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RESUMO

LYRA JC. Efeitos da adicdo de polietilenoglicol ao surfactante exdgeno no tratamento
da sindrome de aspiracdo de mecénio em coelhos recém-nascidos [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S8o Paulo; 2006. 94p.

O mecbnio é um potente inativador da funcdo do surfactante pulmonar, porém a
reposicéo de surfactante exégeno para tratamento da sindrome de aspiragdo de meconio
em recém-nascidos tem efeito limitado e ndo diminui a mortalidade. Estudos mostram
gue a adicdo de polimeros como o polietilenoglicol (PEG) ao surfactante melhora sua
atividade “in vitro” mantendo baixa tensdo superficial. No presente estudo, avaliamos os
efeitos da adicdo de PEG ao surfactante exdgeno sobre a mecéanica pulmonar e sobre a
regul aridade da expansao do parénguima pulmonar em coelhos recém-nascidos. Coelhos
da raca New-Zealand-White, nascidos de parto cesareo aos 30 dias de gestacdo, foram
submetidos a tragqueostomia e randomizados em 3 grupos de estudo de acordo com o
tipo de tratamento administrado no décimo minuto de ventilagdo: grupo com aspiragdo
de mecbnio, sem tratamento com surfactante exégeno (MEC); grupo com aspiragdo de
mecdnio e tratamento com surfactante -100 mg/kg (S100); e grupo com aspiracéo de
mecdnio e tratamento com surfactante - 100 mg/kg adicionado de PEG -5% / 15 kDa

(PEG). Mecbnio humano foi administrado via tragueostomia na dose de 6 mi/kg e
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concentragdo de 65 mg/ml. Os animais dos trés grupos foram submetidos a ventilagdo
mecanica com pressdo positiva no fina da expiragdo de 3 cmH»O; freqiéncia
respiratoria de 60 incursdes por minuto, fragdo inspiratéria de O, de 1,0 e pico de
pressdo inspiratdria necessario para se manter volume-corrente fixo de 8 mi/kg. Os
valores de complacéncia dindmica, pressdo ventilatoria e volume-corrente foram obtidos
a cada 5 minutos até o sacrificio com 20 minutos, com auxilio de um transdutor de
pressdo associado a um pneumotacoégrafo, sendo analisados por um “software”
especifico. O surfactante foi produzido pelo Instituto Butantan (S&o Paulo, Brasil). Apos
a ventilagdo, foi realizada a curva pressdo-volume e os pulmdes foram fixados com
formalina a 10%. A andlise histoldgica foi feita calculando o diédmetro alveolar médio
(Lm) e o indice de distorcao através do desvio padréo do Lm. Andlise estatisticafoi feita
pela ANOVA One Way, com nivel de significancia de 0,05. Apés 20 minutos de
ventilagdo, os valores de complacéncia dindmica (ml/cm H,O.kg) foram: 0,44+0,05
(MEC*); 0,68+£0,12 (S100) e 0,59+ 0,05 (PEG) e de pressdo ventilatéria (cm H0):
18,40+2,02 (MEC*); 11,84+1,82 (S100) e 13,60+1,39 (PEG). Ambos 0s grupos tratados
apresentaram padrdo de expansdo do parénquima mais homogéneo em relagdo aos
animais ndo tratados: indice de distor¢do de 18,53+4,71 (MEC*); 8,41+2,35 (S100) e
11,73+4,28 (PEG) (*p < 0,05 vs outros grupos). Concluimos que os animais tratados
com surfactante mostraram melhora significativa da mecéanica pulmonar, com melhora
da complacéncia pulmonar, menores valores de pressao ventilatoria necessarios para se
manter o volume-corrente pré-estabelecido, maior volume pulmonar maximo e maior

homogeneidade do padréo de expansdo pulmonar, comparados ao grupo sem tratamento.
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N&o houve influéncia da adi¢do de polietilenoglicol ao surfactante com relagdo aos

parémetros avaliados.

Descritores. Surfactantes pulmonares; Modelos animais de doengas; Polimeros;
Sindrome de aspiragdo de mecdnio/terapia; Ventilacdo pulmonar/efeito de drogas,

Coelhos.
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SUMMARY

LYRA JC. Effects of polyethylene glycol added to exogenous surfactant for meconium
aspiration syndrome treatment in newborn rabbits [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2006. 94p.

Meconium is known to be a potent inactivator of pulmonary surfactant, and exogenous
surfactant treatment for meconium aspiration syndrome failed to decrease mortality. A
number of studies have shown, in vitro, that the addition of polymers such as
polyethylene glycol (PEG) to the surfactant maintains good surface activity in the
presence of meconium.

In the present study we evaluated the effects of the (PEG) addition to the exogenous
surfactant in the pulmonary mechanics and in the regularity of pulmonary parenchyma
inflation in newborn rabbits. New-Zeadeand-White rabbits born by c-section were
submitted to tracheotomy and soon after human meconium (6 ml/kg — 65 mg/ml) was
administrated through tracheotomy. A randomization was done after 10 minutes

ventilation, into 3 study groups according to the surfactant treatment used: MEC (no

I ntroducéo



treatment), S100 (100 mg/kg) and PEG (100 mg/kg added with PEG 5% / 15kDa). The
animals were ventilated with 100 % oxygen, respiratory rate of 60 / minute and positive
end-expiratory pressure of 3 cm H,0. Peak inspiratory pressure was adjusted to keep a
steady tidal volume of 8 ml/kg. A ventilator-plethysmograph system was used and
values of dynamic compliance, ventilatory pressure and tidal volume were recorded
every 5 minutes, using specific software, within a period of 20 minutes. The surfactant
was produced by Butantan Institute (Sao Paulo, Brazil). After the ventilation period, a
PV-curve was performed and the lungs were fixed in 10% formalin. Histological
analysis was assessed calculating the mean linear intercept (Lm) and lung tissue
distortion (SDI) by the standard deviation of the Lm. Statistical analysis was made by
ANOVA One Way, significance was set at 0.05. After 20 minutes of ventilation,
dynamic compliance (ml/kg.cmH,0O) was 0.44+0.05 (MEC*); 0.68+0.12 (S100) and
0.59+0.05 (PEG) and ventilatory pressure (cmH»O) was 18.40+2.02 (MEC*);
11.84+1.82 (S100) and 13.60+1.39 (PEG). Both groups receiving surfactant had lower
mean linear intercept and more homogeneity in the lung parenchyma when compared
with MEC group: SDI = 18.53+4.71 (MEC*), 8.41+2.35 (S100) and 11.73+4.28 (PEG)
(*p < 0,05 vs all the other groups). We concluded that animals treated with surfactant
showed significant improvement in pulmonary mechanics and more regularity of the
lung parenchyma compared with non-treated animals. This improvement was found in
both studied groups (independently of the PEG addition) without differences between

them.

I ntroducéo



Descriptors: Pulmonary surfactants; Disease models, animal; Polymers, Meconium

aspiration syndrome/therapy; Pulmonary ventilation/drug effects; Rabbits.
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Ha mais de duas décadas o surfactante exdgeno vem sendo utilizado para
tratamento da sindrome do desconforto respiratério (SDR), doenca decorrente da
imaturidade pulmonar e inadequada producdo de fosfolipidios e proteinas do surfactante,
sendo hoje a terapia de reposicdo do surfactante (TRS) prética comum nas Unidades de
Terapia Intensiva Neonatal, 0 que contribuiu para a reducdo substancial das taxas de
mortalidade de recém-nascidos (RN) prematuros (Curley e Halliday, 2001; Suresh e
Sool, 2001). O avanco das pesquisas na area do surfactante permitiu o conhecimento
aprofundado de suas fungdes e propriedades fisico-quimicas, abrindo possibilidades para
seu uso em outras doencas, que ndo a SDR, como: sindrome de aspiracdo de meconio
(SAM), sindrome do desconforto respiratorio do tipo agudo (SDRA), hemorragia
pulmonar, pneumonias, hérnia diafragmética, bronquite cronica, asma e fibrose cistica
(Greenough, 2000; Dargaville et a., 2001). Varios estudos “in vitro” e com animais ja
demonstraram que em todas essas situagOes pode haver algum grau de disfungéo ou
inativacdo do surfactante enddgeno, com diminui¢do de sua atividade pela agdo de
substancias inibidoras que, uma vez presentes no alvéolo, causam deficiéncia qualitativa
do surfactante (Wiswell, 2001).

Diante dos conhecimentos referentes a inativacdo do surfactante e as
possibilidades de sua modificagcdo em busca de melhor desempenho, desenvolvemos o

presente estudo com hipétese de que a adi¢do de PEG ao surfactante de origem porcina
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resulta em melhor efeito do surfactante na fungéo respiratoria e no padréo histol6gico

pulmonar de coelhos recém-nascidos com SAM.

1.1) O Sistema Surfactante

O surfactante pulmonar € uma substancia complexa constituida de proteinas e
fosfolipidios (FL) de importancia vital paraafungdo pulmonar, com atividade biofisicae
de protecdo alveolar. Sua principa atividade biofisica consiste em diminuir a tensdo
superficia na interface ar-liquido a valores proximos a zero, prevenindo colapso e
superdistensdo de avéolos e bronquiolos, diminuindo o trabalho respiratdrio. A baixa
tensdo superficial também modula o movimento de liquidos do alvéolo para o intersticio
e gjuda no transporte muco-ciliar. Ao lado destas agOes, o surfactante tem importante
papel na protecdo contra infeccOes e na atividade antiinflamatéria do pulméo (Meyer e

Zimmerman, 2002).

O surfactante é composto por 90% de lipidios e 10% de proteinas. O maior
componente da fragdo lipidica (80%) € a dipamitoil-fosfatidilcolina (DPPC), cujas
caracteristicas conferem ao surfactante sua capacidade de diminuir a tensdo superficial a
niveis extremamente baixos, proximos a zero. O fosfatidilglicerol (PG) é o segundo
fosfolipidio mais abundante (10 %) e tem importante papel na adsor¢ao e re-expansdo do
filme de surfactante durante ainspiragdo. O fosfatidil-inositol (Pl) representa umafragéo
menor do total de fosfolipidios (2-5 %) e mimetiza a fungdo do PG, sendo que, nos casos
de deficiéncia deste Ultimo, seus niveis estardo aumentados. Os lipidios neutros estao

representados no surfactante pelo colesterol, cuja principal funcdo é manter o surfactante
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fluidificado a temperatura corpérea, uma vez que a DPPC tende a assumir estado de gel
em temperaturas abaixo de 41° C. O colesterol também tem papel importante na
adsorcdo e remodelacdo da monocamada de fosfolipidio durante a re-expansdo
(inalagdo), juntamente com o PG e as proteinas do surfactante, designadas apoproteinas
(Hite, 2002).

As apoproteinas, embora representem apenas 10% da composic¢ao do surfactante,
s80 muito importantes, pois atuam juntamente com os lipidios, para que o surfactante
possa exercer suas funcbes. S8o classificadas em dois grupos. as hidrofdbicas e as
hidrofilicas. As proteinas hidrofilicas (SP-A e SP-D) sdo removidas durante o processo
de extracdo lipidica; as hidrofébicas (SP-B e SP-C) sdo fortemente ligadas aos
fosfolipidios e ndo se perdem com a extracdo (Bauman e Willson, 1999).

A SP-B e a SP-C atuam diretamente na diminuicdo da tensdo superficia e na
manutencdo da estrutura da monocamada. A presenca da SP-B parece ser importante
para o controle da sintese de surfactante pelo pneumdcito tipo Il. Estudos “in vitro”
sugerem que a SP-C facilita a adsor¢éo do filme a superficie aveolar, aém de melhorar
a estabilidade do mesmo (Jobe e Ikegami, 2001).

As proteinas hidrofilicas tém menor papel direto na diminuicdo da tensdo
superficial do que as proteinas hidrofébicas, porém a atividade destas Ultimas é
otimizada na presenca das primeiras. A SP-A interage com a SP-B para melhorar a
adsorgdo dos lipidios, facilita a formagdo da mielina tubular e aumenta a protegdo do
surfactante contra agentes inibidores. A SP-D promove a remocao de impurezas e a
retirada de moléculas de fosfolipidios da monocamada para posterior reciclagem

(Anzueto, 2002). A SP-A e a SP-D por apresentarem na sua constituicdo moléculas de
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carboidratos capazes de reconhecer e se ligar a patdgenos desempenham funcgéo
imunolégica, facilitando a quimiotaxia de neutréfilos e a fagocitose e destruicdo de
microorganismos pel os macréfagos alveolares (Curley e Halliday, 2001; Hite, 2002).

Essa funcéo imunoldgica ndo se restringe as proteinas hidrofilicas. A interagdo
destas com a SP-B e a SP-C e com a fragdo lipidica do surfactante promove diminuicéo
da producdo de superdxidos pelos neutrofilos e macréfagos, diminui a producdo de
citocinas pelos macréfagos e estimula a fagocitose pelos monécitos e neutréfilos
aveolares (Anzueto, 2002).

