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Eṕıgrafe

P (S, t) = Ke−r(T−t)N(−d2)− SN(−d1)
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2
√
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Fischer Black and Myron Scholes
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Resumo

Introdução: As condições mecânicas e o arranjo arquitetural dos pulmões desempenham im-

portante papel na gênese de lesões pulmonares. Estas condições dependem da hemodinâmica

pulmonar que, assim como fatores estruturais, estão alterados durante a preservação dos pul-

mões. O objetivo deste trabalho foi estudar o impacto do flush vascular pulmonar e da isquemia

fria, bem como das estratégias de recrutamento alveolar, nas propriedades mecânicas e na ar-

quitetura alveolar de pulmões de ratos. Material e métodos: 40 ratos da raça Wistar foram

divididos em 5 grupos: (i) CTRL, pulmões isolados submetidos apenas a, aproximadamente,

20 minutos de isquemia em ar ambiente; (ii) Flush, pulmões isolados submetidos ao flush vas-

cular pulmonar com solução de preservação Euro-Collins a 4 oC e à 20 minutos de isquemia

em ar ambiente; (iii) ISQ, pulmões isolados submetidos ao flush vascular pulmonar com so-

lução de preservação Euro-Collins a 4 oC e preservados por 10 horas a 4 oC (isquemia fria);

(iv) CPT, pulmões isolados submetidos ao flush vascular pulmonar com solução de preserva-

ção Euro-Collins a 4 oC, preservados por 10 horas a 4 oC e recrutados à capacidade pulmonar

total (CPT) por 2 minutos; (v) VC, pulmões isolados submetidos ao flush vascular pulmonar

com solução de preservação Euro-Collins a 4 oC, preservados por 10 horas a 4 oC e ventilados

com volume corrente de 3 mL, frequência respiratória de 45 irpm e pressão positiva ao final da

expiração (PEEP) de 5 cmH2O durante 10 minutos. Para o estudo das propriedades mecânicas

pulmonares foi utilizado o modelo reológico bicompartimental e o método de oclusão rápida

ao final da inspiração. Para calcular o diâmetro alveolar médio, a análise morfométrica foi

feita em 15 campos aleatórios de cada lâmina em um aumento de 400X. Resultados: O flush

vascular pulmonar e a isquemia fria aumentaram significativamente a dissipação de energia no

componente viscoelástico pulmonar, bem como a elastância. No entanto, as estratégias de re-
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crutamento diminúıram significativamente a dissipação de energia no componente viscoelástico

e a elastância nos pulmões submetidos ao flush vascular pulmonar e isquemia fria. O diâmetro

alveolar médio aumentou significativamente nos pulmões submetidos ao flush vascular pulmo-

nar e isquemia fria, bem como foi reduzido de forma significativa nos pulmões submetidos às

estratégias de recrutamento. Conclusão: A elastância e a dissipação de energia no componente

viscoelástico pulmonar aumentam significativamente nos pulmões submetidos ao flush vascular

pulmonar com solução de preservação Euro-Collins, e a utilização das estratégias de recruta-

mento antes das medidas preservam os pulmões de um mau desempenho mecânico e trazem o

diâmetro alveolar médio para valores próximos aos do grupo CTRL.

Palavras-chave: Euro-Collins; recrutamento alveolar; morfometria alveolar; mecânica ventila-

tória.
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Abstract

Rationale: The pulmonary mechanical conditions and architectural arrangement of the lungs

play important role in the genesis of lung injury. These conditions depend on the pulmonary

hemodynamics that, as well as structural factors are changed during lung preservation. The

goal of this study is to investigate the impact of pulmonary vascular flush, cold ischemia and

alveolar recruitment strategies in mechanical properties and alveolar architecture of rats lungs.

Methods: 40 Wistar rats were randomically divided into 5 groups: (i) CTRL, isolated lungs with

only about 20 minutes of ischemia in room air, (ii) Flush, isolated lungs with pulmonary vascu-

lar flush with preservation Euro-Collins solution at 4o C and 20 minutes of ischemia in room air,

(iii) ISQ, isolated lungs with pulmonary vascular flush with preservation Euro-Collins solution

at 4◦ C for 10 hours, (iv) TLC, isolated lungs with pulmonary vascular flush with preservation

Euro-Collins solution at 4o C for 10 hours and recruited to the total lung capacity (TLC) for 2

minutes, (v) VC, isolated lungs with pulmonary vascular flush with preservation Euro-Collins

solution at 4o C for 10 hours and ventilated with tidal volume of 3 mL, respiratory rate of 45

bpm and positive end expiratory pressure (PEEP) of 5 cmH 2O for 10 minutes. For the mecha-

nical properties of lung a rheological bicompartimental model was used and the end inflation

occlusion method performed to get variables. To calculate alveolar diameter, a morphometric

analysis was performed on 15 random fields of each slide in an increase of 400X. Results: The

pulmonary vascular flush and cold ischemia increased significantly the energy dissipation in

the viscoelastic component of lung, as well the elastance. However, the recruitment strategies

decreased significantly the energy dissipation in the viscoelastic component and lung elastance

in the lungs with pulmonary vascular flush and cold ischemia. The alveolar diameter increased

significantly in lungs with pulmonary vascular flush and cold ischemia and was reduced signifi-
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cantly in those with recruitment strategies. Conclusion: The elastance and energy dissipation

in the viscoelastic component significantly increased in lungs with pulmonary vascular flush

with preservation Euro-Collins solution, and recruitment strategies use before measures save

lungs of a poor mechanical performance and bring the alveolar diameter closer to the CTRL

group values.

