PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA/PEDIATRIA E
SAUDE DA CRIANCA

EFEITOS DE POLIMEROS NAO IONICOS
ADICIONADOS A SURFACTANTE IN
VITRO E EM MODELO EXPERIMENTAL
DE ASPIRAGAO DE MECONIO

JORGE HECKER LUZ

Tese apresentada ao Curso de Poés
Graduacao em Medicina/Pediatria e Saude
da Crianca, Faculdade de Medicina,
Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul, para obtengao do Titulo de
Doutor em Saude da Crianca.

Orientador: Renato Machado Fiori

Co-orientador: Humberto Holmer Fiori

Porto Alegre, 2010




DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGAGAO NA PUBLICAGAO (CIP)

L979e Luz, Jorge Hecker
Efeitos de polimeros nao idnicos adicionados a surfactante in vitro
e em modelo experimental de aspiragdo de meconio / Jorge Hecker
Luz. Porto Alegre: PUCRS, 2010.

128 f.: il. tab.

Orientacao: Prof. Dr. Renato Machado Fiori.

Co-orientagao: Prof. Dr. Humberto Holmer Fiori.

Tese (Doutorado)-Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul.
Faculdade de Medicina. Programa de Pés-Graduagao em Medicina.
Doutorado em Pediatria e Saude da Crianca.

1. SINDROME DE ASPIRACAO DE MECONIO. 2. SURFACTANTES
PULMONARES. 3. TENSOATIVOS. 4. POLIMEROS. 5. DEXTRANOS. 6.
POLIETILENOGLICOIS . 7. MODELOS ANIMAIS. 8. ANIMAIS RECEM-NASCIDOS.
9. SUINOS. 10.INVITRO. 11. EXPERIMENTAGCAO ANIMAL. . Fiori, Renato
Machado. Il. Fiori, Humberto Holmer. Ill. Titulo.

C.D.D. 616.23
C.D.U. 616.24:636.4(043.2)
N.L.M. WQ 210.5

Rosaria Maria Lucia Prenna Geremia
Bibliotecaria CRB 10/196




DOUTORANDO: Jorge Hecker Luz

ENDERECO: Avenida Ipiranga, 6690 - 5° andar — UTI Neonatal.
Porto Alegre — RS

TELEFONE: 51-33154188

E-mail: jluz@pucrs.br

CONFLITO DE INTERESSE: NENHUM




Dedicatoria

A Anette, Tatiana e Patricia.




Agradecimento Especial

Ao meu pai, Prof. Dr. Nilo Pereira Luz, que me ensinou a
ser Médico. Seu entusiasmo e dedicagdo aos seus pacientes, sua
procura intermindvel do conhecimento cientifico sdo modelos para
mim e para todos os demais colegas que tiveram o privilégio de

usufruir de sua sabedoria.




Vi

AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Renato Machado Fiori pela confianga e a amizade ao longo
destes anos todos, e o incentivo indispensavel para a realizagdo deste

doutorado.

Ao Prof. Dr. Humberto Holmer Fiori pela amizade, pelo companheirismo
constante na busca do aprimoramento de nossa pratica médica e pela

cooperacao em todos os aspectos desta pesquisa.
Ao Dr. Manuel Ruttkay Pereira amigo e colaborador direto nesta pesquisa.

Ao Dr. Mauricio Obal Colvero amigo e colaborador essencial para o

desenvolvimento desta pesquisa.

Ao Dr.Alexandre Fiori amigo e parceiro que participou ativamente na

elaboragao deste projeto.

Aos médicos e ex-bolsistas Carolina Menna Barreto Silveira, André Valiente
Nectoux e Fabiane Palma Bisinela pela participacdo efetiva e o interesse na

pesquisa.

Ao Dr. Jéferson Braga Silva e a equipe do Laboratério de Habilidades Médicas

pelo apoio na realizagdo dos experimentos
Ao Hospital Sao Lucas da PUCRS pelo apoio dado a essa pesquisa;

A empresa Farmalab-Chiesi pelo fornecimento do surfactante Curosurf®;




vii

SUMARIO
LIS T A DE FIGUR AS ..o o e e, Xi
LISTA DE ABREVIATUR AS ... e, Xiii
RE SUMO ..o e, XV
A B S T R A CT .o e XVi

CAPITULO|

REFERENCIAL TEORICO
I LV 20 011 Lo Y o 2
1.1 Surfactante e Tensao Superficial ... 2
1.2 Histéria da Descoberta do Surfactante Pulmonar ...........cccocccveiieiininns 4
1.3 Composicdo do Sistema Surfactante............cccccciiirriicciirecc e, 9
R T T o 1o 3PP 1
1.3.2 Proteinas ......cccouciiemmririniieir s 16
1.3.3 Estimulo Hormonal para Producao do Surfactante ................... 18

1.4 Doengas Associadas a Deficiéncia da Produgao do
Surfactante Pulmonar............coiiinieeeer e 20

1.4.1 Doenga da Membrana Hialina (DMH) .........ccccoommmrieeniciiieecnne 20




viii

1.4.2 Proteinose Alveolar Pulmonar Congénita........cccceuemecciciiiinnnnnn. 26
1.5 Doencgas Associadas a Alteragao da Fun¢ao do Surfactante
[ 1] [ o o = T R 27

1.5.1 Sindrome da Angustia Respiratéria Aguda (SARA) e Hipertensao

Pulmonar Persistente Neonatal (HPPN ... 27
1.5.2 Pneumonia Neonatal ...........cccccemeriiiiiiininiiciissseessrns e 28
1.5.3 Hemorragia Pulmonar ............. i se e 29
1.5.4 Sindrome da Aspiragao de Meconio (SAM).........ceeercccrreernnnenn 30
1.6 Testes para Avaliar a Maturidade da Fungao Surfactante Fetal ......... 41
1.7 Testes para Avaliar a Fungao Surfactante em Laboratério................. 44
1.7.1 Avaliagado da Funcgao Surfactante in Vivo ..........cceececcciiiiennnnn. 44
1.7.2 Avaliacao da Fungao Surfactante in vitro..............cccccccvvvvrvnnnnenns 46
1.8 Inibig¢ao/lnativagao da Fun¢ao do Surfactante Pulmonar ................... 54

1.9 Inibicao/lnativagao da Fungao surfactante pela
£=To [To=To 30 [0 4 0 T=T o2 o T T 2 58

1.10 Surfactante Pulmonar: Restauragao da Fungao apés

iNativagao/iNibiGa0 .......c.ueeeeccirri e 60
2 JUSTIFICATIVADA PESQUISA. ...t 66

SOBUETIVOS ...ttt 68




3.1 Objetivo Geral ........... i 68
3.2 Objetivos ESpPecifiCos ... 68
AREFERENCIAS ........cocoiiiiiiiiitiiiieice et 69

5 MATERIAL E METODO ......cooeueteeereeccsessesssseessssessssssssssssssssssssasssssassesssnes 83
I T o P 87
5.2 Analise Estatistica........ccccccciiiiiieincci e 88
5.3 REFERENCIAS ........ccooirrcceeresecresesecsesassesesessssssesssas s s sssasssssnesasasensnes 89

CAPITULO llI

ARTIGO ORIGINAL

PAGINA DE ROSTO .....oooeveeeeerncncesesssssessssesesssssssssssssssssssssssasasssssssssssssssssens 91
RESUNMO ..ottt es st esssses s s st s s e ses s ss st ssss s sesessassssssassnsnsanas 92
1V o] 0T o 94
RESULTADOS ......ococueueteecaetessesesessessssssssessssssssssessssssssssssassessessassesnssssesssneas 97

(] E=T 0 115157 Yo 2 102




CAPITULO IV

CONCLUSOES.........cooooeeeeeeeee e

ANEXOS

Anexo 1 Evolugdo das medidas de PaO, durante o estudo

NOS tr€S GrUPOS ...t e e e e e e
Anexo 2 Evolucido das medidas de PaCO; durante o estudo

NOS tr@S GrUPOS ...t e e e
Anexo 3 Evolucédo das medidas de pH durante o estudo nos

ErES GIUPOS ..t
Anexo 4 Valores das diferencas das medidas da PaO, (APaQ,)
ap6s ainducdo da SAM ...

Anexo 5 Valores das gasometrias e APaO, (médias *+ desvio padrao)

€ COMPAragao €Ntre 0S GrUPOS.......ccoeeveeeeeuerirrrrrieereeeeeeeeaaaaaaeens
Anexo 6 Grafico das medidas repetidas das PaCOs.........cccovvveeeeiiiiiiieeeen,
Anexo 7 Grafico das medidas repetidas dos pH .........cciiiiiiiii,

Anexo 8 Resultados da ANOVA multivariada para medidas repetidas

dos valores das gasometrias arteriais ..........cccoeeevvviiiiiiieeeiiiciie e,
Anexo 9 Protocolo de Anestesia.........oooiiiiiiiiiiiiiii s
Anexo 10 Dados Gerais sobre 0s AnNiMais..........coooeiiiiiiiiiiiiinieeeeee e,

Anexo 11 Consisténcia do MECONIO ... .c.ceneeee e e




Xi

LISTA DE FIGURAS

CAPITULO |

Figura 1- Metabolismo do surfactante pulmonar...............cccciiiiiiiccenn. 10
Figura 2 - Modelo espacial do alinhamento da DPFC na interface ar-liquido .. 15

Figura 3 - Incidéncia da Sindrome de Aspiragcao de Mecénio HSL PUCRS ....31

Figura 4 - Fisiopatologia da Sindrome de Aspiracao de Mecénio.................... 35
Figura 5 - Balanca de Langmuir-Wilhelmy ... 47
Figura 6 - Surfactométro da bolha pulsante ...........ccccooeeiiiiiiiiiii, 48
Figura 7 - Surfactométro da bolha cativa ...............cccoiiiiii, 50

Figura 8 - Relacao entre a concentragcéo de surfactante e a

contagem de MDbe ... 53
Figura 9 - Inibicdo do Surfactante Exégeno pela Albumina ..............cceevveenennn. 57
Figura 10 - Inibicdo do surfactante exdgeno pelo sangue............cccoovviiininnnnnnn. 57
Figura 11 - Inibicdo do surfactante exdgeno pelo meconio............ccc.eeveveeennnnn. 60

Figura 12 - Efeito sobre a contagem de microbolhas estaveis da adi¢cao de
Dextran e PEG a uma solugao de surfatante (Curosurf® 0,04mg/ml)

€M SOTOfISIOIOGICO ... 65




Xii

Figura 13 - Efeito da adicdo de Dextran e PEG a solugdo de surfatante

(Curosurf® 0,04mg/ml) inibida pelo meconio..........cccccceeeeeeveennnnnn. 65

CAPITULO Il

Figura 1 - Porcos recém-nascidos apos indugao anestésica .....cccvuveeeemnnnnnnnnnes 85

CAPITULO Il

Figura 1 - Tenséo superficial medida através do surfactdmetro de bolha cativa

em uma solugao contendo Curosurf® 0,2 mg/ml ........c.cccceeeeieeennnn, 99

Figura 2 - Tensao superficial medida através do surfactdmetro de bolha cativa
em uma solugao contendo Curosurf® 0,2 mg/ml adicionada de
AEXEAN 7,50 99

Figura 3 - Tenséo superficial medida através do surfactémetro de bolha cativa

em uma solugao contendo Curosurf® 0,2 mg/ml adicionada
e PEG 7,590 oo 100

Figura 4 - Evolugdo da média das PaOy.............oevveviiiiiiiiiiiiiieieeeeee 101

ANEXOS

Figura 1- Evolugdo das médias dos valores da PaCO; nos trés diferentes

grupos apos a indugdo da SAM .........cooiiiiieiiee e 123

Figura 2- Evolugdo das médias do pH nos trés diferentes grupos apds a

INAUGA0 da SAM ... 124




Xiii

CIT

CPAP

DMH
DPFC
APaOz

ECMO

FC
FFP
FG
Fl
FiO,
GA

HPPN

LBA
0.

PA

LISTA DE ABREVIATURAS

Colinafosfato-citidililtranferase

pressao positiva continua nas vias aéreas
(continuous positive airway pressure)
doenca da membrana hialina
dipalmitoilfosfatidilcolina

variagao da pressao parcial arterial de oxigénio
membrana de oxigenagao extra-corpoérea
(extracorporeal membrane oxygenation)
fosfatidilcolina

Fator fibroblastico do pneumacito
fosfatidilglicerol

fosfatidilinositol

fragcéo inspirada de oxigénio

grandes agregados (surfactante)
hipertensao pulmonar persistente do recém-nascido
intramuscular

indice de oxigenagao

intraperitoneal

intravenosa

lavado broncoalveolar

oxigénio

pequenos agregados (surfactante)




Xiv

PaC02
PaOz

PEEP

PEG

PIP

SARA
SAM
SBC

SBP

pressao parcial arterial de didxido de carbono
pressao parcial arterial de oxigénio

pressao positiva expiratéria final

(positive end-expiratory pressure)

polietileno glicol

pressao positiva inspiratoria

(positive inspiratory pressure)

sindrome da angustia respiratoria do adulto
sindrome de aspiracdo de mecénio
surfactdmetro da bolha cativa

surfactdmetro da bolha pulsante

SP(A,B,C,D) proteina associada ao surfactante

TME

teste das microbolhas estaveis




XV

RESUMO

Introducgao: a sindrome da aspiracdo de meconio (SAM) é uma das
doencas respiratorias mais importantes no periodo neonatal. O tratamento com
surfactante exdgeno apresenta uma resposta muito modesta. O mecénio é um
potente inibidor da funcédo surfactante. Polimeros nao idnicos adicionados ao
surfactante neutralizam a inibicdo causada pelo mecénio in vitro. Os resultados
do uso de surfactante em modelos experimentais ndo apresentam respostas
consistentes.

Objetivo: avaliar o efeito de polimeros n&o ibnicos na fungéo surfactante
in vitro e em modelo experimental de sindrome de aspiragdo de mecdnio.

Método: a medidas da adsorcdo e da tensdo superficial minima de
solugdes de surfactante contendo dextran e polietilenoglicol (PEG) foram
avaliados pelo surfactémetro da bolha cativa. O experimento in vivo, foi
realizado com 16 porcos recém-nascidos nos quais a aspiragao de mecénio foi
provocada pela instilacdo de 5 ml/kg de mecodnio a 20%. Os animais foram
divididos em trés grupos: |. controle (n=5); Il. surfactante 100mg/kg (n=5); lIl.
surfactante-polietilenoglicol 7,5% (n=6). O periodo de observacédo foi de 6
horas. A resposta aos diversos tratamentos foi avaliada por gasometrias

arteriais seriadas.

Resultados: a adicdo de dextran e PEG melhorou o desempenho do

surfactante avaliado pelo surfactémetro da bolha cativa.

Os valores da PaO, (média + desvio padrao) aos 30 minutos apds o
tratamento da SAM foram: Grupo |I= 66,8 + 21,12 mmHg; Grupo lI= 68,12 +
19,41 mmHg; e no Grupo llI= 61,33 = 16,18 mmHg (P= 0,817 ). Com 3 horas
apos tratamento os valores foram: Grupo I= 90,60 + 68,12 mmHg; Grupo II=
72,18 + 34,83 mmHg; Grupo lll= 69,00 £ 24,46 (P= 0,711 ). Com 6 horas apos
tratamento, os valores foram: Grupo |= 76,60 £ 48,04 mmHg; Grupo lI= 99,00 £
94,17 mmHg; Grupo llI= 60,83 + 19,18 mmHg (P= 0,586). ANOVA multivariada
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modificada para medidas repetidas ndo demonstrou diferenca significativa entre

os trés grupos (P= 0,560).

Conclusao: adicdao de PEG ao surfactante ndo modificou o quadro de
insuficiéncia respiratoria hipoxémica grave causada pela SAM, apesar de
melhorar o desempenho do surfactante in vitro.

Unitermos: aspiracdo de mecbnio, dextran, modelo experimental,
polimeros, polietilenoglicol, recém-nascidos, surfactante pulmonar,

surfactdbmetro da bolha cativa.
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ABSTRACT

Introduction: meconium aspiration syndrome (MAS) is one of the most
significant respiratory diseases in the neonatal period. Surfactant therapy has
only modest impact on MAS outcome. Meconium is a potent surfactant inhibitor.
Non-ionic polymers reverse surfactant inhibition caused by meconium in vitro.

Surfactant treatment in animal models do not show consistent results.

Objective: to evaluate the effect of non-ionic polymers on surfactant

activity in vitro and added to in animal model of meconium aspiration syndrome.

Methods: measurements of adsorption and minimal surface tension of
surfactant solutions with added dextran or polyethylene glycol (PEG) attained by
captive bubble surfactometer. Animal experiment consisted of 16 newborn
piglets submitted to MAS by instillation of 5 ml/kg of 20% meconium. There were
divided in three groups: I. controls (n=5): Il. surfactant 100 mg/kg (n=5); lIl.
surfactant -PEG 7,5% (n=6). The experiments lasted for 6 hours. The responses

to different treatments were evaluated by serial arterial blood gases.

Results: adding dextran and PEG improved surfactant function. PaO, values
(mean £ SEM) at 30 minutes after treatment of MAS were: Group |= 66.80 +
21.12 mmHg; Group Il= 68.12 + 19.41 mmHg; and Group lll= 61.33 + 16.18
mmHg (P=0.817 ). At 3 hours after treatment values were: Group I= 90.60 *
68.12 mmHg; Group ll= 72.18 + 34.83 mmHg; Group Ill= 69.00 + 24.46 (P=
0.711 ). At 6 hours after treatment values were: Group |= 76.60 £ 48.04 mmHg;
Group IlI= 99.00 + 94,17 mmHg; Group llI= 60.83 + 19.18 mmHg (P=0586).
Multivariate ANOVA modified for repeated measures was not significant among
the three groups (P= 0.560).

Conclusions: adding PEG to surfactant has no effect in the hypoxemic
respiratory failure due to MAS, despite the improvement of surfactant properties

in vitro.
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Key-words: animal model, captive bubble surfactometer, dextran,
meconium aspiration syndrome, newborn infant, polyethylene glycol, polymers,

surfactant.
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1 INTRODUGAO

1.1 Surfactante e Tensao Superficial

O termo surfactante é derivado da palavra inglesa “surfactant’, forma
reduzida de “surface active agent’. Por definicdo, uma substancia qualifica-se
como surfactante, se for capaz de alterar a tensédo superficial para um valor
diferente daquele produzido por determinada substancia pura. Para o pulméao e
em outras situagdes, as interacdes de for¢gas que interessam sao as geradoras
da tens&o superficial que ocorrem numa interface ar-liquido e das substancias
capazes de diminui-las. No caso da agua, a tensao superficial € a for¢ca gerada
pelas pontes de hidrogénio entre as moléculas de H,O na monocamada da
superficie em contato com o ar. As moléculas de H,O tém carga elétrica total de
zero, mas sua assimetria estrutural cria um momento bipolar permanente.
Assim ela se comporta como uma substancia polar com pontes elétricas entre
uma molécula de H* e duas moléculas de O. As pontes de hidrogénio da

interface com o ar formam uma pelicula na superficie da agua, de tal maneira
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que objetos que exercam forcas menores do que a tensao superficial, possam
ficar sobre a superficie sem se molhar, como é caso dos mosquitos em uma
poca de agua. Essa propriedade fisica € diferente do principio de Arquimedes,
que relaciona o peso de um corpo com o peso do volume de agua deslocado
por esse, de modo que, se 0 peso do volume de agua deslocado for maior que

o peso do objeto, esse flutuara, mas ficara molhado.™

As gorduras, os sabdes e os detergentes sdo substancias com atividade
de surfactante. Elas s&o consideradas substancias anfipaticas, pois possuem
um polo hidrofilico e um hidrofébico. Essa caracteristica permite as substancias
migrarem para a superficie do liquido (pdlo hidrofébico), permanecendo na
interface de maneira estavel (pdélo hidrofilico), fenébmeno chamado adsorg¢ao a
interface ar-liquido. Por exemplo, com a &agua pura, por ter uma tensao
superficial muito elevada, ndo se consegue produzir bolhas de ar estaveis, mas
ao se misturar um pouco de sabao, diminui-se a tensao superficial e obtém-se
bolhas estaveis de sab&o. Isso ocorre porque, ao se misturar a agua com
sabao, as ligagdes das pontes de hidrogénio da agua na interface ar-liquido sédo
substituidas por ligagcdes mais fracas entre o hidrogénio e o pdlo hidrofilico das

moléculas do sabao, diminuindo as forgas de tenséo superficial.

