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RESUMO
Introducdo: A distribuicdo da lesdo pulmonar na sindrome do desconforto respiratério
agudo (SDRA) é heterogénea ocorrendo areas atelectasiadas nas porgdes dorsais.
Essas areas podem potencializar a lesdo pulmonar induzida pela ventilagdo mecanica
(VILI) visto que as pressdes geradas durante a abertura de alvéolos adjacentes aos
colapsados sdo muito maiores que as geradas globalmente. A ocorréncia do
atelectrauma pela multiplicacdo do stress pulmonar na interface entre pulméo
normoaerado e atelectasiado encontra apenas embasamento tedrico e ainda nao foi
claramente demonstrada.
Objetivo: Comparar a lesao pulmonar apés um periodo de ventilagdo mecanica (VM)
entre as regides periatelectasia e de pulmdo normoaerado de ratos com pulmao
saudavel ou com lesdo pulmonar aguda (LPA) induzida por lipopolissacarideo (LPS)
intraperitoneal em um modelo de atelectasia induzida por bloqueio brénquico.
Métodos: Vinte e quatro ratos Wistar foram distribuidos em 4 grupos: controle de LPA
e de atelectasia (SAL-C); controle de LPA com atelectasia (SAL-AT); LPA sem
atelectasia (LPS-C) e LPA com atelectasia (LPS-AT). A LPA foi induzida pela injecéo
intraperitoneal de LPS. Apds 24h, a atelectasia foi induzida pela introdugao de émbolo
através da traqueia, até sua impactacao na arvore bronquica (SAL-AT e LPS-AT). A
seguir, os animais foram submetidos a VM protetora por duas horas com
monitorizagdo da mecanica pulmonar. Duas regides pulmonares de interesse foram
submetidas a analise histologica pela aplicagdo do escore de LPA: pulméo
normoaerado e regido de periatelectasia.
Resultados: O escore de lesao pulmonar foi significativamente maior no grupo LPS-C
(0,41 £ 0,13) em comparagao com seu controle SAL-C (0,15 £+ 0,51) (p < 0,05). As

areas periatelectasia apresentaram maior lesdo pulmonar que as normoaeradas, tanto



no grupo SAL-AT (0,44 + 0,06 x 0,27 + 0,74; p < 0,05) quanto no grupo LPS-AT (0,56
+ 0,09 x 0,35 £ 0,04; p < 0,05). A lesdo nas areas periatelectasia foi maior no grupo
LPS-AT comparado ao grupo SAL-AT (0,56 + 0,09 x 0,44 + 0,06; p < 0,05).

Conclusao: A atelectasia potencializou a lesdao pulmonar ao seu redor durante um
periodo de VM. A lesao foi mais importante nos pulmdes previamente lesados por

LPS.

Palavras-chave: Sindrome do desconforto respiratério agudo, lesdo pulmonar induzida

por ventilagdo mecanica, atelectasia pulmonar, lipopolissacarideo.



ABSTRACT
Introduction: In acute respiratory distress syndrome (ARDS), the lungs have a
heterogeneous distribution of volumes and stress and thus, even protective ventilatory
parameters such as low tidal volumes and limited plateau pressure might lead to lung
injury. A theoretical model proposes that the transpulmonary pressure is not the same
in the whole lung but it is multiplied in the interface between open and collapsed lung.
Therefore, atelectatic areas could act as stress concentrators and triggers for ventilator
induced lung injury (VILI).
Objective: To compare lung injury between the periatelectasis and normoaerated lung
regions in a model of atelectasis in rats with previously healthy lungs or acute lung
injury (ALI) induced by lipopolysaccharides (LPS).
Methods: Twenty-four rats were randomized into four groups, each of them with 6
animals: control for ALI and atelectasis (SAL-C): control for ALI with atelectasis (SAL-
AT); ALl and control for atelectasis (LPS-C) and ALI with atelectasis (LPS-AT). ALI
was induced by intraperitoneal injection of LPS. After 24 hours, atelectasis was
induced by bronchial blocking. Animals underwent mechanical ventilation for 2 hours
with protective parameters and the respiratory mechanics was monitored during this
period. Thereafter, histologic analysis of two regions of interest, periatelectasis and
normoaerated lung contralateral to atelectasis, was performed.
Results: Lung injury score was significantly higher in the group LPS-C (0.41 + 0.13)
compared to its control SAL-C (0.15 £ 0.51) (p < 0.05). Periatelectasis regions showed
higher lung injury score compared to the normoaerated regions in both groups SAL-
AT (0.44 + 0.06 x 0.27 £ 0.74; p < 0.05) and LPS-AT (0.56 + 0.09 x 0.35 + 0.04; p <

0.05). Lung injury score in periatelectatic regions were higher in the group LPS-



AT (0.56 £ 0.09) compared to periatelectatic region of the group SAL-AT (0.44 £ 0.06)
(p < 0.05).

Conclusion: Atelectasis may cause injury to the surrounding tissue after a period of
mechanical ventilation with protective parameters. Its effect was more significant in

previously injured lungs.

Keywords: Acute Respiratory Distress Syndrome, Ventilator-Induced Lung Injury,

pulmonary atelectasis, lipopolysaccharides.
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1 INTRODUGAO

A ventilagdo mecanica (VM) é um suporte essencial a vida de pessoas com
sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA), pois é capaz de garantir a
manutencao das trocas gasosas e reduzir o trabalho respiratério enquanto ocorre a
resolucado do quadro (1). Entretanto, a VM pode causar o desenvolvimento de lesao
pulmonar ou agravar a lesdo preexistente, levando a condicdo denominada lesao
pulmonar induzida pelo ventilador mecanico (VILI, do inglés ventilator-induced lung
injury) (2,3).

Todos os mecanismos implicados na fisiopatologia da VILI envolvem o estresse
mecanico gerado pela presséo transpulmonar necessaria para a expansao alveolar
durante a oferta do volume corrente (V1) (4). A lesédo resulta entdo da distensao
excessiva do parénquima pulmonar, acima da capacidade de alongamento das fibras
colagenas que compdem o arcabougo conjuntivo dos pulmdes (2). No volutrauma e
barotrauma, a aplicacéo de altos V1 ou altas pressdes inspiratorias, respectivamente,
resulta na ruptura da estrutura pulmonar (3). No biotrauma, a distensdo da matriz
extracelular é percebida pelas células nela ancoradas, o que leva a transducgao de
sinais capaz de ativar a cascata inflamatéria (4-6).

O conhecimento desses mecanismos levou a instituicio de estratégias
ventilatérias protetoras, como a limitagdo do Vr, da presséo de platd (Ppat) € da
pressao de distensao (ou driving pressure, AP), as quais se associaram a reduc¢ao da
mortalidade na SDRA (7-9). Entretanto, o pulmdo da SDRA é marcado pela
heterogeneidade na distribuicdo dos volumes, havendo unidades alveolares com
diferentes graus de distensao e colapso. Isso faz com que o estresse gerado em cada

regido pulmonar em resposta a aplicagdo da presséo transpulmonar seja bastante
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variavel (10-12). Assim, é possivel que, mesmo durante o emprego de estratégias
ventilatérias que limitem a pressao transpulmonar, determinadas areas ainda sejam
expostas a niveis de estresse mecanico suficientes para a ocorréncia da VILI.

Areas particularmente suscetiveis a maior estresse sdo aquelas adjacentes a
unidades alveolares colapsadas, onde pode ocorrer o atelectrauma. Durante a
inspiracéo, a abertura dessas unidades se da as expensas de estresse multiplicado
que causa distens3o e lesdo dos alvéolos abertos ao seu redor. Areas de atelectasia
funcionariam entdo como multiplicadores de estresse sendo um gatilho para
ocorréncia de VILI, caracterizando o atelectrauma (2,13).

A possibilidade da ocorréncia do atelectrauma é, entretanto, baseada em ideias
teoricas, a partir do modelo desenvolvido por Mead et al. e da Lei de Laplace (13,14).
Mead et al. propuseram um modelo tedrico segundo o qual a distribuicao da pressao
transpulmonar pelo parénquima pulmonar se da de forma heterogénea, fazendo com
que algumas regides pulmonares sejam submetidas a estresse multiplicado e,
portanto, potencialmente lesivo. Esses autores estimaram que a presséo alveolar na
juncao entre uma area completamente atelectasiada e outra expandida € até cinco
vezes maior do que a globalmente aplicada (14). Essas ideias sao reforgadas pela Lei
de Laplace, segundo a qual a pressao necessaria para induzir alteragdes de volume
em um alvéolo depende do seu raio inicial. Ou seja, alvéolos colapsados ou com
pouco volume ao final da expiracao e, portanto, com menor raio, requerem maiores
pressodes inspiratorias para a sua abertura (13).

As evidéncias para a ocorréncia do atelectrauma além do campo tedrico séao,
entretanto, escassas. Essas baseiam-se em trabalhos experimentais que mostraram
que o emprego de estratégias capazes de prevenir o colapso alveolar ao final da

expiracao, tais como, PEEP elevada e manobras de recrutamento, foram capazes de
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atenuar ou impedir o desenvolvimento de lesdo pulmonar em animais com pulmdes
previamente lesados e sadios ventilados com altas pressdes inspiratérias e altos
volumes correntes (15-21). Entretanto, esses estudos ndo foram capazes de
demonstrar maior lesdo onde acredita-se que ocorra a multiplicagcdo de estresse, a
regido ao redor da atelectasia. Retamal et al. criaram um modelo de atelectasia néo
lobar por bloqueio brédnquico em animais com pulmdes sadios e os ventilou com
parametros sabidamente lesivos. Foi encontrado um predominio de lesdo no tecido
pulmonar da regidao periatelectasia, sugerindo que ai possa de fato haver a
multiplicagado de estresse sugerida pelo modelo tedrico de Mead et al. (22).

Nao se sabe, entretanto, como se da a distribuicio da lesdo pulmonar durante
a VM em condi¢des que se se aproximam mais da pratica clinica, nas quais pulmbdes
previamente inflamados sao ventilados com parametros protetores. Nossa hipétese é
de que mesmo com o emprego de parametros ventilatérios protetores, que limitem a
pressao transpulmonar, o estresse mecanico gerado ao redor das areas de atelectasia
seja suficiente para gerar lesdo ao tecido pulmonar em pulmdes previamente

inflamados.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A LESAO PULMONAR INDUZIDA PELA VENTILACAO MECANICA

Ha cerca de 70 anos a VM foi aperfeicoada e passou a ser utilizada em larga
escala no cuidado de pessoas com insuficiéncia respiratoria, dando origem a terapia
intensiva tal qual conhecemos hoje (23). Entretanto, enquanto a VM trazia um
importante avango para a medicina, com aumento substancial da sobrevida do doente
critico, nasciam preocupagdes acerca dos possiveis efeitos deletérios da ventilagao
com pressao positiva. Esses envolviam alteragdes hemodindmicas resultantes da alta
pressao intratoracica, fibrose pulmonar devido as altas fragdes inspiradas de oxigénio
e lesdo pulmonar pelo efeito mecanico da ventilagado sobre os pulmdes (24,25). Hoje,
a VM permanece como suporte fundamental ao doente critico com insuficiéncia
respiratoria, porém, apesar do progresso no aperfeicoamento dos aparelhos e dos
modos ventilatorios e do emprego de estratégias ventilatorias chamadas protetoras, a
possibilidade do surgimento de lesdo pulmonar (ou piora de uma lesao preexistente)
durante a VM ainda é uma realidade. Esta condicdo € denominada lesdo pulmonar
induzida pelo ventilador mecanico (VILI, do inglés ventilator-induced lung injury) e vem
sendo extensamente estudada (2,3).

A fisiopatologia da VILI inclui diferentes vias que atuam de forma sinérgica e
contribuem de forma variada para o desenvolvimento da lesao final. Essas vias foram
denominadas barotrauma e volutrauma, resultantes da aplicagdo no parénquima
pulmonar de pressao ou volume excessivos (3,4); atelectrauma, resultante da
ocorréncia de estresse de cisalhamento na interface entre unidades alveolares

abertas e colapsadas (13); e biotrauma, traduzido pela participagdo de uma atividade
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inflamatoria em resposta aos efeitos mecanicos citados anteriormente (26). Do ponto
de vista histopatologico, a VILI caracteriza-se pelo comprometimento da integridade
do endotélio vascular e do epitélio pulmonar e compartilha com a SDRA muitos dos

seus aspectos patologicos (27,28).