Keywords: Euro-Collins, alveolar recruitment, alveolar morphometry; ventilatory mechanics.
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1 Introdução

Adultos e crianças com doença pulmonar em estágio terminal podem,

hoje, ter suas vidas prolongadas por meio de transplante pulmonar, uma rea-

lidade.1 Aspectos evolúıram no campo do transplante pulmonar e a sobrevida

em 1 ano aumentou de 74% para 81%, e a sobrevida em 5 anos aumentou de

47% para 54%.2 Muito embora avanços tenham surgidos no campo técnico do

transplante pulmonar, nos últimos anos não tem havido aumento na sobrevida

de longo prazo. Segundo a Sociedade Internacional de Transplante de Coração

e Pulmões, a sobrevida em 10 anos é de, aproximadamente, 28%.2

Apesar de serem conhecidas informações significantes acerca da condição

funcional dos indiv́ıduos com sobrevida de 5 anos, poucos estudos trazem in-

formações acerca das condições cĺınica e funcional de ind́ıviduos com sobrevida

maior que 5 anos.3 No entanto, aspectos importantes envolvidos nos transplan-

tes têm sido abordados em estudos experimentais, como os danos arquiteturais

decorrentes da isquemia e posterior reperfusão do tecido pulmonar no decurso

do procedimento de reimplante do enxerto.4 Como dito, avanços surgiram e esta

área tem sido o propósito de pesquisas nos últimos tempos no entanto, perma-

nece desconhecida a maneira mais adequada para preservação do enxerto, e os

danos estruturais com consequente alterações funcionais decorrentes da lesão

de isquemia e reperfusão predominam como principal causa de morbidade e

mortalidade na fase inicial do transplante.4

Com os métodos e técnicas atuais de preservação, a viabilidade do en-

xerto em isquemia fria permanece em torno de 6 a 9 horas, fato este que res-
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tringe a realização do transplante, e tira desta cirurgia o caráter eletivo. Esfor-

ços continuam sendo dispendidos na tentativa do prolongamento da viabilidade

do enxerto em isquemia fria. No entanto, as tentativas de prolongamento do

tempo em isquemia fria parecem desencadear uma cascata de eventos lesivos

que resultam em falência do enxerto.5

O entendimento das potenciais causas de rejeição e posterior falência

do enxerto pulmonar começaram a ser elucidadas na década de cinquenta do

século passado, quando Peter Medewar criou uma fundação para o desenvolvi-

mento de transplante de órgãos.6 A partir de então, avanços nas técnicas para

transplantes surgiram e passaram a viabilizar a realização dos procedimentos,

especialmente pelo aprimoramento nas técnicas de preservação dos enxerto. A

preservação dos pulmões, na atualidade, começa por substituição do sangue pre-

sente na vasculatura pulmonar por uma solução de preservação em temperatura

baixa, 4 oC, com posterior armazenamento a frio até o momento do reimplante.

Tal procedimento tem por finalidade uniformizar o resfriamento do tecido pul-

monar, bem como retirar da vasculatura pulmonar os elementos do sangue de

modo a evitar posśıvel formação de trombos e lesão celular.7

Dois são os tipos de solução de preservação, as intracelulares (Euro-

Collins) e as extracelulares (Low-Potassium Dextran – LPD). As primeiras são

caracterizadas pela alta concentração de potássio (K+) e baixa concentração

de sódio (Na+) e cloro (Cl−), e sua utilização, segundo Ware et al7 em 1999 e

Sugita et al8 no mesmo ano, é justificada pelo fato de haver inativação da bomba

de sódio-potássio durante a preservação do enxerto em ambiente hipotérmico.

Ora, se uma solução com caracteŕısticas análogas à do meio intracelular estiver
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presente no leito vascular, bem como no espaço extracelular, o influxo de água

e Na+ ficará atenuado, de modo a poupar as células de um aumento em seu

volume. Em contrapartida, a resistência vascular pulmonar, possivelmente,

aumentará no momento em que a circulação for restabelecida, pois nesta solução

do tipo intracelular está contido um potende agente vasoconstrictor, o K+.9

Já as soluções do tipo extracelular são caracterizadas pela concentração de

Na+, K+ e Cl− similares à do meio extracelular, e pela adição de dextran 40,

uma substância capaz de conservar a pressão oncótica no capilar pulmonar e

conservar a água no espaço intravascular, de modo a evitar edema celular.10

Muito embora o tecido pulmonar sofra danos quando submetido à bai-

xas temperaturas,5 o procedimento de armazenamento do enxerto em ambiente

hipotérmico é condição indispensável para viabilizar sua preservação. O que se

justifica pela diminuição do metabolismo celular, que consequentemente reduz

a velocidade das reações bioqúımicas no tecido pulmonar, mantendo-o, dessa

forma, viável, ainda que em isquemia.9

Muitos são os estudos que relacionam a lesão pulmonar de isquemia e

reperfusão com as respostas inflamatórias, bioqúımicas, humorais,9,11,12 inati-

vação da bomba de sódio e potássio,7,8 e apoptose. No entanto, eventos rela-

cionados à mecânica pulmonar também estão envolvidos na gênese da lesão de

isquemia e reperfusão. Dessa forma tem sido atribúıda à lesão de isquemia e

reperfusão a principal causa de falência do enxerto pulmonar.4

É sabido que os pulmões são órgãos dotados de estrutura fisiológica e

anatômica ı́mpares, o que chama atenção para os fatores, especialmente os me-

cânicos, determinantes do seu bom funcionamento ou da gênese da lesão de
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isquemia e reperfusão. São eles: (i) volume pulmonar no peŕıodo de preserva-