O surfactante pulmonar € um dos mais potentes surfactantes conhecidos
que atua em uma interface ar-liquido e tem como caracteristica unica a
capacidade de diminuir a tensdo superficial quase a zero, ao reduzir-se a
superficie dessa interface. Essa tensao superficial minima é fundamental para a

diminuicdo das forgas que ocasionam o colapso alveolar e bronquiolos distais
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no final da expiragcédo. Ao rever o exemplo das bolhas de sabao, nota-se que as
muito pequenas se rompem imediatamente, enquanto as maiores permanecem
estaveis por tempo mais longo. A tensdo superficial € semelhante nas bolhas
grandes e nas pequenas e quanto menor o raio de uma bolha maiores sao as
forcas que causam a instabilidade dessa. Se essas forgas ultrapassarem a

gerada pela tensdo superficial, as bolhas rompem-se imediatamente.’

A capacidade do surfactante pulmonar de manter bolhas muito pequenas
estaveis € uma das maneiras de se demonstrar sua presenca e fungao, tanto

clinica como experimentalmente.*

1.2 Histoéria da Descoberta do Surfactante Pulmonar

O conhecimento essencial para a compreensdo da agao do
surfactante pulmonar teve inicio com os trabalhos do Marqués de Laplace.
Entre 1798 e 1827, foram publicados os 5 volumes de sua obra “Traité de
Méchanique Céleste”. O volume 4 (1806) apresenta um capitulo sobre a agao
capilar e contém uma relacdo matematica entre a forga, a tensao superficial e o

raio de uma superficie curva conhecida como lei de Laplace.1'3'

Um principio laplaciano é um calculo matematico aplicado a fisica. A
lei de Laplace aplicada a uma superficie esférica € a equagao AP=2y/r, na qual
“‘AP” é a diferenca de pressodes (dentro e fora da esfera), “y” € o valor da tenséo

superficial e “r’ o raio da esfera.
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A teoria sobre as forcas que atuam em uma superficie foi elaborada
por Lorde Rayleigh (1890), quando pesquisava um método para determinar o
tamanho de uma molécula. Para conseguir seu objetivo, ele necessitou criar
uma monocamada da substéncia a ser testada e assim desenvolveu a teoria
fisica das forcas que atuam em uma interface. Com os resultados desses
trabalhos, Lorde Rayleigh foi agraciado com o prémio Nobel de Fisica de

1904.13

A presenca de uma tensdo superficial pulmonar foi demonstrada em
1929 pelo fisiologista suico Kurt von Neergaard. Estudando pulmbes isolados
de porcos, concluiu que “(...) em todos os estagios da expanséao (pulmonar), a
tensao superficial foi a principal responsavel pela retragio total do pulméao, mais
do que foi a elasticidade tissular (...)" e afirmou que a lei de Laplace necessitava
ser aplicada para explicar a expansao e a retragdo dos alvéolos pulmonares.
Von Neergaard tinha a convicgdo de que seus achados se aplicavam aos
recém-nascidos, pois escreveu que “A consideravel forca da tensao superficial,
a qual mais tarde é responsavel por grande parte da retragao pulmonar, dificulta
a abertura inicial do pulm&o”. Apesar da importancia dessa descoberta, o
trabalho de von Neergaard ficou esquecido por 30 anos e, portanto, nao
influenciou o desenvolvimento das pesquisas posteriores sobre o surfactante

pulmonar.’®

Em 1933, Wilson e Faber reconheceram “(..) a coesdao das

superficies umidas nos pulmdes sem ar dos recém-nascidos (...)” e que “(...) a
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resisténcia inicial do pulm&o atelectasico a expansdo é sempre presente e

contribui para a manutencéo da atelectasia”.®

Em 1947 o patologista Peter Gruenwald, ao expandir com liquido ou
com ar os pulmdes retirados de prematuros, observou que a pressao
necessaria para a expansao era maior com o ar do que a com o liquido. E
concluiu: “(...) a resisténcia a aeracéo é devida a tensao superficial que se opde
a entrada de ar, mas que nao tem efeito quando da instilacdo de liquido. A
presenca de substadncias com atividade de superficie reduz a pressao
necessaria para a aeragao’. Esse trabalho, além de confirmar os achados de
Von Neergaard, despertou a atencdo de uma aluna muito especial de

Gruenwald, a Dra Mary Ellen Avery. °

Apos a Il Guerra Mundial, a pesquisa para o desenvolvimento de
armas quimicas na Inglaterra e nos Estados Unidos proporcionou uma série de
descobertas para o melhor entendimento do surfactante pulmonar. Em 1954,
Macklin identificou a presenca de um filme de mucopolissacarideos nas
paredes alveolares capaz de gerar tensdes superficiais favoraveis e constantes,
além de sugerir a possivel origem dessas substancias nos granulos dos

pneumacitos.

Em 1955, Richard Pattle, trabalhando no desenvolvimento de armas
quimicas, estudou a espuma oriunda do edema pulmonar causado por gases
toxicos como o fosgénio (COCI,), que causa edema pulmonar rapidamente

letal. Pattle desenvolveu um método para avaliar a tensao superficial baseado
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na taxa de contragao das bolhas dessa espuma suspensa numa gota invertida
vista em um microscépio. A inesperada estabilidade das bolhas retiradas de um
pulmao normal, levaram-no a concluir que elas deviam se originar dos alvéolos,
e os alvéolos, por sua vez, deveriam ser recobertos por uma camada de

substancias com uma tens&o superficial muito baixa."*®

John Clements, apos trabalhar com Pattle na Inglaterra, voltou para
os Estados Unidos em 1953 para trabalhar no USA Army Chemical Center. Ele
pensou que, se criasse um meétodo capaz de medir dinamicamente a tenséo
superficial, reproduziria melhor o que ocorria nos pulmdes. Para esse fim,
Clements modificou a balanga de Wilhelmy para torna-la capaz de medir as
alteracgdes na tensao superficial com relagdo as variagdes da area da superficie.
Seus surpreendentes achados estabeleceram as importantes caracteristicas
fisicas dessa camada que reveste os alvéolos, principalmente a alteragcdo da
tensao superficial, conforme a area da superficie era comprimida. Demonstrou
que, nos “volumes pulmonares maiores”, a tensao superficial era mais alta e,
nos “volumes pulmonares menores”, ela se aproximava de zero. Denominou
esse material, presumivelmente presente na interface ar-liquido alveolar, de
surfactante pulmonar, ressaltando sua importédncia como um fator anti-

atelectasico."?°

A Dra Mary Ellen Avery, apés terminar sua residéncia em pediatria na
Johns Hopkins University, retornou para Boston em 1957. Seus objetivos eram
estudar fisiologia respiratoria com o Dr. Jere Mead e aprender mais sobre os

recém-nascidos com o Dr. Clement Smith, considerado ainda hoje o mais
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influente dos neonatologistas norte-americanos. O Dr. Jere Mead tinha como

linha de pesquisa o estudo das forgas envolvidas na retracdo pulmonar.

Uma interessante observacao feita no laboratério de Mead foi que
pulmdes inflados com ar tém uma retracdo elastica maior do que os inflados
com o mesmo volume de liquido. E a conclusao foi que as forgcas de superficie,
que sdo maiores em uma interface ar-liquido do em uma de liquido-liquido,
contribuem para a retracdo elastica dos pulmbes. Estes achados reproduzem

os descritos por von Neergaard.

As pesquisas do Dr. Clements com a balanca para medir
dinamicamente a tensao superficial despertaram o interesse da Dra. Mary Ellen,
levando-a a visitar o laboratério do Dr. Clements a fim de conhecer esse

dispositivo.

De volta a Boston, ela e Mead, utilizando a balanga de Langmuir-
Wilhelmy modificada por Clements, estudaram os extratos pulmonares de
prematuros falecidos com doenga da membrana hialina (DMH) e demonstraram
a presenca da deficiéncia de surfactante pulmonar.” No ano anterior, Pattle, em
sua publicagdo magnum opus, conforme citagao de Avery no livro The Roots of
Perinatal Medicine, ja tinha demonstrado que as bolhas obtidas dos pulmdes de

porquinhos de Guiné imaturos eram instaveis.’

Apesar de ter consciéncia da relevancia de seus achados, a Dra.
Avery foi muito cuidadosa em relacionar diretamente a deficiéncia de

surfactante com a doenga da membrana hialina. Na 12 edicdo de seu livro “The
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Lung and Its Disorders in the Newborn Infant” publicado em 1964, a Dra. Avery
apenas mencionou os resultados de seu trabalho como uma possivel causa
entre as demais etiologias consideradas na época. Somente na 42 edicdo, em
1981, é que ela claramente coloca a deficiéncia do sistema surfactante

pulmonar como a principal causa da doenga da membrana hialina.

A Academia Americana de Pediatria considerou esse trabalho um dos

marcos da pesquisa em pediatria do milénio passado.®®

Essas pesquisas que abriram linhas de investigacado proficuas no
conhecimento e no tratamento da doenca da membrana hialina foram
recompensadas quando Fujiwara introduziu com sucesso o tratamento com

surfactante exdgeno para a doenga da membrana hialina em 1980.1°

1.3 Composicgao do Sistema Surfactante

O surfactante pulmonar € uma mistura complexa de fosfolipidios
(80%), lipidios neutros (8%) e proteinas (12%) que revestem a superficie
alveolar dos pulmdes. A composigcdo do surfactante é muito semelhante entre
as mais diversas espécies animais inclusive os humanos. E sintetizado nas
células alveolares tipo |IlI, organizadas em corpusculos lamelares e,

posteriormente, secretadas para o espaco alveolar.

A presenca do surfactante formando uma monocamada na interface

ar-liquido reduz a tensao superficial, diminuindo a tendéncia dos alvéolos a
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colapsarem no final da expiracdo. O surfactante extracelular é facilmente

retirado dos alvéolos através de lavagem bronco-alveolar, e seus componentes

podem ser isolados por diversas técnicas e estudados individualmente (Figura

1 ).3,11,12
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Figura 1 - Metabolismo do surfactante pulmonar. O surfactante é sintetizado, a

partir dos seus percussores (1), no reticulo endoplasmatico (2), e é
transportado pelo aparelho de Golgi (3) até os corpusculos lamelares
(4), onde é armazenado. Os corpusculos lamelares sao secretados
para a camada liquida que reveste os alvéolos, onde transformam-se
em mielina tubular (5). A mielina tubular libera a DPFC e as proteinas
hidrofébicas para a formagdo da monocamada na interface ar-liquido
(6). Os fosfolipidios permanecem na luz alveolar por 5 a 10 horas. O
surfactante é reutilizado pelas células alveolares tipo Il, através da
captagao dos pequenos agregados vesiculares (7). Essas pequenas
vesiculas de surfactante sdo transformadas, pelo endossoma (8), em
corpos multivesiculares (9). Esses agregados de fosfolipidios sao
armazenados nos corpusculos lamelares (4). Esse ciclo de
reutilizacdo dos componentes do surfactante ocorre inUmera vezes,
até que ocorra a degradagédo e eliminagdo dos fosfolipidios. Uma
pequena fragdo do surfactante €& fagocitada pelos macréfagos
alveolares (10). (Adaptado de Kattwinkel J. Surfactant: Evolving
Issues.Clin Peritol 1998; 25:17-32).
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1.3.1 Lipidios

Os fosfolipidios sao os lipidios predominantes correspondendo a 80-
90% da fragdo lipidica total, sendo que o colesterol, o triacilcolesterol e os
acidos graxos livres completam a composigao. A fosfatidilcolina (FC), também
conhecida como lecitina, € o mais abundante dos fosfolipidios, correspondendo
a 70-80% desses. Aproximadamente 60% da fosfatidilcolina encontra-se na
forma di-saturada com dois acidos palmiticos nas posi¢des 1 e 2 formando a di-
palmitoilfosfatidilcolina (DPFC), que € o fosfolipidio com maior atividade de

superficie contido no surfactante.>'*"°

O segundo maior componente da fracao lipidica do surfactante € o
fosfatidilglicerol (FG), que corresponde de 5 a 10% do total. O FG é essencial

para a formacgao dos corpusculos lamelares nas células alveolares tipo 1.1

Entre os fosfolipidios restantes esta o fosfatidilinositol (FI), que se
encontra presente em mais alta concentracdo do que o FG nos pulmbes
imaturos; uma relacdo baixa entre FG e FlI &€ um sinal de imaturidade

pulmonar.>'*

¢ Sintese dos Fosfolipidios

A sintese da DPFC, FG e FI ocorre no reticulo endoplasmatico das

células alveolares tipo Il. O aparelho de Golgi processa os fosfolipidios e as
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proteinas, enviando-os para as organelas de armazenamento, os corpusculos

lamelares, de onde sdo secretados para a luz alveolar por exocistose.

Os precursores da sintese dos fosfolipidios sdo oriundos da glicose e
da sintese “de novo” de acidos graxos. No inicio da gestagao, a glicose oriunda
da circulagéo sistémica é a principal fonte de energia e do glicerol (a estrutura
basica dos fosfolipidios). No periodo final da gestagao, o glicogénio acumulado
nas células alveolares tipo Il torna-se a fonte principal de glicose para sintese
da lecitina. A principal fonte para a sintese “de novo” é o palmitato, que

representa 40% dos acidos graxos presentes na molécula de DPFC.>"3

Os passos iniciais da sintese da DPFC, do FG e do FI ttm a mesma
rota metabdlica. A glicose é metabolizada em fosfato-3-glicerol e fosfato-
dihidrohidroxiacetona, os quais sao transformados em acido fosfatidico comum
aos trés fosfolipidios. O acido fosfatidico pode ser ativado pela enzima
fosfatidato-citidiltranferase para formar o CDP-diacilglicerol que no final formara
o fosfatidilglicerol e o fosfatidilinositol, ou resultar no diacilglicerol sob agédo da
enzima fosfatidato-fosfatase. A colina, por sua vez, é transformada em CDP-
colina pela agdo da enzima colinafosfato-citidiltranferase e liga-se ao
diacilglicerol para formar a fosfatidilcolina. A fosfatidilcolina formada pela
sintese de novo possui acidos graxos nao saturados e, remodelada pela
substituicdo desses por moléculas de palmitato, transforma-se em DPFC. A
producédo de DPFC pulmonar é regulada pela atividade da enzima colinafosfato-
citidiltransferase. Os acidos graxos e o fator fibroblastico do pneumacito (FFP)

estimulam a atividade da colinafosfato-citidiltransferase. Os glicocorticoides, por
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aumentarem a sintese de acidos graxos e a expressao do FFP estimulam a

produgdo de DPFC.31415

O aparelho de Golgi processa os fosfolipidios e as proteinas (ver
adiante), enviando-os para as organelas de armazenamento, os corpusculos
lamelares. Estes corpusculos sao pacotes de lipoproteinas condensadas e séo
secretados para a luz alveolar por exocistose. A secrecdo dos corpos lamelares
é estimulada pelo estiramento das células tipo Il e por agonistas B adrenérgicos

e purinérgicos como o ATP.™

Nos alvéolos, os corpusculos lamelares expandem-se para uma
estrutura semelhante a uma trelica chamada de mielina tubular. As proteinas
associadas ao surfactante (SP-A e SP-B) e o ion Ca?* sdo importantes para
esta conformacdo geométrica. A mielina tubular, forma de armazenamento
extracelular do surfactante, é a precursora da monocamada da interface ar-
liquido (Figura 1). Durante a expansdao pulmonar, os componentes do
surfactante presentes na hipofase migram para a monocamada. Na expiragao,
a monocamada € comprimida da tal maneira que sdo excluidos as proteinas, os
fosfolipidios nao-saturados e outros lipidios. Por este mecanismo, a
monocamada fica rica em DPFC, que é o componente mais importante na

diminuicdo da tensao superficial durante a compressélo.3’11

Os fosfolipidios sdo removidos dos alvéolos a cada 5-10 horas e
trabalhos recentes estimam a meia vida da DPFC exdgeno no espago aéreo em

34 horas. Aproximadamente 95% da DPFC e 80% do FG secretados nos
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alvéolos sao reutilizados pelas células tipo Il. Os agonistas B adrenérgicos tém
importante fungdo na homeostase da camada de revestimento alveolar, pois

regulam tanto a secregao quanto a remogao do surfactante extracelular.®

¢ Fungao dos Fosfolipidios

O di-palmitoilfosfatidilcolina é o fosfolipidio do sistema surfactante
responsavel pela diminuicdo da tensao superficial na interface ar-liquido
alveolar. A DPFC, por estar no estado soélido a 37° C, precisa da presenca de
outros fosfolipidios e das apoproteinas hidrofébicas para a adsorcdo na

monocamada da interface."”

A molécula de DPFC é composta por dois pélos, um polar e outro
apolar. A presenca desses dois pélos |he rende as qualidades essenciais para
funcionar como substancia capaz de alterar a tensao surfactante na interface
ar-liquido alveolar. O grupo polar associa-se com a hipofase liquida, enquanto
que o apolar (constituido das duas cadeias rigidas retificadas de &acido
palmitico) esta direcionado para o espago alveolar. As moléculas retificadas da
DPFC aproximam-se, a medida que o volume alveolar diminui; quando a
superficie se encontra reduzida suficientemente, as moléculas de DPFC
formam um aglomerado compacto, impedindo o contato direto entre o ar e o
liquido, tornando a tensao superficial proxima a zero. (Figura 2). No final da
expiracao, os alvéolos ficam revestidos por um material solido formados pelas

moléculas rigidas de DPFC, que estdo tdo prdéximas, que praticamente
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substituem a interface ar-liquido por outra de ar-sélido. Como consequéncia, ha
um aumento na pressao de superficie (pressao de superficie alta é igual a
tensdo superficial baixa), de tal maneira que a tensdo superficial diminui
proporcionalmente mais que a redugao do raio do alvéolo. E de acordo com a
lei de Laplace, AP=2y/r, diminui a tendéncia ao colapso dos alvéolos,

estabilizando-os no final da expiracgo.>®

ar
< liquide

liquido

Figura 2 - Modelo espacial do alinhamento da DPFC na interface ar-liquido, na
inspiracdo e na expiragdo. (Adaptado de Kotas R. Surface tension
forces and liquid balance in the lung. Em: Thibeault DW, Gregory
GA, editors. Neonatal Pulmonary Care.1? ed Addison-Wesley
Publishing Co California 1979.p. 35-53)

Os componentes da lecitina n&do saturada n&o funcionam como

redutores da tensdo superficial de maneira dindmica, por ndo se manterem
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como uma estrutura retificada na luz alveolar. Os seus acidos graxos do polo
apolar torcem-se nas ligagdes duplas de suas moléculas e permitem o contato
do ar com o liquido. Acredita-se que esses fosfolipidios sejam importantes para
a rapida adsorgao e distribuicdo da DPFC na monocamada da interface ar-
liquido pulmonar. Esses fosfolipidios ndo saturados sdo excluidos
progressivamente da interface ar-liquido, apds varios ciclos de expanséo e

retracéo alveolar, tornando a monocamada mais pura em DPFC.

