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ARTIGO ORIGINAL

Os efeitos da ventilagio mecinica no estresse

oxidativo

The effects of mechanical ventilation on oxidative stress

RESUMO

Objetivo: A ventilagio mecanica
constitui um dos pilares terapéuticos da
unidade de terapia intensiva, entretanto,
deve-se avaliar os efeitos deletérios por ela
ocasionados, logo objetivamos avaliar o es-
tresse oxidativo de pacientes internados em
unidade de terapia intensiva submetidos a
ventilagio mecAnica invasiva.

Métodos: Estudo transversal onde fo-
ram incluidos 12 pacientes que estavam
em ventilacio mecAnica invasiva. As cole-
tas sanguineas (3 mL) foram realizadas no
primeiro e dltimo dia em que o paciente
estava submetido a ventilacgio mecinica
invasiva e utilizou-se o plasma para ava-
liagao das substincias que reagem ao dci-
do tiobarbitdrico (TBARS) e os glébulos
vermelhos para dosagem de superéxido
dismutase (SOD) e da catalase.

Resultados: Os pacientes apresenta-

ram média de idade de 64,8+17,6 anos;
volume corrente de 382+44,5 mL e APA-
CHE II de 15+7. Quando comparado o
TBARS inicial e ao final da ventilacio
houve diferenga significativa (3,54+0,74
vs. 4,96+1,47; p=0,04). Em relagio as en-
zimas antioxidantes nao houve diferenca.
Observa-se correlagio entre as varidveis
PaO,/FiO, e TBARS (r = 0,4); SOD e
PaO,/FiO, (r = 0,51) e SOD e APACHE
II (r = 0,56). Quanto ao desfecho da inter-
nago, 6 pacientes foram a dbito.

Conclusao: Pacientes submetidos 2
ventilacio mecanica invasiva podem apre-
sentar alteracio do estado redox, marcado
pelo aumento no TBARS e reducio das
enzimas antioxidantes.

Descritores:  Estresse  oxidativo;
Unidades de terapia intensiva; Respiragio
artificial; Substincias reativas com 4cido
tiobarbittrico

INTRODUCAO

A ventilagio mecénica invasiva (VMI) consiste em um método de suporte de
pressdo positiva nas vias aéreas através de tubo endotraqueal para o tratamento de
pacientes com insuficiéncia respiratéria aguda (IRpA) ou cronica agudizada. A VMI
tem por objetivos manter as trocas gasosas; diminuir o trabalho da musculatura
respiratdria, que aumenta em situagoes agudas de alta demanda metabdlica; dimi-
nuir o consumo de oxigénio, dessa forma reduzindo o desconforto respiratério; e
permitir a aplicacio de terapéuticas especificas.”)

A manutencio das trocas gasosas através da VMI traz consequéncias ao organis-
mo e seus sistemas. Acredita-se que, tanto a pressao positiva mais elevada, quanto
fragoes inspiradas de oxigénio acima de 21% causam estresse oxidativo em niveis tdo
altos que os métodos antioxidantes sio pouco eficazes.”’

A fragao inspirada de oxigénio (FiO,) é um pardmetro de ventilagio mecinica
utilizado para otimizar a oxigenagao tecidual. Entretanto, um ajuste inadequado
da FiO, pode causar hipéxia ou hiperéxia e, consequentemente, efeitos nocivos ao
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organismo. Algumas das consequéncias da hipdxia tecidual
s30 alteragoes celulares e aumento do metabolismo anaerébi-
co. Os efeitos toxicos do oxigénio ndo estao bem estabeleci-
dos em humanos, mas quando administrado em altas doses
ou por um periodo prolongado de tempo, o oxigénio pode
causar lesoes pulmonares e sistémicas. No caso da hiperdxia,
o principal mecanismo envolvido nessas lesoes ¢ o estresse
oxidativo. Esse pode provocar o aparecimento de processos
degenerativos das biomoléculas orginicas e consequente-
mente, insuficiéncia e morte celular. Na unidade de terapia
intensiva (UTT) hd muitos pacientes sob ventilagio mecinica
prolongada e consequentemente, sob uso prolongado de oxi-
génio. Esses pacientes deveriam receber uma FiO, que fosse
suficiente para atender suas demandas metabdlicas e que, ao
mesmo tempo, nio fosse capaz de alterar seu padrio respira-
tério e seus dados vitais.*”

Em se tratando de pacientes internados em UTI, faz-se
necessrio a avaliagio de sua gravidade para consequente-
mente tragar o progndstico destes.) O Acute Physiology and
Chronic Health Evaluation 11 (APACHE 1I) é um indice de
progndstico validado por Kruse e muito utilizado em UTI,
por ser um sistema il e acessivel. E usado para uma ampla
faixa de diagndsticos, baseados em parimetros fisiolégicos e
informagoes clinicas disponiveis na maioria dos hospitais."”

