J Bras Pneumol. 2019;45(5):e20180067

http://dx.doi.org/10.1590/1806-3713/e20180067 ARTIGO ORIGINAL

Lesao inflamatéria pulmonar em coelhos:
efeitos da ventilagao oscilatoria de alta
frequéncia em posicao prona
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RESUMO

Objetivo: Comparar os efeitos das posicoes prona e supina durante ventilacao oscilatoria
de alta frequéncia (VOAF) sobre oxigenacao e inflamagao pulmonar, lesao histologica e
estresse oxidativo em um modelo de lesao pulmonar aguda (LPA) em coelhos. Métodos:
Trinta coelhos Norfolk machos brancos foram submetidos a LPA por meio de lavagem
traqueal com salina (30 ml/kg, 38°C). A lesao foi induzida durante a ventilacao mecanica
convencional, e a LPA foi considerada confirmada na presenca de relacao PaO,/FiO,
< 100 mmHg. Os coelhos foram aleatoriamente divididos em dois grupos: VOAF em
posicao supina (grupo PS, n = 15); e VOAF em posicao prona (grupo PP, n = 15). Para a
VOAF, a pressao média das vias aéreas foi inicialmente estabelecida em 16 cmH,0. No
30°, 60° e 90° min apos o inicio do protocolo de VOAF, a pressao média das vias aéreas
foi reduzida para 14, 12 e 10 cmH, O, respectivamente. No 120° min, os animais foram
recolocados ou permaneceram na posicao supina por mais 30 min. Foram avaliados os
indices de oxigenagao e escores histologicos de lesao pulmonar, bem como os niveis de
TNF-a em lavado broncoalveolar e tecido pulmonar. Resultados: Apos a indugao da LPA,
todos os animais apresentaram hipoxemia significativa, diminuicao da complacéncia do
sistema respiratorio, diminuicao da oxigenacao e aumento da pressao media das vias
aereas em comparagao aos valores basais. Nao houve diferencas estatisticamente
significativas entre os dois grupos, em nenhum dos momentos avaliados, quanto a PaO,
e indice de oxigenacao. Entretanto, os niveis de TNF-a no lavado broncoalveolar foram
significativamente menores no grupo PP que no grupo PS, assim como os escores
histologicos de lesao pulmonar. Conclusées: A posicao prona parece atenuar a lesao
pulmonar inflamatoria e histologica durante a VOAF em coelhos com LPA.

Descritores: Respiracao artificial/efeitos adversos; Declbito ventral; Pulmao/fisiopatologia;

Pneumonia; Sindrome do desconforto respiratorio do adulto; Lesao pulmonar aguda;
Modelos animais de doencas; Coelhos.
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INTRODUCAO
A sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) é

para atingir e manter o recrutamento alveolar, mesmo
no final da expiragdo.(%1

uma sindrome heterogénea com patologia e mecanismos
complexos.™) E uma condicdo potencialmente fatal que se
associa a altas mortalidade e morbidade, assim como altos
custos.>* O manejo clinico da SDRA ¢é essencialmente
de suporte e inclui a ventilagdo mecanica (VM) protetora
otimizada, cujas estratégias devem ser direcionadas a
minimizar a lesdo pulmonar induzida pelo ventilador, a
toxicidade do oxigénio e a inflamagdo pulmonar.©® Em
um estudo recente, Amato et al.””? constataram uma
forte associagdo entre diminuigdes da pressdao motriz e
aumento da sobrevida em pacientes com SDRA. Portanto,
a ventilagdo oscilatéria de alta frequéncia (VOAF) é um
método ventilatério atraente,®2 pois envolve o uso de
um volume corrente menor (V,, 1-3 ml/kg) com uma
frequéncia oscilatdria maior que a da respiracdo fisioldgica
(5-10 Hz), evitando assim excursGes de volume e
aumentos da pressao alveolar. Durante a VOAF, aplica-se
uma pressdo média das vias aéreas (Pmédia) constante

