Universidade Federal de Ouro Preto

Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Biologicas

Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias Bioldgicas
PPG CBIOL

Dissertacao

Estudo dos efeitos da ventilacao
mecanica com diferentes volumes
correntes em pulmoes saudaveis de
ratos Wistar

Leandro da Silva Candido

Ouro Preto
2019




ESTUDO DOS EFEITOS DA VENTILACAO MECANICA COM DIFERENTES
VOLUMES CORRENTES EM PULMOES SAUDAVEIS DE RATOS WISTAR

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa
de POs-Graduacdo do Nucleo de Pesquisas em
Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de
Ouro Preto, como requisito para a obtencdo do grau
de Mestre em Ciéncias Biolbgicas.

Area de Concentracdo: Bioquimica Metabolica e
Fisiolégica em Ciéncias Bioldgicas.

Orientador: Prof. Dr. Frank Silva Bezerra
Coorientadora: Dra. Natalia Alves de Matos

Ouro Preto, Minas Gerais
Outubro de 2019



C217e

Candido, Leandro da Silva.

Estudo dos efeitos da ventilagio mecanica com diferentes volumes correntes
em pulmdes saudaveis de ratos Wistar [manuscrito] / Leandro da Silva
Candido. - 2019.

80f.: 1L.: color; tabs. (1)

Orientador: Prof. Dr. Frank Silva Bezerra.
Coorientadora: Prof'. Dr*. Natalia Alves de Matos.

Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Federal de Ouro Preto. Instituto de
Ciéncias Exatas e Biologicas. Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Biologicas.
Programa de Pos-Graduagao em Ciéncias Biologicas.

Area de Concentragio: Bioquimica Metabolica e Fisiologica.

1. Respiragdo artificial. 2. Pulmdes - Inflamagdo. 3. Stress oxidativo. 1. Bezerra,
Frank Silva. II. Matos, Natalia Alves de. III. Universidade Federal de Ouro
Preto. IV. Titulo.

CDU: 616.24

Catalogacao: www.sisbin.ufop.br




MINISTERIO DA EDUCAGAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS

BIOLOGICAS

ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO

Aos 29 dias do més de novembro do ano de 2019, as 09:00 horas, nas dependéncias
Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Biologicas (Nupeb), foi instalada a sessdo publica
para a defesa de dissertagao do mestrando Leandro da Silva Candido, sendo a banca
examinadora composta pelo Prof. Dr. Frank Silva Bezerra (Presidente - UFOP), pelo
Prof. Dr. Bruno Mendes Roatt (Membro - UFOP), pela Profa. Dra. Maria da Gloria
Rodrigues-Machado (Membro - Externo) e pela Dra. Natalia Alves de Matos (Co-
Orientadora - UFOP). Dando Inicio aos trabalhos, o presidente, com base no
regulamento do curso e nas normas que regem as sessoes de defesa de dissertagao,
concedeu ao mestrando 30 minutos para apresentacao do seu trabalho intitulado "Estudo
dos Efeitos da Ventilagao Mecanica com Diferentes Volumes Correntes em Pulmodes
Saudaveis de Ratos Wistar", na area de concentracao: Bioquimica Metabdlica e
Fisiolégica. Terminada a exposigao, o presidente da banca examinadora concedeu, a
cada membro, um tempo maximo de 45 minutos para perguntas e respostas ao
candidato sobre o conteudo da dissertagdo, na seguinte ordem: Primeiro Profa. Dra.
Maria da Gloria Rodrigues-Machado; segundo Prof, Dr. Bruno Mendes Roatt; terceiro
Dra. Natalia Alves de Matos; quarto Prof. Dr. Frank Silva Bezerra. Dando continuidade,
ainda de acordo com as normas que regem a sS&ssao, 0 presidente solicitou aos
presenles que se retirassem do recinto para que a banca examinadora procedesse &
analise e decisao, anunciando, a seguir, publicamente, que o mestrando foi aprovado por
unanimidade, sob a condi¢ao de que a versao definitiva da dissertacdo deva incorporar
todas as exigéncias da banca, devendo o exemplar final ser entregue no prazo maximo
de 60 (sessenta) dias a Coordenagao do Programa. Para constar, foi lavrada a presente
ata que, apos aprovada, vai assinada pelos membros da banca examinadora e pelo
mestrando. Quro Preto, 29 de novembro de 2019,

S 5 forrth,

Praf. Dr. Frank Silva Bezefra

Presdents

facrsr

Profa\Dra. Maria da Gifria .~
Rodngues-Machadd

Yolalia, A & Yot

Dra. Natalia Alves de Matos

. Dr. Bruno Mendes Roatt

Mestrando



Este Trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Fisiopatologia Experimental
(LAFEX) do Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias Bioldgicas do Nucleo de
Pesquisas em Ciéncias Biologicas (NUPEB) da Universidade Federal de Ouro Preto
(UFOP), na vigéncia de auxilio concedido pela Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES).



DEDICATORIA

Dedico este trabalho & memoria de minha avé Antonia Candido, que mesmo com
todas as dificuldades ndo mediu esfor¢os para me proporcionar a oportunidade de

estudar.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus pelo dom da vida e por ter me proporcionado forcas

para esse sonho torna-se realidade.

Sou grato a minha familia e amigos por entenderem minha auséncia em alguns
momentos no decorrer desse periodo de estudo. Agradeco em especial minha irma
Ludmila da Silva Candido, aos meus pais Juarez Candido e Cilézia Maria da Silva,
sou eternamente grato pelo apoio e pelo amor incondicional a mim ofertados em cada

momento desse projeto.

Agradeco a minha noiva Aline Maria dos Santos, pelo apoio, amor e companheirismo
a mim dispensados em cada momento. Obrigado por me incentivar diariamente,

obrigado por acreditar que sou capaz e por me fazer acreditar que eu seria capaz!

Ao meu orientador Dr. Frank Silva Bezerra, por me oferecer a oportunidade de
compartilhar conhecimento e proporcionar crescimento diario em seu laboratério com
todos alunos. Sou grato pela consideracdo e parceria em cada momento desse

projeto, sou grato por cada “prezado, aguardo retorno”, “prezado, solicito reuniao”,

afinal, foram norteadores para chegarmos em cada nova etapa deste projeto.

A minha coorientadora Dra. Natalia Alves de Matos, pela extrema dedicagéo
demonstrada desde o primeiro momento, pela parceria que foi fundamental para o
desenvolvimento deste estudo. Muito obrigado por compartilhar seu conhecimento

com tanto carinho e comprometimento.

Ao Professor Dr. Leonardo Maximo Cardoso por me incentivar desde quando o
mestrado ainda era um sonho distante. Obrigado pela disponibilidade e dedicagdo em

cada duvida sanada.

Agradeco a toda equipe do LAFEX, que sem excecdo, foram extremamente
importantes e fundamentais no desenvolvimento deste trabalho, sou grato ao

conhecimento e comprometimento de cada um de vocés, irei levar para vida.



Deixo meu agradecimento especial ao Thalles de Freitas Castro, Ana Beatriz Farias
de Souza, Rafael Neto Chirico, Matheus Rocha, Laisy Cristina de Paula, Michel
Angelo Oliveira, Amanda Miranda e Pedro Junior que foram parceiros em cada

experimento. Muito obrigado!

Aos professores Dr. Luiz Eduardo de Souza por me orientar na disciplina de Estagio
em Docéncia e a Dra. Silvia Dantas Cangussu pela essencial ajuda com as analises
histoldgicas. Ao professor Dr. Rodrigo Cunha de Alvim Menezes por auxiliar no
aprendizado de técnicas. Ao Dr. Guilherme de Paula Costa pela essencial ajuda com

as analises inflamatorias.
A Santa Casa de Misericordia de Ouro Preto por ofertar oportunidade de aplicar
diariamente o conhecimento na area da fisioterapia e ventilacdo mecéanica e a Nova

Biomedical pelo auxilio financeiro com as analises gasométricas.

Aos professores do Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Bioldgicas, obrigada

pelos importantes ensinamentos compartilhados em cada aula.

A Banca Examinadora pela atencéo dispensada na leitura desse trabalho.

Ao Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas (NUPEB) pela concessédo de espaco

fisico, equipamentos e laboratorios.

Ao Centro de Ciéncia Animal da UFOP.

Aos laboratorios colaboradores, Laboratério de Imunopatologia (LIMP), Laboratério de
Imunobiologia da Inflamacédo (LABIIN) e Laboratério de Fisiologia Cardiovascular
(LFC).

Aos o6rgaos de fomento CAPES, CNPq, FAPEMIG e UFOP, pelo apoio financeiro.

E a TODOS que de alguma maneira me ajudaram, meu MUITO OBRIGADO!



RESUMO

A ventilacdo mecanica (VM) € uma estratégia essencial no tratamento de pacientes
criticos e tem por objetivo proporcionar a melhoria das trocas gasosas em pacientes
sob ventilacdo artificial. Entretanto, os efeitos de diferentes volumes correntes em
pulmdes saudaveis necessitam de mais estudos experimentais e clinicos. O presente
estudo objetivou avaliar os efeitos da ventilagcdo mecanica com diferentes volumes
correntes sobre o desequilibrio redox e a resposta inflamatéria pulmonar em ratos
saudaveis. Esse estudo foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Ouro Preto segundo o Protocolo n°® 2017/42. Os
ratos machos Wistar foram divididos em 4 grupos: O grupo controle (GC), animais em
ventilacdo espontanea e expostos ao ar ambiente, e animais anestesiados,
paralisados, tragueostomizados e submetidos a VM (Inspira Advanced Safety
Ventilator, Harvard Apparatus) com o0s seguintes parametros ventilatérios: Modo
ventilacdo contralada a volume (VCV), baixo volume corrente 4 mL/kg (VM4) ou 8
mL/kg (VM8) ou 12 mL/kg (VM12), pressdo expiratéria final positiva (PEEP) de 0
cmH20, freqiéncia respiratoria: 70 irpm, relacdo |:E de 1:2 e Fracdo inspirada de
oxigénio de 21%, durante 1 hora. Durante este experimento, 0s parametros
ventilatérios e hemodindmicos foram monitorados. Ao final do experimento, o sangue
arterial, o lavado broncoalveolar (LBA) e o tecido pulmonar foram coletados para
analises estereologicas e bioquimicas. As analises estatisticas foram realizadas
utilizando o software GraphPad Prism versao 5.00. Os dados foram expressos como
meédia + erro padrdo de média e a diferenca significativa foi considerada quando o
valor de p <0,05. Como resultados, a VM com alto volume corrente promoveu o
aumento do influxo de neutréfilos no VM12 em relagéo ao GC, VM4 e VM8 no LBA.
No homogenato pulmonar, observou-se um aumento dos niveis de CCL5, TNF-q, IL-
1 e IL-6 em VM12 em relacdo ao GC e VM4. Os parametros bioguimicos mostraram
um aumento na atividade da superoxido dismutase (SOD) em VM12 comparado ao
GC e VM4. Em relacdo a atividade da catalase (CAT), houve um aumento em VM12
em relacdo ao GC. O dano no parénquima pulmonar foi avaliado pela oxidacdo de
proteinas e peroxidacdo de lipideos, houve um aumento da peroxidacéo lipidica no
VM12 em relacdo ao GC, VM4 e VM8, bem como aumento da oxidacao de proteinas
no VM12 em relagédo ao GC e VMA4. Para as analises estereoldgicas, houve aumento
da densidade de volume do espaco alveolar (Vv [a]) em VM12 em relagédo ao GC e
VM4. Entretanto, houve uma diminuicdo da densidade de volume do septo alveolar
(Vv [sa]) no grupo VM12 em relagdo ao GC e VM4. Nas analises dos gases
sanguineos arteriais, observou-se que a PCO2 (mmHg) em VM12 foi menor que o GC,
VM4 e VM8. O parametro HCOs. também foi menor no grupo VM12 quando
comparado ao GC, VM4 e VM8. Em relagdo & POz (mmHg), houve diminuicdo no
grupo VM4 em relacdo ao GC. Nossos resultados mostraram que o alto volume
corrente promoveu inflamacao pulmonar aguda e desequilibrio redox em ratos adultos
saudaveis submetidos a ventilagdo mecanica durante um curto periodo de tempo.