O fosfatidilglicerol ndo € essencial para a fungdo de atividade de
superficie do surfactante pulmonar em animais experimentais. O FG é essencial
para a formacédo da mielina tubular e parece ser importante na regulagéo da

renovaco dos lipidios alveolares.®™

1.3.2 Proteinas

A fragdo protéica do surfactante corresponde a 10-15% da
composicdo do surfactante. E composta por pelo menos quatro apoproteinas
conhecidas SP-A, SP-B, SP-C e SP-D. Estudos em liquido amni6tico mostram
um aumento progressivo na concentracao das proteinas entre a 262 e a 40?2

semana de gestac&o.> 1%

As proteinas hidrofilicas (SP-A e SP-D) estao presentes na hipofase
do liquido do alvéolo e, portanto, ndo fazem parte da monocamada da interface

ar-liquido. As principais fungcdes da SP-A nos pulmdes relacionam-se com a




Referencial Tedrico 17

formacado dos corpusculos lamelares, na formagdao da mielina tubular e na

manuteng¢ao do equilibrio entre o surfactante intra e o extracelular.

A SP-A é a mais abundante das proteinas hidrofilicas,
correspondendo a 5% do peso do surfactante e a melhor estudada. O seu locus
génico esta localizado no brago longo do cromossoma 10 onde se encontram
dois genes funcionais (SP-A1 e SP-A2) e inumeras variantes genéticas ja foram
identificadas. A SP-A é sintetizada nas células alveolares tipo |l e nas células

epiteliais bronquiolares e brénquicas.

A SP-A e a SP-D tém importante acdo nos mecanismos de defesa
pulmonar, pois sdo capazes de neutralizar endotoxinas e virus e de estimular a
fagocitose. Essas duas proteinas eram consideradas exclusivas das vias
aéreas inferiores, mas trabalhos recentes mostram que tanto a SP-A quanto a
SP-D estdo presentes também nas vias aéreas superiores, via digestiva, e
podem ser importantes para protecao contra infeccdo como no caso da otite
média. Dos surfactantes naturais exdgenos disponiveis no mercado, nenhum

contém a SP-A e a SP-D."%%°

As proteinas hidrofobicas SP-B e SP-C sdo consideradas as unicas
especificas do surfactante pulmonar. A SP-B é a mais abundante delas e a
melhor estudada e corresponde a 2% do peso do surfactante. O seu unico locus
génico esta localizado no cromossoma 2 com inumeras mutacbes e
polimorfismo descritos. Apesar de serem bem conhecidas sua estrutura

molecular e fungdes, pouco se conhece de seu metabolismo. A presenca da
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SP-B é necessaria para formagao dos corpusculos lamelares com morfologia

normal.>?’

A importancia da SP-B para o sistema surfactante € exemplificada
pela doenga geneticamente transmitida, a proteinose alveolar congénita fatal,
na qual o recém-nascido se apresenta com um quadro semelhante ao da

doenga da membrana hialina grave e evolui para o ébito.

As proteinas hidrofobicas apds serem secretadas pelas células
alveolares tipo Il, migram para a interface ar-liquido. Experimentalmente, foi
demonstrado que a SP-B é essencial a rapida adsorcdo da DPFC para formar
uma monocamada na interface ar-liquido e para que este fiime de DPFC

apresente uma tensao superficial minima durante a compressao dinamica.'2?

Todos os surfactantes naturais exégenos contém SP-B e SP-C,
embora os surfactantes extraidos por trituragdo pulmonar (Survanta® e
Curosurf®) contenham menor da quantidade de SP-B em comparagcéo aos

extraidos por lavagem pulmonar (Infasurf® e Alveofact®).?®

1.3.3 Estimulo Hormonal para Produgao do Surfactante

Em 1969, Liggins estudando fatores associados ao
desencadeamento do trabalho de parto, observou que os cordeiros prematuros

de ovelhas que haviam recebido infusdo de glicocorticoide intra-utero
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respiravam melhor e sobreviviam por mais tempo.?* Este foi o primeiro passo no
conhecimento da complexa interagao entre a producao do surfactante pulmonar

e os diversos horménios que influenciam sua producgéo.

Os glicocorticoides aceleram a produgao dos fosfolipidios pulmonares
por estimulo direto na atividade de varias enzimas envolvidas na sintese da
DPFC e, indiretamente, através dos fibroblastos pulmonares. Esses sé&o
estimulados a produzir FFP, que aumenta a producdao dos fosfolipidios. A
sintese das proteinas associadas ao surfactante também € acelerada pela agéo
dos corticoides. Os glicocorticoides sao os mais importantes e estudados entre
os horménios que estimulam a produgcdo de surfactante. Influenciam a
maturacdo morfoldgica e funcional de diversos 6rgados de origem endodérmica
como intestino, pancreas, glandulas salivares e pulmdes. O uso clinico da
corticoterapia para acelerar a maturagcdo pulmonar nos fetos de gestagdes com
ameaca de parto prematuro é considerado parte integral do atendimento pré-

natal.>%°

Os horménios da tiredide estimulam a producédo dos fosfolipidios
pulmonares, mas nao atuam sobre a sintese de proteinas associadas ao
surfactante. Ha4 uma agao sinérgica com os glicocorticdéides na maturagao do
sistema surfactante. Os resultados clinicos com o horménio estimulador da

tiredide para acelerar a producao fetal de surfactante tém sido conflitantes.?

Ha evidéncias de uma agao estimulatéria dos estrégenos e de uma

acao inibitéria dos androgenos. Esta acdo dos horménios sexuais seria uma




Referencial Tedrico 20

das causas da vantagem biolégica dos recém-nascidos prematuros do sexo
feminino que apresentam maturagcdo pulmonar mais precoce e melhor resposta

ao estimulo com corticoterapia ante-natal.

A insulina inibe o efeito dos glicocorticéides na maturagdo pulmonar
e, consequentemente, inibe a producdo de DPFC. A hiperinsulinemia fetal esta
associada ao aumento na incidéncia da doenca de membrana hialina nos filhos

de gestantes diabéticas.

Entre outros hormodnios investigados em relagdo a maturagéo
pulmonar, estdo a prolactina, o fator de crescimento epidérmico, o fator de
crescimento derivado das plaquetas, o fator de crescimento semelhante a

insulina, ATP e os agonistas B adrenérgicos.>%*

1.4. Doencas Associadas a Deficiéncia da Producdao do Surfactante

Pulmonar

1.4.1. Doenca da Membrana Hialina (DMH)

A doencga da membrana hialina é a doencga respiratoria neonatal mais
estudada e conhecida e uma das principais causas de morbi-mortalidade no
periodo neonatal. E causada pela deficiéncia do sistema surfactante pulmonar.

Desde a descricdo pioneira, feita por Hochheim em 1903, de uma membrana
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peculiar no pulmao de dois prematuros falecidos logo apds o nascimento,
passando pela descoberta do surfactante pulmonar e sua deficiéncia nos
prematuros acometidos com a DMH até o revolucionario uso clinico do
surfactante pulmonar exdgeno para o seu tratamento especifico, passaram-se
77 anos. Essa caminhada necessitou do conhecimento de disciplinas basicas
como a fisica, a quimica, a bioquimica e de disciplinas médicas como a

patologia, a fisiologia, a epidemiologia, a pediatria e a neonatologia. %

e Epidemiologia

A prematuridade é a principal causa da DMH e sua incidéncia é
inversamente proporcional a idade gestacional. A populagdo de maior risco € a
dos recém-nascidos com idade gestacional menor que 34 semanas, sendo que
60-80% dos prematuros com idade gestacional menor que 28 semanas
apresentam a doenga e, por outro lado, raramente acomete recém-nascido a
termo. A incidéncia de DMH é alterada pela presenca de algumas situagoes
clinicas especiais. As situagdes associadas com aumento da incidéncia incluem
a diabete materna, historia de gestagao anterior de parto prematuro e DMH,
hemorragia materna pré-parto, eritroblastose fetal, asfixia neonatal, recém-
nascido masculino, cesariana sem trabalho de parto. As situagdes associadas
com uma diminui¢do da incidéncia da DMH incluem a raga negra, retardo de

crescimento intra-uterino, ruptura prematura das membranas amniéticas e a
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doenca hipertensiva materna. A corticoterapia pré-natal altera a incidéncia da

DMH por sua agéo de indugdo a producado do surfactante endégeno.?®?

¢ Fisiopatologia

A deficiéncia do surfactante pulmonar é o fator principal na
fisiopatologia da DMH. Esta deficiéncia ocasiona um aumento das forgas que
tendem a colapsar os alvéolos no final de cada expiragdo e um aumento
significativo do trabalho dos musculos respiratérios para expandir os alvéolos a
cada inspiracao. As atelectasias progressivas e difusas ocorrem e causam uma
diminuicdo da capacidade funcional residual e, consequente, curtos-circuitos
direito-esquerda. A fadiga das fibras dos musculos do diafragma € outro
componente que contribui para a hipoventilacdo e a progressao de piora do
quadro clinico. A hipoxemia e a acidose perpetuam e agravam este ciclo

vicioso. 32628

e Apresentagao Clinica

Os prematuros afetados pela DMH apresentam desde o nascimento
um padrao respiratorio alterado e evoluindo precocemente para dificuldade
respiratéria. A apnéia precoce e intensa, a incapacidade do estabelecimento de
uma ventilagdo adequada séo caracteristicas dos prematuros de muito baixo

peso. Nos prematuros maiores, a DMH pode ter inicio mais insidioso, mas,
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geralmente, o quadro de dificuldade respiratdria esta presente nas primeiras 6

horas de vida.

Os achados clinicos incluem o gemido expiratério, o batimento da asa
nasal, as retracbes toracicas, a taquipnéia, a entrada de ar diminuida nos
pulmbées a ausculta e as necessidades aumentadas de oxigénio. Ha um
agravamento progressivo da doenga até o 3° dia de vida. Com o aumento da
produgao enddgena de surfactante, a partir do 4° dia de vida, o quadro clinico

gradativamente melhora.

O quadro clinico e a evolugao tipica da DMH sdo modificados pelas
intervengdes precoces como a instilagdo do surfactante pulmonar exdégeno, a
instituicdo de pressao positiva continua de via aérea através de peca nasal e de

ventilagdo mecanica.?®?

* Prevencgao

A prevencdo primaria da DMH seria pelo desenvolvimento de
tratamentos que prolonguem a gestagdo até o amadurecimento do sistema
surfactante fetal. Entretanto, poucos avancgos terapéuticos efetivos tém ocorrido

nessa area ao longo dos anos.

A partir da década de 70, diversos estudos comprovaram a eficacia
da corticoterapia pré-natal na prevengcdo da DMH. Em 1994, ocorreu a reuniao
de consenso patrocinada pelo National Institute of Health dos EUA, que ratificou

a indicacdo da corticoterapia na prevencdo da DMH.?%3°
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A prevencéao pos-natal com surfactante pulmonar exégeno nao € uma
medida eficaz na diminuicdo da incidéncia da DMH. Por outro lado, o uso
profilatico de surfactante no prematuro com menos de 28-30 semanas de idade

gestacional pode estar associado a diminuicdo da mortalidade neonatal.*

e Tratamento da DMH com Surfactantes Exégenos

As primeiras tentativas do emprego de substancias com atividade
surfactante para o tratamento da DMH ocorreram nos anos 60. Essas tentativas
falharam, pois as substancias usadas como substitutas do surfactante tinham a
capacidade de diminuir a tensdo superficial na interface ar-liquido, mas
careciam da caracteristica fundamental do surfactante pulmonar que é a de
diminuir a tensao superficial para valores minimos, a medida que a area da

superficie é reduzida, como o que acontece no final da expiragdo nos alvéolos.’

O primeiro relato com éxito de série de casos de DMH tratados com
surfactante exogeno deu-se em 1980 por Fujiwara(10). A intensa pesquisa
laboratorial que precedeu essa publicagdo foi multiplicada pelos incontaveis
trabalhos clinicos sobre o tratamento da DMH com diferentes tipos de

surfactantes exdgenos.3'?

A terapia de reposicdo com o surfactante exdégeno revolucionou o
tratamento da DMH. Os trabalhos iniciais que compararam o uso de
surfactantes exdégenos com o placebo evidenciaram uma diminuicdo da

mortalidade de até 40%. A aprovagao e a liberagdo do uso dos surfactantes




Referencial Tedrico 25

exdgenos para o tratamento da DMH pelo Food Drug Administration (FDA) foi o
responsavel pela maior diminuicdo dos indices de mortalidade infantil em um

Unico ano nos EUA 323

Compararam-se os diferentes tipos de surfactantes e evidenciou-se
melhor resposta dos extratos de origem animal quando cotejados com o Unico
produto sintético entdo comercialmente disponivel. A comparacdo entre os
surfactantes naturais mostrou uma resposta semelhante, mas mais rapida com

o surfactante de origem porcina.

A instilacdo precoce do surfactante nos prematuros afetados com a
DMH foi comparada com o tratamento tardio, apés a doenga ter atingido
determinados parametros de gravidade. Associou-se o tratamento precoce com
menor mortalidade e diminuicdo na incidéncia de pneumotérax. A instilacdo
profilatica de surfactante para todos os prematuros com risco de apresentar a
DMH é uma estratégia efetiva, mas tem um custo elevado, pois implica em
tratamento desnecessario de uma parcela significativa de pacientes que nao
tém deficiéncia de surfactante.®** A estratégia mais adequada seria a que
combinasse os efeitos positivos da instilacdo profilatica com os da instilacdo
seletiva, sem aumentar os custos oriundos de tratamentos desnecessarios.
Para esse fim é necessario um teste para avaliar a presenga da deficiéncia do
sistema surfactante nos prematuros com risco de desenvolverem a DMH. Esse
teste deveria possuir determinadas qualidades para ter utilidade clinica. Um
teste que apresentasse simplicidade na sua realizagéo, baixo custo, capacidade

de ser feito na propria unidade a qualquer hora, sensibilidade e especificidade
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elevadas seria o ideal. Fiori et al. demonstraram que o teste das microbolhas
estaveis realizado no aspirado de secregao gastrica dos prematuros apresenta

todos esses atributos.?® 3%

1.4.2 Proteinose Alveolar Pulmonar Congénita

A proteinose alveolar pulmonar congénita é uma afeccéo pulmonar
muito rara. Os recém-nascidos acometidos por essa doenca apresentam
sintomas de dificuldade respiratéria logo apdés o nascimento com quadro
pulmonar clinico e radiolégico semelhantes a DMH. Apesar das tentativas de
tratamento com doses multiplas de surfactante e com o uso da membrana
oxigenadora extracorporea, todos os casos foram fatais.38 O material
proteinaceo desses pacientes é rico em SP-A e SP-C e pobre em fosfolipidios.
Os corpusculos lamelares presentes nas células alveolares tipo Il sao
defeituosos e a mielina tubular esta ausente. A formacédo dos corpusculos
lamelares e da mielina tubular sdo essenciais para a fungdo surfactante e
depende da presengca da SP-B. A auséncia congénita da SP-B é a causa
primaria da proteinose alveolar pulmonar e a mutagéo genética responsavel por

esta deficiéncia foi descrita por Lin.>®
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1.5 Doengas Associadas a Alteragao da Fun¢ao do Surfactante Pulmonar

1.5.1 Sindrome da Angustia Respiratéria Aguda (SARA) e Hipertensao
Pulmonar Persistente Neonatal (HPPN)

A sindrome da angustia respiratéria aguda caracteriza-se por
apresentar edema pulmonar n&o-cardiogénico e hipoxemia refrataria.
Inicialmente descrita em adultos, também ocorrem quadros respiratorios
semelhantes no periodo neonatal. Na asfixia neonatal, o edema pulmonar
muitas vezes presente € secundario a insuficiéncia cardiaca, mas alguns RN a
termo apresentam um quadro de insuficiéncia respiratéria muito semelhante ao
da SARA, e uma alteracdo da funcdo do sistema surfactante pulmonar pode

estar envolvida na fisiopatologia dessa afeccgéao.

A hipertensdo pulmonar persistente neonatal € a principal causa da
insuficiéncia respiratéria hipoxémica severa e caracteriza-se pelas pressdes
supra-sistémicas na artéria pulmonar. Na maioria dos casos ndo € uma doenga
e sim o resultado de uma complexa interagao fisiopatoldgica. A DMH, sindrome
da aspiragcdo de mecdnio (SAM), hérnia diafragmatica congénita, hipoplasia
pulmonar, pneumonia, septicemia e algumas cardiopatias congénitas sdo as

doencas que freqlientemente apresentam a HPPN como complicagdo.****
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e Tratamento da SARA e da HPPN com Surfactante Pulmonar

Diversas pesquisas laboratoriais investigaram a fungéo do surfactante
nessas situagdes. A albumina € uma das substancias possivelmente implicada
na inibicdo do surfactante em muitas dessas patologias e tem sido estudada

mais exaustivamente.

O uso clinico do surfactante para o tratamento dessas afec¢des nao
tem a aprovagao do 6rgao de controle de drogas dos EUA, o Food and Drug
Administration (FDA). Apesar disso, € pratica em muitas unidades neonatais a
instilacdo de surfactante na tentativa de se obter uma resposta positiva nesses

pacientes gravemente comprometidos.®**1#*

1.5.2 Pneumonia Neonatal

A infeccdo pulmonar neonatal € uma doenca muito grave com alta
mortalidade. O recém-nascido pode adquirir infecgdes pulmonares, geralmente
por via ascendente dos germes presentes no canal de parto no periodo
neonatal imediato ou através de processos invasivos como a intubagao traqueal
em pacientes em ventilacdo mecanica. As pneumonias causadas pelo
Estreptococo B-hemolitico do grupo B sdo as mais estudadas por ser esta a
bactéria muito prevalente nas gestantes e causar quadros fulminantes. Os
prematuros sao os mais acometidos e podem nascer apresentando um quadro

de septicemia grave ou rapidamente evoluirem para isso.
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No intuito de melhorar o prognéstico reservado desses pacientes,
fizeram-se estudos nao controlados, instilando o surfactante exdgeno, tanto em
prematuros como em recém-nascido a termo. O resultado foi positivo,
principalmente nos prematuros com pneumonia por Estreptococo B-hemolitico

do grupo B. Entretanto, a resposta € menor do que nos casos de DMH.*>*°

1.5.3 Hemorragia Pulmonar

A hemorragia pulmonar € uma complicagdo freqliente no curso do
tratamento da DMH. Sua incidéncia é estimada em 3 a 5% dos prematuros
ventilados para DMH. A instilacdo de surfactante exdégeno, principalmente a
formulacdo sintética, aumentou a incidéncia. Essa incidéncia maior de
sangramento parece estar relacionada com o aumento abrupto da perfuséo
pulmonar causada pela rapida queda da resisténcia da artéria pulmonar apds a

instilagao do surfactante.

