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Analysis of pulmonary mechanics in an experimental model of sepsis
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RESUMO

Objetivo: Verificar se ha alteracdes na mecanica pulmonar de camundongos com sepse. Métodos: Foram utilizados 40 camundongos
Balb/c divididos em dois grupos: sobrevida (n = 21) e mecénica respiratdria (n = 19). O grupo sobrevida foi dividido em trés subgrupos:
controle (n = 7), subletal (n = 7) e letal (n = 7). O grupo mecénica respiratoria também foi dividido em trés subgrupos: controle (n = 5),
subletal (n = 7) e letal (n = 7). A sepse foi induzida pelo método cecal ligation and puncture, usando-se um estimulo subletal e outro letal.
A mecénica pulmonar foi medida oito horas apos a intervencéo, utilizando-se o método da oclusédo ao final da inspiracdo. Dentro do
grupo mecanica pulmonar foram estudadas as seguintes variaveis: varia¢do total de pressdo, pressdo resistiva, pressao viscoelastica,
elastdncia dindmica e elastancia estatica. Os dados foram analisados por meio do teste estatistico ANOVA One-Way. Resultados: Os
dados do grupo sobrevida determinaram a eficacia do modelo utilizado. Ndo houve diferenca estatistica entre os subgrupos da mecanica
pulmonar quando analisadas as elastancias dindmica e estatica, bem como ndo houve diferenca estatistica entre os subgrupos da
mecéinica pulmonar quando analisadas a variaco total de pressdo, pressio resistiva e pressdo viscoelastica. Conclusido: Nao houve lesdo
estrutural no pulméo, bem como nédo houve alteracdo nos componentes viscoso e viscoeldstico do pulmédo quando essas varidveis foram
estudadas oito horas apos a intervencio pelo método cecal ligation and puncture.

Descritores: Sepse; Mecéanica respiratoria; Pulmao/lesdes; Pungdes/instrumentagio; Sindrome do desconforto respiratorio do adulto;
Camundongos

ABSTRACT

Objective: To determine whether pulmonary mechanics are altered in mice with sepsis. Methods: A total of 40 Balb/c mice were
divided into two groups: survival (n = 21) and pulmonary mechanics (n = 19). The survival group was divided into three subgroups: control
(n =7), sublethal (n = 7) and lethal (n = 7). The pulmonary mechanics group was also divided into three subgroups: control (n = 5), sublethal
(n = 7) and lethal (n = 7). Sepsis was induced through cecal ligation and puncture, the latter varying in degree (sublethal or lethal). At
eight hours after the intervention, pulmonary mechanics were measured through end-inflation occlusion. In the pulmonary mechanics
group, the following variables were studied: total pressure, resistance, viscoelasticity, dynamic compliance and static compliance. The
data obtained were analyzed using one-way ANOVA. Results: The data for the survival group indicate the efficacy of the model
employed. There were no statistically significant differences among the pulmonary mechanics subgroups in terms of dynamic compliance,
static compliance, total pressure, resistance or viscoelasticity. Conclusion: At eight hours after cecal ligation and puncture, there were
no changes in the lung parenchyma, nor were any alterations observed in the viscous and viscoelastic components of the lung.
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INTRODUCAOQ

A ocorréncia de disfuncdo pulmonar associada
a sindrome séptica ¢ conhecida tanto em huma-
nos quanto em modelos animais.!"? A sepse é uma
das maiores causas de morte em pacientes criti-
cos nos EUA, onde 750.000 individuos desenvol-
vem, anualmente, essa sindrome, e mais de 210.000
desses individuos evoluem ao dbito.” A sepse
originada de uma bacteremia ou de uma endoto-
Xxemia ¢ causa primaria da sindrome do descon-
forto respiratdério agudo por induzir uma atividade
intensa de mediadores endogenos, seguida de ati-
vacdo de leucdcitos, inflamacgdo intravascular e
faléncia cardiopulmonar.®

Existem duas vias de desenvolvimento da sin-
drome do desconforto respiratério agudo descritas,
a via pulmonar e a via extrapulmonar.© No presente
estudo trataremos da sindrome do desconforto res-
piratdrio agudo de origem extrapulmonar, a qual tem
inicio num foco extrapulmonar, de onde os media-
dores inflamatdrios partem e agem na circulagao sis-
témica. No pulmao, o primeiro foco a sofrer danos
sdo as células do endotélio vascular, com conseqiien-
te aumento da permeabilidade vascular, congestio
na microcirculacdo, edema intersticial e diminuicio
relativa dos espacos intra-alveolares.©”

A faléncia multipla dos 6rgdos ¢ uma conseqiién-
cia comum em pacientes com desenvolvimento agu-
do e grave da sindrome séptica, e estd bem des-
crita na literatura especializada.®® No entanto, ape-
sar de se falar muito a respeito de lesdo pulmonar
na sepse, com razoavel quantidade de trabalhos
publicados que analisam o desenvolvimento de
edema pulmonar, os resultados destes trabalhos sdo
conflitantes no tocante ao seu desenvolvimento.*
38-13) Quando consideramos a mecéanica respirato-
ria como objeto de estudo, raros sdo os trabalhos
publicados."