Palavras-chave: ventilacdo mecénica, alto volume corrente, estresse oxidativo,
inflamac&o pulmonar.
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ABSTRACT

Mechanical ventilation (MV) is an essential strategy in the treatment of critical patients
it aims to provide adequate gas exchange in MV patients. However, the effects of
different tidal volumes on healthy lungs require further experimental and clinical
studies. This study aimed to evaluate the effects of mechanical ventilation with different
tidal volumes on redox imbalance and pulmonary inflammatory response in healthy
rats. This study was approved by The Animal Use Ethics Commission (CEUA) of the
Federal University of Ouro Preto according to the Protocol n® 2017/42. The male Wistar
rats were divided into 4 groups: The control group (CG), animals spontaneously
ventilated and exposed to ambient air, and animals were anesthetized, paralyzed,
tracheostomized and submitted to MV (Inspira Advanced Safety Ventilator, Harvard
Apparatus) with the following ventilatory parameters: Volume Controlled Ventilation
(VCV) mode, low tidal volume 4 mL / kg (MV4) or 8 mL / kg (MV8) or 12 mL / kg (MV12),
positive end-expiratory pressure (PEEP) of 0 cmH20, respiratory rate: 70 bpm, 1: 2 I:
E ratio and 21% inspired fraction of oxygen for 1 hour. During this experiment,
ventilatory and hemodynamic parameters were monitored. At the end of the
experiment, arterial blood, bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and lung tissue were
collected for stereological and biochemical analyses. Statistical analyses were
performed using GraphPad Prism software version 5.00. Data were expressed as
mean + standard error of the mean and the significant difference was considered when
p < 0.05. As a result, high tidal volume MV promoted an increase in neutrophil influx in
VM12 compared to CG, VM4 and VM8 in BAL. In pulmonary homogenate, we
observed an increase in CCL5, TNF, IL-1 and IL-6 levels in VM12 compared to CG
and VM4. The biochemical parameters showed an increase in the superoxide
dismutase (SOD) activity in MV12 compared to CG and MV4. In relation to catalase
(CAT) activity, there was an increase in MV12 compared to CG. The damage in lung
parenchyma was evaluated by oxidation of proteins and lipid peroxidation, there was
an increase of lipid peroxidation in MV12 compared to CG, MV4 and MV8, as well as
an increase of oxidation of proteins in MV12 compared to CG and MV4. For
stereological analyses, there was an increase of volume density of alveolar space (Vv
[a]) in MV12 compared to CG and MV4. However, there was a decrease in the volume
density of alveolar septa (Vv [sa]) in MV12 compared to CG and MV4. In the analysis
of arterial blood gases, we observed that PCO2 (mmHg) in MV12 was lower than CG,
MV4 and MV8. The parameter HCOs. was also lower in MV12 compared to CG, MV4
and MV8. Regarding PO2 (mmHg), there was a decrease in VM4 compared to CG.
Our results showed that the high tidal volume promoted acute pulmonary inflammation
and redox imbalance in healthy adult rats submitted to mechanical ventilation for a
short period.

Keywords: mechanical ventilation, high tidal volume, oxidative stress, pulmonary
inflammation.
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1. INTRODUCAO

A Ventilacdo Mecanica (VM) é uma ferramenta hospitalar de grande importancia
utilizada no tratamento de pacientes com insuficiéncia respiratoria aguda ou crénica
agudizada. A literatura tem demonstrado que a utilizacdo da VM pode causar uma
forma de leséo pulmonar iatrogénica em pacientes sem comprometimento pulmonar
prévio denominada de lesdo pulmonar induzida pelo ventilador (LPIV). A LPIV esta
associada a uma alta taxa de mortalidade e tem um importante impacto social. Os
mecanismos relacionados com a LPIV incluem o atelectrauma (trauma relacionada
com a distenséo e colapso ciclico dos alvéolos), o barotrauma (trauma pela pressao),
o0 volutrauma (dano causado por alto volume corrente) ou biotrauma (alteracdes
inflamatorias pulmonares e sistémicas decorrentes de repetidas lesdes celulares
induzidas pela ventilacdo). Dessa forma, o ajuste cuidadoso dos parametros
ventilatérios € de extrema importancia, visto que uma regulacdo inadequada do
volume corrente pode ocasionar efeitos nocivos ao organismo, como alteracdes

celulares e aumento do metabolismo anaerdébico.

Embora os mecanismos responsaveis pela formacdo da LPIV ndo estejam
totalmente compreendidos, ja € sabido que a utilizacdo de altos volumes correntes
pode causar danos as células epiteliais alveolares e o aumento na permeabilidade
vascular, o que esta associado ao recrutamento de leucocitos para o0 espacgo aéreo.
Uma vez ativados no espaco alveolar, os leucdcitos especificamente os neutréfilos,
podem entdo contribuir para o processo inflamatorio local desencadeado por diversas
vias que incluem a secrecdo de proteases, a producdo e liberacdo de espécies
reativas de oxigénio, citocinas e outros mediadores inflamatérios. A literatura vem
sugerindo que a ventilagdo mecéanica com alto volume corrente desencadeia um
desequilibrio entre agentes oxidantes e antioxidantes presentes no tecido pulmonar,
0 que ocasiona uma desordem metabdlica conhecida como estresse oxidativo. No
intuito de manter a homeostase redox celular, o organismo conta com sistemas de
defesa biologica especificos, incluindo as enzimas catalase, superoxido dismutase e

0 sistema glutationa para combater o estresse oxidativo.

Diante do exposto, compreender os possiveis efeitos da VM sobre o processo
inflamatorio e estresse oxidativo possibilitard uma melhor compreensao do melhor

volume corrente a ser ajustado pelos profissionais da saude que lidam diariamente
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com a ventilacdo mecanica, e assim, evitar e/ou minimizar os agravamentos locais e
sistémicos induzidos pela VM, bem como auxiliar na elaboracdo de protocolos
ventilatérios, minimizando possiveis lesbes secundérias a VM e, consequentemente,
diminuindo o tempo de internacdo hospitalar e mortalidade. Para isso, 0 presente
estudo objetivou analisar os possiveis efeitos da ventilacdo mecéanica com diferentes
volumes correntes sobre o desequilibrio redox e resposta inflamatoria pulmonar em

ratos Wistar saudaveis.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomia e fisiologia do sistema respiratorio

O sistema respiratorio é responsavel por proporcionar ao individuo uma maneira
de repor o oxigénio (O2) e eliminar o gas carbodnico (CO2) presentes na corrente
sanguinea. Essa dinamica troca de gases que ocorre entre o pulméo e o sangue é
resultante de alguns processos, dos quais podemos destacar: a ventilacédo e a difusao
(POWERS; HOWLEY, 2005). A ventilacédo consiste no deslocamento do fluxo aéreo
para dentro e para fora dos pulmbes (JANSSENS; PACHE; NICOD, 1999). J4 a
difusao refere-se ao movimento das moléculas de uma area de alta concentragéo para
outra de menor concentracdo (WEST, 2013). O sistema respiratorio humano €
composto por um grupo de passagens que transportam e filtram o ar até o interior dos
pulmdes, no interior pulmonar existem microscopicos sacos aéreos denominados de
alvéolos, onde ocorrem as trocas gasosas (DANGELO; FATTINI, 2003; POWERS;
HOWLEY, 2005). Didaticamente, o sistema respiratorio pode ser dividido em duas
zonas funcionais: a zona condutora e a zona respiratéria (PATWA; SHAH, 2015). A
zona condutora inclui todas as estruturas anatdémicas através das quais o ar passa até
chegar a zona respiratéria, a regidao pulmonar onde ocorrem as trocas gasosas €
denominada zona respiratéria e inclui os bronquiolos respiratérios e 0s sacos
alveolares (Figura 1) (DEMPSEY; FREGOSI, 1985; JANSSENS; PACHE; NICOD,
1999).

As trocas gasosas ocorrem através das paredes de cerca de 500 milhdes de
alvéolos pulmonares e/ou bronquiolos respiratérios (HAITSMA, 2007). O enorme
namero dessas estruturas confere ao pulmédo uma ampla area de superficie para
difusdo (POWERS; HOWLEY, 2005). Estima-se que a area de superficie total
disponivel para difusdo no pulméo humano seja de 50-100 m? (WEST, 2013). A taxa
de difuséo é favorecida pelo fato de os alvéolos possuirem uma Unica camada celular,
de modo que a barreira hematogasosa total tenha uma espessura de apenas duas
camadas (GUYTON, 2008). O alvéolo € formado por células denominadas de
pneumacitos tipo | que conferem estrutura e pneumacitos tipo Il que sao responsaveis
pela producgéo do surfactante, provendo diminui¢cdo da tensao superficial e evitando o
colapso dos alvéolos (Figura 2) (POWERS; HOWLEY, 2005).
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Figura 1. Sistema respiratério. Fonte: Adaptado de Powers e Howley, 2005.

O pulmao é um 6rgéao projetado para que nele acontecam as trocas gasosas por
meio da difusdo, nesse processo fisioldégico ocorre o intercambio dos gases por meio
da membrana alveolar-capilar (GARTNER; HIATT, 2002). A difusdo de um géas através
dos tecidos € descrita pela lei da difusdo de Fick, essa lei estabelece que a velocidade
de transferéncia gasosa € proporcional a area tecidual, ao coeficiente de difusdo do
gas e a diferenca existente entre as pressdes parciais do gas em ambos os lados do
tecido, sendo inversamente proporcional a espessura. Em termos simples, a taxa de
difusdo é maior quando a area de superficie para difusdo é ampla e a pressao
direcionadora entre ambos os lados do tecido é alta. Em contraste, um aumento ou
alteracbes na espessura do tecido impede a difusédo dos gases (WEST, 2013). A
pressao parcial de gas carbdnico (PCO2) e a presséo parcial de oxigénio (PO2) do
sangue que entram nos pulmbes equivalem a cerca de 46 e 40 mmHg,
respectivamente, em contraste, a PCO2 e a PO2 no gas alveolar giram em torno de 40
e 105 mmHg, respectivamente. Como consequéncia da diferenca de presséo parcial
ao longo da interface hematogasosa, o CO2 deixa 0 sangue e se difunde para dentro

dos alvéolos, enquanto o Oz se difunde do interior dos alvéolos para o sangue
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circulante. O sangue que sai dos pulmdes exibe uma PO2 aproximada de 95 mmHg e
uma PCO2 de 40 mmHg (POWERS; HOWLEY, 2005; GUYTON, 2008).

Espaco
aéreo
alveolar

Pneumocito tipo |

Pneumocito
tipo 11

Macrofago alveolar Surfactante

Figura 2. Estrutura alveolar. Fonte: Adaptado de Curley et al., 2016.

Para que os gases cheguem aos alvéolos, € necessario que ocorra 0 movimento
do fluxo aéreo dentro do sistema respiratorio. Esse movimento é realizado por meio
da contracdo da musculatura respiratéria (POWERS et al., 1990). A inspiracao,
primeira fase do ciclo ventilatério, € produzida principalmente pela contracdo do
musculo diafragma e musculos auxiliares, ja a expiracdo, segunda fase do ciclo
ventilatorio, ocorre pelo relaxamento dos musculos ventilatérios (KOEPPEN;
STANTON; BERNE; LEVY, 2009). O diafragma é o musculo mais importante para a
inspiragéo, sendo considerado um musculo essencial para a manutengédo da vida
(KAVAZIS et al., 2007). Esse musculo delgado e em forma de cupula se insere nas
costelas inferiores e € inervado pelo nervo frénico (DANGELO; FATTINI, 2003).
Quando se contrai, o diafragma aumenta a presséo intra-abdominal, além disso,
ocorre a elevacdo das costelas pela contragcdo dos musculos intercostais externos
(KOEPPEN; STANTON; BERNE; LEVY, 2009). O resultado dessas duas ac¢des € a

diminuicao da pressao intrapleural que, por sua vez, causa a expansao dos pulmdoes.
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Essa expansao acarreta uma diminuicdo da pressao intrapulmonar a niveis inferiores
a pressdo atmosférica, o que possibilita a entrada do fluxo de ar para dentro dos
pulmdes (GUYTON, 2008). A expiracdo é passiva durante a respiracdo normal e
tranquila, ou seja, em repouso, nenhum esforco muscular é necessario para que a
expiracdo ocorra (POWERS; HOWLEY, 2005). Isso ocorre porque os pulmdes e as
paredes toracicas sdo elasticas e voltam a posicao de equilibrio apos se expandirem
durante a inspiracado (POWERS et al., 1990; KAVAZIS et al., 2007).

Durante o processo de inspiracdo e expiragcdo ocorre a expansao e retracdo do
térax decorrente do movimento do fluxo aéreo (KOEPPEN; STANTON; BERNE;
LEVY, 2009). A quantidade de ar deslocado a cada inspiracdo normal € denominada
volume corrente (VC) (PATWA; SHAH, 2015). O produto do volume corrente pela
frequéncia respiratéria (FR) € denominado de volume minuto (Vmin) (POWERS;
HOWLEY, 2005). Considerando que o comportamento mecanico do pulmao é
baseado em suas propriedades elasticas e em seu volume, a mensuracdo dos
volumes pulmonares pode oferecer informacdes essenciais para a caracterizacao do
estado fisiopatolégico decorrente de anormalidades dos processos ventilatorios
pulmonares. A contracéo e o relaxamento dos musculos ventilatérios sdo diretamente
controlados pelos motoneurbnios somaticos na medula espinal (PATWA; SHAH,
2015). A atividade neuronal motora, por sua vez, € diretamente controlada pelo centro
de controle respiratério, no bulbo (SUZUE, 1984). A génese da respiracao advém dos
disparos de varios aglomerados de neurdnios localizados no interior do tronco
encefalico, que atuam como marcapassos. Especificamente, o estimulo para a
inspiracdo é oriundo de quatro centros de ritmo respiratério distintos localizados no
bulbo e nas regiées de ponte do tronco encefalico (SMITH et al., 2000; RAMIREZ et
al., 2013). Os centros geradores de ritmo medulares sdo chamados de complexo pré-
Botzinger e nucleo retro trapezoide (FELDMAN; DEL NEGRO, 2006). Os centros
geradores de ritmo localizados na ponte sdo compostos por dois aglomerados de
neurénios denominados centro pneumotaxico e ponte caudal. O ritmo normal da
respiracdo ocorre em razéo da interacao entre os neurbnios marcapasso existentes
em cada uma dessas regibes (FELDMAN; DEL NEGRO, 2006). Esses centros sao
responsaveis por controlar a quantidade de ar necesséaria para a manutencdo da
homeostase de cada individuo (Figura 3) (ST-JOHN; PATON, 2004; POWERS;
HOWLEY, 2005).
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Figura 3. Centros respiratorios. Fonte: Adaptado de Powers e Howley, 2005.

