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I -—— Fundamentagdo e Justificativa
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Este estudo teve como foco de analise a sindrome do desconforto
respiratorio agudo (SDRA), sua fisiopatologia e principais terapéuticas

ventilatorias e adjuvantes ndo ventilatorias.

Apesar do progresso no entendimento da fisiopatologia da SDRA e o
avango em estratégias terapéuticas de pacientes com a sindrome, a mortalidade

permanece elevada, variando de 40% a 60%' ™.

Embora os mecanismos da SDRA néo sejam completamente elucidados®,
varias evidéncias sugerem que pacientes portadores da sindrome estdo expostos
a elevado grau de estresse oxidativo (EO) induzido por uma variedade de
eventos’ '’. O EO ¢ resultante do desequilibrio entre o sistema de defesa
antioxidante e a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ou de nitrogénio
(RNS) com acumulo de lesdo oxidativa em biomoléculas '

Alguns estudos demonstraram que existe reducdo de antioxidantes em

: 12, 1
pacientes com SDRA™ 3

, entretanto, ndo ha evidéncia clinica para a
suplementagao destes agentes para reduzir mortalidade ou morbidade. Por outro
lado, a ventilacdo pulmonar mecéanica (VM) constitui um dos principais pilares
do tratamento da SDRA*, sendo capaz de modificar a evolucdo da doenca e
reduzir a mortalidade'*. Existem dois métodos ventilatorios de protecdo
pulmonar utilizados na SDRA. Um ¢ baseado na VM convencional (VMC)" ¢

outro na ventilacdo oscilatoria de alta frequéncia'®'®.

A complexidade fisiopatologica e a gravidade de alguns casos de SDRA
exigem a utilizacdo de outras estratégias de tratamento além da VM. Assim ¢
que o tratamento clinico da sindrome inclui controle da infeccdo subjacente,
controle hidroeletrolitico e do estado hemodinadmico, suporte nutricional e
otimizag¢do da VM protetora. Quando a hipoxemia persiste ou se agrava, terapias

adjuvantes, como o 6xido nitrico inalatorio (NOi) podem ser utilizadas'’.

Em trabalho anterior, nosso grupo estudou coelhos submetidos a lesao

pulmonar aguda por meio de lavagem traqueal com salina aquecida e submetidos
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a VMC protetora com o objetivo de avaliar os efeitos de baixas doses de NOi
sobre o estresse oxidativo e lesdo histopatoldgica e inflamatoria dos pulmdes.
Concluimos que a utilizagdo precoce de baixas doses do gas atenuou o estresse

. . ~ . , . . , 20
oxidativo e a lesdo pulmonar histopatoldgica e inflamatoria™ .

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

elaboragdo da hipotese de trabalho.

1. Sindrome do desconforto respiratorio agudo

Ashbaugh et al.', em 1967, utilizaram o termo “sindrome da angustia
respiratoria do adulto” para descrever um quadro agudo de insuficiéncia
respiratéria grave que evoluia com elevada taxa de mortalidade. A sindrome foi
descrita em 11 adultos e uma crianca e foi caracterizada por edema pulmonar
ndo cardiogénico que cursava com taquidispnéia, cianose refratiria a
administragcdo de oxigénio, presen¢a de infiltrados alveolares bilaterais ao exame
radioldgico do térax e diminui¢do da complacéncia pulmonar. Posteriormente,
com a Conferéncia de Consenso Americana-Europeia de 1994, julgou-se mais
apropriado o termo Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo para designar
tais casos, dado o carater agudo da doenga e o fato de serem acometidos,
indistintamente, adultos e criangas. Além disso, levando-se em conta que os
quadros de insuficiéncia respiratdria aguda podem ser a base fisiopatologica em
uma grande variedade de agravos e que pequena porcentagem de pacientes com
insuficiéncia respiratoria desenvolve as alteragdes cldssicas da SDRA, foi
elaborado um conceito mais amplo, que engloba todos os casos de faléncia
respiratoria. A denominacdo genérica adotada foi Lesdo Pulmonar Aguda

(LPA)*.
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1.1 Fisiopatologia e Critérios Diagnosticos

A SDRA caracteriza-se por processo inflamatorio extenso que leva a
quebra da barreira alvéolo-capilar com desenvolvimento de edema intersticial e
alveolar, diminuicdo da complacéncia pulmonar, desequilibrio da relacdo
ventilagdao/perfusdo (relagdo V/Q) e hipoxemia refrataria a administracdo de
oxigénio™. A lesdio de pneumécitos do tipo II, produtores de surfactante, ¢ a
inativacdo do surfactante pelo processo inflamatorio também contribuem para o
colabamento expiratorio de unidades alveolares, com consequente reducdao da
capacidade residual funcional. Além disso, existe aumento da resisténcia
vascular pulmonar produzido por combinacdo complexa de lesdo pulmonar
primaria, em consequéncia de resposta inflamatoria a agressdo pulmonar, e de
complicacdes do tratamento, principalmente a lesdo pulmonar induzida pela
ventilagdo mecanica. A hipertensdo pulmonar impde carga adicional ao

ventriculo direito, limitando o débito cardiaco™.

Os critérios diagnosticos da sindrome foram estabelecidos pela
Conferéncia de Consenso Americana-Européia 21, realizada em 1994, sendo eles:
1) presenca de evento agudo desencadeante de lesdo pulmonar; 2) evidéncia de
hipoxemia refratiria a administracdo de oxigénio demonstrada por relagdo
Pa0,/FiO, < 200 mmHg para SDRA e < 300 para LPA, a despeito da pressao
expiratoria positiva utilizada; 3) presenga de infiltrado bilateral na radiografia de
torax em posicdo frontal e 4) pressdo capilar pulmonar < 18 mmHg, quando

medida, ou auséncia de evidéncia clinica de hipertensao atrial esquerda.

Mais recentemente, a defini¢do e os critérios diagnosticos da sindrome
passaram por nova revisio, no que se denominou de Defini¢do de Berlim**. Nos
novos critérios diagndsticos foi especificado o tempo de uma semana de um
evento clinico para caracterizar o quadro agudo, foram criados exemplos de
radiografias de torax e os critérios radioldgicos aclarados, para determinacao da
origem do edema pulmonar foi introduzida a avaliagdo ecocardiografica para

excluir edema hidrostatico, fatores de risco foram incluidos e quanto a
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oxigenacdo a sindrome foi classificada, de acordo com a relagdo PaO,/FiO, e
com a pressdo final expiratoria final positiva (PEEP) utilizada em: a) Leve: 200
mmHg < PaO,/Fi0, < 300 mmHg com PEEP ou CPAP > 5 cmH,0O; b)

Moderada: 100 mmHg < PaO,/FiO, < 200 mmHg com PEEP > 5 c¢cmH,0:;.
Grave: PaO,/Fi0, < 100 mmHg com PEEP > 5 cmH,0. Deixa de ser utilizado o
termo LPA.

Apesar da Definicdo de Berlim representar avanco no estudo da SDRA,
ainda apresentava algumas limitagdes, como o fato de ndo terem sido incluidas
criancas nos estudos. Assim, apds nova revisao, foi publicada em junho de 2015
por Khemani et al. Novos critérios para diagnostico da SDRA em criangas. A
principal mudanca foi a ado¢do do indice de oxigenacdao (IO) e o indice de
saturacdo de oxigénio e ndo apenas a relacdo PaO,/FiO, para estratificacdo da
SDRA em leve, moderada e grave™.

Apesar do melhor entendimento da fisiopatologia da doenga e do avango
tecnoldgico observado na monitoragao e no tratamento de pacientes gravemente
doentes, a mortalidade por SDRA permanece elevada, variando de 31% a 60%

em adultos'” e de 43% a 62% em criancas *'*°,

1.2 Fases Evolutivas

Do ponto de vista anatomopatologico, a evolucdo da SDRA pode ser
dividida em trés fases inter-relacionadas que correspondem a evolugao clinica da
doenca: fase exsudativa, de edema e hemorragia; fase proliferativa, de

organizagdo e reparagio e fase fibrotica terminal®’.

A fase exsudativa corresponde a primeira semana apds o inicio da
insuficiéncia respiratdria aguda. Macroscopicamente os pulmdes apresentam-se
rigidos, de coloracdo avermelhada escura e estdo extremamente pesados. A

superficie parenquimatosa ¢ hemorragica, de consisténcia firme e ndo aerada.
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Microscopicamente observa-se congestao capilar, edema intersticial e alveolar e
hemorragia interalveolar. Nesta fase, ¢ caracteristica a presenga de membranas
hialinas eosinofilicas, usualmente vistas apds as primeiras 48 horas. Essas
membranas sdo compostas de proteinas plasmaticas condensadas, mais evidentes
ao longo do ducto alveolar, obstruindo as saidas dos alvéolos adjacentes”’. Ha
evidéncias de alteracOes ultraestruturais do endotélio, como edema celular,
alargamento das jungdes intercelulares e aumento da quantidade de vesiculas
pinocitarias. O epitélio alveolar apresenta necrose extensa dos pneumocitos tipo
I, maissusceptiveis a lesdo. Esta perda da barreira alvéolo-capilar permite

extravasamento do liquido intersticial para o espago alveolar.

A fase proliferativa, entre a primeira e a terceira semanas de evolugdo da
doenca, representa o estagio de organizacdo dos exsudatos intra-alveolares e
intersticiais produzidos na fase aguda. Os pulmdes apresentam-se duros, com
coloragdo cinza claro e com textura lisa atribuivel a presenca de tecido
conjuntivo recém formado. O epitélio torna-se cubdide, com proliferagao de
pneumocitos tipo II ao longo dos septos alveolares. A regeneragdo das células
epiteliais marca o inicio desta fase, podendo haver atipia nuclear. No interior da
parede alveolar existe proliferacdo de fibroblastos e miofibroblastos, que
posteriormente migram para o exsudato intra-alveolar fibrinoso. Os fibroblastos
transformam o exsudato em tecido de granulagdo e posteriormente, pela

deposicao de colageno, em tecido fibroso.

A fase fibrotica inicia-se apds a primeira semana de evolugdo da
sindrome. Depois de trés a quatro semanas, o pulmao ¢ totalmente remodelado
por tecido coldgeno. Macroscopicamente a superficie pleural apresenta aspecto
grosseiro e o parénquima pulmonar ¢ palido e esponjoso, apresentando areas de
espacos aéreos microcisticos com diametro de um a dois milimetros e zonas de
retracdo (padrdo em favos de mel). Os bronquios periféricos sdao dilatados e
anormalmente proximos da superficie da pleura visceral. As artérias parecem

serpentinas e, histologicamente, apresentam espessamento fibroso de suas
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paredes. Microscopicamente os septos alveolares e as paredes dos espagos aéreos
sao compostos de tecido colageno com células esparsas. Os espacos a€reos

: . 27,2
apresentam dilatagdo irregular®’>".