Apesar das vantagens da VOAF, os resultados de
estudos clinicos ndo apoiam seu uso rotineiro. O recente
Oscillation for Acute Respiratory Distress Syndrome Treated
Early Trial®? foi interrompido em razdo do aumento da
mortalidade hospitalar no grupo VOAF. No entanto, os
pacientes daquele grupo necessitaram de mais suporte
vasoativo que os do grupo controle, dificultando a analise
dos resultados. Em duas recentes revisGes sistematicas
e meta-analises, Meade et al.'*) e Goligher et al.(¥
avaliaram o uso da VOAF em pacientes com SDRA. Meade
et al."» compararam a VOAF a VM convencional (VMC)
protetora em pacientes com SDRA e constataram que a
mortalidade foi maior nos pacientes do grupo VOAF que
nos pacientes do grupo VMC, embora esse efeito tenha
variado dependendo da gravidade da hipoxemia, sendo
gue aparentemente a lesdo pulmonar foi maior entre os
pacientes com SDRA leve ou moderada, embora a taxas
de mortalidade tenham parecido ser menores entre os
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pacientes com SDRA grave. Goligher et al.(*¥ também
analisaram a VOAF em comparagdo a VMC protetora,
comparando a VOAF ao uso de V. baixo e positive
end-expiratory pressure (PEEP, pressdo expiratoria
final positiva) alta, e concluiram que a VOAF, utilizada
como nos estudos realizados até hoje, ndo fornece
nenhum beneficio na mortalidade em comparacéo a
VMC protetora e pode até ser prejudicial em comparagdo
ao uso de V. baixo com PEEP alta.

Como terapia adjuvante, a posicdo prona otimiza o
recrutamento pulmonar e a combinagdo ventilagao-
perfusdo.>1® Na posigdo prona, a perfusdo pulmonar
é distribuida de forma mais uniforme, o que melhora
a ventilagdo para as areas dorsais dos pulmdes,
melhorando assim a perfusdo.(!”:'®) Além disso, a posigao
prona diminui a hiperdistensao alveolar® e o colapso
alveolar ciclico, bem como reduz a lesdo pulmonar
induzida pelo ventilador,? redirecionando as forgas
compressivas exercidas pelo peso do coragao sobre os
pulmdes,?V e melhora a drenagem de secregoes.??

No estudo Prone Positioning in Severe Acute
Respiratory Distress Syndrome,®® pacientes com
SDRA grave que estavam em VM foram alocados para
serem colocados na posicao prona por pelo menos
16 h consecutivas ou para permanecerem na posicao
supina tradicional. Os autores constataram que as taxas
de mortalidade em 28 e 90 dias foram menores no
grupo posicao prona. Uma meta-analise subsequente
demonstrou que, se utilizada por periodos maiores que
16 h por dia e em conjunto com a VM protetora, a
posicdo prona durante a VM reduz significativamente
a mortalidade em pacientes com SDRA moderada ou
grave.®¥

Ha poucos estudos avaliando os efeitos da combinag&o
posicdo prona e VOAF sobre oxigenacgao, inflamacao
pulmonar e dano confirmado histologicamente em
modelos experimentais de lesdo pulmonar aguda
(LPA).% Até onde sabemos, ndo ha estudos avaliando
a regionalizacdo da lesdo pulmonar em relagdo a
histologia, inflamagdo pulmonar e estresse oxidativo.

A hipdtese do presente estudo € a de que a posicdo
prona combinada com VOAF melhora a oxigenagdo, bem
como atenua a lesdo pulmonar causada por inflamacgao
ou estresse oxidativo. Portanto, o objetivo foi comparar
as posicOes prona e supina durante VOAF quanto aos
seus efeitos sobre oxigenagao, inflamagao pulmonar,
lesdo histoldgica pulmonar e estresse oxidativo em
um modelo de LPA em coelhos.

