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Resumo

Introdução: Os fatores mecânicos pulmonares relacionados às vias aéreas e à microvasculatura

desempenham papel fundamental no contexto da lesão de isquemia e reperfusão (I/R). O objetivo

deste trabalho foi estudar o impacto do flush vascular pulmonar (FVP), da isquemia fria e o efeito de

estratégias de recrutamento alveolar sobre as propriedades mecânicas e morfométricas e correlacioná-

las à função pulmonar durante a reperfusão ex-vivo. Material e Métodos: 128 ratos da raça Wistar

foram divididos em 4 grupos (i) controle: pulmões isolados submetidos a 15 minutos de isquemia

à temperatura ambiente; (ii) Flush: pulmões isolados submetidos ao flush vascular pulmonar (FVP)

com solução de Euro-Collins (EC) e preservados a 4 0C por 10 horas (isquemia fria); (iii) CPT: pulmões

isolados submetidos ao FVP com EC e à isquemia fria e que foram recrutados à CPT por 2 minutos

antes do início da reperfusão; (iv) VC: pulmões isolados submetidos ao FVP com EC e ventilados

com volume corrente (VC) por 10 minutos antes do início da reperfusão. Todos os pulmões foram

reperfundidos durante 60 minutos, tempo no qual foram estudadas as trocas gasosas, as propriedades

mecânica e hemodinâmica. Ao final da reperfusão, o peso líquido/peso seco foi calculado e a análise

morfométrica realizada. Em outra etapa, 40 ratos da raça Wistar foram divididos em 5 grupos:

(i) controle: pulmões com sangue; (ii) Flush: pulmões submetidos ao FVP com EC; (iii) Isquemia:

pulmões submetidos ao FVP com EC e submetidos à isquemia fria; (iv) CPT: pulmões submetidos

ao FVP com EC, submetidos à isquemia fria e recrutados à CPT por 2 minutos; (v) VC: pulmões

submetidos ao FVP com EC, submetidos à isquemia fria e ventilados com volume corrente por 10

minutos. A análise das propriedades mecânicas e o estudo morfométrico foram realizados em todos

os pulmões dos 5 grupos. Resultados: o FVP e a isquemia fria aumentaram (i) a percentagem de

área alveolar colapsada, (ii) a dissipação de energia nos componentes viscoelásticos pulmonares e

(iii) a eslastância estática pulmonar. Estes pulmões desenvolveram edema fulminante durante os

primeiros 15 minutos de reperfusão. O recrutamento à CPT e a ventilação com VC atenuaram as

alterações mecânicas e morfométricas provocadas pela preservação e evitaram a lesão I/R. Durante

a reperfusão, as trocas gasosas, as propriedades mecânica e hemodinâmica dos pulmões recrutados

foi similar a dos controle. Conclusões: as alterações mecânicas e morfométricas causadas pela

preservação pulmonar aumentam a impedância dos pulmões tornando-os mais susceptíveis à lesão

I/R, e as manobras de recrutamento alveolar empregadas imediatamente antes do início da reperfusão

atenuam as inomogeneidades pulmonares causadas pela preservação e previnem a lesão I/R.

Palavras-chave: Euro-Collins; lesão de isquemia e reperfusão; recrutamento alveolar; morfometria

alveolar; mecânica ventilatória; reperfusão ex-vivo.
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Abstract

Rationale: mechanical factors related to the airways and to the pulmonary microvascula-

ture play a fundamental role in the context of ischemic-reperfusion injury (I/R). The goal

of this study is to investigate the impact of pulmonary vascular flush (PVF), cold ischemia

and alveolar recruitment on the mechanical and morphometrical properties and to correlate

these findings and pulmonary hemodynamics and gas exchange during the reperfusion.

Methods: 128 Wistar rats were randomically divided into 4 groups: (i) Control: fresh lungs;

(ii) Flush: lungs flushed with Euro-Collins solution (EC), preserved at 4 0C for 10 hours

(cold ischemia); (iii) TLC: flushed lungs, preserved at 4 0C for 10 hours, inflated to TLC for

2 minutes prior to rapid reperfusion; (iv) VT: flushed lungs preserved at preserved at 4 0C

for 10 hours, ventilated with tidal volume during 10 minutes prior to rapid reperfusion. All

lungs were subjected to an ex-vivo reperfusion during 60 minutes. In this period, the gas

exchange, the mechanical and hemodynamical properties were evaluated and, at the end,

the wet-to-dry ratio was calculated and the morphometrical analysis performed. In other

phase, 40 Wistar rats were randomically divided in 5 groups: (i) Control: fresh lungs; (ii)

Flush: lungs flushed with EC; (iii) Ischemia: flushed lungs, preserved at 4 0C for 10 hours;

(iv) TLC: flushed lungs, preserved at 4 0C for 10 hours, inflated to TLC for 2 minutes; (v) VT:

flushed lungs preserved at 4 0C for 10 hours, ventilated with tidal volume during 10 minu-

tes.The end-inflation occlusion method was used to evaluate mechanical properties of the

lungs. The morphometrcial analysis was also performed. Results: PVF and cold ischemia

increased (i) the percentage of alveolar colapsed area; (ii) the energy dissipation on the lung

viscoelastic components and (iii) the pulmonary lung elastance. These lungs (ischemic not

subjected to alveolar recruitment prior to reperfusion) presented severe pulmonary edema,

whereas the function of the recruited lungs were similar to that of fresh lungs. Conclusions:

cold preservation increases pulmonary impedance and the huffiness to the I/R injury, and

the alveolar recruitment manoeuvres performed before the reperfusion reverts, or at least,

decreases the pulmonary inhomogeneities caused by the preservation and warns the I/R

injury.

Key-words: Euro-Collins solution; ischemic-reperfusion injury; alveolar recruitment; alveolar morpho-

metry; ventilatory mechanics; ex-vivo reperfusion.
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1 Introdução

O transplante pulmonar é hoje uma realidade terapêutica para pacientes portadores

de doenças pulmonares crônicas e terminais [1]. Os estudos clínicos e experimentais têm

focado três grandes aspectos envolvidos no transplante: (i) os técnicos relacionados ao

procedimento cirúrgico, (ii) os danos estruturais e funcionais causados pela isquemia e pelo

restabelecimento dos fluxos aéreo e sangüíneo durante o procedimento de reimplante e (iii)

na prevenção da rejeição, particularmente da rejeição crônica presente em graus variáveis

na maioria dos pacientes que experimentam sobrevida de longo prazo. Os dois primeiros

aspectos estão relacionados à preservação dos pulmões que serão reimplantados. Embora

esta área tenha sido objeto de pesquisas nas últimas três décadas, ainda não há consenso

acerca da melhor maneira para preservação pulmonar, e a disfunção causada pela lesão

de isquemia e reperfusão (I/R) ainda permanece como a principal causa de morbidade e

mortalidade na fase inicial do transplante [2]. Infelizmente, com os métodos de preservação

atuais, o período máximo de isquemia fria tolerável permanece na faixa de 6-9 horas, o que

não somente limita a realização ou a aplicação do procedimento, como também faz com que

o transplante pulmonar continue sendo um procedimento realizado em caráter de urgência,

com os óbvios inconvenientes logísticos a isso associados, diferentemente dos transplantes

hepático e renal, por exemplo, que já podem ser realizados eletivamente. As tentativas de

se estender esse período crítico de isquemia fria resultam na falência primária do enxerto

pulmonar, que é o resultado final de um complexo processo de lesão tecidual orgânica que

se inicia com a morte encefálica do doador e se estende até o momento em que a reperfusão

pulmonar é iniciada [3].

Desde o relato de Cooper e cols. do primeiro transplante clínico realizado com

sucesso e sobrevida de longo prazo [4], refinamentos das técnicas de preservação aumenta-

ram, significativamente, a aplicação e a viabilidade do transplante pulmonar. Atualmente,

a preservação dos pulmões se inicia com um flush vascular pulmonar realizado com so-

luções de preservação a 4 0C, seguida de um período de armazenamento hipotérmico do

órgão. Os objetivos do flush vascular pulmonar com soluções de preservação são: (i) resfriar

uniformemente o tecido pulmonar e (ii) remover do leito vascular pulmonar os elementos
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diferenciados do sangue para evitar a formação de trombos e prevenir as lesões celulares

promovidas por neutrófilos, macrófagos e plaquetas retidos na circulação pulmonar durante

a preservação. As soluções de preservação incluem as do tipo intracelular, da qual são

exemplos, as soluções de Euro-Collins e da Universidade de Wiscosin (UW), e as do tipo ex-

tracelular, como as soluções Low-Potassium Dextran – LPD e a Celsior. As do tipo intracelular

possuem, em sua composição, altas concentrações de potássio (K+) e baixas concentrações

de sódio (Na+) e cloro (Cl−). A justificativa fisiológica para o uso dessas soluções é a de que

durante a preservação a frio, há inativação da bomba de sódio-potássio (Na+/K+) [5, 6]. A

presença no espaço vascular e extracelular de uma solução, cuja concentração de eletrólitos

é similar à do meio intracelular, minimizará o influxo de Na+ e de água para o interior das

células, evitando, assim, o inchaço celular. Por outro lado, o K+ é um potente agente vaso-

constritor [7] que pode aumentar a resistência vascular pulmonar (RVP) quando os pulmões

forem reperfundidos. Para evitar isso, vários autores associaram vasodilatadores à solução

de flush [8]. Keshavjee e cols. [9] desenvolveram uma solução de preservação específica

para os pulmões, a LPD, composta por concentrações de Na+, K+ e CL− semelhantes às do

meio extracelular e adicionaram a esta solução, dextran 40, agente responsável por manter

a pressão oncótica capilar para manter a água no espaço intravascular e, então, evitar o

edema celular. Em comparação com a solução de Euro-Collins, a LPD apresenta melhores

resultados de função pulmonar [9, 10] e é menos citotóxica aos pneumócitos II e às células

endoteliais [11].

Apesar da hipotermia estar associada a eventos deletérios ao tecido pulmonar [3], o

armazenamento dos pulmões a baixas temperaturas é indispensável para sua preservação.

A hipotermia reduz a atividade metabólica celular. Desta forma, as reações bioquímicas e a

taxa de degradação de componentes celulares necessários para a viabilidade do órgão são

reduzidas a um nível em que esta viabilidade pode ser mantida, mesmo os pulmões estando

em isquemia. A temperatura ideal para o armazenamento pulmonar ainda é controversa.

Os resultados do trabalho de Wang e cols. [6] demonstram que a função dos pulmões após 12

horas de armazenamento a 10 0C é melhor do que a dos armazenados a 4 0C ou 15 0C, muito

embora a logística dos procedimentos utilizados para o transplante torne 4 0C a temperatura

mais utilizada clinicamente [7].



3

A lesão pulmonar I/R tem sido identificada como a principal causa de falência

do enxerto [2]. Sua etiologia é multifatorial e seu mecanismo fisiopatológico complexo.

Neste contexto, dois enfoques têm sido estudados: (i) as repostas bioquímicas/humorais

relacionadas ao período de isquemia e à reperfusão e (ii) os aspectos mecânicos envolvidos

neste processo.

As respostas bioquímicas/humorais relacionadas à isquemia e à reperfusão são as que

têm recebido maior atenção na literatura. Durante o processo de isquemia, alguns eventos

podem ocorrer, tais como: (i) formação de espécies reativas de oxigênio responsáveis por

reagir com lipídeos das membranas celulares [12, 13, 14]; (ii) inativação da bomba de sódio

e potássio [5, 6], mecanismo responsável pela manutenção eletrolítica do meio intracelular;

(iii) influxo de cálcio [15] associado à alteração do pH do meio intracelular e interrupção de

processos que causam morte celular; (iv) liberação de ferro, que possui alta habilidade para

participar na geração de oxidantes [16] e (v) morte celular.

Estudos experimentais demonstram que a isquemia e a reperfusão induzem à rápida

liberação de citocinas pró-inflamatórias [17, 18]. A isquemia dispara a ativação de macrófa-

gos que liberam citocinas e medeiam a fase inicial da lesão de reperfusão. As interleucinas

(IL) 8, 12, 18, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e o interferon-gama (INF-γ) liberados

pelos macrófagos são responsáveis por ativar os linfócitos-T e os neutrófilos que, por sua

vez, disparam a fase tardia da lesão e perpetuam o danos teciduais pulmonares [19].

Por outro lado, as investigações relacionadas com as modificações pulmonares que

ocorrem no período de isquemia, e sua contribuição na patogênese da lesão pulmonar I/R,

estão em menor número.

É fato que os fatores mecânicos do parênquima e da microvasculatura pulmonar

desempenhem papel fundamental no contexto da lesão I/R, visto que o funcionamento dos

pulmões depende, criticamente, da atuação cíclica de forças mecânicas. Vários autores têm

demonstrado, em diferentes modelos experimentais, que (i) o grau de insuflação pulmonar

durante o período de preservação [20, 21, 22], (ii) o fluxo de reperfusão [23, 24, 25], (iii) a

velocidade de reperfusão [23] e (iv) o grau de dilatação da microvasculatura pulmonar [26]

são fatores importantes na gênese da lesão I/R, embora o papel destes fatores ainda não esteja
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devidamente elucidado.

Os pulmões são órgãos singulares em termos de estrutura anatômica e fisiologia. O

movimento e as alterações físicas a ele relacionadas são pontos indissociáveis de sua fisiolo-

gia. Desde a décima semana de gestação já é possível observar "movimentos respiratórios".

As forças físicas exercem papel fundamental na regulação da estrutura, da função e do me-

tabolismo pulmonar [3]. Estas forças estão relacionadas à regulação da proliferação celular

[27, 28], ao metabolismo do surfactante [29], à permeabilidade celular [30] e à liberação de

mediadores inflamatórios [31, 32].

No contexto da preservação pulmonar, os pulmões recebem em sua circulação um

flush com solução de preservação para a retirada dos elementos diferenciados do sangue

para, então, serem armazenados em condições estáticas hipotérmicas [19]. Tanto o flush

quanto o armazenamento em condições estáticas hipotérmicas têm como objetivo reduzir

o metabolismo tecidual [15], portanto, são essenciais para a ótima preservação do órgão.

Contudo, estas duas condições são estranhas aos pulmões porque (i) há abolição da pressão

capilar [33] e (ii) há interrupção da variação cíclica a qual os pulmões são submetidos desde

sua embriogênese.

Estudos com ratos [34, 35] e coelhos [26, 36] demonstram que o emprego de estraté-

gias mecânicas utilizadas no período de preservação [37, 38, 39, 40] e pré-reperfusão [23, 34]

previnem a lesão pulmonar I/R.