Para que o individuo mantenha suas condigdes vitais € fundamental que todo
esse complexo sistema esteja em perfeito equilibrio e funcionamento. Entretanto, em
algumas situagdes esse complexo sistema pode “falhar” e ser necessaria alguma
ferramenta que garanta que todo esse processo seja substituido e restabelecido
(DONAHOE, 2006; BARBAS et al.,, 2014). Atualmente podemos contar com a
ventilagdo mecanica artificial por pressdo positiva para garantir que essas demandas
metabdlicas sejam mantidas (CARVALHO; JUNIOR; FRANCA, 2007; HAITSMA,
2007; BARBAS et al., 2014).
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2.2 A ventilacdo mecéanica

A VM consiste em um meétodo que oferece ao paciente suporte ventilatorio
adequado em condi¢des de insuficiéncia respiratéria (AHMED; DANIEL MARTIN;
SMITH, 2019). A VM pode ser classificada como invasiva quando € introduzida
através de uma proétese ventilatéria (traqueostomia ou tubo orotragueal) na via aérea
do paciente e ndo-invasiva quando utilizada com uma interface (mascara) entre o
paciente e o aporte ventilatorio (CARVALHO; JUNIOR; FRANCA, 2007). Os aparelhos
de ventilagdo mecanica insuflam os pulmdes com volumes de ar, em uma determinada
velocidade, gerando assim pressfes positivas (pressdo inspiratoria e pressao
expiratéria) na via aérea (CARLOS TOUFEN JUNIOR, 2007). A VM tem como objetivo
a manutencao das trocas gasosas, amenizar o trabalho muscular, reverter ou evitar a
fadiga da musculatura ventilatéria, diminuir o consumo de oxigénio e permitir a
aplicacdo de terapéuticas especificas (CARVALHO; JUNIOR; FRANCA, 2007;
ROTTA; STEINHORN, 2007; POWERS; WIGGS; SOLLANEK; SMUDER, 2013).

A aplicacdo da ventilacdo mecéanica € uma parte importante do cuidado de muitos
pacientes graves, é principalmente fornecida dentro do ambiente hospitalar e,
especialmente, nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI) (DAMASCENO, 2006). Os
pacientes submetidos a esse tipo de tratamento devem ser constantemente avaliados
e monitorados pela equipe multiprofissional, j& que as alteracdes fisiopatoldgicas das
doencas se modificam constantemente e, com isso, ha necessidade de ajustes
ventilatorios. Além disso, a utilizacdo da ventilacdo mecéanica pode estar associada a
algumas complicacbes, como, por exemplo, a lesdo induzida pela ventilacdo
mecanica, depressdo cardiovascular, efeitos deletérios em outros 6Orgdos e
barotrauma que € o dano causado por pressdo (RICARD; DREYFUSS; SAUMON,
2003; DEL SORBO; SLUTSKY, 2010; GATTINONI; PROTTI; CAIRONI; CARLESSO,
2010).

Para aplicar a ventilacdo mecanica de modo seguro € importante que o profissional
possua um entendimento na area de fisiologia humana e sobre os principios basicos
de funcionamento do ventilador mecéanico, assim, € possivel evitar lesées e danos aos
individuos submetidos ao suporte ventilatério (MASOUMI et al., 2017,
SCHONHOFER, 2018). Durante a utilizacéo da ventilacao artificial, o ciclo ventilatorio
pode ser dividido didaticamente em quatro fases: 1) fase inspiratéria: insuflacdo dos

pulmdes; 2) ciclagem: mudanca da fase inspiratéria para a fase expiratoria; 3) fase
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expiratoria: fase de desinsulflacdo pulmonar passiva e 4) fase de disparo: mudanca
da fase expiratoria para a fase inspiratéria (Figura 4) (CARVALHO; JUNIOR;
FRANCA, 2007; GENTILE, 2011).

]

Fluxo =0

Tempo

Figura 4. Fases do ciclo ventilatério: VCV. Fonte: Adaptado de Carvalho et al.,
2007.

A partir do entendimento bésico do funcionamento do ventilador € possivel
compreender como o respirador participa do ciclo ventilatério (CARLOS TOUFEN
JUNIOR, 2007). O modo ventilatério é definido pela integracéo das variaveis das fases
do ciclo ventilatorio associada as caracteristicas do ventilador escolhido, além do
conhecimento da fisiopatologia apresentada pelo paciente que levou a necessidade
do suporte ventilatério (KALLET et al., 2000; GURSEL; AYDOGDU, 2009). Na
literatura ainda ha divergéncias entre as definicbes de modo ou modalidades
ventilatorias, dessa maneira, cabe ao profissional tentar identificar quais os melhores
ajustes para cada paciente (CAMPBELL; DAVIS, 2002; CHACKO et al., 2015;
GHABACH et al., 2017). Alguns autores utilizam a definicdo de modo ventilatorio a
partir de como o ciclo ventilatério é iniciado (EPSTEIN, 2001), o modo de ventilacao
também se relaciona a forma de interacdo entre o paciente e o ventilador, ao grau de
participacdo do paciente em sua prépria ventilagdo e a forma de administragdo dos
parametros pelo ventilador (EPSTEIN, 2001; BARBAS et al., 2014).

Para o suporte ventilatorio ser ofertado ao paciente € necessario ajustar o0 modo

ventilatorio, existem trés modos que sao conhecidos como modos basicos, esses
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incluem a ventilacdo controlada por volume (VCV), a ventilacdo controlada por
pressdo (PCV) e a ventilacdo por pressdo de suporte (PSV) (PRELLA; FEIHL;
DOMENIGHETTI, 2002). O modo controlado é uma modalidade de ventilagdo em que
os ciclos ventilatérios sdo comandados e fornecidos pelo ventilador, tendo como
parametros pré-determinados: frequéncia respiratdria, pressao ou volume, fluxo
inspiratorio e tempo inspiratorio (GENTILE, 2011). Quando o disparo ocorre de acordo
com pressdo negativa ou fluxo positivo realizados pelo paciente é denominado como
modo assistido/controlado (Figura 5) (CARVALHO; JUNIOR; FRANCA, 2007,
BARBAS et al., 2014).
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Figura 5. Curvas dos modos ventilatérios. Fonte: Adaptado de Carvalho et al., 2007.

Como descrito anteriormente, um dos principais objetivos da ventilagdo mecéanica
e efetuar um intercambio gasoso eficaz, promovendo a eliminacédo de gas carbonico
e a captacao de oxigénio (KOH, 2007; PETTENUZZO; FAN, 2017). Devemos lembrar
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gue os parametros variam de acordo com a idade do paciente, peso e com a doenca
de base, sendo necessarios ajustes especificos para cada individuo (BARBAS et al.,
2014). Dessa maneira, para instituir a ventilacio mecéanica nos pacientes que
apresentem necessidade de suporte ventilatério a equipe deveré decidir as melhores
configuracbes, melhor modo de entrega do ventilador mecéanico para cumprir as
necessidades do individuo de maneira que evite danos e lesdes pulmonares
(SLUTSKY, 2010; DE WIT, 2011; DEL SORBO; BARBAS et al., 2014).

2.3 A ventilagdo mecénica ao longo da historia

Atualmente a ventilacdo mecanica auxilia no tratamento de pacientes com diversas
patologias sendo considerada uma ferramenta indispensavel para manter o organismo
vivo (BROWER et al., 2000). Historicamente, pensadores cientistas auxiliaram de uma
forma muito importante no desenvolvimento do conceito da ventilagdo mecanica ao
longo dos anos, por exemplo, Galeno, no século Il, desempenhou um papel
importante na introducdo da anatomia para a compreensao de diversas doencas
(STERNBACH et al., 2001), posteriormente, Vesalius no ano de 1543 publicou um
tratado sobre anatomia que provavelmente teve a primeira referéncia definitiva a
ventilacdo com pressado positiva como a conhecemos hoje. Ele descreveu que a vida
poderia ser restaurada para um animal se uma abertura fosse realizada no tronco da
traqueia (STERNBACH et al., 2001; SLUTSKY, 2015). Robert Hook, em 1667, realizou
um experimento para examinar a hipotese de Galeno de que o movimento dos
pulmbes era necessario para a circulacdo, ele usou foles para gerar um fluxo
constante de gas na abertura das vias aéreas para os pulmdes de caes (SLUTSKY,
2015). J4 em 1744 foi iniciada a discussao sobre a ventilagdo mecéanica causar danos
ao individuo, John Fothergill publicou um ensaio no qual dizia que a forca aplicada
nos pulmdes com o fole era grande e ndo poderia ser determinada, de forma que
poderia causar danos, sugerindo a possibilidade de ferimentos causados pela
ventilagcdo e, em muitos aspectos, podemos vé-lo como o pai da lesdo induzida por
ventilacdo mecanica, gracas as suas conclusdes incrivelmente perspicazes desde
aguela época. A discussdo sobre os maleficios da ventilagdo continuou, em 1829,
d'Etioles demonstrou que o uso de foles para ventilacdo podia causar pneumotérax,

levando a morte (SLUTSKY, 2015). Diante desse cenario, a busca por ferramentas
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gue garantisse condicdes de ventilacdo era incessante, e em 1864, Alfred Jones
inventou um dos primeiros dispositivos por pressdo negativa. Esses ventiladores
envolviam o corpo do individuo, nele o paciente sentava-se em uma caixa que cercava
totalmente o corpo do pescoco para baixo. Nele havia um émbolo que era usado para
diminuir a pressao na caixa, 0 que causava inalacéo e o inverso produzia exalacao
(Figura 6) (KACMAREK, 2011). Em 1929, um professor da Escola de Saude Publica
da Universidade de Harvard chamado Dr. Cecil Drinker e seu irm&o Philip Drinker
desenvolveram o ventilador tanque por pressao negativa, que se tornou conhecido
como o "pulméo de aco” (CHEN; STERNBACH; FROMM; VARON, 1998; GEDDES,
2007).

Figura 6. Prototipo de ventilador mecéanico patenteado por Alfred Jones. Fonte:
Slutsky, 2015.

Em 1952, houve uma epidemia de poliomielite em Copenhague, no auge dessa
epidemia 50 pacientes por dia estavam sendo internados no Hospital Blegdams
Infectious Disease, muitos com paralisia muscular ou bulbar ventilatoria
(STERNBACH et al.,, 2001). Devido ao grande numero de internacdes, haviam

disponiveis apenas alguns aparelhos de ventilagdo por pressao negativa, portanto, a
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mortalidade dos pacientes era extremamente elevada, maior que 80% (LASSEN,
1953). Na tentativa de reverter este alto indice, um médico anestesista submeteu 0s
pacientes a traqueostomia e os ventilou com um ressuscitador manual, e a partir desta
demonstracao essa forma de ventilagdo invasiva por pressao positiva tornou-se o
tratamento padrdo para a poliomielite, e cerca de 1.500 estudantes revezavam na
ventilacdo manual dos pacientes, dessa forma, a mortalidade caiu consideravelmente,
de 87% para 40%, e essa logistica para a abordagem de muitos pacientes em um
mesmo local levou a criagcdo das primeiras UTIs (Figura 7) (LASSEN, 1953; CHEN;
STERNBACH; FROMM; VARON, 1998; KACMAREK, 2011; SLUTSKY, 2015).

Figura 7. Pacientes sendo ventilados durante epidemia da poliomielite. Fonte:
Kacmarek, 2011.