METODOS

Delineamento, animais e instrumentacdo

Trata-se de um estudo aleatdrio, prospectivo, com
animais in vivo. Trinta coelhos Norfolk machos brancos,
pesando 2,0-3,0 kg, foram obtidos do biotério da
Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade
Estadual Paulista. Os coelhos foram primeiramente
anestesiados com injegdes i.m. de cetamina (50 mg/
kg) e xilazina (4 mg/kg).*>?” Cada coelho foi entdo
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ventilado com oxigénio inalatério a 100% durante
respiracdao espontanea, e, em seguida, 0 pescogo e o
torax foram raspados para a colocagdo de eletrodos
para a monitoragdo da frequéncia cardiaca. A regido
anterior do pescocgo foi anestesiada com lidocaina
a 2%, realizou-se uma traqueotomia, e foi inserido
um tubo traqueal (tubo PORTEX de 3,0-3,5 mm de
didmetro; Smith Medical, Hythe, Inglaterra). Logo
em seguida, a ventilacdo foi iniciada com o ventilador
(Galileo Gold; Hamilton Medical AG, Bonaduz, Suica)
no modo controle de volume regulado por pressao
com os seguintes parametros iniciais: FiO, = 1,0; V.
= 6 ml/kg; PEEP = 5 cmH,0; e FR = 40-50 ciclos/min.
Um cateter vascular de calibre 22 (Introcan Safety;
B. Braun, Melsungen, Alemanha) foi entdo inserido na
artéria carétida comum, e um cateter de duplo [Gmen
de 5-French (Arrow International Inc., Reading, PA,
EUA) foi inserido na veia cava superior através da veia
jugular. O cateter arterial foi utilizado para avaliar os
gases sanguineos e as pressdes arteriais com um
sistema de monitoragdo (LogiCal; Medex, Dublin, OH,
EUA) conectado a um monitor fisioldgico convencional
(DX 2010; Dixtal, Manaus, Brasil). O cateter de duplo
limen foi utilizado para a infusdo intravenosa continua
de cetamina (10 mg/kg por hora) e xilazina (4 mg/
kg por hora). A paralisia muscular foi induzida por
administragdo intravenosa de brometo de pancuronio
(0,2 mg/kg) e mantida com doses de 0,1 mg/kg,
conforme necessario, para minimizar os movimentos
respiratorios e evitar taquicardia desproporcional.

Durante o experimento, utilizamos a infusao
intravenosa continua de norepinefrina (0,5-1 ug/kg por
minuto) para manter a pressdo arterial média acima
de 50 mmHg, conforme necessario. A necessidade
de suporte inotrdpico foi determinada utilizando um
escore vasoativo-inotrépico.?® A manutencdo de fluidos
foi realizada por infusdo continua de solugdo salina a
0,9% contendo 5% de glicose a 4 ml/kg por hora. A
temperatura corporal foi monitorada continuamente
por sonda esofagiana e mantida entre 38-39°C com
mantas térmicas elétricas. Também foi realizada
oximetria de pulso continua.

Os coelhos foram manuseados com cuidado para
minimizar seu desconforto, sofrimento e dor, em
conformidade com o Guia de Tratamento e Uso
de Animais de Laboratdrio publicado pelo National
Institutes of Health dos EUA (Publicacdo n. 85-23
do NIH, revisdao de 2011). O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa Experimental da
Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade
Estadual Paulista (Protocolo n. 795).

Inducado da lesao pulmonar

A lesd@o pulmonar foi induzida por meio de lavagem
com surfactante.?®?) Resumidamente, foram realizadas
seis lavagens pulmonares sucessivas com aliquotas de
30 ml/kg de salina aquecida (37-38°C) passadas pela
canula tragueal a uma pressdo maxima de 30 cmH,0, por
60 s, a cada 3-5 min. A drenagem do liquido foi obtida
por gravidade, por movimentos externos de compressao
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tordcica e por sucgao suave. Apds a estabilizagdo, foram
obtidas amostras de sangue arterial para gasometria
para verificar se os animais estavam hipoxémicos
(relagdo PaO,/Fi0, < 100 mmHg em duas analises,
com intervalo de 15 min entre elas). Se os animais
ainda ndo estivessem hipoxémicos, eram realizadas
duas lavagens adicionais de forma sequencial, sendo
que novas gasometrias eram realizadas 10 min apds, e
assim por diante, até que a relagdo PaO,/FiO, atingisse
o valor desejado. Apds outro periodo de estabilizagdo,
0s animais receberam duas insuflagdes sustentadas de
30 s com Pmédia de 30 cmH,0, uma manobra dinamica
para promover o recrutamento pulmonar e normalizar
0 histérico do volume.G®

Grupos experimentais

Utilizando o programa Research Randomizer
(disponivel em http://www.randomizer.org), dividimos
os coelhos aleatoriamente em dois grupos: LPA+VOAF
em posicao supina (grupo PS, n = 15); e LPA+VOAF
em posicdo prona (grupo PP, n = 15). No inicio do
periodo experimental, ventilamos os animais de ambos
os grupos com um ventilador SensorMedics 3100A
(CareFusion, Yorba Linda, CA, EUA), utilizando os
seguintes parametros: Pmédia de 16 cmH,0; frequéncia
oscilatéria de 10 Hz; tempo inspiratério de 33% do
ciclo respiratdrio; e amplitude de pressdo inicial de 20
cmH,0. A amplitude de press&o foi modificada para
atingir a faixa de PaCO, desejada (40-45 mmHg). Em
ambos os grupos, a FiO, foi mantida em 1,0 durante
todo o experimento.