Os componentes do surfactante so sintetizados no reticulo endoplasmatico dos
pneumacitos tipo I, transportados pelo complexo de Golgi e armazenados no citoplasma
da célula na forma de corpos lamelares, 0s quais sao secretados por exocitose para a luz
alveolar, formando a mielinatubular. Considera-se que a mielina tubular sgja um estagio
de transicBo entre os corpos lamelares e o surfactante disperso. O surfactante
extracelular pode ser encontrado sob duas formas. como grandes e pegquenos agregados,
com diferentes atividades biofisicas ou formando uma monocamada de proteinas e
fosfolipidios com ata capacidade de deformacéo e adaptacdo a superficie ar-liquido,
onde exerce sua funcdo de diminuir a tensdo superficial. ApGs sucessivos ciclos
respiratérios, com as compressdes e descompressdes do alvéolo, moléculas de lipidios e
proteinas retornam ao interior do pneumdcito, por endocitose, sendo reintegradas ao
sistema de producdo e secrecdo, num processo chamado de reciclagem (Kattwinkel,
1998; Anzueto, 2002).

Surfactantes pulmonares foram isolados de vérias fontes bioldgicas para estudos

na area clinica. Todos contém fosfolipidios e pelo menos duas proteinas hidrofébicas
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(SP-B e SP-C). Os surfactantes provenientes de varias espécies de mamiferos séo
bastante semelhantes na sua composi¢éo e seqiiéncia de SP-B e SP-C, o que permite o
uso cruzado entre diferentes espécies, com objetivo de melhorar a fungdo pulmonar.
Porém esta similaridade ndo elimina os riscos antigénicos e infecciosos do uso de
surfactantes heterélogos (Long et al., 1996).

Os surfactantes naturais de origens bovina e suina, disponiveis para uso
comercial, ndo possuem as proteinas hidrossolGveis SP-A e SP-D na sua composicéo,
devido a0 processo de isolamento lipidico. Os surfactantes sintéticos ndo possuem
proteinas e seus fosfolipidios tém caracteristicas diferentes dos naturais (Bauman e
Willson, 1999). Por isso sua atividade bioldgica € menor do que a observada com o
surfactante natural e sG0 menos resistentes a contaminantes inativadores presentes no

interior do alvéolo (Bruni et a., 1996).

1.2) Mecanismos de inibicdo do surfactante

Para que o surfactante possa exercer sua funcdo na superficie aveolar, €
necessario que haja controle rigoroso do seu metabolismo, desde a sintese pelos
pneumécitos do tipo |1, incluindo seu armazenamento e secregdo, até 0s mecanismos de
recaptacdo, reciclagem e ressecrecdo para a superficie alveolar. Qualquer circunstancia
gue interfira com uma dessas etapas pode causar aterages na formacgdo e manutencdo
do filme tensoativo, com diminui¢do da quantidade de surfactante ativo na interface ar-
liquido da superficie alveolar. Na deficiéncia quantitativa de surfactante, como na SDR,

ocorre diminuicdo da sua producdo; j& na deficiéncia qualitativa, por disfuncdo do
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surfactante, existem fatores que interferem no ciclo aveolar do seu metabolismo,
causando inativacdo da pelicula tensoativa, devido a alteragdo, destruicdo ou remogéo da
pelicula de fosfolipidios da superficie aveolar ou por adicdo de substéncias com
propriedades tensoativas que substituem ou competem com a pelicula original. Os
principais agentes com essas propriedades inativadoras sdo: proteinas (albumina,
fibrinogénio e hemoglobina), colesterol, acidos graxos livres e bilirrubina, edema
pulmonar, citocinas, proteases, agentes oxidantes (oxigénio em atas concentragdes),
aém de agentes fisicos, como barotrauma e volutrauma (Grenough, 2000; Miyoshi e
Ribeiro, 2004).

Segundo Dargaville e Morley (2000), a inativacdo do surfactante pode ser
definida como qualquer processo que interfira com a liberacdo de fosfolipidios do
surfactante para a monocamada e/ou dificulte a incorporagdo de DPPC & monocamada
durante a compressdo. Dois mecanismos bésicos de inativagdo podem ser encontrados
(Holm et al., 1999):

a) inibigéo por competicdo, na qual proteinas competem com as moléculas de FL,
dificultando sua incorporacdo ao filme que reveste a superficie aveolar. Proteinas
maiores, como albumina e hemoglobina, competem com os constituintes do surfactante
na interface. Ja as proteinas menores, como a fosfolipase A, tendem a penetrar no filme,
misturando-se com os fosfolipidios do surfactante e diminuindo sua atividade. Nesse
caso a fungdo do surfactante pode ser restaurada com o aumento da concentracdo de
fosfolipidios.

b) infiltracdo de outros tipos de FL, diferentes da DPPC (por exemplo, a

lisofosfatidilcolina), ou de outros lipidios (acidos graxos livres) no filme de superficie. A
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lisof osfatidilcolina tem a capacidade de penetrar no filme de surfactante e interagir com
as moléculas de FL, aterando a capacidade de adsor¢éo e a dindmica do surfactante.
Essas substancias possuem atividade de superficie, o que as torna capazes de diminuir a
tensdo superficial até certo ponto, porém ndo conseguem manter a estabilidade da
monocamada durante a compressdo alveolar, causando assim piora da funcdo do
surfactante. Este modo de inibicdo geralmente ndo é revertido com o aumento da
concentragdo de fosfolipidios.

Zasadzinski et al. (2005) estudaram os mecanismos biofisicos de inativagdo do
surfactante mostrando que as proteinas séricas presentes na hipofase reduzem ou até
eliminam o processo normal de adsor¢éo do surfactante a interface ar-liquido. Segundo
esses autores, substéncias inativadoras hidrossolUveis sdo transferidas da subfase e
incorporadas a superficie alveolar muito mais rapido que os componentes ativos do
surfactante, impedindo a efetiva diminuicédo da tensdo superficial.

Como citado anteriormente, o surfactante pode ser encontrado em dois diferentes
estados funcionais, identificados por meio de microscopia eletrénica: os grandes
agregados (GA) e os pequenos agregados (PA). Em condi¢Bes normais, 80 a 90% do
surfactante encontram-se sob a forma de grandes agregados, gque se caracterizam pelo
alto contelido de SP-B com étima atividade de superficie. Doengas pulmonares agudas
em geral podem causar inativacdo do surfactante por induzirem aumento na taxa de
conversdo de grandes agregados para pequenos agregados (Gunther, 2001). Como os
pequenos agregados desempenham pior atividade tensoativa, a alta relacdo PA/GA esta

relacionada com piora da funcéo do surfactante (Ochs et a., 2006).
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1.2.1) Modelo experimental de aspiracdo de mecbnio para estudo da

inativacdo do surfactante

O avanco das pesqguisas com surfactantes permitiu o conhecimento aprofundado
de suas funcdes e propriedades fisico-quimicas e abriu possibilidades para novas linhas
de pesquisa nessa area. Com o objetivo de investigar os mecanismos de inativagdo do
surfactante, foram desenvolvidos varios modelos experimentais como, por exemplo, a
inducdo da SDRA, da pneumonia e da sindrome de aspiragdo de meconio, utilizando-se
diferentes técnicas e espécies animais (Dargaville e Morley, 2000).

O modelo de SAM, através dainstilagcdo de meconio em diferentes concentragbes
em pulmdes de ratos, coelhos e cobaias, tem sido amplamente utilizado para o estudo da
inativacdo do surfactante (Robertson e Lachmann, 1988; Sun et al., 1993a; Tashiro et al.,
2003; Tollofsrud et al., 2003) e mostra que a presenca de mecdnio nas vias aéreas distais
pode causar anormalidades na funcdo do surfactante devido a inibicdo ou alteracdo na
composicao, resultando em diminuicdo da complacéncia pulmonar, diminuicdo da
capacidade residual funcional, atelectasia e hipoxia (Brown e Pattishal, 1993; Cleary et
a., 1997; Kattwinkel, 1998).

O mecbnio € um liquido viscoso, de coloracdo esverdeada, constituido de
secregdes gastrintestinais, tais como: bile, acidos biliares, muco, suco pancresdtico,
células descamadas do trato gastrintestinal do feto, além de liquido amnidtico, vérnix
caseoso, lanugo e sangue deglutidos (Kédpa et a, 1997). Sun et al. (1993a) descreveram
a seguinte composi¢do bioguimica do meconio, utilizando a técnica de separacdo com

agua-metanol ou cloroférmio; 150 mg de proteinas, 1 mg de bilirrubina, 49 mg de &cidos
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graxos livres, 47 mg de triglicérides e 270 mg de colesterol para cada grama de meconio
(peso seco). Essas substéncias presentes no mecdnio interagem com o surfactante,
prejudicando suas funcbes. Moses et a. (1991) avaliaram a acdo do mecbnio e seus
componentes na atividade biofisica do surfactante pulmonar de origem bovina,
observando que diferentes concentragbes de meconio adicionadas ao surfactante, tanto
na fase solvel em &gua como em cloroférmio, causam aumento da tensdo superficial

em niveis incompativeis com as funcdes fisiol égicas normais.

Na SAM a presenca do meconio no alvéolo causa aumento da permeabilidade
alvéolo-capilar, 0 que permite a passagem de proteinas plasmaticas para a luz alveolar.
Os €feitos inibitérios dessas proteinas sobre o surfactante foram documentados no
estudo de Holm et al. (1988), que mostra que a adicdo de abumina, hemoglobina ou
fibrinogénio ao extrato de surfactante pulmonar bovino causa importante inibi¢do da sua
atividade tensoativa e diminuicdo da adsorcéo ainterface ar-liquido. Cleary et al. (1997)
estudaram os efeitos do mecodnio sobre os niveis de proteina e fosfolipidios aveolares
em ratos e observaram a ocorréncia de resposta inflamatéria nos pulmdes, com
diminuicdo dos niveis de apoproteinas A e B do surfactante mesmo com baixas
quantidades de mecdnio. Sun et al (1993a), utilizando coelhos recém-nascidos como
modelo experimental de SAM, mostram maiores valores de pressao parcia de CO, e pH
mais baixo no grupo com SAM, comparados ao grupo controle (animais sadios). Nesse
experimento os tracados de volume-corrente e pressdo de insuflagdo pulmonar nos
animais gque receberam meconio na traquéia foram similares aqueles encontrados em

pulmdes imaturos de animais com deficiéncia de surfactante (modelo experimental de
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sindrome do desconforto respiratdrio), ventilados sob condi¢cBes semelhantes. Ainda
nesse estudo foi demonstrada “in vitro”, a inibicdo da fungdo do surfactante,
provavelmente pela acdo de proteinas, bilirrubinas, colesterol, triglicérides e acidos
graxos livres presentes no mecodnio. Davey et a. (1993) avaliaram as alteracOes
fisiolégicas e inflamatorias em pulmdes de cobaias submetidas a aspiragdo de meconio.
Os resultados mostraram pior oxigenagao e piora da complacéncia dindmica nos animais
com SAM, quando comparados aos animais sadios. No aspirado tragueal documentou-se
maior contagem absoluta e maior atividade quimiotética de neutréfilos, além de maior

contetido protéico nos animais com SAM.

De acordo com pesquisas “in vitro” e em modelos animais, o efeito inativador do
mecdnio deve-se a diversos fatores que, isoladamente ou em conjunto, alteram as
propriedades do surfactante (Wiswell, 2001). Em concentragéo maior que 1% o meconio
desempenha efeito toxico direto nos pneumadcitos do tipo Il, devido ao acimulo de
calcio intracelular induzido pelos sais hiliares (Daragaville e Mills, 2005). Também ja
foi demonstrado que o meconio causa diminuicdo dos niveis de SP-A e SP-B, aém de
diminuir a quantidade de fosfolipidios do surfactante (Cleary et al., 1997). Substancias
gue fazem parte da constituicdo do mecdnio como acidos graxos livres, trigliceridios,
colesteral e lisofosfatidilcolina, competem com as moléculas de surfactante na formagéo
da monocamada que recobre o alvéolo, alterando a sua fungdo pela remocao de parte dos
fosfolipidios do filme da superficie alveolar, aumentando a tensdo superficial durante a
compressdo. A hemorragia, 0 edema, as células inflamatorias e os mediadores quimicos

encontrados no interior do alvéolo, em decorréncia da presenca de meconio, também
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contribuem para a inativagdo do surfactante (Holm et al., 1988; Davey et al., 1993; Sun

etal., 1993a).

1.3) Terapia de reposicao com surfactante exégeno na sindrome de aspiragdo de

meconio

Com base nos conceitos de inativacao do surfactante, as pesquisas em laboratério
tém demonstrado grande beneficio da reposicdo de surfactante exdgeno sobre a fungdo
pulmonar de animais com SAM. Os resultados mostram melhora da mecanica pulmonar,
avadiada pelas medidas de complacéncia pulmonar, pressdes ventilatérias e volume-
corrente (Sun et al., 1996; Lyra et a., 2004), melhora nas trocas gasosas (Sun et al.,
1993b; Lam et al., 2000) e no padréo histolégico pulmonar, com menor lesdo do
parénquima, menos edema, menor influxo de neutrdfilos para os espagos intra-alveolares
(Sun et a., 1996) e melhor padréo de expansdo alveolar (Sun et a., 1993b; Lyra et d.,
2004).