1.3 Etiologia

A SDRA pode ser causada por agressao pulmonar direta (primaria), como
ocorre na aspiragdo, infeccdo pulmonar, afogamento e contusdo pulmonar, ou
pode ser provocada por agressdo indireta (secundaria), como na sepse,

. . o . . 2
politraumatismo, em transfusdes macigas de hemoderivados, entre outras >’

1.4 Tratamento Ventilatorio da SDRA

1.4.1 Ventilagdo Mecanica Protetora

A VM ¢ fundamental para o tratamento na medida em que melhora a
oxigenagio por recrutamento alveolar, com restabelecimento da relagio V/Q™.
No entanto, embora as manobras ventilatorias possam melhorar a oxigenagao
arterial, elas ndo reduzem a hipertensao pulmonar. Além disso, com a progressao
da insuficiéncia respiratoria pode ser necessario o emprego de volume corrente
(VC) e de pressoes inspiratérias elevadas (pressdo inspiratéria de pico e de

platd).

Em trés trabalhos do grupo de Gattinoni’' > foi observado, por meio de
estudo tomografico dos pulmodes, que o comprometimento do parénquima
pulmonar ndo ¢ homogéneo na sindrome, existindo areas de pulmido normal
juntamente com areas extremamente condensadas e outras mediamente lesadas.

34-37

Paralelamente, diversas publicagdes alertaram para a ocorréncia de lesdo

pulmonar induzida pela ventilagdo mecanica (LPIVM) ao se utilizar elevados
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valores de volume corrente (10-15 mL/Kg) e de pico de pressao inspiratoria (>

40 cmH,0), até entdo empregados rotineiramente.

A ideia que predomina atualmente ¢ a de que o emprego de altos volumes
correntes, que geram altas pressOes inspiratorias na VM de pacientes com
SDRA, determina lesdo estrutural em areas de pulmdo até entdo sadias
(volutrauma e barotrauma), reproduzindo as lesdes anatomopatoldgicas da
SDRA nestas areas, agravando a hipoxemia e piorando a evolucdo dos
pacientes®®. Também, ciclos sucessivos de abertura e fechamento dos alvéolos
sadios podem determinar colapso ou “afrouxamento” destas unidades de troca
gasosa, 0 que se convencionou chamar de atelectrauma. Além disso, em
decorréncia do volutrauma e do atelectrauma, a VM mais agressiva pode
propiciar a passagem de mediadores inflamatorios liberados nos alvéolos para a
circulagdo pulmonar e dai para a circulacdo sistémica, podendo ocasionar

disfuncdes orgdnicas extra-pulmonares (biotrauma)®”.

Estes conhecimentos determinaram modificagdo substancial na maneira
de utilizar a VM nestes pacientes, sendo introduzido o conceito de VM protetora.
Assim, a recomendacao atual para VM protetora em SDRA ¢ a de que se utilize
volume corrente de 5 a 7 mL/Kg, limitando a pressdao de platdé em 30 cmH,0,
permitindo que a saturagdo arterial de oxigénio (Sa0O,) fique entre 88%-90%
(hipoxemia permissiva) e que a PaCO, atinja valores de at¢ 100 mmHg
(hipercapnia permissiva)’”. Além disso, a PEEP deve ser ajustada para manter
aberta a maioria das unidades alveolares e prevenir seu colapso no final da
expiracio™ e, com isso, reduzir o shunt intrapulmonar e melhorar a hipoxemia.
A otimizagdo da PEEP, na medida em que impede a abertura e o fechamento

ciclicos dos alvéolos, reduz a LPIVM.

O ponto de inflexdo inferior do ramo inspiratéorio da curva
pressao/volume (P/V) tem sido proposto como um ponto de referéncia para se
encontrar a PEEP ideal. Na pratica clinica, o nivel da PEEP ideal tem sido obtido

a beira do leito, aumentando-se essa pressdao de 2 a 3 cmH,0, gradualmente, ¢
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acompanhando seu efeito sobre a SaO,. Na UTIP da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP, temos utilizado PEEP minima de 10 cmH,O, na fase inicial
do tratamento de lactentes e criangas com SDRA, aumentando gradualmente seu
nivel de 2 a 3 cmH,O de acordo com a resposta da SaO,, fixando o valor que se
correlaciona com a melhor Sa0O,, e que permita reduzir a FiO, para menos de
60% sem causar sinais de hiperinsuflagdo pulmonar no exame radiologico de

|
torax .

Recentemente, Amato et al., publicaram artigo no qual foram avaliados
dados de ensaios clinicos realizados entre 1998 e 2008. Os autores observaram
que o Unico parametro ventilatorio que tem valor preditivo na evolucao de
paciente com SDRA ¢ a chamada pressao de distensdo (PD), calculada pela
diferenga entre a pressdo de platd e a PEEP. Foi observado que o grupo com PD
entre 8 e 15 cmH,0 apresentou menor mortalidade. Apesar da importancia deste
trabalho, ¢ necessario destacar que nos estudos avaliados os pacientes recebiam
bloqueio neuromuscular, portanto, mais estudos deverdo ser realizados para

definir o real papel da PD no tratamento da SDRA**.

1.4.2 Ventilacdo Oscilatéria de Alta Frequéncia (VAF)

Embora a VMC seja efetiva para a maioria das criancas, hd um nimero
significante de pacientes com insuficiéncia respiratdria grave nos quais a VMC
pode ndo garantir a oxigenacdo e a ventilacdo. Nestes casos, a VAF passa ser

. ;. , . 43
uma alternativa atraente por suas caracteristicas Uinicas .

A VAF ¢ um modo ventilatério que utiliza volume corrente menor do
que o volume do espago morto anatdmico (1-3 mL/Kg) com frequéncia bem
acima da fisioldgica (3—15 Hertz, ou seja, 180—900 ciclos/minuto). Esta forma de
ventilagdo vem sendo utilizada com sucesso para o tratamento de pacientes com

insuficiéncia respiratoria grave quando a VMC falha. Além disso, ha relatos de
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que, quando a VAF ¢ utilizada precocemente, ocorre redugao na lesdo pulmonar

A . 44
aguda e cronica em pacientes com SDRA™.

Trata-se de um aparelho de ventilagdo pulmonar mecanica com fluxo
continuo de gas que ¢ capaz de eliminar o CO, e manter constante a pressao da
via aérea. O ventilador ¢ dotado de um pistdo eletromagnético capaz de gerar
oscilagao de alta frequéncia sobre o fluxo aéreo, determinando a amplitude de
oscilacdo da pressdao. Em contraste com a VMC, na VAF o volume corrente ¢
inversamente relacionado a frequéncia e tanto a inspiragdo como a expiracao sao
ativas. A pressdao de amplitude ¢ maior no circuito do ventilador e na porcao
proximal da traqueia, diminuindo progressivamente ao longo da via aérea,

. ~ : A5
resultando em baixa pressdao de amplitude nos alvéolos™.

A combinacao de pequena variagdo de volume e pressdo e manuten¢do de
pressdo média de vias aéreas (MAP) tornam o uso da VAF atrativo na SDRA.
Além disso, a manutencdo do volume pulmonar, que evita superdistensdo
pulmonar e o aparecimento de atelectasia em pacientes com SDRA, e seu padrdo

de fluxo, podem melhorar a relagao V/Q¥.

Foi demonstrado em criangas com SDRA melhora significante na
oxigenagdo, reducdo na frequéncia de barotrauma e melhora dos resultados
clinicos com o uso da VAF®*. Em adultos com SDRA foi descrita melhora
imediata e sustentada da relacio PaO,/FiO, quando os pacientes foram
submetidos 8 VAF combinada com manobras de recrutamento alveolar*®. Como
efeito benéfico adicional, foi demonstrado reducdo dos niveis de mediadores
inflamatorios em amostras de lavado broncoalveolar de pacientes sob VAF

quando comparado com a VMC?,

Atualmente, muita atenc¢ao tem sido dada a utilizagdo precoce da VAF*,
Assim ¢ que quando a SaO, for menor do que 90%, em FiO, > 0,6 com pressao
inspiratoria (Pip) de 30-32 cmH,O e PEEP >10 cmH,O recomenda-se a

n . . . ~ . 49
transferéncia da crianga da ventilacdo convencional paraa VAF™.
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Em 2010, foi publicada revisdo sistematica seguida de metanalise a
respeito da utilizagio da VAF em SDRA™. Os autores concluiram que a anélise
dos estudos favoreceu a utilizagdo da VAF quanto a mortalidade em 30 dias. Da
mesma forma, estudo realizado em recém-nascidos de muito baixo peso concluiu
que a VAF, comparada com a ventilagdo mandatoria intermitente sincronizada,
permitiu extubagdo mais precoce e reduziu a incidéncia de displasia bronco

pulmonar °',

Apesar das caracteristicas atraentes da VAF para ser utilizada na SDRA,
dois estudos randomizados recentes, realizados em pacientes adultos, ndo
demonstraram efeitos benéficos dessa estratégia ventilatéria quanto a
mortalidade. O chamado OSCAR Trial>* avaliou 785 pacientes de 29 hospitais do
Reino Unido e comparou VAF com um grupo de pacientes submetidos a
ventilagdo convencional e ndo observou diferenca de mortalidade. Ocorre que os
pacientes que foram submetidos a VAF utilizaram um ventilador nunca utilizado
em outros estudos e diferente daquele da pratica clinica. Além disso, muitos
centros relataram que ndo tinham experiéncia com a VAF. Paralelamente, foi
publicado o OSCILLATE Trial®>’. Também um estudo multicéntrico randomizado
que foi interrompido depois da inclusdao de 548 pacientes por aumento de
mortalidade no grupo submetido a VAF. Novamente, o estudo mostrou
problemas metodolégicos, pois o grupo VAF incluiu pacientes mais graves, com
maior instabilidade hemodindmica e que fizeram uso de vasopressores e

bloqueadores neuromusculares em frequéncia significantemente maior.

Para completar a andlise de estudos clinicos, a Gltima metanalise sobre o
tema concluiu que a VAF nao reduz a mortalidade em adultos com SDRA, mas
ndo aumenta o risco de barotrauma ou determina maior chance de hipotensao e,
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de fato, reduz o risco de faléncia de oxigenacgdo™.

Em 2011, nosso grupo publicou estudo experimental em coelhos
submetidos a lesdo pulmonar aguda por meio de lavagem traqueal com salina

aquecida com o objetivo de comparar VAF com VMC protetora quanto a
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performance antioxidante, oxigenacao e lesdao histopatologica e inflamatoria dos
pulmdes™. Nesse trabalho, de forma inédita, foi empregado o método da
capacidade antioxidante total (TAP). A TAP determina de uma maneira global a
capacidade de defesa antioxidante e o estresse oxidativo, ¢ pode detectar os
antioxidantes bioldgicos presentes no compartimento hidrofilico e lipofilico
celular e suas interacdes contra o estresse oxidativo™®. Este método foi validado
para utilizagdo no plasma por Beretta et al.’’ e posteriormente aplicado em

1°%. E baseado na oxidagio de analogo

tecidos bioldgicos por Ferreira et a
lipofilico (probe) denominado BODIPY [ac.4,4-difluoro-5-(4-fenil-1,3-
butadienil)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno-3-ndecandico] por meio de um
gerador de radical lipoperoxil (LOO¢) do compartimento lipofilico denominado
MeO-AMVN [2,2¢-azobis(4-methoxi-2,4-dimetil-valero-nitrilo)]. A oxidagao do
BODIPY origina um produto de fluorescéncia verde que pode ser detectado em
contador de emissdo de luz fluorescente’’. Concluimos que a VAF desempenhou
importante papel protetor na lesdo pulmonar aguda, levando a melhora da

oxigenacdo, processo inflamatério e reducdo do dano histopatoldgico, além de

atenuar a lesao pulmonar oxidativa comparado a VMC protetora.