Posteriormente, em 1957, o engenheiro aeronauta e médico Forrest Bird criou
o Bird Mark-7, considerado o primeiro ventilador mecénico invasivo a pressao positiva
fabricado em larga escala (SOMERSON; SICILIA, 1992; KACMAREK, 2011). A
medida que o uso da ventilagdo mecéanica se espalhou, tornou-se evidente que 0s
primeiros ventiladores eram menos eficazes na manutencdo das trocas gasosas, e
isso, combinado aos avancos tecnoldgicos e a experiéncia de alguns estudiosos da
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época, levou ao uso predominante da ventilacdo com pressao positiva (KACMAREK,
2011; SLUTSKY, 2015). Os ventiladores com pressao positiva permitiam aplicar
maiores pressodes, 0 que os tornava mais eficientes em facilitar as trocas gasosas,
entretanto, alguns estudiosos da época j& sinalizavam para um dano causado devido
ao aumento da pressdo atraves das membranas alveolares e dos volumes
pulmonares elevados (MACKLIN; MACKLIN, 1944; SLUTSKY, 2015). Nos anos
seguintes, as pesquisas relacionavam os danos da ventilacdo com uso de alta fracéo
inspirada de oxigénio (FIO2) em estudos com animais, demonstrando um aumento
significativo na mortalidade dos animais ventilados com FIO2 de 100% (WEBB;
TIERNEY, 1974; STAEHR-RYE et al., 2017). Diante dessa situacdo, na década de 60,
0s médicos evitavam utilizar alta FIO2 e optavam por utilizar altos volumes correntes,
principalmente durante as cirurgias (DELLA ROCCA; COCCIA, 2013; GATTINONI et
al., 2017). Essa estratégia temporariamente melhorava a hipoxemia, mas, ao longo
do tempo gerava lesdo pulmonar em muitos pacientes (ZIMMERMAN; DUNBAR,;
KLINGENMAIER, 1975). Como exemplo dessa situagdo, um grupo de pesquisadores
publicaram um resumo na década de 70, no qual descreviam que aproximadamente
40% dos pacientes com sindrome do desconforto respiratério agudo ventilados com
pressdo positiva expiratoria final (PEEP) de 16 cmH20 e VC de 22 mL/kg
desenvolveram barotrauma grave e problemas causados pelo estresse fisico que por
sua vez estaria associado as alteracdes inflamatérias na barreira alvéolo-capilar
(WEBB; TIERNEY, 1974; ZIMMERMAN; DUNBAR; KLINGENMAIER, 1975;
TREMBLAY; SLUTSKY, 1998; LICKER; FAUCONNET; VILLIGER; TSCHOPP, 2009).

Diante dos problemas causados pela ventilagdo houve a necessidade de criar
novas perspectivas sobre a forma de ofertar o suporte ventilatério, essas mudangas
permitiram criar ventiladores mais modernos, melhorar muitos aspectos técnicos, bem
como melhorar os ventiladores mecanicos em relacdo ao fornecimento de fluxo,
valvulas de exalagéo, uso de microprocessadores e desenvolvimento de novos modos
de ventilacao (Figura 8) (CARLOS TOUFEN JUNIOR, 2007; BARBAS et al., 2014).
Esse desenvolvimento tecnolégico permitiu avancgos, entretanto, ainda existe uma
preocupagao com o manejo correto de pacientes que necessitam utilizar a ventilagcao
mecanica, por exemplo, um estudo realizado com médicos residentes nos Estados
Unidos concluiu que os residentes ndo estavam adquirindo conhecimentos essenciais
e necessarios para fornecer atendimento eficaz e seguro aos pacientes que

necessitavam de ventilagdo mecéanica. No referido estudo, 48% dos entrevistados
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responderam de forma incorreta sobre o uso do volume corrente apropriado para
ventilar pacientes na sindrome do desconforto respiratério agudo (COX et al., 2003;
DENNISON et al., 2007).

A literatura tem demonstrado que a utilizagcdo da ventilagdo mecéanica com
ajustes inadequados pode estar relacionada a graves problemas causados pelo
estresse fisico, que por sua vez, estariam associados as alteracfes inflamatorias na
barreira alvéolo-capilar, producéo de espécies reativas e, consequentemente, ao que
tem sido descrito como estresse oxidativo (CURLEY, et al., 2016; WU et al., 2017).
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Figura 8. Ventilador mecanico moderno (Modelo Servo-s - Maquet). Fonte: MAQUET,
2019.
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2.4 A Inflamacéo e o estresse oxidativo no pulméo

Estudos demonstraram que a utilizacdo da ventilagdo mecénica pode induzir uma
les&o pulmonar ou ainda agravar uma lesao pré-existente no paciente (DOS SANTOS;
SLUTSKY, 2000; ANDRADE et al., 2018). Dessa maneira, 0 ajuste correto dos
parametros ventilatérios € de suma importancia para evitar lesdes causadas pela
ventilacdo mecanica. Apesar de ser amplamente estudados, os mecanismos pelos
quais a lesdo pulmonar se desenvolve ainda ndo estdo bem elucidados (DOS
SANTOS; SLUTSKY, 2000; FRANK; MATTHAY, 2003). Alguns estudos
demonstraram que a ventilacdo pode resultar em distensdo dos alvéolos pulmonares,
essa acdo de forcas mecanicas que agem sobre o parénquima pulmonar, pode
conduzir a leséo de epitélio alveolar ou endotélio capilar, edema pulmonar, ativacédo
de macréfagos alveolares, que liberam citocinas e quimiocinas levando ao
recrutamento de neutréfilos (ABRAHAM, 2003; GROMMES; SOEHNLEIN, 2011). Os
neutrofilos por sua vez, liberam citocinas inflamatérias que favorecem a uma resposta
inflamatoéria, uma vez ativados no espaco alveolar, os neutrofilos podem contribuir
para o processo inflamatério desencadeado pela ventilagdo mecéanica por diversas
vias que incluem a secrecdo de proteases, citocinas inflamatérias e de espécies
reativas de oxigénio (Figura 9) (GROMMES; SOEHNLEIN, 2011; YILDIZ et al., 2015;
BEITLER; MALHOTRA; THOMPSON, 2016; THOMPSON; CHAMBERS; LIU, 2017).
Essa cascata de reagbes tem demonstrado desempenhar um papel importante na
patogénese da LPIV (BELPERIO et al., 2002; QUINN; MOUFARREJ; VOLOKHOV;
HALES, 2002).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo encontradas em todos sistemas
biol6gicos e tém origem no metabolismo do oxigénio molecular, em condi¢des
fisiologicas normais. As EROs séo produzidas em células aerdbicas durante varias
reacOes metabdlicas endogenas por meio de um mecanismo conhecido como cadeia
respiratdria mitocondrial (LUSHCHAK, 2014; LUU et al., 2015). O oxigénio sofre uma
reducdo com aceitagdo de 4 elétrons, resultando na formacéo de adgua. Durante esse
processo sdo formados intermediarios reativos, tais como, os radicais superoéxido,
peréxido de hidrogénio e radical hidroxila (CASTELLO; COSTANTINI; SCALA, 2010;
THOMPSON; CHAMBERS; LIU, 2017; JUNIOR; SOUZA; SANTOS; ANDRADE,

2019). As espécies reativas de oxigénio desempenham um papel importante na
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sinalizacdo celular, proliferacdo celular, homeostase e inducdo de apoptose.
Entretanto, em altas concentracdes as espécies reativas de oxigénio produzem
modificacdes adversas nos componentes celulares, como lipidios, proteinas e 4cido
desoxirribonucleico (DNA) (BIRBEN et al., 2012; LUSHCHAK, 2014; LUU et al., 2015).
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Figura 9. Cascata da inflamacgao. Fonte: Adaptado de Thompson et al., 2017.

Para evitar a formacao excessiva de espécies reativas de oxigénio existe o sistema
de defesa antioxidante que tem a funcéo de inibir e/ou reduzir os danos causados
pelas EROs. Usualmente, esse sistema é dividido em n&o-enzimético e enzimatico
(JUNIOR; SOUZA; SANTOS; ANDRADE, 2019). O sistema n&o-enzimatico é

constituido por grande variedade de substancias antioxidantes, que podem ter origem
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endogena ou dietética. Ja o sistema enzimatico é composto por diversas enzimas que
podem ser classificadas em sistema de defesa primario e secundario (BIRBEN et al.,
2012). As enzimas que compdem o sistema enzimatico sao a glutationa peroxidase
(GPx), catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD). A SOD é uma metaloenzima
gue catalisa a reacdo de dismutacdo do anion superoéxido a peroxido de hidrogénio
(H2032). Posteriormente, o H202 pode ser convertido em agua (H20) e oxigénio (O2)
pela atividade de CAT e GPx, a catalase reduz H202 em duas moléculas de 4gua e
uma de oxigénio, j4 a glutationa peroxidase catalisa a reacdo com oxidac¢do de duas
moléculas de glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG) (Figura 10)
(CASTELLO, 2010; BARBOSA et al., 2012).

Peroxidacao lipidica

Oxidacao do DNA

Oxidagao de proteinas

Figura 10. Formacdao das espécies reativas de oxigénio. Fonte: Adaptado de Castello,
2010.

O desequilibrio entre oxidante/antioxidante em favor dos oxidantes é
denominado “estresse oxidativo”. Porém, atualmente tem-se uma definicdo mais
abrangente para o termo "desequilibrio redox", o qual se estabelece quando ocorre
um aumento transitério ou persistente nos niveis das EROs, capaz de causar um
distarbio em vias de sinalizacdo e levar a modificacdes oxidativas de constituintes
celulares que, se ndo contrabalancadas, pode culminar na morte celular por meio de
necrose ou apoptose (JONES, 2006; BINDOLI; RIGOBELLO, 2013; LUSHCHAK,
2014; FRIJHOFF et al., 2015). Particularmente, os organismos aerébicos utilizam seus

sistemas antioxidantes integrados, que incluem antioxidantes enzimaticos e nao
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enzimaticos que sao geralmente eficazes no blogueio dos efeitos nocivos das EROs
(BARBOSA; BRESSAN, 2010). No entanto, em condi¢cdes fisiopatologicas, o0s
sistemas antioxidantes podem ser sobrecarregados e favorecer ao que denominamos
de desequilibrio redox (LUSHCHAK, 2014). O desequilibrio redox pode contribuir para
muitas condi¢cbes patoldgicas, incluindo o cancer, os distdrbios neuroldgicos, a
aterosclerose, a hipertensdo, a isquemia/perfusdo, o diabetes, a sindrome do
desconforto respiratorio agudo, a fibrose pulmonar, a doenca pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC) e a asma (ROSANNA; SALVATORE, 2012; CAMPOS et al., 2017). A
utilizacdo da ventilacdo mecéanica tem sido apresentada como um fator que
desencadeia uma resposta inflamatéria pulmonar causada por fatores biolégicos,
quimicos e fisicos, e, consequentemente, a superproducao das EROs (DUFLO et al.,
2002; HAMMERSCHMIDT et al., 2003).
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3. JUSTIFICATIVA

A ventilacdo mecanica € uma ferramenta no suporte ventilatério de pacientes
graves, entretanto, estudos demonstraram que a utilizacdo da ventilacdo mecanica
com alto volume corrente pode causar danos ao organismo. Os mecanismos que
promovem esses danos ainda ndo sdo bem compreendidos, porém, o atelectrauma
(trauma relacionada com a distensdo e colapso ciclico dos alvéolos), o barotrauma
(trauma pela presséo), o volutrauma (dano causado por alto volume corrente) ou
biotrauma (alterac¢des inflamatorias pulmonares e sistémicas decorrentes de repetidas
lesdes celulares induzidas pela ventilagado) podem ser termos chaves na compreensao
do dano. Dessa maneira, o estudo dos efeitos da ventilacdo mecanica com diferentes
volumes correntes torna-se de extrema relevancia, uma vez que, possibilitara uma
melhor compreensao do melhor volume corrente a ser ajustado pelos profissionais da
saude que lidam diariamente com a ventilagdo mecénica, e assim, evitar e minimizar
0s agravamentos locais e sistémicos induzidos pela VM.

A diretriz de VM recomenda a utilizacdo de volumes correntes entre 5 e 8 mL/kg,
entretanto, na pratica clinica em determinadas situacdes esses valores podem ser
extrapolados para valores préximos a estes. Diante do exposto, acreditamos que o
presente estudo utilizando um modelo experimental de ventilagdo mecéanica em ratos
saudaveis ventilados com alto volume corrente (12 mL/kg) possa causar inflamacéo
pulmonar e desequilibrio redox. Dessa maneira, esse estudo podera contribuir para
um maior esclarecimento dos efeitos dos diferentes volumes correntes, bem como
para a elaboracdo de protocolos ventilatérios em humanos podendo gerar grande
impacto econdmico, uma vez que poderd melhorar a seguranca do paciente,
minimizando as les6es secundarias a VM e, consequentemente, diminuindo o tempo

de internacdo hospitalar.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da ventilagdo mecanica com diferentes volumes corrente sobre
o desequilibrio redox e a resposta inflamatéria pulmonar de ratos Wistar adultos

saudaveis.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar os parametros hemodinamicos dos grupos experimentais;

e Analisar e comparar os parametros gasomeétricos;

e Determinar o influxo de células inflamatérias no lavado broncoalveolar;
¢ Analisar biomarcadores do estresse oxidativo no homogenato pulmonar;
e Analisar e comparar os niveis de citocinas inflamatorias;

e Analisar o padrao histoldégico do parénquima pulmonar.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Trinta e dois ratos Wistar saudaveis machos, com idade entre 10 e 12
semanas, foram obtidos do Centro de Ciéncia Animal (CCA) da Universidade Federal
de Ouro Preto (UFOP). Os animais foram mantidos sob condi¢cdes controladas de
temperatura (21 + 2°C), umidade (50 £ 10%) e luminosidade (ciclo de 12 horas
claro/escuro). Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o0s
Principios Eticos de Experimentacdo Animal estabelecidos pela Comisséo de Etica
em Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) e aprovados

pelo protocolo numero 2017/42.

5.2. Grupos experimentais

Inicialmente um experimento piloto seguindo o mesmo desenho experimental

foi realizado para padronizacéo das técnicas e dos métodos (dados ndo mostrados).