Apesar das evidéncias do importante distlrbio do sistema surfactante que ocorre
na SAM e os promissores resultados da terapia de reposi¢do de surfactante exdgeno em
animais de experimentacdo, 0 uso dessa terapéutica para RN humanos com SAM tem
sido objeto de discussdo, pois os ensaios clinicos apresentam resultados conflitantes. A
metanalise dos dois estudos clinicos mais importantes nesta area mostrou que 0 uso de
surfactante exdgeno para tratamento de RN com SAM reduziu a gravidade da

insuficiéncia respiratéria, diminuindo a indicagdo de oxigenagdo por membrana extra
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corporea (ECMO). Porém ndo foram observadas diferencas nas taxas de mortalidade
(Soll e Dargaville, 2006), com muitos pacientes que ndo respondem (Halliday et 4a.,
1996), e outros que melhoram por tempo curto e ndo sustentado (Findlay et al., 1996;
Lotze et a., 1998). Recentemente um grupo de pesguisadores chineses realizou um
estudo multicéntrico, randomizado e controlado para avaliar arespostade RN com SAM
ao tratamento com surfactante. O grupo tratado (até 4 doses com intervalo de 6 a 12
horas) apresentou tendéncia & melhora da oxigenagdo, porém ndo houve diferenca
gquanto a duracdo da ventilacdo mecanica, incidéncia de complicacdes e mortalidade,
gquando comparado ao grupo-controle (Chinese Collaborative Study Group for Neonatal
Respiratory Diseases, 2005).

A heterogeneidade de resultados dos estudos clinicos pode ser explicada, em
parte, pelo fato de que os mecanismos que causam insuficiéncia respiratoria nos
pacientes com SAM sdo variados (pneumonite, obstrucdo de vias aéreas, hipertensio
pulmonar, disfuncdo do surfactante) (Kammash et al., 1993). Além disso, 0 mecdnio
pode inativar o surfactante exdgeno por meio dos mesmos mecanismos descritos para o
surfactante endogeno (Bae et a., 1998; Almas et a., 2000; Herting et al., 2001). Por
outro lado, os métodos usados no preparo e purificagdo dos surfactantes exdgenos
disponiveis comercialmente resultam num produto final com atividade inferior ao
surfactante natural. Na técnica de extracdo de lipidios, comumente utilizada na
manufatura de surfactante de origem animal, ocorre perda da SP-A, que tem a
propriedade de aumentar a resisténcia do surfactante frente a agentes inibidores. Além
disso, surfactantes naturais preparados a partir de pulmdes macerados tém menor

proporcdo de SP-B e SP-C, proteinas que também tém atividade antiinibitéria. Os
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surfactantes sintéticos ndo possuem proteinas na sua constituicdo, o que o0s torna o tipo
mais susceptivel ainibicdo (Dargaville e Morley, 2000).

Diante deste conceito de inativacdo do surfactante exdgeno, recentes estudos
sugerem a modificacdo dos surfactantes até agora conhecidos, na tentativa de torné-los
mais resistentes a agdo inativadora de proteinas e do meconio. Diversas pesquisas com
uso de surfactantes de terceira geracdo como o sinapultide (Surfaxin ®) e lusupultide
(Venticute ®) mostram alguma protecéo contra a inativacdo, provavelmente relacionada
a presenca da proteina “ SP-B-like” e da SP-C recombinante, respectivamente (Wiswell
et al., 2002; Dargaville e Mills, 2005). Outra possibilidade se refere ao uso de polimeros
como substancias adjuvantes acrescidas ao surfactante. Estudos “in vitro” demonstram
melhora da funcéo do surfactante quando adicionado de polimeros néo-iénicos como o
dextran (Tashiro et a., 2000), o hialuronato (Lu et al., 2005a) e o polietilenoglicol
(PEG) (Taeusch et d., 1999; Lu et a., 2001a).

Embora ndo estejam completamente esclarecidos os mecanismos exatos pelos
guais os polimeros interferem na funcdo do surfactante, os dados disponiveis na
literatura sugerem que a sua agdo incremente a atividade das apoproteinas, com melhora
das propriedades adsortivas e maior estabilidade da monocamada durante a compresséo
(Dargaville e Morley, 2000). Os polimeros ndo-ibnicos, por serem agentes
osmoticamente ativos, causariam desidratacdo da superficie lipidica, desestabilizando a
camada de fosfolipidios, aumentando a taxa de transferéncia dos mesmos para a
superficie ar-liquido, tornando o surfactante mais resistente diante de seus inibidores

(Dehority et al., 2005).

I ntroducéo



Alguns experimentos com animas confirmam os achados dos estudos “in vitro”
nos quais a adicdo de PEG melhora a fungdo do surfactante. Taeusch et al. (1999)
demonstraram melhora da capacidade pulmonar total de ratos adultos com aspiracéo de
mecdnio no grupo que recebeu surfactante com PEG, comparado ao grupo tratado
apenas com surfactante. Lu et al. (2000) concluiram que a adicéo de PEG ao Survanta®
melhorou a troca gasosa e a mecanica pulmonar, além de melhorar o padrdo histol6gico
dos pulmdes de ratos adultos com lesdo pulmonar causada pelo meconio. Por outro lado,
outros estudos ndo apresentam resultados t&o positivos. No estudo de Campbell et al.
(2002) a adicéo de PEG diminuiu a eficacia do surfactante no modelo de lesdo pulmonar
aguda através de lavagem com solugdo salina em coelhos adultos. Recentemente
Dehority et a. (2005) demonstraram melhora do volume pulmonar, porém sem
repercussdo na oxigenagdo em coelhos adultos com SDRA tratados com surfactante e
PEG, comparados ao grupo tratado apenas com surfactante. Resultados semelhantes
foram obtidos em nosso meio por Freddi et a. (2005), utilizando PEG adicionado ao
surfactante exdgeno em um modelo experimental de SDRA.

Assim, 0 uso dos polimeros néo-itnicos como adjuvantes dos surfactantes requer
um maior entendimento, incluindo estudos com diferentes espécies animais, que
elucidem melhor os seus mecanismos de acdo, determinem a sua concentracdo 6tima,
assim como o peso molecular ideal destes polimeros (Dargaville et al., 2000; Dehority et

a., 2005; Dargaville e Mills, 2005).
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2.1) Objetivo geral:

Avdiar os efeitos da adicdo de polietilenoglicol a0 surfactante exégeno no

tratamento da sindrome de aspiracdo de meconio.

2.2) Objetivos especificos:

Determinar, em coelhos recém-nascidos de termo com SAM, os efeitos do
tratamento com surfactante exdgeno adicionado de polietilenoglicol, comparado ao
surfactante puro sobre:

a) a complacéncia pulmonar, a pressdo ventilatéria necessaria para se obter um
volume-corrente de 8 ml/kg e os volumes pulmonares.

b) a homogenei dade da expanséo alveolar.
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3.1) Local do trabalho

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa — CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo e foi financiado, em parte, pela Fundacdo de

Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo - FAPESP (processo 98 / 14482 - 5).

O experimento foi redizado na Unidade de Pesquisa Experimenta do
Departamento de Pediatria da FMUSP. A andlise histol égica pulmonar foi realizada sob

supervisdo da Profa. Dra. Marisa Dolhnikoff, do Departamento de Patologia da FMUSP.

3.2) Preparo do mecbnio

A SAM foi induzida nos coelhos recém-nascidos por meio da administragdo
endotragueal de mecdnio humano, na concentragdo de 65 mg/ml na dose de 6 ml/kg,
seguindo as técnicas de modelos experimentais descritas na literatura (Sun et al.,
1993a,b).

Foi coletado mecbnio de recém-nascidos humanos a termo no primeiro dia de

vida, normais, sem histéria de uso materno de drogas e sem contaminagdo com urina. O
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material foi coletado no bercario do Hospital Universitario da Universidade de Séo
Paulo. As amostras foram acondicionadas em coletores plasticos e mantidas sob
refrigeracdo (+3 ° C) até o recebimento pelo investigador num prazo maximo de 24
horas.

Inicialmente foi redlizada a diluicdo do mecbnio com agua destilada em uma
concentragcdo de 25 mg/ml, seguida de filtragem para remocdo de particulas com
didmetro maior que 3 mm, visando eliminar o possivel efeito de obstrucdo das vias
aéreas. Aliquotas de 5 ml foram encaminhadas para liofilizag&o no Instituto Butantan, a
duracdo do ciclo foi de 24 hs em equipamento especifico (RePP O - Division of the
Virtis Company Gardiner, New York, modelo 41 sub, com compressor modelo
Copeland 9TK1-0500-TFC O). O procedimento de liofilizagdo permite melhor
acondicionamento e preservagdo do mecOnio, além de facilitar o preparo para a
aplicacdo. Para administracdo do mecbnio aos animais o0 mesmo foi diluido em solugdo

fisiol6gica a uma concentragdo de 65 mg/ml (Moses et a., 1991; Sun et a., 1993a,b).

3.3) Preparo do surfactante

O surfactante utilizado neste estudo foi produzido e fornecido pelo Instituto
Butantan de Sao Paulo na concentragdo de 25 mg de lipidios/ml, obtido a partir de
macerado de pulmdo suino, sendo composto por fosfolipidios (fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina,  fosfatidilglicerol,  fosfatidilinositol,  fosfatidilserina e

esfingomielina) e duas proteinas (SP-B e SP-C) (Kubrusly et al., 2000). O produto foi
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mantido sob refrigeracdo a 3° C até o momento da administragdo, sendo todas as
amostras obtidas a partir de um mesmo |ote de produgéo.

Este surfactante ja foi previamente testado e teve sua eficacia comprovada em
estudo anterior, que utilizou modelo experimental de coelhos recém-nascidos
prematuros com sindrome do desconforto respiratério (Arcas et a., 2000) e também em

modelo experimental de SAM em coel hos recém-nascidos atermo (Lyraet a., 2004).

3.3.1) Adicdo de polietilenoglicol ao surfactante porcino

Foi utilizado PEG (Sigma Chemical Co. St. Louis, Estados Unidos) com peso
molecular de 15 kDa, na concentragdo de 5% (massa/volume) (Taeusch et a., 1999). A
misturado PEG ao surfactante foi feita no dia de cada experimento, imediatamente antes
de sua administragdo. O polimero foi adicionado sem diluicdo prévia diretamente na
solucdo de surfactante. O frasco contendo a mistura final foi energicamente
homogeneizado, utilizando-se um “mixer” (Mistral — Labline instruments INC, Melrose,
Estados Unidos) por um periodo minimo de 30 segundos, em temperatura ambiente,
obtendo-se uma mistura final homogénea, sem grumos visiveis a olho nu. A forma de
preparo e mistura do PEG foi realizada seguindo técnica descrita na literatura (Lu et a.,

2001&; Lu et al., 2005b).
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3.4) Animais de experimentacéo

3.4.1) Nascimento einicio da ventilagéo

Foram estudados coel hos da raca New-Zealand-White fornecidos pelo biotério da
Fazenda Benjamin Fleider. Para controle da idade gestacional, as fémeas foram
colocadas em gaiolas com os machos durante um periodo de 6 horas. Em seguida foram
mantidas em gaiolas individuais até a confirmacdo da gestagéo.

Os recém-nascidos a termo foram obtidos através de cesariana aos 30 dias de
gestacdo. Inicialmente as coel has prenhes foram sedadas com aplicacdo intramuscular de
solucgdo de quetamina e acepromazina (10mg/kg e 0,1 mg/kg), seguida de raqui-anestesia
com 2 ml de solugdo 1:1 (vol:vol) de lidocaina a 2% e bipuvacaina a 0,5%. Apds
|aparotomia e histerotomia sobre colchdo térmico, o coelho recém-nascido foi removido
e as membranas e a placentaretiradas.

Apbs a secagem e aferi¢do do peso, o0 animal foi anestesiado com administracéo
intraperitoneal de quetamina-acepromazina (10 mg/kg - 0,1 mg/kg) e submetido a
tragueostomia com canula de metal (didmetro interno de 1mm). Antes do inicio da
ventilacdo foi realizada a administragdo endotraqueal de mecdnio (65 mg/ml), na dose
de 6ml/kg, e feita ventilagdo manua com baldo auto-inflavel por cerca de dez segundos.
Em seguida os animais receberam pancurdnio por via intraperitoneal (20 pg), para que
ndo houvesse respiracdo espontanea. A ventilagdo mecénica foi iniciada, utilizando-se

freqUiéncia respiratéria (FR) de 60 ciclos/min; fracdo inspirada de oxigénio (FiO2) de
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1,0; pico de pressdo inspiratéria (PIP) necessario para se obter volume-corrente de 8
mi/kg e pressdo positiva no final da expiragdo (PEEP) de 3 cmH,O. O modo de
ventilacdo utilizado foi em assistida-controlada, com aparelho de ventilagdo mecéanica
ciclado a tempo, limitado a presséo (INTER 3 ?- Intermed-Sao Paulo, Brasil), durante

um periodo de 20 minutos.

3.4.2) Randomizacao

Foram excluidos do estudo os animais que ndo apresentaram reducdo nos valores
de complacéncia pulmonar maior ou igual a 30% em relacdo aos valores normais de
complacéncia para os recém-nascidos de termo desta espécie animal, valores esses
obtidos na literatura (Sun et al., 1993a,b) e por nds confirmados em estudo prévio (Lyra
et al., 2004). Também foram excluidos os animais que apresentaram sinais de
pneumotérax em algum momento do estudo e 0s que apresentaram peso de nascimento
inferior a30 g.