2.1.1 BAROTRAUMA E VOLUTRAUMA

O conhecimento de que a aplicagdo de pressao positiva aos pulmdes poderia
resultar em lesao precede a ampla utilizacdo da VM e foi registrado no trabalho de
Fothergill que, em 1744, relatou o sucesso obtido na ressuscitagao de um trabalhador
em minas de carvdo em parada respiratdria feita com respiragao boca a boca. O autor
justificou a nao utilizacdo de foles para a insuflagdo pulmonar do paciente, pois as
altas pressodes geradas por este aparato poderiam levar a lesdo dos pulmdes (29). Ja
em 1912 Whoolsy relatou a ocorréncia de pneumotérax em pacientes que tiveram o
térax insuflado com presséao positiva durante anestesia (30). Apesar desses registros,
inicialmente, os efeitos deletérios mais temidos da VM eram instabilidade
hemodinamica e fibrose pulmonar devido as altas fragbes inspiradas de oxigénio (24).

Ao longo da década de 1970 houve crescente preocupacéo acerca dos efeitos
mecéanicos da VM sobre os pulmbes e estes foram a principio denominados
barotrauma. Esta condigdo se devia a ruptura alveolar com subsequente fuga aérea
para além dos pulmdes em pacientes ventilados com pressao positiva e se
manifestava como pneumotorax, pneumomediastino ou enfisema de subcuténeo (31).
O nome barotrauma originou-se do fato de a lesdo pulmonar durante a VM ser
consequéncia das altas pressdes impostas ao sistema respiratorio, o que foi

demonstrado em estudos experimentais. Marcotte et al. demonstraram a ocorréncia
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de enfisema do intersticio pulmonar em caes ventilados com pressdes de pico acima
de 33 cm H20 (32). Lenaghan et al. demonstraram a ocorréncia de ruptura do
parénquima pulmonar distal ao bronquiolo terminal em caes normotensos ventilados
com pressdes de pico acima de 65 cm H20 e em cées hipotensos ventilados com
pressodes de pico acima de 31 cm H20 (33).

Macklin et al. ja4 haviam tentado explicar o mecanismo pelo qual se dava o
barotrauma. Para estes autores, quando o gradiente de presséo intersticial excedesse
um certo nivel critico, tal como ocorre durante a VM, sobretudo quando empregadas
altas pressdes, ocorreria a ruptura dos alvéolos adjacentes ao septo interlobular e ao
tecido conectivo perivascular, com passagem de ar do espago aéreo para o intersticio
e dai para o hilo e espaco pleural resultando em pneumotdrax e pneumomediastino
(34).

Ao longo da década de 1970, diversos trabalhos mostraram que a ruptura do
espaco aéreo durante a VM observado nos estudos experimentais também ocorria na
pratica clinica. Nesses trabalhos clinicos, a incidéncia de pneumotorax,
pneumomediastino e enfisema de subcuténeo, o barotrauma, variou de 0,5% a 38%
entre pacientes submetidos a VM e relacionou-se sobretudo ao uso do modo volume
controlado, situagcdo em que maiores pressdes inspiratérias eram empregadas
(31,35-39).

Embora o termo barotrauma incluisse apenas as manifesta¢des da fuga aérea
para além do alvéolo (pneumotdorax, pneumomediastino e enfisema de subcutaneo),
0 emprego de altas pressdes inspiratorias durante a VM, ainda que nao levasse a
ruptura alveolar, poderia resultar em outras formas de lesdo pulmonar mais sutis e
nao clinicamente aparentes. Diversos estudos experimentais com animais ventilados

com altas pressdes encontraram dano a barreira alvéolo capilar demonstrado por
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maior permeabilidade a solutos, as vezes com formagao de edema, alteragbes na
mecanica pulmonar e na agdo do surfactante, gerando um quadro semelhante a
SDRA (37-42).

Webb e Tierney foram os primeiros autores a demonstrar que a VM com altas
pressdes resulta em edema pulmonar mesmo sem a ocorréncia do classico
barotrauma. Neste trabalho, ratos foram ventilados com diferentes combinacdes de
pressao inspiratoria e PEEP e foi observado que animais ventilados com pressdes de
30 ou 45 cm H20, com ou sem PEEP, desenvolveram edema perivascular, enquanto
aqueles ventilados com pressdo de 45 cm H20 e sem PEEP apresentaram também
edema alveolar. Ao contrario, ndo houve formag¢ao de edema nos animais ventilados
com pressao mais baixa (14 cm H20) e nenhum animal com edema desenvolveu
barotrauma expresso como pneumotérax, pneumomediastino e enfisema de
subcutaneo (18). Mais tarde Dreyfuss et al. ndo s6 confirmaram a formagao de edema
pulmonar em ratos ventilados com as mesmas pressodes inspiratorias (45 cm H20),
como também demonstraram, in vivo, evidéncia morfolégica de lesdo do endotélio e
epitélio, assim como aumento da permeabilidade da barreira alvéolo capilar a
albumina (40). Dessa forma, seu trabalho forneceu substrato para a hipétese de que
um dos fatores responsaveis pelo edema pulmonar seria a lesdao da sua
microvasculatura, resultando em aumento da permeabilidade vascular e consequente
extravasamento de fluido para intersticio e alvéolos, tal como ocorre na SDRA. Outros
autores corroboraram tais achados e também demonstraram aumento da
permeabilidade do epitélio e endotélio alveolares em animais expostos a altas
pressoes inspiratorias (41-44).

As consequéncias deletérias da VM para os pulmdes foram, por um tempo,

atribuidas somente ao emprego de altas pressdes inspiratérias, até que Dreyfuss et
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al. conseguiram dissociar pressao inspiratéria e V1 e avaliar o efeito de cada um
desses fatores mecanicos de forma isolada sobre os pulmdes. Para tanto, esses
autores repetiram seus experimentos com animais ventilados com altas pressodes,
porém desta vez introduziram a PEEP e adicionaram um grupo de animais com térax
enfaixado. Este grupo, apesar de ser ventilado com altas pressbes em vias aéreas,
apresentava baixos Vt devido a impossibilidade de expansdo do térax. Como
resultado, os animais com térax contido e, portanto, com alta pressao, porém baixo
V1, ndo desenvolveram edema ou lesdo vascular. Ja o grupo sem contencao do térax,
quando ventilado com altas pressdes inspiratorias e altos V1, desenvolveram lesao
pulmonar. Este trabalho demonstrou que talvez o fator determinante para lesao
pulmonar em pacientes em VM seria hiperinsuflacédo decorrente do emprego de altos
V1 e ndo as altas pressdes, dando origem ao termo volutrauma (20). Embora o
volutrauma tenha nascido a partir do trabalho de Dreyfuss, previamente, Egan et al.
ja haviam demonstrado que para a ocorréncia da lesdo pulmonar era necessario que
a aplicacao de altas pressdes resultasse em sobredistensao alveolar. Esses autores
ventilaram coelhos com aplicacédo de uma mesma pressao (40 cm H20) ao pulmao
inteiro, limitado pela caixa toracica, e apenas a uma porg¢ao isolada do pulmao sem a
limitacdo da caixa toracica, e, portanto, com maior possibilidade de expansao sobre
os alvéolos vizinhos. A ventilagdo da porgao isolada do pulmao resultou em maior
distensao alveolar e apenas esses animais desenvolveram lesao pulmonar expressa
por aumento da permeabilidade do epitélio respiratorio (42). Posteriormente,
Hernandez et al. e Carlton et al. também isolaram os fatores volume e presséao
ventilando animais com e sem contengao do torax e corroboraram os achados prévios,
mostrando que altas pressdes ndo acompanhadas de altos V1 ndo resultavam em

lesdo pulmonar (45,46).
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2.1.2 BIOTRAUMA

Estudos posteriores mostraram que o emprego de forcas mecanicas extremas
(altos VT e altas pressdes inspiratorias) durante a VM pode resultar em lesao dos
pulmdes nao somente por efeito mecanico direto sobre a estrutura pulmonar levando
a sua ruptura, mas também pode deflagrar uma resposta inflamatéria que contribui
para a lesdo. Por este mecanismo, o estiramento pulmonar, mesmo que em
magnitude insuficiente para romper a sua estrutura, atua sobre as células e tecidos
como um sinal biolégico, pelo fenbmeno da mecanotransdugao. Esse sinal é capaz
de levar a alteragbes na expressao génica e no metabolismo celular que resulta na
ativacdo de uma cascata inflamatoria. Essa via inflamatéria da VILI foi denominada
biotrauma e dela participam células e mediadores inflamatorios, que atuam tanto a
nivel pulmonar quanto sistémico (4-6,47).

A possibilidade da presenca de um processo inflamatério na fisiopatologia da
VILI comegou a ser aventada quando alguns estudos experimentais mostraram a
participagado de granuldcitos na patogénese dessa lesdo. Hamilton et al. encontraram
grande numero de granulécitos em meio a pulmdes lesados durante a VM (48). A partir
deste achado, Kawano et al. demonstraram que coelhos com deplecao de
granulécitos ndo desenvolviam lesdo pulmonar durante a VM, diferentemente dos
animais sem a deplecao, levando a conclusdo de que a VILI nesses animais foi
provavelmente mediada por granuldcitos ativados (49). Além disso, o papel dessas
células no desenvolvimento de lesdo pulmonar induzida por outros fatores além da
VM, tais como endotoxemia e embolizagao, ja havia sido demonstrado anteriormente

(26,50,51).
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Tremblay et al., partindo desses achados, realizaram um estudo experimental
ex-vivo, com pulmdes de rato que receberam lipopolissacarideo (LPS) por via
endovenosa ou ndo, submetidos a VM com diferentes ajustes. Os pulmdes ventilados
com parametros mais extremos, que resultavam em sobredistensao e abertura e
fechamento ciclico dos alvéolos (altos VT, 40 ml/Kg e zero PEEP), apresentaram maior
nivel de citocinas inflamatérias (IL-1B, TNF-a, IL-6, MIP-2, IFN-y, IL-10) no lavado
broncoalveoar (LBA), quando comparados aos pulmdes ventilados com PEEP de 10
cm H20 e V1 mais baixo (15 ml/Kg). Os animais que receberam estimulo inflamatorio
com LPS por via endovenosa apresentaram aumento ainda mais expressivos de TNF-
a e MIP-2 independente da estratégia ventilatoria. Este estudo mostrou que a VM com
parametros mais agressivos, por si s6, € capaz de deflagrar uma resposta inflamatéria
pulmonar (26). Outros trabalhos experimentais corroboraram seus achados,
mostrando que a VM com altos V7 resultava em elevacao de citocinas no LBA (52—
54). Por outro lado, o emprego de estratégias protetoras, como o uso da PEEP,
relacionou-se a menor aumento de citocinas inflamatérias no LBA (17,55). A
possibilidade de participagédo das citocinas no processo fisiopatolégico da VILI foi
reforcada por estudos experimentais que buscaram anular o efeito do TNF-a e da IL-
1 a partir do pré-tratamento de animais com antagonistas do receptor da IL-1 ou com
anti-TNF-a. O bloqueio da agéo dessas citocinas resultou em menos lesdo pulmonar
(56,57)

A hipétese de que o estiramento do epitélio pulmonar que ocorre durante a VM
leve a ativagdo da cascata inflamatéria foi também testada ex-vivo, em culturas de
células. Células epiteliais alveolares submetidas a estiramento apresentaram
producdo aumentada de IL-8, um importante quimioatrativo de neutréfilos (58).