Existem evidéncias crescentes de que o estresse oxidati-
vo desempenha um importante papel em vérias condiges
clinicas, como neoplasias, diabetes, aterosclerose, doencas
neurovegetativas, inflamagées cronicas e danos causados por
isquemia e reperfusio, dentre outras apresentadas por pacien-
tes criticos.®

Este trabalho tem como objetivo avaliar e correlacionar o
estresse oxidativo no plasma e nos eritrécitos de pacientes em

VMI internados na UTT.
METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pes-
quisa da Faculdade NOVAFAPI, Teresina - Piaui, contem-
plando o que consta na resolugio n° 196/96 do Conselho
Nacional de Satde, que trata de pesquisas envolvendo seres
humanos.

E um estudo clinico observacional quantitativo, onde foi
avaliado o estresse oxidativo em pacientes internados na UTI
do Hospital Sao Marcos localizado em Teresina - Piaui entre
os meses de setembro e outubro de 2011 elegiveis para in-
clusao no estudo e que assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido (TCLE).

Foram incluidos neste estudo pacientes, de ambos os se-
x0s, na faixa etdria de 18 a 80 anos que estavam no primeiro
dia de VMI. Nio houve critérios de exclusio.

Mazullo Filho JBR, Bona S, Rosa DB,
Silva FG, Forgiarini Junior LA, Dias AS et al.

Coleta de dados e amostras

Apés inclusio e preenchimento da ficha de identifica-
¢ao do paciente, foram coletados dados de monitoracio
respiratéria no inicio e ao final do periodo de VMI. Os
dados eram coletados diariamente de forma a permitir a
avaliacdo do dia em que se deu a descontinuagao da ven-
tilagaio mecinica ou o 6bito. O formuldrio de avaliagao
abrangeu: identificacio (nome, idade, peso, altura, sexo,
escore APACHE 1I, data da internagio, patologias de base
e comorbidades associadas), data de cada coleta de sangue,
pardmetros do ventilador (modo ventilatério, pressio de
pico (Ppico), volume corrente (VC), tempo inspiratério
(Ti), pressdo positiva expiratéria final (PEEP) e FiO,), ga-
sometria arterial (pH, PaO,, PaCO,, HCO3), estado he-
modinimico (frequéncia cardiaca (FC) e pressao arterial
média (PAM)) e saturagao periférica de oxigénio (SpO,).

No primeiro e dltimo dia em que o paciente estava
submetido a VMI, foram realizadas coletas de sangue ar-
terial para andlise da gasometria e sangue venoso para as
andlises de estresse oxidativo. Para a anilise da gasometria
arterial foram coletados 3mL de sangue arterial dos pa-
cientes incluidos neste estudo através da artéria radial para
determinacio dos dados gasométricos demonstrados pela
leitura realizada pelo hemogasdémetro GEM Premier 3000.

Para a andlise do estresse oxidativo 3 mL de sangue ve-
noso foram coletados e armazenados em tubos hepariniza-
dos com EDTA. O sangue coletado foi centrifugado para
separar o plasma dos glébulos vermelhos. O plasma foi
armazenado para avaliagio da lipoperoxidagio, por meio
da técnica das substincias que reagem ao dcido tiobarbi-
tarico (TBARS). Os glébulos vermelhos foram lavados
e centrifugados por 3 vezes com soro fisiolégico a 0,9%
sempre descartando o sobrenadante. Apés a ultima lava-
gem o precipitado de glébulos vermelhos foi armazenado
em uma solugio de dcido acético e sulfato de magnésio
para a andlise da atividade das enzimas antioxidantes.