O ótimo grau de insuflação nos quais os pulmões devem ser mantidos durante a

isquemia fria foi estabelecido por DeCampos e cols. [41]. Estes autores demonstraram que

quando os pulmões foram insuflados e armazenados a 50% da capacidade pulmonar total

(CPT), as trocas gasosas e as propriedades hemodinâmicas após a reperfusão foram melhores

do que as apresentadas por aqueles que foram armazenados colapsados ou insuflados a 25%

ou na CPT. Esses resultados mostraram a importância da manutenção do volume pulmonar

durante o período de isquemia na prevenção da lesão I/R. Entretanto, os autores supracitados

não estabeleceram os mecanismos pelos quais a manutenção do volume pulmonar durante

a preservação defende os pulmões. Shütte e cols. [26], em estudo com coelhos, em vez de

preservarem os pulmões em condições estáticas, optaram por ventilá-los durante o período
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de isquemia. Esta manobra evitou a formação de edema alveolar e a hipertensão pulmonar

associadas à lesão I/R. Outros autores estudaram o efeito da insuflação dos pulmões com

diferentes tipos de gases durante o período de isquemia fria. Weder e cols. [42] pensaram na

hipótese de que a utilização de nitrogênio (N2) na via aérea durante o período de isquemia

atenuaria a lesão I/R mediada pela formação de radicais-livre de oxigênio (O2). Nesse estudo,

contrariamente à hipótese, os pulmões preservados com 100% de N2 desenvolveram edema

fulminante imediatamente após o início da reperfusão. As trocas gasosas dos pulmões que

foram preservados com 100% de O2 foi superior às dos preservados com ar ambiente. Não

há dúvida de que, mesmo isolados e submetidos à hipotermia, os pulmões necessitam de O2

e continuam metabolicamente ativos. Entretanto, é tênue a linha que separa a necessidade

de oxigênio para o metabolismo celular das altas concentrações que podem levar à formação

de radicais-livre de O2.

Pierre e cols. [23] testaram a hipótese de que a velocidade do restabelecimento

do fluxo sangüíneo é um fator crítico na gênese da lesão I/R. Nesse estudo, os autores

investigaram os efeitos do abrupto e do lento restabelecimento do fluxo sangüíneo na função

de pulmões submetidos e não submetidos à isquemia e mostraram que (i) a fração de shunt

e a relação peso líquido/peso seco (PL/PS) dos pulmões isquêmicos expostos à reperfusão

rápida foi significativamente maior que a dos isquêmicos submetidos ao restabelecimento

gradual da perfusão, e (ii) a função dos pulmões que não foram submetidos à isquemia

foi similar a dos isquêmios reperfundidos lentamente. Com uso de microscopia eletrônica,

os autores demonstraram que o abrupto restabelecimento do fluxo sangüíneo de pulmões

isquêmicos descolou o epitélio alveolar da membrana basal. Esta alteração ultraestrutural

não ocorreu naqueles pulmões não submetidos à isquemia e nos isquêmicos que foram

reperfundidos lentamente. Estes achados sugerem que o dano estrutural causado pela

reperfusão resulta, pelo menos em parte, da interação entre a isquemia e a hemodinâmica

pulmonar. Diversos outros autores [43, 44] apontam para a importância das condições

hemodinâmicas na prevenção e na gênese da lesão I/R. O que não está elucidado é se a lesão

está associada a altas taxas de fluxo ou ao aumento da resistência vascular pulmonar e da

pressão microvascular, visto que é difícil dissociar os efeitos do aumento da velocidade do

fluxo sangüíneo e, portanto, do estresse tangencial sobre o endotélio, do aumento da pressão
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da artéria pulmonar.

Outro aspecto importante é o comportamento mecânico dos pulmões antes do início

da reperfusão. DeCampos e cols. [34] demonstraram que manobras de recrutamento reali-

zadas imediatamente antes do fluxo sangüíneo ser restabelecido eram capazes de proteger

os pulmões contra a lesão de I/R. A insuflação pulmonar à CPT ou dez minutos de ventilação

com volume corrente preveniram a formação de edema alveolar fulminante e fizeram com

que as trocas gasosas dos pulmões submetidos à isquemia fosse similar a de pulmões não

submetidos à hipotermia. Os autores especularam que mesmo preservados à 50% da CPT,

poderia haver colapso alveolar durante o período de isquemia fria, causado pela contração

dos gases submetidos ao frio e pela difusão transpleural dos gases alveolares e, portanto,

a presença de atelectasias poderia reduzir o recrutamento capilar no início da reperfusão.

Antes do início da reperfusão, a pressão na abertura das vias aéreas (Pao) dos pulmões

recrutados à CPT foi menor que a dos ventilados com volume corrente por dez minutos,

indicando melhor complacência estática dos recrutados à CPT e melhora ou atenuação das

perturbações mecânicas pulmonares causadas pelo período de preservação. Os autores

ainda especularam que (i) o mecanismo pelo qual a insuflação à CPT e a ventilação por dez

minutos realizadas antes da perfusão ser restabelecida melhorava ou atenuava as alterações

mecânicas causadas pela preservação era similar: o recrutamento alveolar e (ii) a melhora da

complacência estática era crítica para a lesão I/R. Contudo, DeCampos e cols. não elucidaram

de que maneira a melhora do comportamento mecânico pulmonar pré-reperfusão protege

os pulmões contra a lesão I/R.

Em síntese, existem fortes evidências de que os fatores mecânicos relacionados às

vias aéreas e à vasculatura pulmonar desempenham papel fundamental na gênese e também

na prevenção da lesão pulmonar de I/R. Estes aspectos ainda não estão suficientemente elu-

cidados na literatura. É possível que a lesão de I/R seja potencialmente evitável e reversível,

se intervenções de cunho mecânico forem empregadas para criar condições ótimas de pre-

servação e também se forem utilizadas imediatamente antes e durante o restabelecimento

dos fluxos aéreo (V̇) e sangüíneo (Q̇P).

A primeira hipótese deste projeto é a de que as técnicas de preservação, e mais

especificamente o flush vascular pulmonar e a isquemia fria induzam alterações mecânicas
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e morfológicas pulmonares potencialmente reversíveis. A segunda hipótese é que estraté-

gias específicas de recrutamento empregadas no período pós-preservação e pré-reperfusão

restabelecem a mecânica e a morfologia ideais do tecido pulmonar e previnam a lesão I/R.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

1. Estudar o impacto do flush vascular pulmonar e da isquemia fria sobre as proprieda-

des mecânicas pulmonares e sobre a morfometria alveolar e correlaciona-lo à função

pulmonar durante a reperfusão.

2.2 Objetivos Específicos

2.2.1 Fase 1

1. Montar e testar, no Laboratório de Fisiologia Respiratória Experimental da Universi-

dade de Brasília - UnB, o modelo modificado de reperfusão pulmonar isolada ex-vivo

pulmão-para-pulmão (P-P) previamente descrito e validado por DeCampos e cols. [45];

2.2.2 Fase 2

1. Estabelecer o modelo de lesão pulmonar de I/R, ou seja, identificar o período de isque-

mia crítico e a temperatura de preservação que produzem lesão nos pulmões potenci-

almente reversível com as estratégias ventilatórias específicas;

2. Estudar os efeitos do recrutamento alveolar à CPT e da ventilação com volume corrente

durante dez minutos, ambos realizados imediatamente antes do restabelecimento do

fluxo sangüíneo, sobre as trocas gasosas, propriedades mecânicas, hemodinâmica du-

rante 60 minutos de reperfusão, avaliar a relação peso líquido/peso seco e a morfometria

alveolar ao final deste período;

2.2.3 Fase 3

1. Relacionar o comportamento mecânico pulmonar à morfometria alveolar de pulmões

submetidos ao flush vascular pulmonar, à isquemia fria, ao recrutamento alveolar à

CPT e à ventilação com volume corrente durante 10 minutos.
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3 Material e Métodos

Os experimentos deste estudo foram realizados em três fases distintas e comple-

mentares, cada qual contendo objetivos e metodologia próprios. A execução das três etapas

obedeceu uma sequência lógica necessária para alcançar o principal objetivo do projeto

(figura 1).

Na primeira fase, o modelo de reperfusão pulmonar utilizado para a investigação

ex-vivo das trocas gasosas, das propriedades mecânicas e da hemodinâmica dos pulmões em

estudo foi montado e adaptado para as condições do Laboratório de Fisiologia Respiratória

Experimental da UnB o que, por questões experimentais e de logística, diferem das condições

onde o modelo original foi descrito e validado [45]. Desta maneira, os experimentos da

primeira fase deste projeto foram realizados para testar a reprodutibilidade e estabilidade

do modelo P-P. As adaptações realizadas foram: (i) utilização de um ventilador de fluxo

constante e outro controlado a volume, e não dois controlados a volume; (ii) duas bombas de

infusão em vez de uma com dois roletes; (iii) caixa de reperfusão com maiores dimensões;

(iv) necessidade de aproximadamente 40 mL de sangue para preencher os circuitos de

reperfusão, e não 25 mL como descrito no modelo original; (v) uso de uma válvula redutora

de fluxo para alimentação do ventilador de fluxo constante, o que não há na descrição do

modelo original; (vi) construção de um "misturador" de gases com uma válvula de escape

adaptada à redução do fluxo imposta pela válvula redutora; (vii) perfusão dos dois pulmões

do bloco-estudo e não somente de um, como descrito no modelo original; (viii) as análises

gasométricas das amostras de sangue foram realizadas somente ao final do experimento no

Laboratório de Função Pulmonar do Serviço de Pneumologia do Hospital Universitário de

Brasília – HUB (que dista, aproximadamente, 2 km do Laboratório de Fisiologia Respiratória

Experimental onde os experimentos foram realizados), e não no momento em que o sangue

era coletado; (ix) como não havia, e ainda não há, gasômetro no Laboratório de Fisiologia

Respiratória Experimental, o ajuste do pH sangüíneo era feito com base nos experimentos do

projeto-piloto e não pela monitorização constante desta variável, (x) introdução da medida

da elastância e da resistência total dos pulmões, o que não havia no modelo original e (xi)

fluxo sangüíneo de 12 mL.min−1 e não de 4 mL.min−1 para os pulmões-estudo.



10

Somente após o total domínio sobre o funcionamento do sistema de reperfusão, com

todas as variáveis e condições experimentais devidamente controladas, e com os resultados

funcionais consistentes e reproduzíveis, e sobretudo com a garantia que o modelo per se não

era fonte causadora de dano funcional aos pulmões em estudo, foi iniciada a segunda fase,

cujos objetivos foram determinar o modelo de lesão pulmonar de isquemia e reperfusão

(I/R) e estudar as repercussões funcionais e estruturais causadas por estratégias ventilatórias

empregadas imediatamente antes do início da reperfusão de pulmões isquêmicos.

Com a identificação, na segunda fase, do benefício funcional que as intervenções

ventilatórias específicas produziram na prevenção da lesão I/R, foram iniciadas as inves-

tigações da fase três. Nesta etapa, as propriedades mecânicas de pulmões submetidos às

mesmas condições experimentais da segunda fase foram correlacionadas com a variáveis

morfométricas e funcionais para estabelecer as relações entre a forma, o comportamento

mecânico e a função dos pulmões estudados. A sequência das três etapas e os objetivos de

cada uma estão representados, graficamente, pela figura 1. A tabela 1 apresenta a divisão

dos grupos, o número de blocos-estudo, as intervenções específicas e as variáveis estudadas

em cada uma das fases.
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3.1 Fase 1

3.1.1 Animais Utilizados

Para a realização dos experimentos desta fase, foram utilizados 42 ratos machos,

da raça Wistar, adquiridos no Laboratório BioAgri, Planaltina/DF, com peso entre 295 e 320

gramas.

3.1.2 Caracterização dos Grupos

Controle composto por 10 pulmões isolados, extraídos de animais sadios, que não foram

submetidos à ventilação e nem à reperfusão ex-vivo; estes pulmões foram utilizados

somente para o cálculo da relação peso líquido/peso seco;

Estudo composto por 8 blocos coração-pulmões submetidos à isquemia em temperatura

ambiente por, aproximadamente, 20 minutos e reperfundidos durante 1 hora. Estes

pulmões compuseram os blocos-estudo dos experimentos;

Desoxigenador composto por 8 blocos coração-pulmões submetidos à isquemia em tempe-

ratura ambiente por, aproximadamente, 20 minutos e reperfundidos durante 1 hora.

Estes pulmões compuseram os blocos-desoxigenadores dos experimentos.

3.1.3 Técnica de Extração dos Blocos Coração-Pulmões

No modelo de circulação pulmonar ex-vivo P-P, dois blocos coração-pulmões eram

utilizados. O primeiro funcionava como desoxigenador, ou seja, provia, continuamente,

sangue venoso para o segundo, o bloco estudo, responsável por transformar o sangue venoso

em arterial. Os procedimentos utilizados para a extração dos dois blocos são descritos a

seguir.

Inicialmente, os animais foram sedados com diazepam (5 mg i.p.), pesados (balança

digital Filizola MF-6, São Paulo, SP) e anestesiados com injeção intraperitoneal de thionem-

butal sódico (30 mg.kg−1). Em seguida, era realizada a traqueotomia, com introdução de

uma cânula de polietileno (4,5 cm de comprimento e 2,1 mm de diâmetro interno, com sua
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extremidade distal conectada a uma torneira plástica de três vias), fixada à traquéia com fio

de seda 3-0. Assim, os ratos eram ventilados mecanicamente no modo volume controlado

(Harvard Apparatus 680A, Millis, MA, EUA) com ar ambiente, freqüência respiratória (FR)

de 80.min−1 , volume corrente (VC) de 10 mL.kg−1 e pressão positiva ao final de expiração

(PEEP) de 5 cmH2O.

Ainda em ventilação mecânica, os ratos eram submetidos à laparotomia mediana,

seguida de administração, via veia cava inferior (VCI), de heparina sódica (1000 UI.kg−1).

O acesso torácico foi realizado através de esternotomia mediana. O timo fora ressecado,

os grandes vasos cardíacos expostos e, no tronco da artéria pulmonar (AP), via ventrículo

direito, era introduzido um catéter de polietileno (4,5 cm de comprimento e 1,7 mm de

diâmetro interno). Após o preenchimento com sangue oriundo da AP, a extremidade distal

do catéter era conectada a uma torneira plástica de três vias, previamente preenchida com

solução fisiológica de cloreto de sódio (NaCl) a 0,9%, que tinha como objetivo evitar a entrada

de ar na circulação pulmonar. O átrio esquerdo (AE) e o ventrículo esquerdo (VE) eram

excisados. Este procedimento evitava oclusão da drenagem venosa pulmonar e permitia

fluxo livre do sangue efluente dos pulmões.

Ao final da inspiração, a torneira de três vias da cânula traqueal era ocluída e

os pulmões mantidos insuflados. O bloco coração-pulmões era excisado e imediatamente

colocado e preservado, em temperatura ambiente, em uma placa de Petri, preenchida com

solução fisiológica de NaCl a 0,9%. O bloco era coberto por um pequeno pedaço de filme

plástico, para evitar sua desidratação, e permanecia em isquemia à temperaruta ambiente

por aproximadamente de vinte minutos, tempo necessário para realizar todo procedimento

cirúrgico para, então, se iniciar a reperfusão.

3.1.4 O Circuito de Reperfusão Pulmonar Isolada ex-vivo

Sistemas isolados de perfusão pulmonar são extremamente utilizados na pesquisa

experimental para mensurar diversas variáveis da função pulmonar. Suas principais limi-

tações são: (i) eles tendem a ser edemogênicos e (ii) na ausência de recirculação, eles não

permitem a medição contínua das trocas gasosas, o indicador mais importante da função
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pulmonar no contexto da pesquisa para o transplante de pulmão.

No presente trabalho, optamos por utilizar o modelo de reperfusão pulmonar ex-vivo

pulmão-para-pulmão (P-P) descrito pode DeCampos e cols. [45]. Esse modelo permite a

medição prolongada (por até quatro horas), em condições estáveis, de diversas variáveis

ligadas à função pulmonar – trocas gasosas inclusive – graças a utilização de um pulmão ou

bloco "desoxigenador" que funciona como fonte contínua de sangue venoso (de composição

gasosa otimizada) para o sistema. Uma câmara de vidro (38 cm de comprimento, 60 cm de

largura e 44 cm de altura) foi especialmente construída para a montagem e funcionamento

do modelo de circulação P-P. O calor úmido no interior da câmara era produzido por um

banho-maria, ajustado à temperatura de aproximadamente 45 0C e mantido entre 37-38 0C.