Apds um periodo de estabilizagdo de 15 min,
os animais foram movidos para a posigdo prona
ou mantidos na posicao supina, de acordo com a
randomizagdo. Esse momento foi denominado tempo
zero (T,) do protocolo experimental. No 30° min, 60°

Time zero (TO)

10 min \ 10 min

15 min

min e 90° min ap6s o inicio do protocolo (T, T, e Ty,
respectivamente), a Pmédia foi reduzida para 14, 12 e
10 cmH,0, respectivamente, para evitar instabilidade
hemodinamica. No 120° min (T ,,), todos os animais
foram colocados ou permaneceram na posicao supina
e foram ventilados por mais 30 min (isto é, até T,,,).
Amostras de sangue arterial para gasometria foram
obtidas antes e depois da indugdo da lesdo pulmonar e
a cada 30 min durante todo o periodo de observacdo de
150 min. Foram realizadas gasometrias hos momentos
correspondentes (basal, ALI confirmada, T,;, T, Ty,
T, € T.s0), COMO Mostra a Figura 1.

Em concordancia com outros estudos utilizando
metodologia semelhante, optamos por incluir 15
animais em cada grupo.?®?% Os coelhos que morreram
antes de T, foram substituidos. Durante o periodo
experimental, os grupos foram comparados com
relagdo a pressdo arterial média (para avaliar a
estabilidade hemodindmica), a relagdo PaO,/FiO, e
o indice de oxigenagdo — [Fi02 x Pmédia] / PaO2
x 100 — expresso em c¢cmH,0/mmHg. No T ., os
coelhos foram sacrificados por meio da administragao
de altas doses intravenosas de cetamina e xilazina.
Os seguintes desfechos foram entdo avaliados:
concentragbes de malondialdeido (peroxidacdo lipidica)
para a quantificacdo do estresse oxidativo no tecido
pulmonar ventral e dorsal; proporgées de neutrofilos
no lavado broncoalveolar; niveis de TNF-a no lavado
broncoalveolar e no tecido pulmonar para a quantificacdo
da inflamagdo pulmonar; e analise histopatoldgica para
quantificacdo do dano no tecido pulmonar.

Coleta de tecidos

O pulmado direito foi dissecado e armazenado para
analise do estresse oxidativo, e o pulmdo esquerdo foi
dissecado para o lavado broncoalveolar. As amostras

*
*
*

<— 30 min
<«— 60 min
<«— 30 min
<€— 120 min *
<«— 150 min *

I

supina

SUPINA

supina | }

Instrumentacgio ——»
* Estabilizaggo —— > —+
* LPA confirmada ——— » ¢

Inducéo da lesao pulmonar ——>»

VOAF

PRONA

prona &——0—=

Posicao supina ———» l

Figura 1. Delineamento do protocolo experimental. LPA: lesdo pulmonar aguda; e VOAF: ventilagdo oscilatdria de alta

frequéncia. *Gasometria arterial.
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de tecido para estudo do estresse oxidativo foram
congeladas instantaneamente em nitrogénio liquido e
armazenadas a —80°C até a analise, conforme descrito
anteriormente.(26:27)

Lavagem broncoalveolar

O lavado broncoalveolar foi coletado, e as células
foram contadas em um hemocitdmetro. A diferenciacdo
celular foi realizada com o uso de coloragdo do tipo
Romanowsky (Pandtico Rapido; Laborclin, Pinhais,
Brasil), e foi avaliada a proporgdo de neutrofilos.

Mensuracdo de TNF-a

Os niveis de TNF-a foram medidos no lavado
broncoalveolar e nos homogeneizados de tecido
pulmonar por técnica de radioimunoensaio, conforme ja
relatado.? Os padrdes utilizados foram um antissoro
especifico para TNF-a humano (Caltag Laboratories,
South San Francisco, CA, EUA) na diluigao de 1:100.000;
TNF-a humano radiomarcado (New England Nuclear,
Boston, MA, EUA); e TNF-a humano purificado
(Collaborative Research, Bedford, MA, EUA).

