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RESUMO

A ventilacdo mecanica (VM) é essencial para manter as trocas gasosas adequadas no
paciente critico, todavia, apesar de salvar vidas, o ventilador mecénico promove a
inflamacéo, bem como lesdes irreversiveis no parénquima pulmonar de pacientes sob
VM. O surfactante pulmonar, um composto fosfolipidico com propriedades tensoativas
produzido pelos pneumacitos do tipo 1l, atua como agente terapéutico para prevenir o
colapso alveolar e, recentes estudos demonstraram que esse COmMpPOSto possui
propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes em diferentes modelos experimentais.
Portanto, este estudo objetivou investigar os efeitos da administracdo intranasal de
surfactante exdgeno na lesdo pulmonar induzida pelo ventilador em ratos Wistar
saudaveis. Métodos: trinta e dois ratos Wistar machos foram divididos em quatro
grupos: controle (GC), Grupo Surfactante (GS); Grupo ventilacdo mecanica (GVM) e
ventilagdo mecénica pré-tratado com surfactante (GVMS). Os animais do GC e GS
permaneceram sob ventilacdo espontanea por 1h, e 0 GVM, GVMS foram submetidos a
sedacdo, anestesia e curarizados e entdo, ventilados mecanicamente por 1h (volume
corrente de 12 mL/kg, frequéncia respiratoria de 80 ciclos/minuto e uma pressdo
positiva expiratoria final (PEEP) de 3 cmH,0). Ao fim do protocolo experimental, 0s
animais foram eutanasiados e o lavado broncoalveolar (LBA), o sangue arterial e 0s
pulmdes foram colhidos para se fazer as analises morfométricas e bioquimicas. As
analises estatisticas foram feitas com o uso do GraphPadPrism. Os dados foram
expressos como media + EPM ou mediana, valor minimo e méaximo e o p <0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. Resultados: Na analise dos gases sanguineos
arteriais, houve aumento do pH e pO,em GVM e GVMS em relagdo ao GC e GS. Em
relacdo ao pCO; e aos niveis de bicarbonato (HCO3) , houve diminuicdo em GVM e
GVMS comparados ao GC e GS, a saturacdo de oxigénio (SpO;) houve aumento em
GVM e GVMS comparado ao GS. Na analise da funcdo pulmonar, observou-se que o
volume corrente e volume-minuto foram maiores no GVM e GVMS em comparagéo ao
GC e GS. No LBA, foi observado aumento de leucécitos totais, macrofagos, linfocitos e
neutréfilos no grupo GVM comparado a GC e GS, e o pré-tratamento com surfactante
promoveu uma diminui¢do no grupo GVMS comparado ao grupo GVM, em todos 0s
tipos celulares. As atividade das enzimas SOD e CAT aumentaram no GVM comparado
ao GC e GS, e no GVMS teve diminuicdo das mesmas em relacdo a GVM. Em relacédo
ao dano tecidual, houve maior peroxidacdo lipidica e oxidacdo protéica em GVM
comparado a GC e GS, sendo que houve diminuicdo em GVMS em relacdo a GVM. Em
relacdo as citocinas inflamatorias os niveis de CCL2, IL-1, IL-6 e TNF-a foram
maiores em GVM comparado ao GC e GS, e houve diminuicdo em GVMS quando
comparado ao GVM. Quanto as analises estereoldgicas, a densidade do espaco alveolar
foi maior em GVM em relacdo aos grupos GC e GS e menor em GVMS comparado a
GVM, enquanto houve reducdo da densidade de volume dos septos alveolares em
GVM em relagdo a GC e GS, e aumento em GVMS comparado ao grupo GVM.
Conclusdo: A instilacdo intranasal com surfactante exdgeno foi capaz de reduzir lesdo
pulmonar induzida pelo ventilador mecanico em ratos Wistar adultos saudaveis.

Palavras-chave: ventilagio mecénica; surfactante; inflamacdo pulmonar; volume
corrente; desequilibrio redox

Financiamento: CNPg, CAPES, FAPEMIG, UFOP e Nova Biomedical Corporation



ABSTRACT

Mechanical ventilation (MV) is essential to maintain adequate gas exchange in critically
ill patients; however, despite saving lives, the mechanical ventilator promotes
inflammation as well as irreversible lesions in the pulmonary parenchyma of MV
patients. Pulmonary surfactant, a phospholipid compound with surfactant properties
produced by type Il pneumocytes, acts as a therapeutic agent to prevent alveolar
collapse, and recent studies have shown that this compound has anti-inflammatory and
antioxidant properties in different experimental models. Therefore, this study aimed to
investigate the effects of intranasal administration of exogenous surfactant on ventilator-
induced lung injury in healthy Wistar rats. Methods: Thirty-two male Wistar rats were
divided into four groups: control (CG), Surfactant (SG); Mechanical ventilation (MVG)
and surfactant pretreated mechanical ventilation (SPMVG). The CG and SG animals
remained under spontaneous ventilation for 1h, and the MVG, MVSG were submitted
to sedation, anesthesia and curarization, and then mechanically ventilated for 1h (tidal
volume of 12 mL/kg, respiratory rate of 80 cycles/minute and positive end-expiratory
pressure (PEEP) of 3 cmH,0). At the end of the experimental protocol, the animals
were euthanized and bronchoalveolar lavage (BAL), arterial blood and lungs were
collected for morphometric and biochemical analyzes. Statistical analyzes were
performed using GraphPad Prism. Data were expressed as mean £ SEM or median,
minimum and maximum values, and p <0.05 was considered statistically significant.
Results: In the analysis of arterial blood gases, there was an increase in pH and pO, in
MVG and SPMVG compared to CG and SG. Regarding pCO, and bicarbonate levels
(HCOg), there was a decrease in MVG and SPMVG compared to CG and SG, while
oxygen saturation (SpO,) increased in MVG and MVSG compared to SG. In the
analysis of lung function, tidal volume and minute volume were higher in MVG and
SPMVG compared to CG and SG. In BAL, there was an increase in total leukocytes,
macrophages, lymphocytes and neutrophils in the MVVG compared to CG and SG, and
surfactant pretreatment decreased the SPMVG compared to the MVG in all cell types.
The enzyme activities of superoxide dismutase and catalase (SOD and CAT) increased
in MVG compared to CG and SG. However, there was a decrease in SPMVG
compared to MVG. Relating to tissue damage, there was a higher lipid peroxidation and
protein oxidation in MVG compared to CG and SG, and there was a decrease in
SPMVG compared to MVG. In relation to inflammatory cytokines, CCL2, IL-1, IL-6
and TNF-a levels were higher in MVG compared to CG and SG, and there was a
decrease in SPMVG compared to MVG. In the stereological analyzes, the volume
density of alveolar space was higher in MVVG compared to CG and SG, it was lower in
SPMVG compared to MVG, while there was a reduction in the volume density of
alveolar septa in MVG compared to CG and SG, and an increase in SPMVG compared
to the MVG. Conclusion: the pretreatment with exogenous surfactant was able to reduce
the ventilator induced lung injury in healthy adult rats.

Keywords: mechanical ventilation; surfactant; pulmonary inflammation; Tidal volume;
redox imbalance;
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1. INTRODUCAO

A ventilacdo mecanica (VM) é uma terapia de grande importancia nos casos de
sindrome de desconforto respiratorio agudo (SDRA), pois proporciona a oxigenagdo
ideal, bem como preserva a musculatura respiratéria (MAZULLO FILHO; BONA,;
ROSA; SILVA et al.,, 2012; NARDELLI; UFRJ; GARCIA; UFRJ et al., 2007). A
Lesdo Pulmonar induzida pela Ventilacdo Mecéanica (LPIV), ao longo de anos, se
restringiu ao pneumotdrax acometido pela elevacdo da pressdo nas vias aéreas
(barotrauma). No entanto, estudos demonstraram que a ventilagdo mecanica pode
exacerbar uma lesdo pulmonar ja instalada, através do edema em regiGes do intersticio e
do alvéolo, devido ao aumento de permeabilidade capilar e lesdes teciduais em animais
submetidos a VM (COIMBRA; UNIVERSITY OF CALIFORNIA SAN DIEGO;
SILVERIO; UNIVERSITY OF CALIFORNIA SAN DIEGO, 2001; DREYFUSS;
SAUMON, 1998).

Em geral, as modificagdes histoldgicas evidenciadas nas lesbes pulmonares
induzidas pela ventilagdo mecénica sdo anédlogas as mesmas causadas pela SDRA, e
deflagram tal evento associado a duracdo da ventilacdo, bem como a extensdo de
estimulo da lesdo. A VM quando em elevadas pressdes transpulmonares resulta em
lesbes difusas dos alvéolos pela membrana hialina, hemorragia nos alvéolos e o
infiltrado de neutréfilos (NARDELLI; GARCIA; PASSARO; ROCCO, 2007). Alguns
estudos experimentais evidenciaram que pressbes e volumes acima dos valores
fisiolégicos podem levar ao surgimento de lesbes nos pulmdes (DREYFUSS;
SAUMON, 1998; VILLAR; KACMAREK; HEDENSTIERNA, 2004) através do
aumento dos niveis de citocinas pré inflamatérias (BAILEY; MARTIN; ZHAO,;
VELDHUIZEN, 2003; HALBERTSMA; VANEKER; SCHEFFER; VAN DER
HOEVEN, 2005). Frequentemente, a aplicacdo da pressdo positiva ao final de expiracao
(PEEP) em situacdes de colapso dos alvéolos se destina a melhorar o processo de
hematose, por elevacdo da Pressdo Parcial de Oxigénio (PaO,) e a diminuigcdo da
Pressdo Parcial de Dioxido de Carbono (PaCO,), com isso, ocorre 0 recrutamento
alveolar que também diminui o shunt (perfusdo, porém a ventilacdo reduzida) dos
pulmdes e o efeito no espaco morto (ventilacdo, porém a perfusdo reduzida)
(ANDRADE; SOUZA; HORTA; PAULA COSTA et al., 2018).
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As unidades alveolares e ductos dos alvéolos perdem a dependéncia entre as
estruturas do parénquima pulmonar ao entrarem em colapso na fase expiratéria, gerando
modifica¢fes importantes e patoldgicas responsaveis por serem gatilho para evolugédo da
LPIV, como por exemplo, a desestabilizacdo pulmonar causada por abertura e
fechamento de alvéolos de forma repetitiva em cada ciclo ventilatério (NIEMAN;
ANDREWS; SATALIN; WILCOX et al., 2018). Nas estruturas alveolares ocorre uma
dindmica de elevada tensdo em sua superficie que é gerada por um fina camada de agua,
para alivio dos pulmdes, os alvéolos possuem uma camada de surfactante, que faz o
ajuste dessa tensdo que é exercida no seu interior, otimizando o trabalho ventilatério e
mantendo uma insuflacdo pulmonar mais homogénea (EL-GENDY; KAVIRATNA,
BERKLAND; DHAR, 2013). Neste sentido, na busca pela estabilidade das regides
alveolares, torna-se necessario a producdo e a liberacdo de surfactante, que ocorre
através do estiramento dos pneumdcitos do tipo Il (FONTELA; PRESTES;
FORGIARINI JR; FRIEDMAN, 2017). A lesdo da estrutura alveolocapilar, quando
ocorre junto a disfuncdo na microcirculacédo, e ainda a grande quantidade de fluidos nos
alvéolos e deformidades na funcdo basica do surfactante, por isso, o paciente portador
de lesdo pulmonar aguda e sindrome do desconforto respiratério apresenta severo
desequilibrio na ventilacdo—perfusdo e em um quadro de hipoxemia (VIANA,;
SARGENTELLI; ARRUDA; WIRYAWAN et al., 2004).

O surfactante, presente nos pulmdes, apresenta como principal caracteristica
tornar a condicdo dos alvéolos estaveis no periodo expiratério do ciclo completo da
ventilacdo, a fim de que ndo ocorra o colapsamento dessa regido das vias aéreas e,
consequentemente, um decréscimo do volume de area pulmonar. Na fase inspiratoria,
ocorre o que se denomina de recrutamento dos alvéolos de maneira uniforme por parte
do surfactante, com a reducdo do volume pressoérico estabelecido na area compreendida
do intersticio e alvéolo. E importante ressaltar, que o surfactante tem em sua
composicdo caracteristicas benéficas no que diz respeito a efeitos imunoldgicos,
antibacterianos e anti-inflamatérios (HARUMI MIYOSHI, 2001).

Em sua constituicdo, o surfactante possui resumidamente, lipidios e proteinas
(GOERKE, 1998; REBELLO; PAULO; EINSTEIN; PROENCA et al., 2002), sendo
gue 80 a 90% da massa total do surfactante é constituido por lipidios, principalmente
fosfolipidios e lipidios neutros, como o colesterol, tendo como o representante de maior
expressao dentro desta composicéo a fosfatidilcolina (HAAGSMAN; HOGENKAMP;
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VAN EUK; VELDHUIZEN, 2008; SILVA; MARON-GUTIERREZ; ROCCO;
GARCIA, 2009). Os fosfolipides realizam a reducdo da tensdo superficial entre a
interacdo ar-liquido que se faz presente dentro de cada alvéolo, impedindo assim que
haja o colapsamento entre os alvéolos, uma vez que durante a expiracdo, as forcas
causadoras de tal evento se potencializam. Além dos lipidios, em torno de 10% de
massa dessa estrutura é constituida por contetido protéico, de forma a destacar proteinas
SP-A (proteina surfactante A), SP-B (proteina surfactante B), SP-C (proteina
surfactante C) e SP-D (proteina surfactante D) (GOERKE, 1998; REBELLO; PAULO;
EINSTEIN; PROENCA et al., 2002). As proteinas hidrofébicas SP-B e SP-C, possuem
funcionalidades que consistem em prevenir o colapsamento dos alvéolos, o que faz com
que haja diminuicdo da tensdo de superficie alveolar, ja a SP-C tem funcédo atribuida
para a imunidade inata (AUGUSTO; SYNGUELAKIS; JOHANSSON; PEDRON et al.,
2003). As proteinas hidrofilicas SP-A e SP-D pertencem a familia das colectinas e
apresentam um papel de defesa do hospedeiro (HAWGOOD; POULAIN, 2001),sendo
que a SP-A tem se mostrado importante dentre outras funcdes, no desempenho da
estrutura do surfactante em sua porcao extracelular, ou seja, na mielina tubular (WANG;
GUO; DIANGELO; THOMAS et al., 2010) e a SP-D confere relevante funcdo na
homeostase do surfactante (HAWGOOD; POULAIN, 2001; SILVEYRA; FLOROS,
2012).

