuada da oxigenac¢éao, determine leséo
histopatologica mais homogénea e de menor intensidade e atenue a lesédo pulmonar
oxidativa e inflamatoria quando comparada com posicdo supina. Também, ha a
possibilidade de que a melhora induzida pela PP possa ser intensificada quando

houver associagdo com a VOAF, em comparacdo com a VMC protetora.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito da PP associada a VOAF e a
VMC protetora sobre oxigenagéao, inflamacéo, histologia e dano oxidativo pulmonar,
comparando-a com a posi¢cado supina, nas mesmas modalidades de ventilagdo, em

modelo experimental de lesdo pulmonar aguda induzida em coelhos.

Os desfechos utilizados foram indices fisiopatologicos de lesdo pulmonar
aguda: oxigenacao; inflamacéao avaliada no plasma, em lavado broncoalveolar e em
tecido pulmonar por regido (ventral e dorsal); dano oxidativo tecidual pulmonar e

analise histologica de acordo com a regido dos pulmdes.
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3. MATERIAIS E METODO

O estudo foi realizado no Laboratorio Experimental do Centro de Pesquisa
Clinica e Experimental do Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina de
Botucatu-UNESP.

3.1. Obtencéo e preparo dos animais

Trata-se de estudo prospectivo, in vivo e em animais de laboratorio, aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) sob o protocolo n°796.
Foram utilizados coelhos jovens brancos fornecidos pelo Biotério da UNESP —

Campus de Botucatu, com peso corporal variando de 2,0 a 3,5 Kg.

ApoOs pesagem, os animais foram anestesiados e sedados com solucdo de
cetamina (50 mg/Kg) e acepromazina (2 mg/Kg) administrada por via intramuscular.
Posteriormente, os animais foram colocados em goteira cirlrgica, receberam
oxigénio a 100% por meio de cateter nasal e, entdo, foram submetidos a tricotomia
cervical e toracica para colocacdo de eletrodos de monitoracdo da frequéncia
cardiaca (FC). Se a FC diminuisse para valores abaixo de 180 bpm, administrava-se
atropina na dose de 0,01 mg/Kg por via intravenosa na veia auricular. A regiao
anterior do pescoco dos animais foi anestesiada com xilocaina 2% para realizacao
de traqueostomia, disseccdo da artéria carétida e veia jugular interna. Apos a
tragueostomia, foi realizada a introducéo do tubo traqueal de maior calibre possivel
(diametro interno de 3,0 a 3,5 mm, Portex, Hythe, UK), que foi mantido em posi¢cao
por meio de fita cirirgica. E importante ressaltar nenhum animal foi submetido a
sofrimento em nenhum momento. Imediatamente foi iniciada a ventilacdo mecanica
com o aparelho Inter 7 (Care Fusion, Sdo Paulo). Utilizou-se, inicialmente, os
seguintes parametros ventilatérios: modo pressdo-regulada volume controlado
(AC/PRV), com VC alvo de 6mL/Kg; frequéncia respiratéria (FR) de 40 ciclos por
minuto, ajustada de acordo com a PaCOg; tempo inspiratorio (Ti) de 0,5 segundo;
Pressdo expiratoria final positiva (PEEP) de 5 cmH20; e fragdo inspirada de O:2
(FiO2) de 1,0. Estes parametros foram utilizados ap0s a tragueostomia, no periodo
de estabilizacdo de 10 minutos apds os procedimentos, durante a inducdo da lesao

MATERIAIS E METODO



26

0 e depois dela, no periodo de estabilizagcdo por mais 10 minutos, e em todo

experimento no grupo controle.

Depois da traqueostomia, foram dissecadas a artéria carotida e a veia jugular
interna. Na artéria foi introduzido um cateter de limen Unico (22 Gauge Jelco,
Introcan® Safety™ - B-Braun, Melsungen, Germany) e na veia um cateter de duplo
limen (57" - Arrow International Inc., Reading, Philadephia-USA) que foi introduzido
até a juncao entre o atrio direito e a veia cava superior. O cateter arterial foi utilizado
para obtencdo de gasometrias e para monitoracdo continua da pressado arterial
meédia (PAM) com auxilio de um sistema de monitoracdo de pressdo (LogiCal® da
Medex, Dublin, USA) conectado a monitor multiparamétrico (Dixtal, Manaus, Brasil).
O cateter na veia cava foi utilizado para administracdo de sedativos em infuséao

continua, soro de manutencao e drogas vasoativas.

Obtidos os acessos vasculares, a anestesia foi mantida por meio de
administracdo intravenosa continua de cetamina a 10 mg/Kg/h, até a conclusédo do
experimento. Além disso, os animais foram submetidos a bloqueio neuromuscular
por meio da administracdo 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. Em
qualquer momento do experimento, caso a pressao arterial média (PAM) atingisse
valores inferiores a 50 mmHg, iniciava-se a infusdo intravenosa continua de
noradrenalina em dose inicial de 0,5 pg/Kg/min, titulada até 2 pg/Kg/min, se fosse

necessario.

Durante o experimento, a temperatura corporal foi monitorada com o auxilio
de um termbémetro de mercuario por via retal, sendo mantida entre 38 e 40°C com
auxilio bolsas térmicas, e a volemia mantida por meio de infusdo continua de 4

ml/Kg/h de solugao salina acrescida de 5% de dextrose.

3.2. Instalagc&o do modelo de lesdo pulmonar aguda

A lesdo pulmonar aguda (LPA) foi induzida conforme técnica previamente
descrita pelo grupo*7°. Resumidamente, através da canula traqueal, foram
realizadas lavagens sucessivas do pulméo com soro fisioldgico aquecido a 37-38°C

em aliguotas de 30 mL/Kg, a uma pressdo maxima de 30 cmH20. Cada
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procedimento de lavagem durava aproximadamente 60 segundos, sendo 20
segundos reservados para infusdo e o tempo restante para retirada, a qual foi feita
por gravidade, movimentos externos de compressao toracica e gentil succéo.
Completada a retirada, o procedimento foi repetido seis vezes a cada 3-5 minutos.
Apos 10 minutos de estabilizacdo, foi colhida uma gasometria. Se a relacéo
PaO2/FiO2 atingissem valores menores do que 100 mmHg a lesdo foi considerada
induzida. Em caso contrario, foram realizadas mais duas lavagens na sequéncia e,
depois de 10 minutos, nova gasometria foi obtida, e assim sucessivamente, até que
se obtivesse uma relacdo PaO2/FiO2 abaixo de 100. Atingindo o critério, 0s animais

foram divididos para compor os grupos experimentais conforme aleatorizacao.

Neste modelo, a lesdo pulmonar manifesta-se por distlrbio da relacao
ventilagdo-perfusédo (V/Q), tanto pelo efeito shunt, quanto pelo aumento do espago
morto. A mecanica ventilatéria 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’®.

3.3. Formacéo dos grupos experimentais e ventilacdo mecanica

De acordo com o comportamento das variaveis analisadas em outros estudos
que utilizaram metodologia semelhante, foram estudados 15 coelhos por grupo2-46.

A aleatorizacéo foi realizada por meio software apropriado para randomizagao.

Os animais foram aleatorizados para compor cinco grupos experimentais com
15 animais em cada um deles:

¢ Animais sadios submetidos a VMC protetora (controle — GC; n=15);

¢ Animais com LPA submetidos a VMC protetora em posicao supina (GVMS;
n=15);

e Animais com LPA submetidos a VMC protetora em posicdo prona (GVMP;
n=15);

e Animais com LPA submetidos a VOAF em posicdo supina (GVAFS; n=15);

e Animais com LPA submetidos a VOAF em posicao prona (GVAFP; n=15).
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Além destes grupos, cinco animais sadios ndo instrumentados e nao
ventilados foram utilizados para a avaliacdo do PCR real time e do estresse

oxidativo no tecido pulmonar.