ção em isquemia fria,13–16 (ii) taxa de fluxo de reperfusão17–19 e (iii) diâmetro

da vasculatura pulmonar.20 O fator hemodinâmico é um dos responsáveis pela

estabilidade mecânica do parênquima pulmonar.21,22 Condições hemodinâmi-

cas que alterem a pressão transmural são capazes de interferir no desempenho

mecânico dos pulmões. Peták e cols em 200423 mostraram que a hipoperfusão

contribui com a instabilidade mecânica dos pulmões, pois aumenta a elastân-

cia e a resistência dos tecidos pulmonares, no entanto, voltam a diminuir no

momento em que a perfusão é restabelecida. Esta instabilidade mecânica dos

pulmões se justifica pela alteração da pressão capilar. Assim como a hipoper-

fusão, a congestão vascular pulmonar21 também contribui com a instabilidade

mecânica pulmonar.

Datam da década de 1960 observações feitas por Borst e colaboradores24

sobre o impacto do sangue nas propriedades mecânicas dos pulmões, quando

verificaram que o aumento da pressão atrial esquerda diminúıa a complacên-

cia pulmonar. Da mesma forma, em 1978, Gray e colaboradores25 mostraram

em cães que o aumento da pressão arterial pulmonar (decorrente de aumento

do volume sangúıneo pulmonar provocado por oclusão parcial da válvula mi-

tral) também cursava com diminuição da complacência pulmonar. Outrossim,

a diminuição do volume sangúıneo no leito vascular pulmonar repercute com

diminuição da superf́ıcie alveolar.26 Outra evidência da influência do volume

sangúıneo pulmonar nas propriedades mecânicas pulmonares foi mostrada por

Simon e colaboradores27 em 1997 quando ocluiram um ramo da artéria pul-

monar e verificaram aumento da elastância pulmonar ipsilateral a oclusão, e
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aumento do volume ventilatório no pulmão contralateral a oclusão, o que os

fizeram concluir que o volume pulmonar também depende do volume sangúıneo

no leito vascular pulmonar.

Como ilustrado na Figura 1, uma resistência (representada por um amor-

tecedor) e uma elasticidade (representada por uma mola) compõem o modelo

mecânico análogo que mais simplesmente representa o sistema respiratório.

Deste modelo deriva a conhecida equação do movimento do sistema respira-

tório, que é dada por: P(t) = RV̇(t) + EV(t), onde P representa a pressão de

abertura das vias aéreas, R representa a resistência do sistema respiratório e

E representa a elastância do sistema respiratório. V é o volume, V̇ é o fluxo

aéreo e o t representa unidade de tempo. Este modelo linear unicompartimental

assume que a resistência e a elastância são independentes do fluxo e do volume,

respectivamente, e considera despreźıveis as forças inerciais.28

Figura 1: Modelo linear unicompartimental. Representação mecânica e
anatômica.

Quando uma força é aplicada neste sistema a barra móvel se movimenta

(gera volume), fazendo trabalhar a mola e o amortecedor que estão ligados em

paralelo. Muito embora este modelo permita a mensuração da resistência e da

elastância, ele não é capaz de explicar alguns fenômenos mecânicos existentes

no sistema respiratório, como (i) a histerese na curva volume-pressão e (ii) a
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queda lenta observada após uma oclusão rápida ao final da inspiração.29 Dessa

forma modelos bicompartimentais são necessários para explicar tais fenômenos,

modelos em que os compartimentos possam ter constantes de tempo diferen-

tes, assim representando mais fielmente as propriedades mecânicas do sistema

respiratório. Os primeiros modelos bicompartimentais surgiram na década de

60, demonstrados por Mount,30 Otis e colaboradores31 e Mead32 para estudo da

mecânica do sistema respiratório.

Mas foi em 1985 que Bates e colaboradores,29 ao reunirem as informa-

ções produzidas Otis e colaboradores,31 Mount30 e Zin e colaboradores,33 apre-

sentaram o modelo proposto por Mount30 (modelo reológico bicompartimental

reológico, figura 2) composto por elementos elásticos e resistivos, representados

por molas e amortecedores, respectivamente. Com modelo, é posśıvel realizar

um estudo teórico das propriedades mecânicas do sistema respiratório. Quando

ventilado mecanicamente com fluxo inspiratório constante e volume controlado

e submetido a oclusão rápida das vias aéreas ao final da inspiração, observa-

se, no traçado de pressão em função do tempo, uma queda rápida de pressão

(∆P1) de um ponto máximo (Pmáx) até um ponto de inflexão (Pi), seguida de

uma queda lenta (∆P2) até o ponto em que seja atingido o platô pressórico

(Pel). A queda rápida representa a dissipação de energia para vencer as resis-

tências newtonianas das vias aéreas e dos pulmões, a queda lenta representa a

dissipação de energia nos componente viscoelásticos e inomogeneidades dos te-

cidos pulmonares, e o platô representa a pressão de retração elástica pulmonar

(Pel).