O bloco estudo era ventilado em volume controlado (Harvard Apparatus 680A,

Millis, MA, EUA), disparado a tempo, limitado e ciclado a volume, alimentado com ar

ambiente, FR de 45.min−1, VC de 3 mL, ventilação minuto (V̇E) de 135 ml.min−1 e PEEP de 5

cmH2O.

Para ventilar o bloco desoxigenador, foi utilizado ventilador de fluxo constante, dis-

parado, limitado e ciclado a tempo (Samay VR 15, Universidad de la Republica, Montevideu,

Uruguai) alimentado com mistura gasosa hipóxica composta por: 4% de oxigênio (O2), 8%

de gás carbônico (CO2) e 88% de nitrogênio (N2). Os parâmetros ventilatórios utilizados

foram: FR 85.min−1, VC de 4 mL, tempo inspiratório (Ti) de 0,30 s, tempo expiratório (Te) de

0,45 s, V̇E de 340 ml.min−1 e PEEP de 4 cmH2O.

Os blocos-estudo e desoxigenador eram posicionados em seus devidos suportes,

conectados ao sistema de reperfusão e aos ventiladores mecânicos. O circuito era preenchido

com 40 mL de sangue provenientes dos dois ratos doadores dos blocos coração-pulmões e

de dois outros utilizados exclusivamente para esta finalidade. A este volume era adicionado

0,5 mL de bicarbonato de sódio (NaHCO−3 ) a 8,4%, para elevar o pH sangüíneo para faixa de

normalidade (7,35 - 7,45). Antes de reperfundir os pulmões, o sangue circulava durante dez

minutos por by-passes localizados entre as cânulas das artérias pulmonares e os reservatórios

arterial e venoso, com o intiuto de retirar do sistema eventuais bolhas de ar.

Após o início da reperfusão e da ventilação, o sangue oxigenado proveniente do
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bloco-estudo era coletado continuamente no reservatório arterial, aspirado e bombeado,

a 12 mL.min−1 [46], através de bomba de infusão (Nutrimat II, B. Braun, Melsungen AG,

Alemanha) para a cânula arterial pulmonar do bloco desoxigenador. Reciprocamente, o

efluente desoxinegado, produzido por este bloco era coletado no reservatório venoso, aspi-

rado e bombeado a 12 mL.min−1 (Nutrimat II, B. Braun, Melsungen AG, Alemanha) para a

cânula arterial pulmonar do bloco estudo. A cada vinte minutos, era adicionado 0,1 mL de

NaHCO−3 a 8,4% em cada reservatório. O modelo de reperfusão pulmonar isolada ex-vivo

P-P está ilustrado na figura 2.

Tabela 2: Alterações técnicas efetuadas no modelo de reperfusão P-P em relação à descrição

original

Item Descrição Original Modelo Adaptado UnB

Ventilador mecânico 2 a volume 1 a volume e 1 de fluxo constante

Bombas de infusão 1 com duas cabeças 2, uma para cada bloco

Quantidade de san-

gue

25 mL 40 mL

Válvula redutora de

fluxo

Não Sim

Misturador de gases Não Sim, adaptado à válvula redu-

tora de fluxo

Pulmões-estudo

reperfundidos

1 2

Gasometrias no próprio laboratório a 2 km do laboratório

Ajuste do pH monitorização no local resultados do projeto piloto

Fluxo de reperfusão 4 mL.min−1 12 mL.min−1

Medida da mecânica impedância total elastância e resistência



3.1 Fase 1 17

Figura 2: Modelo de reperfusão isolada ex-vivo pulmão-para-pulmão (P-P). Durante a reperfusão,
o sangue efluente do bloco-estudo era continuamente desoxigenado pelo bloco-desoxigenador (ven-
tilado com mistura gasosa hipóxica) que era usado como fonte produtora de sangue venoso. Este
sistema permite a reperfusão pulmonar ex-vivo com sangue venoso e avaliação das trocas gasosas,
da hemodinâmica e da mecânica ventilatória dos pulmões estudados sob condições controladas pelo
investigador.



3.1 Fase 1 18

3.1.5 Estudo das Trocas Gasosas

As amostras sangüíneas utilizadas para análise gasométrica (gasômetro AVL mo-

delo Compact 2, Alemanha) foram coletadas no AE e no reservatório dos blocos estudo e

desoxigenador, imediatamente (considerado como tempo 0), 15, 30 e 60 minutos após o início

da reperfusão e da ventilação dos pulmões. Além do estudo do pH arterial e venoso, das

pressões parciais arterial e venosa de O2 (PaO2 e PvO2, respectivamente), de CO2 (PaCO2 e

PvCO2, respectivamente), das saturações arterial e venosa de O2 (SaO2 e SvO2, respectiva-

mente), também calculamos a fração de shunt intrapulmonar dos pulmões-estudo, utilizando

a seguinte equação [47]:
Q̇s

Q̇t
=

(Cc’O2 − CaO2)
(Cc’O2 − CvO2)

x 100% (1)

onde Q̇s é o fluxo sanguíneo pela fração shuntada do débito cardíaco, Q̇t é o débito cardíaco,

Cc’O2, CaO2 e CvO2 são os conteúdos capilar, arterial e venoso de oxigênio, respectivamente.

A saturação de oxigênio do sangue capilar foi calculada baseada na fração inspirada de

oxigênio (FiO2), PaCO2 e ainda assumindo como 0,8 o valor do coeficiente respiratório.

Ainda sim, para o cálculo da fração de shunt, assumimos que: (i) a qualquer instante do

tempo, a taxa de fluxo sangüíneo de entrada nos pulmões-estudo era igual a da saída e (ii) a

37 0C e com pH entre 7,30 e 7,50, a curva de dissociação da hemoglobina de ratos é similar a

dos humanos.

3.1.6 Medida das Propriedades Mecânicas

A avaliação da mecânica respiratória é feita por um processo onde se provocam

certas perturbações no sistema respiratório (inputs), mede-se as respostas (outputs), e então

tenta-se relacionar os inputs aos outputs em termos de modelo matemático que representa o

sistema.

Podemos dividir esta avaliação em dois processos distintos: (i) determinação estru-

tural e (ii) estimação dos parâmetros. A determinação estrutural é o processo cuja estrutura

do modelo é estabelecida. Usualmente, significa decidir quantos compartimentos o modelo

terá e como estes serão arranjados. Este processo está intimamente relacionado ao fato de
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determinar a forma matemática das equações do modelo. O processo seguinte, a estimação

dos parâmetros, é muito mais direto e envolve avaliação numérica dos parâmetros do mo-

delo, relacionando seu comportamento aos valores medidos. É importante ressaltar que o

modelo utilizado depende criticamente dos inputs e de como os outputs podem ser medidos.

Nesta fase, para avaliar as propriedades mecânicas dos pulmões-estudo e desoxi-

genador, utilizamos o modelo mais simples que representa o sistema respiratório: o linear

unicompartimental proposto por Otis [48]. Este modelo incorpora dois elementos: um com-

partimento de elastância (E) constante, servido por uma via de resistência (R) constante, e se

baseia na fato de que as propriedades mecânicas do sistema são independentes do volume

(V) e do fluxo aéreo (V̇), e que as forças inerciais são desprezíveis.

Do ponto de vista mecânico, para que haja deformação do sistema respiratório, isto

é, para que ocorra variação no volume, é preciso que uma força motriz movimente o corpo de

Voigt (um amortecedor de resistência R e uma mola de elastância E arranjadas em paralelo).

Parte da energia será dissipada, pelo amortecedor, sob a forma de calor, enquanto que a

mola armazenará energia potencial, responsável por retornar o sistema, após ter cessada a

força que o deformou, ao seu ponto de equilíbrio. O modelo linear unicompartimental está

representado pela figura 3.

O modelo linear unicompartimental pode ser representado, matematicamente, por

uma equação diferencial de primeira ordem, a equação do movimento do sistema respirató-

rio:

P(t) = RV̇(t) + EV(t) (2)

Se todos os elementos desta equação forem divididos por V̇:

P(t)
V̇
=

RV̇(t)
V̇
+

EV(t)
V̇

(3)

teremos:

Y = β0 + β1X1 + β2X2 (4)

ou seja, o comportamento mecânico do sistema poderá ser representado por uma reta. Isto

quer dizer que a qualquer instante t de um ciclo respiratório, a pressão na abertura da via
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aérea (Pao) é igual à soma dos componentes elástico (EV), resistivo (RV̇) e de um componente

pressórico β0, que reflete a Pao, se ambos componentes, elástico e resistivo, forem iguais a

zero [49].

O método utilizado para a medida das propriedades mecânicas dos pulmões foi a

técnica linear de ajuste pelos mínimos quadrados [50, 51]. Este método determina a linha reta

que melhor se ajusta ao modelo como a que minimiza a soma dos quadrados da distância

vertical dos pontos observados no diagrama de dispersão à linha ajustada. Esta forma de

se medir as propriedades mecânicas do sistema respiratório não requer nenhum padrão

ventilatório especial nem manobras de oclusão [49], podendo ser aplicado ciclo-a-ciclo, em

qualquer modo ventilatório e com qualquer padrão de fluxo [52].

Nos mesmos instantes utilizados para coleta de sangue e análise gasométrica (imedi-

atamente, 15, 30 e 60 minutos após o início da reperfusão e da ventilação dos pulmões), a fase

inspiratória de dez ciclos respiratórios consecutivos foi utilizada para o cálculo e estimação

dos parâmetros da mecânica pulmonar: elastância (E), resistência total (R) e PEEP total [53].
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Figura 3: Modelo linear unicompartimental proposto por Otis. a) Representação anatômica: balão de
elastância E servida por um tubo de resistência R. b) Representação mecânica composta por uma mola
de elastância E e amortecedor com resistência Newtoniana R. V é o análogo do volume. Adaptado
da referência [54].
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3.1.7 Hemodinâmica Pulmonar

A medida da pressão da artéria pulmonar (PAP) foi realizada continuamente ao longo

de todo período de reperfusão. A resistência vascular pulmonar foi obtida dividindo-se a

PAP pela vazão da bomba de infusão, visto que a pressão do átrio esquerdo era igual a zero.

A pressão arterial pulmonar média (PAP) foi calculada utilizando-se a média dos valores

que a PAP adquiriu durante 1 minuto nos instantes 0, 15, 30 e 60 minutos após o início da

reperfusão [55].

3.1.8 Quantificação do Edema Pulmonar

Ao término de cada reperfusão e ao final da expiração, a traquéia de cada bloco era

ocluída com fio de seda 3-0, o hilo pulmonar esquerdo ligado em bloco, o pulmão direito

excisado, pesado em balança de precisão (balança analítica eletrônica 2104N, Bioprecisa),

armazenado em estufa a 60 0C durante 72 horas e novamente pesados. A relação peso

líquido/peso seco (PL/PS) era, então, calculada [56].

Dez animais adicionais foram submetidos aos mesmos procedimentos descritos no

item 3.1.3 mas não foram reperfundidos. Calculamos o PL/PS destes pulmões, seguindo a

metodologia descrita nesta etapa e comparamos estes resultados aos dos pulmões-estudo e

desoxigenador, com o intuito de saber se os pulmões reperfundidos no sistema P-P apresen-

tariam, ao final do período de reperfusão, maior conteúdo de água do que aqueles que não

foram submetidos à ventilação e nem à reperfusão ex-vivo.

3.1.9 Fixação dos Pulmões e Preparo das Lâminas

Ocluído na capacidade residual funcional (CRF), que nestas condições experimentais

(pulmões isolados, ex-vivo) a CRF é consideravelmente menor do que a in-vivo pela ausência

da caixa torácica, o pulmão esquerdo de cada bloco era congelado por imersão rápida em

nitrogênio líquido, imediatamente colocado em solução de Carnoy (composta, em volume,

por 60% de etanol, 30% de clorofórmio e 10% de ácido acético) a -70 0C durante 24 horas. Ao

término deste período, a desidratação dos pulmões era realizada por aumento progressivo
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das concentrações de etanol nas soluções, seguindo a seguinte rotina:

MC-1: 70% etanol, 22,5% clorofórmio e 7,5% ácido acético à -20 0C durante 1 hora;

MC-2: 80% etanol, 15% clorofórmio e 5% ácido acético à -20 0C durante 1 hora;

MC-3: 90% etanol, 7,5% clorofórmio e 2,5% ácido acético à -20 0C durante 1 hora;

Em etanol a 100%, os pulmões eram mantidos a -20 0C durante 4 horas, seguido de

12 horas a 4 0C e, por fim, em temperatura ambiente por 2 horas. Uma vez fixados, os tecidos

pulmonares foram processados para cortes histológicos em parafina (3 micrômetros (µm) de

espessura) e corados com hematoxilina-eosina (HE) [57].

3.1.10 Análise Morfométrica

A análise morfométrica dos pulmões foi realizada, como previamente descrita por

Gundersen [58], com um sistema teste coerente e de referência composto por 100 pontos

e 50 linhas (comprimento conhecido) conectado à uma das oculares do microscópio óptico

(Axioplan; Zeiss, Oberkochen, Alemanha). De cada lâmina, dez campos não coincidentes,

escolhidos de forma aleatória, foram utilizados para a realização de tal análise. O aumento

microscópico utilizado foi de 400x.

Pela técnica de contagem de pontos [58] foi contado o número de pontos do retículo

que incidia em cada parâmetro analisado: número de pontos sobre: (i) áreas de colapso, (ii)

áreas normais e (iii) áreas de hiperinsuflação (definida como as áreas que, no aumento de

400x, tinham diâmetro maior que 120 µm). As áreas normais, colapsadas e hiperinsufladas

estão expressas sob a forma de porcentagem. Nenhum dado morfométrico relacionado à

vasculatura pulmonar foi estudado porque não dispusemos de microscópio eletrônico.

3.1.11 Aquisição dos Sinais

Um pneumotacócrafo, construído segundo Mortola e Noworaj [59], ligado a um

transdutor diferencial de pressão (PT5A, Grass, Quincy, MA, EUA) era conectado à saída de

cada ventilador para registro e medida do fluxo aéreo (V̇) e, por integração eletrônica deste
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sinal, calculávamos o volume (V). Proximalmente ao ventilador e antes do pneumotacógrafo,

uma saída lateral estava conectada a um transdutor absoluto de pressão (P23 Db, Grass,

Quincy, MA, EUA) para registro e medida da Pao.

Um transdutor absoluto de pressão (P23 Db, Grass, Quincy, MA, EUA) era conectado

a uma das saídas das torneiras de três vias das cânulas arteriais pulmonares dos blocos-estudo

e desoxigenador, o que permitia o registro e a medida da PAP.