Os animais do GC foram ventilados conforme descrito anteriormente, isto é,
modo pressao-regulada volume controlado, com VC alvo de 6 mL/Kg; FR de 40
ciclos por minuto; Ti de 0,5 segundo; PEEP de 5 cmH20; FiO2 de 1,0. Nos animais
com lesdo, randomizados para receber VMC (GVMS e GVMP), a PEEP foi
aumentada para 10 cmH20, permanecendo assim até o final do experimento. Para
0s animais dos grupos randomizados para VOAF (GVAFS e GVAFP), a mesma foi
fornecida pelo oscilador SensorMedics 3100A (Viasys Healthcare, Yorba Linda,
USA) com pressdo média de via aérea de 15 cmH20, Ti de 33%, FR de 10Hz e
amplitude 22, sendo a FR e amplitude ajustadas para manter PaCO2 em niveis

fisiologicos. A FiO2 foi mantida em 1,0 para os animais de todos 0s grupos.

Apods 10 minutos do inicio da ventilacdo especifica de cada grupo (VMC ou
VOAF), nova gasometria foi obtida, sendo este momento denominado tempo zero
(TO). Neste momento o animal foi colocado em prona ou mantido em supino de
acordo com a randomizacao. A partir deste momento os animais foram ventilados
por quatro horas, sendo obtidas gasometrias arteriais nos seguintes momentos: 30,
60, 120, 180 e 240 minutos (figura 1).
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Figura 1 — llustragéo representativa do protocolo de estudo
VMC: ventilagdo mecanica convencional; VOAF: ventilagdo oscilatéria de alta frequéncia, GC: Grupo
controle.
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3.4. Manipulacdo dos pulmdes, obtencdo do lavado broncoalveolar e

histologia pulmonar

Antes do término do experimento, os animais receberam 1 mL de heparina e
foram submetidos a eutanasia por administracdo intravenosa rapida de cetamina.
ApoOs a eutanasia, o tubo traqueal foi ocluido e o toérax aberto para excluir a presenca
de pneumotodrax oculto, confirmar a posicdo dos cateteres vasculares e do tubo
traqueal e coletar amostra para analise histologica e para BAL. Nos animais nos
quais foi realizado o lavado broncoalveolar (n=7 para cada grupo), o bronquio fonte
direito foi ligado por meio de uma fita cirargica, o bloco pulméo/coracédo removido e o
pulmédo esquerdo lavado duas vezes, utilizando-se aliquota de 15 mL/Kg de salina
normal. O fluido drenado foi coletado para anélise do BAL. Nos animais submetidos
a analise histologica, o bloco traqueia/pulméao/coracao foi removido, os pulmdes e a
traqueia separados do coracdo e o pulméo esquerdo preenchido com solucédo 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 com formol em seu conteddo, e na outra, a traqueia do animal. A partir desse
sistema, o formol gotejava por gravidade, lentamente, de forma a preencher os
espacos alveolares, preservando a arquitetura alveolar. Apos periodo minimo de
fixacdo de 24 horas, os fragmentos foram embebidos em parafina e, entdo,
realizados cortes axiais de pulméo que foram corados com hematoxilina e eosina e
examinados por dois patologistas, de forma cega e independente7>. Para o estudo
histolégico os cortes foram examinados por 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 pulm&o. Dez campos microscépicos foram
aleatoriamente selecionados para o exame, sendo cinco em cada regido. O dano
histopatolégico pulmonar foi quantificado por um escore que analisa sete variaveis
(inflamacéo alveolar, inflamagédo intersticial, hemorragia alveolar, hemorragia
intersticial, edema, atelectasia e necrose) com cinco graus individuais de gravidade

para cada uma delas’® 77,
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3.5.Determinacao da les&o oxidativa no tecido pulmonar

O estresse oxidativo foi avaliado pela medida de peroxidacéo lipidica. A
quantificacdo do malondialdeido foi realizada utilizando o kit comercial "Thars assay
kit" da Cayman Chemical CompanyTM (Ann Arbor, MI, USA). O tecido pulmonar de
cada area avaliada foi fragmentado utilizando um homogeneizador de mé&o Ultra
Stirrer 80 em tampao recomendado pelo fabricante do kit. Apds fragmentacdo do

tecido o homogeinato foi centrifugado e o sobrenadante usado no ensaio.

3.6. 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 de lavado broncoalveolar foi medido e centrifugado.
As células obtidas por centrifugacao foram suspensas novamente em 1 mL de salina
e depois diluidas 1:10 em solucédo de Turk para contagem. A contagem diferencial
foi realizada em esfregaco da mesma amostra de células, em laminas e coloracéo
de Leishman. A fixacdo das células em laminas foi realizada por meio de
citocentrifugacao.

3.7.Medida da concentracdo de TNF-alffa no plasma, lavado

broncoalveolar e tecido pulmonar

As dosagens de TNF-alfa no plasma, BAL e tecido pulmonar foram realizadas
utiizando o método de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), conforme
Imai et al.*? e protocolo fornecido pelo fabricante (PharMingen®). O método de
ELISA utiliza o anticorpo policlonal de cabra anti-TNF-alfa como anticorpo de captura
na concentracao de 4 ug/mL e o anticorpo de cabra policlonal anti TNF-alfa

biotinilado como anticorpo de revelagao.
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3.8.Deteccdo da expressdo de TNF-alfa pela reacdo em cadeia da

polimerase em tempo real (PCR real-time)

Extracdo de RNA total: Fragmentos do lobo médio do pulméo esquerdo das
areas dependentes e ndo dependentes foram armazenados em microtubos DNAse e
RNAse free de 1,5 mL contendo RNA later™ e submetidos a extracdo de RNA total.
As amostras foram processadas utilizando o sistema SV de extracdo de RNA total
da Promega®. Os fragmentos de tecido pulmonar de 60 mg foram homogeneizados
em homogeinizador Tekmar Tissuemizer e 1 mL de tamp&o de lise para RNA
adicionado de BME conforme a recomendacédo do fabricante. Todo o processo foi
feito o mais breve possivel em gelo para uma boa recuperacdo do RNA total. Um
volume de 175 pL de lisado de tecido foi transferido para tubos Eppendorfes de 1,5
mL e adicionado 350 pl de RNA dilution buffer. Apés a fragmentagcédo do tecido e
obtencdo do sobrenadante, as amostras foram aquecidas por 3 minutos a 70°C em
termociclador. Decorrido este periodo, as amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 12.000-14.000 g e a purificacdo/extracdo do RNA total das amostras
foram realizadas por meio de coluna de fase solida livre de RNAse.

Purificacdo do RNA por centrifugacao: Apos centrifugacdo, um volume de 500
puL dos sobrenadantes dos homogenatos de células foi transferido para outro
microtubo de 1,5mL e adicionados 200uL de etanol 95%. Posteriormente, 0s
homogenatos foram centrifugados por 1 minuto a 12.000 — 14.000 g. Os
sobrenadantes dos tubos foram depositados na cesta contendo a coluna de
separacao e centrifugados. A coluna foi lavada com mais 600 puL de tampao de
lavagem e 63% de etanol (95%). ApOs este passo, as amostras de RNA extraidas e
contidas nas colunas foram tratados com DNAse | por 15 minutos a 20°C-25°C,
seguindo o da enzima. ApGs tratamento, o RNA total da coluna foi lavado com
tampéo e diluido com agua livre de RNAse e DNAse e estocado a -70°C até o

momento da transcrigao reversa.

Para a eliminacdo do DNA genOmico apo0s a extracdo de RNA total as
amostras de RNA total foram novamente tratadas com DNAse (Sigma) conforme
protocolo do fabricante. A confirmacéo da eliminacdo do DNA gendmico foi realizada
por PCR em tempo real, utilizando diretamente o RNA extraido e tratado com DNAse

na reacdo de PCR em tempo real. Todas as amostras foram quantificadas no Nano
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Drop 2000/2000c (Thermo Scientific) e a pureza verificada através da relacéo
260/280. Amostras com relacao entre 1,9 a 2,00 foram usadas para confeccdo do
cDNA e usadas na reacédo de PCR. As amostras com relagdes inferiores e presenca
de DNA gendmico foram desprezadas ou novamente tratadas.

Obtencédo do cDNA e PCR em tempo real: O RNA total extraido foi submetido
a transcricao reversa para obtencdo do cDNA utilizando a enzima Improm (Promega
™) e seguindo as instrucées e condicGes de reacdo do fabricante. O cDNA foi
estocado a -70°C para quantificacdo pela reagcdo em cadeia da polimerase (PCR)

em tempo real.