No presente estudo, os ratos foram divididos de forma randomizada em
quatro grupos de oito animais cada, sendo que nao houve diferenca significativa no

peso dos animais entre os grupos. Os grupos foram denominados da seguinte forma:

e GC (Grupo Controle): animais mantidos em ventilacdo espontanea,;

e VM4: animais submetidos a ventilagdo mecanica com volume corrente de 4
mL/kg;

e VMBS8: animais submetidos a ventilacdo mecanica com volume corrente de 8
mL/kg;

¢ VM12: animais submetidos a ventilagdo mecanica com volume corrente de 12
mL/kg.
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5.3 Monitorizacéo cardiovascular

Os ratos foram anestesiados por 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),
posicionados em decubito dorsal em mesa cirdrgica, submetidos a uma incisdo na
regido inguinal direita com o objetivo de localizar o feixe vasculo-nervoso femoral,
localizado esse feixe, a artéria e veia foram dissecadas e realizado um pequeno corte
na artéria femoral direita, utilizando uma pinca oftalmica cateteres de polietileno (PE-
10 conectado a PE-50, Clay Adams, Parsippany, NJ, EUA) preenchidos com solugéo
salina heparinizada (500 Ul/mL) foram inseridos na artéria e veia femorais para

medida da pressao arterial pulsatil (PAP) e infusdo de solucdao fisiologica.

Apés fixada, a canula foi acoplada a um sistema computadorizado de
aquisicdo de dados denominado Powerlab 4/35 que permite a avaliagdo da pressao
arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) através do registro direto da
presséao arterial. Esse sistema contém um transdutor de pressao que conectado a um
amplificador (ML221 Bridge Amp) que monitora a PAM. A PAP e FC foram
continuamente mostradas por um sistema de conversao analdgico/digital de 16 bits
(Powerlab 4/35), a uma frequéncia amostral de 100 Hz e armazenados em disco
rigido. A amplitude do range foi previamente definida em 20 mV. Posteriormente, o
sinal foi processado por um software (Lab Chart 7) para se obter os dados, a PAM e
FC foram derivadas em tempo real a partir de pulsos de PAP, utilizando o software
Chart 5 (ADInstrumentsPtyLtd, Australia). Essas variaveis foram apresentadas
simultaneamente em canais distintos no monitor e armazenadas no disco rigido do
computador (GOMES et al., 2017; SA et al., 2017; ANDRADE et al., 2018).

5.4 Ventilacdo espontanea

Os animais do grupo controle foram mantidos sob ventilagdo espontanea em
ar ambiente. Para registro da funcdo pulmonar, os animais desse grupo foram
previamente ambientalizados a uma caixa hermeticamente fechada para adaptagao

prévia por 15 minutos. Apés isso, 0os animais foram colocados individualmente nesta
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caixa e permaneceram cerca de 8 minutos para registro dos parametros ventilatérios
(frequéncia respiratéria, volume corrente e volume minuto) por meio de pletismografia
de corpo total, sendo expostos a ar medicinal (21% Oz + 79% N2 nominal; Medipure™
Medical Gases WHITE MARTINS) com um fluxo de (1 L/min) por meio de um tubo
conectado ao sistema. Para o registro, o fluxo de gases respiratérios foi detectado
pelo espirdbmetro de mesa (Adinstruments, Dunedin, Nova Zelandia) e o sinal

amplificado e analisado pelo software PowerLab.

5.5 Ventilagcdo mecéanica

Para instituir a ventilacdo mecanica, ainda com os animais sedados, a
traqueia foi canulada e conectada a um ventilador mecanico (Inspira, Advanced Safety
Ventilator, Harvard/Aparelho Holliston, MA, EUA) em modo controlado por volume
(VCV), volume corrente 4 mL/kg ou 8 mL/kg ou 12 mL/kg, PEEP de O cmH20,
frequéncia respiratéria média de 70 bpm, relacdo I:E de 1:2 e fracdo inspirada de
oxigénio de 21%, durante 60 minutos. Em todos animais submetidos a ventilacdo
mecanica foi realizada a aplicacdo do bloqueador neuro muscular cloreto de
suxametonio (1 mL/kg; Blau Farmacéutica, S.A., Sdo Paulo, SP, BR) por via

intravenosa (i.v.).

5.6 Coleta do sangue

Ao final do procedimento experimental de ventilagdo mecanica (grupos VM4,
VM8 e VM12) ou monitorizacdo hemodinamica (grupo controle), o térax dos animais
foi aberto para que o sangue arterial fosse coletado por meio de puncéo no ventriculo
esquerdo. Duas aliquotas sanguineas de cada animal foram coletadas, a primeira
aliquota do sangue arterial foi imediatamente analisada no gasOGmetro (Nova
Biomedical, Waltham, Massa, EUA) para avaliar a quantidade de gases sanguineos,
a outra aliquota sanguinea de 200 uL foi colocada em um tubo de polipropileno
contendo 15 L de heparina e encaminhada ao Laboratério de Imunopatologia (LIMP)
- UFOP para a realizacdo do Hemograma e Leucograma (ANDRADE et al., 2018).
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5.7 Eutanasia

Apés a coleta do sangue os animais foram eutanasiados por sobre dose de
sedativo. O lavado broncoalveolar e os pulmdes foram coletados para posteriores

analises que serdo descritas a seguir.

5.8 Coleta e analise do lavado broncoalveolar (LBA)

A coleta do LBA foi realizada imediatamente apds a eutanasia, jA com o térax
aberto o pulméo esquerdo foi clampeado, a traqueia canulada e o pulméo direito foi
lavado com 3 mL de solugdo salina gelada (2 x 1500 pL). As amostras foram mantidas
em gelo até o final do 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, ap0s a centrifugacéo foi retirado o sobrenadante e armazenado em frezer
— 80°C, o pellet que contém os leucdcitos foi ressuspenso com 100 pL de solugao
salina gelada. Para corar as células foi utilizada a solucao de Turk (RenyLab, Minas
Gerais, BR), para isso, 180 pyL de solugcdo Turk foi adicionado em um eppendorf
juntamente de 20 L da solugéo ressuspensa e agitado, logo em seguida, a contagem
total de leucocitos foi realizada na camara de Neubauer. Os leucdécitos foram contados
nos quatro quadrantes encontrados na camara e tirada a média simples (MATOS et
al., 2014; DE SOUZA et al., 2018).

Para a contagem diferencial de células no LBA 40 uL das amostras foram
centrifugadas em uma Cito-centrifuga (INBRAS equipamentos para saude, SP, BR)
na qual foram colocadas laminas, e ajustada a rotacdo em 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
imersao de 40 segundos em cada uma das trés solugdes distintas. Posteriormente, as
laminas foram lavadas em agua corrente para a retirada do excesso de corantes e
secadas em temperatura ambiente. Apds secagem foram contadas 100 células por
lamina e diferenciadas em: macrofagos, linfocitos e neutrofilos em microscépio optico

com 6leo de imersdo com aumento de 100x (DE SOUZA et al., 2018).
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5.9 Processamento do tecido pulmonar e homogeneizacao

Apés a coleta do LBA, foi realizada uma pequena incisdo no ventriculo
esquerdo e com uma agulha o ventriculo direito foi perfundido com soro fisioldgico
para remover o sangue residual do pulméo. O pulmao direito foi clampeado para que
fosse instilada, apenas no pulméo esquerdo, via traqueia, formalina tamponada 4%
(pH 7,2) a uma pressdo de 25 cmH20 por 2 min. O pulmé&o esquerdo entdo foi
removido e imerso em solucéo fixadora por 48 horas. Em seguida, as amostras foram
colocadas em cassetes histolégicos e processadas da seguinte forma: banho em
alcool 70% e 90% por 30 minutos em cada, seguido de dois banhos de &lcool absoluto
por 30 minutos, dois banhos de xilol por 30 minutos, dois banhos de parafina por 30
minutos e inclusdo em parafina histolégica. Apés o processamento histologico e a
inclusdo em parafina foram feitos cortes seriados com 4 micrédmetros de espessura.
Posteriormente, esse material foi corado com hematoxilina e eosina (HE) para ser
realizada a analise estereolégicas (PENA et al., 2016).

O pulmé&o direito foi removido e retiradas quatro aliquotas para as analises
bioquimicas, o restante do tecido pulmonar foi armazenado em tubos devidamente
etiquetados para serem acomodados no freezer (-80°C). Depois, as aliquotas foram
homogeneizadas (Homogeneizador Nova Técnica mod. NT136, Piracicaba, Brasil) em
1 mL de tampéo fosfato de potassio e centrifugado a 13000 RPM por 10 minutos. O
sobrenadante foi coletado e as amostras foram novamente armazenadas no freezer

(-80°C) para posteriores andlises bioguimicas (DE SOUZA et al., 2018).

5.10 Biomarcadores de estresse oxidativo e dano

5.10.1 Proteinas totais

A dosagem de proteinas foi realizada nas amostras do homogeneizado tecidual
pelo método de Bradford (1976). O reagente de Bradford contém como principal
componente o corante Coomasie brilhante azul, que em solugédo acida se liga as
proteinas da amostra, alterando sua absorvancia de 465 nm para 595 nm. Para essa
analise uma curva padrao foi reproduzida por meio de concentracdes crescentes da

proteina albumina, para isso, 0,01g de albumina foi dissolvida em 1000 pyL de agua
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Mili-Q. A partir dessa solucéo inicial, foi utilizado 200 uL adicionado em 3,8 mL de
agua Mili-Q, obtendo-se um total de 4 mL de solucédo na concentracdo de 0,5 mg/mL
(BRADFORD, 1976). Os pontos da curva variam de 0,5 mg/mL até 0,05 mg/mL,
conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Curva padrao albumina.

Diluicdo de albumina Albumina 0,01 g/mL Agua Mili-Q

0,5 mg/mL 1000 pL -

0,4 mg/mL 800 pL 200 pL
0,3 mg/mL 600 pL 400 pL
0,2 mg/mL 400 uL 600 uL
0,1 mg/mL 200 pL 800 uL
0,05 mg/mL 100 pL 900 pL

Para a solucdo de Comassie azul foi realizada a diluicdo em agua Mili-Q na
concentracdo de 4:1 (agua Mili-Q: Solu¢cdo Comassie azul). Feito a curva padréo e a
diluicdo da curva, em seguida foram adicionados em cada pogo correspondente 2 uL
de amostra do homogenato pulmonar diluido em 8 uL de agua Mili-Q. Posteriormente,
190 pL de Solugdo Comassie azul diluida foi pipetada em todos os pocos da placa. A
placa entéo foi incubada em temperatura ambiente por 30 min e a leitura realizada em
espectrofotdmetro de placas a 595 nm (CAMPOS et al., 2019).

5.10.2 Atividade da Superéxido dismutase (SOD)

Atividade da SOD foi mensurada nos tecidos de acordo com o método
descrito por Marklund (1974). Esse método é baseado na capacidade da SOD em
inibir a auto-oxidacao do pirogalol. Os reagentes de trabalho utilizados foram: fosfato
de potassio monobasico (KH2PO4), fosfato de sodio dibasico (Na2HPOa4), Pirogalol,
MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2H]- 2,5-difenilterazolio) e Dimetilsulfoxido
(DMSO). Para a realizacdo da dosagem, foi utilizada uma aliquota do sobrenadante
obtido em 5.9. O sobrenadante foi pipetado em placa de 96 pocos seguido a adi¢ao
dos reagentes como descrito na Tabela 2 (MARKLUND; MARKLUND, 1974).
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Tabela 2. Reagentes utilizados para mensurar a atividade da Superoxido Dismutase.

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

Branco - 144pl 6 pl -
Padréo - 1294l 6l 15ul
Amostra  30ul 99 ul 6ul 15pl

As amostras foram incubadas por 5 minutos em estufa a 37°C. Logo apoés, 150
puL de DMSO foram adicionados as mesmas para parar a reacao. As absorbancias
foram lidas no leitor de Elisa em um comprimento de onda de 570 nm. Considerando
que uma unidade de SOD (U) é responsavel pela oxidacao de 50% do pirogalol, e que
a absorbancia da amostra obtida em unidades de SOD, é convertida a absorbancia
da amostra obtida em unidades de SOD. Para calculo da atividade de SOD, foi
subtraido o resultado obtido da amostra pelo valor encontrado do branco e, a seguir,
foi dividido esse valor pelo encontrado da subtragéo do padréao pelo branco (CAMPOS
et al., 2019).