Para a determinagao da lipoperoxidacio e enzimas an-
tioxidantes primeiramente calculou-se a concentracio de
proteinas no homogeneizado do tecido pulmonar através
do método de Bradford, que utiliza como padrao solu-
¢ao de albumina bovina, as amostras foram mensuradas
espectrofotometricamente e seus valores expressos em mg/
mL. Foi determinada a lipoperoxidacio no plasma através
do método de substincias reativas ao dcido tiobarbitirico
(TBARS). A técnica consiste no aquecimento do material
na presenca de dcido tiobarbitirico e consequente for-
magdo de um produto com coloragio résea, medido em
espectrofotdmetro a 355nm. Os resultados sdo expressos
em nmol/mL de TBARS.” A atividade da enzima antio-
xidante superéxido dismutase (SOD), foi medida em lei-
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tor de placas onde avalia-se a degradagao de adrenalina e
formacio de adenocromo, e os dados foram expressos em
Unidades de SOD por miligrama de proteina (U-SOD/
mg prot.)."” A atividade da catalase (CAT) foi medida
através da utilizacio de perdxido de hidrogénio em leitor
de placas a 240nm e os resultados expressos em nmol/mg
de proteina.MV

Anilise estatistica

Foi montado um banco de dados no programa Micro-
soft Excel. Os dados foram analisados no programa esta-
tistico SPSS, versao 17.0 e os resultados expressos como
média + desvio padrao com nivel de significAncia adotado
de 5%, sendo considerado significativo p<0,05. Na com-
paragio antes e depois foi usado o teste T pareado e para a
andlise de correlagio foi utilizada a correlagao de Pearson.
Para verificar a normalidade da amostra, foi realizado o
teste de Kolmogorov-Smirnov.

RESULTADOS

A tabela 1 apresenta as caracteristicas da amostra. O
género feminino foi predominante re presentando 75%
da amostra. A média de idade foi de 64,8+17,6 anos. A
altura média foi de 155+0,05 centimetros. Os pacientes
apresentaram um peso predito de 47,7+5,5 quilogramas
e um volume corrente (VC) predito de 382+44,5 mL. O
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valor médio do escore APACHE 1I foi 15+7. O tempo
médio de VMI foi 5,5+3,5 dias. Quando avaliada as co-
morbidades observou-se que: 3 pacientes (25%) tinham
hipertensio arterial sistémica (HAS), 2 pacientes (17%)
diabetes mellitus (DM) e 2 pacientes insuficiéncia renal
aguda (IRA) (17%). A internagdo teve desfecho final de
6bito para 6 (50%) pacientes.

Na anilise dos valores iniciais e finais relacionados aos
dados de estresse oxidativo, os niveis de TBARS foram
significativamente maiores ao final da VMI (p<0,05). Na
avaliagio da atividade das enzimas antioxidantes SOD e
CAT, nao foi encontrado diferenca estatisticamente signi-
ficativa, porém se observou uma queda na atividade enzi-
mdtica ao final da VMI (Tabela 2).

Quando analisados os dados obtidos referentes a gaso-
metria arterial nenhuma das varidveis apresentou alteracio
significativa (Tabela 3). Da mesma forma, na andlise dos
pardmetros ventilatérios demonstrados na tabela 4, os va-
lores médios iniciais e finais nao apresentaram diferenca.

Observamos ainda a correlagio estatisticamente signifi-
cativa entre a FiO, e o TBARS antes (r=0,4) ¢ apés (r=0,4)
a VML, sugerindo que quanto maior for a FiO, maior serd
o estresse oxidativo (Figura 1). Na andlise da correlagio en-

Tabela 2 - Avalia¢ao do estresse oxidativo ao inicio e final da
ventilagao mecinica invasiva

Varidvel Inicio Fim Valor de p
TBAIT/S , 3,54 +0,74 4,96+ 1,47  0,04*
Tabela 1 - Caracteristicas antropométricas e clinicas da amostra (nmol/mg proteina)
Caracteristicas SOD , 18,02 + 7,78 16,85 + 7,30 0,7
- (U-SOD/mg proteina)
Género CAT
Masculino 3 (25) , 0,977 £ 1,05 0,935+ 0,57 0,9
o (pmol/mg proteina)

Feminino 9(75) Resultados apresentados em média + desvio padriao. *Diferenca
Idade (anos) 64,8 + 17,6 estatisticamente significativa entre os dados iniciais e finais (p<0,05).
Altura (m) 1,55 + 0,05 TBARS - substincias reativas ao dcido tiobarbittrico; SOD - superéxido
Peso pre dito (Kg) 477 +5,5 dismutase; CAT - catalase.