Todos os transdutores estavam ligados a um polígrafo (7C, Grass Instruments Co.,

Quincy, MA, EUA) onde os sinais eram filtrados e amplificados. Do polígrafo, os sinais

seguiam para um módulo condicionador de sinais biológicos (EMG System do Brasil, São

José dos Campos, São Paulo) e, então, para um conversor analógico-digital de 12 bits (EMG

System do Brasil, São José dos Campos, São Paulo), com o intuito de transformar os sinais

para o formato digital. Em um microcomputador, um para cada bloco, com uso do software

Windaq/Pro (DATAQ Instruments, Akron, OH, EUA), os sinais de V̇, Pao e PAP de todo o

período de reperfusão eram registrados e armazenados para posterior análise. A freqüência

de amostragem utilizada foi de 200 Hz. A figura 4 mostra um exemplo do traçado dos sinais

captados durante a reperfusão dos pulmões-estudo.
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Figura 4: Exemplo de traçado dos sinais captados durante a reperfusão. De cima para baixo: sinais de
fluxo aéreo, pressão traqueal e pressão da artéria pulmonar. O volume, último traçado, foi calculado
pela integração eletrônica do sinal de fluxo. A frequência de amostragem utilizada foi de 200 Hz.
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3.1.12 Análise Estatística

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para testar a normalidade da distribuição dos

dados das variáveis gasométricas, hemodinâmicas, morfométricas, da mecânica pulmonar e

do PL/PS dos blocos-estudo e desoxigenador. À exceção da porcentagem de área pulmonar

hiperinsuflada, todas as demais variáveis estudadas apresentaram distribuição paramétrica.

O teste t para amostras independentes foi utilizado para comparar (i) os valores das

variáveis gasométricas obtidas do sangue coletado no AE e no reservatório de cada bloco e

(ii) a porcentagem de área pulmonar normal e colapsada obtidas pela análise morfométrica.

A comparação dos valores da área pulmonar hiperinsuflada entre os pulmões dos blocos-

estudo e desoxigenador foi feita pelo teste de Mann-Whitney.

Inicialmente, a análise de variância (ANOVA) com medidas repetidas foi utilizada

para testar a hipótese nula de que, durante os 60 minutos de reperfusão, não havia diferença

entre:

1. os valores das variáveis gasométricas de AE dos blocos-estudo e desoxinegador;

2. os valores das variáveis gasométricas do reservatório dos blocos-estudo e desoxinega-

dor;

3. os valores das variáveis mecânicas dos blocos-estudo e desoxinegador;

4. os valores das variáveis hemodinâmicas dos blocos-estudo e desoxinegador.

Quando no teste ANOVA com medidas repetidas, as variáveis dependentes não pas-

savam pelo teste de esfericidade de Mauchly, o epsilon de Greenhouse-Geisser foi utilizado

para análise da estatística F [60].

A ANOVA também foi utilizada para comparar os valores de PL/PS dos três grupos

estudados, seguido do pós-teste de Tukey para comparação emparelhada dos grupos.

Todas as análises foram realizadas com o software SPSS versão 11.0.4 para Mac OSX.

O nível de significância estabelecido para todas as análises foi de 5%.
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3.2 Fase 2

3.2.1 Animais Utilizados

Para a realização dos experimentos desta fase foram utilizados 96 ratos machos, da

raça Wistar, adquiridos no Laboratório BioAgri, Planaltina/DF, com peso entre 290 e 330

gramas.

3.2.2 Caracterização dos Grupos

Esta fase contém quatro grupos de estudo, um controle histórico e outros três for-

mados pela divisão aleatória dos 96 ratos:

Controle Formado pelos pulmões minimamente lesados estudados na primeira fase deste

projeto (controle histórico);

Isquemia Formado por 8 pulmões isolados que foram submetidos a flush vascular pulmonar

(veja o item 3.2.3) com solução de preservação de Euro-Collins (composta por: 3,5 g.L−1

de glicose; 57,5 mmol.L−1 de tampão-fosfato; 10 mmol.L−1 de tampão-bicarbonato; 10

mmol.L−1 de sódio; 115 mmol.L−1 de potássio; osmolaridade: 406), preservados por 10

horas a 4 0C (isquemia fria) e, após a preservação, foram reperfundidos rapidamente,

isto é, o fluxo sangüíneo foi restabelecido abruptamente em seu valor máximo (12

mL.min−1). A solução de Euro-Collins foi utilizada neste projeto por (i) ser economi-

camente mais acessível que as demais e (ii) ainda ser amplamente utilizada na prática

de transplantes de pulmão;

CPT Formado por 8 pulmões isolados que foram submetidos ao flush da circulação pulmonar

com solução de preservação de Euro-Collins, preservados por 10 horas a 4 0C e, antes

do início da reperfusão rápida, foram recrutados e mantidos na CPT durante dois

minutos. Neste trabalho, a CPT foi definida como a pressão transpulmonar (PTP) = 30

cmH2O;

VC Formado por 8 pulmões isolados que foram submetidos a flush da circulação pulmonar

com solução de preservação de Euro-Collins, preservados por 10 horas a 4 0C e, antes
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do início da reperfusão rápida, ventilados com volume corrente de 3 mL durante dez

minutos.

Em nenhum dos pulmões submetidos à insuflação à CPT ou à ventilação com volume

corrente durante 10 minutos antes do início da reperfusão rápida, a torneira plástica de

três vias foi aberta ao ar ambiente, ou seja, a Pao nunca retornou a zero, o que evitou o

desrecrutamento pulmonar.

3.2.3 Flush Vascular Pulmonar

Nos animais doadores submetidos ao flush vascular pulmonar (FVP), a técnica uti-

lizada para sedação, anestesia, traqueostomia, administração de heparina e introdução da

cânula na artéria pulmonar foi semelhante à descrita no item 3.1.3. Entretanto, antes da

extração dos blocos coração-pulmões, a circulação pulmonar destes recebia, com pressão hi-

drostática de 20 cmH2O, 50 mL.kg−1 de flush [61] com solução de preservação de Euro-Collins

a 4 0C.

Terminado o flush, os pulmões eram insuflados e mantidos em 50% da capacidade

pulmonar total (CPT) [41]. Após a extração, os pulmões eram colocados em placa de Petri,

previamente preenchida com solução de Euro-Collins, cobertos por filme plástico para evitar

sua desidratação e mantidos por dez horas em isquemia fria a 4 0C.

Os blocos coração-pulmões utilizados como desoxigenadores foram excisados dez

minutos antes do início de cada reperfusão, conforme a metodologia descrita no item 3.1.3.

3.2.4 Protocolo Experimental

Passadas as dez horas de isquemia fria, os pulmões do grupo Isquemia eram re-

perfundidos rapidamente (12 mL.min−1). Os do grupo CPT eram recrutados com PTP de

30 cmH2O e mantidos, com esta pressão, durante 2 minutos, antes de serem rapidamente

reperfundidos. Para evitar seu desrecrutamento no período de transição entre a insuflação

à CPT e o início da ventilação, o ramo expiratório do ventilador mecânico foi conectado e

submergido 5 cm em um selo d’água. Os pulmões do grupo VC foram ventilados durante
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dez minutos, com VC de 3 mL, FR de 45.min−1 e PEEP de 5 cmH2O antes do início da

reperfusão rápida. Os pulmões de todos os grupos eram ventilados e perfundidos por uma

hora ou até que líquido de edema fosse observado no interior da cânula traqueal.

3.2.5 Avaliação das Trocas Gasosas, das Propriedades Mecânicas, da Hemodinâmica e da

Relação Peso Líquido/Peso Seco dos Pulmões

A avaliação das trocas gasosas assim como da hemodinâmica, das propriedades

mecânicas pulmonares, do PL/PS e a aquisição dos sinais seguiram a mesma metodologia

descrita na fase 3.1.

3.2.6 Análise Morfométrica

Após o término do período de reperfusão, as traquéias dos blocos-estudo foram

ocluídas na CRF e os pulmões preparados e fixados para análise morfométrica, como já

descrito nos itens 3.1.9 e 3.1.10, respectivamente.

3.2.7 Análise Estatística

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para testar a normalidade da distribuição dos

dados das variáveis gasométricas, hemodinâmicas, morfométricas, da mecânica pulmonar

e do PL/PS do bloco-estudo dos quatro grupos.

A ANOVA foi utilizada para testar a hipótese nula de que não havia diferença

significativa entre os quatro grupos estudados, dos valores:

1. das variáveis gasométricas do bloco-estudo, 0, 15, 30 e 60 minutos após o início da

reperfusão;

2. das variáveis mecânicas do bloco-estudo 0, 15, 30 e 60 minutos após o início da reper-

fusão;

3. das variáveis hemodinâmicas do bloco-estudo 0, 15, 30 e 60 minutos após o início da

reperfusão;
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4. das percentagens de área alveolar normal e colapsada no bloco-estudo ao final da

reperfusão.

Quando a hipótese nula era rejeitada, o pós-teste de Tukey foi utilizado para com-

paração emparelhada dos grupos.

A análise de variância (ANOVA) com medidas repetidas foi utilizada para testar a

hipótese nula de que, durante os 60 minutos de reperfusão, não havia diferença entre:

1. os valores das variáveis gasométricas do bloco-estudo de cada grupo estudado;

2. os valores das variáveis mecânicas do bloco-estudo de cada grupo estudado;

3. os valores das variáveis hemodinâmicas do bloco-estudo de cada grupo estudado.

Toda vez que, durante a ANOVA com medidas repetidas, as variáveis dependentes

não passavam pelo teste de esfericidade de Mauchly, o epsilon de Greenhouse-Geisser foi

utilizado para análise da estatística F [60].

O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar: (i) os valores do PL/PS e

(ii) o valor da área hiperinsuflada dos grupos estudados. Para comparação emparelhada,

utilizamos o teste de Mann-Whitney com correção de Bonferroni. Todas as análises fo-

ram realizadas com o software SPSS versão 11.0.4 para Mac OSX. O nível de significância

estabelecido, para todas as análises, foi de 5%.

3.3 Fase 3

3.3.1 Animais Utilizados

Para a realização dos experimentos desta fase, foram utilizados 40 ratos machos,

da raça Wistar, adquiridos no Laboratório BioAgri, Planaltina/DF, com peso entre 300 e 325

gramas.
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3.3.2 Caracterização dos Grupos

Os 40 animais foram divididos, aleatoriamente, em cinco grupos, assim caracteriza-

dos:

Controle Formado por 8 pulmões isolados submetidos somente a 15-20 minutos de isquemia

em ar ambiente, não submetidos ao FVP e nem à isquemia fria. Pulmões controle, lesão

mínima;

Flush Formado por 8 pulmões isolados submetidos ao FVP com solução de preservação

Euro-Collins, mas não à isquemia fria; estes pulmões foram submetidos a 15-20 minutos

de isquemia em ar ambiente;

Isquemia Formado por 8 pulmões isolados submetidos ao FVP com solução de preservação

Euro-Collins e preservados por 10 horas a 4 0C (isquemia fria);

CPT Formado por 8 pulmões isolados submetidos ao FVP com solução de preservação

Euro-Collins, preservados por 10 horas a 4 0C e recrutados à capacidade pulmonar

total (CPT), definida como PTP de 30 cmH2O, por 2 minutos;

VC Formado por 8 pulmões isolados submetidos ao FVP com solução de preservação Euro-

Collins, preservados por 10 horas a 4 0C e ventilados com VC de 3 mL e FR de 45.min−1

e PEEP de 5 cmH2O durante 10 minutos.

3.3.3 Técnica de Extração dos Blocos Coração-Pulmões

A extração dos blocos coração-pulmões, nesta fase, seguiu o mesmo protocolo des-

crito na seção 3.1.3, e o flush vascular pulmonar com solução de preservação foi realizado

como anteriormente descrito na seção 3.2.3.

3.3.4 Medidas das Propriedades Mecânicas

Nesta fase, para as medidas das propriedades mecânicas dos pulmões, utilizamos

um modelo mecânico mais complexo do que o utilizado nas fases 1 e 2. Isto porque o
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modelo unicompartimental proposto por Otis [48], apesar de bastante simples, não explica

alguns fenômenos como (i) a queda lenta da pressão observada após rápida e sustentada

oclusão das vias aéreas ao final da inspiração, (ii) a freqüência-dependência da elastância e da

resistência e (iii) a histerese da curva pressão-volume quasi-estática observada em pulmões

isolados [54]. Este método de medida não foi realizado nas duas primeiras fases deste

projeto para avaliar as propriedades mecânicas dos pulmões-estudo porque o ventilador

mecânico utilizado para ventilar tais pulmões não possuía nenhum dispositivo que ocluísse

rapidamente (tempo de fechamento das vias aéreas menor que 10 ms) as vias aéreas ao final

da inspiração.

Desta forma, o modelo mecânico utilizado para estas medidas, nesta fase, foi o

reológico, bicompartimental viscoelástico proposto por Bates [62], baseado nos estudos de

Mount [63] e Sharp [64]. A figura 5 ilustra o modelo bicompartimental viscoelástico. Este

modelo é composto por dois componentes arranjados em paralelo: um amortecedor (R1)

que representa a resistência das vias aéreas, e um corpo de Kelvin. O corpo de Kelvin é

composto por uma mola (E1), que representa a elastância estática do sistema, em paralelo a

um corpo de Maxwell: amortecedor (R2) conectado em série à mola (E2). R2 e E2 representam

o componente viscoelástico do sistema respiratório. A distância entre as barras representa o

volume e a velocidade com que elas se afastam, o fluxo. A constante de tempo do corpo de

Maxwell, τ2, se dá pela razão de R2 por E2.

Se uma força motriz deforma o sistema, e as barras, a partir do ponto de equilíbrio

elástico, se afastam a uma determinada velocidade, os pontos de ligação do amortecedor R1

e das molas E1 e E2 se movem com a mesma velocidade (V̇). Cada ponto desse corresponde a

uma pressão: fluxo-resistiva, elástica e viscoelástica, respectivamente. A somatória de todas

estas pressões corresponde à pressão total de distensão do sistema.

Quando o fluxo aéreo é abruptamente interrompido por oclusão rápida da válvula

inspiratória do ventilador mecânico, e esta oclusão se mantém por um longo período de

tempo (5 s), as barras do modelo permanecem com a mesma distância, visto que o volume

insuflado é armazenado nos pulmões. O amortecedor R1 completa seu trabalho no instante t

= Ti e a pressão relacionada a ela cai a zero. A mola E1 é bloqueada entre as barras e continua

a exercer sua força elástica no sentido oposto à sua deformação (Est.V(t)). A mola E2 pára no
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seu comprimento de equilíbrio enquanto que o amortecedor R2 continua se movimentando

até que 5 τ2 seja alcançada. Após a abertura das vias aéreas, o modelo retorna ao seu ponto

de equilíbrio.

A medida das propriedades mecânicas dos pulmões estudados nos cinco grupos foi

avaliada pelo método de oclusão rápida das vias aéreas ao final da inspiração, proposto por

Bates e cols [65].

Os pulmões eram ventilados com ar ambiente, V̇ e V constantes (10 mL.s−1 e 2

mL, respectivamente) e PEEP de 5 cmH2O (Samay VR 15, Universidad de la Republica,

Montevideo, Uruguay). Ao final da inspiração, as vias aéreas eram ocluídas por 6 segundos,

seguida de expiração livre. Após a oclusão das vias aéreas, há queda rápida da pressão (∆P1)

de um ponto máximo (Pmáx) até um ponto de inflexão (Pi), seguida de queda lenta (∆P2) até

que um platô pressórico seja atingido. A queda rápida reflete a pressão necessária para vencer

as resistências newtonianas das vias aéreas e do pulmão, a lenta representa a dissipação

pressórica nos componentes viscoelásticos e inomogeneidades dos tecidos pulmonares e o

platô corresponde à pressão de retração elástica pulmonar (Pel). As elastâncias estática (Est)

e dinâmica (Edyn) foram obtidas pela divisão da Pel - PEEP e do Pi - PEEP pelo volume

corrente, respectivamente, e resistência das vias aéreas, dividindo-se∆P1 pelo V̇ gerado pelo

ventilador imediatamente antes da oclusão das vias aéreas. Os valores de resistência das vias

aéreas apresentados nos resultados são puramente pulmonares, visto que a resistência do

equipamento (Req, igual a 0,03 cmH2O.mL−1.s) foi subtraída da resistência total do sistema.