1.5 Oxido Nitrico Inalatério (NOi)

A complexidade fisiopatologica e a elevada taxa de mortalidade
observada na SDRA exigem a implementacdo de outras estratégias de tratamento

diferentes da ventilagdo pulmonar mecanica.

Levando-se em conta a fisiopatologia da doenca, entende-se que a
administracdo de medicagdes vasodilatadoras seria util na terapéutica da
sindrome por possibilitar reequilibrio da relagdo V/Q. No entanto, os
vasodilatadores intravenosos disponiveis no mercado ndo apresentam

especificidade para o leito vascular pulmonar e podem reduzir a pressdo arterial
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sistémica, agravando ainda mais o shunt intrapulmonar por vasodilatagdao nio
seletiva de artérias que perfundem areas pulmonares mal ventiladas, com piora

da relagdo V/Q nestas areas e diminui¢ao da Pa0,”’.

O NOi ¢ um vasodilatador pulmonar seletivo que exerce seus efeitos
somente em areas pulmonares ventiladas. Atua no controle do tonus vascular por
meio da ativacdo da guanil-ciclase e aumento da produg¢do do GMP-ciclico,
levando a relaxamento da musculatura lisa vascular. Desta forma, ha aumento do
fluxo sanguineo para essas areas e desvio do sangue de regides mal ventiladas,
com otimizacdo da relacdo V/Q®. Esta acdo determina melhora da oxigenacao,
reducdo da resisténcia vascular pulmonar e, portanto, diminui¢do da pds-carga

) .. . .6l
ventricular direita, com aumento do débito cardiaco” .

Os efeitos descritos poderiam ser Uteis na SDRA, pois permitiriam a
reducdo de pardmetros ventilatdrios, com diminui¢cdo do risco de aparecimento
de LPIVM e redugio da morbidade ¢ da mortalidade®. Destaca-se que, devido a
alta afinidade pela hemoglobina, o0 NO, quando administrado por via inalatoria, ¢
inativado rapida e especificamente no sangue, ndo promovendo vasodilatacdo da

circulagio sistémica®.

O primeiro trabalho que avaliou os efeitos biologicos do NOi foi
publicado em 1993 por Rossaint et al®. Os autores estudaram 10 pacientes
adultos com SDRA e observaram diminui¢ao do shunt intrapulmonar ¢ melhora
da oxigenacao arterial. Posteriormente, em 1994, Abman et al.®® descreveram
efeitos benéficos do NOi sobre a oxigenagdo, hipertensdo pulmonar e indice
cardiaco em criangas com SDRA, sem influéncia na mortalidade.

Procurando demonstrar se a administragdo de NOi melhora a oxigenacao

- : 66-68
por tempo prolongado, vdarios estudos realizados em adultos e em

69,7

criancas™""’ evidenciaram apenas resposta imediata ao gas. Em pediatria, Dobyns

et al.”!

, estudando 108 pacientes com insuficiéncia respiratdria aguda (indice de
oxigenacdo: 10 > 15 cmH,0/mmHg), observaram resposta prolongada ao NOi

quando comparado com placebo, ao longo de 72 horas, em dois subgrupos de




Fundamentagao e Justificativa da Gese 24

pacientes, aqueles com IO > 25 cmH,0O/mmHg no inicio do estudo e nos
pacientes imunodeprimidos. Os autores consideraram que a terapia com NO1 ndo
sustentou a melhora na oxigenacdo em todos os pacientes porque os mesmos
foram incluidos no estudo em estagios tardios da doenca (trés a cinco dias depois

do diagndstico).

Seguindo a ideia dos efeitos benéficos da administragdo precoce,
publicamos, em 2001, protocolo de administracdo precoce de NOi em criangas
com SDRA. Demonstramos melhora imediata e sustentada da oxigenacao
utilizando o gés tdo precocemente quanto 12 horas depois do diagnodstico da
doenca, suportando a hipotese de que o tratamento iniciado logo depois do

. , . . ..M
diagnostico pode ser mais efetivo’”.

Em 2003, The Cochrane Library publicou revisdo sistematica sobre os
efeitos do NOi em insuficiéncia respiratdria hipoxémica aguda de adultos e
criangas, com atualiza¢do em 2006”°. Cinco estudos randomizados e controlados
foram analisados, avaliando 535 pacientes. A revisdao concluiu que o NOi ¢ util
apenas como terapia de salvamento, nas primeiras 24 horas de doenca. Vale
ressaltar que dos cinco estudos analisados, apenas o de Dobyns et al.”' foi
realizado em criancas e que a conclusao final indicou que o potencial efeito da
terapia com NO1 em pacientes com SDRA esta para ser definido, principalmente

em criangas.

Em 2004, analisamos os efeitos da administragdo precoce de NOi na
SDRA comparando um grupo composto de criangas seguidas prospectivamente e
que recebeu NOi associado a terapia convencional (GNOi) com um grupo
historico de pacientes que utilizou apenas terapia convencional (GTC). Nosso
objetivo central foi determinar o efeito imediato e sustentado do NOi sobre
alguns indices de oxigenacao e parametros ventilatorios. A terapia com NOi foi
introduzida tdo cedo quanto 1,5 hora depois do diagnéstico de SDRA, em
pacientes otimamente ventilados com niveis apropriados de Peep (=10cmH,0).

Demonstramos melhora imediata da relagdo PaO,/FiO, e do indice de
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oxigenacdo. Da mesma forma, o tratamento prolongado associou-se com
melhora da oxigenagdo, tanto que a FiO, e a Pip puderam ser rapida e
significantemente reduzidas. A taxa de mortalidade para o GNOi foi
significantemente mais baixa (GTC: 10/21- 47,6%; GNOi: 3/18 — 16,6%,
p<0,001). A mediana do tempo de tratamento com o gas foi de 2 dias (1 —6) e a
dose média utilizada de 4,03%=1,59ppm. Concluimos que o tratamento precoce
com NOi1 causa melhora imediata e sustentada da oxigena¢do, com redugdo mais
precoce de parametros ventilatorios associados com alto risco de lesdo pulmonar
induzida pela ventilacdo mecanica e toxicidade pelo oxigénio, o que pode
contribuir para reducao da taxa de mortalidade. Especulamos que o emprego do
NOi tenha permitido reducdo da agressividade da VM, com diminuicdo da

mortalidade’ .

Estes resultados podem ser explicados, em parte, pois 0 NOi e os produtos
de sua oxidacao apresentam efeitos antiinflamatérios (diminuigao da ativagao de
linfocitos ¢ da adesdo leucocitaria) e interferem com o metabolismo oxidativo’”.
Sustentando a hipotese de que a administracao precoce de NOi pode ser benéfica
na SDRA, Razavi et al.”® publicaram estudo sobre os efeitos do NOi em lesdo
pulmonar induzida por sepse, em modelo experimental de ratos. Os autores
concluiram que a exposi¢ao precoce ao NOi no curso da lesdo pulmonar aguda
induzida por sepse associa-se a redu¢do da infiltragdo leucocitaria e menor lesdo
oxidativa, sendo que o NO pode ser de grande beneficio se administrado mais

precocemente na historia natural da lesdo pulmonar aguda.

Atestando a atualidade e a importancia do assunto, em maio de 2007 foi
publicada nova revisdo sistematica seguida de metanalise a respeito dos efeitos
do NOi sobre a oxigenacao e mortalidade na lesdo pulmonar aguda em adultos e
criancas’’. Foram computados 12 estudos envolvendo 1.237 pacientes. Os
autores concluiram que o NO se associa a limitada melhora da oxigenagdo em
pacientes com SDRA e ndo confere beneficio quanto a mortalidade. Ocorre que

dos 12 estudos avaliados apenas dois foram conduzidos em criangas, sendo um
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deles o de Dobyns et al.”', comentando anteriormente, ¢ o outro de Day et al.”.

Assim como no trabalho de Dobyns et al.”’, Day et al.” administraram NO
tardiamente, depois de 3,8 + 1,8 dias de ventilagdo mecanica. Outro fator que
interfere com a resposta ao NOi, além do tempo de introducdo do gés, ¢ o grau
de abertura dos alvéolos, sendo sua agdo clinica tanto maior quanto maior for o
grau de recrutamento de unidades alveolares’, principalmente aquele induzido

pela VAF”. Esse fator ndo foi considerado nos estudos citados.

Considerando que a manutencdo da abertura dos alvéolos ¢ mais
facilmente obtida com a utilizagdo da VAF e que o gas necessita de alvéolo
aberto para atravessa-lo e determinar vasodilatacdo, ganha interesse o estudo da
associacdo de VAF e NOi. Assim, em 2011, nosso grupo testou a hipdtese de
que a associacdo de NOi (introduzido precocemente) com VAF melhora a
oxigenagdo de forma mais consistente e duradoura que a associacdao 0xido nitrico
e VMC™. Foi realizado estudo prospectivo, randomizado e cruzado em criangas
insuficiéncia respiratoria hipoxémica que concluiu que tanto a VAF como VMC,
associadas com administra¢do precoce de NOi, melhoram a oxigenagdo. A VAF
possibilita redu¢do da FiO, e aumento da relacio PaO,/FiO, mais precoces

quando comparado com VMC em 8h.

Foi1 assim que nasceu a ideia da tese ora apresentada, ou seja, aprofundar
os conhecimentos das interagdes entre duas diferentes estratégias ventilatorias
associadas ao NO1 do ponto de vista experimental para avaliar os efeitos sobre

oxigenacao, lesdo oxidativa, histopatologica e inflamatoria dos pulmdes.
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ABSTRACT

Te compare conventional mechanical ventilation (OMV) and high-frequency oscillatory ventilation
[HFOV), withjwithout inhaled nitric oxide (INO), for axygenation, inflammuation, antioxidantjoxsdative
stress status, and DNA damage in & model of acute lung injury (AL Lung injury was induced by tracheal
infusion of warm saline. Rabbits were ventilated at £y, 1.0 and randomly assigned to one of five groups.
Overall antioxidant defense/oxidative stress was assessed by total antioxidant performance assay, and
DNA damage by comet assay Ventilatory amd hemodynamic parameters were recorded every 30 min
for 40 ALl groups showed worse oxygenation than controls after lung lnjury. After 4h of mechanical
ventilarion, HFOV groups presented significant improvements i axygenation. HFOV with and without
INO, and CMV with INO showed significantly increased antioxidant defense and reduced DNA damage
than CMV without iNO. lnhaled nitric oxide did not beneficially affect HFOV in refation to antioxidant
defense/onidative stress and pulmonary DNA damage. Overall, hng tjury was reduced using HFOV or

CMV with iNO.

