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ABREVIATURAS

APACHE II: “acute physiology and chronic health evaluation”;
CAT: catalase;

eNOS: oxido nitrico sintase endotelial;

EROs: espécies reativas de oxigénio;

ERNSs: espécies reativas de nitrogénio;

FC: frequéncia cardiaca;

FiO,. fracéo inspirada de oxigénio;

Fr: frequéncia respiratoria;

GPx: glutationa peroxidase;

GSH: glutationa reduzida;

GSSG: glutationa oxidada;

HIF: fator induzido por hipoxia;

MDA: malondialdeido;

NOS: 6xido nitrico sintase;

mrpm: movimentos respiratorio por minuto;
PaCO,: pressao parcial do gas carbonico arterial
PaO,: presséo parcial de oxigénio arterial;

PAV: pneumonia associada a ventilagdo;

Peep: pressao expiratéria final,

PIM: pressao inspiratoria maxima;

Prx: peroxiredoxina;

SOD: superoxido dismutase;

SVCT: transportador de vitamina C sédio dependente;

TA: tensao arterial;



TE: tempo expiratorio;

TI: tempo inspiratorio;

TSR: terapia de substituicao renal;

UTI: unidade de terapia intensiva;

VE: volume minuto;

VIDD: disfun¢éo diafragmatica induzida pelo ventilador;
VM: ventilagdo mecanica,

VT: volume de ar (volume tidal).



RESUMO

Titulo: Associagdo da ventilagdo mecéanica e seu desmame com 0 estresse
oxidativo.

Introducédo: O estresse oxidativo € um dos processos envolvidos na disfuncéo
da musculatura respiratéria induzidas pela ventilacdo mecanica (VM), esta
disfuncéo pode acarretar em dificuldades no desmame da ventilacdo destes
pacientes. Estudos evidenciam que quanto maior o tempo de permanéncia de
pacientes em VM, maior é a sua permanéncia em unidades de terapia intensiva
(UTI), maior € a incidéncia de pneumonia associada a ventilacdo PAV, maiores
sdo 0s gastos do sistema de salude e maior é a mortalidade. Encontrar
evidéncias de estresse oxidativo no sangue de pacientes submetidos a VM
durante o teste de ventilagdo espontadnea, podera nos auxiliar no
desenvolvimento de terapéuticas que reduzam o tempo de VM e suas
complicagoes.

Objetivos: Analisar a influéncia da VM e seu desmame na producdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e nas defesas antioxidantes em
sangue de pacientes.

Material e Métodos: As coletas iniciaram em marco de 2009 e foram
finalizadas em outubro de 2010. Os pacientes incluidos no estudo estavam
internados na UTI do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e se encontravam
em VM por tempo maior ou igual had 72 horas; foram excluidos os pacientes:
menores de 18 anos idade; em suplementacdo de antioxidantes ou de ferro;
gue tivessem recebido transfusdo sanguinea até 72h antes da coleta de dados,
gue tivessem diagnostico de doengcas oncoldgicas ou doencas
neurodegenerativas (Parkinson e Alzheimer); ou que ndo concordassem em
fazer parte do estudo. Os pacientes foram submetidos a coleta de sangue
venoso em trés momentos: 1 - momento em que eram iniciados os testes de
ventilagdo espontanea; 2 - momento em que o paciente apresentava falha no
teste de ventilacdo espontanea, ou obtivesse sucesso; 3 - apés 6 horas do
sucesso ou falha no teste de ventilagdo espontanea. O estudo contemplou 34
pacientes subdivididos em dois grupos: 0s que obtiveram sucesso (n = 21) e 0s
gue apresentaram falha (n = 13). Os pacientes possuiam idade média de 65
anos de idade, 52% eram do sexo masculino, e estavam sob terapia de VM em
média ha 7,7 dias. Foram analisadas as defesas enzimaticas: superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) e as defesas
ndo enzimaticas: glutationa total (GSSG), glutationa reduzida (GSH) e a
guantificacdo de nitritos, nitratos e Vitamina C. Realizou-se também a
mensuracdo de danos a proteinas (carbonilacdo) e em lipideos através do
malondialdeido (MDA).

