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RESUMO
Linhas-B detectadas por ultrassonografia pulmonar como um sinal de lesdo pulmonar aguda

em um modelo experimental de infusdo de 4cido oleico em ratos.

Embasamento. Linhas-B detectadas por ultrassom pulmonar (USP) ¢ sinal de sindrome
intersticial aguda do edema pulmonar cardiogénico, pneumonia COVID-19 e sindrome

da angustia respiratoria aguda (SDRA).

Objetivo. Avaliar a USP, a gasometria arterial e histopatologia pulmonar em um modelo

experimental agudo de SDRA em ratos por acido oleico (AO).

Me¢étodos. USP foi empregado em 57 ratos de laboratorio Wistar (398.1+£54.7g, 7147 dias,
machos) sob ventilagdo continua igualmente distribuidos em trés grupos diferentes: 1-
controle, infusdo salina (S), 2- AO (33,33%), e 3- AO diluido em albumina bovina (AO-a)

(33,33%). Varreduras com USP e transdutor linear de 7,5-MHz em ambos os hemitoéraces
permitiram a contagem de linhas-B (0= pulmdo negro com linhas-A na horizontal a 10=
pulmdo branco com linhas-B coalescentes) em 2 locais pré-definidos aos 0, 15, 30 e 60’
sincronizados com gasometria arterial e analise morfologica abrangedora com hematoxilina-

eosina (HE) em todos os ratos no sacrificio e a magnitude da lesdo foi estimada.

Resultados. O nimero de linhas-B aumentou significativamente em AO (8.7£3.2, 12.5£2.8,
15.14£3.6) e AO-a (8.6+£3.4, 13.1+4.3, 14.76+4.2), mas ndo em S (1.2+1.5, 1.5+1.5, 1.8+£1.5,
p<0.001) aos 0, 15, 30 e 60 minutos. PO2 foi constante no grupo S e diminuiu nos grupos

AO. Edema alveolar e necrose foram diferentes em AO e AOa x S (p<0.05, Pearson y 2 teste).

Conclusoes. Avaliagdo da presenca e nimero de linhas-B com USP permite detecc¢ao de
SDRA por AO em ratos, com avaliagdo ndo invasiva precoce e quantitativa de lesdo.
Comprometimento proeminente com achados histopatologicos semelhantes

a SDRA nos grupos AO e AO-a no sacrificio dos ratos foi demonstrada.
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ABSTRACT

B-Lines with lung ultrasound for detection of pulmonary acute injury in an experimental

model of oleic acid infusion in rats.

Background. B-profile detected by lung ultrasound (LUS) is a sign of acute interstitial
syndrome found in cardiogenic pulmonary edema, COVID-19 pneumonia and acute

respiratory distress syndrome (ARDS).

Aim. To assess LUS and morphological correlates in a rat experimental model of ARDS

induced by oleic acid (OA).

Methods. We used LUS in 57 anesthetized Wistar lab rats (398.1+£54.7g, 71+7 days, all

males) under continuous ventilation equally distributed in three different groups: 1- control,
saline infusion (S), 2- OA (33.33%), and 3- OA diluted in bovine albumin (OA-a) (33.33%).
LUS scanning with a 7-MHz linear probe at both sides of thorax allowed counting of B-lines
(from 0= black lung with horizontal A-lines to 10 = white lung with coalescing B-lines) in 2
predefined scanning sites at 0, 15, 30 and 60’ synchronized with arterial blood gas analysis
along with comprehensive morphologic analysis (HE) in all animals at end, and severity of

the lesion was estimated to quantify abnormalities in histopathology.

Results. The number of B-lines increased significantly in OA (8.7+£3.2, 12.5+£2.8, 15.1£3.6)
and OA-a (8.6+3.4, 13.1+4.3, 14.76+4.2), but not in S (1.2+1.5, 1.5+1.5, 1.8+1.5, p<0.001)
at 15, 30, and 60 minutes. PO2 was constant in the S group and decreased in OA groups.

Alveolar edema and necrosis were different in OA and OAa x S (p<0.05, Pearson y ° test).

Conclusions. LUS assessment of B-lines presence and number allows detection of
OA-induced ARDS in rats, providing a non-invasive, precocious and quantitative assessment
of acute lung injury. Prominent compromise with findings of histopathology similar to those

of ARDS in OA and OA-a groups at sacrifice was demonstrated.
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Bl troducio

A ultrassonografia pulmonar (USP) foi proposta em 1997 (1) como ferramenta diagndstica
do edema pulmonar. Através da identificacdo das Linhas-B estabeleceu-se como um sinal da
lesdo pulmonar aguda (LPA), a sindrome intersticial aguda presente no edema pulmonar
cardiogénico e ausente na doenga pulmonar obstrutiva cronica. Ambas apresentam-se com
quadros semelhantes de dispneia e o diagndstico diferencial as vezes ¢ impossivel quando

apoiado apenas em dados semioldgicos e na radiografia do térax (RX torax).

Mais de duas décadas depois, a imagem ecografica das linhas-B ¢ vista nas pneumonias e
(inclusive a pneumonia causada pelo COVID-19), estando relatadas na insuficiéncia cardiaca

(IC), na sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) e na fibrose pulmonar.
Desde os primoérdios da ecocardiografia foi salientado que o ar presente nos pulmdes interfere

na obtenc¢do das imagens. Tal barreira actstica de alta impedancia sempre foi considerado o

maior obstaculo para obtencao de imagens pulmonares na USP (2).
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2 Ultrassonografia Pulmonar
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-Ultrassonograﬁa Pulmonar

Até recentemente o pulmao ndo estava ao alcance dos exames de ultrassom. Constava na 18a.

edi¢do do livro-texto Harrison's Principles of Internal Medicine:

... because ultrasound energy is rapidly dissipated in air, ultrasound imaging
is not useful for evaluation of the pulmonary parenchyma. Longo D, Fauci
AS, Kasper DL, Hauser S, Jameson JL, Loscalzo J. Harrison’s Principles of
Internal Medicine. 18th ed. New York: McGraw-Hill; 2011. Part 11, Section
1, Chapter 253 (3)

Mas nao € mais aceito como uma verdade.

Picano em editorial do European Journal of Heart Failure em 2012 escreveu (4):

lung ultrasound can offer surprising clinical dividends in several
challenging conditions, from pulmonary oedema to interstitial lung fibrosis,
from acute respiratory distress syndrome (ARDS) to pleural effusion and

pulmonary embolism. (5)

A publicagdo de Lichtenstein abriu um espetacular horizonte, permitindo aos cardiologistas
obter imagens diretas e de uma maneira semi-quantitativa estimar a magnitude do edema
pulmonar (6). Nao apenas dos cardiologistas, também aos intensivistas, emergencistas,

nefrologistas, reumatologistas, pediatras, especialistas em medicina do esporte (4).

No artigo original, e a seguir em varios outros, este sinal foi confirmado em quadros cronicos

e agudos de edema pulmonar (7) e foi descrito como:

... cometas de ultrassom pulmonar consistem em multiplas caudas de cometas
originadas dos septos interlobulares espessados por dgua e se espalhando a

partir da superficie pulmonar (8).

Diversos autores salientaram sucessivamente a aplicabilidade e a exequibilidade

preponderante do método da USP, devido ao alto custo-beneficio, ndo ser um exame a base
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de radiag¢des ionizantes, facilidade e velocidade de obteng¢do em qualquer lugar e por qualquer
um da equipe assistencial em comparagdo com o método radioldgico, caracterizando-o no

seu papel fundamental no diagndstico do edema pulmonar (6).

Ainda ha espago para uma translacdo deste sinal do laboratério de ecocardiografia para a

beira do leito e destes para o laboratdrio de experimentacdo animal e vice-versa.

A SDRA pode ser reproduzida experimentalmente em animais de bancada de varias maneiras
como € o caso da administracdo do acido oleico (AO). Os animais apresentaram insuficiéncia
respiratdria com dispneia/taquipneia, hipoxemia aguda e lesdo alveolar secundaria a resposta
inflamatoria pulmonar (9) com seu padrio morfolégico de lesdo alveolar, congestiao
microvascular, injiria microvascular, infiltrado de células inflamatorias, edema pulmonar e
necrose com uma relacdo dose-dependente demonstrada em ratos servindo como uma

ferramenta importante para se estudar a fisiopatologia da SDRA induzida por AO (10).

O padrao morfolégico, e multi-etiologico de agressdo da membrana alvéolo-capilar, a
permeabilidade aumentada, varidvel em gravidade, em extensdo de comprometimento do
parénquima pulmonar, repete-se em todas as etiologias da SDRA e seu edema inflamatdrio
leva in extremis ao colapso heterogéneo dos alvéolos e as graves alteracdes da troca gasosa

com desfechos fatais, caso ndo se oferecam os adequados meios de suporte ventilatorio (11).
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3 Linhas-B/cometas na USP
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Il inhas-B/cometas na USP

Linhas-B "ou cometas'' na ultrassonografia pulmonar: aspecto, significado, ocorréncia
9 9

comparacio com outras imagens.

Do padrdo da uma sequéncia de linhas horizontais chamadas linhas-A (Figura 9 do artigo,
esquerda), visto no pulmao normal, passamos para o padrao de linhas-B, e uma apresentacao
totalmente diferente, assemelhando-se a "cometas", gerados devido a presenca de congestao
e edema intersticial pulmonar, em que o espessamento dos septos interlobulares com a
presenca de ambos ar e 4gua cria uma impressao peculiar. As linhas-B (Figura 9 do artigo,
direita) sdo, portanto, um sinal ecografico a USP de aumento da 4gua extravascular pulmonar

(12), de edema intersticial.