O mRNA para TNF-alfa foi quantificado PCR em tempo real.”® A reacdo de
PCR em tempo real foi realizada em aparelho 7300 Applied Biosystems e enzima
GoTag® gPCR Master Mix (Promega, Madison, WI, USA). O TNF-alfa foi
normatizado com o gene GAPDH. O volume de amostras utilizado foi de 4 mL de
cDNA em um volume de 20 ml de reacdo contendo enzimas, nucleotideos e primers
especificos para o TNF-alfa. O numero de ciclos utilizados foi de 40 ciclos com
ativacdo inicial de 95°C por 1 minuto, desnaturacdo de 95°C por 15 segundos,
anelamento e extensdo a 60°C por 1 minuto. A curva de melting foi analisada para

eliminar a presenca de amplificacdo inespecifica ou formacao de primer-dimers.

3.9. Variaveis analisadas

Protocolo com as variaveis a serem anotadas para cada animal est4 anexado
apos as referéncias bibliograficas. Resumidamente, as variaveis analisadas foram:
a) Variavel hemodinamica: pressao arterial média;

b) Gasometria arterial: PaOz;

c) Parametros ventilatorios e indices derivados para avaliar trocas gasosas: relagéo
PaO2/FiOz, indice de oxigenacéo (FiO2 x pressdo média vias aéreas x 100/PaO3);

d) Mecénica pulmonar: complacéncia pulmonar, Pressao inspiratéria positiva (PIP) e
MAP (pressdo média em vias aéreas) na VMC (antes e apos inducao);

e) Dano oxidativo pulmonar: medida de peroxidacéo lipidica (malondialdeido) no

tecido pulmonar;
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f) Processo inflamatorio alveolar: nivel de TNF-alfa no plasma, no fluido do lavado
broncoalveolar e no tecido pulmonar, contagem de polimorfonucleares no fluido
broncoalveolar e deteccdo da expressdo génica de TNF-alfa pela reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (PCR real time) no tecido pulmonar;

g) Histologia: escore de dano histopatolégico (descrito no item 3.4. Manipulacédo dos

pulmdes, obtencéo do lavado broncoalveolar e histologia pulmonar).

3.10. Anélise estatistica

Os dados foram analisados por meio do programa SigmaStat for Windows ®

versao 11.0.

Variaveis com distribuicdo normal foram comparadas entre os diversos grupos
experimentais por meio de andlise de variancia (ANOVA), com subsequentes
comparacgdes multiplas entre pares por meio do teste de Bonferroni. Varidveis de
distribuicdo n&o-normal foram comparadas entre os diversos grupos por meio de

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

A andlise do comportamento de uma variavel ao longo do tempo, em caso de
distribuicdo normal, foi avaliada por meio de ANOVA de medidas repetidas com
comparacao entre pares com o teste de Bonferroni e em caso de distribuicdo néo
normal foi utilizado o teste de medidas repetidas de Friedman, com comparacdes
posteriores pelo método de Dunn. Para a comparacdo dos momentos inicial e apés
inducéo foi utilizado o teste t em caso de distribuicdo normal, e 0 método de Mann-
Whitney Rank Sum Test, em caso contrario.

A andlise dos niveis de TNF-alfa no tecido pulmonar, deteccéo desta citocina
pelo PCR real time, dosagem e malondialdeido e do escore de lesdo pulmonar,
comparando os grupos e as regides pulmonares ventral e dorsal, foi realizada pela
ANOVA Two Way, com comparacao entre pares pelo método de Bonferroni t-test.

Foi utilizado nivel de significancia de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1. Hemodinamica, mecanica pulmonar e trocas gasosas

A pressdao arterial média (PAM) foi mantida acima de 50 mmHg por meio de
suporte vasoativo. Nenhum grupo apresentou diferenca estatistica entre os
momentos do experimento em relacdo a PAM. Porém, quando se comparou 0S
grupos em cada momento, houve diferenca estatistica apenas em um momento do
experimento (T30), sendo o GVAFP maior do que o GC; p=0,009. Esta diferenca néo
se manteve em outros momentos do experimento e, apesar da diferenca, a PAM
desses dois grupos foi maior que 50mmHg (59,5 + 5 mmHg para GC e 76,06 *
14,5mmHg para GVAFP) (Figura 2).
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Figura 2 — Pressédo arterial média (PAM) ao longo do tempo para 0S grupos
experimentais.

Dados expressos em média.

Testes: ANOVA de Medidas Repetidas/ ANOVA, comparacao entre pares pelo teste de Bonferroni.

* p < 0,05 comparando com 0 GVAFP com o0 GC no mesmo momento.

Nao houve diferenca estatistica entre os momentos experimentais de cada grupo (p > 0,05).

Sendo: GC: Grupo Controle, GVAFP: Grupo em ventilagdo de alta frequéncia e posi¢do prona,
GVAFS: Grupo em ventilacdo de alta frequéncia e posi¢cdo supina, GVMP: Grupo em ventilacdo
convencional e posi¢do prona, GVMS: grupos em ventilacdo convencional e posi¢do supina.
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N&do houve diferenca significante entre os grupos quanto ao numero de
lavagens pulmonares necessarias para induzir a lesdo (p=0,086), sendo, também,
semelhante a porcentagem de liquido recuperado dos pulm&es dos animais destes
grupos (p=0,925). A porcentagem média de recuperacdo da salina infundida variou
de 91% a 92%. O peso dos animais dos diferentes grupos nao diferiu

estatisticamente (Tabela 1).

Tabela 1 — Comparacdo do peso, numero de lavagens e porcentagem de volume
recuperado para 0s grupos experimentais

Variavel GC GVAFP GVAFS GVMP GVMS Nivel
descritivo

Peso (Kg) 256+034 292+0,36 296+040 281+046 259+0,21 p=0,078

N° de - 9+3 102 11+3 13+5 p = 0,086
lavagens
% Volume - 93 92 92 92 p = 0,925
recuperado (90 - 94) (90 - 93) (91 - 95) (90 - 94)
(ml)

Valores expressos em média + DP ou mediana (P25 - P75).

Testes: ANOVA/ ANOVA de Kruskall-Wallis.

Sendo: GC: Grupo Controle, GVAFP: Grupo em ventilacdo de alta frequéncia e posi¢cdo prona,
GVAFS: Grupo em ventilagdo de alta frequéncia e posicdo supina, GVMP: Grupo em ventilagao
convencional e posicdo prona, GVMS: grupos em ventilagdo convencional e posi¢éo supina.

Os grupos foram estatisticamente semelhantes no inicio do experimento do
ponto de vista da oxigenacdo (relacdo PaO2/FiO2 e 10), complacéncia pulmonar,
MAP e PIP utilizadas (Tabela 2). Ap6s a inducdo da lesdo houve hipoxemia e
deterioragdo da mecéanica pulmonar, comparando-se o periodo inicial e o periodo
apos inducdo (Tabela 3). Este comportamento indica que os grupos foram
semelhantes e que inducdo da lesao foi efetiva e de igual intensidade nos quatro

grupos, sendo estes, portanto, comparaveis.
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Tabela 2 — Variaveis de comparacdo dos grupos nos momentos inicial e apos
inducgéo da lesao pulmonar

Grupos

Variaveis

Nivel
GC GVAFP GVAFS GVMP GVMS descritivo

Relagdp 'Mclal 444%50  447:51  422£79 458248 448462 p=0721
PaO2/FiO2
Alp"? a 69 + 21 72115 68+ 12 74+16 p=0,775
esao
. 2,0 2,0 2,0 1,9 2,1 _
10 nicial 1622 @18-21) (19-25 (L7-21) (L7-26) PT920°
(cmH20/
mmHg)  Ap6s a 17,6 16,8 138 15,7 0431
lesdo (12,1-21,1) (12,3-19,7) (12,9-16,5) (13,1-187) P9
- 1,7 1,9 1,8 1,7 1,7 _
cp nicial 14'18) (17-23) (@5-22) (15-22) (15-23) P05
(cmH20) .
A|p°§ a 08+02 09+03 08+02 07+02 p=0,102
esao
- 8 9 9 8 9
Inicial p=0,718
- - - - -1 '
MAP 8-9) 8-9) 8-9) 8-9) (9-10)
(CMH0)  pp6sa 11 12 10 12 0,084
les&o (11-12)  (10-12) 9 - 12) (10-12) P=%
- 16 16 15 19 17 _
oip Inicial 147 16)  (14-17) (14-16) (16-20) (16—19) P=0132
(cmH20) )
A|%2§oa 23+4 23+4 25+ 2 24+3 p=0361

Valores expressos em média + DP ou mediana (P25 — P75).