O processo de randomizagéo para a entrada de cada animal em um determinado
grupo de estudo foi feito de forma aeatdria por sorteio, sendo que cada ninhada deu
origem a animais para os 3 diferentes grupos. No caso de exclusdo por algum motivo, o
animal era substituido por outro do mesmo grupo previamente sorteado. Apoés dez
minutos de ventilag&o os animais foram divididos em 3 grupos de estudo de acordo com

o0 tipo de tratamento administrado: sem tratamento com surfactante exdgeno (MEC);
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tratamento com surfactante -100 mg/kg (S100); tratamento com surfactante -100 mg/kg

adicionado de polietilenoglicol a’5% (PEG).

3.4.3) Ventilagdo e coleta de dados de mecanica pulmonar

Apbs o inicio da ventilagdo foram coletados dados de volume-corrente (VC),
complacéncia dinamica (CD) e pressdo ventilatéria (PV) com 5, 10, 15 e 20 minutos. Os
dados foram obtidos com auxilio de um pneumotacografo (modelo 3700 series, Hans
Rudolph Inc, Kansas City, MO), acoplado a um transdutor de pressao (modelo DP45-24,
Validyne Corp., Northridge, CA) localizado entre o circuito do ventilador e o tubo
traqueal, sendo analisados com o auxilio de um sistema de aquisicdo de dados
computadorizado (LabView 5.1, National Instruments) desenvolvido especificamente
paraeste fim (R.A. Eletro Sistemas Ltda, Campinas, Brasil) (Figuras 1 e 2). Considerou-
se PV como a diferenca entre o pico de presso inspiratoria e a pressdo positiva no final
da expiragdo, e a complacéncia dindmica (ml/cmH20.kg) foi calculada dividindo-se o
volume-corrente (ml/kg) pela PV (cmH20). O gjuste do PIP foi feito conforme a
necessidade para se manter o VC avo de 8 ml/kg, até 30 segundos antes de cada
afericio. A calibragcéo do sistema de ventilagdo e aquisicdo de dados foi feita antes do
inicio de cada dia de experimento, sendo aceita uma variagdo da ordem de 5% dos

valores obtidos.

3.4.4) Sacrificio e manipulagdo dos pulm&es
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Apbs 20 minutos de ventilagdo, os animais receberam sedacdo profunda com
pentobarbital sddico (25 mg/kg) intraperitoneal, seguido do clampeamento da traquéia
por 5 minutos e sacrificio com injecdo intratecal de 0,5 ml de lidocaina a 3%. Em
seguidafoi realizada uma curva pressao-volume pulmonar (curva P-V), com o auxilio de
um sistema de coluna d' &gua. Com o térax ainda fechado, mediu-se o volume dos
pulmdes na fase de insuflagdo, a partir da pressdo de 0 cmHO, utilizando-se
incrementos de 5 cmH,0 até pressdo méaxima de 30 cmH 0, seguida de deflacdo do
pulmdo a decréscimos de 5 cmH,O até 0 cmH,O. O tempo de equilibrio antes da
anotagdo dos vaores foi de 30 segundos ap6s cada mudanga de pressdo. Os valores
foram corrigidos para a complacéncia do sistema e anotados em mi/kg.

Apbs a redlizacdo da curva P-V os pulmdes foram reinsuflados com presséo de
30 cmH,O por 1 minuto, seguida de diminuicdo da pressdo até 10 cmHO e
clampeamento da traquéia, com o objetivo de se obter melhor visualizagdo histol6gica
dos efeitos do surfactante pulmonar. Os animais foram dissecados com retirada dos
pulmdes e coragdo em monobloco. O tecido pulmonar foi obtido de maneira
padronizada, sendo enviados para andlise histol 6gica cortes realizados no lobo superior
direito de cada pulm&o. De acordo com estudo-piloto para determinagdo de é&rea
representativa, essas sdo as regides pulmonares com maior evidéncia da presenca de
mecdnio (Figuras 3a e 3b). Os fragmentos foram fixados em solucéo de formalina a 10%
por um periodo minimo de 24 horas. Os cortes, de 5 micrémetros de espessura, foram

processados em parafina e corados através do método de hematoxilina e eosina (HE).
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FIGURA 1.  Animal conectado ao ventilador mecénico. A setamostrao
pneumotacdgrafo acoplado entre acnulae o circuito do
aparel ho.Os dados sdo transmitidos ao computador, via transdutor
de fluxo e presséo.

FIGURA 2. A telado computador, onde os valores de PIP, PEEP, Fluxo e VC sdo
monitorizados em tempo real, durante o periodo de ventilacéo
mecanica.
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Figura 3a. Fotografia de um pulméo de coelho recém-nascido normal.

Figura 3b. Fotografia de um pulmé&o de coelho recém-nascido com SAM.
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3.5) Histopatologia

O estudo histopatoldgico foi redlizado através de microscopia Optica
(Microscopio Nikon Eclipse E 600°, Japdo) com o objetivo de estudar &reas de
atelectasia ou hiperinsuflacdo pulmonar. Para isso determinou-se 0 nuimero de
interceptos alveolares, através de uma grade contendo 100 pontos e 50 retas de tamanho
conhecido, sendo contados 10 campos por 1&mina no aumento de 200 vezes. A partir do
nimero de interceptos por campo, foi determinado o didmetro alveolar médio (Lm) e 0
indice de distor¢do (ID) para comparagdo entre os grupos. O Lm foi calculado como a
relacdo entre 0 comprimento das retas e 0 nimero de interceptos (cruzamento da reta
com o septo alveolar) e o ID a partir do desvio padréo das médias do Lm de cada grupo
(Figura 4) (Dolhnikoff et a., 1997). A leitura das |&minas foi realizada de maneira cega
por dois examinadores em momentos diferentes.

O desenho do estudo esta resumido de forma esquematica na Figura 5.
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comprimento dareta
LM = —°geinterceptos

FIGURA 4.  Acima, fotografia de umalamina com interposicéo
do reticulo contendo 50 retas e 100 pontos. O Lm é
calculado a partir do nimero de interceptos por
campo. O intercepto corresponde ao cruzamento
dareta com o septo aveolar. O ID écalculado a
partir do desvio padrao damédiado Lm. Abaixo,
detalhe de uma reta cruzando um intercepto
alveolar.
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3.6) Andlise estatistica

A comparagdo das médias entre os grupos foi feita utilizando-se “ANOVA ONE
WAY” e a comparacdo entre os quatro momentos de afericdo de PV e CD em cada
grupo individualmente, ao longo do periodo de ventilagdo mecanica, foi feita utilizando-
se “ANOVA ONE WAY” para medidas repetidas. Foi utilizado "Student-Newman-
Keuls’ como pos-teste discriminatério, adotando-se um nivel de significancia de 5%.
Quando os dados ndo apresentaram os pré-requisitos de distribuicdo normal e mesma
variancia, foi utilizado "Kruskal-Wallis Andlise de Variancia One Way em Ranks' como
opcdo de teste para dados ndo paramétricos. A comparacdo entre proporcdes foi feita
utilizando-se o teste do Qui-quadrado.

O tamanho minimo calculado da amostra foi de 8 animais em cada grupo,
baseado em uma diferenca entre as médias dos grupos na dimensdo de 0,77
ml/cmH>0.kg (para complacéncia pulmonar), com um desvio-padréo considerado igual
para todos os grupos e da ordem de 0,7, com um poder de teste de 0,80 e um nivel de
significancia de 0,05. Os valores de complacéncia pulmonar considerados foram obtidos

apartir de dados de literatura (Sun et al., 1993a,b).
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FIGURA 5. Desenho do estudo.
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Foram utilizadas 15 fémeas e um total de 48 animais recém-nascidos vivos.
Foram excluidos 3 animais devido a pneumotorax, 4 com peso de nascimento inferior a
30 g e 5 que ndo apresentaram diminui¢cdo da complacéncia pulmonar superior a 30%
em relagcdo aos valores de complacéncia de animais sadios (Figura 6). O peso dos
animais variou de 30,5 a 55,3 g, ndo havendo diferencas entre os pesos médios de cada

grupo. O nimero de animais e a média de peso em cada grupo estdo resumidos no

Quadro 1.

Quadro 1. Nimero de animais e peso (média + dp) em cada grupo de estudo

Grupo Ndmero de animais Peso médio ()
MEC 12 440+74
S100 12 388+5,6
PEG 12 41,2+3,0

4.1) Mecanicarespiratoria
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As Figuras 7, 8 e 9 mostram os resultados dos animais durante os 20 minutos de
ventilagdo mecanica quanto ao volume-corrente, complacéncia pulmonar dindmica e
pressdo ventilatoria, respectivamente.

Na Figura 7 observa-se que o volume-corrente se manteve constante (variagdo de
7,8 a8,2 ml/kg) durante todo o periodo de ventilagdo, ndo havendo diferencas entre os 3
grupos.

Os animais dos 3 grupos iniciaram a ventilagdo mecanica com valores de
complacéncia pulmonar dindmica menor ou igual a 30 % em relagdo aos valores de
complacéncia pulmonar considerados normais. Apds o tratamento com surfactante
exégeno, os animais do grupo S100, comparados ao grupo ndo tratado (MEC),
apresentaram aumento significativo dos valores de complacéncia pulmonar dindmica,
gue se mantiveram até o final do periodo de ventilagdo. O mesmo ocorreu com 0O grupo
PEG, porém a melhora da complacéncia foi significativamente maior no grupo S100

comparado ao PEG (Figura 8).

Em relagdo a pressdo ventilatdria, observou-se que os animais que receberam
surfactante (S100 e PEG) apresentaram diminuicéo dos valores de PV para manter o
volume-corrente pré-fixado de 8 ml/kg apos tratamento, porém ndo houve diferenca
significativa entre os dois grupos tratados, que mantiveram o mesmo desempenho até o
fina da ventilagdo. Os animais do grupo MEC permaneceram com valores elevados de

pressdo ventilatéria durante todo o tempo de ventilagio mecéanica (Figura 9).

Esses efeitos sobre a complacéncia pulmonar dindmica e sobre a presséo

ventilatoria ocorreram imediatamente apés a administragdo do surfactante, aos 10
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minutos de ventilagdo. A andlise individua de cada um dos dois grupos tratados mostrou
aumento da CD e diminuico da PV significativos ao longo do tempo de ventilagéo,

comparando-se os valores pré e pés-administracdo do surfactante (Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1 — Valores de complacéncia pulmonar (ml/kg.cm H,O) nos 4 momentos de
afericdo durante os 20 minutos de ventilagdo mecéanica

TEMPO DE VENTILACAO MECANICA (min)

Grupo 5 10 15 20
S100 0,44 0,47 0,68 0,68
PEG 0,418 0,448 0,58 0,59

*p<0,001lvs15e20min
8p<0,001vs15e20min

Tabela 2 — Valores de pressdo ventilatoria (cm H20) nos 4 momentos de afericdo
durante os 20 minutos de ventilagcdo mecéanica

TEMPO DE VENTILACAO MECANICA (min)

Grupo 5 10 15 20
S100 19,32 17,75 11,99 11,84
PEG 19,528 18,50° 13,64 13,60

*p<0,001vs15e20 min
8p<0,001vs15e20min
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Os resultados das curvas P-V estdo mostrados na Figura 10. Na fase de insuflagéo
pulmonar, até a pressdo de 10 cm H,0, os pulmdes dos animais dos 3 grupos de estudo
permaneceram colabados. Os animais do grupo MEC necessitaram de pressdo mais
elevada parainiciar a insuflagdo pulmonar em relagdo ao grupo S100, e com presséo de
30 cmH,0 atingiram menores valores de volume pulmonar maximo, comparados ao
grupo S100. Na fase de deflaco pulmonar os animais dos grupos S100 apresentaram
volumes pulmonares maiores em relagdo ao grupo MEC, nas pressdes de 25 e 20 cm
H>0. No entanto, com pressao de 5 cm H,0, o grupo MEC manteve volume pulmonar
mais elevado do que os grupos tratados com surfactante. Ndo foram observadas

diferencas significativas entre os grupos S100 e PEG em nenhum ponto da curva.

4.2) Histopatologia

O estudo histopatologico, em relacdo a aeracdo pulmonar, mostrou que 0s
pulm&es do grupo MEC apresentaram padréo heterogéneo, com focos de atelectasia
distribuidos entre &reas normais e &reas hiperinsufladas, enquanto os dois grupos

tratados mostraram-se com padréo mais homogéneo (Figuras 11 a,b e 12).

