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Standardization of pulmonary ventilation technique using volume-controlled
ventilators in rats with congenital diaphragmatic hernia
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RESUMDPO

Objetivo: padronizar uma técnica para ventilar fetos de rato com HDC usando um ventilador volume-controlado. Métodos: ratas
gravidas foram distribuidas em: a) Controle (C); e b) Expostos a Nitrofen com HDC e sem HDC (N-). Fetos dos trés grupos foram
divididos aleatoriamente em subgrupos ventilados (V) ou nao ventilados (NV). Os fetos foram coletados no dia 21,5 da gestacao,
pesados e ventilados por 30 minutos usando um ventilador volume-controlado. A seguir os pulmodes foram coletados para estudo
histolégico. No6s avaliamos: peso corporal (PC), peso pulmonar total (PPT), peso do pulméo esquerdo (PPE), razao PPT/PC e PPE/PC,
histologia morfolégica das vias aéreas e as causas das falhas da ventilacao. Resultados: PC, PPT, PPE, LLW, PPT/PC e PPE/PC foram
maiores em C em relacdo a N- (p<0,05) e a HDC (p<0,05), mas ndo houve diferencas entre os subgrupos V e NV (p>0,05). A
morfologia das vias aéreas pulmonares mostrou hipoplasia nos grupos N- e HDC, ndo havendo diferenca entre V e NV (p<0,05). Os
grupos C e N- puderam ser ventilados com sucesso usando o volume corrente de 75il, mas a falha de ventilacaéo no grupo HDC sé
diminuiu quando ventilados com 50il. Conclusdo: a ventilacdo a volume de ratos com HDC por um curto periodo é possivel e nao
altera a morfologia fetal ou pulmonar.

Descritores: Hérnia diafragmatica/congénita. Ventilacdo. Modelos animais. Ratos. Nitrofenois.

INTRODUCAO

hérnia diafragmatica congénita (HDC) é um defeito

raro que acomete entre 1:2000 a 1:4000 recém-nas-
cidos'™3. A hipoplasia e a hipertensdo pulmonares levam a
desconforto respiratério e sao as principais responsaveis pelo
obito pods-natal’. A mortalidade era de 50% em pacientes
com diagnostico isolado de HDC e em torno de 80% quando
havia anomalias associadas*’, mas, em alguns centros, vem
caindo para 20-30% com a instituicao de protocolos de
tratamento padronizados's.

Devido a hipoplasia e a hipertensdo pulmona-
res, o paciente com HDC ¢é de dificil manuseio ventilatorio,
apresentando shuntdireita-esquerda, hipodxia, hipercapnia
e acidose mista. Com isso, a frequéncia de lesao pulmo-
nar, barotrauma e pneumotoérax nesses pacientes eram
muito altas, o que na maioria das vezes causava o dbito’.
Wung et al. estabeleceram os parametros atualmente uti-
lizados na ventilacdo mecanica assistida, com baixa pres-
sdo e hipercapnia permissiva (a gentle ventilation), além
da postergacao da correcdo cirdrgica®.

Para o estudo da HDC utilizam-se modelos con-
génitos, cirlrgicos ou toxicolégicos®. O modelo mais estu-

dado é o toxicolégico em ratos por meio do Nitrofen (2,4-
diclorofenil 4-nitrofenil éter). O Nitrofen é um teratégeno
gue, quando administrado no dia gestacional (DG) 9,5 leva
a cerca de 40% de fetos com HDC'?, sendo que a grande
maioria dos estudos experimentais deste modelo avalia o
pulmao ao término da gestacdo. Dessa maneira, ndo é
possivel avaliar as modificacdes morfoldgicas e bioquimi-
cas que ocorrem apds a ventilacdo pulmonar.

Varios modelos de ventilacdo de animais de
maior porte, como ovelhas''3 e coelhas' ">, foram descri-
tos em HDC, porém estas espécies carecem de opcdes
para realizacdo de estudos moleculares. Devido a dificul-
dade de ventilacdo do pulmao nestes pacientes, apenas
um modelo em animais de pequeno porte foi descrito.
Sluiter et al.'*, adaptou um modelo de ventilacdo de coe-
lhos prematuros para neonatos de ratos, além deste, so-
mente mais trés outros trabalhos reproduziram este mode-
lo'>"7, provavelmente devido a dificuldades técnicas, como
o uso de um ventilador sofisticado adaptado, além de ins-
trumentos para confirmar que a ventilacao esta realmente
ocorrendo.