Alguns componentes do sangue como a hemoglobina e a albumina
sao potentes inibidores do surfactante enddgeno. Portanto, a hemorragia
pulmonar apos instilacdo de surfactante poderia neutralizar a agao benéfica do
mesmo. Porém, o tratamento da hemorragia pulmonar com surfactante
exégeno, em um estudo ndo controlado, apresentou uma resposta positiva,
mesmo para aqueles pacientes nos quais o sangramento ocorreu apos a

instilacdo do surfactante.*’
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1.5.4 Sindrome da Aspiragao de Mecénio (SAM)

A Sindrome da Aspiracdo de Mecbnio € uma das causas mais

importantes de morbidade respiratéria no periodo neonatal.*®

A presenca de
liqguido amnidtico meconial (LAM) ocorre em cerca de 5 a 20% dos partos, e
,aproximadamente 6% desses RN desenvolvem a SAM“*°°° Em 1990, Ribeiro et
al. demonstraram que dos recém-nascidos do Hospital Sdo Lucas da PUCRS,
banhados em liquido meconial espesso, 30% foram admitidos na UTI-Neonatal
e destes de 12% evoluiram para 6bito.>" O risco estimado de um recém-nascido
apresentar algum tipo de desconforto respiratério aumenta em cem vezes, se
ocorrer a passagem de meconio intra-Gtero.*® Alguns dos fatores associados a
SAM incluem mecénio espesso, sofrimento fetal com escore de Apgar <7, pH <
7,15 na artéria umbilical e parto domiciliar.***> A SAM grave é uma das
principais indicagcbes de uso de membrana de oxigenagdo extracorpérea

(extracorporeal membrane oxygenation - CMO).°> Este tratamento ¢é

extremamente oneroso, invasivo e ndo esta disponivel em nosso meio.

Nos ultimos anos, tem ocorrido uma significativa redu¢cado da incidéncia
de SAM. Dados recentes da Oceania mostram uma incidéncia de 0,35
casos/1000 recém-nascidos vivos. Esta reducdo parece estar relacionada a
uma maior intervencao obstétrica, especialmente evitando-se a pés-maturidade
e partos prolongados e dificeis.>* Esta mesma tendéncia aconteceu ao longo da
ultima década em nosso servico. Nos ultimos 12 anos, ocorreram 156
internacdes por SAM na UTI Neonatal do Hospital Sdo Lucas - PUCRS e com

uma taxa de mortalidade de 12,8%. No periodo de 1997-2002, dos 109 casos
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de SAM, 18 (16,5%) evoluiram para o 6bito, enquanto no periodo de 2003-2008
apenas de 2 de 49 (4%) evoluiram para ébito. Ou seja, 90% das mortes por
SAM ficaram concentrados nos primeiros 6 anos deste levantamento realizado.
Na figura 3, evidencia-se a diminuigdo estatisticamente significativa dos

numeros de casos de SAM no decorrer destes ultimos 12 anos no HSL-PUCRS.

O manejo clinico da SAM continua um desafio para os neonatologistas.
Muitas modalidades terapéuticas tém sido estudadas para o tratamento da
SAM, entre elas drogas antiinflamatorias, ventilagcdo de alta frequéncia, drogas
vasodilatadoras, oOxido nitrico, ventilagdo liquida com perfluorocarbono e
alcalinizagdo. A maioria dos recém-nascidos com SAM grave recebe
surfactante, ventilagdo de alta frequéncia ou 6xido nitrico. Entretanto, nenhuma

dessas terapéuticas mostrou-se muito eficaz no manejo da SAM.>>*°
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Figura 3 - Incidéncia da Sindrome de Aspiracdo de Mecénio
HSL- PUCRS, 1997-2008 (correlagao de Pearson de 0,73,
p= 0,027).
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Quadro Clinico

O quadro clinico tipico de SAM é o de um recém-nascido com
caracteristicas fisicas de pds-maturidade e manifestagcdes variadas de hipdxia

perinatal.>?

A dificuldade respiratoria engloba desde uma disfungao respiratéria
leve até um quadro de insuficiéncia respiratéria hipoxémica intratavel. A
impregnacédo da pele, unhas e coto umbilical pelo mecbnio, o aumento do
didmetro antero-posterior do térax e a cianose sdo achados freqlentes. A
ausculta pulmonar € inespecifica e pode apresentar estertores difusos e
diminuicdo de murmurio devido a presenca de atelectasia ou pneumotodrax.
Entre as complicacbes mais frequentes e graves destacam-se o pneumotérax e
a hipertensdo pulmonar persistente do recém-nascido (HPPRN), que é
observada em mais da metade dos pacientes com SAM grave. Outros achados
diversos relacionados a asfixia podem ser encontrados, entre eles a hipotenséo,
coagulacdo intravascular disseminada, acidose metabdlica, anemia,
insuficiéncia cardiaca, crises convulsivas.**®” Radiologicamente, o pulmao na
SAM apresenta-se com opacidades grosseiras, areas de consolidagcéo

alternadas com areas de hiperinsuflagdo. A presengca pneumotorax ou de

derrame pleural sdo achados relativamente frequentes.

Fisiopatologia

O mecbnio aparece pela primeira vez no ileo fetal, entre a décima e a

décima-sexta semana de gestacdo. O mecbnio € um liquido viscoso e
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esverdeado composto por secregdes gastrointestinais, restos celulares, sucos
gastrico e pancreatico, muco, sangue, lanugo e vérnix caseoso. A agua
corresponde a 72 a 80% de seu peso. A composi¢cao do seu peso seco consiste
de mucopolissacarideos e, em menor quantidade, de proteinas e lipidios.
Apesar do mecodnio intestinal aparecer bem precocemente no intestino fetal, a
presenca de mecdnio no liquido amnidtico raramente ocorre antes das 38

semanas de gestacdo.®

A passagem de mecoénio, documentada por presenca de substancias
como a fosfatase alcalina no liquido amnidtico, ocorre até a 20? semana de
gestagdo quando ocorre a inervacdo do esfincter anal.”® Estudos realizados
com ecografia evidenciaram que a passagem de mecdnio € um fenébmeno
fisiolégico e muito mais frequente do que se pensava, e ocorre, principalmente,
entre a 202 e 342 semana de gestacd0.®® Em muitos casos de RN a termo ou
pés-termo, a passagem de mecdnio ocorre naturalmente pela maturagdo da
peristalse do trato gastrointestinal, pela compressdo abdominal durante o
trabalho de parto e pelo relaxamento do esfincter anal secundario ao reflexo
vagal desencadeado pela compressdo do pélo cefalico. Porém, em muitas
situagdes a passagem de mecOnio decorre do aumento no peristaltismo
intestinal e no relaxamento do esfincter anal secundarios a hipoxemia e

sofrimento fetal.®

Entre os antecedentes maternos mais frequentemente
observados estdo a hipertensédo arterial, doenga cardiovascular ou pulmonar

cronica, hipotensdo aguda, descolamento prematuro de placenta, placenta
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prévia, parto laborioso, presenca de circular, prolapso ou n6é de cordao e

apresentagao pélvica.®

A fisiopatologia da SAM esta relacionada a obstrugdo de pequenas vias
aéreas por particulas de meconio, a pneumonite quimica, a reacao inflamatéria
e a inibicdo do surfactante alveolar.®® (Figura 4). A obstrucdo da via aérea distal
por particulas de meconio ocorre na primeira hora de sua instilacdo. A presenca
de meconio nas vias aéreas inferiores causa uma obstrugdo completa ou parcial
da via aérea. A obstrugdo completa causa atelectasias alveolares. A obstrucéo
parcial gera um mecanismo valvular que permite a entrada do ar na inspiragéao,
mas nao sua saida na expiragdo e, como consequéncia, causa O
alcaponamento de ar no pulmao. Esse aprisionamento progressivo do ar nestas
unidades alveolares aumenta o risco de pneumotdérax e associadas as
atelectasias de outras por¢gbes do pulm&o causa uma alteragdo da relacéo
ventilagdo-perfusdo resultando em hipoxemia e acidose respiratéria.® Outro
mecanismo de lesdo pulmonar observado na SAM ¢é a distensao irregular dos
espacos aeéreos terminais pela ventilagdo mecanica com volumes correntes
altos. Essa distensdo alveolar causa faléncia celular por estresse, semelhante a
da sindrome da angustia respiratéria do adulto (SARA). Também, a exposicao
do alvéolo a altas concentragdes de oxigénio pode aumentar a permeabilidade

da membrana alvéolo-capilar piorando a insuficiéncia respiratoria.

O processo inflamatério tem um papel importante na fisiopatogenia da
SAM. A presenca de um aumento do numero total de células inflamatoérias e da

atividade da mieloperoxidase, a liberagdo de radicais livres do oxigénio e
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aumento na producdo de mediadores inflamatérios, tais como o fator de
necrose tumoral alfa , interleucinas 1b, 6 e 8 foram demonstrados em modelos
experimentais de SAM.®*%* Apesar de haver diversos estudos tentando elucidar
os mecanismos inflamatérios na SAM, a extensdo e a significancia da
inflamagao no tecido pulmonar no desencadeamento e na gravidade da SAM

ainda sao pouco conhecidas.

A inibicdo da funcdo surfactante pelo mecbnio é outro mecanismo
provavel de causar lesdo pulmonar. Luz et al. e Fiori et al. observaram o
marcado efeito inibitdério que quantidades diminutas de mecdnio exercem sobre
a atividade do surfactante avaliado através do teste das microbolhas

estaveis. 566

Mecdnio na arvore brénguica

! ! !

Efeito valvula Inflamagao Inibic&o
de esfera (Quimica / Infecgao) Surfactante
Atelectasia
v
Algapggaarpento — | Alterag¢ao ventilagao/perfusao
¥

Hipoxemia / Acidose

!

Hipertenséo pulmonar

Figura 4. Fisiopatologia da Sindrome de Aspiragao de Mecdnio
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Achados Histopatolégicos

As particulas de mecbnio produzem obstru¢cdo mecanica da via aérea
distal, resultando em hiperinsuflacdo pulmonar e atelectasias localizadas. Com
a progressdao da doenga, aparecem a pneumonite quimica e o edema
intersticial, que aumentam o quadro obstrutivo. Nesse estagio, persiste a
hiperinsuflacdo e as areas de atelectasia tornam-se mais difusas. Ocorre
infiltracdo do septo alveolar por neutréfilos ativados. Estes liberam uma
variedade de mediadores inflamatorios, incluindo citocinas e enzimas
proteoliticas, as quais tem um papel importante na lesdo alvéolo-capilar.
Gradualmente, ocorre necrose do epitélio alveolar e acumulo de restos

protéicos e sangue dentro dos alvéolos.

Prevencgao

Desde a década de 70, pensava-se que a aspiracao do liquido amniotico
meconial ocorria, na maioria dos casos, nos primeiros movimentos respiratorios
apos o nascimento. Em 1974, Gregory et al. sugeriram que a intubagao e
aspiragao traqueal logo ap6s ao nascimento melhorava o prognéstico da SAM.
Dois anos apos, foi sugerida que a realizagdo da aspiragdo da nasofaringe
antes do desprendimento dos ombros e antes do primeiro movimento
respiratério poderia resultar na diminuicdo da SAM. A recomendacgao vigente

até o final dos anos 80 foi que em todo parto com liquido amniético meconial
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(LAM) deveria haver uma combinagao da aspiragao da orofaringe pelo obstetra

seguida pela intubacao e aspiracao da traquéia pelo neonatologista.67

Em 1988, o grupo liderado por Linder demonstrou que a intubacéo
seletiva de RN com presenga de LAM e com escore de Apgar > 8 nao era
necessaria.’® Estes resultados foram contestados e tiveram uma resisténcia
inicial por parte dos neonatologistas norte-americanos.®® Na ultima década,
estudos multicéntricos prospectivos envolvendo um numero significativo de
pacientes e revisdes sistematicas confirmaram a futilidade, segundo Linder e
al., da intubacdo imediata apdés o nascimento de todo recém-nascido na
presenca de LAM.”%"" E em 2002, Vain et al. evidenciaram que a aspiracéo

rotineira intraparto da oro-nasofaringe no previne a ocorréncia de SAM."?

A amnioinfusdo, que consiste na infusdo de solugdo salina aquecida na
cavidade amnidtica, ja foi descrita como muito util na prevencédo da asfixia
perinatal e da SAM. Entretanto, em um recente ensaio clinico randomizado
multicéntrico ndo foi observada reducdo na incidéncia de SAM ou morte

perinatal.”

Tratamento

O manejo clinico da SAM nos casos leve a moderados consiste no
tratamento da insuficiéncia respiratoria hipoxémica. Todos os recém-nascidos
com desconforto respiratorio devem ser internados em uma UTI neonatal para

observacao e monitoragdo. O controle térmico, manutencao da pressao arterial,
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infusdo de glicose e hidratagao sao fundamentais no manejo do recém-nascido
com SAM. O uso de antibioticoterapia é controverso, mas costuma ser
recomendado devido a gravidade do quadro e dificuldade de exclusdo de
processo infeccioso. O mecbnio nas vias aéreas aumenta a colonizagéo por

germes, especialmente gram negativos.

Inicialmente, a maioria dos recém-nascidos com SAM é colocada em
oxigenoterapia. A saturacdo da hemoglobina deve ser mantida acima de 92-
95%, idealmente, avaliada pré e poés-ductal para diagnostico de hipertensao
pulmonar persistente severa com curto circuito da direita para a esquerda ( D-
E). A ventilagdo mecanica € necessaria em cerca de 50% dos casos de SAM.
A ventilagdo convencional ou de alta frequéncia tém sido empregadas com

sucesso semelhante.*®

Muitos casos de SAM apresentam hipoxemia refrataria ao tratamento
convencional. Em 1992, foi demonstrada a eficacia do 6xido nitrico inalatério no
tratamento na SAM associadas ou ndo a HPPRN, reduziu a indicacdo de
ECMO.** Ao longo da dltima década houve uma redugdo significativa no
numero de casos de SAM que foram tratados com ECMO. Segundo os dados
da Extracorporeal Life Support Organization Neonatal Registry desde 1992 a
2002 houve uma reducao de 66% do numero de casos de SAM tratados com

ECMO, de 540 para 179 respectivamente.”

O uso de surfactante exdgeno para o tratamento da SAM ndo obteve o

mesmo sucesso encontrado com a doenca da membrana hialina.®> Estudos
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iniciais mostraram resposta em parametros fisioldgicos. Findlay et al. realizaram
um ensaio clinico randomizado controlado com placebo envolvendo 40 recém-
nascidos com SAM grave. Nesse estudo, o surfactante (Survanta®) foi
infundido continuamente pelo tubo endotraqueal durante 20 minutos,
precocemente na presengca de quadro de insuficiéncia respiratoria, sendo
administradas trés doses de 150mg/kg a cada 6 horas. Foram observadas
melhora na oxigenagao arterial, diminuicdo de escape de ar, redugdo na
necessidade de ECMO, duragdo da ventilagdo mecéanica e necessidade de
oxigénio quando comparado ao placebo. Foi sugerido que a resposta parcial a
primeira dose deve-se a inativagcado do surfactante pelo mecbnio presente na via
aérea. As doses subseqlientes superariam essa inibicao e ficariam depositadas
na superficie alveolar, restabelecendo o surfactante na superficie ar-liquido e

melhorando a oxigenagao.”

Lotze et al realizaram um ensaio clinico randomizado multicéntrico
envolvendo 44 centros e 328 recém-nascidos a termo com SAM e HPPN
tratados com quatro doses de Survanta®, 100mg/kg a cada 6 horas ou placebo
com ar. Houve uma reducao de 41% na indicagdo de ECMO no grupo que

utilizou surfactante.*

Em 2005, o Estudo Colaborativo Chinés avaliou a seguranca e eficacia
do surfactante (Curosurf®) em 61 recém-nascidos a termo ou préximo do termo
com SAM e necessidade de ventilagdo mecanica por mais de 1-2 horas e 10 >
15. Os pacientes recebiam uma dose inicial de 200mg/kg seguida de doses

repetidas de 200, 100 e 100 mg/kg em intervalos de 6-12 horas. O grupo
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controle recebeu placebo com ar. Houve uma modesta melhora na oxigenagao
nos pacientes submetidos ao tratamento com surfactante em comparacéo ao
grupo controle. Nao houve diferenga na duracdo média de ventilagdo mecanica,

incidéncia de complicacdes maiores ou mortalidade entre os grupos.’®

Recentemente, Maturana et al realizaram um ensaio clinico multicéntrico
no Chile com o objetivo de avaliar o efeito de até trés doses de surfactante
(Survanta®) 150mg/kg em 57 recém-nascidos com SAM moderada. Foram
incluidos recém-nascidos com concentracdo de oxigénio em campanula de
mais de 50% ou 10 > 8 se o paciente ja estivesse em ventilagdo mecénica. Os
autores observaram que houve redugdo no numero de dias em ventilagdo

mecanica no grupo que recebeu surfactante.”’

Em duas recentes revisdes sistematicas, observou-se que nao houve
redugdo de mortalidade com o uso de surfactante na SAM, mas pode haver
uma redugao da gravidade da doenga e uma diminuicdo no numero de recém-
nascidos que evoluem com insuficiéncia respiratéria e necessidade de
ECMO.”®™ Academia Americana de Pediatria recomenda a instilacdo de
surfactante exdégeno no tratamento da SAM que necessita ventilagdo mecanica

e a administragdo de doses repetidas.>*

Recentemente, a lavagem bronco-alveolar (LBA) com surfactante diluido
tornou-se mais uma alternativa para o tratamento da SAM e é uma das linhas
de pesquisa de nosso laboratério experimental.?2%%8! Lam et al., em um estudo

piloto, demonstraram uma melhora do 10, diminuicdo da pressdo média de via
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aérea, diminuicdo da necessidade de oxigénio e melhora do gradiente alvéolo-
arterial de oxigénio (A-a DO,) dentro de 48 h.%?> Wiswell et al., realizaram um
estudo piloto aberto, multicéntrico, randomizado e controlado avaliando o efeito
do LBA na SAM com um surfactante artificial que contém um peptideo similar a
SP-B (Lucinactant®). O procedimento foi considerado seguro e houve uma
tendéncia do grupo do LBA ter um desmame mais precoce da ventilagao
mecanica e uma diminuicdo do IO nas primeiras 96 horas.®** Em 2007,
Dargaville et al. publicaram um estudo multicéntrico em recém-nascidos com

aspiracdo de mecdnio grave tratados com LBA.3

1.6 Testes para Avaliar a Maturidade da Fung¢ao Surfactante Fetal

A descoberta por Adams, em 1965, da presenga do surfactante
pulmonar no liquido amniético de ovelhas abriu a possibilidade para se
correlacionar a presenga desse material no liquido amni6tico com a maturidade
pulmonar. Muitos testes para avaliagdo da maturidade pulmonar fetal surgiram

a partir da década de 70.%°

Esses testes foram um marco na histéria da obstetricia, pois
possibilitaram aos clinicos a interrupgcao prematura e segura de gestagdes de
alto risco. Antes do advento desses testes, os obstetras temiam a retirada de
um feto prematuro devido a alta morbidade e mortalidade dos prematuros

afetados com a DMH. Nesse periodo a neonatologia engatinhava, e as
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primeiras unidades de cuidados intensivos neonatais comegavam a proliferar
nos EUA. Com os avancos da terapia intensiva e do uso de surfactante
exogeno a partir do inicio dos anos 90, a utilidade dos testes de dosagem do
surfactante no liquido amnidtico diminuiu muito, na medida em que houve uma

acentuada melhora nos indices de morbidade e mortalidade neonatais.®

Esses testes podem ser divididos de maneira didatica em dois
grupos. No primeiro encontram-se os testes que dosam a presenga de material
surfactante no liquido amni6tico e no segundo os que testam a funcéo

surfactante presente nesse liquido.