Sustentado pela premissa deste modelo, a queda rápida de pressão re-
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Figura 2: Modelo linear bicompartimental de Mount. Representação mecâ-
nica e anatômica.

sultante da oclusão rápida das vias aéreas ao final da inspiração pode ser ex-

plicada pela caracteŕıstica do componente viscoso ou homogêneo do sistema

respiratório, a ausência de desigualdades da constante de tempo. Já a queda

lenta observada na sequência da oclusão das vias aéreas, pode ser explicada

pelas caracteŕıstas do componente viscoelástico e inomogeneidade do sistema

respiratório, o stress relaxation e pendelluft .29,34 O stress relaxation é a pro-

priedade que o tecido pulmonar tem de se adaptar a um estiramento mantido,

mostrando queda da tensão tecidual em função do tempo. Uma vez que os pul-

mões são insuflados e, em seguida, há oclusão rápida das vias aéreas, o volume

insuflado é mantido aprisionado nos pulmões. No entanto, a pressão gerada

por este volume cai progressivamente até que ocorra um equiĺıbrio na relação

comprimento-tensão. Já o pendelluft é a redistribuição regional de pequenos vo-

lumes de gás de áreas de maior pressão para áreas de menor pressão, explicadas

pelas diferentes constantes de tempo.

A compreensão de que o bom arranjo mecânico pulmonar depende dos

fatores supracitados nos facilita o entendimento de que pulmões mecanicamente

inomogêneos estão mais suscept́ıveis à lesão de isquemia e reperfusão. O simples

fato de substituir o sangue por solução de preservação Euro-Collins já tornam
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os pulmões mecanicamente instáveis.35 No entanto, precisamos saber se pro-

tocolos de recrutamento alveolar até a capacidade pulmonar total (CPT) ou

de ventilação com volume corrente por 10 minutos são capazes de rearranjar

mecanicamente os pulmões, e dessa forma manter o diâmetro alveolar médio

o mais próximo do encontrado em pulmões dentro de condições normais, isto

é, não submetidos aos procedimentos de preservação. É posśıvel que pulmões

submetidos a protocolos de ”recrutamento” tenham seu diâmetro alveolar mé-

dio trazido para valores próximos da normalidade, uma vez que Silva em 200635

mostrou que estes protocolos são capazes de reverter, ou ao menos atenuar, as

alterações geométricas e mecânicas pulmonares causadas durante a preservação,

e previnem a lesão de isquemia e reperfusão.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

1. Estudar o impacto do flush vascular pulmonar e da isquemia fria nas pro-

priedades mecânicas e na arquitetura alveolar de pulmões de ratos.

2.2 Objetivos Espećıficos

1. Estudar o impacto do flush vascular pulmonar com solução de preservação

Euro-Collins no diâmetro alveolar médio de pulmões de ratos;

2. Estudar o impacto do flush vascular pulmonar com solução de preservação

Euro-Collins e da isquemia fria no diâmetro alveolar médio de pulmões de

ratos;

3. Estudar o impacto do flush vascular pulmonar com solução de preservação

Euro-Collins e da isquemia fria no diâmetro alveolar médio de pulmões de

ratos submetidos ao recrutamento alveolar à capacidade pulmonar total;

4. Estudar o impacto do flush vascular pulmonar com solução de preservação

Euro-Collins e da isquemia fria no diâmetro alveolar médio de pulmões de

ratos submetidos à ventilação mecânica com volume corrente durante 10

minutos.
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3 Material e métodos

3.1 Animais utilizados

Para a execução do presente estudo foram utilizados 40 ratos machos,

da raça Wistar, adquiridos no Laboratório BioAgri, Planaltina – DF, com peso

entre 280 e 310 gramas.

3.2 Caracterização dos grupos

Os animais foram separados, aleatoriamente, em cinco grupos, caracte-

rizados da seguinte forma:

CTRL Composto por 8 blocos de pulmões isolados submetidos apenas a, apro-

ximadamente, 20 minutos de isquemia em ar ambiente.

Flush Composto por 8 blocos de pulmões isolados submetidos ao flush vas-

cular pulmonar com solução de preservação 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) a 4 oC e à 20 minutos de isquemia em ar ambiente.

ISQ Composto por 8 blocos de pulmões isolados submetidos ao flush vascular

pulmonar com solução de preservação Euro-Collins a 4 oC e preservados

por 10 horas a 4 oC (isquemia fria).
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CPT Composto por 8 blocos de pulmões isolados submetidos ao flush vascular

pulmonar com solução de preservação Euro-Collins a 4 oC, preservados por

10 horas a 4 oC e recrutados à capacidade pulmonar total (CPT), definida

como Ppt de 30 cmH2O, por 2 minutos.

VC Composto por 8 blocos de pulmões isolados submetidos ao flush vascular

pulmonar com solução de preservação Euro-Collins a 4 oC, preservados

por 10 horas a 4 oC e ventilados com volume corrente de 3 mL, frequência

respiratória de 45 irpm e pressão positiva ao final da expiração (PEEP) de

5 cmH2O durante 10 minutos.

3.3 Extração dos blocos coração-pulmões

Inicialmente os animais foram sedados com Diazepam (5 mg, i.p.), pesa-

dos (balança digital Filizola MF-6, São Paulo – SP) e então anestesiados com

Thionembutal Sódico (30 mg.kg−1). Em seguida o animal foi colocado ade-

quadamente numa mesa cirúrgica preparada, e então realizada a traqueostomia

para a introdução de uma cânula de polietileno (4,5 cm x 2,1 mm), onde a

extremidade distal foi conectada a uma torneira de três vias e a extremidade

proximal fixada à traquéia com fio de seda. A partir dáı os animais foram

ventilados mecanicamente em modalidade volume controlado com ar ambiente,

freqüência respiratória de 80 irpm, volume corrente de 10 ml.kg −1 e PEEP de

3 cmH2O.