As linhas-B sdo verticais e tém aspecto de um artefato reverberacional na superficie das
estruturas pulmonares, originada na mudanga volumétrica na relagdo entre o ar e o fluido
presente nos tecidos (13), semelhantes a um laser com origem na linha da pleura e que se
mantém até o extremo oposto, da parte mais superior a base da imagem na tela do ecografo,

sem perder sua luminosidade e acompanhando a movimentagao pleuropulmonar (5).

A identificagdo de dgua extravascular pulmonar ¢ uma pega chave, pois ¢ fundamental a
imaginologia no diagndstico da congestdo pulmonar da IC aguda (14) ou cronica (15), no

manejo da IC e para o seu progndstico (16).

Principalmente nos estagios iniciais a semiologia toracica e cardiovascular, bem como sua
monitorizag¢do no paciente com congestao pulmonar por IC, sdo enorme desafio devido a sua

falta de acuracia (15).

O RX torax foi o primeiro método de imagem sendo tradicionalmente usado para avaliar o
edema pulmonar, mas sabe-se que possui limitagdes e quando foi comparado a USP (17) —
ndo somente quanto a identificacdo de edema pulmonar, mas também no diagnostico de
condensagdes pneumdnicas — revelou-se menos adequado (18). Inclusive quando a USP foi

comparada a tomografia computadorizada (TC) pulmonar ela se evidenciou muito 1til (19).
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A USP foi superior devido a comprovada relagdo linear entre o nimero de linhas-B ¢ a

quantidade de edema (20) e também por causa da sua praticidade e ampla disponibilidade.

A importancia crescente da USP soma-se a possibilidade de elevagio da pressio capilar

pulmonar na auséncia de achados diagndsticos no RX de térax (14), (21), (7), (22).

Como o padrdo ouro para avaliar-se a congestdo ¢ a medi¢do direta da pressdo do atrio
esquerdo e a pressdo capilar pulmonar por cateterismo cardiaco (CAT) direito, e 0o CAT é um
exame invasivo, este método ¢ mais limitado para isto (23), destacando a importincia

adicional do estudo de métodos confidveis que contribuam na avaliagdo do edema pulmonar.

J& ha recomendagdes referentes ao uso da USP na avaliagdo do edema pulmonar da IC. Em
2010, a European Society of Cardiology (ESC) considerou-a como ‘‘método com potencial
de utilidade para avaliar a congestdo pulmonar’’ (14) e em 2015 recomendou como um dos
exames para avaliar congestdo pulmonar em pacientes com IC aguda (24) tendo na ultima

diretriz da ESC uma recomendacao de grau II e nivel de evidéncia "a" (25).

A presenga de edema pulmonar esta também frequentemente presente em muitas condi¢des
clinicas da SDRA, como na sepse do adulto (26), do recém nascido (27), trauma pulmonar
por impacto direto ou indireto (28), pneumonias em geral (29), e inclusive as do COVID-19
(30), doenca renal cronica em regime dialitico por hemodidlise (31) ou ndo (32), e o elo
comum que une todas estas condi¢des, o denominador clinico, sendo sempre a SDRA, e dai

a USP ter se firmado como importante exame de imagem pulmonar (33) nesta sindrome.
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4 Linhas-B: obtencao e leitura
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-Linhas-B na ultrassonografia pulmonar: obtenco e leitura.

A obten¢do das imagens da USP pode ser feita com qualquer aparelho de ecografia, ou de
ecocardiografia, ndo ¢ sequer necessario o modo Doppler a cores ou espectral que ndo sdo
usados para obtencdo das imagens pulmonares. Usam-se os mesmos transdutores setoriais
usados na ecocardiografia, transdutores convexos muito utilizados nas imagens abdominais
e também nas obstétricas em todos os trimestres da gestagdo e os transdutores lineares muito
utilizados nas imagens vasculares periféricas, com todas as frequéncias em mHz existentes,
sendo que quanto maior a frequéncia melhor a visualizagdo das estruturas mais proximas do
mesmo e maior a resolugdo. Atualmente os transdutores podem também ser focados ou nao
e os aparelhos podem dispor de harmodnicas (segunda harmoénica) o que ndo influi na
qualidade das linhas-B. Logo, todos estes transdutores e aparelhos com diferenciagdes

diferentes permitem-nos obter imagens de USP de boa qualidade e também reproduziveis.

Quanto a obteng¢do das imagens ¢ desnecessario ser especialista. Bastam 2 horas de
treinamento (34) a habilita¢do das linhas-B, o que pode ser feito por qualquer profissional da

equipe assistencial (35), (36), (37), com aparelhos menores do que um tablet (38).

Em busca de alternativas promissoras a USP tem se destacado como um exame
complementar para avaliagdo da congestdo pulmonar em inlimeros cendrios a beira do leito
e nos ambulatdrios, nas internagdes eletivas e nas unidades de Emergéncia e de Terapia
Intensiva (UTI), e nas de Recuperagdo pods-operatoria. Também tem sido utilizada no
contexto de experimentacdo com animais de laboratdrio (39), embora em um grau menor do
que na area clinica, no caminho inverso em que a comprovagao da valia de muitos métodos

geralmente comega nas bancadas para a seguir migrarem para uso a beira do leito (40).

O treinamento para a leitura das imagens este ¢ comprovadamente de pequeno grau de
dificuldade e em pouco tempo um profissional pode qualificar-se e ser um bom leitor de
linhas-A e linhas-B para o diagndstico de congestdo pulmonar (41), e inclusive além destas
imagens (42,43). Estudos tém sido publicados salientando-se que os controles de qualidade

baseados na internet proveram harmonizagao dos critérios de leitura das linhas-B (34).

Em estudo conduzido em grupos de médicos residentes de varias especialidades que
executam rotineiramente exames de USP a conformidade das suas leituras para o diagndstico
da presenga ou auséncia das linhas-B foi adequada, mas revelou-se necessario um

treinamento e controle de qualidade adicional para leitura dos niimeros intermediérios das
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linhas-B. Isto destaca que sua limita¢cdo ndo estd na execugdo mas na capacitagdo continuada

das habilidades dos operadores, necessarias para nivelamento dos seus laudos (44).

Este problema pode ser, todavia, controlado com a populariza¢do adicional do instituto de
um segundo leitor, com o advento do amplo uso de sofiwares gratuitos de comunicagdo pelos

smartphones (45).
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S Linhas-B e edema pulmonar
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-Linhas-B ¢ edema pulmonar

No caso do edema pulmonar da IC de qualquer etiologia, médicos construiram critérios
diagnosticos reunindo sinais e sintomas clinicos. Surgiram, critérios de Framingham (46),
Boston (47) (este agregou achados do RX de torax), e de Minnesota (48) (que agregou
adicionalmente o achado da frag¢do de ejecao (FE) do ventriculo esquerdo (VE) para avaliar-
se o poder desta em diferenciar usando-se a mortalidade ajustada para o sexo e a idade na

predicdo mortalidade em 2 anos).

A limitacao de todos estes critérios se considerados isoladamente foi estudada em relagdo ao
de Framingham. A critica ¢ quanto & sua baixa eficacia com sua pequena especificidade,

sensivel para diagnostico de IC (97%) e s6 moderadamente especifico (79%) (49).

Um complicador adicional ¢ o diagndstico de condi¢des clinicas especificas de congestao
pulmonar como a IC com fragdo de eje¢ao preservada, que mereceu uma publicagdo recente
da European Society of Cardiology (50) em que a dificuldade diagnoéstica exige a realizacao
adicional de outros exames, como a dosagem do peptideo natriurético atrial (BNP) e do seu
pro-peptideo (pro-BNP) e de ecocardiografia de exercicio e no extremo hé a necessidade de

confirmagdo por cateterismo cardiaco direito com afericdo das pressdes pulmonares.

A quantidade de 4gua no espago extravascular pulmonar (AEEVP) (4) ¢ proporcional ao
numero de linhas-B presentes na USP. O padrdo normal de auséncia de sinal de eco (pulmao
preto, pequena quantidade de AEEVP), pode dar lugar ao padrdo preto e branco (edema
intersticial subpleural com multiplas linhas-B), até um padrdo completamente branco do
pulmdo (edema alveolar pulmonar), linhas-B coalescentes, o nimero variando com a posi¢ao

do individuo e com a regido pulmonar analisada, havendo comprovagdo morfolégica (39).

O ntmero de linhas-B na varredura do térax anterolateral ¢ geralmente somado para gerar
uma pontuagdo de <1-5 até >30, assim criando uma pontuacao semiquantitativa. Mais do que
2 por cada espago intercostal ou até 5 numa varredura adequada no térax anterolateral pode
ser um achado normal, mais frequente nas areas latero-basais. O nimero e a extensao espacial
delas no térax anterolateral permite uma estimagao semiquantitativa da AEEVP (de ausente,

<5, para edema pulmonar grave, >30 linhas-B) (51).
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Respiratorio Agudo
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IS drome do desconforto respiratério agudo

A SDRA foi descrita por Ashbaugh e outros em 1967, hd 53 anos, e estes autores de diferentes
especialidades médicas nos Estados Unidos (Ohio, Colorado e Michigan) descreveram um
quadro clinico grave em 12 adultos com dispneia, hipoxemia refrataria opacificacdes difusas
no RX de térax apos infec¢ao ou trauma (52). Ashbaugh (Ohio) e Petty (Colorado) j& haviam
salientado esta doenca 1 ano antes em pacientes com embolia pulmonar gordurosa e tinham

proposto o uso de corticosteroides com finalidade terapéutica (53).

E plausivel imaginar-se e é quase certo afirmar-se que a SDRA ocorria anteriormente, muito
antes das primeiras UTIs, mas foi em 1967 que se estabeleceram os tempos modernos para a
SDRA, com as UTI, se estabelecendo antes — no Kommunehospitalet, Copenhague, em

dezembro de 1953 (54) —, como o local para tratar estes pacientes (55).