Os testes de dosagem incluem entre outros a relagéo
lecitina/esfingomielina, a dosagem da fosfatidilcolina saturada, a dosagem do
fosfatidilglicerol, o perfil dos fosfolipidios, a dosagem das proteinas especificas
do surfactante e a contagem de corpos lamelares. A relagédo
lecitina/esfingomielina foi o teste mais utilizado, sendo substituido,

posteriormente, pelo teste do perfil de fosfolipidios que é mais acurado.®

A contagem dos corpos lamelares (CCL) € um método é amplamente
utilizado para avaliar a maturidade da fungao surfactante em liquido amnidtico.
A contagem é realizada através do canal de plaquetas de contadores
automaticos de células, pois os corpos lamelares tem dimensées semelhantes
ao das plaquetas. Em nosso laboratério, confirmamos sua utilidade na
avaliacdo da maturidade pulmonar em liquido amniético e, com ineditismo, em

secregao gastrica logo apds o nascimento.?”°
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Os testes de funcdo surfactante no liquido amniético baseiam-se na
capacidade dessa substancia de diminuir a tensédo superficial na interface ar-

liquido.

Teste de Clements: foi o mais utilizado na pratica obstétrica. Realizava-
se com a adigao de partes iguais de liquido amnidtico e etanol a 95%. A fungéo
do etanol era de reduzir o numero de bolhas, sé permanecendo aquelas que
tenham uma substancia com agado surfactante mais poderosa. Agitava-se a
mistura vigorosamente por 15 segundos e lia-se o teste apdés 15 minutos. A
presenca e distribuicdo das bolhas de ar, vistas a olho nu, determinam a

positividade do teste.®®

Teste do Clique: desenvolvido por Pattle, quando se realizavam as
primeiras pesquisas sobre o surfactante pulmonar. Baseia-se no fendmeno do
clique, que consiste na expansdo e contracdo repentinas e repetitivas das
bolhas em contato com a agua desaerada. A presencga de material surfactante
pulmonar é essencial para que isso ocorra. Esse fendmeno é visto ao

microscopio e sua presenga indica um resultado positivo.*%*%

Teste das Microbolhas Estaveis: também desenvolvido por Pattle,
depende da capacidade do surfactante de formar bolhas estaveis muito

pequenas, as microbolhas.*®

Esses testes de fungdo surfactante podem ser realizados tanto em
liquido amnidtico como em secreg¢des gastricas ou aspirados traqueais obtidos

de prematuros logo apdés o nascimento. Na era pds-surfactantes exdgenos
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comerciais, houve o recrudescimento do interesse pelo TME, que pode ser
utilizado para identificar os prematuros com dificuldade respiratoria, deficientes
de surfactante pulmonar, somando as vantagens do tratamento profilatico e
precoce do surfactante exdgeno com o menor custo financeiro. O TME tem
sido um dos testes utilizados por diversos autores para avaliar a fungao dos
surfactantes exdgenos in vitro.>®>®® O TME esta integrado na nossa rotina de
atendimento ao recém-nascido prematuro na UTI Neonatal Hospital Sdo Lucas
da PUCRS, sendo inclusive citado no Consenso Europeu de Diretrizes no

Manejo da Sindrome do Desconforto Respiratério.>” %"

1.7 Testes para Avaliar a Fun¢ao Surfactante em Laboratoério

1.7.1 Avaliagado da Fungao Surfactante in vivo

A avaliagdo da fungado surfactante no espago aéreo pulmonar pode
ser feita de muitas maneiras. Desde o trabalho inicial de von Neergaard foram
utilizadas as curvas de pressdo-volume obtidas em preparados de pulmao
isolado. von Neergaard e mais tarde Mead mostraram as diferentes curvas de
pressao-volume geradas quando instilados com liquido ou insuflados com ar os
pulmdes retirados de animais. A técnica evoluiu, possibilitando a realizacéo

dessas curvas de pressao-volume pulmonares em pequenos animais Vvivos
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ventilados, sendo os coelhos os mais utilizados, por terem uma gestagédo muito

curta.’

Através da lavagem bronco-alveolar com solugdo salina, o pulméo
torna-se deficiente em surfactante alveolar. Diversas substancias podem ser
instiladas e suas curvas de pressao-volume medidas e comparadas com as
obtidas com o surfactante pulmonar natural. Nesses casos o que se mede ¢é a
complacéncia pulmonar, que € derivada diretamente das curvas de pressao-
volume. A complacéncia pulmonar € igual a alteracdo do volume pulmonar por
unidade de pressao. Quanto maior for a complacéncia pulmonar, maior sera o
volume de ar enviado aos alvéolos por unidade de pressdo. Sabe-se que a
tensdo superficial na interface ar-liquido alveolar € um dos componentes
fundamentais da complacéncia pulmonar. A complacéncia pulmonar pode ser
medida de maneira dindmica durante todo o ciclo respiratorio, ou de maneira
quasi-estatica, quando o pulmao ¢ insuflado/desinflado parcialmente e, a cada
variagdo de volume, as pressfes sao medidas em “equilibrio”. A vantagem
dessa técnica é a reproducao da complexa interagédo entre a substancia testada
e as substancias presentes nos alvéolos combinadas com as forgas elasticas e

resistivas préprias do pulmao.

Os experimentos in vivo possibilitam averiguar através de estudos
histopatologicos as reagdes biolégicas que ocorrem ao nivel do parénquima
pulmonar, quando essas substancias sao instiladas. Os experimentos em
animais sdo essenciais para avaliagdo completa de qualquer substancia com

atividade surfactante que tenha demonstrado efetividade in vitro. E a etapa final
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dos experimentos laboratoriais, antes que essas substancias sejam testadas

em ensaios clinicos com humanos.®

1.7.2 Avaliagao da Funcgao Surfactante in vitro

¢ Balanca de Langmuir-Wilhelmy Modificada

O primeiro instrumento para avaliar a fungdo do surfactante pulmonar
foi a balanca de Langmuir-Wilhelmy. E uma balanca especial para medir a
tensao superficial de uma superficie ar-liquido. Mede-se a tensao superficial de
duas maneiras dependendo do modelo de balanca. Uma é através do peso
exercido por uma placa na superficie do liquido. Assim que a placa € colocada
sob a superficie, as forgcas sdo medidas por um transdutor de pressao, até o
ponto em que a placa rompe a pelicula da monocamada. A outra maneira é
observando a altura do menisco formado entre o liquido, a placa imersa e o ar.
Compde-se a balangca de uma cuba especial recoberta com teflon (cuba de
Langmuir) e uma pequena placa de imersao (placa de Wilhelmy), conectada a
um transdutor de pressdo. A cuba possui um dispositivo pelo qual se pode
diminuir sua area e, consequentemente, comprimir a monocamada da interface

ar-liquido (Figura 5).%°
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As caracteristicas positivas das balangas de Langmuir-Wilhelmy
incluem a de ser uma técnica simples, oferecer controle exato da quantidade de
surfactante na superficie, permitir muitos testes em um curto periodo de tempo
e avaliar em separado os efeitos da adsorgédo e os da expansao/compressao do

filme surfactante. Essas balangas encontram-se disponiveis comercialmente.

As caracteristicas negativas incluem o escape do filme de surfactante
nas bordas da cuba, os ciclos de expansido/compressdo dos filmes serem
lentos, a necessidade de grandes volumes de liquidos e principalmente o fato
de ser a medida da tensao superficial feita em uma superficie plana (o que nao

corresponde ao que ocorre nos pulmées).®

Placa de Wilhelmy

Barra movel

Solucao

Cuba de Langmuir

Figura 5 - Esquema da balangca de Langmuir-Wilhelmy. A substéncia a ser
testada é colocada como uma monocamada na superficie de uma
solugdo contida na cuba de Langmuir. A tensdo superficial € medida
através da placa de Wilhelmy que esta conectada a um transdutor de
pressdo. A area da superficie pode variar com o movimento da barra
movel. http://ising.phys.cwru.edu/surfactants/measurements.html
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e Surfactémetro da Bolha Pulsante (SBP)

O SBP foi desenvolvido para avaliar a tensdo superficial em uma bolha
de ar, em vez de se fazer essa medida em superficie plana como na balanga de
Wilhelmy. O SBP avalia o comportamento de uma bolha pulsante em contato
com o ar atmosférico como se essa bolha fosse um alvéolo. Constitui-se de
uma camara especial, onde o liquido a ser testado é colocado, um capilar que
conecta a camara com o ar atmosférico, um transdutor de pressdo e uma
unidade pulsatil composta de pistdo e propulsor. A cadmara é colocada em
banho-maria para manter a temperatura em 37°C. Uma bolha de ar é
introduzida dentro da camara através do capilar. Uma vez criada a bolha, o
movimento do pistdo faz com que essa altere seu tamanho. O comportamento

da bolha pulsante é, entdo, observado através de microscopio.®*® (Figura 6)

capilar

bolha
de ar

Solucio

pistio

Figura 6 - Esquema do funcionamento do SBP. Uma bolha de 1,1 mm
de didmetro € formada a partir do capilar que esta em contato
com o ar atmosférico. O movimento do pistdo comprime a
bolha até um didmetro de 0,8mm. Os movimentos repetidos do
pistdo fazem a bolha pulsar.
http://ising.phys.cwru.edu/surfactants/measurements.html
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raio da bolha expandida e o raio quando esta tem metade do volume
original sdo medidos. O sensor mede diretamente a pressao da solugdo em
torno da bolha. A tens&o superficial € calculada pela lei de Laplace, que calcula
a tensdo superficial em uma superficie esférica. Aplicando-se a equacgao de
Laplace, AP=2y/r, na qual a variagcdo de presséo (AP) é a diferenca entre a
pressdo medida no liquido e a pressao atmosférica, “r’ € o raio da bolha e “y" é
valor da tensao superficial que € a incognita. O registro simultadneo dos ciclos de
compressao/expansao da bolha através de cameras de video e das medidas de
pressao geradas em torno da bolha permite criar curvas relacionando a tenséo
superficial e a area da superficie da bolha. Esses estudos dinamicos do
comportamento da bolha pulsante aumentam a acuidade e o significado dos

resultados obtidos através do SBP.

As vantagens do SBP em relagcéo as balangas de Langmuir-Wilhelmy
incluem a medida da tensao superficial numa superficie esférica, os ciclos mais
rapidos de expansao/compressado do filme de surfactante, a necessidade de
pequenos volumes e, como nas balangas, permite a troca rapida de amostras, o

que possibilita a realizacdo de muitos testes num curto intervalo de tempo.

O SBP apresenta algumas dificuldades técnicas como o escape do
liquido da camara, as deformagdes que a bolha pode sofrer (afastando-se da
forma esférica e da aplicagao lei de Laplace), a necessidade de varios ciclos
para a adsor¢do adequada do surfactante e a impossibilidade de determinar a

concentracdo do surfactante na interface ar-liquido.%>%
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e Surfactometro da Bolha Cativa (SBC)

Esse aparelno € um aprimoramento do surfactdmetro da bolha
pulsante e baseia-se, portanto, nos mesmos principios fisicos. A diferenca é
que a bolha pulsante esta contida (cativa) na solugdo dentro da camara do
surfactdbmetro. Na parte superior dessa cdmara ha uma camada curva de gel
hidrofilico (de agar), para que a bolha ndo fique em contato com a parede
superior da camara (Figura 7). A bolha cativa é filmada, e sua forma é analisada
através da relagdo entre a altura e o didmetro para o calculo da tenséo

superficial.*®
Pistio

Gel de Agarose
Revolvedor

¥

Bolha de ar

Solugio

Figura 7 -Esquema do funcionamento do SBC. Uma bolha cativa é
colocada dentro do aparelho. O misturador mantém a hipofase
constante. O movimento do pistdo contrai e distende a bolha.

http://ising.phys.cwru.edu/surfactants/measurements.html
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O surfactbmetro da bolha cativa apresenta algumas vantagens em
relacdo ao surfactdmetro das bolhas pulsantes: a auséncia de escape da
camara, os ciclos de expansao/compressao mais rapidos e o menor tamanho

da camara.”’

As desvantagens do SBC incluem a complexidade da analise dos
dados, a dificuldade na troca de solucdes, a impossibilidade da visualizagao da

bolha pulsante em concentra¢des de surfactante maiores do que 3mg/ml.

e Método da Gota de Surfactante

Esse método baseia-se no seguinte fendmeno: uma gota colocada
sobre a superficie de uma interface ar-liquido adquire formas que dependem
das interacgdes entres as tensdes superficiais geradas entre a gota e o liquido, a
gota e o0 ar e o liquido e o ar. A soma das trés tensdes superficiais é zero
(equilibrio). Se o volume da gota for constante, seu didametro depende da
tensdo superficial. A tensédo superficial € previamente medida através de uma
balanga de Langmuir-Wilhelmy. Colocam-se essas gotas, entdo, na superficie
de preparados de pulmao que sdo expandidos e obtém-se fotos para analise.
Nao se trata de um método padronizado, mas € uma das poucas tentativas de

investigacdo da funcdo surfactante em nivel alveolar.*®




Referencial Tedrico 52

¢ Teste das Microbolhas Estaveis (TME)

O Teste das Microbolhas Estaveis foi desenvolvido por Pattle, e foi
essencial nos estudos iniciais da descoberta do surfactante pulmonar. O TME
baseia-se na capacidade do surfactante de formar bolhas estaveis muito
pequenas. A contagem do numero de microbolhas estaveis menores que 15 um
feitas no liquido amnidtico, secregdo gastrica avalia a maturidade

pulmonar.>##:3¢37

A técnica do TME consiste em obter um volume de 0,04 ml da solugao a
ser testada. Essa amostra é aerada durante 6 segundos através da
aspiracao/expulsdao com uma micropipeta de Pasteur de 22 cm de comprimento
acoplada a uma borracha de pipetar. Quando a técnica € corretamente
realizada, produz um som caracteristico. Ao final desse processo de aeragao, a
ldamina ¢é invertida imediatamente, formando uma gota pendente. Apods
aproximadamente 4 minutos, faz-se a contagem do numero de microbolhas

nessa gota pendente através de microscopia de 100 aumentos.

A contagem de microbolhas estaveis é feita sobre a area graduada da
ldmina micrométrica. Essa area compde-se de duas réguas dispostas em cruz.
Essas réguas sao formadas por barras paralelas com intervalos de 10 ym e tém
uma drea total de 0,76 mm? As réguas estdo desenhadas num disco de vidro
muito fino transparente com 1cm de didmetro colado sobre a superficie da
ldmina. Sao consideradas para a contagem todas as bolhas com didmetros <

15 ym. As bolhas nao esféricas e as que apareciam s6 como pontos pretos nao




Referencial Tedrico 53

se computam. Os resultados das contagens sdo expressos em microbolhas por
mm?2 (mbe/ mm?). Apresenta como caracteristicas favoraveis a simplicidade do
material necessario, a facilidade para sua realizacdo e a rapida obtengcédo dos
resultados. O TME foi o teste utilizado por diversos autores para avaliar a
presenca de maturidade pulmonar em liquido amniético e em aspirado gastrico
de RN logo apos o parto.*3¢37:92

O TME pode estimar a fungado dos surfactantes exdgenos in vitro. Para
avaliagdo da fungao/inibicao de solugdes contendo surfactante, o TME sofreu
uma adaptagcdo na aeragdo da amostra. A formacdo de microbolhas foi
realizada através de uma agitacdo manual (e vigorosa), por 30 segundos, da
solugdo contida em um tubo de Ependorf.>36:6598

Em nosso laboratério, o TME foi avaliado em 30 testes de dez diluicbes
de surfactante porcino (Curosurf ®) com soro fisiolégico e apresentou

resultados muito satisfatérios para avaliar a presenga de funcédo surfactante

(Figura 8). 3,65,66
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Figura 8 - Relagdo entre a concentragcao de surfactante e a contagem
de mbe (p = 0,013).2
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1.8 Inibigaol/lnativagao da Fun¢ao do Surfactante Pulmonar

Na publicagao original sobre a deficiéncia de surfactante nos prematuros
que faleciam de DMH, Avery e Mead ja pensavam na hipétese que a presenca
do transudato proteinaceo poderia contribuir para a alteracdo da funcido do
surfactante.” O conceito de “inativacdo” do surfactante foi descrito em 1965 por
Tierney, e sua provavel implicagdo em muitas doengas pulmonares.*
Pesquisas posteriores enfocaram diferentes aspectos da fungcao surfactante,
principalmente a acdo de substancias inibidoras da fungcdo do surfactante
pulmonar. Os primeiros trabalhos nessa area foram relacionados a sindrome da
angustia respiratoria do adulto (SARA). A semelhanga do quadro clinico da
SARA com o da doenga da membrana hialina neonatal levou os pesquisadores
a suspeitarem que houvesse uma deficiéncia na sintese do surfactante na
SARA. Pesquisas subsequentes ndo confirmaram uma deficiéncia, mas sim

uma “inativagdo” do surfactante.’®'"’

Diversas substancias capazes de inibir a funcdo do surfactante foram
identificadas, entre elas o plasma, a albumina, o fibrinogénio e os monémeros
de fibrina, a 1gG, a hemoglobina, as fosfolipases, os radicais de oxigénio, o
sangue e 0 mecdnio.®® Os mecanismos propostos para a inibigdo do surfactante
intra-alveolar sdo complexos. Tauesch descreveu quatro possiveis mecanismos

envolvidos para inibir a agdo do surfactante:'®

1) O filme da superficie € diluido ou removido da superficie: 0 mecanismo

mais simples seria o acumulo de liquido no alvéolo que aumentaria o volume da
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hipofase, e, por conseguinte, diminuiria a concentragdo do surfactante presente
na hipofase. Nos casos mais intensos inundaria o espago alveolar excluindo
tanto o surfactante como o ar do espaco aéreo. Fatores mecanicos como a
ventilagdo mecénica, com volumes correntes elevados e pressdes baixas no
final da expiracédo, poderiam determinar a exclusdo da DPFC da interface ar-
liquido. O filme da monocamada pode ser danificado diretamente como na
aspiracao de hidrocarbonetos ou serem degradados pela agao de fosfolipases

ou proteases.’"