Após os procedimentos supracitados, foi realizada uma laparotomia me-

diana, seguida de administração de Heparina Sódica (1000 UI.kg−1, i.v.) pela
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veia cava inferior. Em seguida, realizada uma esternotomia mediana para acesso

torácico. Para exposição da artéria pulmonar o timo foi ressecado. Foi, então,

introduzida uma cânula de polietileno (4,5 cm x 1,7 mm) no tronco da artéria

pulmonar via ventŕıculo direito, a qual teve sua extremidade distal conectada

a uma torneira de três vias (preenchida com solução fisiológica de cloreto de

sódio a 0,9%). O átrio e o ventŕıculo esquerdo foram excisados para permitir o

fluxo livre de sangue proveniente dos pulmões.

A próxima etapa foi a remoção do bloco coração-pulmões, para os ani-

mais do grupo controle. Para os demais grupos, o flush vascular pulmonar

antecedeu a remoção do bloco coração-pulmões, como descrito no item a se-

guir. A torneira de três vias foi fechada ao final da inspiração e os pulmões

foram mantidos insuflados a 50% da capacidade pulmonar total (CPT). O bloco

coração-pulmões foi excisado e colocado imediatamente em uma placa de Petri,

em temperatura ambiente, preenchida com solução de preservação Euro-Collins.

Foi coberto com um filme plástico para evitar a desidratação e manter a tem-

peratura, e então pronto para o ińıcio do experimento.

3.4 Flush Vascular Pulmonar

Antes da remoção do bloco coração-pulmões, a circulação pulmonar re-

cebia, via artéria pulmonar, com pressão hidrostática de 20 cmH2O, 50 mL.kg−1

de flush com solução de preservação Euro-Collins a 4 oC. Ao término do flush

os pulmões eram insuflados e mantidos em 50% da CPT. A partir dáı a remoção

do bloco coração-pulmões era executada conforme descrito no item 3.3.
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3.5 Medida das propriedades mecânicas dos pulmões

Para o estudo das propriedades mecânicas dos pulmões foi utilizado o

modelo mecânico reológico bicompartimental viscoelástico, proposto por Ba-

tes36 em 1989, o qual foi baseado nos estudos de Mount30 em 1955 e de Sharp37

em 1967. A figura 3 mostra o modelo bicompartimental viscoelástico, que é

composto por um amortecedor (Rinit, L), representando a resistência das vias

aéreas, arranjado em paralelo com uma mola (Est, L), representando a elastân-

cia estática do sistema, a qual está conectada em paralelo com um amortecedor

(R2) ligado em série com uma mola (E2), representando o componente viscoelás-

tico do sistema respiratório. O volume pulmonar é representado pela distância

entre as barras, e o fluxo pela velocidade com que elas se afastam.

Figura 3: Modelo linear bicompartimental de Mount. Representação mecâ-
nica e anatômica.

Para que o sistema se mova, a pressão gerada deve ser suficientemente

grande para vencer a pressão total do sistema (somatória das pressões resis-

tiva, elástica e viscoelástica), de modo que fluxo aéreo (V̇) possa ser gerado e

consequentemente volume (V) mobilizado. Todo método de medida afere as res-

postas do sistema quando este é submetido a um determinado est́ımulo. Logo,

quando o volume é mobilizado em consequencia do fluxo aéreo (est́ımulo) e este

é abruptamente interrompido por oclusão rápida das vias aéreas (por meio de
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uma válvula inspiratória do ventilador mecânico) e esta permanece mantida por

um tempo aproximado de cinco segundos, a distância entre as barras se mantém,

como consequencia do volume aprisionado nos pulmões. No entanto, variação

e acúmulo energético na forma de tensão nas molas e dissipação de energia na

forma de calor nos amortecedores (respostas) ocorrem durante a oclusão e sua

manutenção. No momento em que a oclusão é realizada, o amortecedor Rinit, L

conclúı o seu trabalho, e consequentemente a pressão gerada para vencer este

componente vai a zero. Durante a oclusão, a mola E2 chega a um ponto de

equiĺıbrio elástico onde acumula energia potencial, e a R2 que está ligada em

série com esta mola E2 continua trabalhando até que dissipe toda a energia

empregada no seu trabalho, o que ocorrerá em aproximadamente 5 constan-

tes de tempo. Já a mola Est, L, por estar limitada entre as barras, se mantém

deformada com energia potencial acumulada. No momento em que a válvula

expiratória do ventilador mecânico é aberta e as vias aéreas são novamente

”desobstrúıdas”, todo o sistema retorna ao seu ponto de equiĺıbrio (capacidade

residual funcional).