5.10.3 Atividade da Catalase (CAT)

A atividade de Catalase (CAT) foi mensurada de acordo com o método descrito
por Aebi (1984), a partir do decréscimo do peréxido de hidrogénio (H202) a uma
absorbéancia de 240 nm. O método se baseia na decomposi¢cado enzimatica do H20:2
em um intervalo de 60 segundos por espectrofotometria. Para a realizacédo da andlise
foi utilizada uma aliquota do sobrenadante obtido em 5.9 como amostra bioldgica.
Inicialmente foram utilizados os seguintes reagentes para o preparo do tampéo
fosfato: cloreto de sédio (NacCl), fosfato de sédio dibasico (NazHPO4) e fosfato de
potassio monobasico (KH2POa4), os sais foram diluidos em agua destilada e mantidos
na geladeira. No momento do ensaio foi utilizado 25 mL de tamp&o, que foram
misturados com 40 yL de peréxido de hidrogénio. Depois do preparo dos reagentes
foi iniciada a leitura em espectrofotdbmetro. O tampéo com o peroxido foi aliquotado
juntamente com cada amostra em cubeta de quartzo (970 puL e 30 pL,
respectivamente) e registrados a 240 nm durante 60 segundos, com anotacéo a cada
10 segundos. A atividade da catalase foi definida pela diminuicdo da absorbancia a
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240 nm, de acordo com a Lei de Lambert Beer, onde 1 U equivale a 1 uymol de hidrdlise
de H202 por minuto, por mL (PENA et al., 2016; DE SOUZA et al., 2018; MACHADO
et al., 2018).

5.10.4 Dosagem das substéancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS)

Analise de peroxidagédo lipidica foi realizada de acordo com método descrito
por Buege (1978). O acido tiobarbitarico (TBA) reage com lipidios oxidados, e gera
malondialdeido. Para a realizacdo da analise foram utilizados 500 yL do homogenato
tecidual (obtido em 5.9). Posteriormente, 250 uL de solugédo de acido tricloroacético
(TCA 28% p/v dissolvido em &cido cloridrico), 250 uL de TBA 1% dissolvido em acido
acético e 125 pL de bultilhidroxitolueno (BHT) 5 mM dissolvido em etanol foram
adicionados. Em seguida, o tubo foi levado ao vértex e colocado em banho-maria a
95°C por 15 minutos. ApGs serem resfriadas em banho de gelo por 5 minutos, o
material foi centrifugado por 10 minutos a 13000 rpm. O sobrenadante foi lido em
espectrofotometro a 535 nm. A concentracdo de TBARS foi determinada utilizando o
coeficiente de extingdo molar (¢= 1,56 x 105L x mol-1 x cm-1), seguindo a lei de

Lambert Beer. O resultado foi representado em nmols/mL (CAMPOS et al., 2019).

5.10.5 Proteina Carbonilada

A oxidacao de proteinas pelas espécies reativas de oxigénio leva a formacéao
de derivados carbonilicos. Esses podem ser mensurados por métodos sensiveis,
particularmente aqueles que utilizam o 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). O DNPH
reage com grupos carbonilicos e gera a hidrazona correspondente, a qual foi
analisada espectrofotometricamente. Para a analise da proteina carbonilada foi
utilizado um protocolo adaptado do método descrito por Reznick e Packer (1994). Para
tal foram utilizados 500 uL do homogeneizado pulmonar que foi colocado em tubos de
polipropileno e adicionados 500 pyL de TCA, misturou-se no vortex e em seguida as
amostras foram centrifugadas por 3 minutos a 5000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e ao precipitado foi adicionado 500 uL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH).
As amostras foram mantidas em temperatura ambiente e no escuro, por sessenta

minutos e a cada 15 minutos eram misturadas no vortex. Ao final do periodo foi
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acrescentado 500 pL de TCA e as amostras eram novamente centrifugadas por 3
minutos a 5000 rpm. O sobrenadante foi descartado e 1 mL da mistura de
etanol/acetato de etila (1:1) foi adicionado aos tubos e misturados no vértex e
novamente centrifugados, essa etapa da reacao foi repetida por duas vezes. Apés a
segunda lavagem com a solucdo de etanol/acetato de etila o sobrenadante foi
descartado e adicionou-se 1 mL de Dodecil sulfato de sodio (SDS) 6% misturou-se no
vortex e centrifugou-se a 10000 rpm por 3 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram
lidos no espectrofotometro a 370 nm (ANDRADE et al.,, 2018). A concentracdo de
proteina carbonilada nas amostras foi determinada de acordo com a equacéao de

Lambert Beer descrita abaixo:

e Abs = Absorbéancia
e ¢ = coeficiente de extingdo molar em unidades de 22000 M.Lt cm™;

e VA =volume da amostra;

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

Para a determinacdo da concentracdo de proteina carbonilada em relacdo a
concentragdo de proteinas totais utilizou-se o valor encontrado na andlise de proteinas
pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).

Equacao: Proteina carbonilada da amostra (nmol/mL)

Proteina total da amostra (mg/mL)

5.11 Mieloperoxidase (MPO)

Para realizar a dosagem dos niveis da MPO foi utilizado o homogenato
pulmonar dos animais estudados. Os niveis de MPO foram medidos por meio do uso
de 3,3’,5,5-tetrametilbenzidina (TMB), brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB),
peroxido de hidrogénio (H202) e tampéao de acetato de sodio (NaOAc). Primeiramente,
100 pL de homogeneizado de tecido pulmonar foram centrifugados com 900 pL de
HTAB por 14000 g durante 15 minutos, 75 yL do sobrenadante foi incubado com 5 pL
de TMB por 5 min em 37°C. O produto desta preparacéao foi incubado com 50 uL de

H202 por 10 min a 37°C, em seguida, foi adicionado 125 pL de tampé&o de acetato de
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sédio. A reacao foi lida num leitor de microplaca em 630 nm. A atividade enzimatica

foi expressa em Um/mg proteina total (CAMPOS et al., 2019).

5.12 Ensaio imunoenzimatico para marcadores inflamatoérios

As andlises de interleucina - 1 (IL-1), interleucina - 6 (IL-6), CCL5 (do inglés
Regulated upon activation normal T-cell expressed, and secreted), TNF-a (fator de
necrose tumoral alfa), foram realizadas no tecido homogeneizado do pulméo
misturado com 1 mL de tamp&o fosfato. Para as analises teciduais do pulméao foram
necessarios 100 mg de tecido foi homogeneizado com 1 mL de tampéao fosfato. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 4 °C, o sobrenadante foi congelado a -80
°C e, posteriormente, utilizadas para analises por meio do método Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA). Esses ensaios foram realizados utilizando kits, sendo
todos os anticorpos e reagentes reconstituidos e aliquotados de acordo com as
orientacdes dos fabricantes e as analises foram realizadas como descrito a seguir.

Em resumo, em placas de 96 pocos foram adicionados 100 pyL de anticorpo
monoclonal contra o peptideo (anticorpo de captura), reconstituido em PBS, sendo
estas placas incubadas por 12 horas, a temperatura ambiente. Os anticorpos néo
adsorvidos pelas placas foram descartados, por inversédo e sucessivas lavagens em
PBS-Tween (PBS adicionado de 0,05 % de Tween 20) e as placas foram blogueadas
com 100 uL/pogco de uma solugdo contendo PBS-BSA 1 %, durante 1 hora a
temperatura ambiente. A seguir as placas foram novamente lavadas. Foi preparada
por diluicdo seriada uma curva padrédo. As amostras foram aplicadas em um volume
de 25 uL para cada poco e, a seguir, foi realizada incubagao por 2 horas em
temperatura ambiente. Os anticorpos secundarios (anticorpo de deteccédo), apds os
pocos 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
cromoégeno foi adicionado a 5 mL de perédxido de hidrogénio adquirida pelo mesmo

fabricante (Color reagent A - R&D Systems, Minneapolis, USA). 100 pL dessa solugao
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foram adicionados em cada um dos pocos e apés vinte minutos de incubagdo em
auséncia de luz e temperatura ambiente, a reacéo foi bloqueada adicionando-se 100
ML de acido sulfurico (H2S04) 2,5 M por poco. A leitura da intensidade de coloracao
foi realizada em leitor de ELISA utilizando-se o comprimento de onda de 450 nm,
imediatamente apos a adicdo de H2SO4 para o bloqueio das reagdes. A quantificagéo
da quimiocina 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 (BEZERRA et al., 2019; FROES et al., 2019).

5.13 Analises estereoldgicas do tecido pulmonar

Para a realizacdo da estereologia, as laminas coradas em HE foram
fotografadas utilizando o microscoépio de luz Primo Star (Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Alemanha), que possui uma camera digital (Axiocam 105) que € acoplada ao software
de captacdo de imagens (ZEN lite image). Para realizar as andlises de densidade de
volume dos septos alveolares (Vv [sa]) e dos espacos 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 delimitagdo, a fim de evitar a
superestimacdo do numero de estruturas (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003; DE
SOUZA et al., 2018).

5.14 Anélises estatisticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Graph
Pad Prism versao 5.0 (San Diego, CA, EUA). A distribuicdo paramétrica dos dados foi
avaliada utilizando o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Os dados com
distribuicdo paramétrica foram expressos em média e erro padrdo da média, os dados
nao paramétricos foram expressos em mediana, valor maximo e valor minimo. Para
comparacao entre os grupos foi utilizado o teste de variancia (One-way ANOVA)

seguido pelo pos-teste de Tukey, para dados ndo paramétricos foi aplicado o teste de
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Kruskal-Wallis seguido do pdés-teste de Dunns. As diferencas significativas foram

consideradas quando p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Parametros hemodinamicos

Durante todo o periodo de ventilacdo espontdnea ou mecénica, 0sS
parametros cardiovasculares, tais como a frequéncia cardiaca e pressao arterial
média foram monitorados e podem ser observados na Tabela 3. Na frequéncia
cardiaca ndo observamos diferenca significativa entre os grupos estudados, porém,
em relacdo a PAM, observamos que foi maior no grupo VM12 quando comparado ao
grupo VM4.

Tabela 3. Parametros hemodinamicos.

Grupo GC VM4 VM8 VM12
FC (bpm) 406 + 10,69 406 £ 5,47 415 +7,31 417 + 6,04
PAM (mmHg) 115,7+256  113,5+2,60 1194+2,11 134,1+252b

GC — Grupo controle; VM4 — Grupo ventilagdo mecanica 4 mL/kg; VM8 — Grupo
ventilacdo mecéanica 8 mL/kg e VM12 - Grupo ventilacdo mecéanica 12 mL/kg. FC:
frequéncia cardiaca; PAM: pressdo arterial média. (b) representa diferenca
significativa quando comparado ao grupo VM4. Os dados paramétricos estao
expressos como meédia * erro padrao da média e foram analisados pelo teste de
variancia One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey (p <0,05), n=8.

6.2 Funcéo pulmonar

Na tabela 4, podemos observar os dados referentes a fungéo pulmonar. Nao
houve diferenca significativa na frequéncia respiratéria no grupo controle quando
comparado aos demais grupos. Em relacéo ao volume corrente (VC) e volume minuto
(Vmin), como proposto pelo desenho experimental deste estudo, foi observado um

aumento dos valores no grupo VM12 quando comparado aos grupos GC, VM4 e VM8.
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Tabela 4. Funcdo pulmonar.

Grupo GC VM4 VM8 VM12

FR

) 88,00 + 7,60 70,50 £ 0,59 70,50 = 0,50 70,38 + 0,46
(irpm)

VvC

2,28 + 0,29 1,37+0,04 2 2,76 £ 0,06 P 4,15+ 0,10 2 b.c
(mL)
Vmin
_ 182,90 £28,19 96,77 +2,032 194,80+ 3,13P 292,10 +£5,64 &b.¢
(mL/min)

GC - Grupo controle; VM4 — Grupo ventilagdo mecéanica 4 mL/kg; VM8 — Grupo
ventilacdo mecéanica 8 mL/kg e VM12 - Grupo ventilacdo mecéanica 12 mL/kg. FR:
frequéncia respiratdria; VC: volume corrente; Vmin: volume minuto. (a) representa
diferenca significativa quando comparado ao GC; (b) representa diferenca significativa
guando comparado ao grupo VM4 e (c) representa diferenca significativa quando
comparado ao grupo VMS8. Os dados paramétricos estdo expressos como meédia +
erro padrdo da média e foram analisados pelo teste de variancia One-way ANOVA
seguido pelo pos-teste de Tukey (p <0,05), n=8.

6.3 Analises gasométricas

Para avaliar a condicéo fisiol6gica dos animais estudados, analisamos 0s
gases distribuidos no sangue por meio da gasometria arterial, os resultados podem
ser observados na Tabela 5. Observamos uma elevacdo no valor do pH do grupo
VM12 quando comparado aos grupos GC, VM4 e VM8, em relacdo ao PCO2 e HCOs
o grupo VM12 apresentou valores menores quando comparado ao grupo GC, VM4 e
VM8. No que se refere a oxigenagdo, observou-se que a PO2, SOz e a relagéo

PO2/FIO2 foram maiores no grupo VM12 quando comparado ao VM4.
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Tabela 5. Analises gasométricas.