2) Presenca de outra substancia com atividade de superficie que
desloca ou compete com a DPFC no filme da monocamada: um exemplo seria
a interagdo de acidos graxos, albumina, lisofosfatidilcolina ou
lipopolissacarideos com o filme de superficie.'®'% Estas substancias ao serem
adsorvidas na interface ar-liquido causam um aumento da tens&o superficial, e
facilitam o colapso da monocamada(100). Muitas destas substancias estao

presentes no meconio.>®

3) Por meios fisicos: a destruicdo do filme da superficie € aumentada
com temperaturas proximas ao ponto de fusdo da DPFC (~42°C). Modificagdes
no pH e na forga ibnica da hipofase afetam consideravelmente a atividade do

filme de superficie.

4) Por diminuigao da liberagdao do surfactante na interface ar-liquido. A
ligacdo dos elementos constituintes do surfactante com determinadas

substancias pode retardar a formacdo do filme de superficie. Este é o
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mecanismo de inativagdo que ocorre com o fibrinogénio durante a sua

polimerizagdo em fibrina.'®

Em nosso laboratorio, avaliamos a influéncia da adigdo de albumina e
sangue a solugdes contendo surfactante através do TME. A albumina reduziu a
contagem de microbolhas em mais de 84% quando comparado com o controle,
independente da concentragdo analisada (figura 9).°° Estes resultados foram
reproduzidos por Fiori et al.**% A adicdo de sangue inibiu significativamente a
contagem de mbe. A contagem foi reduzida em 63% com adigdo de sangue a
0,5% e em mais de 95% nas demais concentragdes (Figura 10).° Estes

resultados foram, também confirmados posteriormente por Fiori et al.®®

O surfactante sofre inibicdo de sua fungdo na presengca de agentes
oxidantes. A superoxido desmutase, enzima neutralizadora de radicais livre de
oxigénio, tem um efeito inibidor sobre o surfactante quando instilada
experimentalmente no pulmao.'® A aco inibitdria teria um a efeito semelhante
a de outras proteinas. A presenga de acidos, com redugcdo do pH, também

6

exerce funcdo inibitoria sobre o surfactante pulmonar.'® Anticorpos

monoclonais contra proteinas do surfactante e outras substancias como a
lisofosfatidilcolina também demonstraram efeitos inibitérios em modelos

experimentais.'?”1%
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Figura 9 - Inibigdo do surfactante exdégeno pela albumina.
*p< 0,0001 entre o controle e as solugdes surfactante-albumina.
"p = 0,38 entre as solucdes surfactante-albumina.®
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Figura 10 - Inibicdo do surfactante exdégeno pelo sangue. *p< 0,0001 entre
controle e as solugdes surfactante-sangue
"p=0,03 entre a solucao surfactante-sangue a 0,5 ml % e as
demais.’
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1.9 Inibicao/lnativagcao da funcao surfactante pela adigao de mecénio

A alteracédo da fungédo do surfactante endégeno na SAM é considerada
como um dos componentes fisiopatologicos envolvidos no desencadeamento
da insuficiéncia respiratéria. A inibicdo do surfactante exégeno pela adigéo de
mecbnio estda amplamente documentada. Varios constituintes do mecdnio
podem contribuir para a alteragcdo da funcao do surfactante. Entre eles estdo a
bilirrubina, as fosfolipases, as proteinas plasmaticas, os triglicerideos e os
acidos graxos livres. A inibicdo do surfactante exdégeno por essas substancias
foi avaliada e documentada através de diversos métodos. Os surfactdmetros da
bolha pulsante e os da bolha cativa foram os mais utilizados.'®'"? As
alteracbes da funcdo surfactante foram também demonstradas em pulmbes

excisados de animais de laboratério.""""2

O mecanismo de agao principal da diminuicdo da atividade do
surfactante desencadeada pela presenca do mecdnio parece ser uma alteracao
na estrutura do surfactante. O surfactante € composto por pequenos e grandes
agregados de material com atividade de superficie. Os grandes agregados (GA)
sdo formados pelos corpos lamelares e pela mielina tubular. Os corpos
lamelares, secretados pelos pneumdcitos tipo Il transformam-se em mielina
tubular na hipofase da camada liquida que reveste os alvéolos. A mielina
tubular é a percussora do surfactante presente na monocamada da interface ar-
liquido alveolar. Os pequenos agregados (PA), vesiculas unilamelares,
representam o surfactante ja utilizado e excluido da monocamada. O mecoénio

altera a morfologia do surfactante com aumento da proporgdo de PA e, por
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conseguinte da relagdo PA/GA. Relacdo PA/GA elevada é associada com

aumento da tensao superficial minima."">""*

Outros mecanismos implicados na alteragcdo da funcdo do surfactante
seriam a inibicdo competitiva da entrada dos fosfolipidios na monocamada da
superficie ar-liquido por substincias como as proteinas plasmaticas e a
infiltracdo e desestabilizacdo da monocamada por lipidios sem acgao surfactante
como os acidos graxos livres.'® Recentemente, foi demonstrada em recém-
nascidos com SAM a importdncia do edema pulmonar hemorragico na
disfuncdo do surfactante enddgeno.®* As caracteristicas fisico-quimicas do
mecdnio como a viscosidade e a capacidade adesiva podem contribuir no

processo de inativagdo do surfactante.'”®

Luz et al. avaliaram o efeito da adicdo de mecénio a solugcbdes contendo
surfactante porcino (Curosurf®) na contagem de mbe.®> Os testes evidenciaram
uma grande inibi¢ao na formagao de microbolhas com uma redugéo de 98% na
contagem de mbe independentemente da concentracdo de mecénio utilizada
(Figura 11).> Estes achados foram confirmado por Fiori el al., que testaram a

inibicdo do surfactante com diluicdes ainda menores de mecdnio.®

A pesquisa em surfactante pulmonar exdgeno tem-se centrado na

manufatura de novos compostos artificiais € na adicdo de substancias ao

N r e

funcao do filme da interface ar-liquido alveolar.
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Figura 11 - Inibicdo do surfactante exdégeno pelo meconio.
* ™ _p < 0,0001 entre o controle e as solucdes surfactante-meconio.>

1.10 Surfactante Pulmonar: Restauragao da Fungao apés

inativagaol/inibigao

A capacidade de reverter a inibicdo do surfactante foi descrita pela
primeira vez por Cockshutt et al. em 1990.""® Nesse estudo, a adicdo de SP-A
ao surfactante reverteu a inibicdo provocada pela adigao proteinas plasmaticas.
Esses achados foram confirmados por varios autores, utilizando diferentes
técnicas de avaliacdo da funcéao surfactante.'® Desde o momento em que se

identificou a ocorréncia da inibicdo da funcéo surfactante como importantes na
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fisiopatologia de diversas afecgbes e a identificagdo destas substancias
inibitorias, esforgos foram conjugados para descobrir formas de atenuar ou até
mesmo reverter esta inibicao.' """ O aumento da resisténcia do surfactante &
inibicdo foi observado inicialmente com a adicdo de proteinas especificas ao
surfactante, SP-A, SP-B e SP-C, as quais pareciam aumentar a adsorgao da
DPFC ao filme da superficie, através da formagao e preservagao de grandes

agregados de surfactante.

A possibilidade de que o componente carboidrato da SP-A fosse o
responsavel por essa agao levou diversos autores a testarem compostos como
agucares simples, polimeros de agucar e outros polimeros ndo ibnicos, na
tentativa de suprimir a inibicdo da agao do surfactante exégeno. Tauesch et al.
demonstraram que os polimeros nao idnicos, com peso molecular maior que 3,3
kD, eram efetivos na restauracédo da fungao surfactante. Neste estudo o dextran
e o0 PEG melhoraram a performance do surfactante (Survanta™) e reverteram
a inibicao provocada pelo mecdnio em concentragdes de 1 a 3%. Os polimeros
foram testados em diversas concentragcbdes através do surfactdmetro de bolha

pulsante e em modelo experimental com ratos adultos."®

Os polimeros nao ibnicos mais pesquisados nas diversas pesquisas in
vitro e in vivo foram o polietilenoglicol PEG e o dextran. Ambos tém excelente
compatibilidade biolégica e sdo componentes de diversos produtos
farmacéuticos. PEG ¢ utilizado clinicamente como laxativo, para preparagéo do
colon pré-cirurgico ou endoscopia, em cremes de pele e pastas dentais. Muitas

medicagdes e proteinas, quando associadas ao PEG, tém uma meia vida mais
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longa, aumentando o tempo de agdo sem aumentar a toxicidade. Sdo exemplos
o PEG-interferon alfa para o tratamento da hepatite C e PEG-fator estimulante
do crescimento de granuldcitos para tratamento neutropenia. O PEG tem a

seguinte férmula quimica: '*°

HO-CH,-(CH,-0-CHy,) »-CH,-OH

O dextran € um polissacarideo ramificado complexo de moléculas de
glicose. Tem sido utilizado em diversas situagdes clinicas como expansor
volumétrico em casos de choque hipovolémico, na profilaxia da trombose
venosa em determinados procedimentos cirurgicos, € como veiculo para

medicacdes como o ferro. A férmula quimica dodextran é: '%°

H-(Cg-H10 -Os) -OH

As pesquisas sobre a reversao da inibicdo do surfactante mostraram uma
restauracdo completa das caracteristicas surfactantes quando avaliadas pelos
surfactdmetros da bolha pulsante e o da bolha cativa. Experimentos em animais
mostram uma melhora significativa da fungdo pulmonar com a instilacdo de
surfactante associado a polimeros nao idnicos. Segundo Lu et al., os polimeros

separam os complexos formados entre o mecénio e o surfactante, permitindo
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que os componentes do surfactante tenham um acesso facilitado a interface ar-

liquido.'"

A restauragdo da fungdo de diversos surfactantes exogenos,
também, foi obtida pela simples modificagdo do pH das solugdes de

surfactantes com meconio.'??

A adicao do dextran, PEG e polivinilpirrolidona, de varios pesos moleculares, a
surfactantes caninos inibidos por mecbnio, plasma e lisofosfatidilcolina
restaurou a funcdo surfactante, avaliada com um surfactémetro de bolha
pulsatil. A adi¢gdo destes polimeros nao idnicos causou uma redugao na tenséo
superficial minima durante a compressao da bolha. Nas lesdes pulmonares em
ratos causadas pela aspiragdo de mecdnio, acidos e endotoxinas, a presenca
de polimeros melhorou significativamente a dindmica pulmonar e os achados
histolégicos post-mortem.'® A agdo benéfica dos polimeros adicionadas ao
surfactante foi revista por Dargaville em 2001."" Os polimeros iénicos, como o
acido hialurénico, também apresentam a capacidade de reverter a inibicdo do

surfactante determinada pela presenca de mec6nio.'?®

O TME, analisado através de imagem computadorizada, foi utilizado
como umas das técnicas para avaliar a inibicdo do surfactante pelo mecédnio e
sua reversdo com a mudanga do pH. Nesse experimento, uma solugido de
Curosurf, contendo 5mg/ml, gerou a formagdo de aproximadamente 400
mbe/mm?. A adigcdo de mecénio (0,75g/dl) reduziu a contagem de mbe para 41/
mm?Z. Ao baixar o pH de 6,2 para 5,0-5,5, restaurou-se a contagem de mbe. Os
resultados com TME foram comparaveis aos obtidos com o surfactdmetro da

bolha pulsante.’®*
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Entretanto, estudos realizados em nosso laboratério utilizando polimeros
nao idnicos revelaram resultados surpreendentes. A adicdo de diferentes
concentragdes de dextran a solugdes de surfactante (Curosurf®) resultou em
uma diminui¢ao significativa na formacdo de mbe em todas as analises feitas
(p>0,001), ou seja a presenga de dextran resultou em uma perda de funcgéo
surfactante. Estes resultados foram confirmados por Fiori et al. ao avaliarem a
adicdo de dextran e PEG a solugbes de surfactante. A adicdo do dextran
resultou em uma redugcdao em aproximadamente 88% na formagdo de mbe
(p>0,01), enquanto a do PEG impediu completamente a formacado de

microbolhas estaveis (Figura 12).336:65125

A adicédo de dextran e PEG a solugbes de Curosurf® contendo mecdnio
em baixas concentragdes foi avaliada em nosso laboratério através do TME. A
adicdo do dextran restaurou < 10 % a contagem de mbe, enquanto que a
presenca do PEG determinou o desaparecimento das mbe (Figura 13). Estes
resultados da avaliagao da fungao surfactante através do TME estdo na diregcéo
oposta aos descritos por inumeros autores utilizando diferentes metodologias e

de experimentos em animais.?%1126

Para elucidar estes resultados desenvolvemos a atual pesquisa. A
primeira fase foi desenhada para avaliar o efeito da adicdo do dextran e PEG na
funcédo surfactante de um preparado comercialmente disponivel (Curosurf®).
Posteriormente, utilizaremos um destes polimeros adicionados ao surfactante

em um modelo experimental de SAM.
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Figura 12 - Efeito sobre a contagem de microbolhas estaveis da adigdo de
Dextran e PEG a uma solugdo de surfatante (Curosurf®
0,04mg/ml) em sorofisiologico; para o Dextran p<0,01 e para o
PEG p<0,005.%°
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Figura 13 - Efeito sobre a contagem de microbolhas estaveis da adigdo de
Dextran e PEG a solugao de surfatante (Curosurf® 0,04mg/ml)
em soro fisiolégico + mecdnio. Valores expressos em médias
de todas as determinagdes; para o Dextran p<0,05 e para o
PEG p<0,001. %
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2 JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

A Sindrome da Aspiragcéo de Mecdnio (SAM) continua sendo uma causa
importante de morbi-mortalidade neonatal, apesar das mudancas ocorridas nas
na ultima década. O melhor manejo obstétrico resultou em uma diminuigdo na
sua prevaléncia, e novas alternativas de tratamento possibilitam resultados
mais alentadores nos casos mais graves. A instilagdo de surfactante exdégeno
tem sido pouco efetiva no tratamento da SAM se comparada ao sucesso com a
DMH. Nos trabalhos clinicos, altas doses ou doses cumulativas de surfactantes
sd0 necessarias para que ocorra uma melhora clinica modesta. O lavado
broncoalveolar com surfactante € uma opcg¢ao terapéutica com resultados

indeterminados, e € uma das linhas de investigacdo de nosso laboratorio.

O mecbnio € um potente inibidor da atividade surfactante in vitro,
principalmente das preparagbes que ndo contém a proteina A do surfactante
(SP-A) na sua formulagdo. Os dois surfactantes comerciais mais difundidos
para o uso clinico, Curosurf® e Survanta®, ndo contem SP-A. A inibicdo da
funcéo surfactante determinada pela presenga de meconio pode ser revertida
pela adicdo de polimeros idnicos e nao iénicos. Os resultados positivos in vitro
estdo amplamente documentados, porém as pesquisas em modelos

experimentais apresentam resultados bem menos expressivos.

A hipotese a ser testada neste estudo é se a fungcdo de um surfactante

natural melhorado pela adicdo de polimero ndo i6nico € mais eficaz que a
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preparacado convencional no tratamento da SAM em modelo animal

experimental.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Avaliar o efeito de polimeros nao ibnicos adicionados ao surfactante in

vitro e em um modelo experimental de sindrome da aspiragao de meconio.

3.2 Objetivos Especificos:

1. Estudar o efeito sobre a tenséo superficial minima da adicdo de PEG
e de dextran a uma solugdo de surfactante durante a compresséo dindmica

através do surfactometro da bolha cativa.

2. Comparar o efeito sobre a tensdo superficial das solugbes de

surfactante contendo PEG e dextran.

3. Estudar o efeito dos polimeros nao i6nicos na adsorgdo do filme a

interface ar-liquido da bolha cativa.

4. Comparar o efeito sobre as alteragbes gasométricas na sindrome de
aspiragcdo de mecbnio experimental do tratamento com surfactante e com

surfactante adicionado de PEG.
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5 MATERIAL E METODO

A avaliagdo da fungdo surfactante das solugbes de surfactante
adicionadas dos polimeros foi realizada através de um surfactémetro de bolha
cativa, no laboratério do Departamento de Fisiologia e Biofisica da Universidade
de Calgary, Canada. Foram avaliadas a capacidade de adsor¢ao na interface
ar-liquida e a tensao superficial minima durante a compressdo dinamica da

bolha.'?

O surfactante natural foi doado pelo laboratério Chiesi Farmacéutica

Ltda, Sao Paulo SP.

O polietilenoglicol (PEG) de peso molecular de 10 kD, laboratério Sigma -
Sao Paulo SP, foi adquirido pelos autores para esta pesquisa. O PEG era
pesado previamente em balanga de alta precisdo em um laboratério de
manipulacdo e diluido com soro fisiolégico, momentos antes de ser adicionado

ao surfactante. A solugao final continha PEG 7,5% (peso/volume).®

O mecobnio era proveniente da primeira evacuagao de recém-nascidos a
termo saudaveis obtidos internados na maternidade do Hospital Sdo Lucas da

PUCRS. Varias amostras eram coletadas e misturadas para formar o “pool” de
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mecoénio dentro de 12 horas antes das experimentacdes. O “pool” era diluido

numa concentragdo de 20% (peso/volume) momentos antes da instilagdo.*®

Os porcos eram de raca hibrida e adquiridos diretamente do produtor
(Cooperativa Regional Agropecuaria Languiru Ltda, Teutonia-RS). Todos os
porcos tinham menos de 24 horas e tinham os corddes umbilicais permeaveis

que permitiram a colocacao de cateteres arteriais € venosos.

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Habilidades Médicas

da Faculdade de Medicina da PUCRS.

Na preparagdo dos animais, o protocolo de analgesia e sedacgao foi
rigorosamente seguido. A sedagao inicial foi realizada através de uma dose 2
mg/kg de ketamina intramuscular. Os porcos eram posicionados e imobilizados
em uma mesa cirurgica (Figura 1). Uma fonte de calor era utilizada com o
objetivo de manter a temperatura axilar entre 37° e 38° C. Um acesso venoso
umbilical, através de um cateter de poliuretano # 5 French, Argylle®, era obtido
para administracdo intermitente de medicacbes. Para realizacdo da
traqueostomia, a analgesia era obtida com uma dose endovenosa de fentanil de
5mcg/kg, seguida de anestesia topica da regido cervical anterior com lidocaina
2%, sem vasoconstritor. Uma canula endotraqueal #3,5 Portex®, era
introduzida 3,5 a 4,0 cm dentro da traquéia e fixada por meio de fitas de 0,5 cm
de largura. A entrada de ar simétrica em ambos campos pulmonares era
confirmada pela ausculta. Apds a assegurar uma via aérea adequada, 0s

animais eram paralisados com pancurénio 0,1mg/kg e mantidos em ventilagéo




Material e Método 85

mecanica. Um cateter #3,5 French, Argylle® era colocado na artéria umbilical

para amostras de sangue para a realizagdo das gasometrias arteriais.>”

A anestesia era mantida com fentanil e pancurdnio repetidos a cada 1 a 2
horas ou quando se julgasse necessario. Nos cateteres venosos e arteriais
eram infundidos soro glicosado 5% intermitentemente num volume de cerca de

80ml/kg/dia. Foram monitorizadas a frequéncia cardiaca e a temperatura retal.