Comparacao de Grupos: ANOVA e ANOVA de Kruskal-Wallis.

Sendo: GC: Grupo Controle, GVAFP: Grupo em ventilacdo de alta frequéncia e posi¢cdo prona,
GVAFS: Grupo em ventilacdo de alta frequéncia e posi¢cdo supina, GVMP: Grupo em ventilacdo
convencional e posicdo prona, GVMS: grupos em ventilagdo convencional e posicdo supina, 10:
indice de Oxigenagdo, CP: Complacéncia pulmonar estatica, MAP: Pressdo aérea média, PIP:
Pressao Inspiratéria Positiva
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Tabela 3: Variaveis de comparacdo dos momentos inicial e apds inducéo para cada

grupo
o Momentos de avaliacéo Nivel
Variaveis Grupos descritivo
Antes da leséao Apos alesao
GVAFP 447 £ 51 69 +21 p < 0,001
Relagéo GVAFS 422 + 79 72 +15 p < 0,001
PaO2/FiO2
GVMP 458 + 48 68 +11 p < 0,001
GVMS 448 + 62 74 + 16 p < 0,001
GVAFP 2,0(1,8-2,1) 17,6 (12,1 -21,1) p < 0,001
10 GVAFS 2,1(1,7-2,6) 16,8 (12,3 -19,7) p < 0,001
(CmH0IMMHY)  cyvp 1,9(1,7-2,2) 13,8 (129-165) p<0,001
GVMS 3,2,1(1,7-2,6) 15,7 (13,1 -18,7) p < 0,001
GVAFP 1,9(1,7-2,3) 0,8 (0,7-0,9) p < 0,001
GVAFS 1,8(15-2,2) 0,9 (0,7-1,1) p < 0,001
CP (cmH20)
GVMP 1,8+04 0,8+0,2 p < 0,001
GVMS 1,7(1,5-2,3) 0,7 (0,5-0,8) p < 0,001
GVAFP 9+1 11+1 p < 0,001
GVAFS 9(8-9) 12 (10 -12) p < 0,001
MAP (cmH20)
GVMP 8(8-9) 10 (9-12) p = 0,004
GVMS 9+1 11+1 p < 0,001
GVAFP 16 +2 23+ 4 p < 0,001
GVAFS 16 +2 23+ 4 p < 0,001
PIP (cmH20)
GVMP 18+3 25+ 2 p < 0,001
GVMS 17+2 24 + 3 p < 0,001

Valores expressos em média +DP ou mediana (P25 - P75).
Comparacao dos momentos antes e depois: Teste t ou Mann-Whitney Rank Sum test.

Sendo: GVAFS: Grupo em ventilagdo de alta frequéncia e posicdo supina, GVMP: Grupo em
ventilagdo convencional e posicdo prona, GVMS: grupos em ventilagdo convencional e posicéo
supina, 10: Indice de Oxigenacdo, CP: Complacéncia pulmonar estatica, MAP: Presséo aérea média,

PIP: Pressao Inspiratéria Positiva.
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Durante o periodo experimental, a relagdo PaO2/FiO2 (Figura 3) melhorou nos
grupos com lesdo em relacdo ao valor apos a inducdo. Apenas o GVAFP apresentou
valores semelhantes ao GC, sendo que isso ocorreu desde os 60 minutos até o final
do experimento. Além disso, a partir dos 180 minutos, o0 GVAFP apresentou valores
maiores que os grupos em VMC. O GVAFS, apesar de manter valores proximos ao
GVAFP, durante todo o experimento, em nenhum momento apresentou valores sem
diferenca estatistica do controle, mas também apresentou valores maiores que 0s
grupos em VMC, ao final do experimento. Os grupos em VMC (GVMP e GVMS) nao
se diferenciaram em nenhum momento. Além disso, apenas 0 GVAFP apresentou

ao final do experimento, valores sem diferenca estatistica dos niveis antes da leséo.
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Figura 3 — Relagédo PO2/FiO2 ao longo do tempo para 0S grupos experimentais

Dados expressos em média.

Testes: ANOVA de Medidas Repetidas (momentos), ANOVA (grupos) e Test t (antes e apds inducéo).
* p > 0,05 comparando GVAFP ao GC no mesmo momento; « p < 0,05 comparando GVAFP e
GVAFS aos grupos GVMP e GVMS no mesmo momento; # p > 0,05 comparado aos valores iniciais
do mesmo grupo; 3 p < 0,05 comparado com momento inicial em todos os grupos submetidos a
lesdo.

Sendo: GC: Grupo Controle, GVAFP: Grupo em ventilacdo de alta frequéncia e posi¢cdo prona,
GVAFS: Grupo em ventilacdo de alta frequéncia e posi¢cdo supina, GVMP: Grupo em ventilacao
convencional e posicao prona, GVMS: Grupo em ventilagdo convencional e posi¢cao supina.
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Quanto ao indice de oxigenacdo (Figura 4), todos os grupos obtiveram
valores significantemente maiores que o controle durante todo o periodo apés leséao.
Na comparacao entre os grupos com lesao, aqueles ventilados em VOAF obtiveram
valores significantemente menores de 10 ao final do experimento, comparados ao
GVMS. O GVMP assemelhou-se ao GVAFS em T180 e a ambos os grupos em
VOAF no T240. Fazendo a comparacdo de momentos, apenas os grupos em VOAF

apresentaram valores sem diferenca estatistica dos iniciais no final do experimento.
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Figura 4 — Indice de oxigenacdo (I0) ao longo do tempo para 0S grupos

experimentais

Dados expressos em mediana.

Testes: Friedman (momentos) e Kruskall-Wallis (grupos), com comparacao entre pares pelo método
de Dunn, e Mann-Whitney Rank Sum test (antes e apds indugéo).

*p < 0,05 GVMS comparado ao GVAFP e GVAFS no mesmo momento; # p > 0,05 GVAFS e GVAFP
comparados a GVMP no mesmo momento; « p > 0,05 comparado ao momento inicial do mesmo
grupo; 8 p < 0,05 comparado ao momento inicial em todos os grupos submetidos a lesao.

Sendo: GC: Grupo Controle, GVAFP: Grupo em ventilacdo de alta frequéncia e posi¢do prona,
GVAFS: Grupo em ventilacdo de alta frequéncia e posi¢cdo supina, GVMP: Grupo em ventilacdo
convencional e posicdo prona, GVMS: Grupo em ventilagdo convencional e posi¢cdo supina
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4.2. Processo inflamatorio alveolar
4.2.1. Avaliagao de polimorfonucleares no lavado broncoalveolar.

A avaliacdo da porcentagem de neutréfilos no BAL (Figura 5) ndo mostrou
diferenca estatistica significante entre os grupos com leséo, mas todos eles diferiram
estatisticamente do grupo controle (GC < GVMP = GVMS = GVAFP = GVAFS).
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Figura 5 — Porcentagem de neutréfilos avaliada no lavado broncoalveolar dos
animais dos grupos experimentais.

Varidveis expressas em mediana (P25-P75, max-min).

Teste: Anova de Kruskall-Wallis (Dunn)

*p < 0,05 comparando GC com 0s demais grupos.

Sendo: GC: Grupo Controle, GVAFP: Grupo em ventilacdo de alta frequéncia e posi¢do prona,
GVAFS: Grupo em ventilacdo de alta frequéncia e posi¢cdo supina, GVMP: Grupo em ventilacao
convencional e posicao prona, GVMS: Grupo em ventilagdo convencional e posi¢cao supina
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4.2.2. Avaliacdo do TNF-alfa no plasma, lavado broncoalveolar e tecido
pulmonar por regionalidade

N&o houve diferenca estatistica entre os grupos na medida do TNF-alfa no

plasma dos animais (Tabela 4).