E muito bem descrito na literatura o impacto
na funcdo respiratoria em decorréncia de alteracdes
da mecanica respiratdria causadas por inflamacgéo
aguda ou cronica.'>'” Sabe-se que, dentre outras
disfuncdes, o aumento da permeabilidade vascular
pulmonar origina edema pulmonar, e que este ¢é
causa de alteragdes da complacéncia pulmonar,
bem como da elastdncia pulmonar.!'>'® Porém,
permanece obscuro se ha alteracdes mecinicas no
pulmdo, quando estudadas no modelo cecal liga-
tion and puncture (CLP) em camundongos.
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METODOS

Este trabalho classifica-se como um estudo expe-
rimental, e foi aprovado pelo Comité de ética em pes-
quisa com animais da Universidade de Brasilia - UnB.

Foram utilizados 40 camundongos Balb/c Wild-
Type, pesando 27 + 2g, machos, provenientes do
Biotério do Hospital Veterinario da Universidade
de Brasilia. Os animais foram alocados da seguinte
forma: grupo sobrevida (n = 21) e grupo mecéanica
respiratdria (n = 19). Os animais do grupo sobre-
vida foram separados em trés subgrupos, subletal
(SL-CLP, n = 7), letal (L-CLP, n = 7) e controle
(CTRL, n = 7), e os animais do grupo mecanica res-
piratéria também foram separados em trés subgru-
pos, SL-CLP (n = 7), L-CLP (n = 7) e CTRL (n = 5).

Para ainducdo da sepse foi utilizado o modelo
CLP (cecal ligation and puncture).'" Os animais
de ambos os grupos foram anestesiados com uma
solucio anestésica de ketamina (150 mg.kg™, i.p.)
e xilazina (7,5 mg.kg™', i.p.). Apos a realizacdo de
tricotomia na regido abdominal, eles foram colo-
cados na mesa cirdrgica para pequenos animais.
Realizou-se assepsia da regido abdominal com al-
cool iodado. A seguir foi feita uma incisdo longi-
tudinal de 1 cm na regido abdominal, o ceco do
animal foi exposto e entdo amarrado com um fio
de seda estéril, préximo a valvula ileocecal, com
semi-oclusdo do fluxo intestinal. Neste momento
o ceco dos animais dos subgrupos SL-CLP recebe-
ram trés perfuracdes com agulha estéril (13 x 4,5),
o dos animais dos subgrupos L-CLP receberam doze
perfuracdes com agulha estéril (0,8 x 25), e o dos
animais dos subgrupos CTRL ndo receberam per-
furacdes. No presente estudo optamos pela inclu-
sdo dos subgrupos SL-CLP e L-CLP, pois além de
nio haver tal distincdo nos trabalhos!'-'" 223 que
utilizam este modelo de sepse, o estimulo inflama-
torio no subgrupo SL-CLP permite a reacdo orga-
nica e garante sua sobrevida, ao contrario do esti-
mulo inflamatério no subgrupo L-CLP que, em fun-
cdo de sua magnitude ndo permite reacdo organica
e impossibilita a sobrevida dos animais deste
subgrupo. Apds os procedimentos supracitados, nos
subgrupos SL-CLP e subgrupos L-CLP o ceco foi
levemente espremido para extravasamento do con-
teudo fecal. Entdo, o ceco de todos os subgrupos
foi recolocado na cavidade peritoneal, a qual foi
suturada com fio de sutura de seda 4-0 e limpa
com agua oxigenada a 10%. Os animais recebe-
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ram hidratagdo com 1 mL de soro fisioldgico via
subcutanea no dorso e foram colocados em uma
caixa devidamente aquecida para recuperagao.

Os animais do grupo sobrevida foram separa-
dos nos subgrupos SL-CLP, L-CLP e CTRL. Apos os
trés subgrupos passarem pelo procedimento su-
pracitado foram alocados no biotério com racéo e
agua a vontade por 144 horas. A cada doze horas
0s animais eram observados para se verificar o
numero de animais vivos.