O achado histopatologico de proeminentes membranas hialinas cobrindo os espagos
alveolares de 6 de 7 pacientes que vieram a falecer, era um achado que se acreditava antes
serem especificos desta sindrome em bebés e no passado assim se denominava esta sindrome
descrita em prematuros, sindrome da membrana hialina. Por este motivo quando descrita a
SDRA a letra "A" deste acronimo significava "adulto" sendo mais tarde substituido o
significado por "agudo". Em 2000 outros autores publicaram no New England Journal of
Medicine sobre este tema (56), e em 2017 novamente o mesmo Journal atualizou-o
salientando dois substanciais progressos: os manejos clinico e do risco de SDRA, ambos
fundamentais na redu¢do da incidéncia ¢ da mortalidade, Contudo, mesmo recentemente, ha
3 anos atrds, autores salientaram que esta sindrome permanece como uma condi¢do
relativamente comum e letal ou incapacitante, pois os acometidos de SDRA grave
sobrevivem com um risco aumentado de declinio cognitivo, depressdo, desordem de stress

pos-traumatico e fraqueza musculo-esquelética persistente (33).

A SDRA foi bem definida clinicamente apenas 25 anos atras, em 1992, em uma conferéncia
de consenso Americana-Européia que estabeleceu critérios diagndsticos especificos para a
SDRA (57) e estes critérios foram revisados e incluiu-se a necessidade de um achado de
hipoxemia severa com uma descri¢do de uma razao PaO2/FiO2 < 200 mmHg, retirando-se
da recomendagao prévia a utilizagdo da medi¢ao da pressdo da artéria e encunhada do capilar

pulmonar com cateter flutuante de Swan-Ganz do prévio consenso modificando, entdo, sua
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descricao inicial para tornar mais facil seu uso nos paises com recursos limitados, o que veio

a ser o chamado "Critérios de Berlin" da SDRA (58).

Até recentemente a avaliacdo objetiva das causas da SDRA eram inespecificas impondo
dificuldades de rastreamento, principalmente porque s6 se baseiam nos dados semiologicos
de historia e exame fisico, da gasometria arterial seriada e dos achados no RX de térax e estes

parametros s6 permitem tardiamente a confirmag¢@o da injiria pulmonar.
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Il ducio experimental de Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo

A SDRA pode ser desencadeada com varios protocolos experimentais € em varios modelos
animais e entre eles destacam-se 4: 4cido oleico (AO) IV, lavagem pulmonar com solucao
salina a 0,9% (soro fisioldgico) (59), administragdo intraperitoneal de paraquat (60) e

isquemia seguida de reperfusdo da artéria pulmonar (61).

Jefferson e Necheles foram os primeiros a publicar que quando AO puro foi injetado no
sistema venoso central (SVC) em cdes respirando espontaneamente, eles frequentemente
morriam, desenvolvendo edema agudo pulmonar com secrecdo aerada rdésea e

frequentemente faléncia hemodindmica com morte dentro de 1 hora (62).

A injtria induzida por AO ¢ um modelo experimental bem estabelecido de lesdo pulmonar
aguda em porcos (63) e também em ratos, onde ¢ considerada capaz de reproduzir a fase
exsudativa da SDRA (64). A administracdo de AO ja foi feita em varias quantidades, e em
varias diluigdes, tendo sido injetadas IV em experimentos com inumeros modelos de animais
de diferentes portes e com diferentes protocolos, o que torna dificil se pesquisar mais sobre

esta sindrome (57), (65), (66), (67), (68,69), (70), (71), (72), (73), (74), (75).

Ha diferentes publicagdes de utilizacdo de AO puro ou combinado em varios protocolos
experimentais em roedores: AO puro (as doses variaram muito em diversos estudos e em
diversas linhagens), AO com albumina bovina (74) — AO aproximadamente 99% puro e
albumina sérica bovina foi usado por Dickey em 1981, quando sugeriu nesta mais antiga
publicacdo que que seu modelo se acompanha de uma menor mortalidade —, ¢ AO com
etanol (76). AO puro IV e em uma unica dose induziu graves alteragdes compativeis com
SDRA e espécimes de pulmao foram analisados em diversos momentos apos a inje¢do em

um estudo sistematico da lesdo aguda e das lesdes cronicas resultantes (77).

Um outro protocolo de administragdo do AO diluido em Tris (Hidroximetil Aminometano)
que também foi proposto em literatura previamente, e ndo foi muito testado, pois o trabalho
mais importante em que este modelo foi utilizado empregou vérias infusdes de AO e no nosso

caso pretendemos testar um modelo de administragao IV tnica. (78)
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Considera-se que ha diferentes publicacdes de utilizacdo de AO puro ou combinado em
outros protocolos e em outros experimentos (75,79-81) porém nunca foi publicado um
estudo com o objetivo de se comparar a injuria pulmonar a luz das Linhas-B e a sua

correlagdo histopatologica entre os diferentes protocolos de administracao.

Em 1977, ou seja, 10 anos apds a descricdo original da SDRA, Derks fez o estudo mais
detalhado dos achados histopatoldgicos do modelo de AO em animais sacrificados 6-12 horas
apos a inje¢do no sistema venoso central (SVC) com demonstragdo de edema alveolar,
hemorragia pulmonar, congestao e necrose do septo alveolar, pois a deposi¢do de fibrina na

superficie alveolar implica a ocorréncia de coagulagdo extravascular (71).

Aproximadamente uma década depois observou-se nas necropsias de animais em momentos
diferentes apds infusdo de AO que a agdo direta e indireta imediata e precoce ¢ uma lesdo

inflamatoria no parénquima pulmonar semelhante a da provocada por sepse (82).

Esta consideracdo tem, ou, historicamente teve, importancia no contexto de que se 0 AO "...
¢ um modelo valido de SDRA, de que as consequéncias da lesdo dependem da fisiopatologia
e patobiologia da lesdo pulmonar aguda ou sdo fun¢do da causa subjacente, ja que a SDRA
estando frequentemente associada a sepse poderia levantar uma forte suspeicao de que os
eventos inflamatdrios unicos postos em movimento pelo processo séptico influenciam o

desenvolvimento e a resolu¢do da injuria pulmonar aguda" (83).

A histopatologia, 2 analise gasométrica arterial e pela anélise da propriedade da complacéncia
estatica respiratdria utilizando-se modelos porcinos provou-se que o comprometimento
pulmonar tem caracteristicas reproduziveis, ocorre muito precocemente (39), (40) com
necrose das células endoteliais seguida de necrose das células epiteliais alveolares com
ambos os tipos de células destacando-se das suas membranas basais, congestao capilar grave
e edema intersticial/intraalveolar também estando presentes pelas alteragdes da
permeabilidade capilar devidas a injuria do endotélio, tendo distribui¢ao nao homogénea da
deposicao de liquido, primariamente em zonas periféricas e dependentes dos pulmdes em

estudo de cortes finos TC do térax em modelo canino (84).

A mortalidade dos animais em diversos experimentos varia muito, podendo ser muito alta
(40), o que importa sensivelmente, pois, como foi salientado, enquanto que determinado

modelo pode prover beneficios significativos, nenhum ¢ desprovido de pontos fracos,
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tornando obrigatdrio se a escolha ¢ por um experimento em animal de grande porte ela deve

ser cuidadosamente considerada com base no foco do estudo (85).

Existe razoavel base tedrica da aplicabilidade do AO no estudo das lesdes pulmonares porém
ndo existe um protocolo definido bem como hé escassos relatos e modelos em diferentes
espécies e, também, ndo parece que serd consensual a escolha pelos melhores protocolos,

relatando os efeitos adversos e a mortalidade, o que vai depender de cada questao de pesquisa
(39), (85), (10), (86).
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8 Seguranca da USP
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-Seguranga da Ultrassonografia Pulmonar

Diagnosticar precocemente edema pulmonar por intermédio da identificagdo das linhas-B ¢
muito importante e a USP ¢ segura no cendrio médico e nos experimentos em bancada, pois
a energia magnética das ondas ultrassonicas com os equipamentos comercialmente
disponiveis, e as duragdes (de segundos) necessarios, sdo muito curtas, o que garante a

integridade do tecido que estd sendo ‘ecoado’.

Este efeito de energia magnética das ondas ultrassonicas ¢ determinante e provavelmente nao
completamente compreendido e esta ligado a indices mecanicos e ao tempo que o tecido ¢
ecoado, mas como o angulo de insonagdo ndo exerce nenhuma modifica¢do na imagem da
ecografia pulmonar, pois ndo se aplica neste contexto a necessidade de se avaliar fluxo, sendo
feita apenas a avaliacdo do parénquima, este viés ndo ¢ experimentalmente um aspecto

insuperavel, ou comprometedor, com um desenho experimental apropriado.

Pela natureza deste exame, e de fatores como experiéncia dos examinadores, mantido o
mesmo setting do aparelho, tal como a frequéncia das ondas ultrassonicas, indices mecanicos,
o ciclo de operagdo do equipamento, a duracdo da varredura por setor para a varredura, nao
haverd dificuldades em se proceder a analise com leitura do niimero total das linhas-B

pulmonares.

Miller et al publicou (87) quanto a atuagdo do ultrassom em tecidos mais “sensiveis” e em

exames mais longos, mas, no caso da ecografia pulmonar, este problema ndo ocorre.

Miller et al descreveram que alteragdes ao exame “... com ecografia pulmonar nado foram
evidenciadas durante a maior parte das varreduras com 10 segundos, embora sim com
coloragdes especificas a histopatologia, indicando que até poderia ocorrer hemorragia sem

evidéncia de lesdo a imagem da USP ...”.

Estes mesmos autores salientam que a USP comparativamente a tomografia computadorizada

(TC) do pulmao em ratos poderia revelar menos ocorréncia de aumento do edema.