Grupo GC VM4 VM8 VM12
pH 7,39 +0,01 7,24 +0,012 7,41 +0,01° 7,50 + 0,01 ab.c
PO
72,73 +6,74 50,98 +2,452 70,23 +£3,32"P 7423 +2,29"b
(mmHgQ)
PCO2
35,98 +1,69 64,16 £+ 1,67 2 31,56 +2.06° 17,27 +1,26ab.¢
(mmHgQ)
HCO3
22,77 £ 1,06 28,08 +0,852 20,43 +0,52° 13,08+0,292abc
(mEg/L)
SO2 (%) 91,27 £ 2,36 76,80 +£ 2,88 94,31 +0,92° 96,83 +0,53°P
PO2/FiO2
371,80 + 36,23 243,70+ 11,732 336,0+1591° 379,90+26,41°b
(mmHg)

GC - Grupo controle; VM4 — Grupo ventilagdo mecéanica 4 mL/kg; VM8 — Grupo
ventilacdo mecéanica 8 mL/kg e VM12 - Grupo ventilacdo mecanica 12 mL/kg. pH:
potencial hidrogenidnico; POz2: pressao parcial de oxigénio; PCOz: pressao parcial de
gas carbonico; HCOs: bicarbonato; SO2: saturagdo de oxigénio; PO2/FiOz: relacdo
entre pressao parcial de oxigénio com fracdo inspirada de oxigénio. (a) representa
diferenca significativa qguando comparado ao GC; (b) representa diferenca significativa
qgquando comparado ao grupo VM4 e (c) representa diferenca significativa quando
comparado ao grupo VMS8. Os dados paramétricos estdo expressos como meédia +
erro padrdo da média e foram analisados pelo teste de variancia One-way ANOVA
seguido pelo pos-teste de Tukey (p <0,05), n=8.

6.4 Parametros hematologicos

Os parametros hematoldgicos dos grupos experimentais foram obtidos e
quantificados através dos valores de hemoglobina, eritrécito e hematdécrito. Conforme
representado na Tabela 6, a ventilagcdo mecéanica com alto volume corrente aumentou
o0 numero de hemoglobina e hematocrito no grupo VM12 quando comparados ao GC
e VM4,
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Tabela 6. Parametros hematoldgicos.

Grupo GC VM4 VM8 VM12
Hemoglobina  1606+042 16,30+0,35 16,66+0,29 17,71+0,282b
(g/dL)
Eritrdocito

7,68+ 0,11 755+0,20 7,59+0,07 8,03+0,13
(x 108/mm3)

Hematécrito (%) 48,17 +1,26 48,90+1,06 49,97 +0,87 53,14+0,842P

GC - Grupo controle; VM4 — Grupo ventilacdo mecanica 4 mL/kg; VM8 - ventilacao
mecanica 8 mL/kg e VM12 - ventilagdo mecanica 12 mL/kg. (a) representa diferenca
significativa quando comparado ao GC e (b) representa diferenca significativa quando
comparado ao grupo VM4. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da
média e foram analisados pelo teste de variancia One-way ANOVA seguido pelo p6s-
teste de Tukey (p <0,05), n=8.

6.5 Contagem total e diferencial de leucocitos no LBA

A presenca de células inflamatoérias nas vias aéreas nos grupos
experimentais foi avaliada por meio da contagem total e diferencial de leucdcitos no
lavado broncoalveolar. Conforme pode ser visto na Tabela 7, em relagcdo aos
leucécitos totais ndo houve diferenca estatistica nos diferentes grupos estudados. No
entanto, na contagem diferencial foi observado um aumento no influxo de neutréfilos
no LBA no VM12 quando comparado ao GC, para as demais células inflamatorias

(macréfagos e linfécitos) ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos.
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Tabela 7. Contagem total e diferencial de leucocitos no LBA.

Grupo GC VM4 VM8 VM12
Leucocitos 12 79 + 1,54 10,84+0,98  11,78+0,50 12,54 +1,16
(x 105/mL)

Macrofagos

12,26 + 1,56 9,84+ 1,02 10,91 £ 0,52 10,55 + 1,07
(x 105/mL)
Neutrofilos

0,41 +£0,28 0,82+0,14 0,73+0,13 1,62+0,242
(x 105/mL)
Linfécitos

0,17 £ 0,07 0,18 + 0,03 0,13+ 0,03 0,46 + 0,15
(x 105/mL)

GC — Grupo controle; VM4 — Grupo ventilagdo mecanica 4 mL/kg; VM8 — Grupo
ventilacdo mecanica 8 mL/kg e VM12 - Grupo ventilagdo mecanica 12 mL/kg. (a)
representa diferenca significativa g uando comparado ao GC. Os dados Sdo expressos
como média + erro padrdo da média e foram analisados pelo teste de variancia One-
way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey (p <0,05), n=8.

6.7 Analise de citocinas inflamatdrias no tecido pulmonar

Os marcadores inflamatorios CCL5, IL-1, IL-6 e TNF-a foram analisados no
tecido pulmonar, conforme descrito na Tabela 8. A ventilagdo mecénica com alto
volume corrente (12 mL/kg) resultou em uma diminui¢do da CCL5 quando comparado
ao GC, entretanto foi observado um aumento nos niveis de IL-1, IL-6 e TNF-a no grupo
VM12 gquando comparado ao GC e VM4.
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Tabela 8. Analise das citocinas inflamatorias no tecido pulmonar.

Grupo GC VM4 VM8 VM12
CCL5
526,9+50,40 336,4+5496  328,3+6592 241,72 +22.29 2
(pg/mL)
IL-1
4689+ 5855 614,2+61,94 776,80+27,52 943,00+ 112,80 2P
(pg/mL)
IL-6
1553,0 + 60,70 1505,0+58,19 1739,0+24.49 1809,0+53,76aPb
(pg/mL)
TNF-a
1293,0 + 83,66 1263,0+38,35 1420,0+53,29 1572,0+50,71aPb
(pg/mL)

GC - Grupo controle; VM4 — Grupo ventilagdo mecéanica 4 mL/kg; VM8 — Grupo
ventilacdo mecanica 8 mL/kg e VM12 - Grupo ventilacdo mecanica 12 mL/kg. (a)
representa diferenca significativa quando comparado ao GC; (b) representa diferenca
significativa quando comparado ao grupo VM4 e (c) representa diferenca significativa
guando comparado ao grupo VM8. Os dados sdo expressos como média * erro
padrdo da média e foram analisados pelo teste de variancia One-way ANOVA seguido
pelo pbs-teste de Tukey (p <0,05), n=8.

6.6 Analises bioquimicas do dano e o estresse oxidativo

Em relacédo ao dano da membrana lipidica, houve aumento da concentracéo de
TBARS no VM12 quando comparado ao GC, VM4 e VM8, e a avaliacdo da oxidacao
de proteinas revelou maiores valores em VM12 gquando comparado ao CG e VM4,
conforme expresso na Tabela 9. A atividade da MPO se mostrou elevada no VM12
quando comparado ao GC. Em relacao as enzimas antioxidantes, observamos que a
atividade da SOD aumentou no VM12 quando comparado ao GC e VM4, em relagao
a atividade da CAT, observamos um aumento da atividade no VM12 quando

comparado ao GC.
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Tabela 9. Analise do estresse oxidativo no tecido pulmonar.

Grupo GC VM4 VM8 VM12
TBARS
0,80+0,09 0,71+0,18 0,71+0,05 1,74+0,253b.¢
(nmol/mg ptn)
PTN Carb
6,41+0,77 6,88+0,83 7,14+0,70 17,69+1,402Pb
(nmol/mg ptn)
MPO
0,35+0,05 0,60+0,09 0,50+0,05 1,35+0,25¢2
(U/mg ptn)
SOD 18,59 £1,00 18,01 +2,50 25,32+3,26 33,96+5,502P
(U/mg ptn)
CAT
3,09+0,43 348+0,49 3,87x0,22 539+0,76 2
(U/mg ptn)

GC - Grupo controle; VM4 — Grupo ventilagdo mecéanica 4 mL/kg; VM8 — Grupo
ventilacdo mecanica 8 mL/kg e VM12 - Grupo ventilacdo mecéanica 12 mL/kg. TBARS:
substancias reativas ao acido tiobarbitarico; PTN Carb: proteina carbonilada; MPO:
mieloperoxidase; SOD: superoxido dismutase; CAT:. catalase. (a) representa
diferenca significativa guando comparado ao GC; (b) representa diferenca significativa
quando comparado ao grupo VM4 e (c) representa diferenca significativa quando
comparado ao grupo VM8. Os dados sao expressos como média + erro padrdo da
média e foram analisados pelo teste de variancia One-way ANOVA seguido pelo pos-
teste de Tukey (p <0,05), n=8.

6.8 Andlises estereoldgicas

As andlises estereoldgicas mostraram que a ventilacdo mecéanica com alto
volume corrente promoveu dano ao parénquima pulmonar. Conforme apresentado na
Figura 10, os animais que foram ventilados a 12 mL/kg (VM12) apresentaram um
aumento na densidade do espaco aéreo alveolar e, consequentemente, uma reducéo

na densidade de septos alveolares, quando comparado ao GC e VM4,
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Figura 11. Andlises estereoldgicas. (GC) Corte histoldégico do parénquima pulmonar
do GC corado com HE; (GVM4) Corte histolégico do parénquima pulmonar do VM4
corado com HE; (GVMB8) Corte histologico do parénquima pulmonar do VM8 corado
com HE; (GVM12) Corte histolégico do parénquima pulmonar do VM12 corado com
HE; (A) Densidade volumétrica do espaco aéreo alveolar e (B) Densidade volumétrica
dos septos alveolares. (a) representa diferenca significativa quando comparado ao GC
e (b) representa diferenca significativa quando comparado ao grupo VM4. Os dados
estdo expressos como mediana, valor minimo e valor maximo e foram analisados pelo
teste de variancia Kruskal-Wallis seguido pelo pos-teste de Dunns (p <0,05), n=8.
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7. DISCUSSAO

Neste estudo experimental, avaliamos os efeitos da ventilagdo mecéanica com
diferentes volumes correntes em ratos saudaveis ventilados artificialmente. A
ventilagdo mecéanica € um tratamento necessario para insuficiéncia respiratéria sendo
uma medida de suporte em pacientes criticos, entretanto, € bem conhecido que a VM
possa ser prejudicial e causar danos aos pulmdes. Em geral, a mortalidade € alta nos
pacientes em que € instituida a VM, por isso, rotineiramente os pacientes submetidos
a esse tratamento precisam ser monitorizados hemodinamicamente (LAMIA,
MOLANO; MUIR; CUVELIER, 2016; SCHMIDT; AMARAL; FAN; RUBENFELD, 2018).
Em nosso estudo, observamos que a frequéncia cardiaca (FC) ndo apresentou
alteracédo entre os diferentes volumes correntes analisados (4, 8 e 12 mL/kg) durante
1 h de VM sem o uso de PEEP. Nossos dados corroboram com estudos anteriores do
nosso grupo de pesquisa, em que ratos Wistar saudaveis submetidos a VM com
volume corrente de 7 mL/kg sem o uso da PEEP, ndo houve alteracfes na frequéncia
cardiaca quando comparado aos animais controles sob ventilacdo espontanea
(ANDRADE et al., 2018). Em relagdo a PAM, observamos que o grupo VM12 n&o
apresentou diferenca estatistica quando comparado ao GC, entretanto, foi observado
um maior valor na PAM no grupo ventilado com o alto volume corrente quando
comparado ao grupo VM4. De Barros e colaboradores, relataram que a utilizagao de
PEEP durante a ventilagio mecanica pode proporcionar alteragdo na funcao
hemodinamica, segundo estes autores, com 0 aumento da presséao intratoracica ha
uma diminuicdo do débito cardiaco, e consequentemente uma significante reducao da
pressao arterial média (DE BARROS; DE BARROS; SANGEAN; VEGA, 2007). Em
contrapartida, Moreira e colaboradores, utilizando ratos Sprague-Dawley machos
ventilados artificialmente demonstraram que pode haver um envolvimento de vias
centrais no controle cardiovascular por meio da estimulacdo de quimiorreceptores
excitados pelos niveis de CO2 cerebral favorecendo um aumento da PAM (MOREIRA,
TAKAKURA et al., 2007; MOREIRA et al., 2011).

A proposta deste estudo foi de utilizar volumes correntes de 4, 8 e 12 mL/kg,
dessa maneira, como nao foi adequada a frequéncia respiratéria era esperado que o
volume minuto aumentasse proporcionalmente de acordo com cada grupo

experimental, uma vez que, o volume minuto é o produto da frequéncia respiratéria e



60

volume corrente (FR x VC) (CARVALHO; JUNIOR; FRANCA, 2007). Os achados de
Caruso e colaboradores corroboram com nosso estudo, em seu protocolo
experimental utilizaram ratos ventilados com 6 e 25 mL/kg, sem o ajuste da frequéncia
respiratoria, mantendo no grupo alto volume corrente um maior volume minuto
(CARUSO et al., 2003).

Nosso estudo também trouxe como proposta monitorar e comparar 0S
parametros de troca gasosa entre os grupos ventilados. Especificamente nossos
achados mostraram que o grupo ventilado com alto volume corrente mesmo
apresentando danos importantes no parénguima pulmonar, em geral ndo apresentou
alteracdes importantes em relacdo a oxigenacdo quando comparado com 0S outros
grupos. Nossos achados corroboram com os de Andrews e colaboradores que
demonstraram que ratos ventilados com diferentes niveis de PEEP desenvolvem dano
pulmonar, entretanto, mantiveram boa oxigenacao, sugerindo que a utilizacdo deste
parametro de forma isolada (oxigenacao) pode ndo ser um bom marcador para relatar
danos no parénquima pulmonar de animais (ANDREWS et al., 2015), Maruscak e
colaboradores também utilizando ratos ventilados com diferentes volumes e PEEP,
observaram que a oxigenacdo ndo sofreu alteracdes entre seus grupos até os 90
minutos de ventilacdo (MARUSCAK et al., 2008). Em nosso experimento, o grupo
ventilado com baixo volume corrente apresentou menores valores na oxigenacao,
esse resultado ja era esperado uma vez que, na literatura 4 mL/kg tem sido
demonstrado insuficiente para proporcionar um volume minuto que garanta as trocas
gasosas ideais (BARBAS et al., 2007).