Os traçados da Pao, V̇ e V durante uma oclusão das vias aéreas ao final da inspiração estão

ilustradas na figura 6.

3.3.5 Análise Morfométrica

Após o término do período de reperfusão, as traquéias dos blocos-estudo foram

ocluídas na CRF e os pulmões preparados e fixados para análise morfométrica, como descrito,

anteriormente, nos itens 3.1.9 e 3.1.10, respectivamente.
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Figura 5: Modelo linear bicompartimental proposto por Mount. a) Representação anatômica. b) Re-
presentação mecânica composta por um amortecedor R1 ligado em paralelo a uma mola de elastância
E1 associados em paralelo a um corpo de Maxwell (amortecedor R2 ligado em série a uma mola E2).
V representa o volume. Adaptado da referência [54].

Figura 6: De cima para baixo: sinais de fluxo aéreo, pressão traqueal e volume administrados durante
ventilação mecânica com manobra de oclusão das vias aéreas ao final da inspiração. O volume foi
obtido por integração eletrônica do sinal de fluxo. A frequência de amostragem utilizada foi de 200
Hz.
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3.3.6 Aquisição dos Sinais

Um pneumotacócrafo, construído segundo Mortola e Noworaj [59], ligado a um

transdutor diferencial de pressão (PT5A, Grass, Quincy, MA, EUA) era conectado à saída

de cada ventilador para registro e medida do V̇, e por integração eletrônica deste sinal,

calculávamos o V. Proximalmente ao ventilador e antes do pneumotacógrafo, uma saída

lateral estava conectada a um transdutor absoluto de pressão (P23 Db, Grass, Quincy, MA,

EUA) para registro e medida da Pao.

Todos os transdutores estavam ligados a um polígrafo (7C, Grass Instruments Co.,

Quincy, MA, EUA) onde os sinais eram filtrados e amplificados. Do polígrafo, os sinais

seguiam para um módulo condicionador de sinais biológicos (EMG System do Brasil, São

José dos Campos, São Paulo) e, então, para um conversor analógico-digital de 12 bits (EMG

System do Brasil, São José dos Campos, São Paulo) com o intuito de transformar os sinais

para o formato digital. Em um microcomputador, com uso do software Windaq/Pro (DATAQ

Instruments, Akron, OH, EUA), os sinais de V̇ e Pao eram registrados e armazenados para

posterior análise. A freqüência de amostragem utilizada foi de 200 Hz.

3.3.7 Análise Estatística

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para testar a normalidade da distribuição dos

dados das variáveis mecânicas pulmonares dos pulmões dos cinco grupos estudados. A

ANOVA foi utilizada para comparar cada variável mecânica entre os grupos estudados, e

o pós-teste de Tukey foi utilizado para comparação emparelhada dos grupos quando, pela

ANOVA, a hipótese nula era rejeitada [60].

As variáveis ∆P1, ∆P2, Edyn, Est e Rinit foram consideradas como independentes, e

"edema pulmonar", como variável dependente para a montagem de um modelo de regressão

logística. O método escolhido para a entrada das variáveis dependentes foi o Forward

Stepwise, a probabilidade de entrada da variável foi menor que 0,05 e a de saída maior que

0,10. Todas as análises foram realizadas com o software SPSS versão 11.0.4 para Mac OSX. O

nível de significância estabelecido para todas as análises foi de 5%.
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4 Resultados

4.1 Fase 1

4.1.1 Estudo das Trocas Gasosas

As trocas gasosas dos pulmões-estudo (controle negativo, não submetidos ao FVP ou

à isquemia fria) se mantiveram estáveis e, como esperado, dentro da faixa de normalidade,

não havendo diferença significativa nos valores de pH, PaO2, PaCO2 e SaO2 durante o

período de reperfusão. Estes valores estão mostrados na tabela 3.

Como demonstrado na tabela 4, a composição do sangue venoso (pH, PvO2, PvCO2

e SvO2) manteve-se estável durante o período de reperfusão. Ao longo dos 60 minutos, não

houve diferença significativa em nenhuma das variáveis gasométricas, como também não

houve diferença entre a composição gasosa do sangue coletado no AE e no reservatório. Esta

comparação foi realizada para avaliar um possível efeito do contato com o ar ambiente na

composição gasosa do sangue do reservatório.
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Tabela 3: Bloco-estudo: pH, PaO2, PaCO2, SaO2 e fração de shunt do átrio esquerdo e do
reservatório durante os 60 minutos de reperfusão

Variáveis Local 0 min 15 min 30 min 60 min

pH Átrio Esquerdo 7,39 7,38 7,39 7,38
Reservatório 7,41 7,40 7,40 7,40

PaO2 (mmHg) Átrio Esquerdo 90,97 ± 4,51 90,12 ± 4,18 90,05 ± 4,69 90,28 ± 3,18
Reservatório 88 ± 3,49 88,15 ± 4,57 86,32 ± 4,34 87,21 ± 4,57

PaCO2 (mmHg) Átrio Esquerdo 40,49 ± 4,89 40,21 ± 4,78 39,72 ± 5,55 39,11 ± 3,78
Reservatório 38,48 ± 6,41 38,78 ± 5,68 37,30 ± 5,36 37,05 ± 3,68

SaO2 (%) Átrio Esquerdo 91,51 ± 6,47 91,36 ± 6,58 92,36 ± 5,68 91,52 ± 6,81
Reservatório 88,56 ± 6,07 90,48 ± 6,07 91,48 ± 6,76 91,89 ± 6,07

shunt (%) Pulmão-estudo 1,83 ± 0,49 1,83 ± 0,32 1,86 ± 0,39 1,91 ± 0,42

Os valores representam a média ± desvio-padrão dos blocos estudados durante os 60 minutos de
reperfusão para as variávies PaO2, PaCO2 e SaO2; para o pH, o valor apresentado é o de média
geométrica. pH = potencial hidrogeniônico; PaO2 = pressão parcial arterial de oxigênio; PaCO2 =

pressão parcial arterial de gás carbônico; SaO2 = saturação arterial de oxigênio.

Tabela 4: Bloco-desoxigenador: pH, PvO2, PvCO2 e SvO2 do átrio esquerdo e do reservatório
durante os 60 minutos de reperfusão

Variáveis Local 0 min 15 min 30 min 60 min

pH Átrio Esquerdo 7,37 7,38 7,38 7,38
Reservatório 7,37 7,39 7,40 7,41

PvO2 (mmHg) Átrio Esquerdo 41,56 ± 3,23 42,35 ± 3,77 43,06 ± 2,83 41,06 ± 3,70
Reservatório 42,23 ± 3,52 41,32 ± 3,51 42,83 ± 4,92 40,02 ± 4,17

PvCO2 (mmHg) Átrio Esquerdo 46,86 ± 3,73 45,22 ± 3,25 46,48 ± 5,17 45,10 ± 8,43
Reservatório 47,06 ± 5,15 44,25 ± 4,54 44,54 ± 5,47 44,57 ± 6,34

SvO2 (%) Átrio Esquerdo 73,94 ± 3,14 72,01 ± 4,21 71,33 ± 5,99 71,01 ± 5,64
Reservatório 73,22 ± 3,56 72,33 ± 4,64 71,62 ± 4,26 70,82 ± 4,30

Os valores representam a média ± desvio-padrão dos blocos estudados durante os 60 minutos de
reperfusão para as variáveis PvO2, PvCO2 e SvO2; para o pH, o valor apresentado é o de média
geométrica. pH = potencial hidrogeniônico; PvO2 = pressão parcial venosa de oxigênio; PvCO2 =

pressão parcial venosa de gás carbônico; SvO2 = saturação venosa de oxigênio.

4.1.2 Propriedades Mecânicas

Do ponto de vista mecânico, os componentes elástico e resistivo dos pulmões-estudo

e desoxigenador utilizados no modelo de circulação pulmonar P-P se mantiveram estáveis

durante os 60 minutos de reperfusão. A elastância dos pulmões-estudo se manteve em torno

de 1,2 cmH2O.mL−1, enquanto que a dos desoxigenadores ficou próximo de 2,0 cmH2O.mL−1

(figura 7). A resistência total dos pulmões-estudo e dos desoxinegadores também não se
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alteraram durante o período de reperfusão (figura 8).

4.1.3 Hemodinâmica Pulmonar

A figuras 9 e 10 mostram, respectivamente, o comportamento da pressão média da

artéria pulmonar (PAP) e da resistência vascular pulmonar (RVP) ao longo dos 60 minutos

de reperfusão dos pulmões-estudo e dos desoxinegadores. A PAP dos dois blocos tende a

diminuir nos primeiros 15 minutos de reperfusão e, a partir daí, se estabiliza. O mesmo

comportamento é observado na RVP dos dois blocos.

Como os pulmões desoxinegadores foram ventilados com mistura gasosa hipóxica

e, portanto, submetidos à baixa pressão alveolar de oxigênio (PAO2), a PAP e também foram

ventilados com maior volume corrente, e a RVP destes blocos foram ligeiramente mais altas

que a do estudo (que foram ventilados com ar ambiente), embora esta diferença não tenha

sido significativamente diferente. Também não houve diferença, ao longo do tempo, de PAP

e RVP para cada bloco estudado.

4.1.4 Relação Peso líquido/Peso seco

A figura 11 apresenta a relação PL/PS dos três grupos estudados (controle, estudo e

desoxigenador). Como anteriormente descrito, os pulmões controle não foram submetidos

à reperfusão, mas tão somente extraídos dos doadores e pesados. A relação PL/PS foi similar

nos três grupos, em torno de 4,5 como demonstra a figura (a diferença encontrada não foi

significativa).
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Figura 7: Elastância dos pulmões-estudo e desoxigenadores imediatamente,15, 30 e 60 minutos após
o início da reperfusão. Os valores representam a média ± desvio-padrão de 8 blocos estudados em
cada grupo.

Figura 8: Resistência dos pulmões-estudo e desoxigenadores imediatamente, 15, 30 e 60 minutos
após o início da reperfusão. Os valores representam a média ± desvio-padrão de 8 blocos estudados
em cada grupo.
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Figura 9: Pressão média da artéria pulmonar dos pulmões-estudo e desoxigenadores imediatamente,
15, 30 e 60 minutos após o início da reperfusão. Os valores representam a média ± desvio-padrão de
8 blocos estudados em cada grupo.

Figura 10: Resistência vascular pulmonar dos pulmões-estudo e desoxigenadores imediatamente,
15, 30 e 60 minutos após o início da reperfusão. Os valores representam a média ± desvio-padrão de
8 blocos estudados em cada grupo.
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Figura 11: Relação peso líquido/seco (PL/PS) dos pulmões controle, estudo e desoxigenadores. As
barras representam a média + desvio-padrão de 10 pulmões estudados no grupo controle e de 8
pulmões estudados nos grupos estudo e desoxigenador. Os pulmões do grupo controle não foram
submetidos à reperfusão ex-vivo.

4.1.5 Análise Morfométrica

A análise morfométrica dos pulmões estudo e desoxigenador mostrou que aproxi-

madamente 85% da área pulmonar era composta por alvéolos de tamanho normal, 14,5%

por alvéolos colapsados e 0,5% por hiperinsuflados. Não houve diferença significativa entre

a porcentagem de área normal, colapsada e hiperinsuflada entre os pulmões-estudo e de-

soxigenador. O gráfico 12 mostra a distribuição percentual das áreas normal, colapsada e

hiperinsuflada, e as figuras 13 e 14, a fotomicrografia dos pulmões estudados.

Figura 12: Porcentagem das áreas normal, colapsada e hiperinsufladas dos pulmões-estudo e deso-
xigenador. As barras representam a média + desvio-padrão de 8 blocos estudados em cada grupo.
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Figura 13: Parênquima pulmonar representativo do pulmão-estudo após 60 minutos de reperfusão
no sistema pulmão-para-pulmão (hematoxilina-eosina; aumento 400x). Na fotomicrografia evidencia-
se uniformidade na distribuição de ar inspirado: tecido de aspecto normal, poucas áreas de colapso
e de hiperinsuflação.

Figura 14: Parênquima pulmonar representativo do pulmão-desoxinegador (hematoxilina-eosina;
aumento 400x). Na fotomicrografia evidencia-se uniformidade na distribuição de ar inspirado: tecido
de aspecto normal, poucas áreas de colapso e de hiperinsuflação.
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4.2 Fase 2

Na primeira fase deste projeto demonstramos o funcionamento e a estabilidade do

modelo de circulação pulmonar P-P ex-vivo desenvolvido por DeCampos [45] adaptado às

circunstâncias logísticas da UnB. Tanto o pulmão-estudo quanto o desoxigenador mantive-

ram, ao longo dos 60 minutos de reperfusão, suas funções mecânicas, hemodinâmicas e de

trocas gasosas estáveis e dentro dos limites de normalidade.

Como não houve diferença significativa na composição gasosa do sangue coletado

no AE e nos reservatórios (item 4.1.1 da fase 1 deste experimento), nesta segunda fase, o

estudo das trocas gasosas e da V̇A dos pulmões-estudo e desoxigenadores foi feito somente

pela análise do sangue coletado no AE.

À exceção das variáveis gasométricas, os dados das propriedades mecânicas, da

hemodinâmica, do PL/PS e da análise morfométrica dos pulmões-desoxigenadores foram

suprimidos porque, como já demonstrado na fase 1, houve estabilidade de todas estas

funções durante o período de reperfusão.

4.2.1 Estudo das Trocas Gasosas

A tabela 5 apresenta os valores médios de pH, PvO2, PvCO2 e SvO2 dos blocos de-

soxigenadores nos quatro grupos estudados durante o período de reperfusão. Estes dados

demonstram que a composição gasosa do sangue venoso manteve-se estável durante todo ex-

perimento nos quatro grupos. Não houve modificação significativa nestas variáveis durante

o período de reperfusão em nenhum dos quatro grupos estudados (comparação intragrupo).

Da mesma maneira, num dado momento da reperfusão, a comparação intergrupos, demons-

trou uma composição gasosa similar em todos eles. Os pulmões minimamente lesados, os

insuflados à CPT e os ventilados por 10 minutos antes do restabelecimento do fluxo sangüí-

neo completaram os 60 minutos de reperfusão, enquanto que os que foram submetidos ao

FVP e à isquemia fria, mas não foram recrutados antes da reperfusão, desenvolveram edema

fulminante durante os primeiros 15 minutos, com surgimento de líquido de edema na cânula

traqueal. Neste momento, a reperfusão foi interrompida.
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A figura 15 apresenta a PaO2, ao longo do período de reperfusão, nos quatro grupos

estudados. A PaO2 dos pulmões submetidos ao flush e à isquemia mas não ao recruta-

mento alveolar antes do início da reperfusão foi significativamente menor que as dos demais

(p=0,0001). Nos pulmões insuflados à CPT e nos submetidos à ventilação com volume cor-

rente por 10 minutos antes do início da reperfusão ter sido reiniciada, os valores de PaO2

mantiveram-se estáveis ao longo do tempo, mas foram significativamente menores que os

do grupo minimamente lesado (p=0,001). Durante todo período de reperfusão, a PaO2 do

pulmões submetidos à ventilação com volume corrente por 10 minutos antes da reperfusão

foi significativamente menor que a dos insuflados à CPT (p=0,001).