Neste sentido, estudos clinicos demonstraram que a administracdo de surfactante
exo6geno modificado, cuja extracdo é de origem bovina, tem sido considerada uma
modalidade padrdo de terapia em pacientes com SDRA (ENGLE, 2008; ZUO;
VELDHUIZEN; NEUMANN; PETERSEN et al.,, 2008) e que o tratamento tém
mostrado beneficio a expansao secundéaria, ao aumento de complacéncia dos pulmdes, a
Capacidade Residual Funcional e diminuicdo do shunt dentro dos alvéolos, todavia,
existem poucos estudos de modelos experimentais que associam a administracdo do
surfactante e a ventilacdo mecanica em pequenos animais (CARVALHO; MANGIA,
1997). Portanto, o presente estudo avaliou os possiveis efeitos da instilacdo intranasal

do surfactante exdgeno em ratos Wistar submetidos a ventilagdo mecanica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estruturas Pulmonares

O processo da ventilagdo pulmonar depende de uma variedade de fatores ou
elementos fundamentais neste contexto, como a frequéncia respiratéria (FR), o volume
corrente (VT), os tempos respiratorios e o fluxo (FONTELA; PRESTES; FORGIARINI
JR; FRIEDMAN, 2017; TOBIN; CHADHA; JENOURI; BIRCH et al.,, 1983).
Classicamente, a fisiologia se refere a0 movimento do sistema respiratério como a
equacdo em que as pressdes resistivas ao fluxo e as pressdes elasticas sao somadas
(OTIS; FENN; RAHN, 1950). Portanto, a resisténcia ao fluxo é feita com a finalidade
de levar o gas até os alvéolos, tanto no endotélio quanto no parénquima por atrito
(FAFFE; ZIN, 2009; MARINI, 2019), a Figura 1 representa as estruturas externas e

internas dos pulmaes.
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Figura 1. llustracdo de estrutura externa dos pulmdes (lado esquerdo), e de se¢do
de arvore bronquica, destacando o interior de um bronquiolo, onde se encontra a
celula da Clara (lado direito).

Adaptado de Martini-Timons-Tallitsch, 2009

Nos pulmdes, a matriz extracelular é composta por fibras elasticas,
responsaveis pelas propriedades viscoelasticas do paréngquima pulmonar, bem como as
fibras coldgenas, funcbes estruturais relacionadas ao parénquima pulmonar, séo
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responsaveis por limitar a Capacidade Pulmonar Total (GATTINONI; PESENT], 2005;
LOHSER; SLINGER, 2015). Com isso, a pressdo transpulmonar (resultado da
diferenca entre a pressdo intrapleural e pressdo alveolar) se eleva durante 0 movimento
inspiratorio e é reduzida durante a expiragdo (BATES; IRVIN, 2002; KNUDSEN;
OCHS, 2018). Nas paredes dos alveolos sdo constituidas por células denominadas
pneumacitos tipo | e os pneumacitos tipo 11 (CAPELOZZI, 2011; LOPES; NORONHA,;
MAFORT, 2010). Os pneumacitos tipo Il que se caracterizam por possuirem organelas
denominadas de corpos lamelares, os quais secretam e armazenam o surfactante nos
alvéolos (Figura 2) (KNUDSEN; OCHS, 2018; WEIBEL, 1973).
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Figura 2. Estrutura alveolar e suas organelas.

Fonte: Adaptado de Grommes e colaboradores

Os alveolos estdo sempre sujeitos as alteracdes volumetricas, o que resulta em
deformidades nas porgdes do ducto, e que podem gerar complicagcdes nos septos inter-
alveolares (VLAHAKIS; HUBMAYR, 2005). No entanto, em condicdes fisioldgicas, a
arquitetura pulmonar protege os septos alveolares contra a sobrecarga ocasionada por
estresse mecénico (BACHOFEN; SCHURCH, 2001; KNUDSEN; OCHS, 2018).
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Assim, a estrutura pulmonar, que se constitui de inumeros alvéolos e capilares, esta
predisposta a ser lesionada por diferentes razdes, tanto por natureza exogena, através de
intercorréncias do ambiente, como de agentes agressores j& preexistentes no individuo
(BERNARD; ARTIGAS; BRIGHAM; CARLET et al., 1994; RAGHAVENDRAN;
WILLSON; NOTTER, 2011). Portanto, a estrutura e integridade pulmonar € de
extrema relevancia para sua eficiéncia e otimizacdo, a fim de que haja a correta
transmissdo e transferéncia de forcas teciduais para uma adequada expansdo das
unidades alveolares e a manutencdo da complacéncia pulmonar (MORIONDO;
MARCOZZI; BIANCHIN; REGUZZONI et al., 2012).

2.2 Historia da Ventilacdo Mecéanica

O ato de ventilar significa realizar o deslocamento do ar do meio externo para
dentro da cavidade alveolar. Os alvéolos representam microunidades e, em seu entorno,
ha presenca de uma rede de vasos. Entre as estruturas do epitélio alveolar, intersticio e 0
capilar do tecido ocorrem as trocas de gases. Todavia, a partir de alteracGes entre as
estruturas ou mecanismos no processo das trocas gasosas, torna-se necessaria a
ventilacdo artificial ou mecanica (CARVALHO; TOUFEN JUNIOR; FRANCA, 2007).

A ventilacdo mecanica € uma modalidade de tratamento que confere
sustentabilidade a vida do paciente acometido de insuficiéncia respiratdria aguda,
representando um procedimento muito usual praticado na Unidade de Terapia Intensiva
(UTI) (SLUTSKY, 2015). Historicamente, o notavel médico e cientista grego, Galeno,
no século Il depois de Cristo, teve uma relevante atuacdo na iniciacdo dos estudos sobre
a estrutura anatbmica no intuito de compreender as doencas (SLUTSKY, 2015;
STERNBACH; VARON; FROMM; SICURO et al., 2001), a literatura sugere que ele
tenha contribuido com a descoberta do uso da VM, uma vez que dentre seus
experimentos, um deles foi utilizado foles nos pulmdes de um animal morto, para infla-
lo, fazendo-o perceber que o animal poderia ser reanimado, mesmo sendo por um curto
periodo (BAKER, 1971).

No entanto, ja em meados do século XVI, Andreas Vesalius, de origem belga
(Bruxelas), modificou toda essa ideia anterior proferida por Galeno. Ele despertou
grande ira por parte da igreja devido a sua pratica de dissecar cadaveres de humanos, no
ano de 1543, Vesalius publicou uma grande obra, cujo contelido parecia ser pioneiro
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quanto a uma referéncia genuina sobre ventilagdo com pressdo positiva, nos moldes
como conhecemos atualmente, o titulo da obra foi “De Humani Corporis Fabrica”
(SLUTSKY, 2015). Posteriormente, Robert Hooke, em seu primeiro experimento, em
10 de outubro de 1667, que foi citado nas Transacdes Filoséficas, em 24 de outubro,
verificando que se mantinha um cdo vivo com auséncia de movimentos respiratorios
havendo um fluxo de ar constante em direcdo ao animal, a experiéncia obteve resultados
convincentes, pois assim conseguiu-se demonstrar que 0S movimentos cardiacos ndo
dependiam dos movimentos respiratérios, algo que ndo se acreditava antes deste
resultado (BAKER, 1971).

Baker, em 1742, estabeleceu alguns relatos de ressuscitacdo aérea expirada
ocorrida em recém-nascidos e, também em adultos em 1744, quando um mineiro
asfixiado retornou a vida, quando submetido a uma ressuscitacdo boca-a-boca, no
século XVIII, este se tornou um método considerado de ponta dentro da ventilacdo
artificial aceito nos caso de vitimas por afogamento, porém, mais tarde, a utilizacdo de
fole viria a substituir este processo de ressuscitacdo boca-a-boca (YOUNG; SYKES,
1990).

2.2.1 Ventilacdo por Pressdo Negativa

A Ventilacdo por Pressdo Negativa (VPN) consiste na utilizacdo de uma
camara rigida, onde fica apenas o térax (ventiladores de couraca) ou ainda os
ventiladores que funcionam com o corpo todo dentro na camara, exceto a cabeca
(respirador de tanque). Ocorre uma reducao ciclica de pressdo na camara através de uma
bomba de deslocamento de alto volume, fazendo com que ocorra a expansao e retracdo
pulmonar (YOUNG; SYKES, 1990). A aplicacdo clinica desses respiradores se deu em
pacientes com paralisia da musculatura respiratéria, causada por poliomielite, por meio
dos chamados pulmbes de aco (MEDEIROS; ALEGRETTI;, BADALOTTO;
MARASCHIN et al., 2012; PADUA; MARTINEZ, 2001).

As primeiras referéncias de um ventilador a pressdo negativa foram com um
equipamento utilizando o corpo, do pescoco para baixo. O “ventilador tanque” teve a
primeira descrigdo por meio de John Dalziel, um médico escocés, em 1838. Como
ilustrado na Figura 3, o paciente permanecia em posicdo sentada em uma caixa

hermeticamente fechada e a pressdo negativa era fornecida com o bombeamento manual
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de ar em direcdo ao interior da caixa. Havia também um mandmetro para avaliar a
intensidade de pressdo negativa que estava sendo exercida no sistema (EICHEL,
DREUX, 2017; KACMAREK, 2011).

Figura 3. Demonstragéo do ventilador tanque de John Dalziel.

Fonte: adaptado de Slutsky (2015)

Com o principio de trabalho semelhante ao respirador de tanque, porém
revestindo somente a regido do térax e ndo todo o corpo, como faziam os respiradores —
tanque, Waldenburg, no ano de 1880, desenvolveu um respirador de couraca (BAKER,
1971). A VPN se estabeleceu na clinica com maior notoriedade com o advento dos
pulmdes de ferro, como demonstra a Figura 4, planejado e construido por Drinker e
Shaw (DRINKER; SHAW, 1929), porém fabricados e comercializados por Emerson
(MEHTA; HILL, 2001). Essa tecnologia alcancou o apice no curso da epidemia
mundial de Poliomielite entre 1930 e 1960 (KACMAREK, 2011; SWEETNAM, 1953),
embora no inicio foi pouco inserida na pratica médica (DRINKER; SHAW, 1929;

MARINI, 2013), basicamente se trata de um respirador com 2 metros de comprimento,
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chegando a pesar 600 kg, com uma cadmara de pressdo hermética em metal, um cilindro
de interior oco, onde fica alojado o paciente, estando a cabeca para fora do equipamento
(KROPP, 2013). No decorrer do século XIX e até a metade do século XX, o método de
VPN foi predominantemente utilizado para dar suporte de terapia ventilatoria
(KACMAREK, 2011).

Figura 4. Exemplar de um Pulmé&o de Ferro idealizado por Drinker.

Fonte: adaptado de (KROPP, 2013)

2.2.2 Ventilagédo por Presséo Positiva

Em 1754, a partir da descri¢do do didxido de carbono e o oxigénio, Priestley,
Lavoisier e Scheele fizeram com que a ressuscitacdo boca-a-boca fosse ultrapassada
pela Ventilagdo por Pressdo Positiva (VPP), inicialmente com o uso de foles e,
sucessivamente, com pistdes. Nos pistdes, por vezes, havia uma fase em que se fazia
necesséria a retirada dos mesmos, com intuito de auxilio expiratério, para favorecer o
retorno venoso até o coracao, em substituicdo a expiracdo (BAKER, 1971). Todavia, ao
fim da imunizacdo dos pacientes contra a Poliomielite, a VPP era mais vantajosa em
pacientes que apresentavam a insuficiéncia respiratoria em consequéncia da disfuncéo
neuromuscular ocasionada pela doenca (CHEN; STERNBACH; FROMM; VARON,
1998).
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Em 1780, um ventilador manual acompanhado de bolsa e mascara foi dado
como o primeiro dispositivo a utilizar a Ventilagdo Nao Invasiva (VNI), langado por
Chaussier. Posteriormente, em 1887, um equipamento de fole mais moderno também
com uma mascara foi demonstrado por Fell, e, no principio do Século XX, em 1911,
Dréager criou o pulmotor (Figura 5), que consistia em um aparelho de pressao positiva,
cuja tecnologia o possibilitava operar de forma pneumatica, e que foi entdo considerado
muito importante, por salvar muitas vidas no periodo da primeira guerra mundial
(KACMAREK, 2011). No entanto, o Pulmotor foi visto por Drinker e Mckhann como
de baixa eficacia, dizendo ser “decepcionante”, pois relataram o fato de que os pacientes
resistiam ao uso de méscara e assim acabavam por tornar o esforgo do dispositivo indtil.
Foi observado também que em um paciente, cuja vida foi preservada por dois dias pelo
aparelho, apresentou rompimento de estdmago e esdfago e constatou-se presenca de
conteddo gastrico na cavidade mediastinal (CHEN; STERNBACH; FROMM; VARON,
1998).

Figura 5. Demonstracdo de um Pulmotor de Drager.

Fonte: adaptado de Kacmarek (2011)

A década de 60 foi determinante para a evolucdo do modo ventilatorio por
pressdo positiva, impulsionada com o progresso das areas fisioldgicas e cirdrgicas, bem
como a percepcdo da necessidade de focar em questdes como atelectasia em pos-
operatorio e lesdes pulmonares traumaticas resultantes de conflitos respiratérios, e,
posteriormente, a ventilagdo mecénica evoluiu no intuito de promover beneficios ao
paciente (COLICE, 2013).
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2.2.3 A ventilacdo Mecanica atual

A Ventilagdo Mecénica (VM) se baseia em um fornecimento de pressao
positiva nas vias aéreas por meio da utilizacéo do tubo endotraqueal (Figura 6), a fim de
tratar pacientes acometidos pela Insuficiéncia Respiratéria Aguda (IRA) ou ainda em
situacbes cronico agudizadas. A VM objetiva a manutencdo das trocas de gases, a
diminuicdo de trabalho da musculatura que compbe o processo de ventilagéo
(MORAES; ARAUJO; ARAUJO; ROCHA et al., 2018), bem como promocio de
melhores resultados em distarbios agudos provenientes das trocas gasosas, diminuicao
do excesso de insuflacdo e melhor harmonizacdo entre o paciente e o ventilador
(BARBAS; ISOLA; FARIAS; CAVALCANTI et al., 2014). Além desses fatores é
importante para manter a saturacdo arterial ideal de oxigénio; garantir a retirada de CO;
de maneira eficaz, evitar valores elevados de PaCO,, tentar manter os menores valores
de FiO, (Fracdo Inspiratoria de Oxigénio) para evitar concentracdes toxicas de O, e
estabelecer um limite de pressdes trans-alveolares entre 25 e 30 cmH,0 que equivale as
pressdes de Platd em 30-35 cmH,O (CARVALHO; TOUFEN JUNIOR; FRANCA,
2007).