VC predito (mL) 382 + 44,5

APACHE II 15+7 Tabela 3 - Dados da gasometria arterial ao inicio e final da
Tempo de VMI (dias) 5,5+ 3,5 ventilacao mecinica invasiva

Comorbidades Varidvel Inicio Fim Valor de p

HAS 3 (25) pH 7,39+0,07  7,38+0,14 0,82

DM 2(17) PaO, (mmHg) 125 + 45 109 + 33 0,33

IRA 2(17) PaCO, (mmHg) 35,3 +12,8  42,4+16,9 0,25
Desfecho HCOa(mEq/L) 21,6 +5 25,4 + 7,4 0,15

Obito 6 (50) SpO, 98,4+2,6  96,6+3,6 0,17

Alta 6 (50) PaO /FiO, 336,1 £ 157,9 307,2 + 149,6 0,75

VC - volume corrente; APACHE II - acute physiology and chronic
health disease classification system II; HAS - hipertensio arterial
sistémica; DM - diabetes mellitus; IRA - insuficiéncia renal aguda.
Resultados expressos em média + desvio padrio e nimero (%).

Resultados apresentados em média = desvio padrio ou percentuais.
Pa0, - pressio arterial de oxigénio; PaCO, - pressao arterial de gds
carbonico; HCO3 - bicarbonato; SpO, - saturagao periférica de
oxigénio; FiO, - fracdo inspirada de oxigénio.
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Tabela 4 - Parametros ventilatérios

Valor de p
21,5+ 3,8 0,58

Inicio Fim

22,3+3,3

Parimetro

Ppico (mbar)

VC (mL) 517,2+ 118 519 +196,1 0,97
Ti (s) 1,01 + 0,05 1,03 + 0,06 0,38
PEEP (mbar) 6+1,5 6,75 + 2,1 0,32
FiO2 46,2 + 10,2 38,7+ 11,6 0,1
Cest (mL/mbar) 41,5+ 12,2 46,6 + 19,4 0,44
R (mbar/mL/s) 13,9 +7 13+ 3,5 0,69

Resultados apresentados em médiat desvio padrio ou percentuais.
Ppico - pressao de pico; VC - volume corrente; Ti - tempo inspiratérios
PEEP - pressio positiva expiratéria final; FiO, - fracao inspirada de
oxigénio; Cest - complacéncia estdtica; R - resisténcia.
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Figura 1 - Andlise da correlagio entre a FiO, e substincias
reativas ao acido tiobarbitdrico antes e apés a ventilagao
mecinica invasiva. Ao inicio da ventilagio mecinica invasiva
evidenciamos uma correlagio positiva significativa (r=0,4;
p<0,05) e no final (r= 0,4; p<0,05).

TBARS - substancias reativas ao 4cido tiobarbittirico.

Mazullo Filho JBR, Bona S, Rosa DB,
Silva FG, Forgiarini Junior LA, Dias AS et al.

tre PaO,/FiO, final e a SOD final, obtivemos um r=0,51
(p<0,05), sugerindo que pacientes com maior relagio de
PaO,/FiO, apresentam maior atividade da SOD apés a
VMI (Figura 2). J4 a andlise de correlagdo entre o tempo de
VMI e a CAT final apresentou r=-0,30 (p<0,05), onde pa-
cientes com um tempo de ventilagio menor, tiveram valores
maiores de CAT ao final da VMI (Figura 3).

A figura 4 trata da correlacio entre o APACHE 1I e
a SOD inicial (r=0,56; p<0,05) e a correlagio entre o
APACHE II e a SOD final (r=0,59; p<0,05).
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Figura 2 - Correlagio entre PaO,/FiO, e a enzima

antioxidante superdxido dismutase ao final da ventilagao
mecinica invasiva. Evidencia-se uma correlagio positiva
significativa (r=0,51; p<0,05).