A fração de shunt dos pulmões submetidos ao flush e à isquemia e que não foram

tratados com nenhuma estratégia ventilatória específica foi significativamente maior que a

dos outros grupos (p=0,0001). Nos pulmões insuflados à CPT e nos ventilados com volume

corrente antes da reperfusão, a fração de shunt se manteve estável durante os 60 minutos de

reperfusão e foi similar a dos pulmões minimamente lesados. Figura 16.

Tabela 5: Bloco-desoxigenador: pH, PvO2, PvCO2 e SvO2 durante os 60 minutos de reperfusão

Variáveis Grupo 0 min 15 min 30 min 60 min

pH

Controle 7,37 7,38 7,38 7,38
Isquemia 7,37 7,38

CPT 7,43 7,40 7,42 7,43
VC 7,37 7,38 7,37 7,37

PvO2 (mmHg)

Controle 41,56 ± 3,23 42,45 ± 3,23 43,06 ± 2,83 41,08 ± 3,7
Isquemia 41,20 ± 3,55 41,96 ± 2,71

CPT 43,45 ± 2,96 42,07 ± 3,19 43,05 ± 3,05 43,9 ± 3,92
VC 41,21 ± 2,14 42,86 ± 2,28 42,93 ± 2,23 43,11 ± 2,88

PvCO2 (mmHg)

Controle 46,86 ± 3,73 45,22 ± 3,25 46,48 ± 5,17 45,10 ± 8,43
Isquemia 47,78 ± 3,40 47,23 ± 3,18

CPT 46,65 ± 2,55 45,38 ± 3,64 43,32 ± 4,46 44,52 ± 3,96
VC 46,25 ± 2,90 45,11 ± 2,17 44,23 ± 3,11 46,8 ± 3,56

SvO2 (%)

Controle 73,94 ± 3,14 72,01 ± 4,21 71,33 ± 5,99 71,01 ± 5,64
Isquemia 70,08 ± 3,29 72,25 ± 3,13

CPT 73,30 ± 2,76 73,05 ± 3,64 73,17 ± 3,60 72,04 ± 3,02
VC 73,25 ± 3,72 74,68 ± 2,71 73,53 ± 3,90 72,46 ± 3,35

Os valores representam a média ± desvio-padrão das variáveis gasométricas dos quatro grupos
estudados durante os 60 minutos de reperfusão; para o pH, o valor apresentado é de média geométrica.
pH = potencial hidrogeniônico; PvO2 = pressão parcial venosa de oxigênio; PvCO2 = pressão parical
venosa de gás carbônico; SvO2 = saturação venosa de oxigênio. Os valores mostrados nesta tabela
foram obtidos pela análise gasométrica do sangue coletado no átrio esquerdo. Todos os grupos n = 8.
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Figura 15: Pressão parcial arterial de oxigênio durante os 60 minutos de reperfusão dos quatro
grupos estudados. CPT = recrutamento à capacidade pulmonar total por 2 minutos antes do início
da reperfusão; VC = ventilação com volume corrente por 10 minutos antes do início da reperfusão.
Os valores representam média ± desvio-padrão de 8 blocos para cada grupo. No grupo que não foi
submetido a manobras de recrutamentos pré-reperfusão (isquemia), o procedimento foi interrompido
após 15 minutos devido a edema pulmonar fulminante.

Figura 16: Fração de shunt durante os 60 minutos de reperfusão dos quatro grupos estudados.
CPT = recrutamento à capacidade pulmonar total por 2 minutos antes do início da reperfusão; VC =
ventilação com volume corrente por 10 minutos antes do início da reperfusão. Os valores representam
média ± desvio-padrão de 8 blocos para cada grupo. No grupo que não foi submetido a manobras de
recrutamentos pré-reperfusão (isquemia), o procedimento foi interrompido após 15 minutos devido
a edema pulmonar fulminante.
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4.2.2 Propriedades Mecânicas

A elastância dos pulmões não submetidos à manobra de recrutamento pré-reperfusão

se elevou durante os primeiros 15 minutos de reperfusão (p=0,001), enquanto que a dos

grupos controle (minimamente lesados), CPT e VC permaneceu estável, sem modificação

significativa, durante os 60 minutos de experimento.

Nos pulmões minimamente lesados, a elastância foi estatisticamente menor do que a

dos grupos isquemia, CPT e VC durante todo período de reperfusão (p=0,0001) – comparação

intergrupos. Existiu diferença significativa do comportamento elástico entre os grupos CPT

e VC durante todo o período de reperfusão, sendo a elastância do grupo VC maior que a do

CPT (p=0,001). O grupo isquemia foi o que apresentou, dentre todos os estudados, a maior

elastância (p=0,0001) (figura 17).

Do ponto de vista do componente resistivo, os valores obtidos dos pulmões dos

grupos CPT e VC não se alteraram ao longo do período de reperfusão e apresentaram valores

similares aos encontrados nos pulmões minimamente lesados, enquanto que a resistência dos

pulmões do grupo isquemia foi maior que a dos demais (p=0,0001) durante os primeiros 15

minutos de reperfusão (após o que a reperfusão foi interrompida devido a edema pulmonar

fulminante) (figura 18).

4.2.3 Hemodinâmica Pulmonar

Nos pulmões do grupo isquemia, a PAP e RVP aumentaram continuamente ao longo

dos primeiros 15 minutos de reperfusão (p=0,0001). Em contraste, nos demais grupos, estas

variáveis permaneceram estáveis durante todo o período de reperfusão.

Durante o período de reperfusão, não houve diferença significativa da PAP e da

RVP entre os grupos CPT e VC. Entretanto, quando comparados aos pulmões minimamente

lesados, estas variáveis foram maiores durante os 60 minutos de reperfusão (p=0,0001). Em

comparação ao grupo isquemia, tanto a PAP e a RVP foram menores (p=0,0001). As figuras

19 e 20 mostram o comportamento destas duas variáveis ao longo do tempo.
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Figura 17: Elastância durante os 60 minutos de reperfusão dos quatro grupos estudados. CPT
= recrutamento à capacidade pulmonar total por 2 minutos antes do início da reperfusão; VC =
ventilação com volume corrente por 10 minutos antes do início da reperfusão. Os valores representam
média ± desvio-padrão de 8 blocos para cada grupo. No grupo que não foi submetido a manobras de
recrutamentos pré-reperfusão (isquemia), o procedimento foi interrompido após 15 minutos devido
a edema pulmonar fulminante.

Figura 18: Resistência pulmonar durante os 60 minutos de reperfusão dos quatro grupos estudados.
CPT = recrutamento à capacidade pulmonar total por 2 minutos antes do início da reperfusão; VC =
ventilação com volume corrente por 10 minutos antes do início da reperfusão. Os valores representam
média ± desvio-padrão de 8 blocos para cada grupo. No grupo que não foi submetido a manobras de
recrutamentos pré-reperfusão (isquemia), o procedimento foi interrompido após 15 minutos devido
a edema pulmonar fulminante.
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Figura 19: Pressão arterial pulmonar média durante os 60 minutos de reperfusão dos quatro grupos
estudados. CPT = recrutamento à capacidade pulmonar total por 2 minutos antes do início da
reperfusão; VC = ventilação com volume corrente por 10 minutos antes do início da reperfusão.
Os valores representam média ± desvio-padrão de 8 blocos para cada grupo. No grupo que não foi
submetido a manobras de recrutamentos pré-reperfusão (isquemia), o procedimento foi interrompido
após 15 minutos devido a edema pulmonar fulminante.

Figura 20: Resistência vascular pulmonar durante os 60 minutos de reperfusão dos quatro grupos
estudados. CPT = recrutamento à capacidade pulmonar total por 2 minutos antes do início da
reperfusão; VC = ventilação com volume corrente por 10 minutos antes do início da reperfusão.
Os valores representam média ± desvio-padrão de 8 blocos para cada grupo. No grupo que não foi
submetido a manobras de recrutamentos pré-reperfusão (isquemia), o procedimento foi interrompido
após 15 minutos devido a edema pulmonar fulminante.
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4.2.4 Relação Peso líquido/Peso seco

A relação PL/PS dos pulmões do grupo CPT foi similar à dos minimamente lesados,

entretanto, os grupos isquemia e VC apresentaram maior relação em comparação ao grupo

controle (p=0,001 e p=0,003, respectivamente) (figura 21).
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4.2.5 Análise Morfométrica

A análise morfométrica revelou que não há diferença significativa na porcentagem

de área normal dos pulmões nos grupos controle e CPT. Em contraste, os pulmões do grupo

VC apresentaram menor % de área alveolar normal quando comparados com os do CPT

(p=0,001) e com os do grupo controle (p=0,001). Os pulmões do grupo isquemia foram os

que apresentaram menor % de área alveolar normal (p=0,0001 para todas as comparações).

A porcentagem de área colapsada foi similar entre os grupos controle e CPT, en-

quanto que no grupo VC, esta área foi significativamente maior do que a encontrada nos

grupos controle (p=0,003) e CPT (p=0,01). O pulmões do grupo isquemia foram os que

apresentaram a maior área de colapso alveolar quando comparados à dos demais grupos

(p=0,001 para todas as comparações).

Não houve diferença significativa nos valores de área hiperinsuflada entre os grupos

estudados (p=0,062) 24, embora uma tendência a uma maior % de áreas hiperinsufladas tenha

sido observada nos pulmões submetidos a recrutamento à CPT pré-reperfusão. As figuras

22, figura 23 e apresentam, respectivamente, a distribuição percentual das áreas normal e

colapsadas nos quatro grupos estudados. Embora a distribuição dos dados de % de área

alveolar hiperinsuflada tenha sido não-paramétrica, optamos por apresentá-la na forma de

média± desvio-padrão para que a variação percentual em relação ao grupo controle pudesse

ser visualizada.
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Figura 21: Peso líquido/peso seco dos quatro grupos estudados. CPT = recrutamento à capacidade
pulmonar total por 2 minutos antes do início da reperfusão; VC = ventilação com volume corrente
por 10 minutos antes do início da reperfusão. Os valores representam o intervalo interquartil. Foram
estudados 8 blocos em cada grupo.

Figura 22: Porcentagem de área alveolar normal dos pulmões dos quatro grupos estudados. CPT
= recrutamento à capacidade pulmonar total por 2 minutos antes do início da reperfusão; VC =
ventilação com volume corrente por 10 minutos antes do início da reperfusão. Os valores representam
a média + desvio-padrão de 8 blocos estudados em cada grupo. O eixo Y da direita representa a
variação percentual da área alveolar normal dos grupos isquemia, CPT e VC em relação ao grupo
controle (0%).
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Figura 23: Porcentagem de área alveolar colapsada dos pulmões dos quatro grupos estudados.
CPT = recrutamento à capacidade pulmonar total por 2 minutos antes do início da reperfusão; VC =
ventilação com volume corrente por 10 minutos antes do início da reperfusão. Os valores representam
a média + desvio-padrão de 8 blocos estudados em cada grupo. O eixo Y da direita representa a
variação percentual da área alveolar colapsada dos grupos isquemia, CPT e VC em relação ao grupo
controle (0%).

Figura 24: Porcentagem de área alveolar hiperinsuflada dos pulmões dos quatro grupos estudados.
CPT = recrutamento à capacidade pulmonar total por 2 minutos antes do início da reperfusão; VC =
ventilação com volume corrente por 10 minutos antes do início da reperfusão. Os valores representam
a média + desvio-padrão de 8 blocos estudados em cada grupo. O eixo Y da direita representa a
variação percentual da área alveolar hiperinsuflada dos grupos isquemia, CPT e VC em relação ao
grupo controle (0%).
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(Controle) (Isquemia sem recrutamento)

(CPT) (VC)

Figura 25: Coloração por hematoxilina–eosina (HE); aumento 400x. Parênquima pulmonar repre-
sentativo dos pulmões dos grupos: controle, isquemia, CPT e VC. Controle: distribuição homogênea
da ventilação; os alvéolos apresentam diâmetro normal, não há evidência de alvéolos colapsados nem
hiperinsiflados. Isquemia sem recrutamento: Evidência de alvéolos colapsados. CPT: Presença de
alvéolos hiperinsuflados e de tamanho normal. VC: Distribuição inomogênea da ventilação; alvéolos
de diâmetro normal, colapsados e hiperinsuflados; presença de edema intra-alveolar.
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4.3 Fase 3

4.3.1 Propriedades Mecânicas

As figuras 26 e 27 demonstram que o V̇ e o V administrados durante a ventilação

mecânica para medida das propriedades mecânicas pulmonares foram similares nos cinco

grupos estudados. Desta forma, os dados mecânicos obtidos nesta fase experimental não se

devem à variação das variáveis independentes nos cinco grupos estudados [66, 67, 68].

O procedimento do FVP e a consequente substituição do sangue da circulação pul-

monar por solução de Euro-Collins e a preservação dos pulmões durante 10 horas a 4 0C

alteraram, de forma significativa, os componentes viscoso, viscoelástico e elástico do com-

portamento mecânico pulmonar.

A dissipação de energia no componente Newtoniano de força foi similar em todos os

grupos estudados, embora, no grupo isquemia, ∆P1 tenha apresentado tendência de queda

em relação aos pulmões minimamente lesados (p=0,05). Figura 28.

Os dados indicam que a periferia pulmonar foi a que, mecanicamente, mais se

alterou com o flush e com a isquemia fria. No grupo isquemia, imediatamente após a

substituição do sangue da circulação pulmonar pela solução de Euro-Collins, a dissipação de

energia nos componentes viscoelásticos pulmonares aumentou 83% em relação aos valores

do grupo controle (p=0,00001) e permaneceu inalterada após o período de isquemia fria,

figura 29. O recrutamento alveolar à CPT diminuiu de forma significativa os valores de

∆P2 em relação aos dos grupos flush e isquemia (p=0,05 e p=0,03, respectivamente) mas

o ∆P2 ainda permaneceu mais elevado que os valores dos pulmões minimamente lesados

(p=0,01), indicando que a aplicação dessa estratégia após a preservação restabeleceu, pelo

menos em parte, as características mecânicas dos pulmões. A figura 29 demonstra ainda

que o comportamento de ∆P2 dos blocos que foram ventilados com volume corrente 10

minutos antes do restabelecimento do fluxo sangüíneo pulmonar, foi similar aos que foram

recrutados à CPT no período pré-reperfusão: diminuiu em relação ao dos grupos flush e

isquemia (p=0,04 e p=0,008, respectivamente) e foi maior que o do grupo controle (p=0,008).

Não houve diferença significativa de ∆P2 entre os grupos CPT e VC. Figura 29.
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Figura 26: Fluxo aéreo administrado durante a ventilação mecânica dos pulmões dos grupos estuda-
dos. CPT = recrutamento à capacidade pulmonar total por 2 minutos; VC = ventilação com volume
corrente por 10 minutos. As barras representam a média + desvio-padrão de dez medidas para cada
rato. Todos os grupos n = 8.

Figura 27: Volume administrado durante a ventilação mecânica dos pulmões dos grupos estudados.
CPT = recrutamento à capacidade pulmonar total por 2 minutos; VC = ventilação com volume
corrente por 10 minutos. As barras representam a média + desvio-padrão de dez medidas para cada
rato. Todos os grupos n = 8.
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Figura 28: Dissipação de energia no componente viscoso pulmonar dos grupos estudados. CPT =
recrutamento à capacidade pulmonar total por 2 minutos; VC = ventilação com volume corrente por
10 minutos. As barras representam a média + desvio-padrão de dez medidas para cada rato. Todos
os grupos n = 8.