MENSURACAO DE PEROXIDAGAO
LIPIDICA

As concentracdes de malondialdeido, um marcador
de dano oxidativo lipidico, foram medidas nos
homogeneizados de tecido pelo método elaborado por
Esterbauer e Cheeseman.? Os tecidos pulmonares
foram homogeneizados em tampao Tris-HCI gelado
(20 mM, pH 7,4), na proporgao de 1 g de tecido para
10 ml de tampdo. O homogeneizado foi centrifugado
a 3.000 x g a 4°C por 10 min. O sobrenadante
(200 pl) foi separado e misturado com uma solugéo
contendo metanol e N-metil-2-fenilindol (10,3 mM)
em acetonitrila (650 pl; Oxis International, Portland,
OR, EUA). A solugdo foi acidificada com acido cloridrico
a 37% (150 pl) e incubada a 45°C por 60 min. As
amostras foram novamente centrifugadas, conforme
descrito acima, para dissolver qualquer precipitado
formado durante a incubagdo. A absorbancia foi
medida com um espectrofotdmetro (DU 650; Beckman
Coulter, Carlsbad, CA, EUA) a 586 nm, contra curvas
padrdo de 1,1,3,3-tetrametoxipropano e de diacetil
4-hidroxinonenal (Oxis International). As medidas do
tecido pulmonar foram indexadas ao contetido proteico
do tecido pulmonar.

Andlise histopatoldgica

Os pulmoes foram preenchidos com formalina
tamponada a 10% por gravidade (a uma pressao
maxima de 30 cmH,0) para a preservagdo da arquitetura
alveolar. No minimo 48 h apds a fixagdo, os fragmentos
foram incluidos em parafina. Os cortes axiais de pulméo
foram realizados, corados com H&E e examinados por
dois patologistas que estavam cegados quanto aos
grupos e que trabalharam de forma independente.
Para cada lamina, selecionamos aleatoriamente dez
campos microscopicos para exame, realizando assim
20 testes por animal. O dano histoldgico pulmonar foi
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quantificado por um escore incluindo sete variaveis:
inflamacao alveolar, inflamacao intersticial, hemorragia
alveolar, hemorragia intersticial, edema, atelectasia
e necrose. Para cada uma dessas sete variaveis, a
gravidade foi classificada da seguinte forma: 0 = sem
lesdo, 1 = lesdo em 25% do campo, 2 = lesdo em
50% do campo, 3 = lesdo em 75% do campo e 4 =
lesdo difusa. Portanto, a pontuagdo maxima possivel
era 28.G%

Analise estatistica

Os dados foram analisados no SigmaPlot, versao 11.0
para Windows (Systat Software, San Jose, CA, EUA).
Os dados com distribuicdo normal foram comparados
entre 0s grupos para 0s mesmos momentos por meio
do teste t ou entre os momentos por meio de one-way
ANOVA de Kruskal-Wallis e expressos em média *
desvio-padrdo. Os dados com distribuicdo ndo normal
foram comparados por meio do teste de soma de postos
de Mann-Whitney e expressos em mediana (variacdo). As
comparagdes intragrupo nos diferentes momentos foram
realizadas utilizando ANOVA para medidas repetidas de
Friedman por postos, sendo que todos os procedimentos
de comparagdo multipla entre pares foram realizados
por meio do teste de Dunn. As tabelas de contingéncia
dos dados categoricos foram comparadas por meio
do teste exato de Fisher. As andlises teciduais entre
grupos e regides de lesdo pulmonar foram realizadas
utilizando two-way ANOVA. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

RESULTADOS

Ndo houve diferencas estatisticas entre os dois
grupos quanto a peso corporal (p = 0,50) e nUmero
de lavagens necessarias para inducdo da LPA (p =
0,75). A proporgao de liquido recuperado dos pulmdes
lavados foi de 85,7% e 86,2% nos grupos PP e PS,
respectivamente (p = 0,49).

N&o houve diferenca estatistica na pressédo arterial
média entre os dois grupos. Os animais de ambos
0s grupos estavam hemodinamicamente estaveis,
sendo que a pressdo arterial média permaneceu
acima de 50 mmHg em razdo da infusdo continua de
norepinefrina, sem diferengas entre os grupos PS e
PP quanto a mediana do escore vasoativo-inotropico,
que foi de 50 (variagdo: 0-70) e 50 (variagao: 0-50),
respectivamente (p = 0,27). Houve trés mortes durante
o periodo experimental, todas no grupo PS.