Devido a alta mortalidade neonatal decorrente
da hipoplasia pulmonar e as complica¢des decorrentes da
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ventilacdo neste defeito, nosso objetivo foi padronizar um
modelo de ventilacdo em fetos de rato com HDC mais
facilmente reprodutivel, utilizando um ventilador ciclado a
volume, além de avaliar as alteracdes causadas no
parénquima pulmonar apés a ventilacdo.

METODOS

O estudo foi aprovado no Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da Faculdade de Medici-
na de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo (FMRP-
USP) sob o numero 043/2011.

Fémeas de ratos Sprague-Dawley, com peso em
torno de 250g, foram submetidas a acasalamento durante
uma noite. No dia seguinte um esfregaco vaginal foi reali-
zado e quando se observava uma mancha de esperma, o
acasalamento era confirmado. Esse dia era determinado
como dia zero da gestacdo (termo = 22 dias). Os animais
foram mantidos em gaiolas com oferecimento de &dgua e
racao ad libtum, em condicoes controladas de luminosidade
(12 horas de claro/12 horas de escuro), temperatura (mé-
dia de 23°C) e umidade relativa do ar (média de 55%).

As ratas gestantes foram distribuidas em dois
grandes grupos: Controle (C) e Nitrofen (N). As ratas do
grupo C nao eram manipuladas. As ratas do grupo N eram
expostas a 100mg de Nitrofen, diluido em 1ml de 6leo de
oliva, no DG 9,5 de acordo com Kluth et al.’°. Os fetos
expostos ao Nitrofen que desenvolveram HDC formaram o
grupo HDC e os que ndo desenvolveram HDC formaram o

grupo N-, que foi subdividido em ventilados (CV, N-V e
HDCV) e ndo ventilados (C, N- e HDC).

No DG 21,5 as ratas gestantes foram submeti-
das a anestesia geral com injecao intramuscular de
Ketamina (50mg/ml) associada a Xilazina (20mg/ml). As
ratas anestesiadas foram colocadas em uma mesa térmica
com temperatura de 37°C. Apds antissepsia com clorexidina
aquosa, as ratas foram submetidas a laparotomia mediana
com exposicao dos cornos fetais.

Os fetos foram coletados individualmente, no
sentido craniocaudal, iniciando pelo corno direito. O Utero
era clampeado com uma pinca de Halstead para impedir
gue o préximo feto fosse expelido e retornado para a cavi-
dade abdominal, que era coberta com uma gaze estéril
embebida em solucao salina. Quando necessario, uma dose
complementar de 0,1ml de Ketamina era feito por via
intraperitoneal.

O feto foi pesado (peso corporal — PC) e coloca-
do em outra mesa térmica a 37°C e fixado com fita crepe
em decubito dorsal (Figura 1A); foi realizada uma incisao
cervical longitudinal, disseccao traqueal (Figura 1 B e C),
seccdo desta em sua face anterior e aposicao de um cate-
ter de Vialon® 24G (Figura 1D). O cateter foi conectado a
extremidade de um equipo de soro para melhor conexao
ao ventilador. Esse conjunto foi conectado a um ventilador
volume-controlado e ciclado a tempo (MiniVent type 845,
Harvard Apparatus®) (Figura 1E), com frequéncia de
ciclagem de 80 ciclagens/minuto, FiO, 1,0, relacao I:E de
1:1, PEEP de 0 cmH,O por 30 minutos. Para impedir a
extubacao, as conexodes entre o ventilador e o cateter da

Figura 1 -

A) feto posicionado em dectbito dorsal sobre mesa aquecida (em média 38°C) e fixados com fita adesiva, B) realizacdo de incisao

cervical anterior; C) isolamento da traqueia seguida de seccao, D) feto intubado com cateter de teflon e ventilado, E) respirador
com frequéncia fixada em 80/min e volume em 75ul; F) sacrificio por decapitacdo e colocacao em mesa de cortica para coleta.
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traqueostomia foram fixados, a mesa térmica, com massa
de modelar. Apés o término da ventilacdo, nos fetos venti-
lados, ou apds a pesagem corporal, nos fetos ndo ventila-
dos, eles foram sacrificados por decapitacdo e seus pul-
maoes foram dissecados (Figura 1F), colhidos para pesagem
pulmonar (peso pulmonar total — PPT e peso pulmonar es-
guerdo — PPE) e enviados para processamento histoldgico.