1. Introduction

Acute respiratory distress syndrome (ARDS) Is characterized by
an inflammatocy process that causes distuption of the alveolar-
capillary barnier leading to interstitial and alveolar edema. There
Is also an increase In pulmaonary vascular resistance, which has a
rapid onset and persists even after hypoxia correction (Phuas and
Gavert, 2008). According to the new Berlin definition, mild hypox-
emia is characterized a5 200 mmHg < Pag, /R, < 300 mmHg with
PEEP or CPAP > 5cmH,0; moderate hypoxemia as 100 mmHg <
Pao, /Flo, < 200mmHg with PEEP = 5cmH,0: and severc hypox-
emia as Pa;, /Fo, < 100 mmHg with PEEP > 5cmH,; 0 (ARDS: The
Berhinn definition, 2012}

Although mechanical ventilation (MV) is an important sup-
port for patients with ARDS, it can cause additional lung injury
(Dahlem et al, 2007) due to the large inspired tidal volume (Vy)
or high ventilator pressures (Ware and Matthay, 2000), Protective
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conventional mechanical ventilation has shown decreased mortal-
Ity rates in clinical studies (ARDS Network. 2000). High-frequency
osaillatory veatilation (HPOV) is considerad an attractive ventila-
tory mode of pulmonary protection (Allacdet Servent et al, 2008;
Cirard and Bernard, 2007) &k uses a lower Vy (1-3mi/kg) at a fre-
quency well above pormal physiological breathing (5-10 Hz) thus
avoiding the larger alveolar pressure and volumie excursions typical
of conventional mechanical ventilation (CMV), In recent stud-
Ies, we demonstrated that HFOV improved oxygenation, reduced
Inflammatory process and histopathalogical damage, and attenu-
ated oxidative lung injury to CMV in an experimental
acute lung injury (ALl) model (Roschi et al, 2011, 2012).

The adjunctive use of inhaled nitric oxide (INO), a potent
endogenous vasodilator (Kohelet, 2003) has potential benefits
[Heussel o1 al. 2003) without causing systemic vasodilatation
and hypotension (Ichinose et al. 2004). However, its effect on
pulmonary inflammatory response Is still controversial, showing
either increased (Sittipunt et al. 2001) or decreased (Bloomfield
et al. 1997) release of inflammatory mediators, Nitrie oxide s
a reactive molecule produced by nitric oxide synthase (NOS)
enzymes in a variety of cells, It is a free oxygen radical that can
react with molecules to form toxic chemical compounds in the
lung, including peroxynitrite, which damages DNA. induces lipid
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peroxidation, and reacts with proteins, leading cellular apoptosis
(Crowand Beckman, 1995), Nitrle oxide inhibits adhesion molecule
expeession, inflammatory cytokine and chemokine, such as [L-8,
MCP-1, among others (Guzik et al. 2003) Also, it can react with
biofogic targets directly or indirectly via formation of reactive inter-
mediate products. Under serobic conditions, the gas reacts with
oxygen and superoxide radicals to form nitrogen dioxide and per-
oxynitrite, respectively. These reactive nitrogen species are capable
of causing damage to macromolecules by oxidation of redox-active
complexes or nitration of aromatic amines (Sittpunt e al, 2001 )

These effects are mainly related to iINO dose. local
oxidation-reduction potential, other inflammatory mediators,
and oxygen-derived free radicals {Laroux et al. 2007) Our group
recently showed that the early use of low dose iNO attenuated
oxidative stress, and histopathological and inflammatory lung
injury (Fioretto et al., 2012).

Currently, no study has compared the effects of HFOV and CMV
together with iINO on lung oxidative stress and DNA damage using
total antioxidant perflormance and comel assay, respectively.

Based on our previous results, we hypothesized that HFOV with
INO attenuates pulmonary oxidative stress in ALL This study aimed
to compare HFOV and CMV, both with and without INO, for oxy-
genation, inflammation, histopathelogy, antioxidant defense. and
DNA damage in an AL model,

2. Methods
2.1. Design, animals, amd instrumentarion

A prospective, sham controlied animal study was conducted,
Fortymale 2.0-3,0 kg Norfolk white rabbits were anesthetized with
ketamine [ 50 mg/kg intramuscularly) and xylazine (2 mg/kg intra-
musculardy) and instrumented as previously described (Horetio
ef al, 2012: Ronehi e al, 2007, 2012) Briefly, rabbits were pre-
oxygenated during spontaneous breathing with 100% oxygen by
nose catheter, A tracheotomy was performed by inserting a tra-
cheal tube (3.0-3.5mm intemal diameter; Portex, Hythe, UK} and
securing it In position with umbilical tape. Ventilation was then
immediately initiated with a Galileo Gokd ventilator | Hamilton
Medical AG, Sweden) in pressure-regul ated-volume control mode
with the following initial paramerers: Fip, = 1.0; Vy=6mikg:
PEEP=5cmHz0: respiratory [requency (IR)=40-50 breathsfmin,
These settings were maintained 15min for stabilization, Once tra-
cheotomy had been performed, a vascular catheter was inserted
into the common carotid artery| 22 Gauge [elco, Introcan™ Safery™
- B-Brawn, Melsungen, Germany), and a double lutmen catheter
(5" - Arrow International Inc. Reading Philadelphia, USA) was
advanced into the superior vena cava through the jugular vein
The arterial catherer was used to assess blood gases and arterial
blood pressures using a monitoring system (LogiCal® da Medex,
Dublin, USA) connected to & conventional physiological monitor
(Dixtal 2010, Manaus, Brazil 1. The double lumen catheter was used
to provide continuous Infuston of sedatives, maintenance flulds,
and vasoactive drugs.

Anesthesia was maintained with continuous intravenous infu-
sion of ketamine [10mg/kg/h) Muscle paralysis was induced by
intravenous administration of pancuronium bremide (0.2 rg/kg)
and maintained with 0.1 mg/kg doses as needed to control move-
ment. If mean arterial pressure fell below 50mmHg during the
expariment, Intravenous noradrenaline infusion{0.5-1 pg/kg/min)
was initiared, The need for inotropic support was measured by
using a vasoactive-inotropic scote (Gaies et al, 2010), Maintenance
fluid was provided by continuous Infusion of 0.9% saline solution
containing 5% dexcrose at 4 mi/kg/h. Core temperature was mon-
itored continuously by esophageal probe and body temperature

matneatned at 38-30°C with electric warming pads. Contlnuous
pulse oximetry was pecformed with the probe placed on a shaved
portion of the rabbat’s thigh.

Rabbits were cared for minimizing discomfort, distress, and pain
In accordance with National Institute of Health guidelines. This
study was approved by the Experimental Research and Ethics Com.
mittee, Botucats Medical School, Sao Paulo State University and the
Jean Mayer USDA - Human Nutrition Research Center on Aging at
Tufts University, Boston, USA.

22, lung imury induction

Lung injury was induced by lung lavage with 30 ml/kg aliquots of
0.9% warmn saline solution {38 “C) as previowsly described ( Horenio
vt al, 2002; Ronchl et al, 2011, 2012} After stabilization, an arte-
rial blood gas sample was obtained to verify that animals were
hypoxemic (two vilues of Pag, < 200mmHg 15min apart). After
the stabilization pericd, animals were given two 308 dynamic
sustained inflations with a Paw of 30cmH;0 to promote lung
recruitment and equalize volume history (Mecolloch et al, 1088),

2.3 Experimental groups

Animals (n-40) were assigned to one of five groups: (a) sham
control [CG, n=8: Vy 6mi/kg, PEEP SemH,0]; (b) AL CMV [MVG,
n=8: Vg Gmljkg PEEP 10cmH;0, Plateau pressure limited to
<30cmH0); (c) ALL +CMV +INO [MVGNO, m<8: Vr Gml/kg, PEEP
10emH;0, INO Sppm, Plateau pressure limited to <30cmH;0,
in a Galileo Gold ventilator (Hamilton Medical AG, Sweden):
(d) ALI+ HROV [HFG, n=8: Paw 12-T4emH;0, respiratory fre-
quency (fR) 10Hz, inspiratory time 33%, and initial pressure
amplitude 20 cmH;0); and (e} ALI+ HFOV + INO [HFGNO, n = 8: Paw
1214 emHy 0, IR 10 Hz, inspiratory time 33%, iNO 5 ppm, and initial
pressure amplitade 20 cmH,0, in a SensorMedics 3100A ventilator
{ Viasys Healtheare, Yorba Linda, USA)), In CMV made, respiratory
frequency was maintained at 40-50 breaths/min to reach targeted
Pco, (40-45mmHg); pressure amplitude in HFOV was modified to
achieve the same Pro, level. o, was maintained at 1.0 throughout
the experiment.

Arterial blood gas was obtained before (baseling) and after lung
injury induction and every 30 min until 4 h observation was com.
pleted; analysis was by an ABL-3 blood gas analyzer [Bayer, Rapid
Lab, Khiron 865).

2.4. Inhated pitric axide administration

Inhated nitric oxide administration followed previously
described guidelines and techniques (Floresto et al. 20012, 2004)
Hriefly, NO blended with nitrogen was obtained from 20 L tanks
connected to a pressure regulator (White Marting Gases Indus-
triais - Praxair, Rio de Janeiro, Brazil). Tank concentrations were
certified by the suppliers as 300 ppm nitric oxide in nitrogen. NO
weas continuously delivered o the rabbits via flowmeter directly
into the inspiratory limb of the ventilator circuit, distal to the
humidifier from a point 30cm distal to the rabbit’s tracheal tube.
Inhated nitric exade and nitric dioxide (NO; ) concentrations were
measured using an electrochemical sensor (P Moryia Ind & Com
Ltd.. Sdo Paulo, Brazil ) from samples of circuit gas obtained as close
as possible to the tracheal tube via a Y-plece. The NO/NO; electro-
chemicai sensor was calibrated before use every day. Audio-visual
alarms were calibeated at 1 ppm above administered iNO dose and
at a maximurm NOy concentration of 3 ppan, The delivery system
was flushed thoroughly before use, In high-frequency oscillatory
ventilation, INO was delivered and monitored using a Pulmonox
Mini (Narmu, Messer, Griesheim, Austria).
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25 Tesue collection

The right hung was disssctad and stored for coadative stress anal-
ysis and the left lung dissected for bronchoalveolar lavage. Tissoe
specimens for oxidative stress study were snap frozen in lguid
nitrogen and stored at -80°C until analysis.

26 Bronchoalveolar lavage

A bronchoalveolar lavage was performed in the left lung twice
musmdwwmmm lavage Nid was

27. Total antioxdant performance analysts

Total anticodidant performance assay ([TAP) was used 1o measase
anticoddant defensejoxidative stress status of rabbit lung tissue,
TAP was quantified by comparing the area under the curve tel-
ative to the oxidation kinetics of phosphatidyicholine liposome
control suspension used as the reference biclogical matrix {Beretza
et al. 2006) Uposomes for control were prepared as previously
validated and reported by other authors in plasma (Bererra o1 al,
2006) and animal tissue {Forst1o et 3l 2012; Ronchi et 2L 2011}
Docsal partion of right lung was weighed (0.4g), minced, and
homogenized for 205 on ice with 2 ml of phosphate buffered saline
(PES, 100 mM, pH 74) using an IKA, Ultra-Turrax T8 homogenizer
(Wilmington. NC} Aliquots of supernatant were collected after lung
tissue homogenate centrifugation 3 800 « g for 15min in a Sor-
vall RT G000 refrigerated centrifuge (Du Pont Co, Newtown, CT)
and used for TAP. Protein concentr ation was determined using the
previously described BCA Protein Assay (Berecta e 2l 2006)

28 DNA domage amalysis in pulmonary tisste

Endogenous DNA damage was measured in lung tissue cells as
previously described by Ronch 2 al (20121,

Briefly, lung tissue (200 mg) was minced and homogenized in
cold PBS using a Potter homogenizer (Wheaton instruments, New
Jersey, USA) Cell suspension was collected and left onice for 10min,
then centrifuged at 200 « gfor Sminat 4 °C The resulting cell pellet
was re-suspended in PBS.