Apos as lavagens, houve hipoxemia significativa,
diminuigdo da complacéncia do sistema respiratério e
aumento da Pmédia nos animais de ambos os grupos
(Tabela 1), sendo entdo confirmado o sucesso da
indugdo da LPA. No T, , ambos 0s grupos apresentaram
melhora significativa da oxigenacdo, com indices de
oxigenagao semelhantes aos observados no momento
basal, sendo que esses indices permaneceram estaveis

até T, (Figura 2).

As concentragdes medianas de malondialdeido
nao foram diferentes entre os grupos PP e PS, tanto
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Tabela 1. Indices de oxigenagdo, mecanica pulmonar e dados hemodindmicos basais e apds a inducdo da lesdo pulmonar.?
Parametros

Posicao supina
ERE]] Pés-inducao EERE]]

Posicdo prona

Pés-inducao
64,5 (48,25-81,88)*
14,7 (11,8-21,26)*

Pa0,/Fi0, (mmHg)
10° (cmH,0/mmHg)

4476 (364,18-492,75)
1,5 (1,41-2,06)

72,1 (52,08-86,18)*
13,7 (11,21-21,15)*
Csr (ml/cmH,0) 3,3 (3,1-3,68) 1,2 (1,0-1,3)* 3,8 (2,83-4,4) 1,2 (1,0-1,38)*
Pmédia (cmH,0) 7,0 (6,9-7,1) 10,0 (9,5-11,0)* 7,04+ 0,5 9,75 + 0,63

10: indice de oxigenacdo; Csr: complacéncia do sistema respiratério; e Pmédia: pressdo média das vias aéreas.
aResultados expressos em média + dp para dados com distribuicdo normal e em mediana (variacdo) para dados
com distribuicdo ndo normal. ®Calculado como [FiO2 x Pmédia] / PaO2 x 100. *p < 0,05 vs. pds-inducdo; one-way
ANOVA de Kruskal-Wallis para dados com distribuicdo normal e teste de soma de postos de Mann-Whitney para

481,7 (428,37-493,88)
1,44 (1,38-1,74)

dados com distribuicdo ndo normal.
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Figura 2. Pa0, e indice de oxigenagdo® ao longo do tempo (A e B, respectivamente) nos grupos experimentais.® PP:
grupo posigdo prona (ovais cheios); SP: grupo posicdo supina (ovais vazados); T,: tempo zero; T,,: 30 min; T,: 60
min; Tgo: 90 min; T .0 120 min; e T,,;: 150 min. *Calculado como [Fi02 x Pmédia] / PaO2 x 100. "Valores expressos

120"
em média + dp. *p < 0,05 vs. basal.

medidas em amostras de tecido pulmonar ventral —
8,2 nm (variagdo: 7,7-11,4 nm) e 8,7 nm (variacdo:
5,7-13,6 nm), respectivamente (p = 0,62) — quanto
em amostras de tecido pulmonar dorsal — 7,4 nm
(variagdo: 5,9-0,8 nm) e 8,1 nm (variagdo: 7,1-9,5
nm), respectivamente (p = 0,62). A proporcdo média
de neutrdfilos no lavado broncoalveolar foi menor no
grupo PP que no grupo PS (16 £ 14 vs. 25 £+ 18),
embora a diferenga ndo tenha sido significativa (p
= 0,76). No entanto, os niveis de TNF-a no lavado
broncoalveolar foram significativamente menores no
grupo PP que no grupo PS (Figura 3), e essa diferencga

foi maior nas amostras de tecido pulmonar dorsal.
O escore histoldgico de lesdo pulmonar também foi
significativamente menor no grupo PP que no grupo
PS (Figura 4).

DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo apoiam os de estudos
anteriores, a saber, que a VOAF, por si s6, melhora a
oxigenagdo e tem efeito protetor contra a lesdo pulmonar
histoldgica e inflamatdria. Além disso, quando a VOAF
foi combinada a posigdo prona neste modelo animal de

J Bras Pneumol. 2019;45(5):e20180067

5/8



*P Lesao inflamatoria pulmonar em coelhos: efeitos da ventilagao oscilatoria de alta frequéncia em posicao prona

6/8

®

3,51

Lavado broncoalveolar

TNF-a (ng/ml)