O desenho deste estudo compara diferentes grupos com um grupo controle (em que nenhum
agente lesivo e provocante de SDRA ¢ infundido), e a comparagdo em poucos momentos

especificos do desenho de experimentacdo assegura que tais achados preocupantes podem
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ser prevenidos e o viés pode ser evitado e contornado, ja que dentro de cada grupo de ratos o

animal servird, adicionalmente, do seu proprio controle. (87)
Isto ¢ consistente mesmo para os delicados tecidos que contenham ar como os pulmdes (58).

O principal fator determinante ¢ o tempo por setor do pulmao, mais do que a dura¢do do
exame, ¢ as caracteristicas do preset utilizado. Com a pesquisa com foco nas linhas-B a USP

dura apenas 5 segundos por setor com 1-setor do pulmao por exame no rato (78).

44



3

9 Alteracoes morfologicas e AO
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Il A 1teracies morfologicas induzidas pelo 4cido oléico

Os achados morfoldgicos foram descritos e a andlise das microscopias Opticas pulmonares

dos ratos injetados com AO (T60 minutos) revelaram edema, congestdo, hemorragias e

necrose. (HE, X125), (Ver figuras 1 a 7).

Figural: Alteragdes morfologicas — edema.
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Figura 2: Alteragdes morfoldgicas — edema.
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Figura 3: Alteragdes morfologicas — congestao.
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Figura 4: Alteragdes morfologicas — congestao.
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Figura 5: Alteragdes morfologicas - focos de hemorragia intra-alveolar.
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Figura 6: Alteragdes morfologicas - focos de necrose isquémica.

51



Figura 7: Alteragdes morfologicas — focos de necrose isquémica.
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10 Treinamento/controle de
qualidade
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-Treinamento e controle de qualidade para as USP e para os experimentos

A capacitacdo e o controle de qualidade para iniciantes em métodos ecograficos do pulmao

sdo importantes.

O treinamento para a leitura das imagens ¢ comprovadamente de pequeno grau de dificuldade
e em pouco tempo qualquer profissional da satde pode qualificar-se e ser um bom leitor de
linhas-A e linhas-B para o diagnostico de congestdo pulmonar (41), e inclusive além de

imagens de linhas-B (42,43), (88).

Desde que estruturado, o tempo de treinamento de 2 horas mostrou-se suficiente para prover

proficiéncia para a quantificacdo de linhas-B da USP.

Estudos tém sido publicados salientando-se que os controles de qualidade baseados na

internet proveram harmonizacao dos critérios de leitura das linhas-B (34).

Em estudo conduzido em grupos de médicos residentes de varias especialidades que
executam rotineiramente exames de USP a conformidade das suas leituras para o diagndstico
da presenga ou auséncia das linhas-B foi adequada, mas revelou-se necessario um
treinamento e controle de qualidade adicional para leitura dos niimeros intermediérios das
linhas-B. Isto destaca que sua limitagdo ndo estd na execugdo mas na capacitagdo continuada

das habilidades dos operadores, necessarias para nivelamento dos seus laudos (44).

Este problema pode ser, todavia, controlado com a popularizacdo adicional do instituto de
um segundo leitor, com o advento do amplo uso de sofiwares gratuitos de comunicagdo pelos

"smartphones' (45).
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-J ustificativa

O presente projeto visou estudar a ultrassonografia pulmonar para diagnostico de edema
pulmonar da lesdo pulmonar aguda com protocolos de fase aguda de administracdo do AO
para avalia¢do de sindrome de desconforto respiratdrio agudo em ratos, bem como avaliar
por gasometria arterial seriada a troca gasosa e caracterizar os seus achados histopatologicos

no sacrificio.

Ecografia pulmonar em modelos de ratos com desencadeamento de sindrome de desconforto
respiratdrio agudo com AQO ¢ original e pode ser uma opgao para o diagndstico precoce do
intenso edema por aumento da permeabilidade da estrutura alvéolo-capilar devido a resposta

inflamatoria que precede a lesdo alveolar e que representa a fase exsudativa precoce (83).
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I Objectivos
-Geral

Descrever o modelo de lesdo pulmonar em ratos a ultrassonografia pulmonar com
identificacdo das linhas-B apds administracio de AO com proposi¢cdo de diagnosticar-se
precocemente o edema da lesdo pulmonar aguda por comprometimento do espago alvéolo-

capilar que precede o colapso e a necrose alveolar.

BE specificos

- Comparar os achados da ultrassonografia nos protocolos agudos ja usados de
administracdo de AO em ratos.

- Avaliar as alteragdes histopatoldgicas pulmonares apos a administragdo do AO.

- Mensurar as alteragdes de troca gasosa provocadas com administracdo de AO nas

gasometrias arteriais seriadas apds administragao de AO.
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13 Analise estatistica
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B A nilise Estatistica

Todos os dados de interesse do projeto serdo coletados, registrados em planilha EXCEL e
apresentados como média + desvio padrdo ou mediana e intervalos interquartis e a analise
estatistica serd feita com o programa SPSS versdo-18. Os testes escolhidos para cada anélise
variardo na dependéncia da distribuicdo normal ou ndo normal e serdo utilizados teste t de
Student ou, no caso de uma distribui¢do ndo normal, um teste Kruskal Wallis seguido pelo
teste post hoc com ajuste de Bonferroni. O nivel de significancia que sera aceito serd fixado

em 5%. Todos os dados serdo analisados de forma cegada.
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14 Conclusoes
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-Conclus()es

A revisdo da literatura revelou que a identificacdo das linhas-B pela ultrassonografia
pulmonar pode ser adequada para a avaliagdo das lesdes pulmonares agudas em um modelo

experimental de infusdo de 4cido oleico em ratos.

Os varios protocolos de infusdo de acido oleico em animais de laboratério experimental

devem ser testados, pois existe uma diversidade de opgdes e ha poucos estudos sobre o tema.

O uso de equipamentos comercialmente disponiveis de ecocardiografia e ultrassonografia e
de transdutores disponiveis devem ser testados em animais de pequeno porte e, se aprovados
quanto ao seu uso, a ado¢do de exames pode ser estendida a outros estudos e aplicada em
experimentos semelhantes com animais de pequeno porte, pois existe uma translacdo da

bancada dos modelos animais para a area clinica.
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A RTIGO

R csumo

Lesao pulmonar do acido oleico: diagnostico precoce pelas linhas-B da ultrassonografia e
relacdo com alteracdo funcional: um estudo imagem x histopatologia em modelo
experimental de ratos.

Embasamento. Linhas-B detectadas por ultrassom pulmonar (USP) ¢ sinal de sindrome
intersticial aguda do edema pulmonar cardiogénico, pneumonia COVID-19 e sindrome da
angustia respiratoria aguda (SDRA).

Objetivo. Avaliar a USP, a gasometria arterial e histopatologia pulmonar em um modelo
experimental agudo de SDRA em ratos por acido oleico (AO).

Me¢étodos. USP foi empregado em 57 ratos de laboratorio Wistar (398.1+£54.7g, 7147 dias,
machos) sob ventilagdo continua igualmente distribuidos em trés grupos diferentes: 1-
controle, infusdo salina (S), 2- AO (33,33%), e 3- AO diluido em albumina bovina (AO-a)
(33,33%). Varreduras com USP e transdutor linear de 7,5-MHz em ambos os hemitoéraces
em locais pré-definidos aos 0, 15, 30 e 60 minutos permitiram a contagem de linhas-B e
diferencas entre basal e cada ponto experimental foram testados com teste de Kruskal Wallis
seguida por teste post hoc com ajuste de Bonferroni. Imagens foram sincronizadas com
gasometria arterial aos 0, 15 e 60 minutos e andlise morfoloégica abrangente com
hematoxilina-eosina (HE) em todos os ratos no sacrificio e a magnitude da lesdo foi estimada.
O nivel de significancia que foi fixado em 5% (p < 0.05).

Resultados. O nimero de linhas-B aumentou significativamente em AO (8.7+3.2, 12.5+£2.8,
15.1+£3.6) e AO-a (8.6+3.4, 13.1+4.3, 14.76+4.2), mas ndo em S (1.2+1.5, 1.5£1.5, 1.8+1.5,
p<0.001) aos 0, 15, 30 e 60 minutos. PO2 foi constante no grupo S e diminuiu nos grupos
AOQO. Edema alveolar ¢ necrose nao foram diferentes em AO ¢ AOax S.

Conclusodes. Avaliacdo da presenga e nimero de linhas-B com USP permite deteccdo de
SDRA por AO em ratos, com avaliagdo ndo invasiva precoce e quantitativa de lesdo.
Comprometimento proeminente com achados histopatologicos semelhantes a8 SDRA nos
grupos AO e AO-a no sacrificio dos ratos foi demonstrada.
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-Abstract

B-Lines with lung ultrasound for detection of pulmonary acute injury in an experimental

model of oleic acid infusion in rats.

Background. B-profile detected by lung ultrasound (LUS) is a sign of acute interstitial
syndrome found in cardiogenic pulmonary edema, COVID-19 pneumonia and acute

respiratory distress syndrome (ARDS).

Aim. To assess LUS and morphological correlates in a rat experimental model of ARDS

induced by oleic acid (OA).

Methods. We used LUS in 57 anesthetized Wistar lab rats (398.1+54.7g, 71+7 days, all
males) under continuous ventilation equally distributed in three different groups: 1- control,
saline infusion (S), 2- OA (33.33%), and 3- OA diluted in bovine albumin (OA-a) (33.33%).
LUS scanning with a 7-MHz linear probe at both sides of thorax allowed counting of B-lines
(from 0= black lung with horizontal A-lines to 10 = white lung with coalescing B-lines) in 2
predefined scanning sites at 0, 15, 30 and 60’ synchronized with arterial blood gas analysis
along with comprehensive morphologic analysis (HE) in all animals at end, and severity of

the lesion was estimated to quantify abnormalities in histopathology.