Lung cells were added 1o low melting point agarose. From the
mixrures, 130 ) were layered onto slides pre coated with nor-
mial agarose, covered with a coversdip, and left for Smin 2t 4 °Clor
the agarose 1o solidify. Coverslips were subsequentiy remnoved and
slidesimmersed in alysis solution for 24 h. Slides were then washed
with PES and immersed in a freshly prepared alkaline buffer; after
2 40min DNA unwinding period slectrophoresis was performed.
Slides were washed inabsolute ethanol and stored at room temper-
ature for drying The slides were stained with SYBRgreen, examined
using a fluorescent microscope, and percentage of DNA damage in

29 Totad plasraa witric odde praduct determination

Combined nitrate plus nitrite (NO » Jwas measured lodetermmine
nitric oxide concentration inrabbit plasma, as previously described
[Miles e« al_ 1666) using a Nitrate/Nitrite Ruorometric Assay Kit
{Cayman Chemical Company. Ann Arbor, MIL

2.10. Statistiond amalysis

Data were analyzed by SigmaPlot 11 [SPSS, Chicago, IL). Noe-
mally distributed data were compared between the differemt
treatment groups by one-way analysis of variance with all pair-
wise comparison procedures {Student-Newman- Keuls test} and
expressed 25 mean=SD. Data showing non-noemal distribution
were compared by Kruskal-Wallis one-way anatysis of variance on
ranks with ail pairwise comparisons by Dunn's test and expressed
as median (range ). Intragroup comparisons at different time points
were performed using Friedman's repeated measures analysis of
variance on ranks with all pairwise multiple comparison proce-
dures by Dunnetr’s method. Contingency tables of categorical data
wete compared by Fisher's exact test. Statistical significance was
defined as p<0.05,

3. Results

There wete no statistical differences among groups for weight
(0G: 283£029=MVG: 262 +023=MVGNO: 274 + 0132 =HFG:
2502018~ HIGNO: 2.55:021kg: p>0.05) number of lung
Lwages to Induce lung injury (MVG: 73 £ 256~ MVGNO:
TAZ187=HRG: 76:253=HRGNO: 82+2.04; p>0051 and
percentages of Nuid recovered from the favaged lungs (MVG:
§6% <« MVGNO: 81% <« HFG: 87% <« HFGNO: §2%; p>Q05),

17. Hemodynamic, hing mechanics and gas exchaspe

Animals from AU groups required noradrenaline 1o maintain
mean arterial pressure above SOmmbg. All injured groups had
higher vasoactive-inotropic score than CG |CG: 0 [0-30)<MVG: 50
(0-75)~ MVGNO: 50{0-65) ~ HRG: 50 0-60) - HFGNO: 50(25-75)%
p<005)

Hig. 1 shows a significant increase in Paw after lung injuryinduc.
tion in all ALl groups compared to OG {p< 0.05) lasting umtil the end
of the experiment.

Acure lung injury groups showed significant hypoxemia after
lung inrary compared to baseline and CG. After 4h of mechanical
ventilation, HFOV groups showed 3 significant improvernent
in axygenation compared to OMV groups. presenting oxygen-
ation indexes similar to baseline and CG. Oxygenation index
(O, mean airway pressure F»f:‘ 100/ Pag, : om0 /mmHg)
and Pag, values are shown in fig. 23 and b respectively.

1.2 Oxidativeingury

32.1. Total antioxidant

High-frequency oscillatory ventilation groups exhibited TAP in
fung tissue comparable to CC and significantly higher than CMV
groups, indicating highet protection against oxddative stress in
HROV groups. Although not significant. CMV with iNO showed
greater TAP than OMV without INO (Tahls 1)

submitted 10 CMV without iNO than in TG, HFOV, and CMV with
iNO groups (Tabie 1}

13 Polymorphomciear cell count
PMN cells recovered from bronchoalveslar lavage were higher

in MVG than HFOY and CMV +INO groups, which were similar 1o
CG (Talle 1)
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There was no difference between groups for plasma NO« con- This study corroborates previows findings that HFOV, per se,
centration [Table 1) Improves oxygenation and has & protective effect agalnst oxidative
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stress and inflamrsatory lung injury. Also, the effects of HFOV were
not improved by the addition of ING. Conventional mechanical ven-
tilarion was related to better oxygenation and reduced pulmaonary
DRA damage when used with iNO.

Tothe best of our knowilesdge this is the first study that has asso-
dated HROV with iNO and evaluated DNA damage in jung tissoe by
Comet assay. We previously showed by TAP assay that HROV had
an important protective role against coddative lung injury in exper-
imental ALl (Roochi e 2l 2011) In fact. HFOV has consistently
shown beneficial results in dinical and experimental ARDS (mai
et al, J007: Metna of 2l 2004: Rotra «2 i, 2001} In accordance
with previous reparts, our study confirmed that HFOV improved

ion and reduced inflammatory injury (Mehits et 2l 2004;
Rottz et 2l 2001)

Inhaled nitric oxide improves arterid axygenation in patients
with ARDS by decreasing shunt and pudmonary
antetial pressure (Mossand of 2l 19693) Administered in low
concenitrations and under continuous monitoring, INO is 3 safe
therapewtic option for treating pulmonary hypertension [ Ressaint.
1904), Rorento e . (2004 found acutely improved oxygenation
indexes over CMV alone when iNO was administered as early as
1.5h alter diagnosis with TMV in ARDS children. Prolonged treat-
ment was also assoclated with Improvad oxyenation, thus fo,
and peak inspiratory pressure could be quickly and significantly

mdneﬂ'mdNOmmyhﬁlmMIna'sepd&
induced ALl mouse model, demonstrated that early INO exposure
was associated with reduced pultmonary Iatuye infiltration

products were not affected by therapy with iNO for 24k
It seenrs that response 1o iNO is better in patients with more
severe respiratory failure [Dobyns et ol 1999} and when it is
administered scon after ARDS diagnosis (Foretto et al, 20043
These results point to earfy low-dose iINO to attenuate lung inflam-
mation. In agresment, Cholles Martin et 4. 1995) showed that
iNO reduced hung inflanmunation in ARDS reflected by PMN activa-
nmmmmmsmmm another study from
group comparing MV with and without iNGO, showed that
mmmmmmwu
histopathological and inflammatory injuries { Boretio o al, 20120
It was interesting 1o note thar iNO had no impact when asso-
dated with HFOV in our model. However, when defivered during
CMV soon after lung injury, DNA damage was significantly reduced
in comparison to CMV withoar iNO. Although not significant, TAP
assay showed a greatey antioddant capacity in MVGNO lung tis-
sue. Therefore, since ARDS patients are submitted 1o mechanical

ventilation treatment for longer periods in intensive care units,
more studies are required to evaluste the mechanisms of pul-
monary oxidative damage in patient plasma using the TAP assay
mmm::ammmmm
a better understanding regarding the antioxidant
protection against coddative stress in ARDS. The fact that INO had
no effect when associated with HFOV may be doe 10 the protec-
tive effect of this ventilator strategy in ALl treatment. which per se
avoids larger alveolar pressure and volume excursions, thus reduc-
ing lung injury. However, when associated with CMV, the effects of
NG could be dearly seen.

These findings could be also explained by the differences in
reprodoce human ALl mechanismns and consequences, incduding
physiological and pathological changes. However, no single animal
model reproducss all the characteristics of ALUARDS in humans.
Rabbits, for instance. have 3 S7% simitarity with the human TLR4
production. Differently, rat and mouse have a high nitric oxide pro-
duction, which is discrete in humans and primates [Matute Bell
e1 a3l 2008)

Currently, one of the most common used animal ALl models is
alveolar lavage with warmed normal saline. This is primarily 3 sur-
factamt depletion model, which causes 2 lung injury very similar
to human ARDS in its effects on oxygenation, pulmonary compli-
ance, atelectasis, and edema perivasculan/petibronchial. However,
it induces less macrophage and newtrophil infitration. unless
another injury soch as mechanica ventilation ks added (Matute-
Bello et al_ 2008}

Regarding iND dose, it is recominended that patients are main-
tained on the Jowest dose, which is associated with 2 positive
response in oxypenation [an increase greater than or egual to
10mmHginthe Pag_/Fp, ratio] (Cuthbesison et al_ 1997: Floretio,
2007 ). Previously, in clinical studies from owr group, the lowest iNO
dose (S ppin ) was administered for the shortest period 1o decrease
potential toxics effects refated to methemogiobin and nitrigenic
dioxide. The same principle was usad in the present experimenta
study, that is, we have used the same dose delfivened 1o the patispis,
Besides, we tried to use the same dose that was used in previous
studies to make them comparable {Floretto et al. 2011, 2004)

4.1. Fomre implications

Firstly, in view ol the complexity of ARDS pathophysiology., find -
ing a single therapy to manage this syndrome will be difficult,
Further studies of its mechanisms should be made in an effort to
improve cutcome. In this sense, the TAP and Comet assays should
be used to evaluate antioxidant capacity and axidative smess in
patients, as we have already demonstrated that they can iden-
tify cxidative stress in this experimenta ALl model [Ronchs et 2l
2012) Secondly, antioxidant supplements could be an important
tool in treating these patients, lessening lung injury from coddative
stress. We have also shown corrsfation between petipheral blood
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and tasget tissue for these oxidative stress biomarkers, suggesting
that peripheral blood could be used for large epidemniological stud-
ies conducted in imensive care dinical practice, whien target tissoe
is not available.

5. Conclusion

Inhaled nitric axide did not add beneficial effects to HROV in
relation to antioxidant defense foxidative stress and pulmonary
DNA damage. Overall, Jung injury was reduced using HROV o pro-
tective CMV plus iNO,
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RESUMO

Comparar ventilagdo mecanica convencional (VMC) e ventilagdo oscilatoria de
alta frequéncia (VOAF), com e sem Oxido nitrico inalatoério (NO;), quanto a
oxigenacao, inflamagdo, estresse oxidativo e dano no DNA em modelo de lesdo
pulmonar aguda (LPA). A lesdo pulmonar foi induzida por meio de infusdo
traqueal de solucao salina aquecida. Os coelhos foram ventilados com FiO, 1.0 e
randomizados em cinco grupos. O estresse oxidativo foi medido pela capacidade
antioxidante total e o dano no DNA, pelo teste do cometa. Pardmetros
ventilatérios e hemodindmicos foram registradas a cada 30 minutos por quatro
horas. Os grupos com LPA mostraram pior oxigenacao que o grupo controle.
Apo6s 4 horas de ventilagdo mecanica, o grupo VOAF apresentou significante
melhora na oxigenacao. Os grupos VOAF, com e sem NOi, e o grupo VMC com
NO; mostraram aumento significativo da capacidade antioxidante e reducdo no
dano no DNA quando comparado ao grupo VMC sem NO;. O 6xido nitrico
inalatorio ndo beneficiou adicionalmente o grupo VOAF em relagdo ao estresse
oxidativo e ao dano ao DNA. De forma geral, a lesdao pulmonar foi reduzida quer

seja utilizando VMC ou VOAF com NOi.
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1. INTRODUCAO

A sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA) ¢ caracterizada por
processo inflamatorio que causa ruptura da barreira alvéolo-capilar levando a
edema alveolar e intersticial. H4 aumento da resisténcia vascular pulmonar de
instalagdo rapida e que persiste mesmo apds a correcdo da hipéxia (Phua &
Govert, 2008). De acordo com a Definigdo de Berlim, hipoxemia leve ¢
caracterizada por 200 mmHg < PaO,/FiO, < 300 mmHg, moderada 100 mmHg <
Pa0,/Fi0, < 200 mmHg e grave PaO,/FiO, < 100mmHg (SDRA: Defini¢do de
Berlim, 2012).