Tabela 4 — Niveis de TNF-alfa no plasma em cada grupo (n=7)

GC GVAFP GVAFS GVMP GVMS Nivel
descritivo
TNF-alfa 0,39 (0,02-0,62) 0 (0-0,19) 0 (0-0,28) 0,02 (0-0,57) 0 (0-0,1) p>0,05

(ng/ml)

Valores em mediana (P25-75).
Teste: Anova de Kruskall-Wallis (Dunn).
Sendo: GC: Grupo Controle, GVAFP: Grupo em ventilacdo de alta frequéncia e posi¢do prona,
GVAFS: Grupo em ventilagdo de alta frequéncia e posicdo supina, GVMP: Grupo em ventilagdo
convencional e posicdo prona, GVMS: Grupo em ventilagdo convencional e posi¢cdo supina

A medida de TNF-alfa no BAL (Figura 6) foi significantemente maior nos
grupos GVAFP, GVAFS e GVMS, gquando comparados ao controle, sem diferenca
estatistica entre GC e GVMP. Nao houve, porém, diferenca estatistica entre os

guatro grupos com lesao.
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Figura 6 — Dosagem de TNF-alfa (ng/ml) no BAL de cada grupo experimental

Variaveis expressas em mediana (P25 - P75, max - min).

Teste: Anova de Kruskall-Wallis (Dunn)

Sem diferenca estatistica entre os grupos com leséo, p>0,05.

Sendo: GC: Grupo Controle, GVAFP: Grupo em ventilagdo de alta frequéncia e posi¢do prona,
GVAFS: Grupo em ventilacdo de alta frequéncia e posi¢cdo supina, GVMP: Grupo em ventilacdo
convencional e posicdo prona, GVMS: Grupo em ventilagdo convencional e posi¢cdo supina
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A medida de TNF-alfa em homogeinato de tecido pulmonar (Figura 7) foi
avaliada nas diferentes regides pulmonares: ventral e dorsal, porém ndo houve
diferenca estatistica entre elas (p=0,525). Os valores para GVAFP, GVAFS e GVMS
foram significantemente maiores que o GC e este nédo diferiu estatisticamente do
GVMP, para ambas as regides pulmonares. Nao houve, porém, diferenca estatistica

entre os quatro grupos com lesdo, mesmo padrédo encontrado no BAL.
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Figura 7 — Dosagem de TNF-alfa (ng/ml) em tecido pulmonar avaliado por regido
ventral e dorsal do pulméo.

Varidveis expressas em médias. Teste: Two way Anova (Bonferroni)

* p < 0,05 GVAFP, GVAFS e GVMS comparados ao GC, para regido ventral; # p < 0,05 GVAFP,
GVAFS e GVMS comparados ao GC, para regido dorsal; = p< 0,05 GVAFP, GVAFS e GVMS
comparados ao GC, para ambas as regides.

Sem diferenca estatistica entre os grupos com lesdo (GVAFP = GVAFS = GVMP = GVMS).

N&o houve diferenca entre a avaliacdo das diferentes regiées pulmonares (p=0,525).

Sendo: GC: Grupo Controle, GVAFP: Grupo em ventilagdo de alta frequéncia e posi¢do prona,
GVAFS: Grupo em ventilacdo de alta frequéncia e posicdo supina, GVMP: Grupo em ventilacdo
convencional e posi¢édo prona, GVMS: Grupo em ventilagdo convencional e posi¢do supina
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4.2.3. Expresséo de TNF-alfa pela reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real (PCR real-time) em tecido pulmonar por regionalidade

Na avaliacdo da expressdo génica do TNF-alfa pela PCR real-time em
homogeinato de tecido pulmonar, nas regifes ventral e dorsal pulmonar (Figura 8),
ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos e também ndo houve
diferenca entre a avaliagao dos grupos nas diferentes regides pulmonares.

Expressao relativa de TNF-alfa/GAPDH

VENTRAL DORSAL TOTAL

N GC

N G'VAFF
H GVAFS
N GYMP
@ GVMS

Figura 8 — Expressao génica do TNF-alfa pela PCR real-time, avaliada nas regides
ventral e dorsal dos pulmonares

Varidveis expressas em médias.

Teste: Two way Anova.

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos e/ou regionalidade pulmonar (p > 0,05)

Sendo: GC: Grupo Controle, GVAFP: Grupo em ventilagdo de alta frequéncia e posi¢do prona,
GVAFS: Grupo em ventilacdo de alta frequéncia e posi¢cdo supina, GVMP: Grupo em ventilacdo
convencional e posicdo prona, GVMS: Grupo em ventilagdo convencional e posi¢cdo supina.
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4.3. Dano oxidativo pulmonar (Malondialdeido)

A medida do malondialdeido no tecido pulmonar (Figura 9) ndo mostrou

diferenca estatistica entre os grupos para ambas as regiées pulmonares.
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Figura 9 — Estresse oxidativo em tecido pulmonar pela dosagem de Malondialdeido
(MDA) nas regides ventral e dorsal pulmonares nos diferentes grupos experimentais.

Varidveis expressas em médias.

Teste: Two way Anova.

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos e/ou regionalidade pulmonar (p > 0,05).

Sendo: GC: Grupo Controle, GVAFP: Grupo em ventilagdo de alta frequéncia e posi¢do prona,
GVAFS: Grupo em ventilacdo de alta frequéncia e posi¢cdo supina, GVMP: Grupo em ventilacdo
convencional e posicdo prona, GVMS: Grupo em ventilagdo convencional e posi¢do supina
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4.4. Histologia

O escore de lesdo histopatologica foi maior nos grupos com lesdao em
ventilagdo convencional em relacdo aos grupos ventilados em VOAF, ndo havendo
diferenca entre o escore comparando-se as posi¢cdes prona e supina. No entanto,
somente o grupo VOAF em posicdo prona obteve menor escore de lesdo quando
comparado aos grupos em VMC (GVAFP < GVMP = GVMS). N&o houve diferenca
histoldgica quando se avaliou as diferentes regides pulmonares (figuras 10 e 11).

)

Escore Histologico
T+

DORSAL TOTAL

Figura 10- Escore histopatoldgico avaliado nas regides pulmonares dorsal e ventral
Nos grupos experimentais.

Variaveis expressas em médias. Teste: Two way Anova (Bonferroni).

* p > 0,05 comparados ao GC e # p < 0,05 comparados a GC e GVAFP, para regido ventral; «© p >
0,05 comparados ao GC e p < 0,05 comparados a GC e GVAFP, para regido dorsal; @ p > 0,05
comparados ao GC e ¢p < 0,05 comparados a GC e GVAFP, para regiéo ventral.

Nao houve diferenca estatistica entre GVMS e GVMP e entre GVAFS e GVAFP (p>0,05).

N&o houve diferenca estatistica entre a regionalidade pulmonar (p > 0,05)

Sendo: GC: Grupo Controle, GVAFP: Grupo em ventilacdo de alta frequéncia e posi¢do prona,
GVAFS: Grupo em ventilacdo de alta frequéncia e posi¢cdo supina, GVMP: Grupo em ventilagdo
convencional e posicdo prona, GVMS: Grupo em ventilagdo convencional e posi¢do supina.
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Figura 11 — Visualizacdo de um exemplo de lamina histopatoldgica (objetiva de 10x)
de cada grupo de estudo.

Teste: Two way Anova (Bonferroni)

Sendo: GC < GVMP = GVMS; GC = GVAFP = GVAFS e GVAFP < GVMP = GVMS.

Sendo: GC: Grupo Controle, GVAFP: Grupo em ventilacdo de alta frequéncia e posi¢do prona,
GVAFS: Grupo em ventilacdo de alta frequéncia e posi¢cdo supina, GVMP: Grupo em ventilagdo
convencional e posicédo prona, GVMS: Grupo em ventilagdo convencional e posi¢ao supina.

RESULTADOS
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5. DISCUSSAO

Enquanto varios estudos avaliaram os efeitos da VMC protetora sobre
oxigenacdao, inflamacao e leséo histopatoldgica pulmonar em modelos experimentais
de LPA, poucos avaliaram estes efeitos quando a VOAF foi utilizada em conjunto
com a PP7374 Até onde pudemos constatar, ndo existem estudos que tenham
avaliado a lesédo pulmonar experimental quando a VOAF e a PP foram associadas,

em relacdo a histologia, inflamacao e estresse oxidativo pulmonar.