Os animais do grupo mecénica respiratoria fo-
ram separados nos subgrupos SL-CLP, L-CLP e
CTRL. Apds oito horas da realizacdo do procedi-
mento CLP, cada animal foi anestesiado e devida-
mente colocado sobre a mesa cirurgica, onde foi
realizada uma pequena incisdo longitudinal na re-
gido anterior do pescoco do animal. Os tecidos
adjacentes foram divulsionados até que a traquéia
ficasse exposta, quando entdo se realizou uma in-
cisdo transversal entre dois anéis fibrosos para que
se pudesse introduzir uma canula de traqueostomia
para pequenos animais. A seguir, o animal era le-
vado até o sistema de registro, onde a canula de
traqueostomia era conectada a um pneumotaco-
grafo.!¥ Entio recebia uma dose (3 pl por cavidade,
i.p.) de bloqueador neuromuscular (Pancuron) e
era ventilado mecanicamente com freqiiéncia res-
piratdria de 100 incursdes respiratdrias por minuto,
fluxo de 1,1 mL.s”', volume de 0,3 mL e pressido
positiva no final da expiragdo (PEEP) de 2 cmH_ 0.
Uma vez conectado ao pneumotacografo, ventilado
mecanicamente e com as jun¢des neuromuscula-
res bloqueadas, o animal tinha sua parede toracica
anterior removida cirurgicamente. A partir dai, uti-
lizando-se o método da oclusdo no final da inspi-
racdo, foi possivel aferir as variaveis estudadas.

0 pneumotacografo utilizado possuia trés sai-
das laterais. Um par dessas saidas foi conectado a
um transdutor diferencial de pressdo, o qual re-
gistrou o fluxo aéreo ofertado ao animal. Devido
ao baixo fluxo e pela reduzida dimensdo da tra-
quéia, o fluxo existente era laminar e, como tal,
pode ser medido pela Lei de Poiseuille. A outra
saida lateral foi conectada a um transdutor abso-
luto de pressdo que registrou a pressao traqueal.
0 volume foi obtido por meio da integracéo ele-
trénica do sinal de fluxo.

0 ventilador mecanico foi alimentado por um
compressor de ar. Esse ventilador possibilitou o
controle dos tempos inspiratorio e expiratorio para
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ajuste da freqiiéncia respiratdria, e da pausa no
final da inspiracdo para realizacdo do método da
ocluséo ao final da inspiracdo. O volume foi ajus-
tado pela relacdo entre a freqiiéncia respiratodria e
o fluxo, o qual foi ajustado por um fluxémetro.

Os sinais foram obtidos pelos transdutores que
estavam conectados a um condicionador de si-
nais, a uma placa de conversio analogico-digital
e, através desta, a um computador. No computador
os sinais foram registrados por meio do WinDaq/
Lite Data Acquisition Software versao 3.03.

A mecanica pulmonar foi analisada pelo méto-
do da oclusido ao final da inspiracdo.?°2" Este
método foi escolhido devido a possibilidade de se
decompor a pressdo do sistema respiratorio nos
seus componentes viscoso (AP1), viscoelastico
(AP2) e elastico (Pel). O animal era ventilado me-
canicamente e entdo, ao final de uma inspiracéo,
o fluxo era ocluido. Apds a oclusdo ocorre uma
queda rapida da pressdo traqueal até um ponto de
inflexdo, e a partir dai ocorre uma queda lenta
que decorre até um plato, o qual equivale a pres-
sdo de retracdo elastica do pulméo. A partir desses
pontos de pressdo pode-se calcular as variaveis
estudadas no presente trabalho.

Foram analisadas: a variagdo total de pressdo
pulmonar, APtot, L = AP1, L + AP2, 1, conside-
rando APtot, L (cmH,0) como variacio total de
pressdo pulmonar, AP1, L (cmH,0) como pressdo
resistiva pulmonar, e AP2, L (ecmH,0) como pres-
sdo viscoelastica pulmonar; a presséo resistiva pul-
monar, AP1, L = Ptot, L - Pi, L, considerando AP1,
L (cmH,0) como pressao resistiva pulmonar, Ptot, L
(cmH,0) como presséo total pulmonar, e Pi, L (cmH,0)
como pressdo no ponto de inflexdo do tragado da
pressao pulmonar; a pressao viscoelastica pulmonar,
AP2,L=Pi,L-Pel, L, considerando AP2, L (cmH,0)
como pressdo viscoelastica pulmonar, Pi, L (cmH,0)
como pressdo no ponto de inflexdo do tragado da
pressdo pulmonar, e Pel, L (cmHZO) como pressao
elastica do pulméo; a elastancia dinamica do pul-
mao, Edyn, L = (Pi, L - PEEP) / V, considerando
Edyn, L (ecmH, 0.mL-1) como elastancia dindmica
do pulmao, Pi, L (cmH,0) como pressdo no ponto
de inflexdo do tracado da pressdo pulmonar, PEEP
(cmH,0) como pressdo positiva no final da expira-
¢do, e V (mL) como volume pulmonar; e a elastancia
estatica do pulmao, Est, L = (Pel, L - PEEP) |V,
considerando Est, L (ecmH,0.mL"") como elastancia
estatica do pulmao, Pel, L (cmH 0) como pressdo
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eléstica do pulméo, PEEP (cmH,0) como pressao
positiva no final da expiracdo, e V (mL) como vo-
lume pulmonar.