Apesar da ventilacdo mecanica (VM) ser importante medida de suporte
nos pacientes com SDRA, ela pode levar a dano pulmonar adicional (Dahlem e
tal.,2007) devido a utilizagdo de volume corrente inspirado alto (Vt) ou de
pressdes de inspiratérias elevadas (Ware and Matthay,2000). A VM protetora
mostrou diminui¢do na taxa de mortalidade em estudos clinicos (ARDS
Network,2000). A ventilacdo oscilatoria de alta frequéncia (VOAF) ¢
considerada um modo ventilatorio ndo convencional protetor atraente (Allerdet-
Servent et al.,2008;Girard and Bernard,2007). Ela utiliza baixo volume corrente
(1-3 mL/kg) com frequéncia respiratoria muito acima da fisioldgica (5-10Hz),
evitando, assim, altas oscilagdes de pressoes e de volume alveolares, tipicas da
ventilagdo mecanica convencional (VMC). Recentemente, demonstramos que a
VOAF melhora oxigenacdo e reduz o processo inflamatorio e a lesdo
histopatologica e atenua a lesdo pulmonar oxidativa quando comparada a VMC

em modelo experimental de lesdo pulmonar (Ronchi et al.,2011, 2012).

A utilizagdo de 6xido nitrico inalatorio (NOi), um potente vasodilatador
endogeno (Kohelet, 2003) apresenta beneficio potencial (Heussel et al., 2003)
sem causar vasodilatacdo sist€émica e hipotensdao (Ichinose et al., 2004).
Entretanto, seu efeito na resposta inflamatoria pulmonar permanece controverso,

mostrando tanto aumento (Sittipunt et al., 2001) quanto diminui¢ao (Bloomfield
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et al., 1997) na liberacdo de mediadores inflamatorios. O 6xido nitrico ¢ uma
molécula reativa produzida pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS) em uma
variedade de células . E um radical livre que pode reagir com outras moléculas
para formar compostos quimicos toxicos no pulmao, incluindo peroxinitrito, que
lesa o DNA, induz peroxidacdo lipidica e reage com proteinas, levando a
apoptose celular (Crow and Beckman, 1995). O 6xido nitrico inibe a expressao
das moléculas de adesdo, citocinas e quimocinas, como a IL-8, MCP-1, entre
outras (Guzik et al., 2003). Além disso pode reagir com alvos bioldgicos direta
ou indiretamente via produtos reativos intermediarios. Em condi¢des aerdbicas, o
gas reage com oxigénio e radicais superdxidos para formar didxido de nitrogénio
¢ peroxinitrito, respectivamente. Estas espécies reativas de nitrogénio sao
capazes de causar danos nas macromoléculas por oxidacao dos complexos redox

— ativos ou por nitragdo de aminas aromaticas (Sittipunt et al., 2001).

Estes efeitos sdo relacionados a dose de NOi, potencial local de
oxidagao/redu¢ao, outros mediadores inflamatorios e radicais livres derivados do
oxigénio (Laroux et al.,2001). Nosso grupo recentemente mostrou que o uso de
baixa dose de NOi atenua estresse oxidativo e lesdo pulmonar histoldgica e

inflamatoria (Fioretto et al.,2012).

Até o momento nenhum estudo comparou os efeitos da VOAF e VMC
com o NOi sobre o estresse oxidativo pulmonar e quanto ao dano ao DNA

utilizando a capacidade antioxidante total e o teste do cometa, respectivamente.

Baseado em nossos estudos prévios nossa hipdtese ¢ que a VOAF
associada ao NOi atenua o estresse oxidativo em lesdo pulmonar aguda. Este
estudo tem como objetivo comparar a VOAF e a VMC, com e sem NOi, quanto a
oxigenacdo, inflamagdo, histopatologia, defesa antioxidante e dano ao DNA em

um modelo de lesao pulmonar aguda.




&{Wax—q/ﬂétada& 50

2.METODOS

2.1 Desenho, animais e instrumentacao

Foi conduzido estudo prospectivo e sham controlado. Quarenta coelhos
machos com peso entre 2,0 ¢ 3,0 kg, brancos e da raga Norfolk foram
anestesiados com cetamina (50mg/kg intramuscular) e xilazina (2mg/kg
intramuscular) e instrumentados conforme descrito previamente (Fioretto et al.,
2012; Ronchi et al., 2011, 2012). Brevemente, os coelhos foram pré oxigenados
durante respiragdo espontdnea com oxigénio a 100% por cateter nasal. Foi
realizada traqueostomia com insercao de tubo traqueal (3,0-3,5 mm de diametro
interno; Portex, Hythe, Reino Unido), sendo a posicdo assegurada com fita
umbilical. A ventilacdo foi imediatamente iniciada com o ventilador Galileo
Gold (Hamilton Medical AG, Suécia) na modalidade controlada a volume com
pressao regulada com os seguintes parametros iniciais: Fi0, = 1.0; VC=6mL/kg;
PEEP=5c¢cmH,0; frequéncia respiratdria=40-50 resp/min. Estes ajustes foram
mantidos por 15 minutos para estabilizagdo. Assim que a traqueostomia foi
realizada, um cateter vascular foi introduzido na artéria carétida comum (22
Gauge jelco, Introcan® Safety'™- B Braun, Melsungen, Alemanha) e um cateter
de duplo lumen (5" — Arrow International Inc. Reading, Filadélfia, EUA) foi
introduzido pela veia jugular até a veia cava superior. O cateter arterial foi usado
para analise de gases no sangue e monitoragao da pressdo arterial com monitor
convencional (Dixtal 2010,Manaus, Brasil). O cateter de duplo I[umen foi usado

para administrar sedativos, fluidos de manuten¢do e drogas vasoativas.

A anestesia foi mantida por infusdo continua de cetamina (10mg/kg/h).
Paralisia muscular foi induzida pela administragdo intravenosa de brometo de
pancurdnio (0,2mg/kg) e mantida com doses de 0,1 mg/kg. Se a pressdo arterial
média ficasse menor que 50 mmHg durante o experimento iniciava-se infusao de
noradrenalina (0,5 - 1 mcg/kg/min). A necessidade de suporte inotropico foi

medida utilizando um escore para necessidade de drogas vasoativas (Gaies et




&{Wax—q/ﬂétada& 51

al.,2010). A manutenc¢do de fluidos foi realizada por infusdo continua de salina a
0,9% contendo 5% de dextrose a 4 mL/kg/h. A temperatura corpérea foi medida
por sonda esofagiana ¢ mantida entre 38-39°C com manta térmica. Oximetria de
pulso continua foi realizada colocando sensor em uma porcao tricotomizada da

perna.

Os coelhos foram mantidos minimizando o desconforto, sofrimento e dor
de acordo com as orientacdes do Instituto Nacional de Satde. Este estudo foi
aprovado pelo comité de ética em pesquisa experimental, Faculdade de Medicina
de Botucatu, Universidade Estadual Paulista e do Jean Mayer USDA — Human
Nutrition Research Center on Aging da Tufts University, Boston, EUA.

2.2 Induc¢ao da lesdo pulmonar

A lesdo pulmonar foi induzida por meio de lavagem pulmonar com
aliquotas de 30 mL/kg de salina 0,9% aquecida (38°C) conforme descrito
previamente (Fioretto et al.,2012; Ronchi et al. , 2011,2012). Apds a
estabilizacdo, obtinha-se amostra de sangue arterial para verificar se o animal
estava hipoxémico (dois valores de PaO,/FiO, < 200 com intervalo de 15
minutos). Apos periodo de estabilizacdo, os animais recebiam uma insuflagdo
sustentada com pressdo média de via aérea de 30 cmH,O para promover

recrutamento alveolar e equalizar o volume (McCulloch et al.,1998).

2.3 Grupos Experimentais

Os animais (n=40) foram alocados para um de cinco grupos: a) grupo
controle [GC, n=8: VC 6 mL/kg, PEEP 5 cmH,0]; b) LPA+VMC [GVM, n=8:
VC 6mL/kg, PEEP 10 cmH,0, pressao de platd limitada em 30 cmH,0]; c)
LPA+VMC+NOi [GVMNO, n = 8: VC 6 mL/kg, PEEP 10 cmH,0, NOi 5 ppm,
pressdo de platdé limitada em 30 cmH,0, no aparelho Galileo Gold (Hamilton
Medical AG, Suécia)]; d) LPA+VOAF [GVAF, n=8: Paw 12-14cmH,0,
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frequéncia respiratéria (FR) 10Hz, tempo inspiratorio de 33% , amplitude 20
cmH,0] e ) LPA+VOAF+NOi [GVAFNO, n=8: Paw 12-14cmH,0, FR 10Hz,
tempo inspiratorio de 33%, amplitude 20 cmH,0, NOi 5 ppm, no aparelho
SensorMedic 3100A (Viasys Healthcare, Yorba Linda, EUA)]. Na VMC a
frequéncia respiratoria foi mantida entre 40-50 resp/min para manter a PaCO,
desejada (40-45 mmHg); na VOAF a pressdao de amplitude foi modificada para
manter o mesmo nivel de PaCO,. A FiO, foi mantida em 1.0 durante todo o

experimento para todos os grupos.

A coleta de sangue arterial foi obtida antes (linha de base) e depois da
induc¢do da lesao pulmonar e a cada 30 minutos pelas 4 horas de observacao; A

analise foi feita analisador de gds ABL-3 (Bayer,Rapid Lab, Khiron 865).