Quando varios tipos celulares foram expostos a estiramento ciclico, os macréfagos
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mostraram-se como as células mais importantes na secrecao da IL-8 (59). Mais tarde
foi demonstrada uma importante participacdo do epitélio respiratério submetido a
estratégias ventilatorias sabidamente lesivas na producgéo de IL-6 e TNF-a (16).
Acredita-se que a resposta inflamatéria deflagrada nos pulmodes pela VM néo
permanece restrita a este 6rgao, mas estende-se para outros 6rgaos e assim contribui
para a ocorréncia da sindrome da disfungdo de multiplos érgéos. Chiumello et al.
avaliaram a resposta inflamatéria a diferentes estratégias ventilatorias com alto e
baixo V1, com e sem PEEP, e encontraram maiores titulos de citocinas ndo sé no LBA,
mas também na circulagao sistémica dos animais ventilados com altos V1 e sem PEEP

(17).

2.1.3 ATELECTRAUMA

Mais recentemente, o atelectrauma foi proposto como mais um mecanismo
implicado na fisiopatologia da VILI. Esse ocorre pela multiplicagdo da forca de
distensado alveolar nas regides adjacentes as areas de atelectasia. Além disso, a
abertura e fechamento ciclicos de alvéolos que ocorre quando unidades alveolares
recrutadas na inspiragdo ndo sdo mantidas abertas na expiragdo fazem com que a
multiplicagdo do estresse nessas regides ocorra de forma repetida a cada ciclo
respiratorio (13,14,22). A possibilidade da ocorréncia do atelectrauma foi inicialmente
baseada em ideias tedricas a partir do modelo desenvolvido por Mead et al. e da Lei
de Laplace (13,14). Mead et al. propuseram um modelo tedrico segundo o qual a
distribuicdo da pressao transpulmonar pelo parénquima pulmonar se da de forma
heterogénea, fazendo com que algumas regides pulmonares sejam submetidas a

estresse multiplicado e, portanto, potencialmente lesivo. Esse modelo serviu de
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embasamento tedrico para o atelectrauma. Para desenvolvé-lo os autores apoiaram-
se nas consideragdes seguintes. A for¢ca que atua sobre o parénquima pulmonar para
distendé-lo é a pressao transpulmonar, ou seja, a diferenga de pressao entre as vias
aeéreas e o espaco pleural. Em um primeiro momento pode-se assumir que o estresse
se distribui de forma uniforme a todas as unidades alveolares. Entretanto, em um
pulm&o heterogéneo, com unidades alveolares com diferentes graus de distensao e
colapso, a pressao transpulmonar é variavel e, em cada regiao pulmonar, o estresse
depende do raio dos alvéolos vizinhos. Quando uma regido pulmonar modifica seu
grau de distensao para mais ou para menos, o estresse na superficie externa a essa
regido, que atua sobre os alvéolos ao seu redor, ocorre de forma a se opor a diregao
da mudanga na distensdo. Ou seja, se uma regido pulmonar se encontra
atelectasiada, a forga que atua na sua superficie externa tende a distender os alvéolos
ao seu redor, levando-os ao sentido oposto ao colapso. Assim, alvéolos ao redor de
areas de atelectasia estariam sujeitos a altas pressdes transpulmonares e por isso
seriam mais propensos a lesdo durante a VM. Partindo dessas premissas, Mead nao
sO propOs que areas pulmonares colapsadas funcionariam como multiplicadores de
estresse ao seu redor, como calculou a magnitude dessa multiplicagéo, que seria de
quatro a cinco vezes a pressao transpulmonar (14).

O conhecimento da lei de Laplace auxilia na compreensao do papel do colapso
alveolar na multiplicacédo da pressao transpulmonar proposto por Mead. Segundo
Laplace, P = 2y/r, em que P é a press&o necessaria para estabilizar o alvéolo, y é a
tensdo superficial ar-liquido e r € o raio do alvéolo (13). Dai, a pressao critica de
abertura alveolar € inversamente proporcional ao raio do alvéolo. Assim, a pressao
necessaria para induzir alteracées de volume em um alvéolo depende do seu raio

inicial, ou seja, alvéolos colapsados ou com pouco volume ao final da expiragao e,
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portanto, com menor raio, requerem maiores pressdes inspiratorias para a sua
abertura.

Da lei de Laplace compreende-se também que o surfactante pulmonar, ao
reduzir a tensao superficial ar-liquido, leva a necessidade de menores pressdes para
abertura e estabilizacao alveolar (13). A abertura e fechamento ciclicos dos alvéolos,
além de levar a aplicagao de estresse repetido ao parénquima pulmonar, contribui
para reducao da acao do surfactante. Isso ocorre porque, quando o alvéolo se colapsa
completa ou parcialmente, sua superficie interna torna-se menor que a area
necessaria para a distribuicdo do surfactante, o qual é expulso para fora do alvéolo e
se perde em diregao as vias aéreas (60—62). Assim, o processo de colapso e abertura
alveolar resulta em aumento do estresse no parénquima pulmonar tanto pelo aumento
da tensdo superficial (pela deplecdo de surfactante), quanto pela redu¢ao do raio

alveolar.

2.1.3.1 EVIDENCIAS PARA A OCORRENCIA DO ATELECTRAUMA

A possibilidade real de ocorréncia do atelectrauma, além do campo teérico, foi
inicialmente sugerida por diversos trabalhos experimentais que mostraram que o
emprego da PEEP e assim, a prevenc¢ao do colapso alveolar ao final da expiragao, foi
capaz de atenuar ou impedir o desenvolvimento de lesao pulmonar em animais com
pulmdes previamente lesados e sadios ventilados com altas pressdes inspiratorias e
altos V1. Em animais ventilados com altas pressdes inspiratorias (45 cm H20), o
emprego de uma PEEP de 10 cm H20 foi capaz de prevenir a formagao de edema
pulmonar (18,20). Entretanto, esse efeito protetor da PEEP poderia dever-se nao a

menor estresse no parénquima pulmonar, mas a seus efeitos hemodinamicos com
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reducao do retorno venoso. Essa hipétese foi reforgada pelo trabalho de Dreyfuss et
al. que mostraram que embora animais ventilados com alta ou baixa PEEP
apresentassem aumento da permeabilidade capilar pulmonar de mesma magnitude,
apenas aqueles com PEEP baixa apresentavam edema, o que poderia ser justificado
pela redugéo do retorno venoso ocasionada pela aplicagao da PEEP (15). Entretanto,
estudos posteriores com pulmbes excisados e, portanto, sem os efeitos
hemodinamicos da PEEP, confirmaram o seu papel protetor (21). Além disso, menor
inflamacéo, inferida por menor expresséo de citocinas inflamatorias tanto nos pulmoes
quanto na circulagao sistémica foi encontrada em animais ventilados com alta PEEP,
comparados aqueles ventilados com baixa PEEP (17,26).

O emprego da PEEP foi estudado de forma mais refinada no trabalho de
Muscedere et al. (21). Em seus experimentos os autores testaram a hipotese de que
a ventilagdo com volumes pulmonares baixos ao final da expiragao resultaria em maior
lesdo pulmonar. Para tanto, os autores ventilaram, com diferentes niveis de PEEP,
pulmdes excisados e previamente lesados com depleg¢ao de surfactante por multiplas
lavagens pulmonares. Diferentemente dos demais trabalhos que escolheram um valor
empirico para PEEP, estes autores utilizaram a curva presséo volume para determina-
lo, certificando-se assim que os pulmdes ventilados com PEEP alta realmente teriam
alvéolos mais abertos e estaveis. A PEEP foi entdo escolhida como um valor acima
ou abaixo do ponto de inflexao inferior da curva. Seus experimentos mostraram que a
ventilagdo com volumes pulmonares baixos ao final da expiragdo, ou seja, com a
PEEP ajustada em um valor abaixo do ponto de inflexdo inferior da curva, onde
pequenas variagoes de volume requerem grandes variagdes de pressio, resultou em

piora da complacéncia pulmonar e da lesdo pulmonar preexistente.
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Lichtwarck-Aschoff et al. trabalharam com niveis elevados de PEEP intrinseca
de forma a ndo apenas prevenir o colapso, mas promover o recrutamento alveolar.
Para tanto, desenvolveram o mesmo modelo de lesdo pulmonar por deplecdo de
surfactante em leitdes que foram ventilados com cinco modos ventilatorios diferentes
com ajustes da relagdo entre inspiracdo e expiragdo para manter uma pressao
alveolar ao final da expiragdo em 16 cm H20 e a PaCO2 em torno de 30 mm Hg. Esse
estudo mostrou que o ajuste da VM de forma a gerar uma PEEP intrinseca permitiu
que amplitudes de pressdo menores fossem necessarias para se chegar a niveis
adequados de PaCO2 e PaO2. Logo apds a inducao da lesdo pulmonar aguda, uma
amplitude de pressdo (presséo inspiratéria menos pressao alveolar ao final da
expiracao) de cerca de 40 cm H20 por cerca de 5 a 10 minutos foi necessaria para
abrir os pulmdes colapsados. Apds esse periodo, menores amplitudes de pressao, de
16 a 23 cm H20, foram suficientes parta manter as trocas gasosas adequadas (19).

A lei de Laplace auxilia na compreensao dos mecanismos implicados nos
achados de Lichtwarck-Aschoff et al. e Muscedere et al. Alvéolos colapsados possuem
menor raio e sao, portanto, mais dificeis de serem expandidos e mais instaveis. Assim,
a expansao alveolar a partir do colapso se da as expensas de maior gradiente de
pressao e maior estresse € gerado no parénquima pulmonar. Ao promoverem a
abertura e estabilidade alveolar, esses autores fizeram com que, menor stress fosse
necessario para se chegar a um mesmo strain. Se aplicarmos a teoria de Mead,
entende-se a importancia de se trabalhar com amplitudes menores de pressao de
distensdo alveolar, pois em areas de colapso essas podem ser ainda mais elevadas.
Além disso, alvéolos instaveis estao sujeitos a abertura e fechamento ciclicos que
resulta em estresse repetitivo e interfere na dinamica e funcdo do surfactante

pulmonar.
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O papel da atelectasia como um multiplicador de estresse e gatilho para lesao
pulmonar durante a VM também pbde ser observado em alguns estudos que
buscaram mapear a distribuicdo topografica da lesdo durante a VM e comparar a sua
magnitude entre regides com diferentes graus de colapso e distensao alveolar. Muitos
desses trabalhos empregaram o modelo de lesdo pulmonar induzido por multiplas
lavagens pulmonares, que leva a deplegédo de surfactante e caracteriza-se por uma
distribuicdo heterogénea de volumes pulmonares, com grandes areas de colapso
alveolar nas regides dependentes. Tsuchida et al., empregando esse modelo,
avaliaram a distribuicdo da lesao pulmonar em ratos ventilados com altos V1 (25 ml/kg)
e uma PEEP de 5 cm H20. Além de encontrar maior lesdo pulmonar, demonstrada
por analise histoldgica e por expressdo de marcadores inflamatérios nas regides nao
dependentes, interessantemente foi demonstrada auséncia de lesdo nas regides
pulmonares atelectasiadas (63). Seus achados foram corroborados pelos de Borges
et al., que estudaram porcos também com lesdo pulmonar induzida por deplegédo de
surfactante ventilados com parametros lesivos (64). Esses autores encontraram maior
inflamacédo nas regides intermediarias, normoaeradas ou pobremente aeradas
demonstrada pelo aumento da captagdo de glicose marcada na tomografia
computadorizada por emissao de positrons. Rouby et al. em um estudo histolégico do
pulmao de pacientes com SDRA, ventilados com V1 de 9 a 12 ml/Kg, encontraram
maior concentracao de pseudocistos, um marcador da ocorréncia de barotrauma, ao
redor das areas de atelectasia (65). Os resultados desses trabalhos estdo de acordo
com a explicagao tedrica do mecanismo do atelectrauma que apoia a ideia de que a
multiplicacdo de estresse causada pela atelectasia resulta em dano as regides
vizinhas, fora da area colapsada. Além disso, o trabalho de Borges et al., ao encontrar

maior lesdo nas regides intermediarias entre a area de colapso e sobredistenséo,
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demonstra que diferentemente do que é proposto para o barotrauma e volutrauma, a
lesdao pulmonar pode ocorrer na auséncia de sobredistensao alveolar.