Em contrapartida, o uso da VM também tem sido relacionado a efeitos
negativos que na maioria das vezes estdo associados com a doenca de base, com o
tempo em que se mantém o paciente em suporte ventilatorio, a técnica utilizada e o
modo ventilatorio (JERRE; BERALDO; SILVA; GASTALDI et al., 2007). Em geral,
0s parametros na VM sédo ajustados no préprio aparelho (ventilador mecénico), que
contém diferentes formas de programacdo, dentre as quais, as mais utilizadas sao
ventilacdo controlada a pressdo e ventilacdo controlada a volume, que podem ser
periodicamente alteradas, com a intencdo de reproduzir os mesmos modos de ventilacao
espontanea em pessoas saudaveis (JERRE; BERALDO; SILVA; GASTALDI et al.,
2007).
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Figura 6. Modelo de ventilador mecanico nos dias atuais, paciente em posi¢ao
prona.

Fonte: adaptado de Curley e colaboradores (2016)

O mecanismo fisiolégico da VM consiste no recrutamento da estrutura
pulmonar através do processo de insuflacdo, com efeito de equalizar o volume dos
pulmdes, através da distribuicdo mais homogénea do volume corrente (Vy) procurando
obter equilibrio da tensdo nas estruturas pulmonares (MEAD; TAKISHIMA; LEITH,
1970). No entanto, é necessario que haja uma programacdo dos niveis pressoricos para
prevenir episddios de atelectasia e hiperinsuflagdo pulmonar, com um minimo de
oxigénio necessario, uma vez que a insuflacdo excessiva potencializa riscos para
vazamento de ar como pneumotdrax, por outro lado, a pressao em niveis muito baixos
durante a VM ocasiona atelectasia ciclica em determinadas areas pulmonares na fase
expiratéria, podendo gerar provaveis processos inflamatérios (SWEET; CARNIELLI;
GREISEN; HALLMAN et al., 2017). A VM ¢ capaz de influenciar os mecanismos
fisiolégicos, por exemplo (DREYFUSS; SAUMON, 1998), no decorrer da ventilacdo, a
dindmica ventilatéria sofre repercussdes advindas do proprio paciente tais como
complacéncia, volume pulmonar, musculatura utilizada para ventilar e resisténcia nas
vias aéreas. O volume estabelecido na inspiracdo, a presséo e o fluxo dessa inspiragdo

sdo resultados da relacdo paciente-ventilador mecanico que necessitam de ajustes para
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promover maior conforto para pacientes com demanda ventilatoria aumentada e variavel
para evitar complicacdes clinicas (CAMPBELL; DAVIS, 2002).

2.3 Lesdo Pulmonar Induzida pela ventilagdo mecanica (LIPV)

Em 1974, Webb e Tiemey verificaram que a VM apesar dos fatores benéficos
pode causar lesdes nos pulmdes de animais saudaveis, quando observaram que valores
de pressdo de pico inspiratério de 30 e 45 cmH,0 ocasionaram edema nas estruturas
pulmonares observados ap6s 20 e 60 minutos de VM em ratos (DE PROST; RICARD;
SAUMON; DREYFUSS, 2011; WEBB; TIERNEY, 1974). Atualmente, sabe-se que a
terapia da ventilacdo artificial que se destina a manutencdo de hematose ideal durante a
SDRA pode acelerar todo o processo de inflamacéo pulmonar, (GRASSO; TERRAGNI;
MASCIA; FANELLI et al., 2004; OCHIAI, 2015; TREMBLAY; SLUTSKY, 2006),
bem como levar a faléncia mdltipla dos 6rgdos (KIM; CHUNG; SON; KIM et al.,
2014) que é resultado de resposta inflamatdria inicial gerada em individuos em
ventilacdo com parametros de volumes correntes elevados (CHESS; BENSON;
MANISCALCO; WRIGHT et al., 2010).

Em relagdo a LPIV, diversas forcas mecanicas exercidas em areas pulmonares,
especificamente em células do epitélio tipo I e tipo 1, células do endotélio, macréfagos,
matriz extracelular e vias aéreas distais, durante a ventilacdo, contribuem para o inicio
da lesdio (DOS SANTOS; SLUTSKY, 2000; SILVA; NEGRINI; ROCCO, 2015)
através da hiperdistensdo dos alvéolos ou forcas que causam deformagdes no processo
de hiperdistensdo alveolar ou ndo em movimentos repetitivos (CHEN; CHENG,; LI;
ZHANG, 2014).

Uma vez lesionadas, as células do epitélio possibilitam a entrada de fluidos no
interior do alvéolo com reducdo da tensdo superficial, o colapso da estrutura alveolar
(CAPELOZZI, 2011), podendo levar a perda de funcdo alveolar, e culminar em
insuficiéncia respiratoria no paciente (KELLY; FARAJ; ZHANG; MALTEPE et al.,
2019; VILLAR; SULEMANJI; KACMAREK, 2014). Outros parametros relacionados a
LPIV se referem ao alto volume corrente associado a elevada pressao transpulmonar,
alta distensdo e colapso dos alvéolos de maneira continua, bem como baixos valores de
volume corrente na expiragdo, como ja foi observado em animais ventilados com 6 mL
/kg repercutindo na desativacdo do surfactante (CHEN; CHENG; LI; ZHANG, 2014;
COIMBRA; UNIVERSITY OF CALIFORNIA SAN DIEGO; SILVERIO;
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UNIVERSITY OF CALIFORNIA SAN DIEGO, 2001; MARCY; MARINI, 1991,
ROY; HABASHI; SADOWITZ; ANDREWS et al., 2013).
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alvéolo por atelectasia e barotrauma.Essas alteracGes irdo causar biotrauma, que é
0 processo inflamatério provocado pelos estimulos mecanicos decorrentes da
ventilagdo mecénica. Fonte: Adaptado de (LOHSER; SLINGER, 2015)

2.3.1 Biotrauma, Volutrauma e Barotrauma
As estratégias ventilatérias lesivas adotadas geram o biotrauma, que é um
processo onde forcas biofisicas podem alterar a fisiologia das células pulmonares,

induzindo ao aumento dos niveis de mediadores inflamatérios (BEITLER,;
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MALHOTRA; THOMPSON, 2016; TREMBLAY; VALENZA; RIBEIRO; LI et al.,
1997; TREMBLAY; SLUTSKY, 1998).

O processo de estiramento ciclico dos alvéolos leva ao colapso alveolar,
resultando em dano no revestimento epitelial causado pelas forgcas exercidas nas
interfaces com diferentes volumes é conhecido como leséo por volutrauma (HUSSEIN;
WALTERS; STROETZ; VALENCIA et al., 2013). O volutrauma € considerado grande
vildo da lesdo pulmonar causada pela ventilagdo mecanica, sendo portanto, motivo para
a utilizacdo da Pressdo Positiva Expiratoria Final (PEEP), (ARGIRAS; BLAKELEY;
DUNNILL; OTREMSKI et al., 1987) com a intencdo de prevenir novos episodios de
colapso (FAN; VILLAR; SLUTSKY, 2013; JABBARI; ALIJANPOUR; AMRI
MALEH; HEIDARI, 2013; TREMBLAY; SLUTSKY, 2006).

O termo “Barotrauma” foi utilizado por clinicos a fim de relatar a ventilagao
realizada com altas pressGes de pico, causando o dano pulmonar. O exemplo mais
classico é o pneumotérax (DE PROST; RICARD; SAUMON; DREYFUSS, 2011;
PINGLETON, 1988). Durante o processo de recrutamento dos alvéolos, sdo geradas
grandes pressdes intra-alveolares, a fim de proporcionar uma abertura dessas unidades
que estdo apresentando baixa complacéncia, procedimento que pode determinar uma
hiperdistenséo regional (LOHSER; SLINGER, 2015; TUSMAN; BOHM, 2010).

2.3.2 Aplicacéo de altos volumes correntes

No modo ventilatério controlado a volume (VCV) deve ser estabelecido o
volume a ser ofertado em cada tempo respiratério, que é implementado como variavel
independente, portanto seu valor sera constante, mesmo se houver alteracbes na
resisténcia, complacéncia ou ainda no esforco feito pelo paciente durante a VM. Nessa
modalidade, podem-se atingir altos niveis pressoricos de via aérea em conformidade
com a elevacdo da resisténcia, utilizacdo de esfor¢o respiratorio ou diminuicdo da
complacéncia do sistema respiratorio (CAMPBELL; DAVIS, 2002). Alguns estudos
experimentais evidenciam que pressdes e volumes acima dos valores fisioldgicos
podem levar ao surgimento de lesdo pulmonar induzida pelo ventilador mecanico
(DREYFUSS; SAUMON, 1998), bem como foi observado em estudos clinicos
(VIANA; UNIVERSIDADE DE SAO PAULO; SARGENTELLI; PRONTOBABY
HOSPITAL DA CRIANCA et al., 2004), onde volumes correntes entre 12 a 20 mL/kg
(GHARIB; LILES; KLAFF; ALTEMEIER, 2009), levaram ao aumento dos niveis de
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citocinas e, consequentemente, a uma resposta pro-inflamatéria pulmonar (BAILEY;
MARTIN; ZHAO; VELDHUIZEN, 2003; BROWER; MATTHAY; MORRIS;
SCHOENFELD et al., 2000; KIM; CHUNG; SON; KIM et al., 2014; PIRES; MELO;
LANZETTI; CASQUILHO et al., 2012).

Por outro lado, baixos valores de volume corrente (V) podem levar a
atelectasia, que geralmente pode ser evitado com a utilizacdo de pressdo positiva ao
final da expiracdo (PEEP) (HAUBER; KARP; GOLDMANN; VOLLMER et al., 2010;
MUSCEDERE; MULLEN; GAN; SLUTSKY, 1994). No entanto, a aplicacdo de baixos
V; previne uma hiperdistensdo, porém, ndo evita a abertura e o fechamento continuo de
alvéolos, que pode levar a um processo de inflamagdo nos pulmdes (KOZIAN;
SCHILLING; SCHUTZE; SENTURK et al., 2011; TUCCI, 2011) ou até mesmo
hipoxemia de tecido pulmonar de pacientes ou animais sob VM (PIRES; MELO;
LANZETTI; CASQUILHO et al., 2012).

2.3.3 A PEEP e sua importancia

O objetivo da PEEP é prevenir o atelectrauma e a hiperdistensdo dos alvéolos,
com um menor valor possivel (TUCCI, 2011) e, com isso, evitar o colapsamento das
vias aéreas distais, promover a reabertura continua alveolar e otimizar a dinamica do
volume pulmonar total. Além disso, a PEEP possibilita a redistribuicdo de fluido
advindo do edema alveolar no espaco do intersticio, melhorando o shunt (perfusdo com
diminuicdo da ventilagdo alveolar), e assim proporcionando um funcionamento mais
interdependente e homogéneo de todo o sistema respiratério (BEITLER; MALHOTRA,;
THOMPSON, 2016; MALO; ALI; WOOD, 1984).

A utilizacdo da PEEP é umas das estratégias frequentemente usada no
recrutamento e estabilizacdo dos alvéolos de pacientes com Insuficiéncia Respiratoria
Hipoxémica (IRH), sua aplicacdo em situacdo de colapso dos alvéolos se destina a
melhorar 0 processo de hematose, quando por consequéncia, ocorre elevacdo da Pressao
Parcial de Oxigénio (PaO,) e diminuicdo da Pressdo Parcial de Dioxido de Carbono
(PaCOy). O resultado do recrutamento alveolar causado pela utilizacdo de diferentes
niveis de PEEP, também diminui o shunt dos pulmdes e o efeito no espaco morto
(ANDRADE; SOUZA; HORTA; PAULA COSTA et al., 2018). Para pacientes que nao
apresentam pneumopatias, a calibracdo da PEEP ainda apresenta diferentes condutas,
com predominéncia da adogdo de valores mais baixos, entre 1 e 5 cm H,O durante o

intraoperatdrio e na Unidade de Terapia Intensiva (TUCCI, 2011). A abordagem da
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PEEP na clinica se baseia nos seus efeitos benéficos como a melhoria de episodios
hipoxémicos e a redugédo de desvio intrapulmonar (JABBARI; ALIJANPOUR; AMRI
MALEH; HEIDARI, 2013). Portanto, sabe-se que a VM com altos volumes correntes e
auséncia de PEEP leva a uma distensdo dos bronquios e alvéolos nos individuos com
SDRA (ROUBY; LHERM; MARTIN DE LASSALE; POETE et al., 1993), bem como
aumento dos niveis de citocinas observados em modelos experimentais de LPIV
(HILLMAN; KEMP; NOBLE; KALLAPUR et al., 2013).

Com isso, a aplicacdo da PEEP melhora o processo de oxigenacdo através da
reabertura alveolar em colapso e do aumento da capacidade residual funcional (CRF),
mesmo ndo sendo uma estratégia totalmente protetora nos casos de LPIV (ELDER;
BERSTEN; SACCONE; BONDER et al., 2019). Ao iniciar o seu enchimento, o pulmao
demanda uma entrada energética maior do que a demanda energética armazenada na
dindmica da PEEP durante a expiracdo, portanto, o recrutamento diminui e com o
aumento da distensdo alveolar ocorre 0 aumento da pressao das vias aéreas. Assim,
ainda que os resultados da mecénica ventilatoria em relacdo ao atelectrauma sejam
considerados protetores, a elevacdo da PEEP potencializa o surgimento de lesdes
pulmonares em pacientes ou animais sob VM (COLLINO; RAPETTI; VASQUES;
MAIOLO et al., 2019).

Os resultados da PEEP na dinamica pulmonar dependem de componentes e das
propriedades mecanicas do sistema respiratorio. A pressdo que é exercida em conjunto
com o padrdo da respiracdo, inclui a tensdo expiratoria e o volume obtido na expansao
(FAGEVIK OLSEN; CARLSSON; OLSEN; WESTERDAHL, 2015). Portanto, uma
estratégia protetora que seja capaz de limitar o dano a ser causado no pulméo precisa
manter um determinado volume na expiracao final que seja necessario para prevenir o
colapso do alvéolo e/ ou recrutar areas pulmonares colapsadas (SUKI; HUBMAYR,
2014).