5.1. Escolha da espécie animal

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

em literatura especializada*3447° e, por estas razdes, esse animal foi escolhido.

5.2. Manipulacdo dos animais

Para que a equipe dominasse as técnicas de disseccdo dos vasos
sanguineos, traqueotomia, lavagem pulmonar e ventilacdo mecéanica em coelhos foi
realizado um projeto piloto com numero menor de grupos e menor tempo de
ventilacdo, durante um ano. A realizacdo rapida destes procedimentos é decisiva
para o sucesso do experimento, pois, se houver demora, sangramento ou hipoéxia,
0s animais podem apresentar instabilidade hemodinamica irrecuperavel. A propoésito,
a instabilidade hemodinamica é caracteristica deste modelo em coelhos e por esta
razdo a administracdo de drogas vasoativas e inotropicas para manter a pressao
arterial sistémica dentro do limite estabelecido pelo protocolo € regra, como relatado
por outros autores***4, Outro fator controlado rigorosamente foi a temperatura
corporal, pois a hipotermia também determina deterioracdo dos animais do ponto de
vista metabdlico e cardiovascular’®. A monitoracdo continua da temperatura retal e a
utilizacdo de bolsas térmicas foram importantes para garantir a estabilidade dos

NOSS0S animais.
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Em nosso experimento, todos os grupos permaneceram hemodinamicamente
estaveis durante o periodo experimental (PAM > 50mmHg), com o uso de drogas

vasoativas.

5.3. Modelo de lesdo pulmonar aguda

A lavagem pulmonar com salina aquecida foi o0 modelo escolhido pela larga
experiéncia da literatura com a técnica, facilidade de reproducdo e na manipulacéao
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 ventilatérios e terapias adjuvantes#6:47.75,

A maior vantagem deste método é que ele permite testar os efeitos de
diferentes estratégias ventilatorias no desenvolvimento de lesdo tecidual que resulta
tanto da lavagem com salina per se como da deplecdo do surfactante e estratégia

ventilatoria®0.

Cabe a ressalva, no entanto, de que nenhum modelo animal é capaz de
reproduzir todas as caracteristicas da SDRA/LPA em humanos?®' 82, Modelos de LPA
em coelhos, por exemplo, associam-se com o dobro da producdo de éxido 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 oxigenacdo, complacéncia pulmonar, formacdo de atelectasias e
edema perivascular e peribrénquico. Entretanto, induz a menor infiltracao
macrofagica e neutrofilica, a menos que outra agressdo seja adicionada, por
exemplo, a ventilacdo mecanica®®3. Em adigcdo, a remocéo do surfactante interfere
com a resposta imune e com o metabolismo oxidativo, uma vez que o surfactante
pode inibir a ativacdo de neutréfilos respiratorios e tem efeito antioxidante sobre os

macroéfagos alveolares®.

Para definir que a lesdo pulmonar tinha efetivamente ocorrido, escolhemos o
nivel de relacdo PaO2/FiO2 < 100 mmHg, valor definidor de SDRA grave na clinica®.
Outros estudos experimentais que utilizaram este método de inducdo de leséo
pulmonar também utilizaram estes niveis de relacdo para definir a lesdo*344. Além

disso, conforme alguns estudos clinicos demonstraram, os resultados de melhora de
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oxigenacdo®®>° e até mesmo de mortalidade®% com a PP séo vistos nos pacientes
mais graves, aqueles com relacdo PaO2/FiO2 semelhantes a avaliada neste estudo.
Em outros estudos do nosso grupo nos quais foram utilizados outros tratamentos
que ndo a PP, a escolha foi de atingir relacdo PaO2/FiO2 < 200%6:7°, que define lesdo

de SDRA moderada a grave?.

A caracteristica deste modelo € promover hipoxemia quase imediata com
aumento do shunt intrapulmonar e consequente diminuicdo da relagcdo PaO2/FiOz,
como observado em nosso experimento, lembrando que a FiO2 foi mantida em 1,0
em todos animais, de forma a tornar a relacdo PaO2/FiO2 igual a PaO:. O indice de
oxigenagdo (I0 = FiO2 x pressdo média vias aéreas x 100/ PaO2), indicador da
oxigenacgao e da agressividade da VM, aumentou e permaneceu elevado tanto por
diminuicdo da oxigenacao quanto por aumento da pressdo meédia de vias aéreas. No
presente estudo, a hipoxemia verificada ap6s a inducdo da lesdo foi de igual
magnitude nos animais de ambos 0s grupos tratados. Estes achados garantiram a
comparacao entre os grupos. Houve queda da complacéncia pulmonar nos grupos
com leséo induzida, de magnitude semelhante entre os grupos, que necessitaram de
maior pressao de pico inspiratéria e, consequentemente, maior pressao meédia de via
aérea. A propoésito, o nimero de lavagens necessarias para se chegar a instalagéao

do modelo em nossos animais foi comparavel ao de outros estudos*2:43:46.75.84,

5.4. Trocas gasosas

Demonstramos melhora da hipoxemia com a utilizagdo da VOAF. Estudo
anterior do nosso grupo, realizado em coelhos com LPA induzida pela infusdo de
salina aquecida, comparou VOAF e VMC em posicéo supina e demonstrou melhora
significante da oxigenacdo nos animais ventilados com VOAF#. Outro estudo,
realizado em ovelhas com LPA induzida por lavagem com salina, com manobra de
recrutamento apos a inducdo da lesdo, analisou quatro grupos, trés em VOAF (3,6 e
9Hz) e um em VMC. Houve queda significante da PCO:2 para os grupos em VOAF
em relagdo aos em VMC, mas ndo houve diferenca para PO2, uma vez que a

oxigenacdo 6tima foi alcangada ap6s manobra de recrutamento®®.
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Muitos sdo os estudos clinicos que confirmaram melhora da oxigenacdo com
0 uso da VOAF30-33353841 inclusive ha uma metandlise que confirmou esse
resultado da VOAF34,

Em estudo realizado em cdes com LPA induzida por &cido oleico®:, que
comparou a resposta de animais em ventilacdo convencional submetidos a
manobras de recrutamento pulmonar nas posicfes prona e supino, 0S autores
demonstraram que a melhora da oxigenagdo em resposta as manobras foi maior no
grupo prona. Ressalta-se que nesse estudo ndo foi utilizada a VOAF®L. Em nosso
estudo ndo houve diferenca entre os grupos em VMC, nas posi¢cées supino e prona,
porém, os animais em prona apresentaram melhora da hipoxemia, com valores

semelhantes aos grupos em VOAF.

Visto que estudos clinicos tém recomendado tempo de uso de PP maior de 16
horas para determinar efeito benéfico®’, podemos inferir que se houvéssemos
ventilado os animais por tempo maior, teriamos observado beneficio mais evidente
sobre a oxigenagcdo com o emprego da PP para os animais em VMC. Entretanto, h4
dificuldade técnica pelo modelo experimental utilizado, j& que os coelhos evoluem
com instabilidade hemodindmica e Obito em periodos experimentais mais
prolongados. Também, ndo utilizamos manobras de recrutamento como no estudo
citado anteriormente®!, fator que poderia evidenciar efeito da PP na VMC. Ha que se

considerar que a VOAF, por si, promove recrutamento alveolar.

Estudo que avaliou porcos ventilados em VOAF nas posi¢des supina e prona
por trés horas e com LPA induzida por lavagem com salina aquecida observou
melhora da oxigenagcdo com pressdes médias de vias aéreas mais baixas na PP
comparada com 0 grupo em posi¢céo supina, sem diferenca ao final do experimento,
quando os dois grupos foram ventilados em VMC e supino’®. Em outro estudo do
grupo, comparando apenas grupos em VOAF nas posi¢cdes prona e supina, em
menor tempo de ventilacdo de duas horas, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos para a relacdo PaO2/FiO2 e para o 10 ao final do experimento, mas houve
melhora mais rapida para o grupo em prona®. Neste estudo demonstramos melhora
da oxigenacéo para o uso de VOAF, independente da posi¢édo, porém esta melhora

foi mais rapida quando VOAF associada a posi¢ao prona.
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Outro estudo experimental com porcos com SDRA induzida por lavagem com
salina ventilados por 24 horas, compds cinco grupos: 1 — Controle em VMC e
posicéo supina; 2 — Grupo em VOAF e posi¢éo supina; 3 — Grupo em VOAF com 6 h
de posicao supina e 18 horas em posi¢cédo prona; 4 — Grupo em VMC ventilado 18
horas em posicado prona e 6 horas em posi¢cdo supina; e 5 — Grupo ventilado em
VMC inicialmente e depois em VOAF, sendo 18 horas em posicdo prona e 6 horas
em posicao supina. Os autores concluiram que associagdo de VOAF e PP melhorou
a oxigenagao’4, semelhante ao resultado do nosso estudo.