Calculamos um volume corrente de aproxima-
damente 13,5ml/kg nos fetos C (75ul). Volume maior que
o utilizado por Kroon et al.*®, porém com uma frequéncia
de ciclagem menor (80 ciclos/minuto). Os fetos N- e HDC
foram ventilados com volumes decrescentes de: 75, 63, 50
e 30 pl, anotando-se as taxas de falhas, definidas por:
pneumotdrax (PT), pneumomediastino (PM) identificado
pelo vazamento de ar ao redor da traqueia e falha na
cateterizacao traqueal (FCT) e de sucessos definidos pela
observacdo da expansao toracica e coloracdo rosacea do
feto. As taxas de sucesso e complicacdes foram constante-
mente analisadas até encontrarmos o volume ideal.

As seguintes variaveis foram aferidas: PC, PPT e
PPE. Para retirar a influéncia do PC sobre o PPT e o PPE,
foram calculadas as razées PPT/PC e PPE/PC. Para analise
da morfometria fetal foram coletados oito fetos por
subgrupo apdés padronizagdo do volume corrente.

As amostras foram fixadas em formaldeido, de-
sidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em
parafina histolégica. Os cortes histolégicos foram realiza-
dos com espessura de 5um e posteriormente coletados em
laminas histoldgicas pré-silanizadas. Os cortes foram cora-

dos por Tricrémio de Masson, e as laminas foram monta-
das em Permount®.

Os cortes histolégicos foram fotografados em
aumento de 100X em fotomicroscépio e as imagens foram
analisadas para obtencao da média linear de interceptacao
(mean linear intercept — Lm) e seus componentes diame-
tro interno dos espacos aéreo (internal diameter of the
airspaces—Lma) e a relacdo de comprimento de transeccdo
do parénquima/espaco aéreo (mean transection length —
Lmw), de acordo com os métodos descritos por Dunhill’® e
modificados por Verbeken et al.?°. A andlise morfométrica
pulmonar foi realizada utilizando seis cortes por feto e quatro
fetos por subgrupo.

Os valores obtidos através das pesagens e
mensuracdes do parénquima pulmonar foram analisados
pelo método ANOVA com poés-teste de Tukey-Kramer e
expressos em média =+ desvio padrdo. Foram consideradas
diferencas significativas para p<0,05.

RESULTADOS

Os dados das falhas nas ventilacbes estdo agru-
pados na tabela 1.

Verificamos que o melhor volume para ventilar
foi 50l com 53% de sucesso. Com o volume de 30yl foi
possivel ventilar, mas nao foi possivel verificar a expansao
pulmonar. Nao houve diferenca no PC entre fetos ventila-
dos e nao ventilados do mesmo grupo (p>0,05). Os fetos

Tabela 1 - Causas de erros na ventilacdo estratificado por grupo, volume e acidente.
Volume Causa Controle(n=38) N-(n=68) HDC(n=40)
C (n=38) N- (n=20) HDC (n=15)
75ul PT 5,3% 5,0% 6,7%
PM 15,8% 5,0% 13,3%
FCT 2,6% 25,0% 46,7%
Total 23,7% 35,0% 66,7%
N- (n=11) HDC (n=7)
63ul PT 18,2% 71,4%
PM 9,1% 0,0%
FCT 27,3% 14,3%
Total 54,5% 85,7%
N- (n=35) HDC (n=15)
50ul PT 8,5% 13,3%
PM 0,0% 0,0%
FCT 28,6% 33,3%
Total 37,1% 46,7%
N- (n=2) HDC (n=3)
30ul PT 0,0% 66,6%
PM 0,0% 0,0%
FCT 50,0% 0,0%
Total 50,0% 66,6%