2.4 Surfactante (composicao, funcéo e sintese)

O sistema respiratorio possui uma substancia capaz de prevenir o colapso
durante a expiragdo, o surfactante, que é um liquido que reduz veementemente a tenséo
superficial dentro do alvéolo pulmonar, além de aumentar a complacéncia pulmonar,

diminuindo assim o trabalho muscular durante a fase inspiratdria do ciclo da ventilagédo
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(DANIELS; ORGEIG, 2001; PERRY; DUNCKER, 1978; ZUO; VELDHUIZEN;
NEUMANN; PETERSEN et al., 2008).

O surfactante em humanos e animais adultos é composto por fosfolipidios,
proteinas e lipidios neutros (PUNTORIERI; HIANSEN; MCCAIG; YAO et al., 2013).
Cerca de 10% séo proteinas SP-A, SP-B, SP-C e SP-D (DANIELS; ORGEIG, 2003),
sendo que SP-A e SP-D estdo associadas a secrecdo do surfactante, e SP-B e SP-C
otimizam a atividade do surfactante (MACHADO; CAMPOS; DA SILVA; DE
OLIVEIRA RAMOS et al., 2018). Dentre os fosfolipidios, a fosfatidilcolina é a mais
expressiva (Figura 8) (ROONEY, 1984) entre a populacdo adulta humana, com 80% de
concentracédo, e desse valor, 74% se constitui em dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)
(SHELLEY; BALIS; PACIGA; ESPINOZA et al., 1982), diminuindo a tensdo
superficial na interface ar-4gua em associacao a SP-B, proteina que promove a interacdo
com um fosfolipidio antioxidante denominado plasmalogénio, responsavel por distribuir
o DPPC. (RUDIGER; KOLLECK; PUTZ; WAUER et al., 1998; SARDESAI;
BINIWALE; WERTHEIMER; GARINGO et al., 2017).
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A producdo do surfactante pulmonar tem inicio no reticulo endoplasmatico
(Figura 9), de onde as moléculas de proteinas sdo carreadas, chegando ao Complexo de
Golgi (ROONEY, 1984). As proteinas SP-A e SP-D sdo ejetadas no meio extracelular
de forma direta (HASAN; BLANKMAN; NIEMAN, 2017; WHITSETT; WEAVER,
2015), em seguida, o conteudo surfactante € embalado em estruturas denominadas como
corpos lamelares, que apresentam bicamadas de fosfolipidio e elevada taxa de
fosfatidilcolinas insaturadas. ApOs a migracdo para a camada que reveste o alvéolo,
esses corpos lamelares sofrem uma transicdo para uma estrutura Unica chamada de
Mielina Tubular (NOTTER; SHAPIRO, 1987). Durante o ciclo ventilatorio, uma
parcela da mielina tubular se desarranja e é desprendida da pelicula principal, formando
vesiculas, em que os pneumocitos tipo Il as reabsorvem. No interior da célula, uma
pequena fracao sofre catabolismo, e grande parte do surfactante sera absorvido junto aos
corpos lamelares, que é reorganizado com lipides e proteinas, proporcionando um
mecanismo de reciclagem (ITO; VELDHUIZEN; YAO; MCCAIG et al., 1997).
Portanto, a reciclagem faz com que seja atenuada a necessidade de producdo de
surfactante, o que torna, em alguns casos, crucial a terapia de reposi¢do com surfactante
exogeno (SE), que passa a se misturar com as proteinas SP-A e SP-D, ausentes no

produto comercial em situacoes fisiopatoldgicas (JOBE; IKEGAMI, 1993).
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Figura 9. Pneumdcito tipo Il e 0 mecanismo de sintese do surfactante.

Fonte: adaptado de Jungueira; Carneiro (2013)
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No ano de 1959, foi relatado pela primeira vez que a escassez de surfactante
era uma das causas da Sindrome do Desconforto Respiratorio (SDR) em pacientes
(AVERY; MEAD, 1959). No entanto, a terapia com surfactante exdgeno teve um
grande progresso em 1980, quando Fugiwara realizou um estudo, em que foi feita a
administracdo via intratraqueal de SE em prematuros com SDR, resultando em melhora
efetiva na oxigenacdo e no quadro clinico dos pacientes (FUJIWARA; MAETA;
CHIDA; MORITA et al., 1980). Particularmente, os surfactantes de origem animal
apresentam composicdes distintas quanto a fosfolipidios, proteinas de surfactante SP-A
e SP-B, conteudo plasmatico, propriedades de viscosidade e o volume a ser
administrado (STOCKLEY; VALOTAIRE; MILLER; DA SILVA, 2018). Em um
estudo clinico utilizando 0 SURVANTA, surfactante de extrato bovino, foi observado
entre outros parametros, uma reducdo de 21% de mortalidade, na dose de 100 mg /Kg e
uma reducdo 50% na mortalidade, utilizando-se dose de 50 mg /Kg em pacientes com
SRDA, comparados com um grupo controle. (GREGORY; STEINBERG; SPRAGG;
GADEK et al., 1997).

2.5 Estresse oxidativo

A primeira definicdo sobre o estresse oxidativo ocorreu no ano de 1985 e foi
realizada por Helmut Sies (LI; JIA; TRUSH, 2016), que definiu o termo estresse
oxidativo a partir da formacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) quando
superam o contingente neutralizador das EROs, portanto, os antioxidantes em sistemas
bioloégicos (CAMPOS; DOURADO; DINIZ; BEZERRA et al., 2014; NAGATO;
BEZERRA; LANZETTI; LOPES et al.,, 2012). O tecido pulmonar possui uma
associacao direta com 0 estresse oxidativo, pois este 6rgdo apresenta altas pressdes
parciais de oxigénio em seu parénquima quando comparado com outros 6rgdos vitais
(BARTHOLO 2009). Vérias células de estrutura pulmonar podem produzir radicais
livres de oxigénio, como por exemplo células tipo Il do alvéolo, células da clara, células
ciliadas presentes nas vias aéreas e macréfagos (AL-MEHDI; SHUMAN; FISHER,
1997). Dentre as EROs podemos destacar o radical hidroxila (OH) (BUXTON;
GREENSTOCK; HELMAN; ROSS, 2009), uma espécie altamente tOxica para as
células, atuando na oxidacdo de proteinas, na peroxidacdo lipidica e na ruptura da
estrutura de acido desoxirribonucléico (DNA) (NAGATO; SILVA,; SILVA; BEZERRA
et al., 2009).
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Os sistemas bioldgicos possuem mecanismos enzimaticos de defesas contra as
EROs formados pelas enzimas superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), e a
glutationa peroxidase (GPx), que ndo se encontram somente no citosol como também
nas mitocondrias, local onde ha grande producdo de radicais livres de oxigénio (JI;
STRATMAN; LARDY, 1988). As enzimas protegem as células contra radicais como o
superoxido (Oy) e o peroxido de hidrogénio (H,0,) que induzem a danos celulares
(PIRES; MELO; LANZETTI; CASQUILHO et al., 2012). A SOD é uma enzima de
grande importancia no processo de homeostase redox, seu substrato é representado pelo
anion superoxido e a sua acao € favorecida quando em meio de baixas taxas de O,
(MACHADO; CAMPOS; DA SILVA; DE OLIVEIRA RAMOS et al., 2018). Ela
representa um conjunto de enzimas que incluem superdxido dismutase de cobre
(CuSOD), superdxido dismutase de zinco (ZnSOD), superdxido dismutase de manganés
(MnSOD) e SOD extracelular, e ttm como atribuicdo proteger contra as EROs,
(GUNDUZ; OZTURK; SOZMEN, 2004). A SOD atua na dismutacdo do radical Oy
para H,O,, que é um substrato para as enzimas catalase e glutationa peroxidase
(CAMPOS; MANSO; GONCALVES; SILVA et al., 2013). Ja a CAT, produzida e
ativada no peroxissoma, transforma H,O, em agua (H,O) e oxigénio (O,) (Figura 10)
(STONE; YANG, 2006).

E o sistema glutationa que age na protecdo de lipoproteinas contra o estresse
oxidativo e na manutencdo homeostatica da funcdo pulmonar (RAHMAN, 2005). A
glutationa reduzida (GSH) interage com as EROs para formacdo de glutationa oxidada
(GSSG), que retorna a glutationa reduzida através da glutationa redutase (GRd). Dessa
maneira, 0s niveis de estresse oxidativo e da condicdo redox pulmonar estdo
relacionados as taxas de GSH e GSSG (NAGATO; SILVA,; SILVA; BEZERRA et al.,
2009). Alguns estudos sugerem que a funcionalidade da barreira do tecido epitelial nos
alvéolos e a elevacdo da permeabilidade se devem a reducdo de niveis de GSH no
epitélio pulmonar (NAGATO; BEZERRA; LANZETTI; LOPES et al., 2012).
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Figura 10. Mecanismo de acdo das enzimas antioxidantes.

Fonte: adaptado de Nelson; Cox (2014)

O dano oxidativo mensurado pelo aumento de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) se relaciona a disfuncdo no endotélio e a ventilagdo mecanica
invasiva de longo periodo, pois hd uma elevada formacao de radicais livres a partir do
oxigénio e, consequentemente, as lesdes pulmonares e a faléncia de multiplos 6rgaos
(MAZULLO FILHO; BONA; ROSA; SILVA et al., 2012).

2.6 Agentes da inflamacéo

O sistema respiratorio possui uma defesa imunoldgica que envolve um
mecanismo de imunidade inata, cujos componentes centrais sao células fagocitarias, que
compreendem os neutrofilos e macrofagos alveolares, células Natural Killer (NK) e
ainda células dendriticas, e outro mecanismo de imunidade adaptativa (MOREIRA JS,

2008). A resposta de um processo de inflamacéo bem estabelecida demanda os estagios
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de inicio, manutencdo e resolucdo minuciosamente ajustadas (SWEET; CARNIELLI;
GREISEN; HALLMAN et al., 2017). Inicialmente, ocorre a migracdo de neutréfilos
para onde se instalou a lesdio (GROMMES; ALARD; DRECHSLER; WANTHA et al.,
2012), podendo haver extravasamento para a luz do alvéolo por meio de rolamento,
através da acdo das selectinas (LEY; LAUDANNA; CYBULSKY; NOURSHARGH,
2007). As selectinas propiciam a movimentacdo dos leucdcitos para a superficie das
células do endotélio, por meio de estimulo causado por citocinas, radicais oxidantes e
outras sinalizacBes pro-inflamatorias (CAPELOZZI, 2011). Em seguida, hd um
processo de laminacdo e fixacdo ao endotélio por intermédio de integrinas e
quimiocinas (BURNS; SMITH; WALKER, 2003). Em geral, os leucécitos tém a funcéo
de liberar citocinas e/ou quimiocinas que agem atraindo macréfagos, neutréfilos e
linfécitos, o que conduz a grande difusdo de reacdo inflamatéria (MACHADO,;
CAMPOS; DA SILVA; DE OLIVEIRA RAMOS et al., 2018).

Especificamente, a ventilagdo mecénica pode ser um viés para origem de
diversos fatores que induzem inflamac&o e seus mediadores anti-inflamatérios, podendo
causar agravamento de lesdo (CROSBY; WATERS, 2010), nas estruturas alveolares,
onde ja foi demonstrada a liberacdo de mediadores pré e anti-inflamatérios como TNF-
a, interleucina-1 alfa (IL-1a), interleucina-6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) e interleucina
10 (IL-10) ao se adotar estratégia ventilatoria com altos volumes correntes
(ANDRADE; SOUZA; HORTA; PAULA COSTA et al., 2018; PUGIN; DUNN;
JOLLIET; TASSAUX et al., 1998). A interleucina 1- beta (IL-1B), a IL-6 e 0 TNF-a
representam citocinas que atuam no estagio agudo e, geralmente, sdo liberadas logo
apos surgimento da lesdo no pulmdo (KOTECHA; CHAN; AZAM; SILVERMAN et
al.,, 1995, MATUSCHAK; LECHNER, 2010), portanto, sdo mediadores
imprescindiveis para que haja o direcionamento da resposta, bem como cicatrizacao
adequada (SOMMER; FLETCHER, 2015). A IL-1 é inicialmente sintetizada por
macréfagos e mondcitos, como por células ndo referentes ao sistema imunoldgico, os
fibroblastos e células do endotélio que sdo ativadas no caso de inflamacdo (ZHANG;
AN, 2007). A IL-6 é uma citocina pré-inflamatoria glicoprotéica, secretada por diversos
tipos celulares, por exemplo, macr6fagos, mondcitos, eosinéfilos, sendo o TNF-a e a
IL-1 citocinas que exercem alta inducdo sobre IL-6 (BHATIA, 2002; SOMMER,;
FLETCHER, 2015), é capaz de conduzir a ativagdo neutrofilica, desenvolvimento de
macrofagos e especializacdo de linfocitos—T citotoxicos e células Natural Killer
(CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997). Enquanto o TNF consiste em
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uma citocina que participa na ativacdo de leucdcitos, liberando citocinas e quimiocinas
e sintese das espécies reativas, sendo, portanto, muito importante para 0 comeco, para a
manutencdo e evolugdo no processo inflamatorio (MACHADO; CAMPOS; DA SILVA;
DE OLIVEIRA RAMOS et al., 2018).

Uma grande quantidade de quimiocinas inflamatorias se fazem presentes nos
locais em que ocorrem danos e les@es, atraindo os leucocitos e se comunicando com 0s
respectivos receptores de quimiocinas, e assim, dando inicio a resposta inflamatoria
(VIOLA; LUSTER, 2008). Essas quimiocinas sdo formadas por uma familia extensa de
pequenas citocinas, possuindo reduzido peso molecular entre 7 e 15 kDa, tém ainda
efeitos quimiotaticos e agem como ativadores em subgrupos de leucdécitos, que confere
uma grande estimulacdo para conduzi-los até a regido lesionada (BHATIA, 2002; RAZ;
MAHABALESHWAR, 2009). Os mediadores como IL-1, TNF-a ¢ Interferon gama, ou
mesmo através de estimulos externos como lipopolissacarideo sdo capazes de induzir a
liberagdo de quimiocinas (ROSSI; ZLOTNIK, 2000). Em geral, quimiocinas
pertencentes a familia CC exercem estimulo nos mondcitos, nos basofilos, nos
eosinofilos, linfocitos-T, células Natural Killer, e a CCL2 tem efeito na quimiotaxia de
monocitos (JIANG; BELLER; FRENDL; GRAVES, 1992). A proteina inflamatéria de
macréfagos-1-alfa (MIP-1a/CCL3), a proteina inflamatdria de macréfagos 1-beta (MIP-
1R/CCL4) e a CCL5 atuam regulando as células T (PALOMINO; MARTI, 2015;
ROLLINS; MORRISON; STILES, 1988). Apesar dos achados demonstrando as lesdes
pulmonares, o estresse oxidativo e a resposta inflamatdria ocasionada pela VM, ainda
ndo hé& consenso da utilizacdo do tratamento com surfactante exdgeno na prética clinica
em pacientes adultos submetidos a VM, bem como auséncia de estudos tanto em
humanos quanto em animais que analisem o perfil inflamatério e o status redox

pulmonar justificando a execuc¢do deste estudo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os possiveis efeitos da administracdo intranasal do surfactante exdgeno

no processo inflamatorio e desequilibrio redox ocasionados pela ventilagdo mecénica de

ratos Wistar adultos saudaveis.