Resultados: Verificou-se que 38% dos pacientes falharam no teste de
ventilagdo espontanea. Este grupo, antes mesmo do inicio do teste,
apresentava no plasma maior dano oxidativo em lipideos (malondialdeido: 0.39
pmol/L no grupo falha vs. 0.16 pmol/L no grupo sucesso); maior concentracao
de antioxidante (Vitamina C: 1.78 umol/L no grupo falha vs. 0.81 umol/L no
grupo sucesso); e diminuicdo na concentragdo de Oxido nitrico (nitratos: 1.66
mmol NaNO2/g proteina no grupo falha vs. 2.29 mmol NaNO2/g proteina no
grupo sucesso). As diferencas entre o grupo sucesso e falha mantiveram-se
nos demais momentos (durante e ap0s) o teste de ventilacdo espontanea.
Concluséo: Danos lipidicos elevados, quantidades aumentadas de vitamina C,



bem como baixas concentragdes de 6xido nitrico no plasma estéo relacionados
com a falha no desmame da ventilacdo mecanica.

Palavras-chave: estresse oxidativo; unidade de terapia intensiva, ventilacdo
mecanica, desmame, malondialdeido, 6xido nitrico, Vitamina C.



ABSTRACT

Title: Association of mechanical ventilation and its weaning to oxidative stress.
Introduction: Oxidative stress is one of the processes involved in respiratory
muscle dysfunction induced by MV, this dysfunction can lead to difficulties in
weaning from these patients. Studies show that the longer the duration of stay
of patients on MV, the greater their ICU stay, the greater the incidence of PAV,
the higher costs of health care and higher mortality. Finding evidence of
oxidative stress in the blood of patients undergoing MV during spontaneous
breathing test may assist us in the development of therapies that reduce the
duration of mechanical ventilation and its complications.

Objective: Analyze the influence of mechanical ventilation and weaning in its
production of reactive oxygen and nitrogen species, and antioxidant defenses.
Material and Methods: The collection began in March 2009 and were
completed in October 2010. Patients included in the study were admitted to the
ICU of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre and in MV for time greater than
or equal 72 hours ago, we excluded patients: children under 18 years old, in
supplementation of antioxidants or iron, which had received blood transfusion
within 72 hours prior to data collection, which had a diagnosis of oncological
diseases and neurodegenerative diseases (Parkinson's and Alzheimer's), or
who refused to join the study. Patients underwent venous blood was collected at
three time points: 1 - the moment in which the tests were started spontaneous
breathing; 2 - when the patient had failed spontaneous breathing trial, or were
successfully; 3 - after 6 hours the success or failure of spontaneous breathing
trial. The study included 34 patients divided into two groups: those who were
successful (n = 21) and those that failed (n = 13). Patients had a mean age of
65 years old, 52% were male, and were under VM therapy for an average of 7.7
days. We analyzed the enzymatic defenses: superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx) and non-enzymatic defense:
total glutathione (GSSG), reduced glutathione (GSH) and the measurement of
nitrites, nitrates and Vitamin C. We also conducted to measure damage to
proteins (carbonylation) and lipids as malonaldehyde (MDA).

Results: It was found that 38% of weaning failure. Before spontaneus breathing
trial, these weaning failure patients already present, in the plasma, higher
oxidative damage in lipids (molondialdehyde: 0.39 pmol/L in weaning failure vs.
0.16 umol/L in weaning success); higher antioxidant level (Vitamin C: 1.78
pmol/L in weanin failure vs. 0.81 pmol/L in weaning success); and decreased
nitric oxide concentration (nitrite: 1.66 mmol NaNO2/g protein in weaning failure
vs. 2.29 mmol NaNO2/g protein in weaning success). The differences between
weaning failure and weaning success patients remained during and after
weaning trial.

Conclusion: Plasmatic higher lipid oxidative damage and higher Vitamin C as
well as lower nitric oxide concentration are related to weaning failure from
mechanical ventilation.