Mais tarde, Retamal et al. desenvolveram um modelo de atelectasia induzido
por bloqueio bronquico que permitiu avaliar de forma mais acurada a regido de
periatelectasia, onde acredita-se que atue a multiplicagao de estresse causada pelas
unidades alveolares colapsadas. Esse modelo resultou em uma pequena area de
atelectasia nao lobar em ratos com pulmdes previamente saudaveis. Apés um periodo
de VM com paréametros lesivos (V1 de 10 ou 20 ml/Kg), foi demonstrada maior lesdo
tecidual e maior expressdao de marcadores inflamatérios na regido periatelectasia
comparada a uma regido normoaerada, distante da atelectasia. Esses achados
servem como evidéncia para a ocorréncia do atelectrauma (22). Entretanto, assim
como nos demais trabalhos citados, os animais foram ventilados com parametros de
VM bastante lesivos, muito diferentes dos atualmente utilizados na pratica clinica. Nao
foi demonstrado ainda se areas de colapso alveolar quando submetidas a parametros
ventilatorios considerados protetores seriam capazes de gerar estresse suficiente

para a ocorréncia de lesdo pulmonar.

2.2 ESTRUTURA PULMONAR E AS FORCAS QUE NELA ATUAM DURANTE A VM

A melhor compreensao da fisiopatologia da VILI e dos mecanismos implicados
no atelectrauma requer o conhecimento das forgcas que atuam sobre a estrutura
pulmonar durante a VM, das caracteristicas das estruturas que compdem o tecido
pulmonar e do comportamento biomecanico deste tecido em resposta a aplicagao de

tais forcas.
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O sistema respiratério € composto pelos pulmdes e pela caixa toracica e a cada
ciclo respiratério, durante a inspiracido, essas estruturas se expandem e, durante a
expiragao, elas retornam para sua posicao de repouso. Considerando-se esses dois
componentes do sistema respiratorio, a pressao imposta nas vias aéreas durante a
fase inspiratoria pode ser decomposta em duas fragdes: uma que atua para distender
os pulmdes e outra que vence a resisténcia imposta pela caixa toracica. Dessa forma,
a forca que de fato distende os alvéolos é a resultante da pressdo imposta as vias
aéreas pelo ventilador (Paw) menos a pressao pleural (Pp) € € denominada pressao
transpulmonar. Pl = Paw — Ppi (66).

Situagdes em que ha maior pressao ou resisténcia da caixa toracica a
expansao pulmonar resultam em menores pressoes transpulmonares. Dessa forma
pode-se compreender que durante os experimentos de Dreyfruss, ainda que os
animais fossem ventilados com altas pressdes presentes nas vias aéreas, essas eram
contrapostas por uma alta pressdo da caixa toracica que se encontrava enfaixada
(20). Assim, nesses animais a pressao transpulmonar resultante era normal e nao
havia desenvolvimento de lesdo pulmonar. Por outro lado, em pulmdes heterogéneos,
segundo a teoria de Mead et al., a pressao transpulmonar pode estar multiplicada em
alvéolos adjacentes as areas de atelectasia (14). Portanto, o desenvolvimento de
lesdo pulmonar ndo depende da pressao aplicada nas vias aéreas, mas sim da
pressao transpulmonar resultante.

Outra forma de compreender a atuacao das forgas sobre os pulmdes € por meio
da aplicagdo dos conceitos de stress e strain. Stress é definido como a tensao gerada
por um material em resposta a aplicagao de uma forga dividida por sua area de secgao
transversal. Considerando os pulmdes como o material que recebe tal forga, o stress

é traduzido como a pressao transpulmonar. Ja o strain é definido como a deformacéao
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do material que resulta do stress aplicado (67,68). Durante a VM, a pressao
transpulmonar leva a deformagao dos alvéolos a partir de um volume de repouso (Vo)
até o seu enchimento pelo Vr1. Dessa forma, o strain nos pulmdes gerado pelo stress
(pressao transpulmonar) é a variagao do seu volume expressa como V1/Vo. Em seu
estado de repouso, isto €, quando a musculatura da caixa toracica se encontra
relaxada e a pressao nas vias aéreas iguala-se a pressao atmosférica, os pulmdes
ainda sofrem acao da Pp fazendo com que seu volume de repouso Vo nao seja igual
a zero, mas sim igual a sua capacidade residual funcional (69).

Durante a VM com pressao positiva, a elevagao da pressao nas vias aéreas é
obtida por meio do deslocamento de ar para dentro dos pulmdes. Portanto, ao passo
que os alvéolos se enchem de ar (strain), a pressao no sistema respiratorio se eleva
(stress). E possivel entdo compreender que stress e strain sdo grandezas
dependentes e resultantes uma da outra. Assim, com a introdugao dos conceitos de
stress e strain, os termos barotrauma e volutrauma perdem seu sentido, uma vez que
a aplicacao tanto de pressao quanto de volume aos pulmdes resulta em um mesmo
fendbmeno: a deformagao da estrutura pulmonar que, quando ocorre de forma
excessiva, pode resultar em dano (2).

A relagao entre o stress e o strain nos tecidos pode ser descrita por uma
equacao constitutiva. Equacdes constitutivas sdo empregadas para estabelecer a
relacdo entre as varidveis mecanicas de um sistema fisico. Elas descrevem o
comportamento biomecanico do tecido, que depende apenas de sua organizagao
molecular interna. Em outras palavras, a equacédo constitutiva permite prever a
deformacéo do tecido (strain) em resposta a tensao a ele imposta (stress) (70).

Se considerarmos os pulmdes como um material de comportamento elastico,

sua equacao constitutiva pode se basear na lei de Hooke que determina a deformacgao
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(strain) sofrida por um corpo elastico (os pulmdes) em reposta a aplicacdo de uma
forga (stress) (68, 69). Assim, de forma simplificada, equagéao constitutiva dos pulmoes
pode ser descrita como uma igualdade:
Stress = K x strain

em que K é a elastancia especifica, uma constante intrinseca ao comportamento
biomecanico do tecido pulmonar. Em termos praticos, K equivale a presséao
transpulmonar gerada nos pulmdes quando o Vr se iguala ao volume pulmonar de
repouso. Ou seja, neste grau de deformacgao ou enchimento, os pulmdes encontram-
se com o dobro do seu volume em relagéao ao repouso (71). Entretanto, os pulmdes,
assim como a maior parte dos tecidos, tém um comportamento descrito como
viscoelastico, o que faz com que a relagdo entre stress e strain seja na verdade néo
linear, tempo-dependente e apresente propriedades dinamicas. Dessa forma, durante
a aplicagcdo de forgas ao pulmao, podemos dividir seu comportamento em dois
componentes: o viscoso e o elastico (72). O componente elastico, que obedece a lei
de Hooke, pode ser descrito como uma mola em que toda a forga aplicada para a
alongar é gasta para que ela retorne ao seu repouso, nao havendo assim dissipagao
de energia (68). J& o componente viscoso envolve a dissipagédo de energia de forma
que, a cada vez que o pulmdo se distende, alguma energia é dissipada em suas
estruturas (72).

A incapacidade dos pulmdes de armazenarem e utilizarem toda a energia
aplicada para distendé-lo no seu retorno ao repouso faz com que mais pressao seja
necessaria para distender os pulmdes do que para expirar o volume inspirado. Isso
pode ser notado na curva pressao-volume, na qual a alga inspiratéria é diferente da
alca expiratéria, sendo a area entre as duas curvas chamada histerese. A histerese

deve-se ao comportamento viscoelastico dos pulmdes e correlaciona-se com a
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quantidade de energia dissipada no tecido pulmonar a cada ciclo. A importancia de se
compreender que ocorre uma perda de energia para o tecido pulmonar reside no fato
de que essa energia leva a lesdo pulmonar (73,74)

Esse comportamento biomecanico descrito para o tecido pulmonar resulta da
combinagao complexa das propriedades do seu intersticio, parénquima, vias aéreas
e da interface gas liquido onde ha o surfactante (75). O intersticio pulmonar € um
tecido conjuntivo que envolve alvéolos, vasos e vias aéreas formando um arcabouco.
Este tecido é composto por células, em sua maioria fibroblastos, miofibroblastos,
monacitos e linfécitos, e por uma matriz extracelular formada principalmente por fibras
de colageno e elastina mergulhadas em uma base gelatinosa composta por
proteoglicanas (76). As fibras de colageno e elastina sdo responsaveis por suportar
as forgas aplicadas aos pulmdes e por isso atuam como ponto central na determinacgao
da relacéo entre stress e strain no tecido pulmonar. Essas fibras interagem entre si,
modificam sua conformagdo durante a distensdo alveolar e ditam a possibilidade
deformacéao da estrutura (strain) diante da aplicagcao de stress (75,77).

A observacgao do tecido pulmonar por microscopia permitiu conhecer melhor a
disposigcado das fibras de colagenos e elastina na estrutura pulmonar. As fibras de
colageno estado presentes em um ou mais feixes ao redor dos ductos alveolares, de
onde emitem ramos para as paredes alveolares. As fibras de elastina se dispdem de
forma paralela as de colageno obedecendo a mesma distribui¢ao, ainda que de forma
independente e sem se entrelacarem. Nas paredes alveolares, as fibras advindas dos
ductos alveolares encontram-se com outra rede de fibras que parte da pleura visceral
(78,79). As fibras de elastina sao elasticas e se alongam quando submetidas ao stress.
Ja as fibras de colageno néo sao distensiveis, porém encontram-se enroladas e,

durante a distens&o alveolar que ocorre na inspiragdo, aumentam em comprimento ao
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se desenrolarem. Assim, postula-se que a propriedade elastica do tecido pulmonar
pode ser determinada pela elasticidade das fibras elasticas e pelo enrolar e desenrolar
das fibras colagenas (80). Quando as fibras colagenas encontram-se completamente
desenroladas, as fibras elasticas ainda possuem potencial de alongamento. Essa
caracteristica faz com que as fibras colagenas atuem como um limitador da extensao
até a qual é possivel distender os alvéolos (75,77,81). A aplicagao adicional de for¢a
aos pulmdes, quando nao é mais possivel desenrolar fibras colagenas, podera causar
a ruptura da estrutura pulmonar e consequentemente lesdo pulmonar (2). A leséo
pulmonar pode, entretanto, ocorrer mesmo antes da ruptura de fibras da sua estrutura,
pois a distensédo das células que se encontram ancoradas a sua matriz pode gerar
estimulos que resultam na ativacdo da cascata inflamatéria levando ao biotrauma
(4,6,82). O conteudo de ar nos pulmdes no momento em que as fibras colagenas
encontram-se completamente desenroladas equivale a capacidade pulmonar total.
Dessa forma, para que nio ocorra lesao, o stress gerado pela aplicacdo de uma forca
aos pulmdes néo deve resultar em strain que ultrapasse o limite de alongamento das
fibras colagenas, ou a sua capacidade pulmonar total (67).

Assim, entende-se que nas regides submetidas a pressdes multiplicadas, como
pode ocorrer em areas adjacentes a atelectasia, o stress resultante poderia levar a
lesdo pulmonar por ruptura da estrutura pulmonar ou por deflagragédo de uma resposta

inflamatoria.

2.3 SINDROME DO DESCONFORTO RESPIRATORIO AGUDO (SDRA)

2.3.1 DEFINICAO E DIAGNOSTICO DA SDRA
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A SDRA ¢é uma sindrome clinica complexa e heterogénea que resulta da lesao,
de natureza inflamatéria, da membrana alvéolo-capilar (barreira constituida pelo
epitélio alveolar e endotélio) que leva ao aumento da permeabilidade capilar e
formagdo de edema alveolar rico em proteinas. Clinicamente a SDRA manifesta-se
por insuficiéncia respiratéria aguda hipoxémica (27,83). Além de compartilhar
aspectos patologicos com a VILI, a SDRA pode facilitar a sua ocorréncia (10,28).
Embora tenha sido descrita ha mais de 50 anos, sua fisiopatologia permanece nao
completamente conhecida e ainda n&o ha tratamento especifico para a condigéo (84).
Assim, o cuidado do paciente com SDRA baseia-se no tratamento da causa de base
e no emprego de VM para garantir a realizagao das trocas gasosas e reduzir o trabalho
respiratorio. Para que ndo haja piora da lesao pulmonar em fungédo da VM, devem ser
empregados parametros ventilatérios protetores além de um manejo conservador de
fluidos (85,86).