- N N

o o w
*

-
o
1

=
wul
1

 em |

PP PS

=
o
I

Tecido pulmonar

N ul o
o o o
1 1 J

w
S
1
+

TNF-a (ng/ml)

20- t T

PP PS

== PS ventral
= PS dorsal

mm PP ventral
=2 PP dorsal

Figura 3. Niveis de TNF-a no lavado broncoalveolar e tecido pulmonar (A e B, respectivamente).2 Em B, comparam-se
amostras de tecido pulmonar ventral e dorsal nos grupos posigao prona (PP) e posicdo supina (PS). ?Valores expressos
em média + dp. *p < 0,05 vs. grupo PP. 'p > 0,05 vs. tecido pulmonar dorsal no grupo PP. *p < 0,05 vs. tecido pulmonar

dorsal no grupo PS.

Lesao histologica pulmonar

3,0

2,5 4

2,0 4

1,5 -

Escore

1,0 -

0,5 A

0,0

PP

PS

I PP - Tecido pulmonar ventral [T PS - Tecido pulmonar ventral

I PP - Tecido pulmonar dorsal

[— PS - Tecido pulmonar dorsal

Figura 4. Escores histoldgicos de lesdo pulmonar nos grupos posigdo prona (PP) e posicdo supina (PS), incluindo
comparagles entre escores para amostras de tecido pulmonar ventral e dorsal.>* 2Valores expressos em mediana
(variagdo). *p < 0,05 vs. tecido pulmonar ventral (teste de soma de postos de Mann-Whitney). 'p < 0,05 vs. grupo PP
(teste de soma de postos de Mann-Whitney). *p > 0,05 para interagdes entre regides pulmonares e posicdo (ANOVA
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LPA, observamos melhor protegdo contra a resposta
inflamatoria, avaliada pela determinagdo dos niveis
de TNF-a, bem como menores escores histoldgicos de
lesdo. Apesar do menor nimero de células inflamatérias
no lavado bronchoalveolar no grupo PP, a diferenca em
comparagao ao grupo PS nao foi significativa.

Sabe-se ha décadas que a posigdo prona melhora a
oxigenagdo em modelos animais de lesdao pulmonar e
em pacientes com SDRA grave. Os mecanismos dessa

J Bras Pneumol. 2019;45(5):e20180067

melhora incluem um gradiente de pressdo pleural
mais uniforme e menos compressao do pulmao pelo
coracao, bem como uma distribuicdo mais uniforme e
uma melhor combinagdo entre ventilagao e perfusdo.
Além desses efeitos fisioldgicos, constatamos que,
na posigdo prona, houve alteragbes estruturais nos
pulmdes; isto &, as areas pulmonares dorsais foram
preservadas quanto a lesdo histoldgica e inflamatoria.
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Um estudo anterior realizado por nosso grupo mostrou
que a VOAF desempenha um importante papel protetor
na LPA, melhorando a oxigenagdo, minimizando os
processos inflamatarios, reduzindo o dano histoldgico
e atenuando a lesdo pulmonar oxidativa, mostrando-se
superior a VMC protetora nesses aspectos.?® Da
mesma forma, um estudo conduzido por Liu et al.»
mostrou que a VOAF a uma frequéncia oscilatdria
relativamente alta atenuou a lesdo pulmonar em um
modelo ovino de SDRA. Naquele estudo, a VOAF a uma
frequéncia oscilatéria de 9 Hz minimizou o estresse
pulmonar e o V,, resultando em menos lesdo pulmonar
e menores niveis de mediadores inflamatérios que
os observados quando se empregou a VOAF a uma
frequéncia oscilatdria de 3 Hz ou a VMC.

Em um estudo clinico prospectivo aleatério envolvendo
pacientes com SDRA,% os autores analisaram a
oxigenagdo por meio do calculo da relagdo PaO,/FiO,
e do indice de oxigenacdo, analisando a inflamagdo
pulmonar por meio da determinacdo dos niveis de
citocinas no soro e no lavado broncoalveolar, bem
como por meio da citologia do lavado bronchoalveolar.
Os autores concluiram que a posigdo prona durante a
VMC ou a VOAF melhorou a oxigenagdo em comparagao
a posigdo supina durante toda a VOAF. Além disso,
constataram que a posicdo prona durante a VOAF reduziu
o0s niveis séricos de IL-8 e a proporgdo de neutrdfilos
no lavado broncoalveolar, indicando diminuicdo da
inflamagdo pulmonar. Tais dados foram confirmados
por nossos achados, que mostraram que, no tecido
pulmonar dorsal, a resposta inflamatdria, avaliada por
meio da determinagdo dos niveis de TNF-a, foi menos
pronunciada no grupo PP que no grupo PS.