3.2 Objetivos especificos

v

NN

<\

Investigar a influéncia do surfactante exdgeno de origem bovina (Survanta) na
atenuacdo e regressdao de resposta inflamatoria induzida pela ventilacdo
mecanica

Avaliar o perfil inflamatério das células obtidas do lavado broncoalveolar;
Mensurar os niveis de citocinas no parénquima pulmonar;

Avaliar o estresse oxidativo no homogenato pulmonar;

Analisar o padréo histol6gico do parénquima pulmonar;

Avaliar pardmetros hemodindmicos dos animais submetidos a ventilagdo
mecanica;

Analisar a mecénica ventilatoria dos animais;

Realizar ensaios bioquimicos para mensurar a oxidacdo de lipideos e de
proteinas pela dosagem das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico e
proteina carbonilada;

Realizar ensaios bioquimicos para mensurar a atividade das enzimas catalase,

superoxido dismutase e o sistema glutationa.
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4. MATERIAIS E METODOS:

4.1 Animais

Os animais que foram utilizados receberam tratamento adequado, de acordo
com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para fins cientificos
e didaticos e foram devidamente alojados no Centro de Ciéncia Animal (CCA), onde
foram mantidos em caixas de polipropileno, contendo o nimero maximo de quatro
animais por caixa, em ambientes em que permaneceram sob condic¢des de iluminacéo no
ciclo de 12 horas (claro e escuro), a temperatura de + 25°C e umidade inspecionada. Os
animais receberam agua e racdo ad libitum. Os procedimentos experimentais foram
aprovados pela Comissio de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da Universidade

Federal de Ouro Preto (UFOP) sob nimero de protocolo nimero 2018/06 (anexo 1).

4.2 Grupos experimentais

Para o experimento foram utilizados 32 ratos da linhagem Wistar, machos, com
idade entre 8 e 9 semanas, e foram subdivididos em 4 grupos:

- Grupo controle (GC): animais que ventilaram espontaneamente durante todo o
protocolo experimental;

- Grupo surfactante (GS): animais que receberam o surfactante exdgeno através
da instilacdo intranasal,

- Grupo ventilacdo mecanica (GVM): animais que foram ventilados
artificialmente no periodo de 1 hora;

- Grupo ventilagdo mecanica + surfactante (GVMS): animais que receberam o
surfactante exdgeno através da instilacdo intranasal e foram ventilados artificialmente

no periodo de 1 hora.
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4.3 Administracédo do Surfactante:

O surfactante exdgeno, fracdo fosfolipidica de pulmdo bovino, Beractanto
(Survanta), foi administrado por via intranasal, um volume de 500 pL, nas vias aéreas
superiores (250pL em cada narina), na concentracdo de 25 mg/mL. Cada animal
recebeu a dosagem de surfactante 1 hora antes da ventilagdo mecanica, de acordo com o
grupo experimental. Para administracdo intranasal, os ratos foram anestesiados com
anestesia de curta-duracdo de isoflurano (2%) por via inalatéria, a anestesia foi realizada
para garantir completa inibicdo dos reflexos das vias aéreas superiores fazendo com que
as solucbes fossem ofertadas para o pulmdo (BEZERRA; RAMOS; CASTRO;
ARAUJO et al., 2019; MACHADO; CAMPOS; DA SILVA,; DE OLIVEIRA RAMOS
etal., 2018).

4.4 Ventilacdo Espontanea

Os animais dos grupos controles, GC e GS, foram mantidos sob ventilacdo
espontanea em ar ambiente, todavia, foram submetidos as mesmas manipulacdes dos
outros grupos experimentais. Para registro da funcdo pulmonar, os animais desses
grupos foram previamente ambientalizados, em uma caixa hermeticamente fechada para
adaptacdo prévia. Apos isso, os animais foram colocados individualmente nesta caixa e
permaneceram cerca de 8 minutos para registro dos parametros ventilatorios (frequéncia
respiratdria, volume corrente e volume minuto) através de pletismografia de corpo total,
sendo expostos a ar sintético medicinal (21% O, + 79% N, nominal; MedipureTM
Medical Gases WHITE MARTINS) com volume conhecido (1 L/min) por meio de um
tubo conectado ao sistema. Para o registro, o fluxo de gases respiratorios foi detectado
pelo espirdmetro de mesa (AdInstruments, Dunedin, Nova Zelandia) e o sinal

amplificado e analisado pelo software PowerLab.

4.5 Ventilacdo Mecanica

Os animais foram anestesiados via intraperitoneal com uma mistura de
cetamina (80 mg/kg; Sespo Industria e Comércio Ltda., Paulinia, SP, BR) e midazolam
(5 mg/kg; Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A., Pouso Alegre, MG, BR) ap0s a
sedacdo, colocados em uma mesa cirargica em decubito dorsal, foi feito bloqueio
neuromuscular via intravenosa com Cloreto de Suxameténio (1mL/kg), e foi realizada

uma incisdo longitudinal na regido da cartilagem cricoide, onde a pele e os tecidos sdo
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afastados com utilizacdo de uma pinga cirdrgica para a exposi¢do da traqueia. A seguir,
foi realizado acesso a traqueia (por traqueostomia) com seccdo dos aneis cartilaginosos,
e introduzida uma cénula traqueal, estando esta, logo apds, acoplada ao ventilador
mecanico. Durante o procedimento os animais foram aquecidos para manter a
temperatura corporal constante (37°C) e monitorizados quanto a Saturacdo de O, a cada
20 minutos. O sistema de PEEP utilizado foi o “selo d’agua”, cujo mecanismo consiste
de um tubo de silicone e sua extremidade faz conexdo com uma proveta, onde fica
armazenada a agua destilada. O nivel de imersdo deste tubo determinou o valor da
PEEP desejada (FAGEVIK OLSEN; CARLSSON; OLSEN; WESTERDAHL, 2015),
no caso foi mantido a 3 cmH,O e confirmado este ajuste no monitor do ventilador

mecanico.

Os animais dos grupos GVM e GVMS foram ventilados artificialmente por
meio do ventilador mecanico Ventilator INSPIRA Advanced (Harvard APARATUS) por
um periodo de 60 minutos. Os dois grupos (GVM) e (GVMS) foram ventilados no
modo controlado a volume, todos com fragdo inspirada de oxigénio (FiO2) a 21%. Foi
utilizado um volume corrente (V) correspondente a 12 ml/Kg e uma frequéncia
respiratoria (FR) de 80 ciclos por minuto e Pressdo Positiva ao final da Expiracdo
(PEEP) de 3 cm de H0.

4.6 Coleta de sangue

Apds o término do protocolo experimental, foi realizada a coleta do sangue por
puncado cardiaca e as amostras foram analisadas no gasémetro (aparelho biomédico de
andlises das pressbes parciais dos gases sanguineos (Nova Biomedical, Waltham,
Massa, EUA). Ap6s o procedimento de coleta sanguinea, ocorreu a eutanasia de todos
os animais realizando exsanguinacdo (CAMPQOS; LEAL; COSTA,; DE LIMA et al.,
2015).

4.7 Coleta do lavado broncoalveolar (LBA)

A coleta do LBA foi realizada apds a eutanasia, ja com o térax aberto o pulméo
esquerdo foi clampeado, a traqueia foi canulada e o pulméo direito foi lavado com 3 mL

de solucao salina (2 x 1500 pL). As amostras foram mantidas em gelo até o final do
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procedimento a fim de evitar lise celular. Para a contagem total de leucdcitos no LBA, o
material coletado foi centrifugado em Centrifuga Refrigerada (Eppendorf 5415R;
Eppendorf®, Hamburgo, Alemanha) durante 10 minutos com 3000 RPM a 4°C, ap06s a
centrifugacdo foi retirado o sobrenadante e armazenado em frezer — 80°C. O pellet que
contém o0s leucocitos foi ressuspenso com 100 uL de solugdo salina. Para corar as
células foi utilizada a solug@o de Turk (RenyLab, Minas Gerais, BR), para isso, 180 uL
de solugdo Turk foi adicionado em um eppendorf juntamente de 20 pL da solucdo
ressuspensa e agitado, logo em seguida, a contagem total de leucdcitos foi realizada na
camara de Neubauer. Para a contagem diferencial de células no LBA, 40 uL das
amostras foram centrifugadas em uma Cito-centrifuga (INBRAS equipamentos para
salde, SP, BR) com uma rotacéo de 1.000 RPM durante 1 minuto. Apds a obtencdo das
laminas, essas foram coradas com o Kit Rapido de Corantes para uso Hematoldgico
(RenyLab, Minas Gerais, BR), através de banhos de imersdo de 40 segundos em cada
uma das trés solucGes distintas. Posteriormente, as laminas foram lavadas em &gua
corrente para a retirada do excesso de corantes e secadas em temperatura ambiente.
Apdbs secagem foram contadas 100 células por lamina e diferenciadas em: macréfagos,
linfécitos e neutrofilos em microscopio éptico com 6leo de imersdo com aumento de
100x (CAMPOS; ARAUJO; MARTINS; BANDEIRA et al., 2017; PENA; RAMOS
CDE; SOARES; DA SILVA et al., 2016). A técnica de contagem diferencial foi

realizada duas vezes por dois patologistas diferentes.

4.8 Coleta dos pulmdes para analises histologicas

O pulmao direito foi clampeado, propiciando a perfusdo do pulméo esquerdo
com solucdo de formalina tamponada a 4% com pH de 7,2 e presséo de 25 cmH,0 pelo
tempo de 2 minutos via tragueal e, em seguida, imerso em solucédo fixadora por 48h. A
seguir, foi feito banho sob agua corrente, por 30 minutos, banho em alcool 70% e 90%
com duracdo de 30 minutos em cada concentracdo, depois feito 2 banhos em alcool
100% também por 30 minutos cada e incluidos em parafina a seguir. Os blocos de
parafina foram submetidos a microtomia para obtencdo de cortes seriados com 4 um e
foram corados em hematoxilina—eosina (H&E) (CAMPOS; LEAL; COSTA; DE LIMA
et al., 2015; PENA; RAMOS CDE; SOARES; DA SILVA et al., 2016).
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4.9 Andlises Estereoldgicas do parénquima pulmonar

Para a realizacdo da estereologia, as laminas coradas em H&E foram
fotografadas utilizando o microscopio de luz Primo Star (Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Alemanha), esse microscopio possui uma camera digital (Axiocam 105) que é acoplada
ao software de captacdo de imagens (ZEN lite image). Para realizar as analises de
densidade de volume dos septos alveolares (Vv [sa]) e dos espacgos alveolares (Vv [a])
cada lamina foi fotografada em 20 campos a um aumento de 40 vezes, cada campo foi
avaliado utilizando um sistema de teste composto de 16 pontos e uma area de teste
conhecida onde uma linha proibida era considerada como delimitagéo, a fim de evitar a
superestimacao do nimero de estruturas (BEZERRA; RAMOS; CASTRO; ARAUJO et
al., 2019; MANDARIM-DE-LACERDA, 2003).

4.10 Homogenato pulmonar

Para a avaliacdo da atividade das enzimas antioxidantes, do dano oxidativo e
dos marcadores inflamatorios foi utilizado 100 mg do tecido pulmonar. Esses foram
pesados separadamente e colocados em tubo de polipropileno contendo 1 mL de tampao
fosfato com de pH 7,8 e, entdo, feita a homogeneizacdo de tecidos (Homogeneizador
Nova Técnica mod. NT136, Piracicaba, Brasil). A seguir, as amostras foram submetidas
a centrifugacdo por um tempo de 10 minutos e 13000 rpm. O sobrenadante foi recolhido
e conservado em freezer a temperatura de -80°C (CAMPOS; ARAUJO; MARTINS;
BANDEIRA et al., 2017).

4.11 Biomarcadores do Estresse Oxidativo

4.11.1 Proteinas Totais

O método de Bradford foi para as dosagens das proteinas totais as amostras de
homogenato de tecido pulmonar (BRADFORD, 1976). O reagente é composto por
corante Comassie brilhante blue, que em meio a solucdo &cida, se liga as proteinas da
amostra, elevando o valor de absorbancia, de 465 nm para 595 nm. Uma curva padréo
foi determinada através de concentracOes crescentes de proteina albumina para esta
avaliacdo, e 0,01g de albumina sofreu processo de dissolvicdo em 1000 pL de agua
Mili-Q, e, dessa solu¢éo, foi usado 200uL para ser adicionado a 3,8 mL de agua Mili-Q,

totalizando um volume de 4 mL de solugéo para a concentragdo de 0,5 mg / mL. Os
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pontos da curva sofrem variacao entre 0,5 mg/ mL até 0,05 mg/ mL, como demonstrado

na Tabela 1.

Tabela 1. Curva padrdo de albumina

Diluicdo de albumina Albumina 0,01 g/mL Agua Mili-Q
0,5 mg/mL 1000 pL -
0,4 mg/mL 800 uL 200 pL
0,3 mg/mL 600 uL 400 pL
0,2 mg/mL 400 uL 600 puL
0,1 mg/mL 200 pL 800 uL
0,05 mg/mL 100 pL 900 uL

A diluicdo foi feita em agua Mili-Q de solucdo de Comassie blue, em
propor¢do de 4:1 de agua Mili-Q para solugdo Comassie blue. Uma vez a curva padréo
pronta e a diluicdo da mesma, foram adicionados a cada poco correspondente 2 pL de
amostra do homogenato pulmonar, que foi diluido em 8 pL de agua Mili-Q. A seguir,
190 pL de solugdo Comassie blue diluida, foi entdo pipetada e dispensada em todos os
pocos da placa. Essa foi encubada a temperatura ambiente durante 30 minutos e a leitura
foi feita em espectofotdmetro de placas a 595 nm (CAMPOS; ARAUJO; MARTINS;
BANDEIRA et al., 2017).