Todos os dados estdo expressos em média +
desvio-padrdo. Para analisar os dados obtidos, foi
utilizada a andlise da variancia (ANOVA), conside-
rando-se significativo o resultado com p < 0,05.

RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo relacionadas as varidveis
fluxo, volume e PEEP, bem como sua distribuicdo
entre 0s grupos.

Na Figura 1 mostramos um grafico com o traca-
do da sobrevida nos trés grupos. Apds a intervencdo
todos os grupos receberam o mesmo tratamento e
100% dos animais do grupo CTRL sobreviveram,
100% dos animais do grupo SL-CLP sobreviveram, e
em até 24h apos a intervencdo todos os animais do
grupo L-CLP morreram.

Na variacdo total de pressdo obtivemos 2,323 +
0,108 ¢cmH,0 no grupo CTRL contra 2,584 + 0,410
cmH_,0 no grupo SL-CLP e 2,446 + 0,212 cmH,0 no
grupo L-CLP.

Na Figura 2 temos um grafico comparando a va-
riacdo total de pressdo nos trés grupos. Obtivemos,
no componente viscoso do pulmaio, a variacio presso-
rica de 1,501 + 0,067 cmH,0 no grupo CTRL contra
1,699 + 0,340 cmH,0 no grupo SL-CLP e 1,614 + 0,234
cmH,0 no grupo L-CLP. J4 no componente viscoelds-
tico a variagdo de presséo foi de 0,822 + 0,062 cmH,0
no grupo CTRL contra 0,885 + 0,087 cmH,0 no gru-
po SL-CLP € 0,832 + 0,063 cmH_0 no grupo L-CLP.

Na Figura 3 temos graficos comparando a pres-
sdo resistiva pulmonar (dissipacdo de energia no

TABELA 1

Relagdo das variaveis fluxo, volume e PEEP nos
subgrupos controle, subletal e letal

Controle SL-CLP L-CLP
Fluxo
(mls') 1,112 + 0,001 1,112 + 0,001 1,112 + 0,002
Volume
(ml) 0,305+ 0,013 0,306 + 0,074 0,304 + 0,050
PEEP
(cmHZO) 1,993 + 0,081 2,014 + 0,039 2,012 + 0,061

Valores expressos em média + desvio-padréo.
PEEP: pressdo positiva no final da expiracdo; SL: subletal;
L: letal; CLP: cecal ligation and puncture.
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Figura 1 - Tracado da sobrevida nos trés grupos. Sobrevida
de 100% no grupo CTRL, 100% no grupo SL-CLP, e 0% nas
primeiras 24h apds a intervencdo no grupo L-CLP

CTRL: controle; SL: subletal; L: letal; CLP: cecal ligation
and puncture

componente viscoso do pulmio) e a pressdo vis-
coelastica pulmonar (dissipagdo de energia no
componente viscoelastico do pulméo), respecti-
vamente, nos grupos CTRL, SL-CLP e L-CLP. Nas
comparagdes citadas anteriormente ndo houve di-
ferenca estatisticamente significativa.

A elastancia dindmica no grupo CTRL foi de
40,267 + 3,141 cmH_0.ml-1 contra 47,681 + 20,999
cmHZO.ml—l no grupo SL-CLP e 40,833 + 3,309
cmH,0.ml-1 no grupo L-CLP. J4 a elastancia estética
no grupo CTRL foi de 38,919 + 2,082 cmH 0.ml-1
contra 45,622 + 19,493 cmH,0.ml-1 no grupo SL-
CLP e 39,352 + 2,757 cmH,0.ml-1 no grupo L-CLP.