A Figura 13 apresenta o diametro alveolar médio (Lm) e o indice de distor¢cdo
(ID) de cada grupo. Observou-se que os valores de Lm do grupo MEC diferiram
significativamente dos grupos S100 e PEG. Quanto ao indice de distor¢éo, 0s 2 grupos
tratados com surfactante foram semelhantes entre si, diferindo ambos do grupo MEC,

que teve valores maiores.
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Figura 7. Vaores VC dos trés grupos durante os 20 minutos de ventilagdo (média
+ desvio-padrdo). O VC variou de 7,8 a 8,2 ml/kg, ndo havendo diferenca entre os 3

grupos estudados.
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Figura 8. Vaores de complacéncia pulmonar dindmica (CD) durante os 20 minutos
de ventilacdo (média £+ desvio-padréo). Apds administracdo de surfactante puro (100 mg/kg)
ou surfactante adicionado de PEG a 5%, houve melhora da CD em ambos os grupos tratados,

porém com valores mais atos no grupo S100 comparado ao grupo PEG.
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Figura 9. Vdores de pressdo ventilatéria (PV) durante os 20 minutos de
ventilacdo (média + desvio-padréo). Apds a administracdo de surfactante puro ou
adicionado de PEG, houve reducéo significativa dos valores de PV necessaria para
se manter o volume-corrente alvo nos dois grupos tratados, ndo havendo diferenca

entre S100 e PEG.
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Figura 10. Vaores da curva pressdo-volume pulmonar durante os 20 minutos de
ventilagdo (média + erro-padrdo). Os animais do grupo MEC necessitaram de pressdo mais
elevada parainiciar ainsuflagdo pulmonar em relacéo ao grupo S100. Com pressdo de 30 cmH0O
os animais do grupo S100 atingiram maiores valores de volume pulmonar méaximo, comparados
a0 grupo MEC, mantendo esse padrdo durante a fase de deflago até a pressdo de 20 cm H.0.

N&o foram observadas diferencas entre os grupos S100 e PEG em nenhum ponto da curva.
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FIGURA 1la. Parénguima pulmonar de um coelho
recém-nascido norma mostrando padréo
de expansdo homogéneo e arquitetura
alveolar preservada. Aumento de 100x.

FIGURA 11b. Parénguima pulmonar de um animal
do grupo MEC. Observa-se padréo
de expansdo alveolar heterogéneo,
com areas de atelectasiae
hiperinsuflagdo. Aumento de 100x.
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Figura 13. Valores do diametro alveolar médio (Lm) a esquerda e do indice
de distorcéo (ID) adireita. Os grupos que receberam surfactante (100 mg/kg)
ou surfactante com PEG a 5% apresentaram valores menores de Lm e de ID,
denotando menor didmetro alveolar e padréo de expansdo pulmonar mais

homogéneo em relacdo aos animais do grupo MEC.
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A redizac8o do presente estudo baseou-se nos conhecimentos acumulados ao
longo dos anos com a terapia de reposicdo de surfactante exdgeno para prematuros com
SDR, que é considerada um dos maiores avancos da neonatologia. Essa bem-sucedida
prética abriu espaco para seu uso como prevencdo e tratamento de diversas doencas
respiratérias, nas quais a deficiéncia de surfactante ocorre de forma secundéria, em
decorréncia da sua inativagéo. Porém nestes casos, devido a inativagdo do surfactante
exdgeno, 0 sucesso terapéutico depende da capacidade dos preparados farmacol 6gicos
de surfactante em resistir ainativagéo (Ochs et al., 2006).

Como tentativa de melhorar a fungdo dos surfactantes diante de seus potenciais
inativadores, a literatura propde novos surfactantes que, modificados na sua forma
original, seriam mais eficientes. Estudos recentes tém mostrado que a adicdo de
proteinas recombinantes e andlogos sintéticos da SP-A, SP-B e SP-C tornam o
surfactante mais resistente a inativagdo (Herting et al., 2001). Porém esse processo é
feito utilizando-se tecnologia avancada, o0 que determina um produto final
comercialmente limitado devido ao alto custo de producéo (Ochs et al., 2006).

Uma alternativa possivel para esse problema seria a adi¢do de polimeros néo-
iGnicos na composicdo de surfactantes, na tentativa de incrementar sua funcéo. Neste
aspecto os estudos sdo realizados “in vitro” ou em modelos animais, apresentando

resultados conflitantes, o que justifica a amplificagdo de pesquisas nesta area.
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Com relagéo a escolha do modelo animal, no nosso estudo optamos pel os coelhos
recém-nascidos como animais de experimentacdo, baseados na experiéncia por nés
adquirida em estudo anterior, na possibilidade de comparag&o dos nossos resultados com
dados da literatura e também devido ao fato de as pesquisas com surfactantes
modificados realizadas até o momento terem sido feitas com ratos e coelhos adultos,
com resultados inconclusivos, o que requer novos testes com diferentes espécies
(Dargaville e Morley, 2000). Além disso, os coelhos sdo animais de pegqueno porte,
custo reduzido, de manuseio simples, facil reproducéo e apresentam grande nimero de
recém-nascidos por ninhada (Kozmaet al., 1974; Henry et a., 1997).

Desde o inicio da década de 80 varios modelos animais foram desenvolvidos
para 0 estudo dos efeitos do mecbnio sobre a fungdo pulmonar e a resposta apds a
administracdo de surfactante. Porém esses primeiros experimentos eram feitos com
animais adultos, ndo levando em conta os varios fatores que podem interferir na
interpretacdo dos resultados quando se trata de recém-nascidos, tais como: a adaptacéo
do RN avida pos-natal, as variagbes pressoricas intrapulmonares, as propriedades fisicas
do liquido pulmonar, a estrutura da barreira ar-liquido e as alteracGes decorrentes de um
possivel processo asfixico. Em vista disso varios outros modelos animais foram
desenvolvidos e os autores passaram a utilizar animais recém-nascidos para investigar a

inativacdo do surfactante pelo mecodnio (Robertson, 1992).

Sun et al. (19938) desenvolveram um modelo animal para quantificar, sob

condicdes experimentais bem definidas, os efeitos da aspiragdo de mecdnio sobre a
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func@o pulmonar de coelhos recém-nascidos de termo e, posteriormente, os efeitos do
tratamento com surfactante em coelhos recém-nascidos com SAM (Sun et al., 1993b).

Em estudo prévio reproduzimos esse modelo experimental, avaliando varidveis
de mecénica e histologia pulmonar, apés administracdo de um surfactante suino em duas
diferentes doses, e confirmamos sua utilidade para adequada avaliacéo das propriedades
da mecénica pulmonar e do padréo histol 6gico pulmonar (Lyraet al., 2004).

A inducdo da SAM nas variadas espécies estudadas € feita por meio da
administracdo intratragueal de meconio a fresco ou diluido em solugdo salina em
diversas concentracfes (Sun et a., 1993a,b; Lu et al., 2000; Dehority et a., 2005). Rubin
(1996) estudou as propriedades fisicas do mecbnio quando injetado na traguéia de
animais de experimentacdo comparando meconio a fresco com o reconstituido em
solucdo fisiolégica, e mostrou que ndo ha diferengas no que diz respeito as
caracteristicas de transporte através das vias aéreas pelos movimentos muco-ciliares e
nem guanto a adesividade do mecénio a superficie da via aérea. O autor sugere que 0
mecodnio diluido seria 0 mais indicado para experimentos em laboratério, por mimetizar
0 que ocorre na clinica, onde a aspiracao seria de meconio diluido no liquido amnidtico.
Na maioria dos estudos 0 modelo de SAM ¢é obtido utilizando-o de forma diluida em
solucdo salina nas concentragtes de 65 ou 130 mg/ml, sendo que ndo ha diferenca entre
elas no que diz respeito a diminui¢do da complacéncia pulmonar (Sun et a., 1993a). Em
nosso estudo utilizamos a menor concentragdo (65 mg/ml), que € menos viscosa,
tornando mais fécil e reprodutivel a administracdo do meconio em cénula traqueal de
didmetro interno reduzido e, além disso, optamos pela forma de preparo e administracéo

do mecdnio na qual a diluicdo inicia e filtragem eliminam as particulas maiores que 3
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micrdmetros, 0 que permite distribuicdo mais homogénea do mecdnio, evitando
obstrugdo das vias aéreas e possibilitando focalizar seus efeitos em relacdo a inativago
do surfactante na luz aveolar (Sun et a., 1993b). Apds a filtragem o mecbnio foi
submetido a0 processo de liofilizagdo, o que facilita a estocagem do material com
manutencdo de suas propriedades bioguimicas. O volume de meconio utilizado foi
determinado a partir de estudos em ratos adultos com SAM, onde a diminuicdo dos
valores de complacéncia pulmonar igual ou superior a 30 % em relagdo ao grupo-
controle, que € o parémetro utilizado para se considerar ainducéo da SAM, ocorreu apds
dose de 6 ml/kg (Sun et al., 1994).

A condicdo de base dos pulmdes, a hatureza do sistema surfactante endégeno,
assim como véarios componentes do ambiente intra-alveolar influenciam as propriedades
metabdlicas e biofisicas do surfactante exdgeno, interferindo com sua agéo final (Lewis
et d., 1995). Esse é um fator importante a ser considerado na escolha do tipo de
surfactante a ser utilizado em diferentes doencas pulmonares e também na interpretacdo
dos resultados de estudos com animais de experimentacdo. O estudo de Puligandla et al.
(2000) mostra que a eficacia do surfactante exdgeno usado no tratamento clinico ou
experimental dos diversos tipos de doenca pulmonar depende do tipo de lesdo pulmonar
de base. Os autores provocaram a SDRA em coelhos adultos de 3 diferentes formas e
compararam com um grupo-controle, observando diferencas no “pool” total de
surfactante, na concentracdo de proteinas e lipidios, assim como diferentes porcentagens
de grandes agregados e de SP-A recuperados por meio de lavagem traqueobrénguica nos

diferentes grupos estudados. Os resultados desse estudo sugerem que um importante
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fator a ser considerado parece ser a SP-A, cuja concentragdo influencia diretamente a
taxa de converséo de grandes agregados.

Varios estudos que utilizam o modelo de coelhos recém-nascidos com SAM
comprovam ainativagdo do surfactante “in vivo” e demonstram que a administragéo de
surfactantes naturais, contendo fosfolipidios, SP-B e SP-C, melhora a fungéo pulmonar e
a oxigenacdo na SAM. Herting et a. (2001) compararam os efeitos inibitérios do
mecdnio sobre diversos tipos de surfactantes exdgenos existentes no mercado e outros
ainda em fase de pesquisa, por meio da medida da tensdo superficial em surfactémetros
desenvolvidos para este fim. Os autores mostram que os varios surfactantes testados
reagem de forma diferente a inibicdo pelo mecdnio, conforme o tipo e a concentraco
das apoproteinas de sua constitui¢do, mas o Survanta © & 0 Curosurf © foram inibidos de
forma semelhante quando em contato com a mesma concentracdo de meconio. No
estudo de Seeger et a. (1993) o Alveofact ° (obtido por lavagem broncoalveolar) foi
mais resistente ao efeito inibitorio do fibrinogénio e albumina, comparado ao Survanta °
e o Curosurf © (obtidos por macerado de pulmao), provavelmente devido a sua maior
concentracdo de SP-B. No nosso experimento utilizamos um surfactante produzido com
tecnologia nacional pelo Ingtituto Butantan, cuja eficacia ja foi demonstrada no
tratamento de SDR em coelhos prematuros (Arcas et al., 2000) e no tratamento de
coelhos a termo com SAM (Lyra et al., 2004). O estudo da eficacia do surfactante do
Butantan faz parte de uma linha de pesquisa que vem sendo desenvolvida no laboratério
da Unidade de Pesguisa Experimenta do Departamento de Pediatria da FMUSP.

Atualmente esse surfactante esta sendo testado em RN humanos num estudo clinico
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multicéntrico brasileiro. Em estudo piloto (dados néo publicados), utilizando o mesmo
modelo experimental e avaliando os mesmos parémetros de mecanica pulmonar,
observamos que o surfactante Butantan tem efeito semelhante ao Curosurf O, gue é uma
preparacdo disponivel no mercado brasileiro, com melhora dos vaores de complacéncia
pulmonar dinamica e reducdo dos niveis de pressao ventilatoria.

As doses de surfactante habitualmente utilizadas nos experimentos em animais
com SAM, com deficiéncia qualitativa de surfactante, variam em torno de 100 a 200
mg/kg (Sun et a., 1993ab; Sun et a., 1996). Esse vaor baseiase no “pool” de
surfactante pulmonar do RN a termo norma (Rebello et a., 1996) e nas doses
habitualmente recomendadas para tratamento de prematuros com SDR que apresentam

deficiéncia priméria de surfactante pulmonar (Soll, 2006).

Dados da literatura mostram que as propriedades inativadoras do meconio sobre
o0 surfactante exdgeno € dose-dependente, ou seja, sdo minimizadas na medida em que se
aumenta a concentragdo de surfactante (Moses et a., 1991; Bae et a., 1998). Melhor
resposta sobre a mecanica pulmonar foi obtida ap6s dose de 200 mg/kg, comparada a
dose de 100 mg/kg, no modelo de ratos com SAM (Sun €t al., 1994), porém, no NOSsO
estudo prévio em coel hos recém-nascidos ndo encontramos diferencas nos parémetros de
mecanica pulmonar e no padrdo histologico dos pulmdes com SAM ap6s administracéo
de 100 ou 200 mg/kg de surfactante (Lyra et al., 2004). Desta forma, como nossa
intencdo no atual estudo era de avaliar os possiveis efeitos da adicéo de PEG sobre a
inativacdo do surfactante, optamos pela menor dose (100 mg/kg), a fim de maximizar os

possivels efeitos da adigdo de PEG sobre afungéo do surfactante exégeno.
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Com relagdo a forma de administragdo do surfactante, alguns autores sugerem
gque sgja feita por meio de lavagem tragueobrénquica com surfactante diluido em
solucdo fisiologica (Ohama e Ogawa, 1999; Lam et a., 2000; Strohmaier et a.,). Porém
essa prética é questionada por outros que acreditam que a lavagem com grande
guantidade de fluidos possa causar lesdo do epitélio pulmonar e sobrecarregar o sistema
cardiovascular dos RN (Kattwinkel, 2002). Alguns estudos delineados para verificar
qual a melhor forma de administragdo de surfactante em coelhos mostram melhor
distribuicdo dos fosfolipidios apds administracdo em “bolus’ (Segerer et a., 1993;

1996).