O diagnéstico da SDRA baseia-se em critérios que compreendem as alteragdes
clinicas, funcionais e radiologicas resultantes da inflamagao difusa da membrana
alvéolo-capilar. Atualmente, sdo empregados os critérios de Berlim para o seu
diagndstico: tempo de instalagédo de até uma semana, opacidades alveolares bilaterais
na imagem do térax que ndo podem ser completamente explicadas por insuficiéncia
ventricular esquerda ou sobrecarga hidrica e PaO2/FiO2 < 300. Esta relagao é ainda
usada para classificar a SDRA como leve (PaO2/FiO2 entre 300 e 200) moderada

(PaO2/FiO2 entre 200 e 100) e grave (PaO2/FiO2 < 100) (87).

2.3.2 FISIOPATOLOGIA DA SDRA
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A SDRA pode resultar de fatores inflamatérios que agridem os pulmdes de
forma direta (causas pulmonares) ou indireta (causas extrapulmonares) (88). Entre as
causas pulmonares estdo as pneumonias, aspiragdo, contusdo pulmonar, embolia
gordurosa, quase afogamento e lesdao de reperfusdo. Entre as causas
extrapulmonares estdo a sepse, o choque circulatério, politrauma, multiplas
transfusdes de hemoderivados, pancreatite aguda, circulagdo extracorpérea e
queimaduras. Dentre essas, pneumonia e sepse sao as mais comuns (89). As
diferentes causas da SDRA tém em comum a ocorréncia de uma resposta inflamatoria
desregulada nos pulmdes que afeta sobretudo o endotélio e o epitélio aumentando a
sua permeabilidade (27,89). Os fatores inflamatérios atuam também de forma
sistémica, podendo causar a sindrome de disfungdo de multiplos 6érgéaos (90).

A fisiopatologia da SDRA pode ser dividida em trés etapas evolutivas. A
primeira delas é a exsudativa e predomina na primeira semana ap0s a agressao
(91,92). Nesta fase, em fungdo do aumento da permeabilidade capilar, o alvéolo é
inundado por um fluido rico em proteinas que se depositam em conjunto com restos
celulares formando membranas hialinas (93). Além do aumento da permeabilidade
capilar, contribui para o edema a reducao da depuracgao de fluido alveolar. O edema
pulmonar leva ainda a perda da agao do surfactante (94). Formam-se entao extensas
areas de pulmao colapsado onde ocorre o shunt, responsavel pela hipoxemia. O
achado histolégico caracteristico desta primeira fase € o dano alveolar difuso (DAD)
(27)

A segunda etapa, denominada fibroproliferativa, ocorre durante a segunda e a
terceira semanas e € marcada por reparagao, com intensa proliferagao celular,
especialmente de pneumocitos tipo 2 e fibroblastos. Na terceira fase pode haver

resolucao da lesdo ou progressao para remodelamento com fibrose (91,92).
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A lesdo pulmonar da SDRA, sobretudo na fase exsudativa, leva a alteragdes
graves nas trocas gasosas, na mecanica e na circulagdo pulmonar. O edema e o
colapso impedem que boa parte dos alvéolos, sobretudo da regido pulmonar dorsal,
sejam ventilados. Entretanto, essa regido continua a receber a maior parte do fluxo
sanguineo para os pulmdes, o0 que resulta em areas de baixa relagao ventilagao-
perfusdo (baixa V/Q) e shunt, com consequente hipoxemia. A baixa pressao parcial
de oxigénio no espaco alveolar resulta em vasoconstricao hipdxica, o que juntamente
com outros fatores, como a compressdo dos vasos pulmonares, a agao
vasoconstritora de mediadores inflamatorios e a pressao positiva da VM, resulta em
hipertensao pulmonar e cor pulmonale agudo (95).

Do ponto de vista mecéanico, o pulmao na SDRA caracteriza-se por ter baixa
complacéncia. Inicialmente supbs-se que esta alteracéo seria em parte explicada por
alteragao das propriedades mecanicas do tecido pulmonar doente, com inflamacgao e
edema intersticial e alveolar. Entretanto, o pulmdo da SDRA mantém suas
propriedades mecanicas inalteradas com relagao constante entre stress e strain. De
fato, um estudo que avaliou a mecanica do sistema respiratério em individuos
saudaveis e em diferentes fases da SDRA submetidos a VM, encontrou elastancias
especificas semelhantes, em torno de 13 cm H20 (67). O principal determinante da
baixa complacéncia pulmonar na SDRA ¢é, na verdade, a area disponivel para
ventilagao que se encontra muito reduzida. Isto é explicado pelo conceito de “baby
lung” (96). Este surgiu com os primeiros estudos por tomografia do pulmdo com SDRA
que demonstraram que, ao contrario do que era visto na radiografia de térax, a doenca
nao se distribui de forma homogénea nos pulmdes, mas sim de forma heterogénea,
com concentragao de areas colapso alveolar nas regides dependentes da gravidade

(no paciente em posi¢ao supina, no dorso) (97-99). Assim, na SDRA, apenas uma
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pequena por¢ao de pulmao encontra-se normoaerada, sendo responsavel por receber
todo o V1 e realizar as trocas gasosas. Pelo fato de as dimensdes dessa porgao
normoaerada serem bastante reduzidas, semelhante a um pulmao de crianga, esta
condi¢cado recebeu o nome de baby lung. Assim, a redu¢do do numero de alvéolos
aptos a receberem o VT € o principal responsavel pela baixa complacéncia pulmonar
e essa e diretamente proporcional ao tamanho do baby lung (100). A heterogeneidade
da distribuicdo dos volumes pulmonares na SDRA foi confirmada posteriormente, nao
s6 por tomografia computadorizada (TC), mas também por tomografia de impedéancia
elétrica, que demonstrou melhor a complexidade da distribui¢do da aeragao pulmonar
da SDRA, mostrando que além das areas normoaeradas e colapsadas ha também
regides pulmonares hiperinsufladas (10-12).

A relagédo da distribuigdo dos volumes pulmonares na SDRA com a agéo da
gravidade foi definida por estudos que aplicaram a posi¢cao prona e mostraram que a
mudancga do posicionamento do paciente levava ao deslocamento do baby lung da
regiao dorsal para a ventral (101,102). Entretanto, a migracéo da area de colapso para
a nova regiao dependente da gravidade parece nao estar relacionada a movimentagao
de fluidos no interior dos pulmdes. O estudo de cada regido pulmonar ao longo do eixo
esterno vertebral mostrou que o edema se distribui de forma uniforme pelos pulmdes
e 0 colapso nas regides dependentes da gravidade ocorre na verdade por agao do
peso do parénquima acima, que resulta no esvaziamento aéreo e consequente
colapso da regido dependente (103—106). Assim, o0 aumento da densidade pulmonar
na regido dependente se da n&o por maior acumulo de fluidos, mas sim pela redugcao
do componente gasoso. De fato, estudos com tomografia por emisséo de pdsitrons

(PET) em pulmdes com SDRA mostraram que apesar da distribuicdo heterogénea das
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densidades pulmonares, a inflamagéao e o consequente aumento da permeabilidade
vascular ocorre em todo o pulmao (107).

Ao longo da evolugédo da SDRA, a heterogeneidade da distribuicdo da aeragéo
pulmonar é mais expressiva durante a fase exsudativa. Por isso, nesta fase o tecido
pulmonar esta mais sujeito a ocorréncia de fenbmenos que podem resultar em VILI,
como a sobredistensdo das unidades nao colapsadas e a multiplicacdo de stress nas
regides adjacentes as areas de atelectasia. Portanto, é nesta fase que o emprego de
estratégias ventilatorias protetoras com o objetivo de minimizar a ocorréncia da VILI

se faz mais relevante.

2.3.3. SDRA E VENTILAGAO MECANICA

Nao ha tratamento especifico para a SDRA e, enquanto a lesdao pulmonar é
resolvida e a causa base é tratada, a VM assume as importantes fung¢des de
manutencao adequada das trocas gasosas e de redugao do trabalho respiratério (86).
Por outro lado, embora seja um suporte essencial a vida do paciente com SDRA, a
VM pode contribuir para o surgimento de complica¢des pulmonares, como pneumonia
e pneumotdrax, ou agravar a lesdo pulmonar pela VILI (2,108). Especialmente no caso
da SDRA, as suas caracteristicas patoldgicas parecem predispor a ocorréncia de VILI
por diferentes mecanismos. Aparentemente, menores volumes correntes podem ser
suficientes para causar lesdo em um pulmdo com SDRA quando comparado a
volumes necessarios para causar lesdo em pulmdes saudaveis. Essa afirmacéao
baseia-se na comparagado entre estudos clinicos e experimentais. Enquanto em
humanos com SDRA a VM com emprego de V1 em torno de 12 ml/kg de peso predito

resultou em maior mortalidade quando comparado a VM com volumes menores, em
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estudos experimentais com pulmdes saudaveis, V1t muito elevados como 30 a 70
ml/kg foram necessarios para causar lesdo (8,32,33,109,110).

Uma das explicagdes para a possivel maior sensibilidade do pulmao com SRDA
a VM reside na hipétese do duplo insulto, segundo a qual a inflamagao ja existente
nos pulmdes em decorréncia da SDRA pode fazer com que uma nova agressao gere
uma resposta inflamatéria mais importante e de instalacdo mais rapida. O sistema
imune inato esta preparado pela inflamacao inicial a responder de forma mais efetiva
a um segundo insulto como as altas pressdes e volumes correntes impostos durante
a VM. Entretanto, essa resposta inflamatoria pode ser bastante nociva e resultar no
agravamento da lesao inicial. Esse mecanismo é apoiado por trabalhos experimentais
que buscaram reproduzir em laboratorio a origem multifatorial da SDRA criando
modelos com lesdo pulmonar aguda resultante de mais de um insulto (111,112).
Esses trabalhos mostraram que a resposta inflamatéria € mais pronunciada quando
ocorre mais de uma agressao aos pulmdes como, por exemplo, injec&o intratraqueal
de LPS seguida de VM com parametros lesivos (113).

Além disso, no pulmado heterogéneo da SDRA os diferentes mecanismos
propostos para a fisiopatologia da VILI encontram substrato para a sua ocorréncia,
podendo haver lesdo tanto em areas com sobredistensdo quanto em areas de
colapso. A reduzida porgdo de pulmao nao colapsado apto a receber o Vr, 0 baby
lung, faz com que mesmo V7 reduzidos sejam capazes de gerar sobredistensao
alveolar das areas pulmonares ndo dependentes que ficam sujeitas a maior strain
(10). A heterogeneidade se aplica ndo somente a distribuicdo de volume, mas também
a de stress que pode estar multiplicado em regidées como as adjacentes as areas de

colapso alveolar local de ocorréncia do o atelectrauma (14).
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Assim, o ajuste dos parametros ventilatérios na SDRA constitui-se um desafio,
pois além da dificuldade de se fornecer suporte ventilatério ao paciente com graves
alteragdes nas trocas gasosas, ha mecanica do sistema respiratorio e na circulagao
pulmonar, € necessario cuidado em se empregar estratégias que limitem o impacto
negativo da VM nos pulmdes. A VM na SDRA tem sido objeto de diversos estudos
com o objetivo de determinar estratégias ventilatorias protetoras que minimizem o
risco de agravamento da lesdo pulmonar. Enquanto algumas estratégias como a
utilizagao de baixos VT e a limitagdo das Ppiat € AP tém 0 seu papel bem estabelecido
na protecao contra a VILI, outras necessitam mais estudos para definigdo do seu
beneficio (85).