PT: pneumotdrax;, PM: pneumomediastino, FCT: falha na cateterizacdo traqueal
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do grupo C tiveram PC superior aos fetos dos grupos N- e
HDC (p<0,001). Nao houve diferenca no PPT entre fetos
ventilados e ndo ventilados do mesmo grupo (p>0,05). Os
fetos do grupo C tiveram PPT superior aos fetos dos grupos
N- e HDC (p<0,001) e os fetos do grupo N- apresentaram
resultados similares em relacdo ao grupo HDC (p<0,05).
Resultados similares ao PPT foram encontrados na analise
do PPE, do PPT/PC e do PPE/PC (Tabela 2).

A analise morfométrica pulmonar mostrou
hipoplasia progressiva nos fetos N. Dentre estes, a
hipoplasia foi mais importante nos fetos HDC. Em geral, a
ventilacdo por 30 minutos ndo mudou a morfometria pul-
monar, exceto no grupo N-, onde observamos um aumen-
to do Lm e do Lmw apés a ventilacdo pulmonar. Os dados
morfométricos pulmonares estao agrupados na figura 2. A
figura 3 apresenta amostras de pulmdes dos diversos gru-
pos onde podemos observar os diferentes graus do desen-
volvimento pulmonar.

DISCUSSAO

Modelos de ventilacdo em fetos com HDC sédo
mais descritos em animais de grande porte, como ovelhas
e coelhos. Em fetos de ovelhas foram utilizados ventilado-
res pressdo-controlados e ciclados a tempo''3. Em fetos
de coelhos foram utilizados ventiladores volume-controla-
dos, ciclados a tempo, porém limitados a pressao?'?2. Nes-
tes animais s existem modelos cirirgicos de HDC, com o
inconveniente de terem uma manuten¢ao mais cara, uma
taxa de aborto alta (coelhas) e uma gestacdo mais prolon-
gada (ovelhas), além da pouca disponibilidade de
marcadores para estudos biomoleculares.

No modelo de pequeno animal como em fetos
de ratos, o Unico modelo descrito baseou-se em outro pa-
dronizado para ventilacdo de coelhos prematuros?, usan-
do um ventilador sofisticado, modificado, pressao-contro-
lado e ciclado a tempo, conectado a um tubo especial

Lm Lma Lmw
150 30+ 100+
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50 ‘ \ ‘ \ ‘ \
o- T T T T T T
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Figura 2 - Dados das andlises morfométricas entre grupos ventilados e ndo ventilados.

Lm: média linear de interceptacdo, Lma: didmetro interno dos espacos aéreos, Lmw: relacdo de comprimento de transeccao do parénquima/
espaco aéreo. **p<0,001. C: controle; CV: controle ventilado, N-: exposto a nitrofen, N-V: exposto a nitrofen e ventilado, HDC: hérnia
diafragmatica congénita, HDCV: hérnia diafragmatica congénita ventilada. O eixo y corresponde ao resultado dos calculos especificos de cada
pardmetro. C versus HDC - Lmw (p<0,001) e Lma (p<0,05). N- versus HDC — Lm, Lmw (p<0,001) e Lma (p<0,05). CV versus HDCV - Lm e Lmw
(p<0,05). N-V versus HDCV- Lma (p<0,05).

Tabela 2 - Resultados morfométricos fetais (mg) de cada grupo ventilado e néo ventilado.
C(n=8) CV(n=8) N-(n=8) N-V(n=8) HDC(n=8) HDCV(n=8) p<0,05
PC 5640 5530 4947 4683 4683 4632 b,c.de
(£223) (+82) (£116) (£87) (£105) (£398)
PPT 150 139 91 101 75 73 b,c,d,e,g,h
(+13) (+9) (+6) (1) (1) (+12)
PPE 50 46 33 37 23 24 b,c,d,e,qg,h
(+0,1) (+0,3) (+0,5) (+0,6) (+3) (+0,5)
PPT/PC 0,027 0,025 0,018 0,022 0,016 0,016 b,c,de,g,
(+0,002) (+0,002) (+0,001) (+0,002) (+0,002) (+0,002)
PPE/PC 0,009 0,008 0,006 0,008 0,005 0,005 ¢,d,eqg,h
(+0,0013) (+0,0006) (+0,001) (+0,001) (+0,001) (+0,001)