N&o existe na literatura padronizacdo de par@metros ventilatorios a serem
utilizados em modelos de animais com SAM. Diferentes modos de ventilar podem
resultar em diferentes respostas apds tratamento com surfactante. Desta forma ha grande
variagdo entre os estudos, sendo que os valores sdo adaptados de acordo com os
objetivos de cada um (Henry et al., 1997). Sun et a. (1993b) utilizaram em coelhos
recém-nascidos FR de 40 incursdes por minuto (ipm), PEEP de zero, FiO, de 1,0 e
relacdo |:E de 1:1; gjustando o PIP a cada 15 minutos para atingir volume-corrente pré-
estabelecido de 8 a 10 mi/kg. Posteriormente esses autores utilizaram 0s mesmos
paré@metros de FR e FiO, em ratos adultos mas, desta vez, fixaram o PIP e a PEEP
inicialmente em 10 e 0 cm H»O, com posterior aumento para 28 e 5 cm H20
respectivamente, e observaram as variagdes no volume-corrente. Os resultados
mostraram que niveis maiores de PIP sd0 necessarios para assegurar VC superior a 6

mi/kg, que é essencial para a sobrevida dos animais nestas condigdes (Sun et al., 1993z;
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1994). Wiswell et al. (1992) induziram a SAM em cobaias com idades entre 1 e 4 dias
de vida. Foram necessarios PIP de 28 cm H,0, PEEP de 4 cm H,0, FR de 40 ipm e FiO,
de 0,75 para manter a PaO; entre 80 e 120, e a PaCO-, entre 30 e 50 mmHg. Em outro
estudo com ratos adultos (Sun et al., 1996), foi proposta uma forma de ventilagdo que
mimetizasse a prética clinica, gjustando-se os parametros do ventilador de acordo com a
monitorizacdo dos gases sangliineos. Para isso foram determinados valores-alvo dos
gases arteriais (PaO, de 80-150; PaCO;, de 50-80 mmHg e pH de 7,3-7,5). Nos animais
gue desenvolveram SAM os pardmetros necessérios foram: FiO, = 1,0; PIP = 32-38 cm

H,0 e PEEP = 6-8 cm H;0.

Embora a FR de 60 ipm que foi utilizada no nosso estudo possa parecer elevada,
€ importante lembrar que o tipo de lesdo pulmonar que nosso modelo propde, procura
excluir o efeito obstrutivo do mecdnio, uma vez que esse passa pelo processo de
filtragdo, que elimina grandes particulas com potencia efeito obstrutivo. Além disso,
segundo dados de literatura, a FR normal de um coelho recém-nascido varia de 30 a 60

ipm, podendo alcancar até 100 ipm nas primeiras horas de vida (Kozmaet al., 1974).

Em relacdo ao volume-corrente, estudos recentes mostram que a utilizacdo de
valores elevados causa superdistensdo alveolar com consequiente lesdo pulmonar,
principalmente em pulmdes com deficiéncia de surfactante, edema ou atelectasia (Auten
et a., 2001). Pacientes com SDRA, ventilados com VC = 12ml/kg, apresentaram maior
mortalidade em relagdo aqueles ventilados com 6 mi/kg (39,8% vs 31%, p = 0,007) (The
Acute Respiratory Distress Syndrome Network, 2000). Embora se saiba que elevados

volumes-corrente devem ser evitados, os métodos especificos para aplicacdo deste
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conceito precisam ser definidos, tanto para uso clinico quanto experimental (Clark et al.,
2000). Estudo de Rider et al. (1992) em coelhos prematuros mostrou que VC de 8 mi/kg
foi suficiente para manter valores de PaCO, dentro de limites normais. Com base nestes
estudos, e também em dados da pratica clinica, no presente estudo fixamos o volume-
corrente em 8 ml/kg, fazendo os ajustes necessarios nos valores do PIP para asseguré-lo,
e assim obter ventilagdo homogénea de todos os animais estudados. Nossos resultados
mostraram que este objetivo foi alcangado, uma vez que o VC manteve-se constante e
sem diferenca entre os 3 grupos, durante todo o periodo de ventilagao.

Apesar do potencial efeito toxico para o pulméao, decorrente do uso de atas
concentragOes de oxigénio, a FiO, foi mantidaem 1,0, pois permite maior sobrevida dos
animais que recebem mecénio na traquéia (Sun et al., 1993b; Clark et a., 2000). Além
disso, Crapo et al. (1986) estudaram a evolugdo da lesdo pulmonar em ratos expostos a
atas concentracfes de O, por periodo prolongado e observaram gue nas fases iniciais
ndo houve alteracdes morfol bgicas, apenas bioquimicas.

Fixamos o tempo de ventilagdo em 20 minutos, uma vez que os efeitos inibitorios
do mecbnio sobre a funcdo do surfactante sdo imediatos e a melhora dos valores de
volume pulmonar e da mecéanica respiratéria ocorre logo apés o tratamento com
surfactante (Robertson e Lachmannn, 1988), permitindo que o uso de curto periodo de
ventilagdo seja suficiente para responder a pergunta formulada (Moses et a., 1991; Sun
et a., 1993b; 1994; 1996). Além disso, tempo de ventilagdo superior a 30 minutos
relaciona-se com maior prevaléncia de pneumotdrax e mortalidade mais elevada neste
modelo animal (Sun et al., 1991). Nossos resultados confirmaram esses dados mostrando

que, imediatamente apds infusdo de meconio na traquéia, 0s animais apresentaram
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diminuicdo da complacéncia pulmonar, com maior necessidade de pressdo ventilatoria,
comparados aos valores considerados normais para animais sadios e apresentaram
imediata melhora apds a administragdo de surfactante, com sobrevida de 100 % durante

o periodo de ventilag&o.

A idéa de tornar o surfactante mais resistente a inativagdo data do final da
década de 1990, quando Sun et a. (1997) mostraram que a adicdo de SP-A ao
surfactante natural de origem suina (Curosurf ®) o torna mais efetivo no tratamento da
SAM em ratos, quando comparado ao produto puro. Mais tarde, Taeusch et a. (1999),
baseados neste conceito e, considerando que a SP-A é uma proteina que contém
carboidrato na sua composicéo (glicoproteina), elaboraram um estudo para explorar os
efeitos de aglcares simples, polimeros de aglicar e polimeros ndo-idnicos, na inativacao
do surfactante pelo mecénio. Os resultados mostram que o dextran e o PEG revertem a
inativacdo do Survanta® pelo meconio “in vitro”.

A partir desses dados iniciais, a adi¢do de polimeros ndo-ibnicos ao surfactante
tem sido objeto de estudo por diferentes autores e os resultados de testes biofisicos e
experimentos com animais mostram que os polimeros podem restabelecer a funcéo do
surfactante a vaores proximos do normal, incrementando a fun¢do das apo-proteinas,
melhorando assim as propriedades adsortivas e a estabilidade da monocamada de
surfactante durante a compressdo, observando-se ainda que esses efeitos ndo se
restringem apenas a um tipo de inibidor ou a um modo Unico de inibicdo (Dargavile e
Morley, 2000). Porém a interpretacdo desses resultados € dificil devido a fata de

uniformidade desses estudos, que utilizam diferentes concentragdes de surfactante e de
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inibidores e diversos polimeros com variados pesos moleculares e concentragdo. Tashiro
et a. (2000) usaram dextran com peso molecular de 67 kDa em uma concentracgdo de 10
mg/ml para avaliar seu efeito protetor sobre a inativagcéo do surfactante pelo meconio.
Taeusch et al. (1999) também utilizaram o mecdnio como agente inativador, mas
optaram por testar dextran com peso molecular de 9 kDa, com concentragdes de
surfactante de 1,25 mg/ml versus 5 mg/ml. Em outro estudo, Lu et al. (2000) estudaram
as propriedades antiinibitérias do PEG e do dextran utilizando o modelo de SAM em
ratos adultos.

Como ja visto, 0 modelo animal usado pode afetar a resposta ao surfactante
adicionado de polimero, pois diferentes tipos de lesdo pulmonar produzem diferentes
ambientes alveolares. Por exemplo, no modelo animal de SDRA por meio de lavagem
bronco-alveolar ocorre remogdo do surfactante, enquanto no modelo de SAM ocorre
inativagcdo, mas ndo remocdo (Dehority et a., 2005). Esse fato faz diferenca quando se
escolhe o tipo de polimero que se desegja estudar. Kobayashi et al. (1999) mostraram que
0 dextran restabelece a atividade do surfactante apds inibicdo com abumina. Ja no
estudo de Lu et a. (2000) os autores analisaram os efeitos do tratamento com surfactante
adicionado de dextran comparado ao tratamento com surfactante puro em ratos com
SAM e ndo encontraram diferencas em relacdo aos parémetros avaliados. Especula-se
gue esse achado possa ser explicado pelo fato da aspiracdo de mecbnio representar uma
forma mais potente de inativagdo do surfactante do que aquela que ocorre no modelo de
inativacdo causado pela albumina. Baseados nestes dados, optamos em nosso estudo por

utilizar o PEG como adjuvante na funcéo do surfactante inibido pelo mecénio.
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Diversos estudos concluem que o melhor efeito do PEG adicionado ao
surfactante requer uma concentragdo 6tima do polimero que, por sua vez, depende do
peso molecular deste, porém sem consenso quanto aos valores ideais (Meyuhas et a.,
1996; Ruppert et a., 2003; Yu et al., 2004). Em nosso estudo utilizamos o PEG de 15
kDa orientados pelo estudo de Taeusch et a. (1999), que mostrou que o PEG adquire
funcéo quando utilizado com peso molecular acima de 3 kDa.

O PEG é um polieter neutro biocompativel, cuja formula € H (OCH,CH),, OH.
Essa substancia em temperatura ambiente € totalmente solUvel em &gua e em alguns
solventes organicos, ndo é téxica e é aprovada para consumo humano interno. Devido a
sua caracteristica de promover fusdo celular tem grande uso industrial, em pesquisas de
laboratério e em biotecnologia com diversas aplicacbes médicas. O PEG faz ligacOes
covalentes com lipidios, aumentando a vida média de lipossomos, o que justifica seu uso
como veiculo de algumas drogas. Faz também ligac8o covaente com proteinas, ndo
afetando a atividade biolégica destas, mas podendo diminuir sua imunogenicidade
(Winterhauter et a., 1995).

Estudo “in vitro” de Taeusch et a. (1999) mostra as medidas de tenséo
superficial (TS) do surfactante puro (Survanta®), do surfactante adicionado de PEG e do
PEG puro em mistura com o mecbnio. O surfactante (concentragcdo de 1,25 mg/ml)
apresenta valores de TS em torno de 30 mN/m, que sdo muito maiores que os valores
fisiolégicos considerados normais (<10 mN/m). Quando se adiciona PEG (peso
molecular de 10 kDa, na concentracdo de 5%) ao surfactante, a TS diminui para valores
proximos a 1 mN/m. No caso da mistura de PEG (sem surfactante) com o mecénioa TS

€ mantida em valores superiores a 40 mN/m. Ainda neste estudo foi verificado que o
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efeito do PEG na prevengdo da inativagdo pelo meconio ocorreu com peso molecular do
polimero superior a 3 kDa em concentracfes maiores que 5% (massa/volume). No
estudo de Yu et al. (2004) o PEG foi adicionado a um surfactante de origem bovina e
mostrou bom desempenho com pesos moleculares de 8 a 35 kDa.

O mecanismo pelo qual o PEG previne ou reduz a inativagdo do surfactante pelo
mecdnio ndo esta plenamente esclarecido, sendo ainda objeto de especulagdes, uma vez
que ainteragio PEG-surfactante é bastante complexa e pouco compreendida. E provéavel
gue esta acdo ocorra por meio de varios processos. Em concentragdes acima de 5% os
polimeros aumentam seu volume molecular e, por forca de seu efeito osmético,
dependendo de sua concentragdo, causam desidratacéo dos espagos entre as vesiculas de
lipidios, criando as chamadas forcas de deplecdo ou de atracdo que induzem melhor
agregacdo desses lipidios (formagdo de grandes agregados), permitindo assim que maior
concentracéo deles esteja disponivel para a adsor¢do na interface ar-liquido. O aumento
da taxa de adsorcéo tem papel muito importante do ponto de vista fisiolégico, uma vez
gue o filme de surfactante deve ser formado rapidamente durante a abertura inicial dos
pulmdes. Esse processo se da por meio da ligacdo da molécula de oxigénio presente no
PEG ao radical hidrogénio da molécula de dgua. Assim a adi¢do de polimero a uma
solucdo de lipidios causa ruptura do balanco osmético do sistema coloidal, induzindo a
formacdo de duas fases distintas. uma fase rica em lipidios e uma fase rica em polimeros
(Meyuhas et al., 1996; Yu et a., 2004). A presenca do PEG em solucbes contendo
surfactante e meconio faz com gque os componentes do mecdnio fiquem concentrados na
fase rica em polimero. Em outras palavras, o PEG atuaria mantendo fisicamente

separados os componentes do mecdnio (potencialmente inativadores do surfactante) dos
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componentes do surfactante. AvaliacOes feitas com microscopia el etrénica mostram que
0 PEG estd associado a mudangas estruturais do surfactante, que deixa de apresentar
formato de vesiculas, passando a assumir um aspecto estrutural de membranas espessas,
0 que melhora sua atividade “in vitro” (Taeusch et a., 1999, Dehority et al., 2005).