Para que as propriedades mecânicas pulmonares fossem estudadam peloo

método da oclusão rápida das vias aéreas ao final na inspiração, foi utilizado um

ventilador mecânico (Samay VR 15, Universidad de la Republica, Montevideo,

Uruguay) de fluxo constante desenvolvido para pequenos animais. Os parâme-

tros ventilatórios utilizados, foram: ar ambiente, V̇ constante de 10 mL.s1 e

V controlado de 2 mL, PEEP de 5 cmH2O. Ao final da inspiração, era reali-

zada uma oclusão rápida das vias aéreas mantendo-a por seis segundos, seguida

de expiração livre. Após a oclusão das vias aéreas ocorre uma queda rápida
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de pressão (∆P1) de um ponto máximo (Pmáx) até um ponto de inflexão (Pi),

seguida de uma queda lenta (∆P2) até o ponto em que seja atingido o platô

pressórico (Pel). A queda rápida representa a dissipação de energia para vencer

as resistências newtonianas das vias aéreas e dos pulmões, a queda lenta repre-

senta a dissipação de energia nos componente viscoelásticos e inomogeneidades

dos tecidos pulmonares, e o platô representa a pressão de retração elástica pul-

monar (Pel). As variáveis mecânicas foram calculadas utilizando-se as fórmulas

abaixo:

∆P1 = Pmáx − Pi

∆P2 = Pi − Pel

Est =
Pel − PEEP

V

A resistência do equipamento (Req = 0,03 cmH2O.mL−1.s) foi subtráıda

da resistência total calculada para o sistema respiratório.

3.6 Aquisição dos sinais

Para a aquisição e registros dos sinais foi utilizado um pneumotacó-

grafo38 contendo três sáıdas laterais além de suas extremidades, que conectava

a traquéia do animal ao ventilador mecânico. Um transdutor diferencial de pres-

são (PT5A, Grass, Quincy, MA, EUA) foi conectado nas duas sáıdas laterais

distais ao ventilador para registro do fluxo aéreo e, por integração eletrônica,

o volume pulmonar. Na sáıda proximal ao ventilador foi conectado um trans-

dutor absoluto de pressão (P23 Db, Grass, Quincy, MA, EUA) para registro
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da pressão na via aérea. Todos os transdutores estavam ligados a um poĺıgrafo

(7C, Grass, Quincy, MA, EUA), por onde os sinais passavam e eram filtrados

e amplificados para então serem transmitidos a um módulo condicionador de

sinais biológicos (EMG System do Brasil, São José dos Campos, São Paulo) e

em seguida a um conversor analógico-digital de 12 bits (EMG System do Brasil,

São José dos Campos, São Paulo) para a transformação em sinal digital. Já

no microcomputador, utilizando frequência de amostragem de 200 Hz, os sinais

foram registrados com o software Windaq/Pro (DATAQ Instruments, Akron,

OH, EUA).

3.7 Fixação dos pulmões e preparação das lâminas

Oclúıdo ao final da expiração, que nestas condições experimentais (pul-

mões isolados, ex-vivo) é consideravelmente menor do que a in-vivo pela au-

sência da caixa torácica, o pulmão esquerdo de cada bloco foi congelado por

imersão rápida em nitrogênio ĺıquido, imediatamente colocado em solução de

Carnoy (composta, em volume, por 60% de etanol, 30% de clorofórmio e 10%

de ácido acético) a -70 oC durante 24 horas. Ao término deste peŕıodo, a desi-

dratação dos pulmões foi realizada por aumento progressivo das concentrações

de etanol nas soluções, seguindo a seguinte rotina:

MC-1 70% de etanol, 22,5% de clorofórmio e 7,5% de ácido acético à -20 oC

durante 1 hora;

MC-2 80% de etanol, 15% de clorofórmio e 5% de ácido acético à -20 oC durante

1 hora;
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MC-3 90% de etanol, 7,5% de clorofórmio e 2,5% de ácido acético à -20 oC

durante 1 hora.

Em etanol a 100%, os pulmões foram mantidos a -20 oC durante 4 horas,

seguido de 12 horas a 4 oC e, por fim, em temperatura ambiente por 2 horas.

Uma vez fixados, os tecidos pulmonares foram processados para cortes histoló-

gicos em parafina (3 µm de espessura) e corados com hematoxilina-eosina.39

3.8 Análise morfométrica

A análise morfométrica dos pulmões foi realizada, como previamente des-

crita por Gundersen,40 com um sistema teste coerente e de referência composto

por 100 pontos e 50 linhas (comprimento de 1 mm) conectado à uma das ocula-

res do microscópio óptico (Axioplan; Zeiss, Oberkochen, Alemanha). De cada

lâmina, quinze campos não coincidentes, escolhidos de forma aleatória, foram

utilizados para a realização de tal análise. O aumento microscópico utilizado

foi de 400x.

Para o cálculo do diâmetro alveolar médio (DAM) utilizou-se a fórmula

seguinte:

DAM = comprimento da linha

(
soma do comprimento de todas as linhas

no de vezes que as linhas cruzam as paredes dos alvéolos

)

3.9 Análise estat́ıstica

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado inicialmente para testar a nor-

malidade da distribuição das variáveis morfométricas e mecânicas dos cinco
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grupos estudados. A hipótese nula das variáveis que assumiram uma distri-