2.4 Administracao de oxido nitrico inalatorio

A administra¢ao de NOi foi efetuada conforme descri¢cdo prévia (Fioretto
et al.,2012,2004). Brevemente, a mistura de NO e nitrogénio foi obtida de
tanques de 20L conectados a regulador de pressio (White Martins Gases
industriais- Praxair, Rio de Janeiro, Brasil). A concentracio do tanque foi
certificada pelo fornecedor como 300ppm em nitrogénio. O NO foi administrado
de forma continua aos coelhos via fluxometro no ramo inspiratorio do circuito do
respirador, distante 30 cm do tubo traqueal do animal. As concentragdes de
oxido nitrico e de didéxido de nitrogénio (NO,) foram medidas usando um sensor
eletroquimico (JP Moryia Ind & Com Ltda, Sdo Paulo, Brasil) de amostras do
gas obtido no circuito o mais proximo possivel do tubo traqueal via um conector
em Y. O sensor eletroquimico de NO/NO, foi calibrado diariamente antes do uso.
Os alarmes audiovisuais foram calibrados 1 ppm abaixo da dose administrada de
NOi ¢ a um maximo de NO, de 3 ppm. O sistema de administracdo foi limpo
antes do uso. Na ventilacdo oscilatéria de alta frequéncia o NOi foi administrado

¢ mensurado com o uso do Pulmonox Mini (Namu, Messer, Griesheim, Austria).
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2.5 Coleta de tecidos

O pulmdo direito foi dissecado e estocado para analise do estresse
oxidativo e o pulmao esquerdo dissecado para lavado broncoalveolar. Amostras
de tecido para estudo do estresse oxidativo foram congeladas em nitrogénio

liquido a 80 °C até a analise.

2.6 Lavado broncoalveolar

O lavado broncoalveolar foi obtido a partir de duas lavagens do pulmao
esquerdo utilizando-se 15 mL/kg de solucdo salina. O fluido do lavado
broncoalveolar foi coletado e o numero total de células contado em um
hemocitometro de camara. A contagem diferencial foi feita por meio da analise
morfoldgica com quite de coloragdo Panotic, sendo avaliada a porcentagem de

polimorfonucleares.

2.7 Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total (TAP) foi utilizada para avaliar o estado
da defesa antioxidante/estresse oxidativo dos pulmdes dos coelhos. A TAP foi
quantificada comparando a area sob a curva relativa a cinética de oxidacdo da
suspensdo de controle lipossomal da fosfatidilcolina usada como referéncia da
matriz biologica (Beretta et al., 2006). Lipossomas para controle foram
preparados conforme validagcdo e relatos prévios de outros autores no plasma
(Beretta et al, 2006) e nos tecidos animais (Fioretto et al., 2012; Ronchi et al.,
2011). Uma por¢ao dorsal do pulmao foi pesado (0.4g), macerado e
homogeneizado por 20 s em gelo com 2 mL de tampao salina de fosfato (PBS,
100 mM, pH 7.4) usando um IKA, homogeinizador Ultra-Turrax T8
(Wilmington, NC). Aliquotas do sobrenadante foram coletadas apos
centrifugagdo e foi realizada homogeneizacao do tecido pulmonar a 800/g por 15

minutos em uma centrifuga refrigerada Sorvall RT 6000 (Du pont Co., Newtown,
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CT) e usada para medida da TAP. A concentragdao de proteinas foi determinada

usando o ensaio BCA descrito previamente (Beretta et al., 2006).

2.8 Analise do dano ao DNA no tecido pulmonar

O dano do DNA endogeno foi medido em células do tecido pulmonar
conforme descrito previamente por Ronchi et al. (2012). Brevemente, o tecido
pulmonar (200 mg) foi macerado e homogeneizado em PSB frio usando um
homogeinizador Potter (Wheaton instruments, New Jersey, EUA). A suspensdo
de células foi coletada e levada ao gelo por 10 min, depois centrifugada a 200/g
por 5 minutos a 4°C em agarose para solidificar. As células foram removidas e as
por¢des imersas em solugdo de lise por 24h. As porgdes foram entao lavadas com
PBS e imersas em um preparado tampdo alcalino; apds 40 minutos, realizou-se a
separagdo do DNA por eletroforese. As porcdes foram lavadas em etanol
absoluto e estocadas para secagem. As por¢des foram coradas com SYBRgreen,
examinadas usando um microscépio fluorescente e a porcentagem de dano no
DNA calculada por um escore computadorizado. A passagem de um passo a

outro foi realizada sempre sob luz indireta.

2.9 Determinac¢ao dos produtos do 6xido nitrico no plasma

A combinagdo de nitrato e nitrito (NOx) foi medida para determinar a
concentragdo de 0xido nitrico no plasma dos coelhos como descrito previamente
(Miles et al.,, 1996) utilizando um quite de ensaio fluorimétrico para

Nitrato/Nitrito (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI).

2.10 Analise estatistica

Os dados foram analisados no SigmaPlot 11 (SPSS, Chicago, IL). Dados

que apresentaram distribuicdo normal tiveram as diferengcas comparadas pela
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analise de variancia de uma via e por comparacao entre os pares (teste de
Student-Newman-Keuls) e expressos como média = SD. Dados com distribuicao
nao normal foram comparados por Kruskal-Wallis e a comparacao entre os pares
pelo teste de Dunn, sendo os dados expressos como mediana (variagdo). A
comparagdo dos grupos em diferentes momentos foi feita pela medida de analises
repetidas de Friedman e a comparagdo entre os pares pelo método de Dunnett.
Tabelas categoricas de contingéncia foram comparadas pelo teste exato de

Fisher. Significancia estatistica foi definida como p < 0,05.
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3. RESULTADOS

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos quanto ao peso
(GC:2,83+0,29=GVM:2,62+0,23=GVMNO:2,74+0,32=GVAF:2,50+0,18=GVA
FNO: 2,55+0,21 kg; p>0, 05), nimero de lavagens pulmonar para induzir lesdo
pulmonar ( GVM:7,8+£2,66= GVMNO:7,4£1,87=  GVAF:7,6+£2,53=
GVAFNO:8,2+2,04; p>0,05) e porcentagem de fluido recuperado apds lavagem
pulmonar (GVM:86%=GVMNO: 81% =GVAF: 87% =GVAFNO: 82%;
p>0,05).

3.1 HemodinAmica, mecinica pulmonar e troca gasosa

Os animais dos grupos LPA necessitaram de noradrenalina para manter a
pressdo arterial média acima de 50 mmHg. Todos os grupos com lesdo
apresentaram escore inotropico/vasoativo maior que o GC [GC: 0 (0-30)< GVM:
50 (0-75)=GVMNO: 50 (0-65)=GVAF: 50 (0-60)=GVAFNO: 50 (25-75);
p<0,05]. A figura 1 mostra que houve aumento significante da pressdao de vias
aéreas apos a inducao da lesdo pulmonar em todos os grupos LPA comparado ao

GC (p<0,05) assim permanecendo até o fim do experimento.
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basal Lesdo pulmonar 30 60 120 180 240
Tempo (Minutos)

Figura 1. Pressdo média da via aérea em relacdo ao tempo para os grupos.
Dados sdo mostrados com média+DP. *p<0,05: comparagdo do
grupo controle com os grupos com lesdo pulmonar. #p<0,05: lesao
pulmonar comparada com basal. Grupo GC, grupo controle; GVM
ventilacdo mecanica convencional sem NOi; GVMNO ventilacao
mecanica convencional com NOi; GVAF ventilagao oscilatoria de
alta frequéncia sem NO1i; GVAFNO ventilacdo oscilatoria de alta
frequéncia com NO1.

Grupos com lesdo pulmonar aguda mostraram hipoxemia significante apos
a lesdo pulmonar quando comparado a linha de base e ao GC. Apds 4h de
ventilacdo mecanica, os grupos GVAF mostraram aumento significante da
oxigenacdo comparado aos grupos GVM, apresentando indice de oxigenacao
similar ao da linha de base ¢ ao GC. Os valores do Indice de oxigenagdo ( IO,
pressdao média de vias aéreas x FiO, x 100/Pa0O,; cmH,O/mmHg) e da PaO, e sao

mostrados nas figuras 2A e 2B, respectivamente.
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Figura 2. (A) Indice de oxigenagdo (pressdo média de vias aéreas x FiO2 x100 /

Pa02 ) pelo tempo nos grupos. Dados sdo mostrados com média+DP.
*p<0,05 comparando ao grupo controle e #p<0,05 comparando com
basal. (B) PaO2 sobre tempo nos grupos. Dados sao mostrados com
média=DP. *p<0,05 comparando ao grupo controle e #p<0.05
comparando com basal. Grupo GC, grupo controle; GVM ventilagao
mecanica convencional sem NOi; GVMNO ventilagdo mecanica
convencional com NOi; GVAF ventilacio oscilatoria de alta
frequéncia sem NOi; GVAFNO ventilagdo oscilatoria de alta
frequéncia com NOi.
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3.2 Lesao oxidativa

3.2.1 Capacidade antioxidante total

Os grupos submetidos a ventilagao oscilatoria de alta frequéncia exibiram
TAP no tecido pulmonar comparavel ao GC e, significantemente, maior que os
grupos GVM indicando maior prote¢ao contra o estresse oxidativo nos grupos
VOAF. Embora sem significincia estatistica, 0 GVM associado ao NO1 mostrou

TAP maior que o GVM sem o gés.

3.2.2 Analise do dano ao DNA em tecido pulmonar

O dano ao DNA endoégeno foi significativamente mais elevado nos
animais submetidos a VMC sem NOi que nos grupos GC, GVAF e GVMC sem

oxido nitrico (tabela 1).

3.3 Contagem de células polimorfonucleares

A porcentagem de células PMN recuperadas do lavado broncoalveolar foi
significantemente mais elevada no GVMC que nos GVAF e no GVMNO, as

quais forma similares ao GC (tabela 1).

3.4 Quantificacdo dos produtos do 6xido nitrico no plasma

Nao houve diferenga entre os grupos para concentragao de NOX (tabela 1).




&{Wa/—%w@mafa&

60

Tabela 1. Avaliagdo da capacidade antioxidante total (TAP), Dano ao DNA no

tecido pulmonar, nimero de cé€lulas polimorfonucleares (PMN) e

concentragdo nitrito/nitrato no plasma.

GC GVM GVMNO GVAF GVAFNO
Performance antioxidante 58,9+4,31 46,9£3,09 55,9+24 69,2+5,02* 68,7+4,14*
(%protegéo g/proteina)
Dano do DNA (%DNA na 10,6+2,04* 29,943,91  8,75+3,06* 8,65+2,42* 7,10+2,18*
calda)
Numero de células PNM x 0,21+0,17* 4,56+1,82 0,91+0,42  0,41+0,18* 0,29+0,18*
10° (lavado broncoalveolar)
Concentragdo no plasma 3,5410,51 4,44+0,96 8,71+1,96 6,14+1,30 6,17+1,22

nitrito/nitrato

Dados sdo mostrados com média+DP. *p<0,05 comparando grupos com o grupo de ventilagdo mecénica
convencional (VMC). One Way andlise de varidncia (teste de Student-Newman-Keus). Grupo GC, grupo
controle; GVM ventilagdo mecanica convencional sem NOi; GVMNO ventilagdo mecanica convencional
com NOi; GVAF ventilagdo oscilatoria de alta frequéncia sem NOi; GVAFNO ventilagdo oscilatdria de

alta frequéncia com NOi.
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4. DISCUSSAO

Este estudo corrobora achados prévios de que a VOAF, per se, aumenta a
oxigenagdo e apresenta efeito protetor contra o estresse oxidativo e a lesdo
inflamatéria pulmonar. Além disso, os efeitos da VOAF nao aumentam quando o
NOi foi associado e a ventilagdo mecanica convencional associou-se a melhora
da oxigenacdo e reducdo do dano ao DNA quando utilizada juntamente com o

NOu.