Os nossos resultados ndo mostraram melhor atividade do surfactante quando
adicionado de PEG. Apo6s administracdo de surfactante com ou sem PEG aos animais
com SAM observou-se diminuicdo dos valores de pressdo ventilatéria, sem diferenca
entre S100 e PEG quando comparados ao grupo sem tratamento. Porém, embora os dois
grupos tratados tenham mostrado melhora na complacéncia pulmonar, o grupo S100
apresentou valores significativamente mais elevados do que o grupo PEG. Nossos
resultados diferem dos obtidos por Lu et a. (2000), que utilizaram modelo de SAM em
ratos adultos. Nesse estudo o tratamento com surfactante (50 mg/kg) adicionado de PEG
(5%; 10 kDa) teve melhores resultados que o tratamento com surfactante puro (50 ou
100 mg/kg) em termos de pressdo ventilatoria, complacéncia pulmonar e oxigenagao.
Comparando-se especificamente os valores de PV pré e pés-tratamento, o estudo mostra
uma diminui¢do dos valores de PV da ordem de 24% no grupo surfactante + PEG e de
9,5% no grupo surfactante. No nosso estudo estes valores foram de 26% e 33%
respectivamente. Ja o estudo de Campbell et al. (2002) apresenta resultados comparaveis
aos nossos, mostrando que coelhos adultos com SDRA tratados com surfactante (100
mg/kg) tiveram desempenho idéntico ao grupo de animais tratados com surfactante na
mesma dose adicionado de PEG (5%; 10 kDa), no que diz respeito aos valores de PIP

apos tratamento. Também foi observada piora da oxigenagdo ao longo do periodo de
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ventilac&o no grupo que recebeu surfactante e PEG, comparado ao grupo tratado apenas
com surfactante.

Na complementacdo da avaliacdo da mecénica pulmonar realizamos a curva P-V.
O comportamento elastico do pulméo € caracterizado pela relaco entre a pressdo e 0
volume durante a insuflacdo e deflacdo do pulméo. A curva P-V reflete essa relacéo de
mudanca no volume pulmonar em resposta a variagdo da pressdo de distensdo, o que
define a complacéncia pulmonar estética. Durante a redlizacdo da curva P-V,
inicialmente ha necessidade de uma determinada pressdo para abrir o pulméo na fase de
insuflacdo e a manutengdo de uma pressao para manté-lo aberto; quando a pressdo é
removida ocorre a fase de deflagdo pulmonar, que obedece a uma curva com morfologia
diferente da curva de insuflacéo. 1sso ocorre gragas as inter-rel agdes entre o surfactante,
a estrutura pulmonar e a parede toracica que, atuando conjuntamente, conferem ao
pulmédo a propriedade de, uma vez insuflado, manter-se aberto durante a fase de
exaacdo. Esta estabilidade aveolar durante a expiracéo define a capacidade residual
funcional (Cardoso, 1987; Auten et al., 2001).

Em nosso estudo observamos que a pressao de abertura pulmonar foi maior para
0 grupo sem tratamento em relagdo ao grupo de animais que foram tratados com 100
mg/kg de surfactante. Na pressdo maxima de 30 cmH»O e durante a fase de deflacdo
pulmonar, até a pressdo de 20 cmH2O, o0s animais tratados apresentaram volumes
pulmonares maiores que os ndo-tratados, porém com significancia estatistica apenas
entre S100 e MEC. Um achado ndo esperado foi 0 volume pulmonar maior no grupo
com aspiracdo de mecdnio na pressdo de deflacdo de 5 cmH0. Este resultado poderia

ser explicado por uma possivel falha no procedimento de filtragem do meconio,
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permanecendo particulas grandes que obstruiriam a via aérea e, por um mecanismo de
vévula, causariam aprisionamento de ar. Porém a andlise histoldgica feita em estudos
anteriores, que utilizaram essa mesma técnica de preparo e administracdo do meconio,
ndo mostrou presenca de qualquer indicio de mecdnio nas vias aéreas de conducdo, 0
gue torna esta explicacdo inconsistente (Sun et al., 1993a,b). No nosso estudo também
ndo foi encontrado mecénio obstruindo as vias aéreas, porém ndo foi utilizada coloracéo
especifica para identificagdo dessa substancia (Martinez-Burnes et al., 2002). Outra
possibilidade que pode ser especulada, e que nos parece mais adequada, € a de um
possivel mecanismo de obstrugdo causado pela maior quantidade de liquido pulmonar
Viscoso presente neste grupo, o que dificultaria a saida de ar. Isso jafoi demonstrado em
laboratdrio onde animais com aspiracdo de meconio, que ndo recebem tratamento com
surfactante, apresentam lesdo pulmonar progressiva com passagem de proteinas dos
vasos para o avéolo e conseqguiente edema alveolar (Sun et al., 1994). Esse efeito pode
ser imperceptivel nos pontos de pressdes maiores, na fase de deflacdo pulmonar da curva
P-V, sendo evidenciado apenas com baixas pressoes (Enhérning e Robertson, 1972), o
gue condiz com o achado do nosso estudo, onde o volume pulmonar dos animais do
grupo MEC foi mais elevado do que os volumes pulmonares dos animais dos grupos
S100 e PEG, apenas na pressdo de 5 cmH,0. A presenca de excesso de liquido nos
pulmdes dos animais ndo-tratados poderia ser confirmada comparando-se os pesos dos
pulmdes dos diferentes grupos, porém no nosso estudo nédo foi realizada essa medida.

Em dois estudos onde foi realizada a curva P-V os volumes pulmonares com
pressdo de 30 cmH20 foram significativamente mais elevados nos grupos que receberam

surfactante adicionado de PEG, comparados aqueles que receberam apenas surfactante
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(Lu et al., 2000; Dehority et al., 2005). Porém em outro estudo mais recente os autores
n&o encontram diferencas na curva P-V de animais tratados com Curosurf ® ou Curosurf
® adicionado de PEG (Lu et al., 2005b). Cabe notar que, além de os estudos utilizarem
espécies animais, modos de inibicao, tipo de surfactante, tempo e estratégia ventilatoria
diferentes, as doses de surfactante utilizadas foram bem menores do que as
habitualmente utilizadas. Por exemplo, no estudo de Lu et a. (2000) a melhora dos
valores de volume pulmonar ocorreu quando se comparou um grupo tratado com
surfactante (50 mg/kg) adicionado de PEG com um grupo tratado apenas com
surfactante na mesma dose. Quando se compara com o grupo gue recebeu surfactante
(sem PEG) na dose de 100 mg/kg, ndo se observa essa diferenca.

A avadiacdo histopatolégica dos pulmdes mostrou que os dois grupos que
receberam tratamento com surfactante independentemente da adicdo de PEG
apresentaram maior homogeneidade no padrdo de expansdo pulmonar, com menos areas
de atelectasia e hiperinsuflaco, comparados ao grupo sem tratamento, o que foi
evidenciado pelo calculo do indice de distor¢do. Nenhum dos estudos “in vivo” com
PEG realizou aavdiagéo do Lmedo ID. Lu et a. (2000) observaram menor presenca de
membranas hialinas no grupo de animais tratados com surfactante e PEG, comparados
ao grupo tratado com surfactante apenas. Outros experimentos avaliaram a presenca de
hemorragia, atelectasia e leucdcitos por meio de microscopia dptica em pulmdes de
animais com SDRA ou SAM tratados com surfactante ou surfactante com PEG, e ndo
encontraram diferencas entre esses dois grupos (Dehority et al., 2005; Lu et a., 2005b).
Diversos estudos (Sun et al., 1993a,b; Sun et al., 1994; Sun et al., 1996; Lyra et al.,

2004) mostram que o mecdnio tem uma distribuicdo ndo-uniforme pelos segmentos
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pulmonares, aternando areas de atelectasia e hiperinsuflagdo com &reas de didmetro
alveolar normal. Essa caracteristica torna a simples avaliagdo do diametro alveolar
médio insuficiente para se estudar histologicamente um pulméo téo heterogéneo, sendo
importante a andlise do indice de distor¢do. Esse indice detecta mudangas na morfologia
tecidual e é utilizado para avaliar o padréo de atelectasia e hiperinsuflacdo, e a variagdo
campo-a-campo do tamanho alveolar (Eidelman et al., 1993; Dolhnikoff et al., 1997).
Nossos resultados mostraram que, no modelo proposto, a adicdo de PEG ao
surfactante ndo trouxe qualquer vantagem no gue se refere a melhora da atividade deste
sobre os parametros avaliados. Analisando-se especificamente os efeitos dos dois tipos
de tratamento sobre a complacéncia pulmonar, observamos valores mais baixos quando
se adicionou PEG ao surfactante. Esses resultados devem ser avaliados sob a luz de
algumas limitagbes presentes no nosso estudo. O primeiro ponto a ser considerado
refere-se ao tempo de ventilacdo. Optamos por um tempo curto, que € suficiente para
avaiar os efeitos imediatos dos tratamentos propostos sobre a inativagdo do surfactante,
sem perda dos animais, mas ndo permite observar se esses efeitos obtidos se sustentam
ou ndo ao longo do tempo. Outro ponto importante que ndo avaliamos foi o efeito dos
tratamentos sobre os gases sangiiineos, 0 que é objeto de grande controvérsia na
literatura. No estudo de Lu et al. (2000) observou-se melhora da oxigenagdo nos animais
com SAM apods a administragdo de surfactante e PEG. O mesmo ndo ocorreu apés dose
de surfactante puro. Interessantemente, Campbell et al. (2002) encontraram resultados
opostos. apos a administracdo de surfactante (100 mg/kg + PEG) houve deterioragéo da
oxigenacdo em coelhos adultos com SDRA. Ja no estudo de Dehority et al. (2005) ratos

com SDRA tiveram melhora da oxigenacdo sanguinea, utilizando Survanta ® ou com
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Survanta ® com PEG, sem diferencas entre os dois grupos. No modelo utilizado por nés
a gasometria poderia ter sido feita por meio da coleta de sangue da cavidade
intracardiaca no momento do sacrificio, porém nosso laboratério ndo dispunha de
condi¢des técnicas para realizagdo do exame com aliquotas reduzidas de sangue.

Os resultados do nosso estudo podem ter sido influenciados pelo peso dos
animais nos 3 diferentes grupos. Embora a andlise estatistica tenha mostrado que os
grupos sdo homogéneos quanto ao peso de nascimento, houve uma tendéncia de animais
menores no grupo S100. Dados da literatura corroboram que a restri¢do de crescimento
intra-uterina pode causar repercussdes sobre a producdo e a qualidade final do
surfactante, principalmente no que se refere ao conteldo lipidico (Chen et al., 2004).
Cabe ressdltar que nos excluimos os animais com peso de nascimento inferior a 30g.
Segundo dados da literatura, 0 peso de nascimento de coelhos recém-nascidos varia de
30 a 70 g (média de 40 a 50 g), sendo considerado o valor de 45 g como um desvio-
padrdo abaixo da média, e o valor de 30 g como dois desvios-padréo abaixo da média.
Sendo assim, animais com peso de nascimento maior ou igual a 30 g séo considerados
adequados para a gestacdo atermo (Kozmaet al., 1974).

Estudos experimentais mostram que o tipo de surfactante utilizado interfere na
acdo do PEG (Seeger et d., 1993; Herting et al., 2000). Estudos “in vitro” sugerem que o
PEG é maiss efetivo quando misturado ao Survanta® do que ao Curosurf ® (Lu e Taeusch,
2001). Lu et al. (2005b) compararam a resposta a terapia do PEG adicionado ao
Curosurf ® apés lesdo pulmonar pelo mecdnio, observando que houve melhora inicial
dos valores de PV, capacidade pulmonar total e oxigenacdo, porém esse efeito ndo se

sustentou até o final do periodo de ventilagdo. Nés utilizamos o surfactante Butantan,
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que é um surfactante de origem suina e com composicdo semelhante ao Curosurf ©, o
que pode ter contribuido para a resposta que obtivemos.