5.5. Avaliacado da lesao inflamatéria

O modelo de lavagem com salina aquecida causa reacao inflamatoria com
aumento da permeabilidade vascular e ativacdo de PMN no BAL®. Nao
demonstramos diferenca estatistica entre os grupos com lesédo pulmonar quanto a
contagem de PMN no BAL. Em estudo anterior*®, no qual utilizamos o mesmo
modelo de lesdo pulmonar, mas com lesdo menos intensa (relacdo PaO2/FiO2 <
200), comparando apenas animais em ventilagdo convencional com animais em
VOAF, observamos diminui¢cdo do numero de PMN no BAL nos animais sob VOAF
em relacdo a VMC protetora, assemelhando-se ao grupo controle. Possivelmente, os
resultados ndo foram reproduzidos no presente estudo, pois produzimos leséo
pulmonar mais intensa com maior ativacdo de PMN e, talvez, por isso, 0S grupos
com lesao foram mais sensiveis ao efeito deletério da ventilagédo, ndo sendo o tempo
de utilizagdo da VOAF suficiente para evidenciar o efeito da VOAF sobre a

inflamacao.

Liu et al® avaliaram a lesdo inflamatéria por meio da dosagem de
Interleucina-6 e Interleucina-1 beta de acordo com regibes pulmonares, como
realizado no presente estudo, comparando VOAF e VMC. Os autores demonstraram
maior atividade inflamatdria na regido dorsal pulmonar, com menor expressado de
interleucinas no grupo VOAF ventilado com 9Hz, quando comparado com VOAF em

baixas frequéncias ou com a VMC.

Em estudo clinico Papazian et al.”* avaliaram pacientes adultos com SDRA
(PaO2/FiO2 < 150 mmHg) em VMC protetora e PP, ou em VOAF e PP ou supina,
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sendo utilizada posicdo prona por 12 horas. Observaram menor porcentagem de
neutrofilos no BAL no grupo em VMC e prona. Em nosso estudo observamos que 0s
valores da porcentagem de neutrdfilos encontrados no BAL ndo foram
estatisticamente diferentes na comparacdo dos grupos de estudo. Entretanto, a
atividade inflamatéria avaliada pela dosagem de TNF-alfa no BAL e no tecido
pulmonar também foi menor no grupo prona em VMC, sendo comparavel ao grupo
sem lesdo. Nossos resultados podem ter sido influenciados pelo tempo do
experimento (quatro horas), bem inferior as 12 horas do estudo clinico, citado

anteriormente.

Em estudo anterior do nosso grupo, o qual comparou apenas coelhos
ventilados com VOAF em posi¢cédo prona e supina com menor tempo de ventilacdo
(duas horas) &, obtivemos valores menores do TNF-alfa no BAL e no homogeinato
de tecido pulmonar da regido dorsal pulmonar dos animais em prona, demonstrando
menor lesdo inflamatéria neste grupo. Entretanto, nesse estudo o tempo de
ventilacdo foi menor e ndo houve comparacdo com grupos em VMC. Sabidamente
nas regides dorsais de pacientes ventilados em posi¢cédo supina predomina colapso
pulmonar, menor relacdo V/Q e menor distribuicio do VC para estas areas,
alteracdes que podem ser melhoradas pela posicédo prona®:8, No estudo atual, com
maior tempo de ventilagdo, ndo obtivemos diferenca para o TNF-alfa entre os grupos
em VOAF. Entretanto, para os grupos em VMC, a dosagem do TNF-alfa foi menor
no grupo prona, sendo comparavel ao grupo sem lesdo, o que pode indicar menor

atividade inflamatdria para estes animais.

5.6. Avaliacdo do estresse oxidativo

O estresse oxidativo pulmonar ja foi avaliado por outros autores por meio do
malondialdeido (MDA), biomarcador da peroxidacdo lipidica®. Rotta et al.*®
utilizaram este método comparando VOAF e VMC protetora e obtiveram no grupo
com ventilado com VOAF valores semelhantes ao grupo controle (sem leséo
pulmonar) e significantemente menores que 0s grupos com LPA e ventilacdo
convencional. Em estudos anteriores do nosso grupo, foi demonstrada acentuada
melhora no estresse oxidativo total (TAP) avaliado em tecido pulmonar de animais

ventilados em VOAF.46.75
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Estudo com coelhos com lavagem salina que avaliou a dosagem de
malondialdeido no tecido pulmonar de forma regional pulmonar como 0 nosso, mas
comparando apenas VOAF e VMC, observou maior leséo oxidativa na regido dorsal
pulmonar, com menor valor de MDA no grupo VOAF ventilado com 9Hz quando

comparado a VOAF em baixas frequéncias ou a VMC.&

N&o observamos diferenca estatistica entre 0s grupos quanto ao estresse
oxidativo pela técnica de MDA no tecido pulmonar nas regifes dorsal e ventral, nem
entre os tipos de ventilagdo e nem entre as posi¢cdes prona e supina, inclusive sem
diferenca estatistica com o grupo controle. Esse resultado pode ser explicado, pois
em estudos anteriores*®’®> avaliamos o estresse oxidativo pelo método da TAP
(capacidade antioxidante total) que mede os compartimentos lipidicos e aquosos,
enquanto que o MDA mede apenas o compartimento lipidico e por isso, o ultimo,

talvez ndo seja o método ideal para este tipo de avaliacao.

5.7. Avaliacdo dalesao tecidual pulmonar

Quanto a lesao histolégica, ndo houve diferenca na avaliacdo feita para as
regibes dorsal e ventral pulmonares neste estudo. Os grupos VOAF foram
semelhantes entre si e ao controle, mas, desses, apenas 0 grupo ventilado em
posicdo prona mostrou diferenca estatistica em seu efeito protetor de leséo
histol6gica quando comparado aos grupos em VMC (prona e supino). Os grupos em
VMC também foram semelhantes entre si e exibiram maior lesdo que o grupo

controle.

Estudo utilizando a mesma metodologia que a nossa, mas com leséo
pulmonar de menor gravidade?*®, comparando coelhos em VMC protetora e em
VOAF, foi demonstrado menor escore de lesdo histopatolégica para VOAF. Outro
estudo® comparando VOAF e VMC de acordo com regides pulmonares, da mesma
forma que procedemos, demonstrou menor lesédo histopatolégica nos grupos VOAF
ventilados com 9 Hz quando comparado com VMC e VOAF em frequéncias mais
baixas. Nosso resultado reforca a VOAF como terapia protetora de lesdo pulmonar e
acrescenta que associada a PP tem seu efeito protetor potencializado.
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Broccard et al. também avaliaram o escore de lesdo pulmonar das regides
dependentes e ndo dependentes em animais ventilados em PP em comparacdo a
posicdo supina em dois estudos, ambos em ventilagdo convencional. O primeiro
(1997) em caes com leséao induzida por ventilagdo com alto volume corrente e
modelo do acido oleico®, e o segundo (2000) em cées com lesdo pulmonar induzida
por ventilagdo mecanica ndo protetora®. Em ambos os estudos a PP mostrou
melhora dos escores de lesdo pulmonar. N&o obtivemos o mesmo resultado para
avaliacdo do escore histoldégico nos grupos prona e supino ventilados em VMC,

porém utilizamos outra técnica para induzir a lesdo pulmonar.
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1. CONCLUSAO

Concluimos que, em modelo de LPA induzida por lavagem pulmonar com

salina aquecida em coelhos:

1. A VOAF melhora a oxigenacao quando comparados a VMC, independente
da posicdo, sendo que esta melhora ocorre mais rapidamente na sua

associacao a posicao prona;

2. Na VMC, a PP atenua a leséo inflamatéria avaliada pela medida de TNF-
alfa no BAL e tecido pulmonar;

3. Os modos ventilatérios e as posicbes ndo modificam o grau de estresse

oxidativo quando avaliados pelo método de malondialdeido;

4. A VOAF melhora o0 escore histopatolégico de lesdo pulmonar,
independemente da posicdo, mas a associacdo de VOAF e PP atenua a
lesdo histopatologica quando comparada com a VMC protetora, seja em

posicdo prona ou supina.