Figura 29: Dissipação de energia no componente viscoelástico pulmonar dos grupos estudados. CPT
= recrutamento à capacidade pulmonar total por 2 minutos; VC = ventilação com volume corrente
por 10 minutos. As barras representam a média + desvio-padrão de dez medidas para cada rato.
Todos os grupos n = 8.
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Em relação ao grupo controle, a elastância estática (Est) do grupo flush aumentou

93,4% (p=0,00001), mas não se alterou significativamente após a preservação a frio, figura

30. A Est do grupo CPT foi similar à do controle mas, menor do que a encontrada nos

grupos VC (p=0,0001), flush e isquemia (p=0,001 para ambas comparações). O emprego da

ventilação com volume corrente por dez minutos antes do início da reperfusão reduziu a

Est em comparação aos pulmões submetidos ao flush e à isquemia fria (p=0,001 para ambas

comparações). Figura 30.

Os resultados da regressão logística em que as variáveis mecânicas ∆P1, ∆P2, Edyn,

Est e Rinit foram consideradas como independentes, e "edema pulmonar", a variável depen-

dente, mostraram que a Est é a variável de grande importância para o desenvolvimento da

lesão pulmonar I/R (p=0,003). Quando aumentada, seu odds ratio para desenvolvimento da

lesão é de 4,9. O índice de Nagelkerke desta análise foi de 0,54.

4.3.2 Análise Morfométrica

Em relação aos pulmões minimamente lesados, o FVP reduziu a porcentagem de

área alveolar com diâmetro normal (p=0,03) figura 31, e tendeu a se acentuar no grupo

isquemia após 10 horas de preservação hipotérmica, mas esta redução adicional no diâmetro

alveolar não logrou significância estatística. O recrutamento alveolar à CPT aumentou a %

de área alveolar normal em relação aos pulmões do grupo isquemia (p= 0,02) tornando este

valor similar ao do grupo controle. A estratégia de ventilação com volume corrente por dez

minutos antes do início da reperfusão aumentou a % de área alveolar normal e a tornou

similar à encontrada nos demais grupos, a exceção do controle (p=0,03). Estes dados estão

mostrados na figura 31.

A porcentagem de área colapsada aumentou 77% após o flush (p=0,001) mas não

houve aumento adicional signficativo após 10 horas de preservação hipotérmica. A insu-

flação dos pulmões à CPT reduziu, como esperado, a % de área pulmonar colapsada em

relação aos pulmões dos grupos flush (p=0,0001) e isquemia (p=0,0001), tornando seu valor

similar ao dos pulmões minimamente lesados. Em contraste, a ventilação com VC durante

10 minutos não alterou, de forma significativa, a % de área alveolar colapsada (figura 32).
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Figura 30: Elastância estática dos estudados. CPT = recrutamento à capacidade pulmonar total por
2 minutos; VC = ventilação com volume corrente por 10 minutos. As barras representam a média +
desvio-padrão de dez medidas para cada rato. Todos os grupos n = 8.

Figura 31: Porcentagem de área do parênquima pulmonar normal dos grupos estudados. CPT =
recrutamento à capacidade pulmonar total por 2 minutos; VC = ventilação com volume corrente por
10 minutos. As barras representam a média+ desvio-padrão de 8 blocos estudados em cada grupo. O
eixo Y da direita representa a variação percentual da área alveolar normal dos grupos flush, isquemia,
CPT e VC em relação ao grupo controle (0%).
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A substituição do sangue da circulação pulmonar por solução de Euro-Collins não

alterou, em comparação com os pulmões minimamente lesados, a porcentagem de área

hiperinsuflada. Após dez horas de isquemia fria, a área de hiperinsuflação aumentou 52%

em relação aos pulmões do grupo controle (p=0,001), figura 33. Das estratégias ventilatórias

utilizadas, a insuflação pulmonar à CPT foi a que mais alterações causou, sendo responsável

por aumentar ainda mais a área de hiperinsuflação (p<0,01 para todas as comparações). A

% de área hiperinsuflada no grupo VC foi similar a dos demais grupos, exceto à do grupo

CPT (p=0,0001). (figura 33).

A figura 34 mostra fotomicrografias representativas do parênquima pulmonar nos

grupos cinco estudados.
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Figura 32: Porcentagem de área do parênquima pulmonar colapsada dos estudados. CPT = recru-
tamento à capacidade pulmonar total por 2 minutos; VC = ventilação com volume corrente por 10
minutos. As barras representam a média + desvio-padrão de 8 blocos estudados em cada grupo.
O eixo Y da direita representa a variação percentual da área alveolar colapsada dos grupos flush,
isquemia, CPT e VC em relação ao grupo controle (0%).

Figura 33: Porcentagem de área do parênquima pulmonar hiperinsuflada dos grupos estudados.
CPT = recrutamento à capacidade pulmonar total por 2 minutos; VC = ventilação com volume
corrente por 10 minutos. As barras representam a média + desvio-padrão de 8 blocos estudados em
cada grupo. O eixo Y da direita representa a variação percentual da área alveolar hiperinsuflada dos
grupos flush, isquemia, CPT e VC em relação ao grupo controle (0%).
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(Controle) (flush)

(Isquemia) (CPT)

(VC)

Figura 34: Coloração por hematoxilina–eosina (HE); aumento 400x. Parênquima pulmonar repre-
sentativo dos pulmões dos grupos: controle, flush, isquemia, CPT e VC. Controle: distribuição
homogênea da ventilação; alvéolos de diâmetro normal. Flush Presença de alvéolos colapsados.
Isquemia: Presença de alvéolos hiperinsuflados e de tamanho normal. CPT: Distribuição mais
homogênea da ventilação; alvéolos de diâmetro normal e hiperinsuflados. VC: alvéolos colapsados.
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5 Discussão

Embora reprodutível e aparentemente simples, o modelo de reperfusão pulmonar

ex-vivo P-P desenvolvido por DeCampos e cols. [45] apresenta aspectos técnicos críticos e de

extrema relevância para seu perfeito funcionamento. Estes pontos precisam ser controlados

para que os resultados obtidos com a sua utilização sejam confiáveis.

A estabilidade do modelo depende criticamente da integridade e da função dos

pulmões-desoxigenadores. Como já demonstrado por vários autores [69, 70, 71], a hipóxia

alveolar per se poderia liberar mediadores pró-inflamatórios e induzir a disfunção pulmo-

nar que, em teoria, poderiam contribuir para a disfunção dos pulmões-estudo, da mesma

maneira que a lesão pulmonar I/R dos pulmões-estudo tenha liberado mediadores pró-

inflamatórios que, por sua vez, diminuiriam a capacidade de os blocos-desoxigenadores

produzirem sangue venoso.

Como a composição gasosa, o comportamento mecânico e hemodinâmico durante

todo período de reperfusão, a relação peso líquido/peso seco e a distribuição das porcenta-

gens de áreas pulmonares normais, colapsadas e hiperinsufladas obtidas ao final do experi-

mento foram comparáveis a de pulmões minimamente lesados, tudo indica que a ventilação

hipóxica dos blocos-desoxigenadores não causou maiores problemas, muito embora as me-

didas realizadas neste estudo não foram suficientemente refinadas para detectar disfunções

pulmonares "subclínicas".

Os regimes ventilatórios utilizados para os pulmões-estudo e desoxigenadores tam-

bém mereceram atenção. É sabido que a lesão pulmonar induzida pela ventilação mecânica

resulta de complexa relação de forças mecânicas que atuam nos tecidos pulmonares du-

rante ventilação com pressão positiva [72] e que resulta em alteração do balanço dos fluidos

pulmonares, no aumento da permeabilidade epitelial e endotelial e grave lesão tecidual

[32, 73, 74]. Como nos pulmões minimamente lesados não houve incremento da relação

peso líquido/peso seco, e as variáveis gasométricas, mecânicas e hemodinâmicas se manti-

veram constantes e dentro da faixa de normalidade durante o período de reperfusão, é de se

supor que as estratégias ventilatórias utilizadas também não foram fonte causadora de lesão

pulmonar.
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Com o intuito de manter a relação V̇A/Q̇ dos blocos-estudo e desoxigenador ade-

quada, isto é, para que pulmões minimamente lesados ventilados com ar ambiente produ-

zissem sangue arterial e os desoxigenadores, com mistura gasosa hipóxica, sangue venoso,

o volume corrente administrado para todos os pulmões deveria ser de aproximadamente 3

e 4 mL, respectivamente. Como os pulmões-estudo poderiam ter sua impedância alterada

devido às intervenções empregadas, a opção, para estes blocos, foi utilizar o ventilador con-

trolado a volume. Este equipamento não possuía nenhum dispositivo que realizasse pausa

ao final da inspiração e nem ao final da expiração, portanto, o método empregado para o

estudo da resistência total e da elastância pulmonar foi o da técnica linear de ajuste pelos mí-

nimos quadrados [50, 51]. Esta metodologia, por utilizar o modelo linear unicompartimental

como referencial teórico, apresenta duas limitações: (i) a resistência pulmonar estimada é a

total e não há como discernir entre a das vias aéreas e a do tecido e (ii) não permite o estudo

do comportamento viscoelástico dos pulmões.

Por outro lado, o modelo de reperfusão isolada ex-vivo P-P apresenta vantagens em

relação a outros modelos de reperfusão de pulmões isolados [6, 75, 76, 77, 78]: (i) a reperfusão

é realizada com sangue autólogo e não com perfusatos, o que possibilita o estudo das trocas

gasosas e da fração de shunt, além do que a utilização de perfusatos aumenta a propensão ao

desenvolvimento de edema alveolar; (ii) a estabilidade do sistema dá condições para estudar

a função pulmonar por até quatro horas ininterruptas; (iii) relativo pouco volume de sangue

para preencher os circuitos de circulação, isto é, quatro ratos com peso aproximado de 300

gramas são suficientes para montagem do sistema; (iv) o modelo per se não é causa de lesão

dos pulmões em estudo, (v) não depende da condição hemodinâmica de outro animal e (vi)

possui relativo baixo custo.

O modelo de reperfusão pulmonar P-P ex-vivo descrito por DeCampos [45], e adap-

tado às condições logísticas do Laboratório de Fisiologia Respiratória Experimental da UnB,

se manteve estável e sob condições fisiológicas durante uma hora de funcionamento, e isto

nos permitiu coletar dados das trocas gasosas, da hemodinâmica e da mecânica ventilatória

dos pulmões em estudo durante todo este período. Nesta fase, a taxa de sucesso das reper-

fusões foi de 100%, isto é, nenhum experimento foi descartado. Em todos os experimentos,

a adição periódica de NaHCO−3 foi necessária para manter o pH do sangue circulante dentro
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da faixa de normalidade.

A diferença encontrada nos valores de elastância e de resistência entre os blocos-

estudo e desoxigenadores se deve a fato de que nos pulmões desoxigenadores, a taxa de

fluxo aéreo administrada durante a ventilação mecânica foi maior, a onda de fluxo era

quadrada e o tempo inspiratório era menor que os dos pulmões-estudo. Como as estratégias

ventilatórias foram diferentes para os dois blocos, pulmões-estudo e desoxigenadores se

tornam incomparáveis. Assim, nesses dois grupos, as comparações realmente relevantes

são aquelas feitas dentro do mesmo grupo, a intervalos de reperfusão diferentes. Essas

comparações permitem acessar os efeitos do fator tempo de reperfusão, e portanto, do

próprio sistema sobre a estabilidade funcional dos pulmões-estudo e desoxigenadores. As

diferentes estratégias ventilatórias nos pulmões-estudo e desoxigenadores foram necessárias

para otimizar a relação ventilação-perfusão (V̇A/Q̇) de cada bloco.

O fato de as estratégias ventilatórias com diferentes valores de freqüência respirató-

ria, de volume corrente e de pressão positiva ao final da expiração terem produzido distri-

buição percentual de área alveolar de tamanho normal, colapsada e hiperinsuflada similar

nos pulmões-estudo e desoxigenadores, ocorreu, possivelmente, porque ambas estratégias

ventilaram os pulmões na mesma região da curva pressão-volume (P-V). Os pulmões-estudo

e desoxigenadores não foram ventilados nem no extremo inferior nem no superior da curva

P-V.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a substituição do sangue da

circulação pulmonar pelo flush com solução de Euro-Collins, e as dez horas de isquemia

fria, desarranjaram, de forma significativa, a arquitetura alveolar e aumentaram as inomo-

geneidades mecânicas pulmonares. Tais desarranjos aumentaram a susceptibilidade dos

pulmões à disfunção causada pela reperfusão. O restabelecimento abrupto do fluxo san-

guíneo dos pulmões isquêmicos causou lesão de I/R com deterioração das trocas gasosas,

das propriedades mecânicas e hemodinâmica além de dano estrutural causado à barreira

sangue-gás. Contudo, quando as mudanças arquiteturais e mecânicas foram parcialmente

revertidas ou pelo menos amenizadas pelas estratégias ventilatórias empregadas no período

pós-preservação e pré-reperfusão, a susceptibilidade à lesão diminuiu e o funcionamento

pulmonar foi similar ao de pulmões minimamente lesados.
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A susceptibilidade à lesão I/R está associada, dentre outros fatores, ao comporta-

mento mecânico pulmonar presente imediatamente antes do início da reperfusão. Quanto

maior for sua impedância, maior será o estresse mecânico causado por altas pressões geradas

nas vias aéreas e na microvasculatura pulmonar, ou seja, maior o risco para desenvolver a

lesão I/R.

As alterações estruturais e mecânicas pulmonares ocorreram imediatamente após a

substituição do sangue da circulação pulmonar pela solução de Euro-Collins. Esta substi-

tuição foi responsável pelo aumento de 77% de área colapsada que, por sua vez, formou

inúmeras constantes de tempo dentro dos pulmões, aumentou em 83% a dissipação de ener-

gia nos componentes viscoelásticos e/ou nas inomogeneidades pulmonares e foi responsável

pelo incremento de 93,4% da elastância estática pulmonar.

Estas modificações causadas pelo flush podem ter decorrido da influência dos fatores

hemodinâmicos responsáveis pela estabilidade mecânica do parênquima pulmonar e/ou por

alterações da estrutura e função do surfactante. As pressões arterial e venosa [79, 80] e o

fluxo sanguíneo pulmonar (Q̇P) [81, 82] influenciam, de forma significativa, a estabilidade e

o comportamento mecânico dos pulmões, isto porque o septo alveolar é moldado pela inte-

ração de três forças: (i) a tensão superficial da interface ar-líquido; (ii) a tensão tecidual dada

pelas fibras elásticas e colágenas que compõem o tecido pulmonar e (iii) pela pressão capilar

[83, 84]. A congestão vascular pulmonar [79, 80, 85, 86] e a hipoperfusão são condições

hemodinâmicas que alteram a CRF e a rigidez da parede alveolar. Peták e cols. [75] demons-

traram, em modelo de pulmão isolado de ratos, que a estabilidade mecânica e a impedância

do parênquima pulmonar dependem da pressão capilar. Estes mesmos autores mostraram,

com uso do modelo de fase constante proposto por Hántos [87], que a hipoperfusão era a

responsável pelo aumento da elastância (H) e da resistência do tecido pulmonar (Rtis) e que,

uma vez restabelecida a reperfusão, a H e a Rtis diminuíram 37% e 17,8%, respectivamente,

além de ter havido incremento do volume expiratório final. A análise histológica dos pul-

mões submetidos à hipoperfusão revelou que na ausência de pressão no capilar pulmonar os

contornos alveolares estavam torcidos e que o restabelecimento das pressões fisiológicas dos

capilares pulmonares devolveu aos alvéolos sua geometria ótima. Sendo assim, é plausível

supor que a solução de Euro-Collins, por não conter, em sua composição, nenhum fator
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que mantenha a pressão oncótica capilar, tenha desestabilizado mecanicamente o tecido

pulmonar aumentando as áreas de colapso e as inomogeneidades pulmonares.