Results. The number of B-lines increased significantly in OA (8.743.2, 12.5+2.8, 15.1£3.6)
and OA-a (8.6+3.4, 13.1+4.3, 14.76+4.2), but not in S (1.2+1.5, 1.5+1.5, 1.8+1.5, p<0.001)
at 15, 30, and 60 minutes. PO2 did not showed difference among groups. Alveolar edema

and necrosis were different in OA and OAa x S (p<0.05).

Conclusions. LUS assessment of B-lines presence and number allows detection of OA-
induced ARDS in rats, providing a non-invasive, precocious and quantitative assessment of
acute lung injury. Prominent compromise with histopathologic findings similar to those of

ARDS in OA and OA-a groups at sacrifice was demonstrated.

76



Bl troducio

As linhas-B detectadas por ultrassonografia sdo o sinal do edema pulmonar, presente em
varias doengas, como a insuficiéncia cardiaca com descompensa¢do aguda e cronica,

sindrome do desconforto respiratdrio agudo e pneumonias, inclusive as do COVID-19.

A importancia da mensuracdo da dgua extravascular pulmonar foi demonstrada ha muitos
anos, mas, pelo carater invasivo do método referencial, ndo ¢ aplicavel ao cotidiano (1). As
linhas-B foram validadas contra esta ultima (2) e a USP despontou na pratica clinica como
um método simples, reprodutivel, e com alto custo-beneficio, para avaliagao semiquantitativa

do edema e da congestao pulmonar (3), (4), (5), (6), (7).

Embora a experiéncia inicial seja encorajante sob condigdes estabelecidas (8) o papel

potencial da USP na SDRA ainda est4 sendo validado (9).

A SDRA ¢ uma sindrome clinica com alta incidéncia, entre 15.000 a 20.000 por ano nos
Estados Unidos, e uma mortalidade elevada, de 35% a 40% (10). Seu diagnostico tem base
nos critérios do consenso de Berlim e inclui o achado de hipoxemia refrataria grave com

Pa02/Fi02 <200 mmHg, dispneia e altera¢des radiologicas pulmonares.

O pilar diagndstico da SDRA esteve limitado ao achado de infiltrados bilaterais ao RX de
torax, pressao capilar pulmonar até 18 mmHg, gasometria arterial alterada e dispneia (8) e
ndo foi atualizado. Além da hipoxemia grave ocorre, do ponto de vista funcional, um aumento
da rigidez pulmonar (11).

Histopatologicamente a SDRA caracteriza-se por lesdo alveolar secundéria ao edema com
excesso de proteinas, precocemente extravasadas dos capilares ao intersticio e que se segue
de uma resposta inflamatoria intensa causada por agentes lesivos no proprio local ou de
origem sistémica. Ao agredirem as estruturas alvéolo-capilares causam aumento da
permeabilidade capilar associada a injuria endotelial e epitelial difusas (12). O modelo
experimental da lesdo pulmonar aguda (LPA) em ratos ¢ aquele induzido por 4cido oleico
(AO) e representa a fase exsudativa e ¢ a forma pré-clinica da SDRA (13), porém ndo ha uma
uniformidade do melhor protocolo experimental de LPA/SDRA, e poucos estudos apontaram

a mortalidade dos animais de pesquisa.
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Nosso objetivo foi avaliar a cronometragem e a relagdo entre o nimero de linhas-B, a
mortalidade com os protocolos descritos para infundir AO, o comportamento dos gases
segundo a razdo PaO2/Fi02, bem como estudar as alteracdes histoldgicas no sacrificio aos

60 minutos do experimento em ratos.
B aterial e Métodos

10.4.1. Animais do projeto experimental
Para este estudo foram usados como animais de experimentacao ratos da linhagem Wistar

(Rattus Norvegicus Albinus) provenientes de um fornecedor credenciado junto ao Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Foram reservados 4 lotes, cada lote com 19 ratos,

machos com peso de 300-400 g e com 70-90 dias de vida. (Tabela I).

Os animais foram mantidos na Unidade de Experimentagdo animal do hospital
(UEA - HCPA) para aclimatagdo (14 dias antes do procedimento) e sob os cuidados
da equipe e da Veterinaria durante todo o periodo de permanéncia no biotério, com
umidade relativa do ar a 40-60% e temperatura controlada de 22 + 2°C, ciclo

claro/escuro de 12/12 horas e recebendo agua e ragdo ad libitum.

Tabela I: Idade e peso por grupos.
S AO AO-a

Idade
(dias)

70.06£7.70 68.0+4.29 74.89+6.15

Peso (g) 394.56+35.58 379.39+68.37 420.13+48.63
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10.4.2. Tamanho da amostra

O célculo amostral foi baseado no artigo de Ma H et als de 2015 em que o farmaco

indutor de SDRA foi 0 AO em dilui¢do com etanol. Foi feito com o software G* POWER
3.1.9.2 com tamanho de efeito de 0,2 Alfa (nivel de significancia de 5%) e poder de 80%.
Foram inicialmente programados 4 grupos de ratos e 4 medicdes (aos 0, 15, 30 e 60 minutos)
ou um numero total de 76 ratos correspondendo a 19 ratos por grupo, com um grupo controle
com infusdo de solucdo salina/soro fisiologico a 0,9% (S), um com AO puro, um com AO
diluido com albumina bovina (AO-a) e um com AO e etanol. Um estudo piloto foi feito e
devido a alta mortalidade no grupo AO com etanol este foi desconsiderado e o projeto teve

andamento baseado nos trés grupos acima apontados.

10.4.3. Comité de Etica

O projeto foi aprovado no comité de ética em pesquisa da unidade (CEUA) com n°® 0191-

2017.

10.4.4. Preparacio dos animais e anestesia

Apo6s pesagem e registro do peso e idade dos animais em tabelas apropriadas destinadas a
coleta de dados, calcularam-se as concentragdes dos farmacos a serem administrados na
anestesia, sempre com seu inicio por via intraperitoneal, com a associacdo de Cetamina na
dose de 80 mg/kg e Xilazina 10 mg/kg, e de Tramadol 20 mg/kg e Acepromazina 2 mg/kg.

Com a administracdo dos anestésicos, e o seu efeito comprovado pela auséncia de reflexos
no pingamento digital, e em caso de persisténcia dos reflexos a anestesia era aprofundada
com Isoflurano por via inalatoria, procedia-se a tricotomia na regido anterior do torax até a
linha axilar média lateralmente e ter¢o superior do abdomen inferiormente, como mostra a

figura 1.
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Figura 1. Preparo do rato com tricotomia para a cirurgia apos sua anestesia.

Apos a anestesia e tricotomia, o animal era posicionado no campo cirurgico aquecido e se

iniciava o procedimento.

-Cirurgia

Com o animal posicionado e o campo cirargico estéril cuidado, e o preparo do instrumental

cirargico necessario na mesa cirurgica era feito (figura 2).
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Figura 2. Preparo do material necessario para a cirurgia.

A cirurgia tinha como objetivo ter acesso as estruturas: traqueia para intubagao e ventilagao
mecanica, cateterizagdo da cardtida para mensuracdo da pressdo arterial e coleta de amostra
para gasometria arterial e a cateterizagdo da veia jugular para administragdo dos farmacos.
Posicionando-se o animal com o campo cirtrgico estéril cuidado era feita a limpeza e
desinfec¢do da regido da tricotomia seguida de incisdo vertical de cerca de 2 cm, partindo do
terco inferior da regido cervical até o tergo superior do térax, afastamento da musculatura

cervical para acesso e isolamento da traqueia e intubagcdo com canula de polietileno.

A seguir era feita uma incisdo num dos arcos proximais para introdu¢ao de canula 14G/16G,

dependendo do tamanho do animal (Figura 3).
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Figura 3. Intubagdo da traqueia apos disseccao.

A seguir, e de imediato, o rato era colocado em um aparelho para ventilagcdo e, com um

ventilador Harvard, (Figura 4), com FiO2 de 80%, era dado inicio a ventilacao.
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HARVARD
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Figura 4. Ventilador Harvard para ratos utilizado nos experimentos.

Ap0s garantir a ventilagdo adequada para o animal, era feito o acesso e isolamento da artéria
cardtida para monitorizagdo continua da pressao arterial. O cateter da carotida era conectado

ao aparelho para mensuragdo da pressao arterial (PA) com visualizagdo da curva de pressao

no monitor (Figura 5).
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Figura 5. Monitorizagdo continua da pressao arterial.
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Com as vias de acesso da artéria carotida e da veia jugular, respectivamente, cateterizados os
vasos e fixados com fio seda 3.0, o cateter da veia jugular era fechado e usado apenas para

administracao dos farmacos, fluidos e anestésicos, quando necessario.

Uma vez garantida a ventilacdo e estabilidade do animal, era feita a coleta de amostra da
gasometria arterial (0,5 ml), seguida de mensuracio da PA média e a ultrassonografia

pulmonar (USP) com posicionamento do transdutor em cada hemitérax do rato.

A coleta dos parametros da gasometria arterial e das imagens era feita e segue (ver tabela II),
que mostra quais dados foram coletados para todos os grupos de ratos em cada um dos 4
momentos. As amostras arteriais ndo foram coletadas aos 30 minutos em nenhum rato para

evitar hipotensdo arterial e instabilidade hemodinamica.

Tabela II: Procedimentos feitos em relagdo ao tempo de experimento.

TO T15 T 30 T 60

Linhas-B + + + T
Pressdo arterial + + + +
FiO2 80% 80% 80% 80%
Gasometria arterial + + - +

-Férmacos usados para a indugdo de lesdo pulmonar aguda

Uma vez feita a coleta das amostras e medidas basais era administrada a substancia proposta
de acordo com um dos trés grupos experimentais ao acaso, escolhidos segundo o programa
randomized allocation sofiware. A seguir, determinado a qual grupo o animal pertencia,
vinha a sequéncia do protocolo, podendo ser 250 ul de solugdo salina (S = grupo controle),

10ul/kg de acido oleico puro (grupo AO) ou 250 ul de uma solugdo (grupo AO-a).