No presente estudo, a proporgdo de neutrofilos
no lavado broncoalveolar ndo foi significativamente
diferente entre os dois grupos, embora tenha havido
uma tendéncia a valores menores no grupo PP. E
possivel que a proporgdo de neutréfilos tenha sido
maior no grupo PS em razdo do maior dano ocorrido no
tecido pulmonar dorsal durante a indugdo da LPA. Isso
sugere que a posicdo prona foi protetora contra a lesdo
inflamatdria pulmonar. O fato de que nossos achados
ndo atingiram significancia estatistica provavelmente
deveu-se ao curto periodo de VM. Com relagdo a
avaliagao da inflamagao pulmonar, constatamos que
os niveis de TNF-a no lavado broncoalveolar foram
menores, provavelmente indicando menos lesdo
inflamatdria, no grupo PP que no grupo PS, assim
como os niveis de TNF-a nos homogeneizados de tecido
pulmonar das regides ventral e dorsal. No entanto, os
valores de TNF-a para as regioes ventral e dorsal foram
comparaveis no grupo PP. Resultados semelhantes
foram observados por Fu et al.,®” que induziram
LPA em leitSes recém-nascidos que foram ventilados
subsequentemente por 24 h. Os autores observaram
que, entre os leitdes com LPA, a lesdo histoldgica

pulmonar foi mais grave na regido dependente da
gravidade que na regido nao dependente da gravidade,
e também que diferentes estratégias de ventilacdo
resultaram em diferentes efeitos sobre os pulmdes
lesionados. Apesar de melhorar a oxigenagdo, a VOAF
com uma estratégia de alto volume pulmonar, quando
comparada a VMC, mostrou causar maior atenuagdo
da lesdo pulmonar ao reduzir a infiltragdo pulmonar
por células polimorfonucleares, a hemorragia, o edema
alveolar e a formagao de membranas hialinas.”

Em um estudo envolvendo pacientes com pneumonia
grave adquirida na comunidade e SDRA em VMC
protetora, Chan et al.®® mostraram que a oxigenacgao
foi melhor e os niveis de IL-6 foram significativamente
menores nos pacientes ventilados em posigdo prona
que nos ventilados em posicdao supina. De forma
semelhante, em um estudo inicial sobre SDRA, Rival et
al.®® constataram que a manobra de recrutamento e a
posicdo prona provavelmente tém efeitos combinados,
bem como mostraram que a manobra de recrutamento
provavelmente causou maior melhora na PaO, quando
0s pacientes estavam em posicdo prona, especialmente
se eles permaneceram nessa posigdo por um longo
periodo de tempo.

Nosso estudo apresenta algumas limitagdes. Uma
¢ o fato de se tratar de um estudo experimental, ja
que modelos animais ndo podem replicar todas as
caracteristicas da LPA/SDRA em humanos.“? Além disso,
em razdo do risco de instabilidade hemodinamica, o
tempo de ventilacdo € limitado em modelos de LPA em
coelhos. No presente estudo, os coelhos foram ventilados
por apenas duas horas, e, portanto, foi dificil aplicar a
VOAF e o tempo em posigdo prona ideais para atingir
o efeito anti-inflamatorio e diminuir a lesdo. Ademais,
avaliamos a posigdo prona apenas durante a VOAF. Sdo
necessarios estudos mais longos envolvendo grupos
de animais saudaveis e ndo ventilados (controles) e
grupos de animais ventilados com VMC, bem como
estudos clinicos avaliando desfechos em pacientes
tratados com essas estratégias combinadas.

Em conclusdo, nossos achados corroboram os
de estudos anteriores que mostraram que a VOAF
melhora a oxigenagdo e tem efeito protetor contra a
resposta inflamatdria e o dano histoldgico pulmonar
em modelos de lesdo pulmonar. Além disso, nossos
dados enfatizam o importante papel protetor da posigdo
prona. Neste modelo de LPA em coelhos submetidos
subsequentemente a VOAF, em que comparamos
regides pulmonares dependentes e ndo dependentes
da gravidade, a posicdo prona minimizou os processos
inflamatdrios e o dano histoldgico.
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