A possibilidade de lesdo pulmonar decorrente do emprego de altas pressdes e
V1 demonstrada em estudos experimentais foi reforgada por trabalhos clinicos.
Estudos n&o controlados mostraram que pacientes com SDRA grave ventilados com
pressao inspiratéria maxima limitada a menos de 30 a 40 cm H20 e baixos V1 (4 a7
ml/kg de peso predito) apresentaram menor mortalidade hospitalar comparada aquela
predita pelo escore APACHE Il (Acute physiology and chronic health evaluation)
(114,115). Posteriormente esses achados foram reforcados por estudos
randomizados controlados que demonstraram redugdo da mortalidade e menor tempo
até o desmame como emprego de menores volumes correntes (8,116). Baseado
nesses trabalhos, recomenda-se que pacientes com SDRA sejam ventilados com
baixos VT, entre 4 e 8 ml/kg de peso predito e com pressdes de platd menores que 30
cm H20 (85, 86).

Admitindo-se a existéncia do atelectrauma, pode-se supor que o ajuste dos
parametros do ventilador mecanico com o objetivo de reduzir as areas pulmonares

colapsadas poderia resultar em limitagdo da ocorréncia da VILI. O recrutamento das
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areas de atelectasia, além de levar a redugao das interfaces entre pulméao aberto e
fechado, local onde ocorre a multiplicagdo de estresse, aumenta a area alveolar
disponivel para receber o Vr resultando em menor sobredistensdo das unidades
abertas (117, 118). A abertura das areas atelectasicas pode ser obtida com o emprego
de uma estratégia ventilatéria de pulmao aberto, a partir do emprego da PEEP

associada ou ndo a manobras de recrutamento (117).

A estratégia ventilatoria com pulméo aberto foi primeiramente sugerida por
Lachmann (13). Esse autor, baseando-se nos achados de Lichtwarck-Aschoff et al.
que demonstraram que o recrutamento alveolar resulta na necessidade de menor
amplitude de pressao (pressao inspiratéria - pressao alveolar ao final da expiragéo)
durante a VM para manutengao de trocas gasosas adequadas, tornou mais popular a
hipétese do atelectrauma e sugeriu que os pulmdes deveriam ser mantidos totalmente
abertos durante a VM afim de reduzir a ocorréncia de VILI (13,19). Entretanto, esses
autores nao avaliaram se esse emprego de menores pressdes de distenséo alveolar
resultava em melhores desfechos. Essa associagdo s6 foi encontrada mais
recentemente por um estudo observacional, a partir de dados clinicos, que
demonstrou que a AP, ou seja, a diferenca entre a Ppiat € @ PEEP pode ser um melhor
preditor de desfechos na SDRA que o V1 e a pressao de platd. Este estudo avaliou
resultados de nove estudos randomizados controlados que compararam o emprego
de baixos volumes correntes com estratégias convencionais de VM. Foi demonstrado
o0 emprego de baixos volumes correntes s6 foi associado a melhor sobrevida quando

acompanhado de reducéo da AP (7).

Em oposicao a estratégia de pulmao aberto, ha a estratégia de pulméao fechado
durante a qual nao sao feitas manobras na tentativa de recrutar alvéolos mas permite-

se que parte do pulmé&o permaneca colapsado, ventilando com volumes correntes
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baixos, enquanto o quadro de SDRA é resolvido. Quatro estudos randomizados
controlados que tiveram como desfecho primario a mortalidade, compararam essas
duas estratégias empregando PEEP alta associada ou n&o a manobras de
recrutamento em oposicdo a PEEP mais baixa em pacientes com SDRA ventilados
com volumes correntes baixos. Foi encontrada diferenga apenas para desfechos
menores como melhora da oxigenagao, da complacéncia do sistema respiratorio e
reducao do tempo de VM nos pacientes ventilados com estratégia de pulmao aberto
(119,120,121,122). Uma metanalise incluindo trés desses trabalhos mostrou menor
mortalidade com o emprego da estratégia de pulmao aberto em um subgrupo de
pacientes mais graves, com PaO2/FiO2 < 200 (123). Posteriormente, o estudo ART,
controlado, randomizado, incluiu mais de 1000 pacientes com SDRA e comparou uma
estratégia de pulmao aberto composta por manobra de recrutamento associada a
titulacdo da PEEP pela complacéncia do sistema respiratorio a uma estratégia
protetora convencional com volumes correntes baixos. Foi encontrado um desfecho
negativo, com maior mortalidade entre os pacientes ventilados com a estratégia de

pulméo aberto (124).

Apesar de haver um racional tedrico que explique o papel da redugdo do
colapso alveolar na protecdo contra VILI e de haver estudos experimentais que
encontraram desfechos positivos com o emprego da estratégia de pulméao aberto, os
estudos clinicos falharam em mostrar o seu beneficio (17, 18, 20, 21, 26, 119, 120,
121, 122). O emprego de PEEP alta e de manobras de recrutamento também podem
trazer consequéncias deletérias como sobredistensao alveolar, aumento do espaco
morto, aumento da resisténcia vascular pulmonar e redug¢ao do retorno venoso (117).
E possivel que esses efeitos negativos superem os seus beneficios. Por outro lado,

recrutabilidade dos pulmdes pode estar presente em apenas um subgrupo de
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pacientes que se beneficiariam da estratégia de pulmao aberto. Além disso, a melhor
forma de se escolher o valor da PEEP, que nado seja alto o suficiente para causar
sobredistensao alveolar e nem baixo o0 bastante para ndo manter as unidades
alveolares abertas, ndo é conhecida. Nos trabalhos citados, que compararam as
estratégias de ventilagdo com pulméo aberto e fechado, a PEEP foi ajustada de
diferentes formas: conforme a oxigenagéao, a pressao de platé ou a complacéncia do
sistema respiratorio (119,120,121,121). Esses métodos podem ser falhos pois uma
vez que a mecanica pulmonar e a pressao pleural sofrem influéncia do abdome e da
parede toracica, ndo se pode assumir que um mesmo valor de PEEP resulte em uma
pressao transpulmonar adequada para todo paciente. Para individualizar a escolha do
valor da PEEP, em dois trabalhos os autores compararam o seu ajuste guiado pela
pressao esofagica, uma substituta da pressao pleural, com o ajuste guiado pela tabela
PEEP-FiO2. Assim, seria possivel ajustar a PEEP de forma a nao permitir a
ocorréncia de pressdo transpulmonar negativa, que resultasse na manutencdo do
colapso alveolar, e nem de pressao excessiva que levasse a sobredistensao alveolar.
O primeiro trabalho piloto mostrou melhora da oxigenagcdo e da complacéncia do
sistema respiratério com a utilizacédo da pressdo esofagica sem mostrar beneficio
sobre a mortalidade, um desfecho secundario (125). O segundo trabalho falhou em
mostrar vantagem dessa estratégia sobre um desfecho combinado de mortalidade em

28 dias e dias livre da VM

(126).

2.4 MODELO EXPERIMENTAL DE LESAO PULMONAR AGUDA
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Modelos animais de lesdo pulmonar aguda (LPA) tém sido uteis ha longa data
para o estudo da SDRA, seja para melhor compreensao da sua fisiopatologia, seja
para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas e ventilatorias (127).

O modelo de LPA induzida pela administragao de lipopolissacarideo (LPS) &
utilizado para se estudar a SDRA resultante de sua causa mais comum, a sepse. O
LPS, também chamado endotoxina, € um tipo de glicoproteina presente na membrana
celular externa de bactérias gram-negativas que possui propriedades proé-
inflamatdrias sendo responsavel por ativar o sistema imune durante a infecgao por
estes microorganismos (128). Devido ao seu potencial pro-inflamatério, o LPS vem
sendo utlilizado por via intratraqueal, endovenosa ou intraperitoneal como forma de
mimetizar a sepse em diversas espécies. De especial interesse, sao os efeitos dos
mediadores inflamatérios, produzidos em resposta a administracdo do LPS, sobre os
pulmdes. Neste 6rgao, a endotoxina € capaz de causar a lesdo da membrana alvéolo-
capilar de forma semelhante a que ocorre na SDRA em humanos (129-131).

Quando se administra o LPS por via intraperitoneal, parte ira atuar localmente
sobre o epitélio do peritdbnio causando peritonite e sepse e parte sera absorvida e caira
na circulagdo sanguinea podendo exercer efeitos a distancia (132). No peritbnio, o
LPS liga-se aos receptores TLR4 que estdo presentes na membrana de células
mesenquimais e s&o responsaveis pela transdug¢ao de sinal para o interior da célula
(133). No citoplasma ocorre entdo uma cascata de sinalizagéo, que resulta na ativagao
do fator de transcricdo NFx-B. Este ira atuar no nucleo celular, promovendo a
expressao génica que leva a produgao de citocinas e a expressao de moléculas de
adesao e de fatores teciduais que exercem papel central na morte celular programada
(134). Ja o LPS presente no plasma sanguineo liga-se a proteina ligadora de LPS

(135). O complexo LPS-proteina é reconhecido pelo receptor de membrana CD14,
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presente na superficie de células como as mononucleares, células mesoteliais no
peritbnio e células endoteliais da membrana alvéolo-capilar (134,136,137).
Mediadores inflamatdrios circulantes chegam entdo aos pulmdes onde causam a
lesdo da membrana alvéolo-capilar resultando em LPA extrapulmonar (138,139).

O modelo animal de LPA induzida por injecdo intraperitoneal de LPS é
caracterizado por lesdo pulmonar leve e transitoria. A lesdo manifesta-se sobretudo
por um estado inflamatorio aumentado no tecido pulmonar. Poucas alteracdes
histolégicas sdo encontradas e ndo se observa grande heterogeneidade da aeracao
pulmonar. Possui como vantagens a facil administragdo da endotoxina e a boa
reprodutibilidade do método (127).

Poucas horas apds a administracdo de dose unica da endotoxina ocorre a
instalacdo de sepse e LPA. Algumas alteragbes podem ser encontradas ao exame
dos animais: rebaixamento do sensoério, pelos ericados, fezes diarreicas, hemorragia
conjuntival e hipotensao arterial (138,139). Niveis aumentados de diversas citocinas
tais como -1q, IL-13, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-q, IFN-qa, IFN-y, e MCP-1,
no tecido pulmonar e na circulagao sistémica caracterizam o estado inflamatério. A
elevagao das citocinas tem inicio em duas a seis horas ap6s a administracdo do LPS,
apos 24 horas é observado pico desses marcadores e apos 48 horas, ocorre a sua
normalizacao (130,140). No LBA é observado um aumento mais tardio do niumero de
macrofagos, apds 96 horas da administragéo do LPS (141,142).

Quanto ao dano tecidual, a analise histopatolégica mostra sobretudo congestao
vascular, infiltrado neutrofilico e espessamento do septo alveolar. Essas alteragdes
sao mais intensas 24 horas apos a administragdo da endotoxina e regridem apds 48
a 72 horas (143). A formagdo de membrana hialina, um achado histolégico

caracteristico da SDRA em humanos, é pouco frequente no modelo de LPA induzido
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por LPS (140). A ocorréncia de edema € demonstrada apenas por alteragédo na relagao
entre peso umido e peso seco de um lobo pulmonar e coincide com a cronologia das
demais alteragdes inflamatorias e histoldgicas (130,140).

Quanto a mecanica pulmonar, estudo por pletismografia demonstrou alteragdes
da resisténcia das vias aéreas, frequéncia respiratéria e volume minuto sendo mais
expressivas quatro horas apds a administracdo do LPS com normalizagcdo em 48
horas (140).

Embora ndo comtemple todas as nuances da SDRA, o modelo de LPA induzido
por LPS intraperitoneal reproduz, do ponto de vista inflamatério, o pulm&o do paciente
critico com sepse sendo apropriado para o estudo da lesdo pulmonar resultante da
interagcéo entre a acdo da VM e a inflamacgao preexistente nos pulmbes (127). Para se
estudar especificamente a ocorréncia do atelectrauma, € possivel associar a este
modelo de LPA, o modelo de atelectasia n&o lobar por bloqueio brénquico. Este
modelo, descrito por Retamal et al., € capaz de gerar uma diminuta area de atelectasia
(22). Nesse contexto, a auséncia de heterogeneidade da distribuicdo dos volumes
pulmonares observada no modelo de LPA induzida por LPS intraperitoneal, se mostra
como uma vantagem pois permite isolar o efeito do colapso alveolar induzido pelo
bloqueio brénquico. Assim, se encontrada les&o tecidual na regido periatelectasia,
pode-se atribui-la somente da multiplicagdo do stress ocasionada pelo colapso gerado
pelo bloqueio bréonquico sobre um pulmao ja inflamado. Do mesmo modo, assume-se
que as regides a distancia da atelectasia gerada, ndo estdo sobre efeito de

sobredistensao por redistribuicdo de volume vindos de extensas areas colapsadas.
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3 JUSTIFICATIVA

O atelectrauma € um dos possiveis mecanismos para a fisiopatologia da VILI.
Sua ocorréncia se baseia em estudos tedricos e ainda nao foi claramente
demonstrada. Estudos clinicos e experimentais que avaliaram a regido pulmonar ao
redor de unidades alveolares colapsadas, onde ha multiplicacdo de estresse que
levaria ao atelectrauma, empregaram parametros ventilatorios lesivos, com elevados
volumes correntes comparados aos utilizados atualmente na pratica clinica.