Outro achado importante em relacdo as analises gasométricas € a alteracao do
pH e PCO:2 sanguineo, em nosso estudo o grupo ventilado com alto volume corrente
apresentou um pH maior e a PCO2 menor quando comparado ao grupo de baixo
volume corrente. Como descrito por Hopper e colaboradores, a PCO: é proporcional
a producgéo de didxido de carbono e inversamente proporcional a ventilagdo minuto
alveolar (HOPPER, 2017). Moraes e colaboradores ventilaram ratos com altos
volumes correntes por duas horas, encontraram um pH menor no grupo ventilado com
22 mL/kg quando comparado ao grupo 6 mL/kg e uma maior concentracao de CO:
sanguineo (MORAES et al., 2018). Podemos justificar essa divergéncia de resultados
ao fato de Moraes e colaboradores utilizaram como alto volume corrente um valor

supra fisioldgico que resultou em grande destruicdo do parénquima pulmonar,
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enquanto a diretriz de ventilacdo mecéanica recomenda a utilizacdo de 5 a 8 mL/kg
(BARBAS et al., 2014).

Em relacdo as concentracbes de hemoglobina e percentual de hematdécrito
observamos um aumento no grupo ventilado com alto volume corrente. A hemoglobina
tem como principal funcdo o transporte de oxigénio, j& o hematdcrito representa o
percentual de hemacias do sangue. Estudos demonstraram que a estimulacdo
hipoxica tecidual pode resultar na ativacdo de uma resposta fisioldégica por meio da
producédo de fator induzivel por hipdxia (HIF1), que é o principal fator responsavel pela
ativacao transcricional do gene da eritropoietina, resultando na producdo de células
sanguineas e no aumento da entrega de oxigénio aos tecidos (PRCHAL, 2005;
SOCOLOVSKY, 2007). Glass e colaboradores descreveram que alguns fatores
podem afetar a posicéo da curva de dissociacdo hemoglobina. Dentre estes fatores o
pH sanguineo, segundo estes autores, quando ocorre uma alcalose sanguinea a
curva desloca-se para a esquerda, a saturacdo da hemoglobina para uma
determinada POz aumenta devido a um aumento da afinidade da hemoglobina pelo
oxigénio (GLASS, 2019). Em nosso modelo usamos a ventilagdo com 12 mL/kg de
volume corrente para promover uma lesédo ao tecido pulmonar induzida pelo ventilador
mecanico, apesar de ventilarmos os animais por apenas 60 minutos observamos uma
alcalose e um importante dano ao parénquima pulmonar, entretanto, a oxigenacao
manteve-se com valores proximos ao grupo ventilado com 8 mL/kg, dessa maneira,
sugerimos que a oxigenagao permaneceu inalterada, sugerimos que por causa do
valor aumentado da hemoglobina e do hematdcrito.

Em relacdo a inflamacdo pulmonar, nossos resultados mostraram um maior
valor do numero de neutréfilos no lavado broncoalveolar do grupo ventilado com alto
volume corrente quando comparado ao grupo sob ventilacdo espontanea. Os
neutréfilos sdo as primeiras células de defesa do sistema imunolégico que séo
recrutadas para o foco inflamatério (PERL et al., 2007). Possivelmente, as alteracdes
da barreira alvéolo capilar e os danos no endotélio podem gerar alteracdo da
permeabilidade vascular e favorecer a ativagdo de macrofagos que liberam
mediadores inflamatérios locais favorecendo ao influxo dos neutréfilos para os
pulmbes (WOODS et al., 2015; CURLEY; LAFFEY; ZHANG; SLUTSKY, 2016).
Nossos resultados corroboram com os dados do estudo de Cagle e colaboradores que

relataram maior porcentagem de neutrofilos no lavado broncoalveolar de
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camundongos ventilados por duas horas com volume corrente de 15 mL/kg quando
comparado ao grupo 8 mL/kg (CAGLE et al., 2017).

Nesse estudo, foi realizado um ensaio imunoenzimatico a fim de analisar o
envolvimento da quimiocina CCL5 e das interleucinas 1 (IL-1), 6 (IL-6) e TNF-a no
processo inflamatério pulmonar. A CCL5 desempenha um papel importante no
recrutamento de neutréfilos em modelos de lesdo pulmonar aguda (PAN; PARKYN;
RAY; RAY, 2000). Recentemente, Bezerra e colaboradores utilizando camundongos
em um modelo de exposicao a hiperdxia (100% de O2) durante 24 horas, observaram
menores concentracdes de CCL5 no homogenato pulmonar nos animais expostos
guando comparado aos expostos ao ar ambiente (BEZERRA et al., 2019). Huang e
colaboradores observaram menores valores dos niveis de CCL5 no sangue de
pacientes com sindrome respiratoria aguda grave submetidos a ventilacdo mecanica,
descrevem esses achados como um downregulation na fase aguda, segundo eles
esse achado refere-se a uma tentativa do organismo de minimizar 0 processo
inflamatério. No presente estudo também observamos a reducdo nos niveis da
quimiocina CCL5 no homogenato pulmonar nos animais submetidos a 1 hora de VM
com volume corrente de 12mL/kg quando comparado aos animais controle ou sob VM
com menores volumes correntes (HUANG et al., 2005).

Em relacéo as interleucinas, demonstramos um aumento dos niveis de IL-1, IL-
6 e TNF-a no grupo submetido a VM com alto volume corrente, nossos dados
corroboram com Tremblay e colaboradores que relataram aumento nos niveis de TNF-
a, IL-1 e IL-6 no lavado pulmonar de ratos Sprague Dawley ventilados por 2 horas com
grandes volumes correntes (40 mL/kg) sem PEEP (TREMBLAY; VALENZA; RIBEIRO;
LI et al., 1997). O aumento da IL-1 também foi relatado por Timmermans e
colaboradores, pelo quais mostraram que essa interleucina desempenha um papel
importante na iniciacdo e propagacdo da resposta inflamatéria induzida pela
ventilagdo mecéanica em camundongos ventilados por 4 horas com volume corrente
de 8 mL/kg (TIMMERMANS et al., 2013). Ja Cannizzaro e colaboradores
demonstraram maiores niveis de IL-6 no LBA de ratos submetidos a ventilacdo
mecanica por 4 horas com 7 e 21 mL/kg quando comparados ao grupo ventilagdo
espontanea, entretanto, ndo houve diferenca para TNF-a (CANNIZZARO et al., 2010).

As citocinas sao produzidas por varios tipos de células, sendo responsaveis por
iniciar e promover respostas fisiologicas sob diferentes estimulos, podendo resultar

em ativacdo excessiva da cascata inflamatoria e na superproducdo de mediadores
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pré-inflamatérios. Em 1999, Ranieri e colaboradores demonstraram aumento nas
concentracbes de TNF-a, IL-1B, IL-6 no lavado broncoalveolar de pacientes com
sindrome da angustia respiratoria aguda (RANIERI et al., 1999). Em geral, nosso
estudo corrobora com estudos anteriores, uma vez que demonstramos que a
ventilacdo mecanica com alto volume corrente induziu ativacdo de células
inflamatorias e, consequentemente, levou a producao e liberacdo dos mediadores
TNF-a, IL-1 e IL-6 observados na analise do homogenato pulmonar (WALLACE et al.,
2009; TIMMERMANS et al., 2013; WANG; LIU; XU, 2017).

De outro modo, o recrutamento de células inflamatérias para o parénquima
pulmonar pode induzir a lesdo pulmonar aguda por meio do aumento de espécies
reativas de oxigénio que leva ao estresse oxidativo (SUN et al., 2015). Um modo de
analisar o dano pulmonar induzido pela ventilagdo mecanica € avaliar a peroxidacao
lipidica e de oxidacao de proteinas de amostras obtidas do parénquima pulmonar dos
diferentes grupos experimentais (SCHOLPP; SCHUBERT; MIEKISCH; GEIGER,
2002; ANDRADE et al., 2018; DE SOUZA et al., 2018). Em nosso estudo, observamos
que somente os animais ventilados com alto volume corrente apresentaram maiores
valores na peroxidacao lipidica e oxidacdo de proteinas quando comparados aos
animais sob ventilacdo espontanea. Nossos resultados corroboram com estudos de
Andrade e colaboradores que ventilaram ratos saudaveis, sem utilizar PEEP, volume
corrente de 7 mL/kg e ndo houve aumento da peroxidacdo lipidica e oxidacédo de
proteinas no parénquima pulmonar (ANDRADE et al., 2018; DE SOUZA et al., 2018).
Entretanto, De Souza e colaboradores, observaram que camundongos submetidos a
ventilacdo mecanica com 7 mL/kg de volume corrente durante 1 hora houve aumento
nas concentragbes de TBARS e proteina carbonilada no parénquima pulmonar
comparado ao grupo ndo-ventilado (DE SOUZA et al., 2018). Em nosso estudo, a VM
com alto volume promoveu o aumento da atividade da mieloperoxidase (MPO) no
homogenato pulmonar. Nossos resultados corroboram com os dados obtidos por Li e
colaboradores que ventilaram camundongos com 6 ou 30 ml/kg durante 1 e 4 horas e
observaram um aumento dos niveis de MPO no homogenato pulmonar do grupo alto
volume corrente quando comprado ao grupo baixo volume corrente (LI et al., 2014).

Em resposta aos danos causados ao tecido pulmonar, os organismos
apresentam um sistema de defesa antioxidante que objetiva bloquear ou diminuir os
danos oxidativos, como por exemplo as enzimas superoxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT) (PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008). Em nosso estudo, 0s animais



64

submetidos a ventilacdo com alto volume corrente apresentaram um aumento das
atividades da SOD e CAT. A SOD € uma importante enzima antioxidante que protege
as células contra danos causados pelo anion superdxido, uma vez que catalisa a
reacdo de dismutacdo de radicais superdoxido em oxigénio molecular e peroxido de
hidrogénio, enquanto a catalase € uma das enzimas responsaveis por reduzir o
peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio (BIRBEN et al., 2012). Estudos tém
demonstrado o importante papel da infiltracdo de células inflamatérias, principalmente
neutréfilos, no aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
consequentemente ao aumento da atividade das enzimas antioxidantes na tentativa
de minimizar os danos causados pelas EROs no parénquima pulmonar no modelo
experimental de LPIV (REDDY; HASSOUN; BROWER, 2007). Wu e colaboradores
demonstraram que a administracéo intravenosa de SOD e ratos com dano pulmonar
causado pela ventilacdo com alto volume corrente (18 mL/kg) foi capaz de reduzir a
lesdo pulmonar e o estresse oxidativo (WU et al., 2017). Hahn e colaboradores
demonstram que existe uma rapida expressao de enzimas antioxidantes em resposta
a agressoes oxidantes. Apontam este fato para evidéncias emergentes que apoiam
fortemente um papel central para o Nrf2 (Fator nuclear eritréide 2), sendo importante
para regular o status redox, conferindo protecdo contra os estimulos pré-oxidantes,
uma vez gue, essa via apresenta como gene alvo o caminho para a producdo de
enzimas antioxidantes como superéxido dismutase, catalase e glutationa (HAHN;
OLIVEIRA; BOCK, 2017).

De modo adicional, as analises estereoldgicas demonstraram que houve dano
ao parénquima pulmonar, especificamente observamos que o grupo ventilado com
maior volume corrente apresentou um aumento na densidade de espaco alveolar e
reducdo da densidade de septos alveolares. Nossos resultados corroboram com os
dados de Izquierdo-Garcia e colaboradores que mostraram em seu protocolo
experimental com ratos que a ventilagdo com alto volume corrente 25 mL/kg promoveu
lesé@o epitelial, endotelial e também em componentes da matriz extracelular quando
comparado ao grupo baixo volume corrente (9 mL/kg) (IZQUIERDO-GARCIA et al.,
2014). Moraes e colaboradores também observaram que a ventilagdo com alto volume
corrente foi capaz de aumentar os danos ao epitélio e as células endoteliais no grupo

com volume corrente de 22 mL/kg, assim como houve aumento da expressado de
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RNAmM para IL-6, um mediador pré-inflamatério (IZQUIERDO-GARCIA et al., 2014;
GAGGAR; WEATHINGTON, 2016; MORAES et al., 2018).
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8. CONCLUSOES

Nossos resultados sugerem que o alto volume corrente promoveu inflamacéo
pulmonar aguda e desequilibrio redox em ratos saudaveis submetidos a ventilacéo
mecanica durante um curto periodo de tempo. Todavia, novos estudos experimentais
e clinicos associando o tempo de ventilagio mecéanica, bem como altos volumes
correntes serdo necessarios para o elucidar os mecanismos envolvidos nas lesbes

pulmonares induzidas pelo ventilador mecanico.
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