SOD - superéxido dismutase.
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Figura 3 - Correlagio entre o tempo de internacio e a
atividade da enzima antioxidante catalase ao final da
ventilacdo mecanica invasiva. Obteve-se correlagio negativa
(r =-0,30; p<0,05).
CAT - catalase.
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Figura 4 - Correlagao entre o indice prognéstico APACHE 11
e a enzima antioxidante superéxido dismutase antes e apés a
ventilagao mecinica invasiva. Ao inicio da VMI evidenciamos
uma correlagio positiva significativa (r=0,56, p<0,05) e no final
uma correlagio significativa positiva (r= 0,59, p<0,05).

APACHE 11 - acute physiology and chronic health disease classification
system 11; SOD - superdxido dismutase.

DISCUSSAO

Este estudo avaliou a correlagio do estresse oxidativo
causado pela VMI em pacientes internados na UTI, suge-
rindo que a VMI pode influenciar o estado redox.

Na avaliacio do estresse oxidativo ao final da VMI
observou-se aumento significativo do TBARS. Apesar de
nao termos na literatura estudos especificos relacionados
ao estresse oxidativo causado pela VMI na clinica, nos-
sos dados corroboram os achados de outros autores que
utilizaram modelos bioldgicos."? Estudos sobre estres-
se oxidativo realizados com animais experimentais e se-
res humanos demonstraram que o aumento na atividade
metabdlica favorece a ocorréncia de lesdes oxidativas em
biomoléculas."” O estresse oxidativo demonstrado pelo
aumento do TBARS pode estd associado a disfun¢ao en-
dotelial e a VMI prolongada devido ao aumento da pro-
ducio de radicais livres derivados do oxigénio e também
espécies reativas de oxigénio, como o peréxido de hidrogé-
nio, causam dano tanto pulmonar como sistémico."” Os
marcadores do estresse oxidativo constituem ferramentas
notdveis na avaliagdo dos possiveis efeitos e implicagdes
sobre vdrios processos metabélicos no nosso organismo
podendo funcionar como sinalizadores de processos pato-
l6gicos e inflamatérios e estes marcadores podem ser me-
didos no sangue tornando-os assim possivel sua utiliza¢ao
a beira do leito.*!% A atividade de contracio nos muscu-
los respiratdrios seja esta ativa ou passiva através da VMI
promove uma isquemia transitéria e o relaxamento leva
a reperfusao, isso caracteriza o paradoxo do oxigénio em
que a falta de oxigénio seguida da reperfusio leva a um au-
mento das espécies reativas de oxigénio e pode gerar uma
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situacdo de desequilibrio que caracteriza o estresse oxida-
tivo."”” Observou-se também redugio nao significativa das
enzimas antioxidantes CAT e SOD ao final da VMI. Esta
queda no valor sérico das enzimas pode ser explicada pela
diminui¢ao da capacidade de defesa do organismo, pois
trata-se de pacientes em VMI prolongada e com comorbi-
dades associadas."®

Quando avaliado a gasometria arterial e os pardmetros
ventilatérios ao inicio e ao final da VMI ambos nao apre-
sentaram diferenga estatistica significativa. Ainda assim os
pacientes apresentaram aumento do estresse oxidativo e di-
minuicio dos valores das enzimas antioxidantes.?%

Evidenciou-se uma correlagio significativa entre a FiO,
inicial e 0o TBARS inicial com r=0,4 assim como correlacio
entre a FiO, inicial e o TBARS final com r=0,4 (p<0,05).
Esta correlagdo nos mostra que quanto maior for a FiO,
maior serd o estresse oxidativo pois grandes ofertas de FiO, e
consequente altas quantidades de oxigénio circulantes cau-
sam lesao oxidativa. Entretanto, situacoes de PaO, muito
baixa também causam estresse oxidativo."”