buição normal foi testada pela ANOVA. Quando a hipótese nula era rejeitada,

o pós-teste de Tukey foi utilizado para comparação dos grupos. A hipótese

nula das variáveis que não assumiram uma distribuição normal foi testada por

meio do Kruskal-Wallis. Quando a hipótese nula era rejeitada, o teste de Mann-

Whitney foi utilizado para comparação dos grupos. As análises foram realizadas

utilizando o software GraphPad Prism v.4.03 para Mac OSX. O ńıvel de signi-

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

Nas figuras 4 e 5 podem ser vistos, respectivamente, o fluxo aéreo e

o volume pulmonar administrados durante ventilação mecânica para medida

das propriedades mecânicas pulmonares. Os valores mostraram similaridade

nos cinco grupos. Tal resultado ratifica a não influência da variação dessas

variáveis nas propriedades mecânicas pulmonares.41,42

As figuras 6,7 e 8 mostram os resultados de ∆P1, ∆P2 e Est, respec-

tivamente. Estes resultados evidenciam as alterações mecânicas pulmonares,

bem como ratificam as alterações morfométricas também encontradas quando

analisado o diâmetro alveolar médio. No componente newtoniano, a dissipa-

ção de energia se manteve semelhante em todos os grupos, muito embora o

grupo ISQ tenha apresentado tendência de queda em relação ao grupo CTRL

(0,89±0,06 vs 1,12±0,04, respectivamente. p > 0,05). No entanto, quando

analisada a dissipação de energia no componente viscoelático verifica-se forte

evidência de aumento da dissipação de energia, quando comparados os grupos

CTRL e Flush (0,48±0,03 vs 0,88±0,05, respectivamente, p < 0,001), CTRL

e ISQ (0,48±0,03 vs 0,93±0,04, respectivamente, p < 0,001), CTRL e CPT

(0,48±0,03 vs 0,69±0,04, respectivamente, p < 0,01), e CTRL e VC (0,48±0,03

vs 0,70±0,02, respectivamente, p < 0,01). Vimos que todos os grupos tive-

ram aumento significativo da dissipação de energia no componente viscoelás-

tico quando comparados com o grupo CTRL. Muito embora tenha havido tal

aumento comparado ao grupo CTRL, os grupos CPT e VC tiveram valores

inferiores aos do grupo ISQ (0,69±0,04 (p < 0,001), 0,70±0,02 (p < 0,01) e

0,93±0,04, respectivamente), o que sugere posśıvel efeito protetor dos protoco-
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los de recrutamento à CPT e de ventilação com volume corrente por 10 minutos

nas propriedades mecânicas pulmonares

Quando analisada a elastância estática na figura 8, esta ratifica as al-

terações mecânicas provocadas pelo flush vascular pulmonar, bem como pela

preservação a frio. Também mostra um posśıvel efeito protetor nos grupos CPT

e VC, uma vez que apresentam elastância estática significativamente inferior a

do grupo ISQ (3,09±0,20 (p < 0,001), 4,08±0,14 (p < 0,001) e 6,28±0,38, res-

pectivamente) e o grupo CPT não apresentou diferença significativa em relação

ao grupo CTRL (3,09±0,20 vs 2,71±0,16, respectivamente, p > 0,05).

A análise morfométrica dos pulmões estudados mostrou que o diâmetro

alveolar médio dos pulmões submetidos ao flush vascular pulmonar não se mo-

dificou significativamente em relação aos pulmões do grupo CTRL. No entanto,

quando comparados os pulmões do grupo CTRL com os do grupo ISQ, estes

mostraram diâmetro alveolar médio significativamente maior que aqueles. Os

pulmões submetidos ao flush vascular pulmonar, e recrutados à CPT por 2 mi-

nutos ou ventilados com volume corrente por 10 minutos apresentaram diâmetro

alveolar médio significativamente menor do que os pulmões do grupo CTRL.

Não houve diferença significativa entre o diâmetro alveolar médio dos pulmões

submetidos ao flush vascular pulmonar e recrutados à CPT por 2 minutos e os

ventilados com volume corrente por 10 minutos. A figura 9 mostra a relação do

diâmetro alveolar médio entre os grupos estudados.
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Figura 4: Média do fluxo aéreo dos grupos estudados. As barras representam
a média + erro padrão.

Figura 5: Volume pulmonar dos grupos estudados. As barras representam a
média + erro padrão.
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Figura 6: Variação de pressão no componente newtoniano de força.

Figura 7: Variação de pressão no componente viscoelástico. *: p < 0,01 em
relação ao grupo CTRL; **: p < 0,01 em relação ao grupo Flush; #: p <
0,01 em relação ao grupo ISQ.
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Figura 8: Elastância estática dos pulmões. *: p < 0,01 em relação ao grupo
CTRL; **: p < 0,01 em relação ao grupo Flush; #: p < 0,01 em relação ao
grupo ISQ.

Figura 9: Diâmetro alveolar médio dos grupos estudados. As barras repre-
sentam a média + erro-padrão da média. *: p < 0,05 em relação ao grupo
CTRL; **: p < 0,05 em relação ao grupo Flush; #: p < 0,05 em relação ao
grupo ISQ.
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5 Discussão

O fato de substituir o sangue do leito vascular pulmonar por solução

de preservação Euro-Collins, bem como a estocagem dos pulmões por 10h em

isquemia fria aumentou a impedância pulmonar e alterou a estrutura alveolar.

As alterações mecânicas observadas nos grupos Flush e ISQ (aumento da elas-

tância e ∆P2) podem ser explicadas pela influência dos fatores hemodinâmicos

pulmonares, os quais são responsáveis por grande parte da estabilidade mecâ-

nica do parênquima pulmonar. Tanto a pressão capilar pulmonar21,43 quanto o

fluxo sangúıneo pulmonar22,44 assumem uma parcela de ”responsabilidade”, na

manutenção da higidez arquitetural dos pulmões, bem como das propriedades

mecânicas do tecido pulmonar. Isto se deve ao fato de que os septos alveolares

são formados, em grande parte, por uma malha de vasos sangúıneos e por fi-

bras elásticas e colágenas, e sua forma depende da interação destes dois fatores

citados com a tensão superficial da interface ar-ĺıquido.45,46

No momento em que o sangue é substitúıdo por solução de preservação

Euro-Collins, esta permanece parada no leito vascular pulmonar, o que já afeta

dois dos três fatores responsáveis pela estabilidade mecânica pulmonar, pressão

capilar pulmonar e fluxo sangúıneo pulmonar. A pressão capilar cai, pois neste

modelo o átrio e o ventŕıculo esquerdo foram excisados, e a solução de preser-

vação Euro-Collins permanece parada no leito vascular. O resultado disso é o

aumento da elastância pulmonar e o aumento da dissipação de energia no com-

ponente viscoelástico pulmonar (∆P2). Este último certamente pela formação

de diversas constantes de tempo. Essas informações parecem não fazer sentido

com os resultados da morfometria, pois os pulmões do grupo Flush não apre-
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sentaram diâmetro alveolar médio significativamente menor do que os pulmões