Quando comparamos a elastancia dinamica nos
grupos CTRL, SL-CLP e L-CLP, e a elastancia estati-
ca nos seus trés grupos, também ndo encontramos
diferenca estatisticamente significativa (Figura 4).
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Figura 2 - Grafico comparando a variacio total de pressio,
nos trés grupos; p > 0,05
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Figura 3 - Grafico comparando a pressdo resistiva pulmonar
(dissipagio de energia no componente viscoso do pulmio)
e a pressdo viscoelastica pulmonar (dissipacdo de energia
no componente viscoeldstico do pulmao) nos trés grupos;

p>0,05
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Figura 4 - Grafico comparando a elastancia dindmica e a
elastancia estdtica nos trés grupos; p > 0,05

DISCUSSAO

Nio encontramos diferencas nas comparacoes
de nenhuma variavel estudada. Na literatura en-
contramos alguns trabalhos que fazem uma cor-
relagdo entre o modelo de sepse por CLP e edema
pulmonar.('©-11:2223) Nessa correlacio existem evi-
déncias no sentido da hipotese nula e no sentido
da hipotese alternativa. Portanto, nossos resultados
estdo de acordo com parte da literatura, no sentido
da hipotese nula,!'%222) se considerarmos que edema
pulmonar implica subseqiiente alteracdo da me-
canica pulmonar. 2429

A APtot, L, correspondente a variacido total de
pressdo pulmonar, e a AP1, L, correspondente a
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dissipacdo de energia no componente viscoso do
pulméo, ndo tiveram alteracdo quando comparadas,
respectivamente, nos trés grupos, o que esta de
acordo com outros trabalhos publicados.%?23 Isto
demonstra que as vias aéreas estdo patentes e que,
se houvesse alguma alteracdo pulmonar nesse es-
tudo, essa alteracdo seria, provavelmente, tecidual.
Ja a AP2, L corresponde a dissipacdo de energia
no componente viscoeldstico do pulméo, a qual
esta relacionada a dois fendmenos, pendelluft e
stress relaxation.?® Este componente pulmonar tem
relagdo com a estrutura pulmonar, a qual, prova-
velmente, ndo foi afetada neste estudo, manten-
do-se inalterada esta varidvel quando comparada
nos grupos CTRL, SL-CLP e L-CLP.

Alguns autores"” mostraram dados sobre a
mecénica respiratdria em modelo de sepse. Entre-
tanto, trata-se de um trabalho cujo método utilizado
para inducdo da sepse (endotoxina de Escherichia
coli) foi diferente da utilizada em nosso estudo.
Nesse trabalho, os autores mostraram que ha di-
minuicdo da complacéncia pulmonar a partir de
doze horas apods a intervencdo, nao havendo, po-
rém, alteracdo na resisténcia das vias aéreas. Estes
resultados vdo contra os achados no presente es-
tudo, em que ndo encontramos diferencas na Edyn,
L e na Est, L quando comparadas nos grupos CTRL,
SL-CLP e L-CLP, oito horas apos a indugdo de sepse.
Tanto a Edyn, L quanto a Est, L ndo se alteraram
no presente estudo, o que atribuimos a rapidez
com que 0s animais morrem, pois, como ¢ bem des-
crito na literatura, ha uma produ¢do muito aumen-
tada e descontrolada de mediadores quimicos, os
quais levam a faléncia multipla dos 6rgéos.("?

E sabido que quando a intervencio acontece,
o estimulo inflamatorio é de tal magnitude que a
capacidade microbicida das células inflamatérias
migradas para o foco de lesdo ¢ suprimida pela
alta producio de o6xido nitrico.?’2% Esse dxido
nitrico é saudavel num primeiro momento, mas a
partir do momento em que sua producdo é exage-
radamente aumentada pela ativacdo da sintase in-
duzivel do 6xido nitrico, ele passa a inibir a ativi-
dade microbicida das células inflamatdrias, princi-
palmente os neutrofilos.?’-2 Portanto, somos le-
vados a entender que ndo ha tempo suficiente para
que ocorra lesdo na estrutura pulmonar com con-
seqliente tentativa de reparo, pois a alteracio qui-
mica é de tamanha magnitude que a morte do ani-
mal precede uma possivel lesdo estrutural.
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Concluimos que ndo ha lesdo estrutural no

pulméo, bem como ndo ha alteracdo nos compo-
nentes viscoso e viscoelastico do pulmdo quando
essas variaveis foram estudas oito horas apos a
intervengdo para inducdo de sepse pelo modelo
CLP. Sugerimos a utilizacdo de outro modelo para
inducdo de sepse em que se possa estudar suas
alteracdes pulmonares.
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