Grupos comparados —a: C x CV; b: Cx N-; ¢: Cx HDC, d: CV x N-V; e: CVx HDCV, f: N-x N-V; g: N- x HDC, h: N-V x HDCV; i: HDC x HDCV.
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Figura 3 -
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Aspectos do desenvolvimento pulmonar dos fetos — ventilados e ndo ventilados

A) controle, B) exposto a nitrofen, C) hérnia diafragmdtica congénita. D) controle ventilado, E) exposto a nitrofen e ventilado, F) hérnia
diafragmdtica congénita ventilada. Notar em C e F a hipoplasia pulmonar representada por maior densidade do parénquima e pouco espaco

aéreo, mesmo ventilado.

para ventilacdo de multiplos fetos em paralelo, além de
outros equipamentos para monitorizagao de fluxo e pres-
sdo, confirmando que todos os fetos estavam sendo venti-
lados. A adaptacao para ventilacdo em fetos de ratos foi
descrita em 1992", porém, esse modelo foi reproduzido
em apenas trés outros estudos'!”. Em nenhum destes arti-
gos foi descrita a taxa de sucesso na cateterizacdo traqueal
ou taxa de complicacdes apds a intubacao, visto que o
procedimento, os materiais utilizados e os proprios fetos
sdo menores e de manuseio mais delicado. Possivelmente
a ndo descricao desta manobra e das complicagdes pos-
sam justificar a baixa reprodutibilidade do modelo de ven-
tilacdo em ratos. Por outro lado, em todos eles foram ob-
servadas mudancas na biologia molecular pulmonar apés
um periodo curto de ventilacdo.

No modelo de ventilacdo em ratos recém-nasci-
dos normais, utilizando ventiladores mais simples, volume-
controlados e ciclados a tempo, podendo ser? ou ndo limi-
tados a pressao'®?>. O volume corrente admitido para a
ventilacdo variou de 3,5 a 40 ml/Kg, com volume conside-
rado mediano entre 8,5 e 12 ml/Kg e com frequéncia de
ciclagem variando entre 20 e 600 ciclos/minuto, tendo como
frequéncia mediana entre 100 e 160 ciclos/minuto. Porém
a utilizacao de ventilacdo volume-controlado em ratos pos-
sui um limitante que é a possibilidade de se ventilar ape-
nas um feto por vez.

Optamos por usar um volume corrente um pou-
co mais alto, cerca de 13,5ml/Kg (75ul), mas com uma
frequéncia de ciclagem mais baixa (80 ciclos/minuto) nos

fetos do grupo C e obtivemos taxa minima de falhas. Ten-
tamos utilizar o mesmo volume para os fetos do grupo N,
porém, a taxa de complicacdes como pneumotorax,
pneumomediastino ou falha de cateterizacdo traqueal foi
muito alta, respectivamente 35 e 66,7 % nos fetos N- e
HDC. Recalculamos o volume de acordo com o peso dos
fetos expostos ao nitrofen, que sao menores (13,5ml/
kg@63pL), porém, mesmo ventilando com volume menor,
a taxa de complicagdes ainda se manteve alta, em especi-
al nos fetos HDC, respectivamente 54,5 e 85,7 % nos fe-
tos N- e HDC. Reduzimos o volume ventilatério (10,5ml/Kg
e 50pl) e obtivemos maior sucesso nos fetos com HDC,
com uma taxa de complicacdo mais aceitavel, respectiva-
mente 37,1 e 46,7 % nos fetos N- e HDC. Finalmente,
baixamos o volume para 30ul e, mesmo com o feto corre-
tamente intubado, a visualizacdo da expansao toracica com
esse volume foi extremamente dificil, por isso considera-
mos o volume de 50ul como o volume ideal para ventila-
cao dos fetos do grupo nitrofen.