do grupo CTRL, e os pulmões do grupo ISQ apresentaram diâmetro alveolar

médio significativamente maior do que os pulmões do grupo CTRL. Ora, como

pode haver alterações mecânicas nestes grupos sem justificatifa (complemen-

tar) morfométrica? Silva em 200635 mostrou que pulmões submetidos a flush

vascular pulmonar com solução de preservação Euro-Collins e isquemia fria por

10h apresentam relação de área alveolar de diâmetro normal inferior (aproxi-

madamente 20%) a de pulmões minimamente lesados, por outro lado, a relação

de área alveolar colapsada foi de aproximadamente 75% maior do que a dos

pulmões minimamente lesados, e a relação de área alveolar hiperinsuflada apro-

ximadamente 200% superior a dos pulmões minimamente lesados. Logo, estes

resultados apresentados por Silva em 2006,35 especialmente a relação de área

alveolar hiperinsuflada, contribuem fortemente para que o diâmetro alveolar

médio dos pulmões do grupo ISQ seja significativamente maior do que o do

grupo CTRL, e ainda assim apresentando comprometimento das propriedades

mecânicas pulmonares, aumento de ∆P2 e aumento da elastância.

Outro potencial fator causador das alterações morfométricas e mecâni-

cas pulmonares pode estar ligado ao surfactante, especialmente a inativação de

sua atividade. É sabido que até 12h após flush vascular pulmonar com solução

de preservação similar ao Euro-Collins há diminuição dos principais fosfoliṕı-

deos do surfactante.47 Se o flush vascular pulmonar com solução de preservação

Euro-Collins é capaz de alterar as propriedades do surfactante, haverá abalo na

tensão superficial da interface ar-ĺıquido, corroborando com o aumento da ino-

mogeneidade e na formação de diferentes constantes de tempo, o que se traduz
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e traduziu em aumento da energia dispendida no componente viscoelástico.

Muito embora tais alterações tenham ocorrido, no momento em que os

pulmões foram submetidos aos protocolos de recrutamento alveolar até a CPT

por 2 minutos ou ventilação com volume corrente por 10 minutos, os efeitos

deletérios do flush vascular pulmonar com solução de preservação Euro-Collins,

bem como da isquemia fria por 10h, foram atenuados, refletidos pelas proprieda-

des mecânicas voltarem para próximo das propriedades mecânicas dos pulmões

do grupo CTRL. A melhora apresentada pelos grupos CPT e VC se deve ao

fato destes pulmões estarem em condições mecânicas favoráveis, ou pelo menos

em condições de menor instabilidade arquitetural e mecânica, proporcionadas

pelos protocolos citados. Uma vez que os pulmões são submetidos ao flsuh vas-

cular e a isquemia fria, ocorre um desarranjo arquitetural, o que os colocam em

condições ventilatórias desfavoráveis, haja vista o incremento na pressão cŕıtica

de abertura das vias aéreas. A ventilação com volume corrente por 10 minutos

ajuda a dar funcionalidade mecânica a mais unidades alveolares, o que diminúı

a pressão cŕıtica de abertura das vias aéreas, assim como ocorre com os pulmões

submetidos a recrutamento alveolar á CPT por 2 minutos. No entanto, além de

colocá-los em condições funcionais por efeito mecânico junto ao parêncquima,

também há relato de que o recrutamento alveolar estimula a liberação de sur-

factante,48,49 o que faz sentido quando relacionado ao fato de que pode haver

inativação de surfactante pelo simples fato de submeter os pulmões ao flush

vascular com solução de preservação Euro-Collins.

Dessa forma, as informações supracitadas estão de acordo com os resul-

tados desse trabalho, onde verificamos a atenuação do desarranjo mecânico e
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arquitetural causado pelo flush vascular pulmonar e pela isquemia fria. Tanto a

elastância quanto o ∆P2 diminuiram para valores próximos aos do grupo CTRL,

assim com ocorreu com o diâmetro alveolar médio, que também retornou para

valores próximos aos do grupo controle.
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6 Conclusão

1. A elastância e o ∆P2 aumentam significativamente nos pulmões submeti-

dos ao flush vascular pulmonar com solução de preservação Euro-Collins;

2. A elastância e o ∆P2 aumentam significativamente nos pulmões submeti-

dos ao flush vascular pulmonar com solução de preservação Euro-Collins e

armazenados em hipotermia por 10h;

3. A utilização das estratégias ventilatórias antes das medidas preservam os

pulmões de um mau desempenho mecânico e trazem o diâmetro alveolar

médio para valores próximos aos do grupo CTRL;

4. O flush vascular pulmonar não altera o diâmetro alveolar médio, mas o

acréscimo da isquemia fria faz aumentar significativamente o diâmetro al-

veolar médio.
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REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 30
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REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 36
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