4.11.2 Atividade da Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da enzima SOD, foi avaliada no homogeneizado tecidual conforme
descrito pelo método descrito por Marklund e Marklund (MARKLUND; MARKLUND,
1974), que é baseado em verificar 0 quanto a SOD ¢é capaz de inibir a auto-oxidacao do
pirogalol. Os reagentes usados foram: fosfato de potdssio monobasico (KH,PQO,),
fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,), Pirogalol ¢ MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2H]-2,5-difenilterazolio) e dimetilsulféxido (DMSO). Para a realizacdo da
dosagem, foi usada uma aliquota de sobrenadante, onde o sobrenadante foi pipetado em

placa de 96 pocos. Em seguida, houve a adi¢do dos reagentes como mostra a Tabela 2.
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Tabela 2. Reagentes utilizados para a analise da atividade da Superdxido Dismutase

Amostra Tampdo MTT (1,25 Mm)  Pirogalol (100uM)

Branco - 144l 6 ul -
Padrao - 129yl el 15ul
Amostra 30pl 99 ul oul 15ul

A placa foi incubada durante 5 minutos a temperatura de 37 °C e, em seguida,
150 pL de DMSO foram adicionados para ser feito o preparo da reacdo. A placa foi
entdo lida em espectrofotobmetro de placa a 570 nm, e, posteriormente, ao valor de
absorbancia foi feita uma conversdo de unidade de SOD por meio de subtracdo do valor
da absorbancia da amostra pelo valor do branco. O resultado obtido foi demonstrado em
U/mg de proteina (CAMPOS; ARAUJO; MARTINS; BANDEIRA et al., 2017).

4.11.3 Atividade da catalase

A descricdo da mensuracdo da atividade de catalase foi feita de acordo com
(AEBI, 1984) por meio de decréscimo do peroxido de hidrogénio (H,O,) a um valor de
absorbancia de 240 nm. O método é baseado na decomposicao de enzima do H,O, em
periodo de 60 segundos através de espectrofotometria. Foi utilizada uma aliquota do

sobrenadante, como amostra biol6gica.

Para a preparacdo do tampdo fosfato, foram usados 0s reagentes seguintes:
cloreto de sddio (NaCl), fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,) e fosfato de potéssio
monobasico (KH,PO,). Os sais que sofreram diluicdo e a &gua destilada foram
conservados na geladeira. Foi usado 25 mL de tampdo, misturados em seguida a 40 pL
de perdxido de hidrogénio. Apos esta preparacdo dos reagentes, foi feita a leitura em
espectrofotbmetro. O tampdo junto ao peroxido foi coletado com cada amostra
separadamente em uma cubeta de quartzo com volumes de 970 pL e 30 pL
respectivamente, para serem registrados a 240 nm por um periodo de 60 segundos, e
feita anotagéo a cada 10 segundos. A deteccdo da atividade da catalase foi demonstrada
pela diminuicdo do valor de absorbancia a 240 nm, concordando com a Lei de Lambert
Beer, em que 1 U tem a equivaléncia de 1 pmoL de hidrolise de H,O,/ minuto/ mL
(CAMPOS; ARAUJO; MARTINS; BANDEIRA et al., 2017).
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4.11.4 Sistema Glutationa

A dosagem da glutationa total foi feita a partir da adaptagédo do kit comercial
Sigma #CS0260, que faz uso de uma metodologia cinética para avaliar os niveis de
glutationa total (GSH + GSSH) em amostras biologicas por meio de reducdo do
acidob,5"-ditio-bis-(2-nitrobenzdico) (DTNB) a TNB. Para a realizacao desta avaliacéo,
foi homogeneizado 50 mg de pulméao com 500 pL de &cido sulfossalicilico a 5% (SSA),
posteriormente, as amostras foram levadas a centrifugacdo em 10000 rpm pelo tempo de
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi colhido e utilizado como amostra bioldgica, e a
dosagem foi feita em placa de 96 pogos. A curva padrdo da anélise foi feita utilizando 3
mg de glutationa reduzida que sofreu diluicdo em 1 mL de agua destilada para, a partir
dessa solugdo deixada em estoque, serem preparados 0s pontos de curva, como

podemos observar na Tabela 3.

Tabela 3. Curva padrdo para analise de glutationa total

Ponto da curva 1 2 3 4 5
Concentracéo de
GSH (uM) 50 25 12,5 6,25 3,125

Solugdo de GSH 54 o5 (ryno1)  25(Tubo2) 25 (Tubo3) 25 (Tubo 4)

(uL)
SSA 5% (uL) - 25 25 25 25
nmoles de GSH
em 10 pL de 0,5 0,25 0,125 0,062 0,0312
amostra

Foram pipetados 10 pL de solucdo de curva em cada pogo da placa, e, 10 pL
das amostras para teste ou 10 pL de SSA a 5% para o branco, como demonstrado na
Tabela 4, em seguida, adicionou a mistura contendo o tampédo fosfato de potéssio,
glutationa redutase e DTNB. As amostras foram incubadas por 5 minutos e, em seguida,
a reacao foi iniciada com a adigdo de 50 ul de solugdo de NADPH. Com o inicio da
reacdo, a absorbancia foi imediatamente medida a 405 nm utilizando um
espectrofotdbmetro de placa. Foram realizadas 5 leituras com intervalo de 1 minuto entre

cada leitura.
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Tabela 4. Reagentes para a analise de Glutationa

Amostra (nL)  SSA 5% (pL) Mistura de NADPH (pL)

trabalho (pL) de uso
10 150 50
Branco -
Curva Padréo 10 i 150 50
(5 pontos)
Amostra 10 - 150 >0

Para realizar a mensurac@o dos niveis de glutationa oxidada, a curva padrao e
os reagentes foram coletados em pipeta na placa de 96 po¢os, mas, neste caso as
amostras biolégicas foram conduzidas a um processo de derivatizagdo antes de iniciar a
dosagem. Foram feitas aliquotas de 100 uL das amostras e a elas foi acrescido 2 pL de
vinilpiridina e 5 pL de trietanolamina (TEA), contendo o nivel de pH entre 6 e 7, e
entdo, as amostras passaram por incubacao a temperatura ambiente durante uma hora. A
seguir, foi usado 10 pL desta amostra obtida para sofrer reacdo com a mistura. As
concentracfes de glutationa total e oxidada foram obtidas atraveés da curva padréo
preparada em cada dosagem. Para encontrar a concentracdo de glutationa reduzida nas
amostras foi subtraido o valor de glutationa oxidada do valor de concentracdo da
glutationa total. Obteve-se a relacdo GSH/GSSG através da divisdo dos resultados de
concentracdo de GSH pelos resultados de GSSG (BANDEIRA; DA SILVA; ROSSONI;
FIGUEIREDO et al., 2017; MURTA; CAMPOS; BANDEIRA; DINIZ et al., 2016)

4.11.5 Anélise do Dano Oxidativo - TBARS

A analise da peroxidacdo lipidica foi feita analise em conformidade com a
metodologia de Buege (BUEGE; AUST, 1978). O 4cido tiobarbitdrico (TBA) faz
reacdo com lipidios oxidados, resultando em malondialdeido. Para ser feita a anélise, foi
utilizado 500 pL do homogeneizado tecidual, 250 pL de solucdo de tricloroacético
(TCA 28% p/v dissolvido em acido cloridrico), 250 pL de TBA 1% dissolvido em acido
acético 1:1 e 125uL de bultil hidréxitolueno (BHT) 5 mM dissolvido em alcool foram

todos acrescentados. O tubo foi direcionado ao vortex e submetido a banho-maria a
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95°C durante 15 minutos, para serem a seguir resfriadas em gelo durante 5 minutos e,
em seguida, o material foi levado a centrifugacdo pelo tempo de 10 minutos e 13000
rpm. Foi feita a leitura do sobrenadante em espectrofotbmetro a 535 nm. A
determinacdo da taxa de TBARS concentrada foi revelada, usando o coeficiente de
extincdo molar (&= 1,56 x 105L x mol-1 X cm-1), de acordo com a lei de Lambert Beer.
O resultado foi determinado em nmols/ mL (SOARES; CAMPOS; PENA; BANDEIRA
etal., 2016).

4.11.6 Dosagem da proteina carbonilada

O processo de oxidacdo de proteinas pelas espécies reativas de oxigénio
conduz a sintese de derivados carbonilicos, eles podem ser medidos através de métodos
sensiveis, como aqueles que usam o 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), que faz reacédo
com grupos carbonilicos, resultando em hidrazona, que foi analisada por

espectrofotbmetro.

A avaliagdo da proteina carbonilada ocorreu atraves do protocolo adaptado da
metodologia de Reznick (REZNICK; PACKER, 1994). Para isso, foi usado 500 pL de
homogeneizado pulmonar, que foi dispensado em tubos de polipropileno e acrescentado
500 pL de TCA 10%, misturou-se no vortex e, entdo, submeteu-se centrifugacdo
durante 3 minutos a 5000 RPM. O sobrenadante foi descartado se adicionou ao
precipitado 500 pL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), feito isso as amostras foram
conservadas em temperatura ambiente no escuro, durante 60 minutos e a cada 5
minutos, as amostras eram levadas ao vortex, para serem misturadas. Ao fim do
processo, foi adicionado 500 pL de TCA para as amostras serem levadas a
centrifugacdo durante 3 minutos a 5000 RPM. O sobrenadante foi descartado, 1 mL do
composto de etanol/acetado de etila (1:1) foi acrescentado nos tubos, misturados no
vortex, para entdo serem centrifugados. Esta etapa da reacdo foi repetida duas vezes.
Posterior a lavagem de solucdo de etanol /acetato de etila pela segunda vez, o
sobrenadante foi descartado e foi acrescentado 1 mL de dodecil sulfato de sédio (SDS)
6%, em seguida, misturado no vortex centrifugado a 10000 RPM durante 3 minutos a 4
°C. Os sobrenadantes tiveram sua leitura feita no espectrofotometro a 370 nm. A
obtencdo da concentracdo de proteina carbonilada foi feita conforme a equacdo de

Lambert Beer a seguir:



51

Abs 1x10°
X
£ VA

CcC =

e Abs = Absorbéancia
e &= coeficiente de extincao molar em unidades de 22000 M.L-1 cm-1;
e VA =volume da amostra;

e C =concentracdo de proteina carbonilada na amostra (nmol/mL).

Para a determinacdo da concentracdo de proteina carbonilada em relacdo a
concentracdo de proteinas totais utilizou-se o valor encontrado na anélise de proteinas
pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976), cuja equacao é:

Equacdo: Proteina carbonilada da amostra (nmol/mL)

Proteina total da amostra (mg/mL)

4.12 Ensaios Imunoenzimaticos do Parénquima Pulmonar

Foram analisados a interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), proteina
quimiotatica de mondcitos 1 (CCL2), proteina inflamatoria de macrofago 1-alfa
(CCL3), CCL5 (do inglés regulated on activation, normal T cell expressed and
secreted), fator de necrose tumoral (TNF), no tecido homogeneizado pulmonar
misturado com 1 mL de tampdo fosfato. Para a realizacdo das analises de tecido
pulmonar foram usados 100 mg de tecido homogeneizado com 1 mL de tampdo fosfato.
As amostras foram levadas a centrifugacdo a 4°C, foi feito congelamento do
sobrenadante a -20° C, e, posteriormente, levadas para serem analisadas através do
método Enzyme-Linked Immuno sorbent Assay (ELISA). Esses ensaios foram
realizados utilizando kits e todos os anticorpos e os reagentes foram reconstituidos e
aliquotados de acordo com as orientagdes dos fabricantes. As andlises foram realizadas

como descrito a seguir.

Em resumo, em placas de 96 pocos foram adicionados 100 pL de anticorpo
monoclonal contra o peptideo (anticorpo de captura), reconstituido em PBS, sendo estas
placas incubadas por 12 horas, a temperatura ambiente. Os anticorpos ndo adsorvidos
pelas placas foram descartados, por inversdo e sucessivas lavagens em PBS-Tween
(PBS adicionado de 0,05% de Tween20) e as placas foram bloqueadas com 100

ul/pogo de uma solugdo contendo PBS-BSA 1%, durante 1 hora a temperatura
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ambiente. A seguir, as placas foram novamente lavadas. Foi preparada por dilui¢éo
seriada uma curva padrdo. As amostras foram aplicadas em um volume de 25 pL para
cada poco e, a sequir, foi realizada incubagéo por 2 horas em temperatura ambiente. Os
anticorpos secundarios (anticorpo de deteccdo), ap0s 0s pogos serem devidamente
lavados, foram diluidos em PBS-BSA 0,1% e incubados por 2 horas a temperatura
ambiente. A placa foi novamente lavada e 100 pL de estreptoavidina ligada a
peroxidase (na diluicdo recomendada pelo protocolo de cada kit) em PBS-BSA 0.1%
foram adicionados a placa e a mesma incubada por 20 minutos a temperatura ambiente.
O cromogeno escolhido para revelacdo foi a Tetrametilbenzidina (Color Reagent B -
R&D Systems, Minneapolis, USA). 5 mL do cromdgeno foi adicionado a 5 mL de
peroxido de hidrogénio (Color reagent A - R&D Systems, Minneapolis, USA). 100 puL
dessa solucdo foram adicionados em cada um dos poc¢os e, apds vinte minutos de
incubacdo em auséncia de luz e temperatura ambiente, a reacdo foi bloqueada
adicionando-se 100 pL de acido sulfarico (H2SO4) 2,5 M por pogo. A leitura da
intensidade de coloragdo foi realizada em leitor de ELISA utilizando-se o comprimento
de onda de 450 nm, imediatamente ap0s a adi¢do de H,SO, para o bloqueio das reacdes.
A quantificacdo das quimiocinas e interleucinas presentes nas amostras foi determinada
baseada na densidade Optica obtida com a curva padrdo dos peptideos, analisadas pelo
software SOFT Max PRO 4.0 (PENITENTE; LEITE; DE PAULA COSTA;
SHRESTHA et al., 2015) .

4.13 Analises estatisticas

A distribuicdo paramétrica dos dados foi avaliada utilizando o teste de
normalidade Kolmogorov —Smirnov. Os dados foram expressos em média + erro padrdo
da média. Para os dados com distribuicdo normal foi utilizada a analise de variancia
univariada (ANOVA one-way) seguido pelo pds-teste de Tukey. Para os dados ndo
paramétricos foi utilizado o teste Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunns. Em
ambos os casos, a diferenca significativa foi considerada quando o valor de p<0,05.
Todas as analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism versdo 5.00
para Windows 7, GraphPad Software (San Diego, CA, USA).



5. RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da gasometria arterial e da funcéo pulmonar
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Ao término do protocolo experimental foram realizados a gasometria arterial

para possibilitar a analise dos gases séricos e durante o protocolo, analise dos

parametros respiratorios tais como frequéncia respiratoria, volume corrente e volume

minuto, nos grupos experimentais. Os valores foram apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Andlise de gases sanguineos e funcdo pulmonar em ratos wistar

GC GS GVM GVMS
pH 7,39+0,017  7,39+0,015 7,53+0,0122° 7,51 +0,020%"
pO,(mmHg) 80,54 +4,17 70,76 +4,27 136,3+3,07*° 1355+ 3,312"
pCO,(mmHg) 3562 271 34,44 +121 12,88+0,96*" 14,10 +1,33*"
HCOs(mmol/L)  21,94+127  21,66+053 11,08+0,66*" 11,40+ 0,58%"
SO, (%) 92 89 99 99
(74/96,20) (84/97) (99-100)%" (99-99)°
VT (mL) 1,97 £0,31 1,92+045  552+0,09*" 4,92 +0,20°°
VM (mL/min) 1944 +4511 197,8+50,57 442,1+7,42*" 3937+ 16,24*"

GC: grupo controle; GS: Grupo de instilacdo intranasal de surfactante; GVM: grupo de
ventilacdo mecanica; GVMS: grupo ventilagdo mecénica + instilagdo intranasal de
surfactante. SO2: saturacdo de oxigénio; pO,: pressdo parcial de oxigénio; pCO2:
pressao parcial de diéxido de carbono; HCOs: bicarbonato; FiO,: fracdo inspirada de
oxigénio. (a) representa uma diferenca significativa em relacdo ao GC. (b) representa
uma diferencga significativa em relacdo ao GS. (c) representa uma diferenca significativa
em relacdo ao GVM. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média, para
a analise estatistica da Variancia One Way ANOVA seguida pelo pos-teste de Tukey (p
<0,05). Os resultados também expressos em mediana (valor minimo / maximo), para a
andlise estatistica, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de
Dunn’s =5 a 6 animais por grupo.

De acordo com a Tabela 5, pode-se observar um aumento de pH e de pO, nos
grupos submetidos a VM, GVM e GVMS, em relagdo aos grupos controles, GC e GS.
Esse mesmo resultado é percebido na relagcdo pO,/FiO,, ja que a FiO, era uma variavel
fixa no experimento (21%). Em relacdo a pCO; e os niveis de bicarbonato (HCO3),
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foram menores em GVM e GVMS comparado aos grupos GC e GS. Observamos ainda
que a saturacdo de oxigénio (SpO,) foi maior em GVM em relagdo aos grupos GC e GS,
e maior em GVMS em relacéo ao grupo GS.

Em relacdo a fungdo pulmonar foi observado nos grupos submetidos a VM,
GVM e GVMS, valores maiores para o volume corrente (V1) € 0 volume-minuto (VM)

em comparacao aos grupos GC e GS.
5.2 Analise do influxo de células no lavado broncoalveolar (LBA)

A presenca de células inflamatdrias foi avaliada através da contagem total e
diferencial de células no LBA (Figura 11). Os resultados encontrados demonstraram
que houve um aumento de leucdcitos totais no LBA no GVM comparados ao GC e GS.
Ao realizar a avaliacdo das contagens diferenciais de leucocitos: macrofagos, linfécitos
e neutrdfilos também foram observados que houve maior recrutamento de todos estes
subtipos celulares para 0 LBA no GVM comparado ao GC e GS, e de modo interessante

houve diminuicdo desses influxos em GVMS em comparagdo ao GVM.
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Figura 11. Célula inflamatoria no lavado broncoalveolar.

GC: grupo controle; GS: Grupo de instilagdo intranasal de surfactante; GVM: grupo de
ventilagdo mecénica; GVMS: grupo ventilagdo mecénica + instilacdo intranasal de
surfactante. (a) representa uma diferenca significativa em relacdo ao GC. (b) representa
uma diferenca significativa em relagdo ao GS. (c) representa uma diferenca significativa
em relagdo ao GVM. Os dados sdo expressos como média * erro padrdo da media.
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Analise de Variancia One Way ANOVA seguido pelo teste de Tukey (p <0,05),n=5a
6 animais por grupo.

5.3 Biomarcadores do Estresse oxidativo

Os biomarcadores do estresse oxidativo no parénquima pulmonar avaliados
podem ser vistos na Tabela 6. Inicialmente, foi observado que as atividades das enzimas
SOD e CAT estavam aumentadas em GVM quando comparado a GC e GS, e houve
reducdo em GVMS comparado a GVM. Em relacdo a razdo de GSH/GSSG, houve
reducdo em GVM comparado ao GC. Quanto a formacdo de Substancias Reativas ao
Acido Tiobarbiturico (TBARS), os resultados mostraram que a peroxidacéo lipidica foi
maior em GVM quando comparado a GC e GS, e a administragcdo intranasal do
surfactante exdgeno antes da submissdo a VM promoveu uma melhora deste parametro
sendo observado menor dano oxidativo em GVMS quando comparado ao GVM. Além
disso, foi observada uma menor oxidacdo de proteinas avaliada pela proteina

carbonilada no GVMS comparado ao GVM.

Tabela 6. Biomarcadores do estresse oxidativo no parénquima pulmonar de animais

GC GS GVM GVMS
SOD (U/mg proteina) 15,35 = 17,74 + 34,61 + 14,58 +

1,95 3,19 3,24%° 1,76°
CAT (U/mg proteina)  1,42+024 1,49+0,18 2,91+387*" 1,91+0,12°
Relagdo GSH/GSSG 2,60 1,53 0,84 1,74

(1,72/4,66) (0,67/7,83)  (0,29/0,86)*  (1,49/2,27)
TBARS (nmol/mg b
] 0,75+0,07 0,72+0,08 1,13+0,13*° 0,71 +0,05°
proteina)

Proteina carbonilada b
452+082 428+0,86 8,94+0,86* 359+0,48°
(nmol/mg proteina)

GC: grupo controle; GS: Grupo de instilagdo intranasal de surfactante; GVM: grupo de
ventilacdo mecanica; GVMS: grupo ventilagdo mecénica + instilagdo intranasal de
surfactante. (a) representa uma diferenca significativa em relacdo ao GC. (b) representa
uma diferenca significativa em relacdo ao GS. (c) representa uma diferenca significativa
em relacdo ao GVM. Os dados sdo expressos como meédia + erro padrdo da média, para
a analise estatistica da Variancia One Way ANOVA seguida pelo pos-teste de Tukey (p
<0,05). Os resultados também expressos em mediana (valor minimo / maximo), para a
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analise estatistica, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de
Dunn’s. n =4 a 5 animais por grupo.

5.4 Analises Imunoenzimaticas

As andlises dos niveis de biomarcadores inflamatorios CCL2, CCL3, CCL5, e
IL-1, IL-6 e TNF foram realizados no homogeneizado pulmonar e demonstrados na
Tabela 7. Em relagdo a CCL5, ndo houve diferenca entre os niveis nos 4 grupos
analisados. J& com relacdo a CCL3, observou-se um aumento nos niveis apenas em
GVM em relagdo a GC. Quanto a CCL2, IL-1, IL-6 e TNF observou-se um aumento
em GVM comparado a0 GC e GS e a administracdo do surfactante foi capaz de
promover uma redugdo nos niveis dessas citocinas pro-inflamatorias, ou seja, houve

uma diminuicdo em GVMS quando comparado a GVM.

De acordo com os dados da tabela 7, os resultados denotam que a concentragéo
de CCL2 foi maior no GVM em relacdo aos grupos GC e GS, e que houve uma
diminuigdo de concentracdo de CCL2 no GVMS quando comparado ao grupo GVM;
também se observa concentracdo de CCL3 maior no GVM em relag¢do ao grupo GC; e
ainda um namero de concentrado maior de IL-1 e IL-6 no GVM ao se comparar com 0S
grupos GC e GS, como também ha uma concentracdo menor de IL-1 e IL-6 presentes no
GVMS em relagédo ao GVM. Em relagdo ao TNF-a, observa-se um aumento no GVM
em relacdo a GC e GS, bem como, uma diminui¢do no GVMS em relacdo a GVM.

Tabela 7. Marcadores Inflamatérios no Parénquima Pulmonar

GC GS GVM GVMS

CCL2 (pg/mL)  1216+32,39 1257 +4305 1599 + 7519°° 1317 + 62,72°
CCL3 (pg/mL)  189,4+4,45  2158+1347 242.0+1267*°  207.2+588
CCL5 (pg/mL)  390,9+39,01  568.1+9203  4743+4418  518.1+5828

IL-1(pg/mL)  5284+403  580.7+110,3  1400+200,1*°  687.7 + 105,6°
IL-6 (pg/mL)  1553+3359  2131+1006  1654+102,7*° 1507 +60,82°
TNF-o(pg/mL) 1222+3649  1603+39,91  1310+58,90°° 1221 +35,53°

GC: grupo controle; GS: Grupo de instilacdo intranasal de surfactante; GVM: grupo de
ventilacdo mecanica; GVMS: grupo ventilagdo mecénica + instilagdo intranasal de
surfactante. CCL2 ou MCP1: proteina quimiotatica de mondcitos 1; CCL3 ou MIP-1a:
proteina 1-alfa inflamatéria de macrofagos; CCL5 ou RANTES; IL-1: interleucina 1;
IL-6: interleucina-6; TNF-a: fator de necrose tumoral-alfa. (a) representa uma diferenca
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significativa em relagcdo ao GC. (b) representa uma diferenca significativa em relagcéo ao
GS. (c) representa uma diferenca significativa em relacdo ao GVM. Os dados sdo
expressos como média + erro padrdo da média. Analise de Variancia One Way ANOVA
seguido pelo teste de Tukey (p <0,05), n =5 a 6 animais por grupo.

5.5 Estereologia

Por ultimo, foram feitas analises estereoldgicas do parénquima pulmonar dos
grupos experimentais que mostraram que a ventilagdo mecanica com alto volume
corrente promoveu dano ao parénquima pulmonar. Conforme apresentado na Figura 12,
0s animais que foram ventilados a 12 mL/kg (GVM) tiveram um aumento na densidade
do espaco aéreo alveolar (Vv[a]) e, consequentemente, uma reducdo na densidade de
septos alveolares (Vv[sa]), quando comparado ao GC e GS. Surpreendentemente, a
administracdo via intranasal com surfactante protegeu o parénquima pulmonar, ou seja,
foi demonstrado uma diminuicéo significativa em Vv[a] e aumento em Vv[sa] ambos

comparados ao GVM.



ab

Vv de espaco aéreo alveolar (%)
8 8 8 8
i
Vv septo alveolar (%)
& 8
3

GC Gs GVM  GVMS GeC GS GVM  GVMS

Figura 12. Andlises estereoldgicas das secgdes pulmonares.

GC: grupo controle; GS: Grupo de instilacdo intranasal de surfactante; GVM: grupo de
ventilagdo mecénica; GVMS: grupo ventilagdo mecénica + instilacdo intranasal de
surfactante. (A) Densidade de volume do espaco aéreo alveolar. (B) Densidade
volumétrica dos septos alveolares. Para os dados A e B foram expressos em mediana,
valor minimo e maximo e analisados por Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de
Dunn’s, n = 5 a 6 animais por grupo. (C) Fotomicrografias de seccBes pulmonares
coradas com hematoxilina e eosina. Barra = 50 pum, aumento de 400x.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo experimental, avaliamos os possiveis efeitos da administracdo
intranasal de surfactante de origem bovina no processo inflamatorio e status redox
ocasionados pela ventilagdo mecénica utilizando alto volume corrente (12 mL/kg) em
ratos Wistar adultos saudaveis. Apesar da ventilagdo mecanica ser um procedimento de
grande importancia ofertado a pacientes que se encontram com necessidade de suporte
respiratorio, a VM também apresenta repercussdes negativas (FREITAS; SILVA,;
TAVARES; BARROSO et al., 2009; NAKAMURA; MALLOY; MCCAIG; YAO et
al., 2001; PUNTORIERI; HIANSEN; MCCAIG; YAO et al., 2013), tais como a lesdo
pulmonar induzida por ventilagdo mecanica (LPIV) que tem sido correlacionada ao
aumento da mortalidade em adultos, sobretudo em individuos acometidos de sindrome
da angustia respiratéria (DAVIDOVICH; DIPAOLO; LAWRENCE; CHHOUR et al.,
2013). Portanto, existe a necessidade de acompanhamento continuo do quadro clinico
do paciente submetido a VM e, se tratando de suporte ventilatorio, um dos parametros
necessarios para se monitorizar € a analise dos gases arteriais através da gasometria
avaliando o estado acido-base do organismo, feito principalmente através de quatro
pardmetros determinados em amostras de sangue arterial, sendo eles: valores de
potencial Hidrogenibnico (pH) sanguineo, da pressao parcial de gas carbénico (PaCOy)
e oxigénio (Pa0,), ion Bicarbonato (HCOj3) e saturacdo da Oxi-hemoglobina, bem
como parametros relacionados a funcdo pulmonar tais como o volume corrente e o

volume minuto.

No presente estudo, foi observado que os animais submetidos a VM com alto
volume corrente houve uma elevagdo do pH e pO; e uma redugdo de pCO, e HCO3
qguando comparado aos animais em ventilacdo espontanea, sugere-se que o aumento do
pH esteja correlacionado a reducdo de pCO,, e a pO, aumentou em funcdo da
hiperventilacdo em conseqiiéncia do alto volume corrente, caracterizando uma alcalose
respiratoria. Sabe-se também que os niveis de PaCO, esté vinculado a ventilagdo, e um
quadro de hipocapnia se desenvolve quando ha hiperventilacdo (ULTRA, 2009). No
organismo, quando ocorre variacdo em PaCO, o ajuste se da através do Sistema
Nervoso Central e Respiratdrio, com o tamponamento feito pelo sistema bicarbonato,
que é ajustado pela funcédo renal, e o pH arterial, cujo célculo para obtencdo do mesmo
é: pH = HCO3/CO,, realizando a liberacdo ou ainda a retencdo de acidez ou de

alcalinidade para o equilibrio (GAMBAROTO, 2006). Em nosso estudo, nos animais



60

submetidos a VM, 0s mecanismos compensatérios estdo acionados, uma vez que houve
alteracdes nos valores de HCO3;, pH e pCO;, em resposta a hiperventilagdo. Outro fator
importante a ser avaliado é a fungdo pulmonar, uma vez que a estratégia de utilizacdo de
altos volumes correntes em pacientes com lesdo pulmonar aguda potencializa a
disfuncéo das atividades pulmonares, os grupos sob VM tiveram seus volumes correntes
e frequéncia respiratoria ajustados no equipamento, portanto, também houve um
aumento no volume minuto destes animais comparado aos animais sob ventilagdo

espontanea.