Figura 1 - Porcos recém-nascidos ap6és indugao anestésica

A ventilagdo mecanica era realizada através de um respirador ciclado a

tempo, limitado por pressao e de fluxo continuo (BP 200 — Pro-Medico - RJ®).




Material e Método 86

Os parametros iniciais do respirador eram pré-determinados em uma frequéncia
respiratoria de 25, uma pressao positiva no final da expiracdo (PEEP) de 5
cmH,0, uma presséao inspiratéria positiva de 15 cmH,0O, um fluxo de 6 I/min,
uma fragao inspirada de oxigénio (FiO;) de 1,0 e um tempo inspiratério de 0,4
segundos. Uma primeira amostra de sangue arterial era obtida com estes
parametros e foi designada como a gasometria de base (analisada no aparelho

ABL 5 — Radiometer — Copenhagen — Denmark ®).

A aspiragao de mecénio era entdo induzida pela instilacado de 5 mi/kg do
“pool” de mecdnio a 20%, em aliquota Unica através de uma seringa conectada

ao tubo endotraqueal, em cerca de 30 segundos.

Os parametros ventilatérios, apdés a inducdo da aspiracdo de mecénio,
foram padronizados em uma frequéncia respiratoria de 40/min, uma PEEP de 5
cmH,O, uma PIP de 20 cmH;0, fluxo de ar 6 I/min, FiO, 1,0 e um tempo
inspiratério de 0,4 segundos. Esses parametros foram mantidos fixos durante
todo o experimento. Se houvesse bradicardia (frequéncia cardiaca menor de
100 batimentos) ou gasometria arterial com retencao excessiva de CO, (>100),
o PIP era aumentado transitoriamente em 5 cmH,O(5-7). Com estes
parametros ventilatérios, uma gasometria era coletada 30 minutos apds a
instilacdo de mecodnio para avaliar a indugcdo da SAM. Se a PaO, apds a
administracdo do mecbnio fosse superior a 100 mmHg, uma dose

complementar de 2,5ml/kg de mecdnio era instilada.
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Apds a inducido da aspiragcao de mecébnio, os animais foram alocados
randomicamente em 3 grupos: Grupo | - controle; Grupo Il — surfactante
100mg/kg; Grupo Il — surfactante de 100 mg/kg com PEG 7,5%. Para avaliar a
resposta foram realizadas gasometrias arteriais aos 30 minutos apos
intervencdo, 3 e 6 horas apdés a instilagdo do mecbnio. As variaveis
gasométricas analisadas incluiram o pH, PaO,, PaCO, e as variagbes da PaO,
da PaCO, e pH entre as gasometrias realizadas antes do procedimento, 30
minutos, 3 e 6 horas. Ao término do experimento, os animais ainda sob efeito
da anestesia eram eutanasiados com injecdo intra-cardiaca de 3-5 ml de

tiopental.®

5.1 Etica

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul. Foi utilizado apenas
0 numero necessario de animais e todos foram devidamente anestesiados e
sedados. Nos casos de ocorréncias de 6bitos antes do termino do protocolo da
pesquisa, este animal seria excluido da analise e outro animal era incluido

randomicamente.
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5.2 Analise Estatistica

Todos os dados estdo apresentados como médias e desvios padrdes. A
analise dos resultados das gasometrias em cada um dos quatro momentos
entre os trés grupos foi avaliada através da analise uni- variada (ANOVA).
Analises uni e bi-variadas modificadas para medidas de repeticado inter e intra-
grupos foram realizada para detectar diferengas significativas. Se uma diferenca
estatistica nas analises fosse detectada, esta diferenca seria analisada
comparando os grupos de interesse e um p<0,05 seria considerado
estatisticamente significante. O calculo amostral minimo para se detectar uma
diferenca de 30 % na PaO, com um erro alfa de 0,05 e um poder de 0,8 foi de 5

animais em cada grupo.®

O programa utilizado para as anadlises estatisticas foi o SAS®, SAS
Institute,.Inc. SAS  Statistical Software, Release 9.1. Cary, NC:

SAS Institute, Inc, 2002-2003.
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RESUMO: O mecénio € um potente inibidor da fungéo surfactante. A inibi¢do do
surfactante tem sido considerada uma importante causa da insuficiéncia
respiratéria da sindrome de aspiracdo de meconio (SAM). Entretanto, a
instilacdo de surfactantes de origem animal modificados apresenta efeito
modesto na evolugdo clinica destas doengas apesar do uso de doses altas e
repetidas. In vitro, a adigdo de polimeros ibnicos e ndo ibnicos ao surfactante
restaura sua funcdo inativada pela presengca de mecdnio. As pesquisas em
modelos animais de SAM apresentam resultados inconsistentes. Ao
adicionarmos dextran e polietilenoglicol ao surfactante natural observamos uma
melhora no desempenho avaliado pelo surfactbmetro da bolha cativa. Para
avaliar se este efeito benéfico sobre o surfactante modificaria a evolugdo da
SAM testamos a adigdo de polietilenoglicol em um modelo animal. Porcos
recém-nascidos (n=16) foram divididos em trés grupos: 1. controle (n=5); 2.
surfactante (poractante alfa) 100 mg/kg (n=5); 3. surfactante 100mg/kg
adicionados de PEG 7,5% (n=6). O periodo de observacgéo foi de 6 horas. A
resposta aos diversos tratamentos foi avaliada por gasometrias arteriais
seriadas. O tratamento com surfactante ou com surfactante adicionado de PEG
7,5% néo foi diferente do grupo controle. Estes resultados sugerem que, nas
doses utilizadas, o surfactante isoladamente ou adicionado de PEG né&o

modificam a insuficiéncia respiratoria produzida pela SAM.
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A instilagdo traqueal de surfactante exdgeno é o tratamento especifico
para a doenga da membrana hialina (DMH). A sua aplicagdo clinica
revolucionou o tratamento da DMH[1]. Estes resultados altamente positivos néo
foram reproduzidos em outras doencgas respiratérias que causam lesao
pulmonar aguda, entre elas a sindrome da aspiracdo de mecénio (SAM)[2]. A
inibicao/inativacdo da funcao surfactante pelo mecodnio tem sido demonstrada
em diferentes tipos de experimentos. Acredita-se que esta inibigao/inativacao
faca parte da patofisiologia da doenga e seria a base tedrica para o tratamento
com surfactante exdégeno nos recém-nascidos com insuficiéncia respiratéria

devido a SAMI[3].

Cockshutt et al. em 1990 demonstraram que adicdo da SP-A revertia a
inibicdo causada pelas proteinas plasmaticas, embora nao revertesse a inibigao
determinada pela lisofosfatidilcolina[4]. Mais tarde, a adicdo de polimeros, como
o dextran, polietilenoglicol e acido hialurdénico, mostrou-se capaz de melhorar a
funcdo de preparados de surfactantes naturais e de reverter a inibicdo da

funcao provocada por inumeras substancias|5, 6].

Em experimentos anteriores realizados em nossa instituicdo, observamos
que a adicao de dextran e PEG ao surfactante natural porcino causou inibicdo
na formacado de microbolhas quando avaliados pelo teste das microbolhas
estaveis. O PEG, quando usado na tentativa de restauracdo da atividade

surfactante em preparados inibidos pelo mecénio, ndo demonstrou nenhuma
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resposta (contagem de microbolhas de zero), enquanto o dextran teve uma

acao restauradora minima[7, 8].

Para elucidar este intrigante achado desenvolvemos a presente
pesquisa. Inicialmente, foram avaliados os mesmos polimeros adicionados a
uma solucao de surfactante. Posteriormente, em um modelo animal de SAM foi

avaliado o efeito da adicao de PEG ao surfactante natural modificado.

METODOS

Animais e procedimento cirurgico: foram utilizados dezesseis porcos
machos de raca hibrida, a termo, com menos de 24 horas de vida. Em todos os
animais foi possivel cateterizar a artéria e a veia umbilicais para obtencao de
gasometrias e infusdo de fluidos e medicagdes. Inicialmente, os animais eram
sedados com cetamina 2 mg/kg e fentanila 5 mcg/kg. Com anestesia infiltrativa
com lidocaina 2%, era realizada uma traqueostomia para inser¢ao de uma
canula endotraqueal 3,5 colocada cerca de 4 cm no interior da traquéia. A
canula era ancorada com né apertado para evitar escape de mecoénio. Os
animais eram mantidos sedados e paralisados com doses de fentanila e 5

mcg/kg e de pancurénio 0,1mg/kg a cada 1-2 horas, respectivamente.

Os animais eram mantidos em ventilagdo mecanica padronizada apos a

instilagdo de mecbnio com pico inspiratorio de pressao (PIP) de 20 cmH-0,
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pressao positiva no final da expiracdo de 5 cmH,O, tempo inspiratério de 0,4
segundos, frequéncia respiratoria 40/min, fragdo inspirada de oxigénio de 1,0.
Se ocorresse bradicardia ou retencdo de CO,, o PIP era aumentado para 25-30

cm HZO

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

da FAMED-PUCRS.

Material

O mecobnio para instilagcao endotraqueal era de um “pool” formado pela
primeira evacuagao de pelo menos 3 recém-nascidos normais dentro de 12

horas antes dos experimentos.

Os frascos de surfactante natural modificado poractante alfa (Curosurf®)

foram doados pelo laboratorio Chiesi Farmacéutica Ltda., Sdo Paulo.

O polietilenoglicol (PEG), de peso molecular de 10 kDa, foi adquirido do

Laboratdrio Sigma_ Sao Paulo, SP.

Protocolo Experimental

A avaliagdo da funcédo surfactante das solugdes contendo surfactante
puro e adicionado de polimeros néo ibnicos foi realizada através de um
surfactdmetro de bolha cativa no laboratério do Departamento de Fisiologia e

Biofisica da Universidade da Calgary, Canada, pelo Dr. Samuel Schurch. Foram
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avaliadas a velocidade de adsorcao e a tensdo superficial minima durante a

compressao dinamica.

A SAM era induzida pela instilagado de 5mi/kg de meconio 20% em soro
fisiologico (peso/volume) em dose unica, pela traqueostomia. Definiu-se como
SAM uma PaO; <100 mmHg trinta minutos apés a instilagdo do meconio. Uma
dose extra de 2,5 ml/kg de mecdnio poderia ser instilada na falha da indugéo de

SAM.

Apods a indugao da SAM, os animais eram alocados randomicamente em
trés grupos: Grupo | (controle) n=5, Grupo Il (surfactante 100mg/kg) n=5, Grupo
Il (surfactante com PEG 7,5%) n= 6. Para avaliar as respostas as trés
intervengdes foram coletadas gasometrias arteriais com 30 minutos, 3 e 6 horas

apos inducado da SAM.

Na ocorréncia de obito de algum animal este era excluido da analise e

um outro animal era incluindo randomicamente.

Ao término do experimento, procedia-se a eutanasia dos animais através

de uma injecao intracardiaca de 3 a 5 ml de tiopental.

Analise Estatistica

Os resultados obtidos com o surfactbmetro de bolha cativa estdo

apresentados de maneira descritiva.
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Todos os dados dos experimentos em animais estido apresentados como

médias e desvios padroes.

A anadlise dos resultados das gasometrias em cada um dos quatro
momentos, levando-se em conta os trés grupos (controle, surfactante e
surfactante adicionado de PEG), foi avaliada através da analise de variancia
(ANOVA) univariada.A analise dos resultados das gasometrias, considerando-
se os quatro momentos conjuntamente, foi procedida através da analise de
variancia univariada e multivariada para medidas repetidas, separando-se as
variagdes inter e intragrupos para proceder o teste dos efeitos. Se fossem
detectados efeitos significativos nas anadlises, comparar-se-ia 0os grupos de

interesse e um p<0,05 seria considerado estatisticamente significante.

O numero necessario de animais para detectar uma diferengca de 30 %
na PaO, com um erro alfa de 0,05 e um poder de 0,8 foi calculado em 5 para

cada grupo.

O programa utilizado para as analises estatisticas foi o SAS®, SAS
Institute,.Inc. SAS Statistical Software, Release 9.1. Cary, NC: SAS Institute,

Inc, 2002-2003.

RESULTADOS

Os resultados obtidos através do surfactdbmetro de bolha cativa das

solugao contendo surfactante 0,2 mg/ml em 0,9% NaCl e adicionada de dextran
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7,5% e PEG 7,5% sao mostrados nas figuras 1 a 3. Em cada experimento, a
bolha foi comprimida e expandida em ciclos de 20/min. Nas figuras sé&o

apresentados os ciclos dinamicos 9,10 e 11 de um total de 20 realizados.

Na solucdo com surfactante puro, os ciclos foram realizados com
amplitudes maiores, o que causou um aumento na tensao superficial maxima
para aproximadamente 34 mN/m. A tensao superficial minima na compressao
foi ~1,5 mN/m e observando-se uma leve histerese da curva na tensao
superficial minima, devido a uma excessiva compressdo. Verifica-se uma
inclinagdo negativa da curva a esquerda, provavelmente causada por uma

instabilidade da bolha ou pelo fenbmeno do “clicking” (figura 1).

A adicao de dextran 7,5 % e a de PEG 7,5% manteve o valor da tensdo
superficial minima de ~1,5 mN/m, mas fez desaparecer tanto a histerese como

a inclinagao da curva na tensao superficial minima (figura 2 e 3).

A adsorgcao do surfactante a interface ar - liquido foi substancialmente
melhor com a adicdo dos polimeros. A capacidade de atingir tensdes
superficiais proximas a zero, apés um periodo de adsor¢do de 5 minutos, foi
também melhor com a adigdo dos polimeros e, neste aspecto, o PEG foi
superior ao Dextran. A adicao dos polimeros fez com que a tensao superficial
préxima a zero fosse obtida nos dois primeiros ciclos quase-estaticos, enquanto
que, com a solucdo surfactante sem adicbdes, s6 foi obtida com os ciclos

dindmicos.
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Tensao de Superficie (mMN/m)

Figura 1.

Tensao de Superficie (mMN/m)

Figura 2.
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Area de superficie (cm?)
Tensao superficial medida através do surfactdmetro de bolha cativa.
Os ciclos 9-10-11 de 20 ciclos dindmicos consecutivos de uma
suspensao contendo 0,2 mg/ml de Curosurf® em 0,9% NacCl. A bolha
de ar foi comprimida e expandida na velocidade de 20 ciclos/min.
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Tensao superficial medida através do surfactémetro de bolha cativa.
Os ciclos 9-10-11 de 20 ciclos dinamicos consecutivos de uma
suspensao contendo 0,2 mg/ml de Curosurf® em 0,9% NaCl
adicionada de dextran 7,5%. A bolha de ar foi comprimida e expandida
na velocidade de 20 ciclos/min.
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Figura 3. Tensao superficial medida através do surfactémetro de bolha cativa. Os
ciclos 9-10-11 de 20 ciclos dindmicos consecutivos de uma suspensao
contendo 0,2 mg/ml de Curosurf® em 0,9% NaCl adicionada de PEG
7,5%. A bolha de ar foi comprimida e expandida na velocidade de 20
ciclos/min

No monitor da televisdo, a solugdo de surfactante com PEG mostrou
grandes agregados de aproximadamente 0,5 mm de didametro. O surfactante
puro apareceu como uma fina suspensdo com agregados muito diminutos e,
com dextran, o tamanho dos agregados ficou num nivel intermediario entre os

dois.

Foram estudados 26 porcos recém-nascidos, sendo 10 animais que
foram excluidos das analises, 7 por 6ébito e 3 por ndo atingirem o critério de

entrada no estudo (PaO2 < 100 mmHg). Dois 6bitos aconteceram no grupo |
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(controle), 3 no grupo Il (surfactante) e 2 no grupo Il (surfactante com PEG).
Estes 6bitos ocorreram com mais de 3 horas apo6s a indugao de SAM, exceto

um do grupo lll, que faleceu durante a indugao, antes da intervencéo.

O peso médio dos porcos do grupo | foi de 1700 + 348 g , do grupo I,

1370 + 455 g, e do grupo 111,1360 £ 221 g. (p=0,236)

Doses complementares de mecbdnio foram necessarias em 7 dos 16

casos analisados (44%).

Os valores de PaO2 nos trés grupos estdo mostrados na figura 4. Nao
houve diferenga estatisticamente significativa entre os trés grupos apos a
indugédo da SAM (p=0,901), 30 minutos pos intervengao (p=0,817), 3 horas pos-

SAM (p= 0,711) e 6 horas p6s-SAM (p= 0,586).

PaO, 160 Controle
(mmHg)
—— Surf + PEG
140 - —— Surfactante
120
100
80 1 -
T
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40
20 - T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 Tempo (h)

Figura 4. Evolugédo das médias (+ desvio padrao) da PaO, durante o

experimento nos trés grupos apoés a indugéo de SAM (p > 0,560)
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Ao comparar-se a PaO2 dos trés grupos conjuntamente, ndo houve
nenhum efeito do tratamento (P=0,850), do tempo (P=0,808) e da interagéo
tratamento e tempo (P=0,560). Os valores mais baixos da PaO2 foram,

consistentemente, os obtidos com surfactante adicionado de PEG.

DISCUSSAO

A sindrome da aspiragdao de mecdnio € uma das causa mais importantes
de morbi-mortalidade no periodo neonatal precoce[2, 9, 10]. A inibicdo da
funcdo surfactante pela presenga de mecdnio € um dos mecanismos

envolvidos na fisiopatologia da insuficiéncia respiratoria[11-13].

A pesquisa da funcdo surfactante pulmonar com experimentos in vitro
teve seu inicio com os primeiros trabalhos de Pattle que revelaram a presencga
de bolhas muito estaveis e com uma tensao superficial proxima a zero em
pulmdes maduros[14]. O teste das microbolhas estaveis (TME) foi desenvolvido
para avaliar a fungdo surfactante no liquido amniético e secregao gastrica de
recém-nascidos prematuros[15-18]. O TME é um método validado para avaliar

inibicao da funcéao surfactante[7, 19].

Os surfactdmetros de bolha pulsante (SBP) e o da bolha cativa (SBC)
podem ser considerados a evolucao e a sofisticagdo do teste das microbolhas
estaveis. Estes sdo os aparelhos mais utilizados atualmente e sdo capazes de

determinar algumas das caracteristicas essenciais de um surfactante pulmonar
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eficiente. Estas fungdes incluem a rapida formagdo de um filme através da
adsor¢cdo a partir da hipofase, uma compressibilidade muito baixa com
correspondente tensdo superficial com valores proximos de zero, e a
capacidade de reabastecimento do filme com material surfactante na expansao

(da bolha) a partir do reservatorio associado a superficie[20-24].

No presente estudo, a avaliacdo da adsorcdo, da tensdo superficial
minima e da estabilidade a ciclos de expansao/compresséao foi feita através de
um surfactdmetro de bolha cativa. A comparagédo de uma diluigdo contendo
apenas surfactante natural modificado (Curosurf ®) com duas outras acrescidas
de dextran ou de PEG mostrou respostas muito semelhantes, todas
apresentando caracteristicas funcionais adequadas de um surfactante pulmonar
efetivo. A adigcado dos polimeros ndo idnicos acelerou a adsorgao e melhorou a

estabilidade do filme.