As drogas usadas foram a solucdo salina a 0,9% (S) estéril comercialmente disponivel, acido
oleico (AO) puro (Laboratério Sigma-Aldrich Inc, representado por ServyLab) e AO diluido

em albumina bovina (Ao-a), administradas por infusdo semi-lenta na veia jugular dissecada.
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A solugdo salina e o AO puro ndo necessitam de preparacdo prévia. S foi administrada por
meio de uma seringa de 1 ml, tendo sido atentado apenas para aspirar um volume constante

para todos os animais, independentemente do peso, igual a 250 ul.

O AO puro, devido a sua reagdo com a borracha do émbolo da seringa plastica, este causou
resisténcia durante a infusdo, com consequente quebra da mesma, e foi substituida por uma
de vidro previamente preenchida por uma pipeta conectada ao respectivo dispositivo para

aspiracao do volume necessario para cada animal (10ul/kg).

AO-a foi uma preparacao testada muitas vezes até chegar-se a conclusao que se ¢ diluida com
antecedéncia perde a estabilidade e mostrou-se inadequada, sendo preparada no momento da

sua utilizagdo.

A albumina bovina em p6 foi pesada na quantidade de 0,1 mg sendo diluida em 100 ml de
agua destilada. Em seguida foi preparada uma solugdo com propor¢dao de 1:5 de AO e
albumina bovina, homogeneizada e administrada num volume constante de 250ul para todos
os ratos, independentemente do peso, com seringa plastica de 1 ml. Esta ndo mostrou

resisténcia, devido a dilui¢do do AO em solucdo de albumina com 4gua destilada.

Neste momento era registrado o horario de administragdo e iniciava-se a contagem em 0, 15,

30 e 60 minutos, respectivamente, conforme a linha do tempo (ver figura 6).

i T 1
T0 T15 T30 T60

(Basal) v
Depois@ e @ (Eutanasia)
Sou
OAou

OA-a

Figura 6: Linha-do-tempo

-Ultrassonograﬁa pulmonar

As Linhas-B da USP foram obtidas com um aparelho de ultrassom comum, com transdutores
lineares de alta frequéncia (7,5 MHz), para facilitar sua leitura e contagem entre as bandas

sem eco refletido, correspondente as costelas dos animais (naturalmente preenchidas de ar)
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para otimizar a resolugdo temporal das imagens do pulmio, necessaria por se tratarem de
animais de pequeno porte. No experimento foi usado o aparelho exibido abaixo (Philips)

(Figura 7).

PHILIPS orbesiikiin

Figura 7. Ecocardiografo utilizado para obtencdo das imagens.

As imagens foram obtidas com dura¢do méaxima de poucos segundos em cada cada hemitérax

e repetidas com uniformidade.

O transdutor (ver figura 8) foi posicionado em todos os animais no hemitérax direito, seguido
do outro hemitérax, num angulo que variou de 80-90 graus em relacdo a parede toracica do
animal. Era dada uma atencdo muito especial quanto ao posicionamento do transdutor para
garantir a reprodutibilidade, sempre se posicionando cerca de 1 cm da linha mediana e do
inicio da linha pleural no térax superior até¢ o diafragma, incluindo na tela todo o pulmao
correspondente. Em cada hemitérax era feita a varredura inicial e fixadas duas imagens

estaticas e em alguns registros de videos foram captados.
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Figura 8: Posicionamento do transdutor no torax do rato.

Nossa sistematica de obtencao das imagens da USP diferiu do que foi feito no artigo de Ma
H et als. (14) para reducdo do tempo de exposi¢cdo ao ultrassom e simplificagdo. As linhas-A
normais s3o observadas na imagem (Figura 9) da USP pulmonar a direita conforme abaixo.

As linhas-A normais estavam presentes no TO em todos os animais.

Figura 9: Linhas-A (esquerda), pulmao “seco” normal e Linhas-B (direita), pulmado

“timido” congesto.

Todos os animais tinham o registro basal feito antes da randomizagdo para um dos 3 grupos.
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A obtencao e leitura das imagens da USP foi sempre repetida aos 0, 15, 30 e 60 minutos € o

padrdo das linhas-B ¢ visto nas figuras 10 e 11.

Figura 10: Na tela do ecocardiografo: Linhas-B do pulmao apds AO.
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A procura das Linhas-B e a grava¢do das imagens era feita imediatamente e a soma do

namero de linhas de ambos os hemitdrax feita para cada momento.

Figura 11: No video visualizam-se Linhas-B do pulmao apos AO.

As imagens foram gravadas no hard-disk do aparelho e ao final eram exportadas e registradas
em um pendrive em formato DICOM para posterior leitura por um outro pesquisador cegado

em relagdo aos grupos experimentais e a linha do tempo.

A obtenc¢ao das imagens ocorreu sempre e rapidamente, ja estando evidentes as linhas-B apds

15 minutos da inje¢do de AO puro ou associado a albumina, e ndo no grupo controle.

-Patologia

Cada experimento foi projetado para ser agudo com duragdo de 60 desde o momento da
administracdo do farmaco de cada um dos 3 grupos para a coleta de dados. Ao final de 60,
apos a ultima coleta, a anestesia era aprofundada, com volume fixo de cetamina e xilazina de

250ul para cada animal, numa seringa de 1ml e pela veia jugular, para a eutandsia.
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Apb6s a eutandsia o animal era levado para a necropsia, para remoc¢do do bloco
cardiopulmonar (figura 12), e este por sua vez fixado em formol a 10%, num recipiente de
30ml e conservado para posterior corte e fixagdo com hematoxilina eosina (HE) em laminas

para microscopia pulmonar.

Os pulmodes de cada lado foram segmentados em lobos, e colocados em potes de vidros,

numerados com cddigos e enviados a Patologia para preparagao e leitura das laminas.

Os segmentos foram fixados em laminas com a coloragdo mencionada acima e conservados

em blocos de parafina, totalizando cerca de 38 laminas para cada grupo experimental.

Figura 12: Blocos de pulmdes para fixagdo e analise.

B Anilise estatistica

Todos os dados de interesse do projeto foram coletados, registrados em planilha EXCEL e
apresentados como média + desvio padrdo e mediana e intervalos interquartis. Os calculos
estatisticos foram feitos com o programa SPSS for Windows, release 18.0 (Chicago, Illinois).
Os testes escolhidos variaram na dependéncia da distribui¢cao normal ou ndo sendo utilizados
teste t de Student para as distribui¢des normais e Kruskal Wallis seguido pelo teste post hoc

com ajuste de Bonferroni. O nivel de significancia aceito foi 5% (p < 0,05).
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Resultados

10.9.1. Efeitos Hemodinamicos

O painel da pressao arterial (PA) sistélica nos animais do experimento ¢ mostrado na Tabela
1. A PA ndo se modificou significativamente em relacdo aos valores basais na maioria dos
ratos, a ndo ser naqueles que morreram antes do fim dos experimentos. Nestes a hipotensao

precedeu o 6bito. Nenhum rato do grupo S apresentou modificacdo da PA.

10.9.2. Mortalidade

Dos 66 ratos estudados um total de 9 ratos constituiu um piloto e baseamos a nossa analise
nos 57 restantes distribuidos em trés grupos. Dos protocolos publicados em experimentos de
fase aguda de administragdo de AO em ratos (puro na dose assinalada, diluido com albumina
bovina e diluido com etanol), o com etanol foi descartado pela morte precoce de todos os
ratos no estudo piloto, do qual reportamos: conduzidos com AO puro foram 3 ratos sem
obitos; AO-a foram 3 ratos sem Obitos e AO-etanol com Obitos imediatos. A causa da morte
precoce destes ratos foi instabilidade hemodinamica e das trocas gasosas. Nenhum rato
recebeu nenhuma droga vasoativa ou qualquer outra droga além das propostas. Nenhum rato
teve repeticao da infusdo de AO ao longo do experimento.

Dentre os 3 grupos do experimento (S, AO e AO-a), apenas 9 animais morreram antes dos

60 min (T60) e a mortalidade distribuiu-se assim:
No grupo controle

Apenas um animal morreu antes dos 60 min (aos 45 min) e este teve como fator contribuinte

a perda maci¢a de volume durante a cirurgia.
No grupo AO

Trés animais morreram antes dos 60 min (T60), aos 16, 31 e 35 min respectivamente. Nestes,

ndo foi detectada nenhuma alteragdo pré monitoria durante o experimento.
No grupo AO-a

Neste grupo 5 animais morreram precocemente (22, 25, 31, 32, 45 min, respectivamente).
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O rato cujo 6bito foi aos 45 min, pertencia ao experimento piloto e os outros 4 ao experimento

principal. Em nenhum deles houve qualquer alteragao pré monitoria.

10.9.3. Analise das gasometrias arteriais

Na condicao basal com os animais anestesiados e ventilados, prévia a infusdo, todos os ratos
tinham uma gasometria arterial normal. Apods a injecdo, alguns ratos do grupo AO e AO-a
desenvolveram gradualmente uma queda da razdo PO2/FiO2 embora ndo estatisticamente

significativa.

10.9.4. Achados da Ultrassonografia Pulmonar

Cada USP foi realizada em menos de um minuto, com uma exequibilidade de 100%. No
Basal, leituras de linhas-B nas 3 preparagdes (19 ratos/grupo) foram classificadas para
linhas-B como um achado dentro do normal (escuro, 0-4), moderado (preto e branco, 4-10),
e coalescente (pulmao branco, > 10). No basal a nimero de linhas-B nos 2 sitios toracicos
foi normal para todos aos 0 minutos: S = 0.6£1.1, AO =0.7+1.5, AO-a=0.9+1.4 ¢ o teste de
Kruskal-Wallis ndo mostrou diferengas (p=NS). O nimero de linhas-B aumentou
significativamente em ambos os hemitoraces ao longo do tempo no grupo AO = (8.743.2,
12.54£2.8, 15.1+£3.6) ¢ AO-a = (8.6+3.4, 13.1+4.3, 14.76+4.2), mas ndo em S = (1.2+1.5,
1.5£1.5, 1.8+1.5, p<0.001) aos 15, 30 and 60 minutos. A analise de comparagoes repetidas,
uma diferenca significativa foi encontrada no niimero de linhas-B em todos os pontos em
relacdo ao basal e em relagdo a S, mas ndo entre os grupos AO e AO-a (p<0,05)

(Figura 13).
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Figura 13: Soma das Linhas-B em ambos os pulmdes em fun¢do do tempo em controle (S),

acido oleico puro e acido oleico-albumina bovina (P< 0,001).