Até onde pudemos constatar, este € o primeiro estudo que associou VOAF
ao NOi e comparou o dano no DNA em tecido pulmonar pelo teste do cometa.
Demonstramos previamente, por meio da avaliacdo da TAP, que a VOAF tem
importante fun¢cdo de prote¢do contra a lesdo pulmonar oxidativa em modelo
experimental de LPA (Ronchi et al., 2011). De fato, a VOAF tem mostrado,
consistentemente, beneficios em SDRA em estudos clinicos e experimentais
(Imai et al.,2001; Mehta et al., 2004; Rotta et al., 2001). Em acordo com estudos
prévios nosso estudo confirmou que a VOAF melhora oxigenacao e reduz lesao

inflamatoria (Mehta et al., 2004; Rotta et al., 2001).

O oxido nitrico inalatério melhora a oxigenacao arterial em pacientes com
SDRA por diminuir o shunt intrapulmonar e a pressdo arterial pulmonar
(Rossaint et al., 1993). Administrado em baixas doses e sob monitoragao
continua, o gas ¢ opcdo terapéutica segura para tratar hipertensdo pulmonar
(Rossaint et al., 1994). Fioretto et al. (2004) observaram melhora aguda no indice
de oxigenacao quando o NOi foi administrado precocemente e associado a VMC,
1,5 horas ap6s o diagnostico de SDRA em criangas, quando comparado a VMC
sem o gas. O tratamento prolongado também levou a aumento da oxigenacao,
além disso a FiO, e a pressdo inspiratoria de pico puderam ser diminuidas de

forma rapida e significativa.
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Outros investigadores tem sugerido que o NOi pode diminuir o processo
inflamatorio. Razavi et al. (2002) avaliaram o efeito do NO1 sobre a inflamacao
pulmonar em modelo em ratos com lesdo pulmonar induzida por sepse,
demonstrando que a exposicdo precoce ao gas relacionava-se a diminuicao da
infiltragdo por leucocitos € a menos lesdo oxidativa, avaliada pela medida da 8-
isoprostana. Weigand et al. (2000) analisaram a peroxidacdo lipidica pelo
malondialdeido, hexanal e pentanal em pacientes com SDRA. Eles demonstraram
que malondialdeido, hexanal e pentanal estavam significativamente elevados,
dado que indicava peroxida¢do lipidica pulmonar. Nao obstante, a concentragao
sanguinea destes produtos da peroxidacdo lipidica ndo foram afetados pela

administracao de NOi por 24h.

Parece que a resposta ao NO1 ¢ melhor em pacientes com insuficiéncia
respiratéria mais grave (Dobyns et al., 1999) e quando administrado logo apds o
diagnostico de SDRA (Fioretto et al., 2004). Estes resultados apontam para o
inicio de uma dose baixa de NOi para atenuar a inflamagdo pulmonar. Em
acordo, Chollet-Martin et al. (1996) que mostraram que a redu¢do da inflamagao
pulmonar na SDRA induzida pelo gas ¢ refletida por ativacdo de PMN e
liberagdo de IL-8 / IL-6. Além disso, outro estudo do nosso grupo comparando
VMC com e sem NOi, mostrou que a administracdo precoce de baixa dose de
NOi atenuou o estresse oxidativo e as lesdes histologicas e inflamatorias

(Fioretto et al., 2012).

E interessante notar que o NOi ndo teve impacto quando associado a
VOAF em nosso modelo. Porém, quando administrado junto a VMC,
imediatamente apds a lesdo pulmonar, observamos que o dano ao DNA foi
significativamente menor na VMC com NOi do que sem o gas. Apesar de nao
significante a avaliagdo da TAP evidenciou aumento da capacidade antioxidante
no tecido pulmonar do GVMNO. Entretanto, como pacientes com SDRA sao
submetidos a ventilagdo mecanica por longos periodos em unidades de terapia

intensiva, mais estudos sdo necessdrios para avaliar os mecanismos de dano
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pulmonar por lesdo oxidativa em plasma de pacientes usando a TAP e diferentes
estratégias de ventilacdo. Este conhecimento fornecera melhor entendimento da
protecdo antioxidante contra o estresse oxidativo na SDRA. O fato do NOi1 nao
ter efeito quando associado a VOAF pode ser devido ao fato de que esse modo
ventilatorio, per se, ja evita grandes variacdes de pressdes € volumes alveolares,
reduzindo a lesdo pulmonar. Entretanto, quando associado a ventilagdo mecanica

convencional os efeitos do NOi podem ser mais claramente identificados.

Estes achados podem ser também ser explicados pelas diferengas nos
modelos animais de lesao pulmonar. Idealmente, 0 modelo animal de LPA deve
reproduzir os mecanismos € as consequéncias da LPA humana, inclusive
mudangas fisioldgicas e patoldgicas. Porém, nenhum modelo animal sozinho
reproduz todas as caracteristicas da SDRA nos humanos. Os coelhos, por
exemplo, tem 57% de similaridade com a regido varidvel TLR4 e estdo
associados a moderada producdo de oxido nitrico. Diferentemente, ratos e
camundongos tém alta produgdo de 6xido nitrico, a qual ¢ discreta em humanos e

primatas (Matute-Bello et al., 2008).

Atualmente, um dos modelos de inducdo de lesdo pulmonar mais
utilizados é a lavagem alveolar com salina aquecida. E, primariamente, um
modelo de deplecdo de surfactante que causa lesdo pulmonar muito semelhante a
SDRA humana nos efeitos sobre oxigenacao, complacéncia pulmonar, atelectasia
e edema perivascular e peribronquico. Porém, induz menos infiltracdo por
macrofagos e linfécitos, a menos que outra agressdo, como a ventilacido

mecanica, seja adicionada (Matute-Bello et al., 2008).

Com relagdo a dose de NOi, ¢ recomendado que o paciente seja mantido
com a dose mais baixa associada a resposta positiva na oxigenagdo, ou seja,
acréscimo maior ou igual a 10 mmHg na relagao PaO, /Fi0O, (Cuthbertson et al.,
1997; Fioretto et al., 2003). Previamente, em estudo clinico de nosso grupo, dose
mais baixa de NOi (5 ppm) foi administrada pelo periodo mais curto de tempo

para diminuir os potenciais efeitos toxicos como formag¢do de metahemoglobina




Adiga - Discussao 64

e acumulo de dioxido de nitrogénio. O mesmo principio e dose foram utilizados
no presente estudo. Além disso, procuramos usar a mesma dose que usamos em

estudos prévios para tornd-los comparaveis (Fioretto et al., 2011, 2004).

Implica¢des Futuras

Primeiramente, em funcdo da complexidade da fisiopatologia da SDRA,
encontrar um unico tratamento para a sindrome sera dificil. Mais estudos sobre
estes mecanismos deverdo se realizados para se obter o melhor desfecho. A
avaliacdo da TAP e o teste do cometa devem continuar em uso para avaliar a
capacidade antioxidante e o estresse oxidativo dos pacientes. Como
demonstramos, esses testes podem identificar o estresse oxidativo em modelos
experimentais (Ronchi et al., 2012). Em segundo lugar, o uso de suplementos
antioxidantes poderdo ser importante recurso de tratamento destes pacientes
minimizando a lesdo causada pelo estresse oxidativo. Também demonstramos
correlacdo entre os valores de biomarcadores de estresse oxidativo no sangue
periférico e nos 6rgdos alvos, sugerindo que a avaliagdo dos sangue periférico
podera ser utilizada em grandes estudos epidemioldgicos conduzidos por

intensivistas quando a avaliacao do 6rgao envolvido ndo for possivel.
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CONCLUSAO

O ¢6xido nitrico inalatorio nao traz efeitos benéficos quando associado a
VOAF no que diz respeito ao estresse oxidativo e dano no DNA do pulmdo. De
maneira geral, a lesdo pulmonar pode ser atenuada utilizando a VOAF ou a VMC

protetora associadas ao NOi.
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Em decorréncia de nossa atuagdo no Centro de Pesquisa Clinica e
Experimental do Departamento de Pediatria — Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP, desde a implantagdo do modelo experimental de lesdo
pulmonar aguda em 2006, foi possivel a realizacdo do mestrado, da atual tese de
doutoramento e a participacdo em outros projetos do grupo. Cabe destacar o
trabalho publicado na revista Experimental Biology and Medicine 2011; 236:
1188-1196. DOI: 10.1258/ebm.2011.011085 por Ronchi CR, Ferreira ALA,
Campos FJ et al. Esse estudo comparou a ventilagdo mecanica convencional
proterora (VMC) e a ventilagdo oscilatéria de alta frequéncia (VOAF) quanto a
oxigenacdo, estresse oxidativo pulmonar, inflamacdo e lesdo pulmonar
histopatologica em modelo de lesdo pulmonar aguda (LPA) em coelhos,
utilizando, pela primeira vez na literatura, método de avaliacdo global da
oxidacdo do tecido pulmonar (Total Antioxidant Performanece). Demonstramos
que o tratamento com VAF melhora a oxigenagdo, o processo inflamatorio, reduz
o dano histopatolégico e atenua o estresse oxidativo pulmonar comparado a
ventilacdo mecanica convencional.

Mais recentemente, em 2015, novo projeto aprovado pela FAPESP sob o
nimero 2014/15683-9 (Efeito da suplementacdo com licopeno sobre o estresse
oxidativo pulmonar
induzido por lesdo pulmonar aguda experimental) estudara o papel do licopeno
no estresse oxidativo pulmonar de animais submetidos a diferentes estratégias
ventilatorias protetoras, garantindo a continuagcdo dos estudos na area e nossa

ligacdo com o grupo de pesquisa.
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A SDRA ¢ doenga respiratoria grave € que motiva a internagdo ou
complica a evolugdo de criancas e adultos gravemente enfermos. A evolugdo
muitas vezes dramatica destes pacientes exige busca incessante de novas formas
de tratamento e melhor entendimento da fisiopatologia.

Sabidamente, a SDRA apresenta fisiopatologia complexa, com lesao
pulmonar extensa e consequente diminuicao da relacdo V/Q e da oxigenacao.
Desta forma, além da estabilizacdo hemodinamica e hidreletrolitica dos
pacientes, a ventilagdo mecanica ¢ parte fundamental do tratamento. Apesar da
utilizacio da VM protetora, nem sempre os pacientes respondem
satisfatoriamente, necessitando de outras modalidades ventilatérias e tratamentos
adjuvantes.

Existem poucos estudos avaliando o papel do estresse oxidativo no
desenvolvimento e progressio da SDRA e correlacionando-o com outras
modalidades terapéuticas empregadas no condugdo dos pacientes com a
sindrome. Assim como sdo conflitantes os resultados de estudos que avaliaram a
suplementag¢ao com antioxidantes na SDRA.

Sabemos que a melhor fonte de antioxidantes, que tém um papel
fundamental no combate ao estresse oxidativo, ¢ a alimentagdo. Existe grande
variedade de alimentos ricos em antioxidantes, o que justifica estudos clinicos
mais aprofundados para avaliar se ocorrem mudangas no metabolismo oxidativo
em pacientes gravemente enfermos submetidos a suplementacao dietéticas destes

elementos.