A acdo de polimeros nao-ibnicos sobre a fungcdo surfactante foram
descritas em 1999. Tauesch et al estudaram a adicdo de diversos agucares de
diversos tamanhos moleculares a um surfactante natural de origem bovina
(Survanta®) através de um surfactébmetro de bolha pulsante[3]. Estes autores
demonstraram um desempenho melhor do surfactante quando este era
adicionado de dextran e PEG. A tensdo superficial minima foi sempre menor
nas solugcdes contendo estes polimeros independentemente da concentracéo
de surfactante testada (entre 0,16 e 1,25 mg/ml). Estes resultados séao
semelhantes aos que obtivemos com a adicdo de dextran e PEG (ambos a

7,5%) ao poractante alfa. Um dos mecanismos envolvidos para melhorar esta
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complexa interacdo entre surfactante e polimeros nao-ibnicos seria a
diminuicdo da hidratagdo que envolve as membranas dos lipidios. Desta
maneira, os lipidios agregam-se em um menor volume de agua, permitindo
maior concentragdo dos fosfolipidios do surfactante disponiveis e facilitando a
adsorcao na interface ar-liquido da bolha pulsante[25, 26]. Documentamos a
presenca de agregados maiores com a adicdo dos polimeros do que

surfactante puro, vistos através da tela do monitor.

Em nosso laboratério, demonstramos que a adigado de dextran e PEG a
solugbes contendo surfactante a 0,04mg/ml causou marcada diminuigcdo na
funcéo surfactante avaliada pelo TME[7, 8]. Este efeito inesperado poderia ter
sido causado por diluigdo do surfactante uma vez que utilizamos concentragdes
muitas vezes menores que as utilizadas com os SBC e SBP.[27, 28]. Embora a
tensdo superficial minima aumente com diluigdes progressivas do surfactante
natural, a adicao de dextran e PEG melhoram o desempenho do surfactante,
reduzindo os valores da tensdo superficial minima[3]. Uma outra possivel
explicagdo para estes resultados contraditérios poderia ser o crescimento
irreversivel das vesiculas de fosfolipidios durante a execu¢édo do TME como o
que ocorre com altas concentragbes de PEG avaliadas pelo SBC. Este efeito
impediria a adsor¢do do surfactante a interface ar-liquido da bolha. Pelo
principio de Laplace, AP= 2y /r, a medida que o raio (r) diminui aumenta o
gradiente de pressao (AP) através da interface ar-liquido da bolha, na auséncia
de uma substancia capaz de diminuir a tensdo superficial (y). Este aumento

da pressao dentro da bolha provoca uma rapida difusdo dos gases para fora da
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mesma. A meia-vida destas bolhas com poucos milimetros de diametro é
calculada em poucos segundos o0 que resultaria em significativa redugcéo na

contagem das microbolhas no TME[22].

O mecbnio & um potente inibidor dose-dependente da fungao surfactante.
Os mecanismos de inibicdo determinados pela presengca do mecdnio inclui
alteracdo morfolégica do surfactante, a inibicdo competitiva na adsor¢ao dos
fosfolipidios e a infiltragdo da monocamada por substancias com menor

atividade de superficie[29-31].

Com concentragdes de mecbnio acima de 0,04 mg/ml, a tenséo
superficial minima das solu¢gdes de surfactante naturais modificados
(Curosurf®, Alveofact®, Survanta® contendo 2,5 mg/ml de fosfolipidios) ficaram

> 10mN/m[32].

As tentativas de restaurar a fungao surfactante inibida pelo mecénio
iniciaram logo ap6s a descrigdo da reversao da inibicao do surfactante causada
pelas proteinas plasmaticas[4]. As substancias mais testadas para este fim
foram as proteinas associadas ao surfactante e os polimeros ndo idnicos com
excelente compatibilidade biolégica. O dextran e o PEG restauram a funcao
surfactante avaliadas por diferentes técnicas in vitro. Os mecanismos de
reversdo da inibicdo do surfactante pelo mecodnio na presenga dos polimeros
seria pela melhora do desempenho do surfactante, pela separagdo dos
complexos formados entre o mecdnio e o surfactante e por impedir alteragdes

morfologicas do surfactante[3, 5, 28, 30, 32]. Estes efeitos benéficos dos
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polimeros ndo foram repetidos quando solugdes de surfactante inibidas pelo

mecénio foram avaliadas pelo TME[7, 8].

Em nosso modelo experimental de SAM previamente descrito em porcos
recém-nascidos[33, 34], o tratamento com surfactante e com surfactante
adicionado de PEG n&o modificou a evolugdo da doenca. Os modelos
experimentais descritos na literatura incluem diferentes espécies de animais
como ratos[35, 36], coelhos[37] e porcos.[33, 34, 38]. E a maioria destas
pesquisas foram realizadas com animais adultos, o que talvez ndo seja um
modelo ideal para avaliar as consequéncias da aspiragdo de mecénio a um
recém-nascido com as profundas mudangas cardio-respiratérias que ocorrem
ao nascimento[39]. Lyra et al. publicaram uma elegante pesquisa de SAM em
coelhos recém-nascidos e demonstraram que adicdo de PEG ndo melhorou a

funcéo pulmonar no breve periodo estudado[40].

O mecébnio utilizado na maioria dos trabalhos era liofilizado a partir de
um “pool’de mecénio fresco. Em alguns experimentos eram também retiradas
particulas visiveis. A dose usual para instilagdo foi de 4-5 ml/kg de solugao a
20% [36, 41]. O “pool” de mecdnio fresco utilizado no presente estudo,
provavelmente reflita com mais fidelidade as condicbes encontradas em

humanos que aspiram mecodnio.

As preparagbes de surfactante naturais mais utilizadas foram o
Survanta® e o Curosurf®, em doses variaveis de 50 a 200 mg/kg, sendo que a

maioria dos trabalhos empregaram doses de 100mg/kg[5, 41]. Esta é a dose
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usual de surfactante recomendada para tratamento da DMH, embora a dose de

200mg/kg de Curosurf® ser também recomendadal1, 42].

O dextran e o PEG revertem a inibicdo da funcao surfactante inibidas
pelo mecénio. Lu et al. compararam o efeito do Curosurf® (35mg/kg) puro e
com a adicao de dextran e PEG em modelo de SAM em ratos adultos. Nas
primeiras duas horas apés a indugao de SAM ambos os polimeros melhoraram
significativamente a PaO,, porém o efeito do dextran se manteve na terceira
hora e a do PEG diminuiu | significativamente[36] O mesmo grupo mostrou que
o PEG associado ao Survanta® melhorou a troca gasosa e a mecanica
pulmonar e o dextran nao foi diferente do grupo controle com lesdo pulmonar
induzida pelo mecénio[5]. Como o PEG causou o desaparecimento total das
microbolhas estaveis em pesquisa anterior e apresentou melhores resultados
qualitativos na avaliagdo com SBC, optamos por avaliar este polimero
associado ao Curosurf®. O resultado de nosso experimento ndo evidenciou
nenhum efeito terapéutico positivo da adicdo de PEG ao surfactante no

tratamento da SAM.
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CONCLUSOES

Conclusao Geral:

A adicdo de polimeros nao i6nicos melhorou o desempenho da funcéo
do surfactante natural modificado in vitro, porém nao modificou a evolugdo do
quadro clinico em um modelo experimental de sindrome da aspiracdo de

meconio.

Conclusoes especificas:

1. A adicédo de dextran e de PEG n&o alterou o valor da tensao superficial
minima de uma solugcdo de surfactante avaliados durante a compressao

dinAmica avaliada através do surfactdbmetro da bolha cativa.

2. A tensao superficial minima obtida durante a compressao dinamica
avaliada através do surfactdmetro da bolha cativa efeito foi semelhante entre as

solucdes de surfactante contendo PEG e dextran.

3. A velocidade de adsorcdo do surfactante a interface ar-liquido da

bolha foi mais rapida com a adi¢cao do PEG e dextran.
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4.0 tratamento com surfactante ou com surfactante adicionado de PEG
nao foi diferente do grupo controle quando avaliados pelas alteragdes da PaO,,

PaCO; e do pH na sindrome da aspiragdo experimental.
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Anexo 1- Evolucao das medidas de PaO; durante o estudo nos trés grupos.

Tratamento Variavel Média Mediana Desvio Erro Minimo Maximo
Padréo Padréo
PaO,_1 353.00 350.00 29.60 13.24 318.00 398.00
PaO,_ 2 59.80 55.00 12.68 5.67 49.00 79.00
Controle PaO,_ 3 66.80 63.00 21.12 9.45 47.00 102.00
PaO,_ 4 90.60 65.00 68.12 30.46 33.00 208.00
PaO,_ 5 76.60 70.00 48.04 21.48 27.00 154.00
PaO,__1 263.50 291.50 86.84 35.45 146.00 371.00
PaO,_ 2 55.17 52.50 17.19 7.02 35.00 87.00
Surfactante
+ PaO,_ 3 61.33 55.00 16.18 6.61 48.00 92.00
PEG
PaO,_ 4 69.00 65.50 24.46 9.99 42.00 110.00
PaO,_ 5 60.83 62.00 19.18 7.83 27.00 81.00
PaO,_ 1 305.60 262.00 100.24 44.83 220.00 465.00
PaO,_ 2 58.40 52.00 20.96 9.37 38.00 87.00
Surfactante PaO,__3 68.12 73.00 19.41 8.68 47.00 93.00
PaO,_ 4 72.18 60.00 34.83 15.58 39.00 129.00
PaO,_ 5 99.00 57.00 94.17 4211 31.00 260.00
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Anexo 2 - Evolugdo das medidas de PaCO, durante o estudo nos trés grupos.

Tratamento Variavel Média Mediana Desvio Erro Minimo Maximo
Padréo Padrao
PaCO,_1 34.74 30.70 10.53 4.71 27.00 53.00
PaCO,_2 80.20 59.00 40.12 17.94 42.00 137.00
Controle PaCO,_3 77.32 66.00 38.69 17.30 41.00 143.00
PaCO,_4 86.80 68.00 40.08 17.93 46.00 142.00
PaCO,_5 103.40 64.13 28.68 34.00 174.00
113.00
PaCO,_1 31.83 27.50 10.83 4.42 22.00 46.00
PaCO,_2 68.33 64.00 24.43 9.98 35.00 104.00
Surfactante
+ PaCO,_3 75.17 82.00 19.37 7.91 38.00 90.00
PEG
PaCO,_4 89.50 93.50 35.69 14.57 39.00 138.00
PaCO,_5 135.83 141.00 59.79 24.41 43.00 197.00
PaCO,_1 31.80 34.00 9.15 4.09 19.00 43.00
PaCO,_2 77.40 59.00 51.97 23.24 42.00 167.00
Surfactante PaCO,_3 73.94 64.00 40.43 18.08 40.00 138.00
PaCO,_4 83.82 80.00 4419 19.76 35.00 152.00
PaCO,_5 83.30 95.00 46.45 20.77 26.00 134.00
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Anexo 3 - Evolugédo das medidas de pH durante o estudo nos trés grupos.

Tratamento Variavel Média Mediana Desvio Erro Minimo | Maximo
Padréo Padréo
pH_1 7.47 7.50 0.14 0.06 7.26 7.62
pH _2 7.18 7.25 0.21 0.09 6.93 743
Controle pH_3 7.24 7.22 0.18 0.08 6.99 7.49
pH_4 7.18 7.22 0.18 0.08 6.97 7.42
pH _5 7.15 7.06 0.30 0.14 6.78 7.50
pH_1 7.50 7.50 0.08 0.03 7.40 7.64
pH_2 7.21 7.20 0.10 0.04 7.09 7.36
Surfactante
+ pH_3 7.18 7.16 0.11 0.04 7.07 7.36
PEG
pH_4 7.12 7.06 0.13 0.05 6.98 7.28
pH_5 6.96 6.90 0.21 0.09 6.72 7.32
pH_1 7.51 7.54 0.08 0.04 7.39 7.59
pH_2 7.21 7.21 0.20 0.09 6.88 7.38
Surfactante pH_3 7.23 7.19 0.20 0.09 6.95 7.45
pH_4 7.18 7.13 0.21 0.09 6.95 7.48
pH_5 7.14 7.13 0.31 0.14 6.80 7.52
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Anexo 4 - Valores das diferengas das medidas da PaO, (APa0,) apds a

indugcéo da SAM.

Tratamento N Variavel Média Mediana Desvio Erro Minimo Maximo
Padréo Padréo
APa0, 3 7.00 6.00 10.98 4.91 -3.00 23.00
Controle 5 | APao, 4 30.80 14.00 56.58 25.30 -17.00 129.00
APa0; 5 16.80 16.00 51.13 22.87 -29.00 99.00
APa0, 3 6.17 4.00 8.64 3.53 -2.00 21.00
Surfactante+PEG | 6 | APa0, 4 13.83 9.50 23.94 9.77 -7.00 55.00
APa0,_5 5.67 14.00 23.98 9.79 -25.00 27.00
AP0, 3 9.72 12.00 12.51 5.59 -9.40 21.00
Surfactante 5 | ApPa0, 4 13.78 8.00 24.81 11.09 -8.10 56.00
APa0,_5 40.60 5.00 82.30 36.80 -7.00 187.00
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Anexo 5 - Valores das gasometrias e APaO, (médias + desvio padr&o)

e comparagdo entre os grupos.

Tratamento

Gasometria Variavel Controle Surfactante+PEG Surfactante p
PaO, 353 + 29.60 263.5 + 86.84 305.6+100.24 0.2132
Pré-Meconio PaCO, 34.74 +10.53 31.83+10.83 31.80+9.15 0.8708
pH 7.47 +0.14 7.5+0.08 7.51+0.08 0.7834
PaO, 59.8 + 12.68 55.17 + 17.19 58.4 + 20.96 0.9006
Pés-Meconio PaCO, 80.2 +40.12 68.33+24.43 77.4+51.97 0.8721
pH 7.18 +0.21 7.2140.10 7.2140.20 0.9677
PaO, 66.8 +21.12 61.33+16.18 68.12 + 19.41 0.8172
30 minutos APaO, 7 +10.98 6.17 + 8.64 9.72 + 12.51 0.8535
pos-tratamento PaCO, 77.32 +38.69 75.17 £ 19.37 73.94 + 40.43 0.9868
pH 7.24+0.18 7.18+0.11 7.23 + 0.20 0.7788
PaO, 90.6 + 68.12 69 + 24.46 72.18 + 34.83 0.7108
3 horas APa0, 30.8 + 56.58 13.83 + 23.94 13.78 + 24.81 0.7073
pos-tratamento PaCO, 86.8 + 40.08 89.5 + 35.69 83.82 +44.19 0.9727
pH 7.18+0.18 7.12+0.13 7.18 +0.21 0.7529
PaO, 76.6 + 48.04 60.83 + 19.18 99 + 94.17 0.5865
6 horas APa0; 16.8+51.13 5.67 +23.98 40.6 +82.3 0.5911
pos-tratamento PaCO, 103.4 +64.13 135.83 £59.79 83.3 £ 46.45 0.3390
pH 7.15+0.30 6.96 + 0.21 7.14 +0.31 0.4469
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Anexo 6 — Grafico das medidas repetidas das PaCO, (mmHg)

PacO, 160 -
(mmHg)

Controle
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Figura 1. Evolucdo das médias (+ dp) dos valores da PaCO,
durante o experimento nos trés diferentes grupos apés a indugao
da SAM, mostrando que os valores nao se alteraram ao longo do
estudo (p=0,339).
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Anexo 7 — Grafico das medidas repetidas dos pH
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Figura 2. Evolucdo das médias (+ dp) do pH durante o
experimento nos trés diferentes grupos apos a indugdo da SAM
(p= 0,4475).




Anexos

125

Anexo 8 — Resultados da ANOVA multivariadas para medidas repetidas dos

valores da PaO, , PaCO,, pH e da variagdo da PaO2 (APa0,).

Efeito PaO, PaCO, pH APaO, *

Tratamentos p=0,8502 P=0,8084 | p=0,6317 p=0,8154
Tempo p=0,8076 P=0,2314 | p=0,3168 p=0,6056
TratamentosxTempo p=0,5596 P=0,5038 | p=0,4712 p=0,5164
Covariavel ** p=0,0691 P=0,2775 | p=0,4414 p=0,1218
Teste de Esfericidade p<0,0001 P=0,0077 | p<0,0001 p=0,0457

*APaO, - diferenca entre
subsequientes.

++ covariavel utilizada foi PaO, antes da inducdo da SAM.

os valores da PaO, antes da SAM com os valores
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Anexo 9 - Protocolo de Anestesia

PORCO #
ANESTESIA

1. dose inicial de cetamina 2 mg/kg

2. fentanila, 5mcg/kg/dose

3 . pancurdnio 0,1mg/kg/dose

4. fentanila e pancurdnio serao repetidos a cada
hora para manté-los anestesiados/ paralisados
CETAMINA

Diluir ___ ml em 9 ml de SF(aplicar 1 ml/kg) : mi
FENTANILA

Diluir ___ ml em 9 ml de SF(aplicar 1 ml/kg) :
PANCURONIO

Diluir ___ ml em 9 ml de SF(aplicar 1 ml
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Anexo 10 — Dados Gerais sobre os Animais

PESO (g)

CONTROLES n=5

1700 + 348,21

SURFACTANTE n=5

1370 £ 454,97

SURFACTANTE + PEG n=6

1360 * 221.36

Obitos Sem doenga Doses complementares
(horas) surfactante (n= 16)
Controle 9 2 (>3)
Surfactante 9 3(>3)
PEG 8 2% (<2)
TOTAL 26 7
* p=0,2364

* Um 6bito ocorreu durante a indugao da SAM.
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ANEXO 11 - Consisténcia do Meconio

PORCO PELLET CONSISTENCIA | OBITO DIA
(ml) /m | (%)

4 (SURFACTANTE) 5,1/6 85 SIM

5 (SURFACTANTE)* | == |  smemmeemeem | emeeeees

7 (SURFACTANTE) 1,4/5,6 25 NAO

10 (CONTROLE) 2,3/5,7 40 NAO

13 (PEG) 0,9/3 30 NAO

16 (SURFACTANTE) 3,2/5 64 NAO

20 (CONTROLE) 0,9/5 18 SIM

21 (PEG)** 1,4/5 28 SIM ¥

22 (CONTROLE)*** 1,4/5 28 SIM ¥

25(PEG)*** 2,8/5 56 SIM

27(CONTROLE) 0,7/4 17,5 NAO

29(PEG) 0,7/4 17,5 NAO

30 (SURFACTANTE) 2/5 40 SIM §

31 (SURFACTANTE) 2/5 40 SIM §

32 (PEG) 2/5 40 NAO §

33(PEG) 0,5/5 10 NAO

36(SURFACTANTE) 0,5/5 10 NAO

37(PEG) 0,5/5 10 NAO

43(CONTROLE)*** 4,6/5 92 NAO

44 (CONTROLE)* 0,8/5 16 | &

45(SURFACTANTE) 0,8/5 16 NAO &

46(CONTROLE)* 0,5/5 O #

47(CONTROLE) 0,5/5 10 NAO #

48(CONTROLE) 0,5/5 10 NAO

A (PEG) 1,2/5 24 NAO +

C (SURFACTANTE) 1,2/5 24 NAO +

* Nao desenvolveu SAM,

** Obito na inducdo da SAM

*** Mecobnio “gelatinoso”
¥ u § A& #,+: Experimentos realizados no mesmo dia e com o mesmo pool de mecénio