Este estudo teve as limitacdes de um estudo experimental, com poucas horas
de periodo experimental quando comparado a um estudo clinico. Mais estudos sao
necessarios, em especial estudos clinicos, para demonstrar as vantagens da
associacdo VOAF e posicao prona no uso da SDRA em humanos, em especial para

definir se ha vantagens no seu uso precoce ou tardio na sua utilizacao clinica.
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CONTROLE DURANTE A INDUCAO DE SDRA

Data: Animal n®: Peso: Volume

lavagem:
Grupo de estudo:

Hora

Pré-
(o]
N° lavagens ind.

VC (ml/kg)
MAP
P insp.
Peep
FR
pH
PaCO:2
PaO:
Bic
Sat.
BE
10
PaO2/FiO2
Compl. Estatica
IEV
FC
PAM
Temperatura
Pancuronio

CONTROLE DAS LAVAGENS

102 | 112 | 122 | 132 | 142 | 152 | 162

1a 23. 38. 48. 56. Ga 78. 86. ga

Infundido

Retirado




VAF + POSICAO PRONA X VAF + POSICAO SUPINA EM SDRA EM COELHOS

Hora

Tempo (min.)

30

60

120

180

240

Posicao

Supina

Amplitude

MAP

16

16

14

12

10-11

10-11

FR

pH

PaCO:

PaO:2

Bic

Sat.

BE

10

PaO2/FiO2

FC

PAM

Temperatura

Pancurénio

Peso do pulméo
direito (9)

IO = [(FiO2x MAP)/ PaO3] x 100

MAP = [(PIP x Ti) + (PEEP x Te))/ (Ti+Te)

indice de eficiéncia ventilatoria = IEV = 3800/ [(PIP - PEEP) x PaCO2 x FRmec)]

A0z = [(FiOzx (PB - PH;0)] - (PaC0z/ 0,8)]

= Momentos da virada




VMC + POSICAO PRONA X VMC + POSICAO SUPINA EM SDRA EM COELHOS

Hora

Tempo (min.)

30

60

120

180

240

Posicéao

Supina

PEEP

PIP

MAP

16

16

14

12

10-11

10-11

FR

pH

PaCO:

PaO:

Bic

Sat.

BE

10

Complacéncia

IEV

PaO2/FiO2

FC

PAM

Temperatura

Pancurdénio

Peso do pulméo
direito (g)

IO = [(FiO2x MAP)/ PaO3] x 100

MAP = [(PIP x Ti) + (PEEP x Te))/ (Ti+Te)

indice de eficiéncia ventilatoria = IEV = 3800/ [(PIP - PEEP) x PaCO2 x FRmec)]

A0z = [(FiOzx (PB - PH;0)] - (PaCOz2/ 0,8)]

= Momentos da virada




Apéndice B — Tabelas em anexo

Evolugéo da Relacdo PaO2/FiO2 nas quatro horas de experimento para oS grupos
experimentais.

r
Grupos TO T30 T60 T120 T180 T240
(n=15)

GC 454+65 Ae 487144 Ae 474+ 80 Ae 437110 Ae 424496 Ae 438+41 Ae

107+£104 2371128 310+136 311+140 339+110 338+103
GVAFP Af ABf Bef Bef Bef Bef
239+113

GVAFS 90+59 B Af 162+88 ABf 232+99 BCf BCf 298+97 Cfg 326+105 Cf
GVMP  160+102 Af  191+117 Af 203+138 Af  188+79 Af  182+#85Ag 213+110 Ag
GVMS 13261 Af 19%31]:07 20%31]‘24 255485 Bf  209+86 By 20961 Bg

Valores expressos em média + dp. Teste ANOVA (Bonferroni) para comparagao entre grupos.
Teste ANOVA de medidas repetidas (Bonferroni) para comparacdo entre momentos.

Letras mailsculas (A-D) comparam momentos e letras mindsculas (e-g) comparam grupos; Letras
diferentes indicam significancia estatistica (p < 0,05).

Sendo: GC: Grupo Controle, GVAFP: Grupo em ventilagéo de alta frequéncia e posicdo prona, GVAFS:
Grupo em ventilacdo de alta frequéncia e posi¢éo supina, GVMP: Grupo em ventilagdo convencional e
posi¢édo prona, GVMS: Grupo em ventilagdo convencional e posi¢do supina; n = nimero de animais

Evolucédo do indice de Oxigenacao (lO) inicial, apds inducéo da leséo e nas 4 horas
de experimento para 0S grupos experimentais.

%‘i‘l’g; TO T30 T60 T120 T180 T240

GC 1,9 1,8 1,7 1,9 1,9 2,0
(1,6-2,1) ABe (1,5-1,9) Ae  (1,6-2,0) Ae (1,7-2,2) ABe (1,8-2,5) ABe (1,7-2,4) Be

GVAFP 23,2 6,7 4,2 4,5 4,4 4,4
(14,2-30,1) Af (4,2-15,0) ABf (3,6-10,1) Bf (3,6-6,1) Bf  (3,8-5,0) Bf  (3,8-5,1) Bf

GVAFS 22,7 14,1 57 6,9 52 4,3
(15,0-28,1) Af (6,8-15,2) ABf (4,4-12,0) BCf (4,2-10,6) BCf (3,9-6,7) Cfg  (3,5-5,9) Cf

GVMP 9,7 7,3 6,2 7,4 8,0 7,6
(5,0-16,2) Af  (5,3-12,7) Af  (5,4-14,1) Af  (5,7-11,0) Af (5,1-13,1) Agh(4,7-11,3) Afg

GVMS 13,0 8,5 8,9 6,4 7,9 7,6

(7,8-15,4) Af (6,7-13,2) ABf (4,7-13,1) ABf

(4,8-8,7) Bf (6,1-11,0) ABh (6,3-11,0) ABg

Valores expressos em mediana (P25-P75). Teste de Kruskal-Wallis (Dunn’s) para comparacdo entre
grupos. Teste de Friedman de medidas repetidas (Dunn’s) para comparagéo entre momentos.
Letras mailsculas (A-D) comparam momentos e letras minUsculas (e-h) comparam grupos;

Letras diferentes indicam significancia estatistica (p < 0,05).

Sendo: GC: Grupo Controle, GVAFP: Grupo em ventilagéo de alta frequéncia e posic¢éo prona, GVAFS:
Grupo em ventilacao de alta frequéncia e posi¢éo supina, GVMP: Grupo em ventilagdo convencional e
posicdo prona, GVMS: Grupo em ventilacdo convencional e posi¢éo supina; n = nUmero de animais.



Porcentagem de neutrofilos e niveis de TNF-alfa e IL-6 no lavado broncoalveolar em
cada grupo (n=7)

GC GVAFP GVAFS GVMP GVMS

Ne“(tor/oo)f"os 1,0(0-30)a 74 (72-80)b 86 (82-87)b 85 (68-94)b 79 (62-92) b

TNF-alfa 0,3 8,2 2,9 2,9 3,3
(ng/ml) (0,1-06)a (1,8-10,3)b  (2,2-159) b  (0,86,00ab  (1,7-13,5) b

Valores expressos em medianas (P25-P75). Teste: Anova de Kruskall-Wallis

n = numero de animais; ND= ndo detectado; Letras mindsculas comparam 0s grupos.

Letras diferentes indicam significancia estatistica (p < 0,05).

Sendo: GC: Grupo Controle, GVAFP: Grupo em ventilacdo de alta frequéncia e posicao prona, GVAFS:
Grupo em ventilacdo de alta frequéncia e posicao supina, GVMP: Grupo em ventilagdo convencional e
posicéo prona, GVMS: Grupo em ventilagdo convencional e posi¢édo supina.