Ressalte-se também que a perturbação causada pelo flush na periferia pulmonar pode

ter sido resultado da inativação do surfactante. Andrade e cols. [33] avaliaram a composição

e a biosíntese do surfactante imediatamente, 6 e 12 horas após a realização do flush da circu-

lação pulmonar com solução modificada de Euro-Collins e mostraram que as concentrações

da fosfatidilcolina e do fosfatidilglicerol (principais fosfolipídeos do surfactante), obtidas

pela análise do lavado broncoalveolar diminuíram significativamente logo após o flush.

A preservação a frio também contribuiu para a modificação da arquitetura alveolar.

Após as dez horas de isquemia fria, a porcentagem de área hiperinsiflada aumentou 52%

em relação aos pulmões minimamente lesados e 130% em relação aos submetidos ao flush.

Estes resultados estão de acordo com os encontrados por Ikeyama e cols. [88]. Também

com a utilização do método de fase constante, estes autores mostraram queda significativa

da resistência das vias aéreas de pulmões preservados por 24 horas a 4 0C. Ikeyama e cols.

especularam que este fenômeno poderia ser atribuído a alterações do diâmetro das vias

aéreas causadas pelas mudanças estruturais, ocorridas durante a preservação a frio, do

parênquima pulmonar que as rodeiam.

O rápido desenvolvimento das alterações das trocas gasosas com conseqüente hi-

poxemia visto na lesão de isquemia-reperfusão é similar a apresentada em pulmões com

lesão pulmonar aguda (LPA) e com síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA)

[89], já que o dano às barreiras epitelial e endotelial e o extravasamento de conteúdo protéico

plasmático para o espaço alveolar representam o evento mais importante no mecanismo

fisiopatológico da hipoxemia.

A hipoxemia percebida nos pulmões do grupo isquemia foi causada por fatores

pulmonares, visto que o fluxo sanguíneo e a PvO2 no modelo P-P foram mantidas constantes

ao longo de todo período de reperfusão, além do que os parâmetros ventilatórios utilizados

para ventilar estes pulmões produziram, em pulmões minimamente lesados, valores normais

de PaO2 e de fração de shunt.

Nos pulmões do grupo isquemia, aqueles que não foram submetidos a nenhuma
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estratégia ventilatória pré-reperfusão, a alta fração de shunt e o desenvolvimento da hipo-

xemia aconteceram imediatamente após o início da reperfusão. Estes resultados estão de

acordo com os encontrados por DeCampos e cols. [34] cuja especulação foi a de que mesmo

preservados e insuflados a 50% da CPT, no período de isquemia fria haveria formação de

colapso alveolar e de áreas de atelectasias, e que nestas condições, haveria desigualdade da

distribuição do fluxo sangüíneo pulmonar.

Morfometricamente, a grande porcentagem de áreas pulmonares colapsadas e hi-

perinsufladas e a redução da área com alvéolos de tamanho normal, tudo causado pelo

flush e pela isquemia fria, levaram à distribuição desigual da ventilação e da perfusão com

consequente desequilíbrio da relação V̇A/Q̇, ou seja, o fluxo sanguíneo foi distribuído para

alvéolos mal e não-ventilados. Deve ser enfatizado que na lesão I/R, a anormalidade mais

importante das trocas gasosas é o shunt, e que este pode ocorrer por absorção de gás causada

pelo fechamento das vias aéreas distais, redução da ventilação abaixo de um nível crítico da

relação V̇A/Q̇ e deficiência do surfactante. O aumento da relação peso líquido/peso seco e a

presença de edema visto na análise microscópica dos tecidos pulmonares permitem afirmar

que houve ruptura da barreira sangue-gás, extravasamento de proteínas plasmáticas para

o espaço alveolar com concomitante formação de edema e inativação do surfactante. Isto

contribuiu para a instabilidade dos alvéolos e aumento da porcentagem de área pulmonar

colapsada visto na análise morfométrica o que, possivelmente, perpetuou a distribuição

desigual da relação V̇A/Q̇.

É possível que os resultados deste trabalho estejam de acordo com os encontrados por

Hermle e cols. [90] que, com a utilização da técnica de eliminação de gases inertes múltiplos

(TEGIM) desenvolvida por Wagner e cols. [91, 92], mostraram que em pulmões submetidos

a lesão I/R existe fluxo sanguíneo direcionado para áreas pulmonares não-ventiladas (V̇A/Q̇

< 0,005), para áreas mal-ventiladas (V̇A/Q̇ < 0,01), além de grande desequilíbrio entre a

ventilação e a perfusão pulmonares nas áreas de distribuição V̇A/Q̇ entre 0,1 e 10.

A redução da porcentagem da área pulmonar colapsada e o aumento do número

de alvéolos funcionalizados, isto é, abertos e disponíveis para as trocas gasosas, visto nos

pulmões que foram recrutados à CPT e, em menor grau, nos que foram ventilados por dez

minutos antes do fluxo sangüíneo ter sido restabelecido, poderia ter possibilitado que a
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perfusão fosse distribuída para alvéolos mais bem ventilados com conseqüente melhora da

relação V̇A/Q̇, menor fração de shunt e maior PaO2 durante todo período de reperfusão. Isto

significa dizer que os efeitos propiciados pelo recrutamento alveolar realizado no período

pré-reperfusão não foram fugazes, isto é, se mantiveram após 2700 ciclos respiratórios.

O aumento da PAP nos pulmões que não foram recrutados antes da reperfusão pode

ter sido a causa da falência da barreira sangue-gás com conseqüente formação de edema

e lesão pulmonar I/R. A falência capilar deve ter ocorrido por alto estresse mecânico nos

capilares pulmonares em função (i) da redução da tensão superficial da interface ar-líquido,

(ii) da distribuição inomogênea do fluxo sangüíneo e (iii) pela pressão de distensão alveolar.

As alterações da ultraestrutura pulmonar ocorrem imediatamente após o flush da

circulação pulmonar com solução de Euro-Collins [33] e se perpetuam durante o período de

isquemia [76]. Veldhuizen e cols. [93] mostraram que o fosfatidilglicerol e os níveis de pro-

teína A diminuíram após 12 horas de preservação, e Klepetko e cols. [94] evidenciaram que a

queda da concentração da fosfatidilcolina em pulmões preservados a 4 0C se correlacionava

com o dano isquêmico dos pneumócitos II. Estas alterações são responsáveis pelo aumento

da tensão superficial da interface ar-líquido dos pulmões preservados. Este aumento da

tensão superficial, juntamente com o colapso alveolar, podem influenciar a integridade dos

capilares pulmonares e causar lesão da microvasculatura [95]. Isto acontece porque a abo-

lição da tensão superficial do revestimento alveolar retira o suporte da barreira sangue-gás

quando os capilares são submetidos a altas pressões transmurais [96].

A distribuição inomogênea do fluxo sanguíneo pulmonar pode ter ocorrido em

função dos baixos volumes pulmonares e/ou da vasoconstrição hipóxica, fatores responsáveis

por aumentar a resistência vascular pulmonar. A vasoconstrição hipóxica é uma resposta

intrínseca pulmonar que ocorre em resposta à baixa pressão alveolar de oxigênio (PAO2),

cujo objetivo é redistribuir o sangue para áreas pulmonares bem-ventiladas [97], isto é,

para áreas onde a condutância dos vasos sangüíneos é maior. Desta forma, é plausível

supor que os capilares das áreas pulmonares de tamanho normal tenham recebido grande

aporte de sangue e suas pressões tenham aumentado demasiadamente. Segundo West

[95], há evidência de lesão do epitélio alveolar e do endotélio vascular quando os capilares

pulmonares são submetidos a alta pressão transcapilar. Fu e cols. [98] demonstraram que



69

o aumento da pressão da artéria pulmonar acima de um valor crítico de 32,5 mmHg é

suficientemente grande para produzir falência capilar por estresse mecânico. DeCampos e

cols [34] sugeriram que o rápido reestabelecimento dos fluxos sanguíneo e aéreo de pulmões

isquêmicos submeteriam o tecido pulmonar a enorme estresse mecânico, e que esse seria o

fator desencadeante da lesão I/R.

A alta pressão utilizada para ventilar os pulmões que apresentaram, antes da reper-

fusão, aumento da impedância, também pode ter contribuído para a lesão microvascular

[98]. Segundo a lei de Laplace, a pressão necessária para insuflar unidades alveolares, cuja

tensão superficial está aumentada, precisa ser elevada. Se a pressão de distensão for direta-

mente transmitida para a parede dos alvéolos, haverá aumento da tensão longitudinal nos

capilares [95]. Assim, o efeito combinado da redução da tensão superficial, da distribuição

inomogênea do fluxo sangüíneo e da pressão de distensão podem explicar a falência capilar e

o edema alveolar visto naqueles pulmões isquêmicos que não foram tratados com nenhuma

manobra de recrutamento imediatamente antes do restabelecimento da perfusão.

Os resultados da regressão logística em que as variáveis mecânicas ∆P1 (cmH2O),

∆P2 (cmH2O), Edyn (cmH2O.mL−1), Est (cmH2O.mL−1) e Rinit (cmH2O.mL−1.s) foram con-

sideradas como independentes, e "edema pulmonar", a variável dependente, mostraram

que a Est (cmH2O.mL−1) é a variável de grande importância para o desenvolvimento da

lesão pulmonar I/R. Quando aumentada, seu odds ratio para desenvolvimento da lesão é de

4,9. Este fato ratifica a hipótese de que a impedância dos pulmões imediatamente antes do

restabelecimento do fluxo sangüíneo é um fator determinante que pode induzir ou prevenir

a lesão I/R. No nosso modelo, a Est (cmH2O.mL−1) explica em 54% das vezes a lesão I/R.

O recrutamento alveolar à CPT e a ventilação com volume corrente por dez minutos,

ambos realizados antes do início da reperfusão, reverteram, ou pelo menos amenizaram,

as alterações arquiteturais e mecânicas causadas pelos procedimentos utilizados para a

preservação pulmonar.

Os resultados produzidos pela insuflação pulmonar à CPT nos comportamentos

mecânico, morfométrico, de trocas gasosas e do peso líquido/peso seco foram melhores

que os gerados pela ventilação com volume corrente. O recrutamento à CPT reduziu a
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percentagem de área colapsada aos valores encontrados nos pulmões minimamente lesados

mas, em contrapartida, hiperinsuflou aqueles alvéolos que, antes do recrutamento, tinham

diâmetro normal. Estas mudanças na geometria alveolar provocadas pelo recrutamento

foram responsáveis pela redução de∆P2 (cmH2O) e pela redução da Est (cmH2O.mL−1), o que

também ocorreu, mas em menor grau, pela ventilação com volume corrente. Esta ventilação

não gerou uma pressão capaz de vencer a pressão crítica de abertura das vias aéreas e dos

alvéolos atelectasiados. Desta forma, a área colapsada permaneceu a mesma da vista nos

pulmões submetidos à isquemia. Por outro lado, esta manobra foi capaz de aumentar a

percentagem de alvéolos com diâmetro normal e, ainda, não provocou hiperinsuflação.

Além da redução da área colapsada, a insuflação pulmonar à CPT é o estímulo ne-

cessário para que haja liberação de surfactante para o espaço alveolar [29, 99]. Os vários

autores que estudaram a relação entre administração de surfactante e lesão I/R [100, 101],

atribuem a prevenção da lesão somente à liberação do surfactante. Contudo, os resultados

da fase 3 deste estudo mostraram que a força necessária para movimentar os pulmões e a

dissipação de energia envolvida neste processo diminuíram em função de alterações geomé-

tricas alveolares. DeCampos e cols. [34] demonstraram que as manobras de recrutamento

alveolar empregadas antes do início da reperfusão reduziram a pressão estática na abertura

das vias aéreas, indicando maior complacência pulmonar. Estes autores especularam que o

recrutamento de alvéolos e a melhora precoce da complacência pulmonar eram os fatores

pelos quais as intervenções mecânicas utilizadas preveniam a lesão I/R. Os dados mecânicos

e morfométricos da terceira fase deste projeto confirmam esta impressão. É possível que em

conjunto, a redução da área colapsada e a liberação de surfactante tenham sido os fatores res-

ponsáveis pela queda da elastância estática pulmonar. Esta queda da impedância pulmonar

diminuiu o estresse mecânico nas vias aéreas e na microvasculatura dos pulmões provocado

pelo restabelecimento abrupto dos fluxos aéreo e sangüíneo, o que contribuiu para (i) me-

lhor distribuição do volume corrente e, portanto, da relação V̇A/Q̇, (ii) menor resistência à

passagem de sangue pela vasculatura pulmonar e (iii) menor dano estrutural causado aos

pulmões (relação peso líquido/peso seco semelhante a de pulmões minimamente lesados).

A ventilação com volume corrente também é estímulo capaz de excitar os pneu-

mócitos II para secretarem surfactante [29]. Desta forma, é plausível supor que juntamente
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com aumento da área alveolar de tamanho normal, a diminuição da tensão superficial do

revestimento alveolar, tenha protegido os vasos alveolares, como os arcos de ferro fazem nos

barris, contra a lesão causada por estresse tangencial [96]. Por outro lado, a grande área de

colapso não permitiu que a relação V̇A/Q̇ fosse melhor distribuída e, por isso, a fração de

shunt foi maior e, a PaO2, menor.

Em síntese, os resultados deste trabalho mostraram que o processo de preservação

dos pulmões é responsável por importantes alterações da arquitetura alveolar e por piora

do comportamento mecânico pulmonar, que culminam com o aumento da impedância dos

pulmões. A alta elastância estática expõe o parênquima e a microvasculatura pulmonar

a alto estresse mecânico produzido pelo rápido restabelecimento do fluxo sangüíneo. Os

resultados também suportam a noção de que a proteção contra a lesão I/R, promovida pelas

estratégias ventilatórias empregadas imediatamente antes do início da reperfusão, ocorre,

em grande parte, por fatores relacionados à elastância estática pulmonar, ou seja, o bom

funcionamento pulmonar pós-reperfusão se dá pela "preparação" do tecido para receber,

novamente, os fluxos sangüíneo e aéreo, como demonstrado nos pulmões recrutados.
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6 Conclusões

1. O flush vascular pulmonar per se é responsável pelo aumento da área alveolar colap-

sada, pelo aumento da dissipação de energia nos componentes viscoelásticos e ou nas

inomogeneidades pulmonares e pelo aumento da elastância estática pulmonar;

2. O aumento da impedância pulmonar decorrente do desarranjo arquitetural alveolar e

das inomogeneidades mecânicas pulmonares aumentam a susceptibilidade dos pul-

mões para desenvolverem lesão I/R;

3. Estratégias ventilatórias específicas empregadas no período pós-preservação e pré-

reperfusão revertem, ou pelo menos atenuam, as alterações geométricas e mecânicas

pulmonares causadas durante a preservação e previnem a lesão I/R;

4. Dentre as variáveis mecânicas estudadas, a elastância estática pulmonar no período

pós-preservação e pré-reperfusão é a variável crítica para o desenvolvimento da lesão

I/R; sua redução, imediatamente antes do fluxo sangüíneo ser restabelecido, por utili-

zação de intervenções de cunho mecânico, implica em prevenção da lesão I/R e ótimo

funcionamento pulmonar pós-reperfusão.
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