O melhor conhecimento da fisiopatologia da VILI possibilita a elaboragédo de
estratégias ventilatérias que visem limitar a sua ocorréncia.

Assim, julgamos importante avaliar se a atelectasia, mesmo com o emprego de
baixos volumes correntes, atua como um concentrador de estresse ao seu redor

levando a maior lesao do tecido pulmonar nessa regiao apés um periodo VM.



4 HIPOTESE

Em ratos com pulmdo saudavel e com LPA induzida por LPS
intraperitoneal, a atelectasia induzida por bloqueio brénquico pode alterar a
lesdo inflamatdria nas areas periatelectasia, durante a VM com parametros

protetores.

49
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Comparar a lesao pulmonar apés um periodo de VM entre as regides

periatelectasia e de pulmao normoaerado de ratos com pulmao saudavel ou

com LPA induzida por LPS intraperitoneal e atelectasia induzida por bloqueio

brénquico.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a.

b.

Comparar a lesdo pulmonar apdés um periodo de VM entre as regides
periatelectasia e de pulmao normoaerado de ratos com pulmé&o saudavel ou com
LPA induzida por LPS intraperitoneal e atelectasia induzida por bloqueio brénquico

a partir da analise histopatoldgica do tecido pulmonar;

Avaliar os efeitos da atelectasia, da injegao intraperitoneal de LPS e do periodo
de VM sobre a mecanica pulmonar a partir da medida dos parametros da

mecanica respiratéria durante a VM.
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6 METODOS

6.1 ANIMAIS

Para este estudo experimental foi planejado um numero de 24 ratos Wistar
adultos, previamente saudaveis, com peso de 250-320g, provenientes do Biotério do
Centro de Biologia da Reprodugéo da Universidade Federal de Juiz de Fora (CBR —
UFJF, Juiz de Fora, Minas gerais, Brasil). Na ocorréncia de eventuais perdas durante
0 experimento, os animais foram repostos. Os ratos receberam cuidados segundo a
diretriz do Conselho Nacional de Experimentacao (144). O projeto foi aprovado pela
Comissao de Etica no Uso de Animais da UFJF, protocolo nimero 004/2019 (ANEXO

A).

Todos os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno, cobertas com
camas de maravalha selecionada (ndo esterilizada), dotadas de cocho para ragéo do
tipo peletizada e local para mamadeira com agua filtrada. Cada gaiola abrigou trés
animais, que foram mantidos em armarios climatizados (Alesco, Brasil) pelo periodo
de uma semana antecedendo o procedimento experimental. Os armarios estavam
localizados em alojamento com lampadas incandescentes, controladas
automaticamente para acenderem as 6:00 horas e apagarem as 18:00 horas,
mantendo um fotoperiodo de 12 horas de ambiente claro e 12 horas de ambiente

escuro. Os animais receberam agua e ragao comercial ad libitum.

6.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL
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Neste estudo experimental foram desenvolvidos dois modelos: LPA por

injecao intraperitoneal de LPS e atelectasia por bloqueio brénquico.

6.3 PROTOCOLO PARA INDUCAO DE SEPSE E LESAO PULMONAR AGUDA

Os animais foram inicialmente divididos para receber, por via intraperitoneal,
LPS (Escherichia coli lipopolysaccharides - 055:B5, Sigma — Aldrich, Israel) na dose
de 10 mg/Kg ou o mesmo volume de solugao fisiologica estéril a 0,9% (SF)

(138,139).

6.4 PROTOCOLO DE INDUGCAO DA ATELECTASIA E PROCEDIMENTOS

CIRURGICOS

Vinte e quatro horas apds a injegao intraperitoneal de LPS ou SF 0,9%, os
animais foram pesados (Balanca Filizola MF 4006033, Brasil) para calculo das doses
das medicagobes utilizadas. A seguir foram anestesiados com 80 mg/kg de cloridrato
de dextrocetamina (Cristalia, Brasil) e 8 mg/kg xilazina (Rhobifarma, Brasil), ambas
por via intraperitoneal. Estas doses sao suficientes para manter o animal em plano
anestésico, caracterizado pela supressdo do reflexo coérneo-palpebral, por
aproximadamente uma hora.

Foi feita a incisdo medial na face ventral da regido cervical com divulsdo dos
tecidos e exposicdo completa do ter¢co proximal da traqueia. Com uma lamina de
bisturi nUmero 23 (Maxicor, Brasil) foi feita uma incisao na traqueia, entre seus anéis
de cartilagem. Os animais foram novamente divididos para serem submetidos ou nao

a inducdo da atelectasia. Esta foi induzida pela introdug¢do, guiada por um fio
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metalico, de um émbolo cilindrico de silicone de 3 mm de comprimento e 1,8 mm de
diametro na via aérea através da traqueia parcialmente seccionada. Imediatamente
apos a introdugado do émbolo, foi inserida na traqueia uma canula de polietileno (PE
240, Intramedic®, Clay-Adams Inc., EUA), com 1,5 mm diametro interno e 7,5 cm de
comprimento, fixada na porgao proximal por fio seda 2.0 (Polysuture SP420, Brasil)
(22). A artéria cardtida comum direita foi dissecada e canulada com cateter de
polietileno, 20 G (Arrow, EUA) para a realizagdo de monitorizagdo da pressao arterial

média (PAM) e administragdo de medicamentos.

6.5 VENTILACAO MECANICA

Apos o término do procedimento cirurgico, os animais foram mantidos em
posicao supina e acoplados, através da canula de traqueostomia, a VM (Inspira ASV,
Harvard Apparatus, EUA). Logo apos serem acoplados ao ventilador mecanico foi
realizado bloqueio neuromuscular com rocurénio (Eurofarma, Brasil) (1 mg/Kg)
através do cateter inserido na carétida. Os animais foram mantidos em VM por um
periodo de 120 minutos com os seguintes parametros: modo ventilatorio volume-
controlado, Vt de 8ml/Kg, frequéncia respiratéria (FR) de 80 incursdes por minuto,
relagao inspiragao: expiracao (l:E) de 1:2, FiO2 de 21% e PEEP de 5 cm H20.

Durante a VM, novas doses dos sedativos e do bloqueador
neuromuscular (um tergo da dose inicial de xilazina e cloridrato de dextrocetamina e
mesma dose inicial de rocurdnio) foram administradas a cada 30 minutos ou antes,
se necessario. A PAM foi monitorizada meio de um transdutor liquido (PowerLab, AD

Instruments, Estados Unidos da América), situado no mesmo nivel do coragéo. Bolus
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de 10 ml/kg de solugdo salina a 0,9% foi administrado quando necessario para

manutencédo da PAM acima de 60 mmHg.

6.6 GRUPOS EXPERIMENTAIS

A partir da distribuicdo dos animais para injecao intraperitoneal de LPS ou
salina e para indugéo ou nao de atelectasia, foram constituidos quatro grupos de 6
animais cada. A figura 1 mostra a formagéo dos grupos experimentais.

a) Grupo controle de lesdo pulmonar aguda e controle de atelectasia (SAL-C)

b) Grupo controle de lesdo pulmonar aguda com atelectasia (SAL-AT)

c) Grupo leséo pulmonar aguda e controle de atelectasia (LPS-C)

d) Grupo lesdo pulmonar aguda com atelectasia (LPA-AT)

Ratos Wistar
n=24
SAL ip LPSip
n=12 n=12
Grupo Grupo Grupo Grupo
SAL-C SAL-AT LPS-C LPS-AT
Salina + Salina + LPS + LPS +
Controle Atelectasia Controle Atelectasia
n=6 n=6 n=6 n=6

Figura 1: Formacgéo dos grupos experimentais e linha do tempo do experimento.
SAL: salina; LPS: lipopolissacarideo; i.p.: intraperitoneal; SAL-C: grupo salina-
controle; LPS-C: grupo LPS-controle; SAL-AT: grupo salina-atelectasia e LPS-AT:

grupo LPS-atelectasia.
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6.7 EUTANASIA E COLETA DE MATERIAL PARA ANALISES

Ao término de duas horas de VM, os animais foram submetidos a eutanasia
por exsanguinagao através do cateter inserido na artéria carétida.

Para manutengao dos pulmdes insuflados, foi realizada pausa inspiratéria de
10 segundos no ventilador e a traqueia foi ocluida por fio de algodao. O térax foi
aberto, a parede toracica anterior removida, a por¢do abdominal do esbéfago
identificada e isolada, sendo presa por uma pinga hemostatica. As estruturas do
pescoco foram dissecadas, permitindo a liberagao das vias aéreas. A pinga presa ao
esb6fago foi suavemente tracionada para cima, permitindo separar o conjunto
coracao-pulméao das demais estruturas aderidas a parede toracica posterior. Com
todas as estruturas individualizadas, a traqueia foi seccionada acima do local ocluido
pelo fio de algodao e, posteriormente, o eséfago e o coragao separados dos pulmbes
e das vias aéreas por leve tragéo, restando apenas os pulmdes e as vias aéreas. A
area de atelectasia foi localizada por inspe¢do macroscopica e, os pulmdes foram
destinados para a analise histolégica. A figura 2 mostra o fluxo do experimento ao

longo do tempo.

LPS ou Atelectasia Eutanasia
SFip ou controle Retirada dos pulmées
l l Histologia
v Ventilagdo mecanica por 120 minutos
L | |
24n 1 t t
Mecanica Mecénica Mecanica
5 min 60 min 120 min

Figura 2: Linha do experimento ao longo do tempo.

6.8 VARIAVEIS ANALISADAS
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6.8.1 MECANICA DO SISTEMA RESPIRATORIO

A pressao da entrada de vias aéreas (Paw) foi medida a partir de uma
conexao disposta no circuito do ventilador e ligada, através de um tubo de silicone
de diametro interno de 4,0 mm e comprimento de 4,0 cm, a um transdutor de pressao
modelo UT-PDP-02 (SCIREQ, Estados Unidos). A medida da vaz&o foi realizada com
um pneumotacografo, aquecido a 38°C, projetado de acordo com, conectado a um
transdutor diferencial de pressao modelo UT-PDP-02 (SCIREQ, Estados Unidos) e
posicionado entre a tomada da Paw e o “Y” do circuito de ventilagédo (145).

Os transdutores de pressao foram calibrados utilizando uma rotina do
programa DAS (Data Acquisition System) escrito em plataforma LabView 8.2, que
ajusta o coeficiente de regressao linear pelo MMQ em relagdo a uma pressao de
referéncia dada por uma coluna d’agua como fonte de valores conhecidos.

A calibragdo do pneumotacégrafo foi realizada antes de cada experimento
com o animal sendo ventilado nos parametros citados acima. Inicialmente o sinal de
fluxo foi gravado por 2 min, seguido de uma pausa de 10s. O sinal foi processado
offline por um algoritmo escrito em Matlab 2006 (MathWorks Inc., Natick, MA) que
realizou o calculo, pelo MMQ, dos coeficientes de um polindbmio de terceira ordem
que melhor se ajustaram ao sinal do fluxo cuja integragdo numeérica, ciclo a ciclo, foi
igual ao Vr pré-ajustado pelo operador, com erro maximo aceitavel para estas
calibracdes de 5%.