Como ha uma limitacao de como diferenciar os
fetos do grupo nitrofen se tem ou ndo hérnia antes do
sacrificio sem um ultrassom especial para pequenos ani-
mais, tivemos que utilizar um volume que ndo sobrecarre-
gasse os pulmoes dos fetos HDC, mas que também pudes-
se ventilar e expandir adequadamente os pulmdes dos fe-
tos N-. Losty et al. avaliaram a complacéncia pulmonar
estatica de fetos de ratos normais e com HDC, e observa-
ram uma diminuicao desta nos fetos expostos e, em espe-
cial, nos fetos com HDC?, justificando a necessidade de
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um volume menor no grupo N. Esses resultados também
corroboram os achados de um estudo recente do nosso
grupo que observou menores volume pulmonar e espaco
aéreo nos fetos HDC?.

Apds a passagem da curva de aprendizado, a
taxa de sucesso na ventilacdo dos fetos C foi eficiente,
enquanto que nos fetos do grupo N a curva de aprendiza-
do foi mais demorada e a taxa de sucesso da ventilacao foi
bem menor, parte deste insucesso pode ser explicado por
Xia et al. que relataram a presenca de malformacoes
traqueais nos fetos expostos ao nitrofen com e sem HDC%,
Foram observados anéis incompletos em 48 e 70 %,
estenosesem 12 e 21 % e anéisvascularesem 12 e 11 %,
respectivamente nos grupos N- e HDC.

Os resultados da morfologia fetal e pulmonar
estdo de acordo com estudos prévios que observaram fe-
tos de tamanho progressivamente menor quando expostos
ao Nitrofen (N-) e com HDC, hipoplasia pulmonar em am-

ABSTRACT

bos, sendo maior na HDC do que em relacao aos fetos
%2930 A ventilacao por um tempo curto nao alterou signi-
ficativamente este padrao.

Portanto, no modelo de HDC em ratos, a ven-
tilacdo a volume controlado e ciclado a tempo foi
factivel com aproximadamente 50% de sucesso usan-
do o volume de 50pl. Além do mais, a ventilacdo de
curta de duracdo (30 minutos) ndo mudou o padrdo
histolégico do parénquima pulmonar demonstrando si-
nais indiretos de menor complacéncia no pulmao dos
fetos com HDC.

A ventilacdo de fetos de rato com HDC induzida
por Nitrofen é possivel usando um ventilador volume-con-
trolado e ciclado a tempo. Ap6s a passagem da curva de
aprendizado, a taxa de sucesso na ventilacdo é excelente
nos fetos C e razoavel nos fetos N, devido a malformacoes
traqueais. A ventilacdo por um curto periodo nao altera a
morfologia fetal ou pulmonar.

Objective: To standardize a technique to ventilate CDH rat fetuses using a volume-controlled, time-cycled ventilator. Methods:
Pregnant rats were divided into: a) Control (C) and b) Exposed to Nitrofen with (CDH) and without CDH (N-). Fetuses from the three
groups were randomly divided into ventilated (V) or non ventilated (NV) sub-groups. Fetuses were harvested on gestational day 21.5,
weighted and ventilated for 30 minutes using a volume-controlled, time-cycled ventilator. Afterwards the lungs were collected for
histological study. We assessed: body weight (BW), total lung weight (TLW), left lung weight (LLW), TLW/BW ratio, LLW/BW ratio,
histological airway morphology and failure to ventilation causes. Results: BW, TLW, LLW, TLW/BW ratio and LLW/BW ratio were
greater on C in comparison to N- (p<0.05) and on N- in comparison to CDH (p<0.05), but there were no differences between V and
NV sub-groups within the same group (p>0.05). Lung airway morphology showed a hypoplasia on groups N- and CDH, with no
difference between V and NV (p>0.05). C and N- groups could be ventilated with success using 75uL tidal volume, but failure to
ventilate on CDH group only decreased using 50uL tidal volume. Conclusion: Volume ventilation of CDH rats for a short period is

feasible and does not change fetal or lung morphology.

Key words: Hernia, diaphragmatic/congenital. Ventilation. Models, animal. Rats. Nitrophenols.
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