A Tabela III apresenta os parametros basais e no T60 (ao final, antes da eutanasia).
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Tabela I1I: Parametros basais e ao final (antes da eutanasia).

TO T60
S AO AO-a S AO AO-a

Pressio 1003416, 94954147 = 6081147 4888422 57.94x198
arterial 8 5 8 90 4
pH 7.5440.05 7.56+0.06 7.50+0.13 7.5940.04 7.55+0.05 7.51+0.17
PaCO2 33'4&3'6 22.89+4.88 39'53i16'5 17.4241.86 20.26+5.0 30'85i25'1

. 22629482 241.16477. 24625496, 273.86411 215.14479 24424492,
PaO2/Fi0O2 ¢ 38 84 426 75 33

sk sk

LinhasB 0s6en1s OTHLAET OBOLLAY | o (1)2.*1&3.6 14.7744.19

*diferencga entre grupos (p<0.05)
**diferenca entre basal e final (p<0.05)

10.9.5. Avaliacao histopatologica

Edema intersticial e alveolar foi encontrado em todos os ratos, variando de leve a moderado

(Tabela IV). Os achados ao final da analise em todos os ratos indicaram lesdo alveolar difusa

e lesdo do tipo encontrado na fase exsudativa. Edema alveolar e congestdo severa foram

diferentes se comparados os grupos S e AO-a e AO (p<0,05) e necrose quando comparados

os grupos S com os grupos AO e AO-a (p<0.001). Figura 14.
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Tabela IV: Achados histopatologicos em cada grupo.

S AO AQO-a
Edema intersticial  97.2% 100% 94.7%
Edema alveolar 30.6% 78.9%* 34.2%
Infiltrado 5.56% 0% 0%
pulmonar
Hemorragia 25.0% 50.0% 31.6%
Necrose 0%* 57.9%* 21.1%*
Pneumonia 0% 0% 0%
Colapso pulmonar  44.4% 21.1% 26.3%
Congestao leve 88.9% 23.7%* 86.8%
Congestio severa 2.8% 76.3%* 7.9%

*diferenca entre grupos (p<0.05)

Porcentagem

100

@ edema alveolar

@ necrose

* *
AOD
Grupos

B congestdo severa

*

AO-a

Figura 14: Porcentagem de edema alveolar, necrose e congestao

severa entre os grupos (p <0,001).

95



Figura 15: Achados de microfotografias representativos de altera¢des histologicas (HE) na
lesdao pulmonar (T60). Na sequéncia acima, a partir da foto superior a esquerda no sentido
horéario: edema e congestdo, congestdo, edema e hemorragia, necrose, embolia arteriolar e
necrose e congestao. Todos estes padroes ocorreram indistintamente em ambos os pulmdes.
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-Discussﬁo

A ecografia ¢ o exame ideal para a visualizacdo anatdmica de todas as estruturas superficiais.
No caso do pulmao, seu uso foi desestimulado pela crenga de que o pulmao ndo estava ao
alcance do ultrassom, considerado como um campo de uso fora de cogitacdo, o que hoje, uma

vez implementado, o seu grande alcance desmentiu esta afirmacao (15).

As linhas-B, como artefatos, sdo geradas a partir da interacao entre o feixe ultrassonico e o
b 2

parénquima da periferia do pulmao e sdo causadas pela perda da aeragdo pulmonar natural

com aumento na densidade da sua superficie. Como artefato sdo artificios e estes sdo

empregados em qualquer teste com finalidade diagnostica.

O exame da USP ¢ limitado a periferia do pulmao. Esta, uma verdade sobre a qual ndo se
discute, mas a identificagdo das linhas-B ganhou notoriedade como uma metodologia
diagnostica e aplicavel em um grande niimero de condigdes clinicas porque muitas

pneumopatias se estendam a superficie pulmonar (16).

Ha 23 anos a USP foi desenvolvida, ao prover um indice simples, semiquantitativo e ndo-
invasivo da acumulacdo de fluidos no espago extravascular pulmonar (FEEVP) (17) e sua
aplicagdo na clinica foi sedimentada, usada tanto com fins diagndsticos quanto de
prognostico (18) , estabelecida como ferramenta do cotidiano, a beira do leito, nas salas de
emergéncia ¢ das unidades de terapia intensiva (UTI), hemodialise, naquelas doencas
tipicamente associadas com estas areas fechadas dos hospitais, tais como o edema pulmonar

(19), pneumonias inclusive as por COVID-19 (20) e derrames pleurais (21).

As linhas-B foram validadas em estudos transversais (22), ambulatorios (23), internagoes
(24), outdoor (25), exercicios extremos (26), consensos (27) e ensaios clinicos (28), (29).

Embora, a identificacdo das linhas-B e o seu entendimento tenha ganhado uma crescente
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aceitagdo na area clinica e sua grande aplicabilidade tenha sido confirmada pela variedade de
estudos, a USP teve seu uso pouco refletido no campo experimental (21). Talvez porque a
escolha foi por modelos experimentais de dificil reprodugdo, com um excessivo numero de
diferentes espécies de animais, como porcos (30), (31), caes (32), bovinos (33), (34) e de ter

sido raramente proposta em animais menores, como, por exemplo, ratos (14).

A aplicacdo da ultrassonografia pulmonar transtoracica em estudos originais de fase pré
clinica desenvolvidos em bancadas de laboratorios com espécies animais pequenas, mais
custo-efetivas para a pesquisa, ¢ uma ideia pouco explorada (14), todavia, intuitivamente, as
mesmas limitagdes para os humanos quanto a visualizacdo preferencial por porcdes
periféricas, podem ser estendidas para porcos, ratos, € outros animais, se, como nos humanos,

0 que ocorre nas por¢des periféricas refletir o restante do pulmao (21).

A USP com a detec¢do das linhas-B foi aplicada e validada contra método gravimétrico

(14,21) também no contexto da bancada, experimental (30).

Apesar de todo o avango dos exames das imagens, permanece complexo o uso dos métodos
atualmente disponiveis para a medicdo da quantidade de FEEVP. Clinicamente dificil ¢
pouco reprodutivel (35), além de que eles podem ser também influenciados por modificacdes
na perfusdo e na ventilagao (36). Sem davida, a TC de toérax é o exame com maior acuracia
para visualizar o parénquima pulmonar, todavia, ela usa radiacdo ionizante (37) e requer o
transporte do paciente para fora da UTI, frequentemente com ventilagdo mecanica e

monitoramento cardiovascular complexo.

A USP ¢ isenta de radiacdo, ¢ repetivel, feita a beira do leito, permite acompanhamento com
muito menor custo, rapida e facilmente realizada, e por isto tornou-se atrativa (38), (39).
Adicionalmente, ela ¢ capaz de quantificar a extensdo da lesdo pulmonar. Lichtenstein fez

um estudo em que comparou prospectivamente o desempenho diagnéstico da USP com a
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ausculta do térax respiratério e o RX de térax. Embora em um grupo pequeno de 32 pacientes,
a importancia deste artigo ¢ o de estabelecer-se as acuracias dos trés métodos em diagnosticar
o que o autor chamou de sindrome alvéolo-capilar, bem como derrame pleural e consolidacao
alveolar. Os valores das acurdcias para a USP x ausculta x RX de torax a beira do leito foram,
respectivamente, de 95%, 93%, e 97% x 55%, 61%, 36% x 72%, 47% e 75%,
respectivamente. A constante k de concordancia inter-observadores foi de 0,74, 0,73 ¢ 0,77,
respectivamente, para cada uma das trés condi¢des clinicas pulmonares. Isto mostra as linhas-
B com uma sensibilidade de 98%, e uma especificidade de 88%, desempenhando-se melhor

do que a ausculta e 0 RX de torax (9).

Ha uma necessidade da pesquisa experimental do edema pulmonar naquilo que Grune et al

(21) em excelente e recente revisdo chama a atencdo de um "... campo recentemente

"

emergente da imagem pulmonar ...", com a metodologia de USP, com o que buscamos
chamar a atenc¢do da possibilidade de avaliacdo do edema pulmonar em modelos animais, o

"reverse translational approach" mencionado nesta revisdo (21).

Para seu uso em animais, da beira do leito para a bancada, no caminho inverso ao usual, e
numa analogia do uso em humanos que ja estd consolidado, hd& uma demanda de

estabelecerem-se protocolos confidveis da SDRA nos modelos pré-clinicos desta doenga.

Ocorreram dificuldades na escolha de um modelo ideal de indu¢do da LPA experimental
(30), porque a droga mais usada para desencaded-la, o acido oleico (AO), foi usado em
diferentes doses, dilui¢des, tempos de observagdo, tempos para estabelecimento de injria,
regimes de ventilacdo mecanica, todas estas diferentes configura¢des aliando-se a caréncia

de informagdes da mortalidade ¢ dos eventos adversos (40).

Dificuldades na escolha de um modelo ideal da SDRA, pulverizaram as estratégias, levando

a publicacdes com AO em ratos com diferentes periodos de observagao e diversos protocolos:
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AO puro (41), AO associado a etanol (42) e AO diluido em albumina bovina (43). Os estudos

com animais de pequeno porte sdo importantes sendo custo efetivos.