A adocdo de uma estratégia ventilatéria com alto volume corrente somado a
PEEP que introduz uma resisténcia ao estagio expiratorio do paciente, proporciona um
aumento de oxigenacao arterial e otimiza a complacéncia nos pulmdes, o que terd como
principais resultados, uma elevacdo da capacidade residual funcional (CRF), uma
dindmica variada de pressdo intra-alveolar e shunt pulmonar mais ameno (FREITAS;
SILVA; TAVARES; BARROSO et al., 2009), no entanto, esta estratégia ira conduzir a
leses induzidas pelo ventilador, e embora os mecanismos ndo sejam totalmente
elucidados, a infiltracdo neutrofilica é uma caracteristica marcante (OECKLER,;
HUBMAYR, 2007) e, uma variedade de mediadores inflamatdrios e processos estdo
associados a essa lesdio (JAECKLIN; ENGELBERTS; OTULAKOWSKI;
O'BRODOVICH et al., 2011). Basicamente, o alongamento mecanico sendo exercido
de forma excessiva conduz a disfuncéo endotelial, e causa aumento da permeabilidade
vascular, este estiramento ocorrendo ciclicamente, induzira a um rearranjo do
citoesqueleto, que envolve filamentos de actina, microtdbulos e outros filamentos
intermediarios, para adequacdo de acordo com as deformidades a que é submetido
(SILVA; NEGRINI; ROCCO, 2015), sendo assim, 0 estresse causado mecanicamente, é
compreendido como grande colaborador para surgimento de lesdo pulmonar
(STEFFEN; RUPPERT; HOYMANN; FUNKE et al., 2017).

Sendo assim, em nosso estudo avaliamos se a administracdo intranasal de
surfactante exdgeno exerceria um papel protetor das unidades alveolares quanto a
manutencdo da sua dindmica respiratdria frente a ventilagdo mecanica, e, para isso,
primeiramente, avaliamos influxo leucocitario das vias aéreas dos ratos nos diferentes
grupos experimentais. Como esperado, a VM induziu a um maior influxo de leucdcitos,
inclusive de neutréfilos, para o lavado broncoalveolar e, surpreendentemente, o

surfactante impediu esse aumento induzido pela VM. Resultados semelhantes foram
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encontrados em ratos Sprague-Dawley ventilados com volume corrente de 10 mL/Kg,
PEEP: 4 cmH,0, FiO2: 21% e 4h de duracdo pelo qual foi observado um aumento no
influxo de neutréfilos para o LBA quando comparado ao controle (HIRSCH;
CHALKLEY; BENTLEY; BURLINGAME et al., 2014). Alguns autores tém sugerido
a utilizacao de surfactante exdégeno em quadros de lesdo pulmonar aguda em razéo da
escassez do surfactante enddgeno nestes pulmbes (GREGORY; LONGMORE;
MOXLEY; WHITSETT et al., 1991; RAGHAVENDRAN; WILLSON; NOTTER,
2011). Rasaiah e colaboradores (2003) demonstraram experimentalmente que a terapia
com surfactante exdgeno em fase inicial de sepse em camundongos pode atenuar a
disfuncdo da dindmica pulmonar associado a ventilagdo mecénica, pelo qual foi
mimetizado um modelo de sepse em ratos atraves de cirurgia de ligacdo e perfuracdo
cecal, e, posteriormente, receberam administracdo de surfactante de extrato lipidico
bovino a 100 mg/kg via traqueal, um grupo foi ventilado com Vt de 20 mL/kg e PEEP
zero e o0 outro ndo ventilado, pode-se observar que no grupo VM, o surfactante exdgeno
proporcionou efeito de protetor quanto a disfungdo na dindmica pulmonar induzida pela
VM, mesmo apés 18 horas (RASAIAH; MALLOY; LEWIS; VELDHUIZEN, 2003).
Em nosso modelo experimental de LPIV, demonstramos que o grupo surfactante teve
menor infiltrado leucocitéario nas vias aéreas dos animais submetidos a VM em modo

controlado a volume.

A evolucdo do processo inflamatério também estd diretamente associada a
sintese de espécies reativas de oxigénio (EROs) (GRIFFITH; PENDYALA; HECKER;
LEE et al., 2009). As EROS representam moléculas de grande importancia na funcéo
sinalizadora, em decorréncia dos distirbios gerados pela inflamacdo, e que denota
disfuncdo no endotélio e lesdo de tecido, quando deflagrada pelo aumento das EROs
ocasionado principalmente por neutréfilos no foco inflamatério (MITTAL; SIDDIQUI;
TRAN; REDDY et al., 2014). Com a finalidade de atenuar os danos causados por
agentes oxidantes, os pulmfes de mamiferos possuem um aporte de enzimas
antioxidantes, como a superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx), que atuam contra radicais causadores de lesdo no parénquima
pulmonar (CAMPOS; LEAL; COSTA; DE LIMA et al., 2015).

Sabe-se que uma atividade metabdlica intensa, pode iniciar lesdes oxidativas
ao nivel das biomoléculas, e que o dano oxidativo, representado nos valores elevados de

TBARS, provavelmente esta correlacionado a disfungdo do endotélio, que tem como
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consequéncia, o aumento das EROs, como por exemplo o peroxido de hidrogénio,
radical que promove danos em nivel pulmonar e sisttmico (MAZULLO FILHO, 2012).
A peroxidacéo lipidica é resultado da reacdo que ocorre em cadeia de radicais livres
que, se ndo for cessada, podera ocasionar de forma definitiva, danos a membrana das
células, o que ainda pode culminar em morte celular (DE BURBURE; HEILIER;
NEVE; BECKER et al, 2007). Essa modificacdo estrutural, interfere na
permeabilizacdo, conduzindo prejuizos nas trocas de ions, e também na secrecdo de
componentes presentes nas organelas como enzimas hidroliticas de lisossomas e o
favorecimento a sintese de produtos toxicos para a célula, como o malondialdeido. A
peroxidagdo associa oxigénio molecular a um &cido graxo poli-insaturado, o que leva a
uma degradacdo oxidativa, portanto, causando danos aos fosfolipidios (LIMA;
ABDALLA, 2001). Recentemente nosso grupo de pesquisa, utilizando camundongos
C57BL/6 machos, demonstramos um aumento de peroxidacdo lipidica no grupo
submetido a VM quando comparado aos animais controle, assim como um aumento na
oxidacdo de proteinas e da atividade da SOD (BEZERRA; MENEZES; SOUZA;
AFONSO et al., 2017), corroborando com nossos resultados referentes a mesma enzima
no grupo submetido a ventilacdo mecanica, identificamos também, alteracdes na defesa
antioxidante apresentando aumento das enzimas catalase e glutationa peroxidase, como
também aumento dos marcadores de dano tecidual evidenciado pelos valores de
peroxidacdo lipidica e proteina carbonilada. No entanto, de modo inovador, a instilacdo
de surfactante atenuou de forma significativa essas alteracbes dos marcadores
oxidativos induzidos pela VM com alto volume corrente em nosso modelo
experimental, 0 que sugere uma efetiva protecdo ao parénquima pulmonar pelo

surfactante exdgeno.

Em situacdes de infeccdo pulmonares, as respostas relacionadas a inflamacéao
aguda a agentes patdgenos levam ao acometimento de lesdo pulmonar aguda por meio
de leucdcitos, pela liberacdo de protease, formacdo das EROs, liberacdo de citocinas,
quimiocinas e mediadores lipidicos (DARWISH; MUBAREKA; LILES, 2011;
LUCAS; SRIDHAR; RICK; GORSHKOV et al., 2012; MATTHAY; WARE;
ZIMMERMAN, 2012). Em 2006, Vreugdenhil e colaboradores demonstraram que ratos
com deficiéncia de surfactante submetido a duas horas de VM em modo controlado a
pressdo, apresentaram maiores niveis de marcadores pro-inflamatorios (MIP-2, IL-1b,

and HSP70) no LBA e no homogenato pulmonar comparado aos animais n&o
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ventilados. Em contrapartida, 0s animais que receberam a administracéo intratraqueal de
surfactante exogeno, tiveram melhora de funcdo pulmonar, no entanto ndo houve
melhora dos parametros inflamatorios (VREUGDENHIL; LACHMANN; HAITSMA;
ZIJLSTRA et al., 2006). Em um estudo clinico de Patterson e colaboradores (2013),
pacientes submetidos a VM com volume corrente baixo, demonstraram haver uma
diminuicdo da taxa de mediadores inflamatdrios comparados aos pacientes ventilados
com maior volume corrente (PATTERSON; YAO; RAMIC; LEWIS et al., 2013).

Os mediadores inflamatorios tais como citocinas, quimiocinas e moléculas de
adesdo tém sido correlacionadas a Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo
(OSAKI; MAEHARA; SATO; HOSHINO et al., 2010), e também surgem como
intermediérios na sintese das EROs, exacerbando os danos causados ao pulméo.
Elevadas taxas de TNF-a e IL-1P foram mensuradas em aspirado traqueal de pacientes
com SDRA, em um estudo de Bhatia e colaboradores (BHATIA; MOOCHHALA,
2004). Em nosso estudo, observamos um aumento consideravel de CCL2, IL-1, IL-6 e
TNF-o quando comparado ao grupo ndo ventilado, e surpreendentemente, a
administracdo do surfactante impediu esse aumento ndo havendo diferenca nos niveis
entre 0os grupos nao ventilados, sugerindo que o surfactante manteve a integridade
ciclica dos alvéolos, ainda que sofrendo hiperdistensdo em razdo do volume corrente de
12mL/kg.

Importante ressaltar que, uma marcante caracteristica da lesdao pulmonar se da
pela deficiéncia e/ou perda de funcdo do surfactante, onde se sugere que citocinas
envolvidas na inflamagdo como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-1
(IL-1) atuem na reducdo de componentes do surfactante de forma direta ou indireta,
qguando ao induzir o extravazamento de proteinas nos alvéolos, resulta também em
disfungdo do surfactante (HALBERTSMA; VANEKER; SCHEFFER; VAN DER
HOEVEN, 2005; KOBAYASHI; NITTA; GANZUKA; INUI et al., 1991). O TNF-a e
as interleucinas IL-1p, IL-6 basicamente estdo envolvidos na resposta inflamatdria na
fase aguda (NGUYEN THI DIEU; PHAM NHAT; CRAIG; DUONG-QUY, 2017),
TNF-a e IL-1B sao produzidos por macrdfagos ativados e desencadeiam um estimulo as
células adjacentes para a sintese de quimiocinas e atuando na condicdo de agentes
quimiotaticos aos pneumdcitos, induzem liberacdo de IL-8, fazendo com que o0s
neutréfilos migrem até o interior do alvéolo, apds a ativacdo dessa cascata
inflamatéria (LEEPER-WOODFORD; CAREY; BYRNE; JENKINS et al., 1991). No
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entanto, a sintese das citocinas, quando em grandes propor¢oes, representa um cenario
desfavoravel ao pulmdo, causando prejuizo e elevando as taxas de mortalidade
(NGUYEN THI DIEU; PHAM NHAT; CRAIG; DUONG-QUY, 2017; OSAKI,;
MAEHARA; SATO; HOSHINO et al., 2010). Quanto as quimiocinas, em especial as
pertencentes a familia CC, elas promovem estimulo aos mondcitos, bem como aos
basofilos, eosindfilos, linfocitos —T e ainda as células Natural Killer, conhecidas como
NK (MUKAIDA; SHIROO; MATSUSHIMA, 1989). Particularmente, as quimiocinas
CCL2, CCL3 e CCL5 representam uma classe de acdo inflamatéria (LE; ZHOU;
IRIBARREN; WANG, 2004), onde CCL2 realiza a inducdo de quimiotaxia monocitica,
e também outras ocorréncias ligadas a quimiotaxia, tais como influxo de Cax+ e
expressao de integrinas (JIANG; BELLER; FRENDL; GRAVES, 1992; PALOMINO;
MARTI, 2015), CCL3 realiza a funcdo de intermediar a migracdo de leucdcitos do
pulmdo (BHATIA; ZEMANS; JEYASEELAN, 2012; STANDIFORD; KUNKEL;
LUKACS; GREENBERGER et al., 1995), e por ultimo a CCL5, também conhecido por
RANTES, tem a funcdo de regulacdo e auxilio as células T, uma vez j& em atividade
(OPDENAKKER; FROYEN; FITEN; PROOST et al., 1993; PALOMINO; MARTI,
2015). Identificamos um aumento de CCL3 no grupo VM que faz referéncia a migracao
leucocitaria no LBA neste mesmo grupo, o que parece compreensivel em razdo da
necessidade de recrutamento dessas células em resposta ao processo de inflamacao
devido ao alto volume corrente utilizado. Especificamente, houve uma diminuicdo de
CCL2 no grupo que recebeu instilagdo com surfactante exdgeno antes da VM,
sugerindo que houve menor demanda de migracdo dos mondcitos até as unidades

alveolares em razéo da medida protetora.

Por ultimo, foram realizados estudos estereolégicos nos parénquima pulmonar,
para avaliar a arquitetura pulmonar e suas estruturas (KNUST; OCHS; GUNDERSEN;
NYENGAARD, 2009; WEIBEL, 1973). No presente estudo, demonstramos que houve
dano ao parénquima pulmonar, especificamente, observamos que o grupo ventilado com
12 mL/kg apresentou um aumento na densidade de espaco alveolar e reducdo da
densidade de septos alveolares, confirmando que a VM em volumes exacerbados gera
hiperdistensdo continua nos alvéolos, modificando assim sua conformacdo e causando
estiramento dessas estruturas, sem possibilidade de manutencdo de retracdo elastica,
talvez causado pela disfuncdo do surfactante, resultando em estruturas de septo de

aspecto fisiologico anormal, o que foi evitado pelo grupo em que foi administrado
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surfactante exogeno antes da VM, por este apresentar caracteristicas que propiciam a
manutencdo fisioldgica, desencadeou um efeito protetor durante o tempo de ventilagdo

utilizado em nosso estudo.



66

7. CONCLUSOES

Nossos resultados demonstraram que o alto volume corrente promoveu inflamacao
pulmonar aguda, desequilibrio redox e alteracdes no parénguima pulmonar de ratos
Wistar, sem doenga pulmonar prévia, submetidos & ventilagdo mecénica durante um
curto periodo de tempo. Todavia, a instilagdo intranasal com surfactante exdgeno foi
capaz de reduzir lesdo pulmonar induzida pelo ventilador mecénico. Novos estudos
experimentais e/ou clinicos serdo necessarios para elucidar os mecanismos de atuacédo

do surfactante exdgeno.
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