Os sinais de Paw e vazao foram filtrados com um filtro analdgico passa-baixas
Butterworth de 42 ordem com frequéncia de corte de 30 Hz, e amplificados por meio

de um moddulo de transdutores para mecanica respiratéria modelo UT-SCA-08
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(Scireq, Canada). Apos filtragem e amplificacdo os sinais foram convertidos em
digitais por um conversor Analégico/Digital USB 6008 (National Instruments, EUA) no
modo diferencial com faixa de entrada de —3 a +3V, resolug¢ao de 12 bits e frequéncia
de amostragem de 1000 Hz.

Apos a digitalizacdo, os sinais de Paw e vazdo foram adquiridos e
armazenados em um microcomputador modelo X110 (LG®, Brasil) utilizando o
programa DAS, sendo em seguida importados e processados pelo software
MECANICA. As variaveis analisadas foram o Vt, resisténcia do sistema respiratério
(Rsr), elastancia do sistema respiratorio (Esr), frequéncia respiratéria (FR), pressao

de pico nas vias aéreas (Ppico), pressdo média nas vias aéreas (Pmean) e a PEEP.

6.8.2 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Nos animais dos grupos com atelectasia, esta foi localizada por inspecgéo
macroscopica dos pulmdes. Nestes animais, foram feitos cortes transversais do lobo
acometido passando pela area de atelectasia e também do lobo inferior do pulméo
contralateral. Ja nos animais do grupo controle, sem atelectasia, foram feitos cortes
transversais do lobo inferior do pulmao direito.

O lobo a ser analisado foi isolado por um fio de algodao com o objetivo de ser
mantido insuflado e fixado em formaldeido tamponado a 10% por 72 horas para
analise histologica. Posteriormente, foi submetido a banhos em uma série crescente
de alcool etilico e diafanizadas em xilol para posterior impregnagado em parafina. Os
cortes foram obtidos com 4 ym de espessura e, apés montagem em laminas de vidro,

foram corados com hematoxilina-eosina para analise histopatoldgica.
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Todas as laminas foram analisadas por um mesmo patologista sem
conhecimento dos grupos experimentais, utilizando o microscépio de Iluz
convencional (Zeiss, Hallbergmoos, Alemanha).

Foram consideradas duas regides de interesse para a analise: area
periatelectasia definida como a por¢ao de parénquima pulmonar com 3 mm de
espessura adjacente a regido de atelectasia e a area de pulmdo normoaerado no

lobo inferior contralateral a atelectasia.

6.8.2.1 ANALISE DO DANO TECIDUAL PULMONAR

Para esta analise foi utilizado o sistema de escore de lesdo pulmonar
preconizado pela American Thoracic Society adaptado para nosso trabalho. Neste
escore, utilizando o microscépio de luz convencional (Zeiss, Hallbergmoos,
Alemanha), foram avaliados os seguintes parametros: numero de neutrofilos na
parede e intersticio alveolar (incluindo aqueles préximos aos capilares); numero de
neutrofilos no espaco alveolar; formacdo de membrana hialina; presenca de debri
protéico no espacgo alveolar (como filamentos de fibrina); espessura da parede
alveolar.

No escore original s&o avaliados 20 campos em cada lamina, entretanto,
em nosso trabalho, foram avaliados 10 campos diferentes de cada regido:
periatelectasia e pulmao normoaerado pois a obtencido de mais campos é limitada
pelo pequeno tamanho da primeira regido. Os campos sofreram um aumento total de
400X, sendo que pelo menos 50% de cada campo deveria estar preenchido por
alvéolos pulmonares. Os campos compostos predominantemente por brénquios ou

grandes vasos foram excluidos da analise. Para geragédo do escore, foi realizada a
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soma dos pontos obtidos em cada campo analisado, para cada uma das cinco
variaveis independentes como mostrado na tabela 1. Estes pontos foram usados em
uma férmula, que aplica pesos para cada variavel, com base em sua relevancia na

caracterizagao da lesao pulmonar (127).

Tabela 1. Sistema de escore de lesdo pulmonar preconizado pela American Thoracic

Society

Escore por campo
Parametros 0 1 2
A. Neutrdfilos no espaco alveolar Nenhum 1-5 >5
B. Neutroéfilos no espaco intersticial Nenhum 1-5 >5
C. Membrana hialina Nenhum 1 >1
D. Debris proteinaceos preenchendo o espaco| Nenhum 1 >1
aéreo
E. Espessamento do septo alveolar < 2x 2x-4x >4x
Equacao 1:

[(20xA)+(14xB)+(7xC)+(7xD)+(2xE)]
Numero de campos x100

Escore=

6.9 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi analisada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os
dados foram expressos como meédia = desvio padrdo ou mediana (intervalo
interquartil). Para variaveis resultantes da analise histopatolégica do tecido pulmonar,

os dados paramétricos foram comparados pela analise de variancia (ANOVA),
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seguida pelo teste de Dunnett, quando necessario, € os ndao paramétricos foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Mann-Whitney, quando
necessario. A corregcao de Bonferroni foi aplicada para as analises repetidas. Para
analise das variaveis da mecanica respiratéria, o efeito do tempo e do grupo foi
avaliado pela ANOVA de duas vias. Na analise post hoc, para separar as diferengas
entre médias, nds usamos o teste de Tukey para multiplas comparagdes quando uma
razao F significativa foi obtida para um fator ou para uma interagdo de fatores. A
correcao de Bonferroni foi aplicada para as analises repetidas. Um valor de p <0,05
foi considerado estatisticamente significante. Todas as analises estatisticas foram

realizadas utilizando o programa SPSS 17.0 for Windows (SPSS Inc, lllinois, EUA).
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussao serao apresentados sob a forma do artigo “Effects
of atelectatic areas on the surrounding lung tissue during mechanical ventilation in an
experimental model of acute lung injury induced by LPS”, publicado no periédico

Critical Care Science (Apéndice A).
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

A heterogeneidade da distribuicdo dos volumes pulmonares na SDRA
relaciona-se com os diferentes mecanismos implicados na génese da VILI. Areas
particularmente suscetiveis a maior estresse sdo aquelas adjacentes a unidades
alveolares colapsadas, onde pode ocorrer o atelectrauma. Bases teoricas sugerem
que nessas areas ocorre a multiplicagdo da pressao transpulmonar que leva a
sobredistensao alveolar e consequentemente maior lesdo. Além disso, a abertura e
fechamento ciclicos de alvéolos que ocorre quando unidades alveolares recrutadas
na inspiracao nao sao mantidas abertas na expiragao fazem com que a multiplicagao
do estresse nessas regides ocorra de forma repetida a cada ciclo respiratério (13,14).
Embora haja embasamento tedrico suficiente para explicar o atelectrauma, as

evidéncias para sua ocorréncia sao escassaz.

As primeiras evidéncias, além do campo tedrico, para a ocorréncia do
atelectrauma, provem de trabalhos experimentais que mostraram que o emprego da
PEEP e assim, a possivel prevengao do colapso alveolar ao final da expiragao, foi
capaz de atenuar ou impedir a ocorréncia de lesao pulmonar em animais com pulmdes
previamente lesados e sadios ventilados com altas pressdes inspiratorias e altos
volumes correntes(15,18,20,21). Segundo o racional teérico para a ocorréncia do
atelectrauma, a lesdo causada por uma area de atelectasia ocorre na verdade fora
dela, na interface entre pulm&o aberto e fechado. De fato,Tsuchida et al.
demonstraram que ratos com lesao pulmonar induzida por lavagens repetidas e
ventilados com parametros lesivos ndo apresentaram lesdo nas areas de atelectasia
mas sim na regido ndo dependente e nao atelectasiada(63). Rouby et al. em um

estudo histologico do pulm&o de pacientes com SDRA encontraram maior
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concentragédo de pseudocistos, um marcador da ocorréncia de barotrauma, ao redor
das areas de atelectasia em individuos ventilados com V1 de 9 a 12 ml/Kg. (65).
Retamal et al. encontraram maior lesdo pulmonar na regido periatelectasia em
comparagao a regidao de pulmao normoaerado em animais saudaveis com atelectasia
induzida por bloqueio brénquico e ventilados com parametros ventilatorios lesivos (V1

10 a 20 ml/Kg) (22).

Em nosso trabalho desenvolvemos um modelo de atelectasia n&do lobar para
estudar a magnitude da les&o pulmonar na interface entre pulmao aberto e colapsado
apos um periodo de VM. Para aproximar nossos achados da pratica clinica, além de
avaliar o efeito da atelectasia em pulmdes ja inflamados pela injegéao intraperitoneal
de LPS, empregamos parametros de VM que sao rotineiramente utilizados (Vt 8ml/kg
e PEEP 5 cmH20). N6s encontramos maior lesao pulmonar na regido ao redor da
atelectasia comparado a regiao de pulméo normoaerado. Além disso, a lesao foi mais

importante nos pulmdes previamente inflamados.

Nossos achados servem como evidéncia para a ocorréncia do atelectrauma e
mostram que, devido a multiplicacdo de estresse ao redor das areas de pulméo
colapsado, a VM, mesmo com emprego de parametros protetores, pode causar lesdo
pulmonar. Além disso, pulmdes previamente inflamados, como na pratica clinica,
estdo sujeitos a maior lesdo. Assim, estratégias que busquem reduzir a area de
interface entre pulmao aberto e fechado, tais como a titulagdo da PEEP e a posicao

prona, podem reduzir a VILI.



64

9 CONCLUSAO

Nossos achados sugerem que a atelectasia aumenta o stress nas areas ao seu
redor favorecendo a ocorréncia da VILI em pulmdes sadios e previamente lesados,
mesmo com O emprego de parametros protetores. Esses resultados apoiam o
conceito de que a redugao do numero de interfaces entre unidades alveolares abertas
e fechadas, por meio de estratégias ventilatorias como titulagdo da PEEP e posi¢ao

prona, pode reduzir a ocorréncia de VILI.
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Comprovante do parecer da comisséo de ética na experimentagédo animal (CEEA).

| .

ANEXO A

SERVIGO PUBLICO FEDERAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

A COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF, em reuniao realizada em 02/04/2019, analisou o protocolo n®.
004/2019 intitulado "Efeitos da atelectasia sobre a lesdo pulmonar aguda leve a
moderada induzida por inje¢do intraperitoneal de lipopolissacaride em ratos Wistar °,
projeto de pesquisa sob a responsabilidade de Maycon de Moura Reboredo e
colaboragao de Bruno do Valle Pinheiro, Leda Marilia Fonseca Lucinda e Lidia Maria
Carneiro da Fonseca, a ser realizado no periodo de 02/05/2019 a 31/07/2021. Por
estar de acordo com os Principios Eticos na Experimentagao Animal, adotados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA), foi aprovado
pela CEUA. Serao utilizados 64 ratos heterogénicos Wistar machos com €0 dias,
projeto a ser realizado no Biotério do Centro de Biologia da Reprodug@o no Campus
da Universidade Federal de Juiz de Fora. O prazo de validade desse certificado €
equivalente a vigéncia do projeto prorrogavel por mais um ano, desde que seja
enviada justificativa a CEUA durante a vigéncia do projeto de acordo com orientagao
técnica do CONCEA.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n. 004/2019- CEUA about “Efeitos da atelectasia sobre a
lesdao pulmonar aguda leve a moderada induzida por inje¢do intraperitoneal de
lipopolissacaride em ratos Wistar", under responsability of Maycon de Moura
Reboredo and collaboration of Bruno do Valle Pinheiro, Leda Marilia Fonseca
Lucinda and Lidia Maria Carneiro da Fonseca, is in agreement with the Ethical
Principles in Animal Research adopied by Brazilian Council for Control of Animal
Experimentation (Concea) and was approved by the PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) in
04/02/2019. For the development of this research 64 males of Wistar rats with 90
days old, will be delivered as requested in the period of 05/02/2019 to 07/31/2021.
The Project will be performed at Center of Reproduction Biology located at Federal
University of Juiz de Fora. The term of validity of this certificate might be extended for
one more year by means of justification during the period of validity.

Juiz de Fora 30 de abril de 2019.

N SNel

Cocgenadorﬂ Vice-Coordenadora
EUA CEUA
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