Outra possivel explicagcdo para a falta de efeito do PEG pode estar relacionada a
viscosidade da mistura surfactante/PEG. Dependendo da concentragdo de PEG, pode-se
obter uma mistura com elevada viscosidade, o que dificultaria a distribuicdo efetiva do
surfactante navia aérea distal (Dargaville e Morley, 2000). Yu et al. (2004) observaram
que, quanto maior a concentracdo de PEG, maior a viscosidade da mistura, 0 que
diminui a acdo do PEG e dificulta a instilagdo na via aérea do animal. No nosso estudo
utilizamos uma concentragdo previamente testada “in vitro”, porém ndo existe na
literatura informagdo precisa sobre o valor da viscosidade da solugdo de surfactante
adicionado a PEG a 5%. Com relagdo ao peso molecular do PEG também nesse aspecto
ha controvérsias na literatura. De acordo com aguns estudos, o PEG com peso
molecular de até 10 kDa mostrou-se efetivo (Taeusch et al., 1999). Ja o PEG com peso
molecular de 20 kDa néo induz agregacao de lipidios, pois moléculas grandes tendem a
favorecer ligagBes entre os proprios polimeros, deixando de interagir com as moléculas
de &gua e de lipidios (Ruppert et a., 2003). Porém o PEG de 15 kDa, que foi por nés
utilizado, nunca foi avaliado de forma especifica em estudos “in vitro” ou em animais.
Desta forma existe a possibilidade desse fator ter interferido nos nossos resultados.

Outro dado a ser considerado na interpretacdo dos nossos resultados se refere a
técnica de preparo e adicdo do PEG ao surfactante. Utilizamos o procedimento onde o
polimero, na forma de cristal, € adicionado diretamente na solugcdo de surfactante. Esse
processo foi utilizado em outros estudos, resultando uma mistura final com propriedades

adequadas e fungdo testada tanto “in vitro” como “in vivo” (Taeusch et al., 1999; Lu et
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a., 2001b). Porém recentemente outros autores sugerem que o PEG segja diluido
previamente em solugdo fisiol6gica antes da mistura com o surfactante, na tentativa de
otimizar sua funcéo no alvéolo (Dehority et al., 2005).

Por fim ndo julgamos necessaria ainclusdo de um grupo de estudo que recebesse
apenas 0 PEG, pois diversos estudos mostram que o polimero administrado de forma
isolada no alvéolo ndo tem nenhum efeito, com comportamento igual asalina (Lu et al.,

2000; 2001a; 2005b).

5.1) Consideracdesfinais

A avaliagdo dos nossos resultados, juntamente com uma avaliagéo criteriosa dos
poucos estudos da literatura, permitem a conclusdo de que a agdo do PEG como
adjuvante na terapia de doencas com deficiéncia secundaria do surfactante requer ainda
muitos esclarecimentos. Um questionamento importante diz respeito ao tempo de agéo
do PEG no alvéolo, que pode ser limitado pelo seu clareamento pelo epitélio pulmonar.
Esse processo depende do peso molecular do polimero estudado, sendo muito mais facil
para as moléculas pequenas atravessarem o epitélio por difusio passiva. Porém deve ser
levado em conta que, diante de uma doenca pulmonar grave, pode haver lesdo da
barreira alveolar, o que permite o transito de moléculas com peso molecular mais
edlevado (Dargaville e Morley, 2000). Outra questdo a ser considerada refere-se a
osmolaridade do polimero utilizado, que pode por si s aumentar o contelido de &gua

alveolar. Estima-se que a osmolaridade do PEG a 5% sgja em torno de 2 a 3 vezes maior
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gue a pressao coloido-osmética do plasma. Portanto, dependendo de uma variedade de
fatores, como o PEEP, a pressdo oncética e hidrostética do plasma, a tensdo de
superficie alveolar, o grau de dano epitelial e endotelia, a efetividade dos mecanismos
de clareamento de agua das células alveolares e da quantidade de agua ligada ao PEG, a
gquantidade de agua intra-alveolar pode estar aumentada. A esses fatores deve-se
acrescentar que a propria lesdo pulmonar de base (no caso a SAM) ja dterapor si s0 a
capacidade das células em promover o clareamento do excesso de fluidos alveolares.

Nesse contexto o uso de diurético parece ser uma possibilidade na tentativa de
diminuir o efeito do excesso de liquido alveolar. Dehority et a. (2005) avaliaram os
efeitos do surfactante com e sem PEG em ratos adultos com SDRA induzida por
lavagem. Foram avaliados par@metros de oxigenagdo, mecénica pulmonar (curva P-V),
histologia pulmonar (hemorragia, atelectasia e aumento de leucdcitos), além do aspecto
ultra-estrutural do surfactante por meio de microscopia eletrénica. Os animais dos dois
grupos receberam furosemida no inicio da ventilagdo e ndo apresentaram diferencas
entre eles quanto a oxigenagdo nem quanto as variaveis histoldgicas avaliadas. O grupo
tratado com surfactante e PEG apresentou volumes pulmonares maiores e a
administracdo de furosemida diminuiu a quantidade de liquido pulmonar neste grupo. Os
autores sugerem gue esses efeitos possam ter ocorrido devido as peculiaridades da
metodologia: uso do surfactante diluido em uma solugdo hiposmolar (cloreto de sodio a
0,45%), uso de diurético, uso de PEEP (4 cmH,O) e o procedimento de aspiragdo
traqueal feito de forma sistemética.

Esses dados sugerem que a furosemida poderia ser utilizada como um fator

coadjuvante que melhoraria a atividade do PEG, pelo menos no que se refere ao
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contetdo de liquido alveolar. Contrariando esta idéia, no estudo de Lu et a. (2005b)
observou-se que a piora da oxigenacdo dos animais tratados com Curosurf® e PEG foi
concomitante com o aumento do liquido pulmonar, mesmo tendo os animais recebido
uma dose de furosemida no inicio do experimento. Deve-se lembrar ainda de que esta
droga ndo € isenta de efeitos colaterais, sendo que seu uso deve ser mais bem avaliado
em estudos experimentais.

Ainda que o uso de polimeros fosse bem determinado e seus mecanismos de agdo
bem estabelecidos, os estudos até o momento restringem-se a0 ambito experimental.
Sendo assim, sua seguranca e eficacia em humanos com doengas pulmonares ndo pode
ser garantida, havendo necessidade de mais estudos para que se chegue a conclusdes
mais definitivas.

O entendimento dos mecanismos de disfun¢do do surfactante e a busca de
dternativas que evitem sua inativagdo continuam sendo um grande desafio para a
ciéncia e mantém aberto um amplo campo para as pesquisas na &rea do surfactante

pulmonar.
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1. A adicdo de polietilenoglicol ao surfactante ndo proporcionou beneficios, em
relacdo ao surfactante puro, no que se refere a complacéncia pulmonar dinémica, presséo

ventilatéria e volumes pulmonares.

2. A andlise histol6gica dos pulmdes mostrou que 0s animais dos grupos tratados
com surfactante (S100 e PEG) apresentaram maior homogeneidade na expanséo
alveolar, comparados a0 grupo sem tratamento (MEC), mas ndo houve influéncia da

adicdo de polietilenoglicol em relacdo ao padréo de expansdo do parénguima pulmonar.
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ANEXO A - VALORES DE PRESSAO VENTILATORIA (cm H,0) E

COMPLACENCIA PULMONAR DINAMICA (mli/kg. cm H20) DO
GRUPO MECONIO, NOS QUATRO MOMENTOS DE AFERICAO
DURANTE A VENTILACAO MECANICA

TEMPO DE VENTILACAO MECANICA (min)

5 10 15 20

PV CD PV CD PV CD PV CD

Animal
1 21,30 0,37 1940 045 17,00 0,44 16,90 0,46
2 23,30 0,36 18,90 044 17,10 0,50 15,30 0,54
3 2440 0,31 2350 0,34 22,80 0,35 22,00 0,38
4 2060 041 1850 044 1850 045 17,60 0,51
5 2350 0,34 22,20 0,36 22,20 0,36 20,60 0,39
6 19,60 040 18,20 042 17,90 044 17,10 0,46
7 22,70 0,35 20,90 0,38 19,30 041 19,40 041
8 20,70 0,38 19,30 041 1840 043 17,70 045
9 18,80 042 17,90 044 17,10 047 17,00 047
10 21,80 0,36 21,80 0,36 21,20 0,37 21,20 0,37
11 19,70 0,39 20,70 0,38 19,10 0,41 18,90 0,42
12 1840 043 1830 044 17,20 0,46 17,20 0,46
Média 21,23 0,37 19,96 040 1898 042 1840 0,44
(dp) (1,94 (0,03) (1,82) (0,03) (2,04) (0,04) (2,02) (0,05)

PV: pressdo ventilatdria; CD: complacéncia dinamica; dp: desvio padréo
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ANEXO B - VALORES DE PRESSAO VENTILATORIA (cm H20) E
COMPLACENCIA PULMONAR DINAMICA (ml/kg. cm H,0) DO
GRUPO S100, NOS QUATRO MOMENTOS DE AFERICAO
DURANTE A VENTILACAO MECANICA

TEMPO DE VENTILACAO MECANICA (min)
5 10 15 20
PV CD PV CD PV CD PV CD

Animal
1 21,20 0,40 20,30 042 1240 0,60 12,70 0,62
2 19,10 048 1510 054 980 087 870 0,95
3 21,70 0,37 18,40 047 1310 0,62 13,10 0,58
4 20,30 0,39 16,90 043 1310 0,63 12,70 0,60
5 17,00 0,47 16,10 052 11,20 0,71 11,30 0,69
6 17,00 048 16,00 051 10,90 0,75 10,90 0,73
7 16,00 0,50 1550 052 10,70 0,74 10,70 0,74
8 18,10 0,44 18,00 044 940 085 960 084
9 21,50 047 18,70 047 1150 0,62 11,00 0,60
10 1780 051 17,00 055 1280 0,71 1320 0,71
11 2520 0,31 2420 0,33 15,70 0,52 1540 0,53
12 17,00 047 16,90 048 1330 0,60 12,80 0,62

Média 1932 044 17,75 047 11,99 068 11,84 0,68

(dp) (2,70) (0,06) (2,51) (0,06) (1,75) (0,10) (1,82) (0,12)

PV: pressdo ventilatdria; CD: complacéncia dindmica; dp: desvio padréo
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ANEXO C - VALORES DE PRESSAO VENTILATORIA (cm H,0) E
COMPLACENCIA PULMONAR DINAMICA (mli/kg. cm H-0) DO
GRUPO PEG, NOS QUATRO MOMENTOS DE AFERICAO DURANTE
A VENTILACAO MECANICA

TEMPO DE VENTILACAO MECANICA (min)
5 10 15 20
PV CD PV CD PV CD PV CD

Animal
1 2070 039 1950 041 1430 051 14,80 054
2 1900 043 16,90 049 11,80 0,67 11,80 0,67
3 2000 040 20,10 042 1290 0,58 13,00 0,60
4 1830 043 17,90 044 1430 058 14,30 0,58
5 1890 042 17,70 048 1230 0,61 13,20 0,59
6 2150 0,39 1860 043 1590 050 1550 0,51
7 1980 040 1980 040 1460 054 14,40 0,56
8 1930 043 1860 044 12,70 0,60 12,40 0,63
9 2040 0,39 1920 044 1310 0,61 13,00 0,61
10 2040 039 19,10 042 1640 049 1550 0,52
11 1860 043 1650 049 11,20 0,72 11,20 0,71
12 1820 043 1820 043 14,20 056 14,20 0,56

Média 1959 041 1850 044 1364 058 1360 0,59

(dp) (1,04) (0,01) (1,11) (0,03) (1,58) (0,06) (1,39) (0,05)

PV: pressdo ventilatdria; CD: complacéncia dinamica; dp: desvio padréo
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ANEXO D —VALORES DOPIAM ETRO ALVEOLAR MEDIO (Lm) E [NDICE
DE DISTORCAO (ID) DOS ANIMAIS DO GRUPO MECONIO

ANIMAIS
1 2 3 4 5 6 7 8 Média dp

*

Lm 91,46 81,58 91,53 85,08 80,99 81,73 98,69 86,50 87,19 6,25

ID 24,51 24,17 22,09 12,94 18,30 14,94 18,39 12,96 18,53 4,71

* valor em nm; dp: desvio padréo

ANEXO E -VALORES DO pIAM ETRO ALVEOLAR MEDIO (Lm) E INDICE
DE DISTORCAO (ID) DOS ANIMAIS DO GRUPO S100

ANIMAIS
1 2 3 4 5 6 7 8 Média dp

*

Lm 72,80 70,45 72,69 70,92 71,12 65,34 80,24 72,56 72,01 4,10

ID 12,30 657 960 7,68 725 692 1122 577 841 235

* valor em mm; dp: desvio padréo

ANEXO F —VALORESDO p|AM ETRO ALVEOLAR MEDIO (Lm) E INDICE
DE DISTORCAO (ID) DOS ANIMAIS DO GRUPO PEG

ANIMAIS
1 2 3 4 5 6 7 8 Média dp

Lm" 64,45 65,99 6548 78,31 89,97 66,62 73,82 79,57 73,02 9,09

ID 909 644 820 11,65 18,38 16,54 9,16 14,38 11,73 4,28

* valor em nm; dp: desvio padréo
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FICHA PARA COLETA DE DADOS

ANIMAL N°:

DATA: PESO: Horanasc.: GRUPO:
Volume Corrente:
Administracdo do mecbnio — Hora: Volume:
Inicio da ventilaco: Inicio do “saving”:
TEMPO (min) 5 10 15 20
Relégio
Rec Time
VC
PIP
PEEP
PVENT
Compl.
Administracgo do surfactante:
Volume: ml Hora:
Final da ventilagéo: Sacrificio:
CURVAP-V ()
5 10 [15 |20 |25 |30 |25 |20 |15 |10 0

OBS.:
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