Notou-se também uma correlagio entre PaO /FiO, fi-
nal e 2 SOD final com r=0,51 (p<0,05). Pacientes que tem
valores PaO /FiO, maiores apresentam valores de SOD fi-
nal mais elevados demonstrando assim que uma quantidade
maior de oxigénio obtida pelo aumento da FiO, circulante
pode estimular a produ¢io de SOD e assim aumentar as
defesas antioxidantes pois a SOD age transformando dois
4nions radicais superdxido, produzidos a partir do oxigénio,
em peréxido de hidrogénio.®”

A correlagao entre o tempo de VMI e a CAT final com
r=0,3 (p<0,05), evidenciou que pacientes com um tem-
po de ventilagio, apresentam valores maiores de CAT ao
final da VMI, sugere-se que pacientes com menor tempo
de VMI possuem um sistema antioxidante mais eficaz e
consequentemente maior concentra¢ao de CAT. Sua acio
antioxidante vai ocorrer quando os radicais livres atingi-
rem a corrente sanguinea através da catalase eritrocitdria.
A catalase evita 0o acimulo de meta hemoglobina e tam-
bém decompde o perdxido de hidrogénio, um produto
toxico do metabolismo, em 4gua e oxigénio molecular.?
O H,O, em excesso causa oxidagio da hemoglobina e,
conseqiientemente, diminuigao das concentragdes de oxi-
génio, o que pode acarretar infec¢oes, formagao de tlceras
e até necrose.?

O indice preditivo APACHE II apresentou correlagao
com a atividade da enzima antioxidante SOD na avalia¢ao
inicial (r= 0,56; p<0,05) e final (r=0,59; p<0,05) sugerindo
que os pacientes mais graves apresentaram valores de SOD
menores tanto no inicio quanto no ultimo dia de VMI, de-
monstrando que parAmetros oxidativos podem ser associa-
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dos com gravidade e desfecho em UTT geral.*?

Este estudo apresenta como limitagoes: a) pequeno ta-
manho amostral; b) auséncia de pacientes alocados num
controle, permitindo avaliar se as alteragdes do estresse oxi-
dativo seriam secunddrias a evolu¢io da doenca de base; ¢)
utilizacao da TBARS como tinico marcador de estresse oxi-
dativo. Como ¢ sabido a maior parte do analitos sao gerados
durante o aquecimento na execucio da técnica do TBARS.
A niao adigao de hidroxitolueno butilado (BHT) pode au-
mentar a geracdo enddgena dos analitos levando a alteracio
na deteccio dos niveis de TBARS.

Porém, hd a necessidade de melhor exploragio, com es-
tudos longitudinais e maiores tamanhos de amostra, para
averiguar o valor preditivo das varidveis selecionadas assim
como a possibilidade de estratificar o valor relacionado ao
estresse oxidativo e enzimas antioxidantes e o desfecho dos
pacientes.

CONCLUSAO

Os resultados deste estudo sugerem que pacientes em
ventilagio mecanica invasiva apresentam aumento do es-
tresse oxidativo ao final da VMI, com aumento das substan-
cias reativas ao 4cido tiobarbittrico (TBARS) e diminuicio
das dosagens séricas da superdxido dismutase e catalase.

Mazullo Filho JBR, Bona S, Rosa DB,
Silva FG, Forgiarini Junior LA, Dias AS et al.

ABSTRACT

Objective: Mechanical ventilation is a mainstay of therapy
in intensive care units; however, its deleterious effects need to
be assessed. Therefore, we aimed to assess oxidative stress in
patients admitted to an intensive care unit undergoing invasive
mechanical ventilation.

Methods: This cross-sectional study included 12 invasive
mechanical ventilation patients. Blood samples (3 mL) were
collected on the first and last days on invasive mechanical
ventilation. Thiobarbituric acid-reacting substances (TBARS)
were assessed in plasma, and superoxide dismutase (SOD) and
catalase (CAT) were assessed in erythrocytes.

Results: The mean age was 64.8 + 17.6 years, the tidal
volume (VT) 382 + 44.5 mL, and the APACHE II score 15 +
7. When initial and final TBARS were compared, a significant
difference was identified (3.54 + 0.74 vs. 4.96 £ 147, p =
0.04). Antioxidant enzymes showed no significant differences.
Correlations between PaO,/FiO, and TBARS (r = 0.4), SOD
and PaO,/FiO, (r = 0.51) and APACHE II and SOD (r = 0.506)
were identified. Six patients died.

Conclusion: Patients undergoing invasive mechanical
ventilation can develop redox state changes, showing increased
TBARS and reduced antioxidant enzymes.

Keywords: Oxidative stress; Intensive care units; Respiration,
artificial; Thiobarbituric acid reactive substances
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