A avaliagdo de acumulagdo de FEEVP em animais ja vinha sendo feita, raramente utilizando-
se a USP com as linhas-B (14,30) ¢ a manutengao de estabilidade hemodinamica durante ¢

apos a infusdo de AO nem sempre foi um objetivo atingido.

Li et al. mostraram que 2 em cada 18 animais com instabilidade hemodinamica intensa que
trés animais tiveram importante instabilidade hemodindmica dentro dos primeiros 30 minutos

apos a administracao de AO seguidos por uma morte precoce (44).

Em um trabalho conduzido no mesmo laboratorio deste nosso estudo, a morte precoce
totalizou 50% da populagdo (5 porcos). A dose de AO ndo pareceu estar relacionada a
gravidade da lesdo pulmonar, pois animais que receberam doses adicionais de AO

sobreviveram enquanto outros morreram rapidamente apds uma dose Unica (40).

No presente estudo a USP com detec¢do das linhas-B mostrou-se capaz de diagnosticar a

LPA com diferentes protocolos de AO em modelo experimental agudo de SDRA em ratos.

Estudos clinicos e experimentais estabeleceram o conceito que a acumulagdo do FEEVP
resulta da permeabilidade capilar aumentada que ¢ a anormalidade fisioldgica primaria nos

estagios iniciais da SDRA (45).

Estudos em modelos porcinos (30), (40) corroboram os achados ultraestruturais que Mathay
et al (45) publicaram com um nimero aumentado de neutréfilos intra e extravasculares,
plaquetas, e ambas as lesdes endoteliais e epiteliais, achados que foram incorporados aos

modernos conceitos de edema inflamatdrio, presente nos ratos do nosso estudo.
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A fisiopatologia da SDRA, com suas varias etiologias, merece estudos e o campo esta aberto

também para os experimentais, como os da sua principal causa, a sepse (46).

O papel da lesdo da célula epitelial na disfungdo, nos mecanismos que regulam a remogao do
fluido de edema alveolar, que ndo reconhecidos nas consideragdes primeiras da SDRA,

emergiram nos estudos experimentais e clinicos nas ultimas décadas (47), (48).

Autores apontam que as linhas-B ocorrem até aos 15 apos a inje¢do de AO, mas, que
surpreendentemente, as alteracdes relatadas na complacéncia (30) e no nimero das linhas-B

s0 foi relacionada as mudangas do PaO2/FI02 aos 90 minutos do protocolo de AO.

Este fendmeno da ocorréncia muito precoce das linhas-B também foi observado no nosso
estudo, em que a grave deterioragdo fisioldgica provavelmente teria ocorrido mais adiante

apos a infusdo, particularmente segundo apontam os achados da gasometria arterial.

A cascata de eventos apds injecdo IV de AO inicia-se com edema pulmonar rico em proteinas
por aumento da permeabilidade seguida por lesdo da célula epitelial e disfung@o no bojo dos
mecanismos que regulam a remoc¢ao do FEEVP aumentado, pois, como a formagdo e
acumulacdo liquida intersticial ndo ¢ compensada pela inabilidade epitelial de drena-la acaba
por este edema se mover do intersticio para os espagos aéreos, €, a seguir, quando o volume
e as pressdoes se elevam muito devido aos efeitos da pressdo hidrostatica no fluxo
transvascular de liquido e proteinas ha ainda maior geragdo de edema, e, por fim, mais do

que agua, mecanismos inflamatdrios também ocorrem nesta sindrome (45) .

Esta fase mais avancada da intensa resposta inflamatoria tem a ver com o importante papel
desempenhado pelas citocinas inflamatérias atuando na mediagdo, e na amplificagdo e

posteriormente na manuten¢do de toda esta sequéncia de eventos (40).
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A importancia destes nossos achados que vem de acordo a estudos prévios seria a de que eles
podem ter implicagdes clinicas importantes na avaliacdo precoce da SDRA para um

tratamento eficaz do pulmao lesado. (12), (49).

Embora a avaliacdo da presen¢a de aumento de FEEVP ndo preencha critérios da SDRA,
(American-European Consensus Conference (8)), ela se correlaciona com as medidas da

lesdo pulmonar e pode ajudar (18), a melhorar a acuracia dos critérios deste Consenso (50).

Além disto, a avaliacdo da presenca de edema correspondendo ao aumento de FEEVP pode
ser de valia, pois foi comprovado que ele pode ser um bom e independente preditor da

sobrevivéncia nos pacientes criticamente doentes, inclusive os com a SDRA (51).

Pacientes com ambas agressdes, direta (exemplo: pneumonia, pneumectomia, contusiao
pulmonar, blast toracico, inalagdo ou aspiracdo de material) e indireta (exemplo:
politraumatismo, sindrome de resposta inflamatdria sistémica, pancreatite aguda, embolia
gordurosa) podem ser facilmente submetidos a USP a beira do leito com a procura de linhasB,

aceleracdo diagnoéstica da iminente SDRA, eventualmente prevenir a hipdxia.

Os achados da USP devem ser interligados ao contexto clinico e as informagdes de linhas-B
sejam integradas com outras informagdes, tais como as hemodinamicas pela ecocardiografia
para avaliacdo das pressdes de enchimento ventricular, que estio aumentadas na IC, outra

condi¢do associada com as linhas-B (4), (52).

Autores salientam (18) que pacientes com iminente IC aguda, tém um periodo de dias ou
semanas com lenta acumulag¢ao liquida, e na sequéncia que vird o edema pulmonar pode ser

detectado através das linhas-B antes do aparecimento dos sinais clinicos da congestao.

Por uma analogia se a detec¢do das linhas-B na SDRA puder apontar para uma iminente

instalacdo do aumento do FEEVP antes que o quadro clinico seja totalmente evidente pode-
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se talvez iniciar medida de suporte ventilatorio mais precocemente, prevenindo a progressao

da deterioracao sistémica.

Na pneumonia da COVID-19 também se tem salientado que formas da SDRA, em que a
elevagdo de d-dimeros ocorre, podendo associar-se a desajustes no bindmio ventilagao-
perfusdo com hipoxemia, sugerindo-se que a auséncia de alteragdo na mecanica pulmonar e

a frequente até 50% dos casos) ocorréncia de coagulopatia ¢ fator de risco adicional (53).

Evidentemente tantos dados associados e a complexidade das diversas etiologias da SDRA
necessitam confirmacdo futura em seres humanos e seria interessante constatar-se que um
método diagnostico surgido a beira do leito foi levado a bancada para depois ser novamente

transferido para a area clinica, inclusive em estudos randomizados.

Nossos dados s@o amplamente consistentes com estudos experimentais prévios mostrando
que a acumulagdo de FEEVP, avaliada por USP, ¢ um sinal precoce da cascata de eventos
que leva a SDRA (50), e nossos achados estdo de acordo com experiéncia clinica preliminar

sugerindo a aplicacdo potencial das linhas-B da USP na avaliagao diagnostica da SDRA (9).

Em sintese, os resultados deste estudo sugerem que a USP oferece as condigdes para ser util
em varios outros experimentos, idealmente com uma futura transladagdo para a area clinica,
e em que todos os pacientes em alto risco de desenvolverem SDRA, independentemente dos

seus valores de PaO2/Fi02 ja poderiam auferir beneficios de tratamento mais precoce.

Em estudos prévios em humanos, as linhas-B foram detectadas com transdutores cardiacos

de 2,5-7,5 MHz (17), (4), (5), (6), (9), (17).

No presente trabalho um transdutor "vascular" de 7,5- MHz foi usado. Como aparelhos de
ultrassom comercialmente disponiveis sdo equipados com um certo padrao mais ou menos

definido de transdutores, a escolha de um deles a um outro ¢ de pouca relevancia pratica.
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No contexto clinico ou experimental ambos sdo validos para detectar as linhas-B. Com o
transdutor cardiaco, as linhas-B se propagam a partir do mesmo ponto proximal de
convergéncia, com o transdutor "vascular" linear, as linhas-B correm numa maneira paralela

a tela, o que faz com que a contagem das linhas-B seja mais facil (21).

No presente estudo, escolhemos o transdutor linear pois sua frequéncia maior propicia-nos
maior resolu¢do espacial com um melhor delineamento da linha pleural e uma demarcacao

mais facil do nimero de linhas-B em cada hemitérax.

Diagnosticar-se na fase aguda ndo necessariamente evita lesdo pulmonar posterior ao longo
do inteiro curso da doenca, mas isto poderia propiciar ajustes na estratégia de ventilagdo que

podem realcar a seguranca.

-Conclus()es

Avaliacao da presenca e nimero de linhas-B com USP permite detecgdo de SDRA por AO
em ratos, provendo avaliagdo ndo invasiva precoce e quantitativa de lesdo pulmonar aguda.
Comprometimento proeminente com achados histopatologicos semelhantes a SDRA nos

grupos AO e AO-a no sacrificio dos ratos foi demonstrada.

-Consideracf)es finais

Identificacdo das linhas-B pela ultrassonografia pulmonar em um modelo de infusdo de acido
oleico em ratos de laboratério ocorreu precocemente e houve correlacdo entre a agressao
pulmonar identificada por esta metodologia e a demonstracdo patologica de lesdes de edema
intersticial e alveolar e necrose nos animais dos grupos de 4cido oleico puro e diluido com
albumina bovina, que foram significativamente maiores nestes dois grupos do que em um
grupo controle de solugdo salina infundida. A ocorréncia precoce vem de encontro e

corrobora perfeitamente experimentos previamente publicados e também concorda com os
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achados mais tardios de alteragdes funcionais das trocas gasosas arteriais previamente
salientadas. A aplicabilidade de aparelhos comercialmente disponiveis de ecocardiogarfia e
ecografia com os transdutores disponiveis em animais de pequeno porte estende o uso da

metodologia em futuros estudos com este modelo de animais.
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