Keywords: oxidative stress; intensive care units; mechanical ventilation;
weaning; malondialdehyde; nitric oxide; Vitamin C.



INTRODUCAO

Estresse Oxidativo

Espécies reativas de oxigénio (EROs) podem ser produzidas durante a
reducdo de oxigénio molecular (O,) a 4gua (H,O) na cadeia transportadora de
elétrons da mitocOndria. Este processo metabdlico utilizado por organismos
aerdbicos é essencial para manutencao da vida, porém pode formar EROs tais
como: o peréxido de hidrogénio (H,O,), o radical superoxido (0,*), o radical
hidroperoxila (HO,®*) e o radical hidroxila (OH®), sendo este Ultimo o mais
reativo em sistemas bioldgicos, devido a sua facilidade em ligar-se a metais,
outros radicais ou qualquer molécula biolégica. A geracdo de EROs pode levar
ao estresse oxidativo, contudo sabemos que EROs estdo envolvidas em
diversos processos biolégicos como fagocitose, regulacdo do crescimento
celular e sinalizagé&o intra e intercelular (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

A producéo de EROs, bem como espécies reativas de Nitrogénio (ERNS)
e seus respectivos agentes antioxidantes em sistemas biolégicos podem sofrer
desequilibrio levando o organismo ao estresse oxidativo (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007). Encontramos situacfes onde ocorrem a peroxidacao
lipidica, oxidacdo de proteinas e &cidos nucleicos devido ao aumento de
espécies reativas ou reducao de defesas antioxidantes. (SUZUKI et al., 2006).
Ao longo da evolucdo os organismos desenvolveram mecanismos de defesa
gue buscam manter o equilibrio entre espécies reativas e antioxidantes. Os
antioxidantes podem ser enzimaticos e nao-enzimaticos, os ndo-enzimaticos
por sua vez, podem ser de origem enddgena ou exdgena.

As superoxido dismutases (SOD), a catalase (CAT), as glutationa
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peroxidases (GPx) e as peroxirredoxinas (Prx) sao as principais defesas
antioxidantes enzimaticas. (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

A SOD catalisa a dismutacao do superoxido em peréxido de hidrogénio e
agua (Eqg.1). Os mamiferos possuem trés tipos de SOD, duas delas possuem
cobre (Cu) em seu sitio ativo e uma possui manganés (Mn). Aquelas que
possuem Cu no seu sitio ativo encontram-se uma intra e outra extracelular,
enquanto que a SOD que possui Mn localiza-se na mitocondria (FUKAI &

USHIO-FUKAI, 2011).

Equagcéo 1 Cu®+ SOD + 0,* =>Cu*SOD + O,

Cu " SOD + 0, + 2H" => Cu?+ SOD + H,0,

A CAT juntamente com as Prx, possui a propriedade de reduzir perdxido
de hidrogénio a agua (Eq.2). A CAT localiza-se nos peroxissomos enquanto que
as Prx localizam-se em diversos compartimentos celulares e sdo constituidas
por uma familia de seis diferentes antioxidantes (Prx1 a Prx6). As Prx
convertem ainda peréxidos organicos em 4alcool, e peroxinitrito em nitrito
(SHUVAEVA et al. 2009).

Nos mamiferos as Prx distribuem-se em diferentes compartimentos
celulares. A Prx3 e Prx5 sdo direcionadas para a matriz mitocondrial, onde
realizam a detoxificacdo do perdoxido de hidrogénio produzido por esta
organela. Pela abundancia com que é encontrada, Prx3 é responsavel por
cerca de 90% da detoxificacdo do H,O, na matriz mitocondrial (COX, et al.,

2010).
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Os eritrécitos possuem as Prx1, Prx2 e Prx6 em seu interior, Prx2 é a
mais abundante (sendo a terceira proteina mais abundante no interior do
eritrécito) e atua na detoxificacdo de baixos niveis de H,O,. Duas possiveis
importantes fontes de H,O, na circulagao sao: H,O, gerado na detoxificagdo do
0,* pela SOD, assim como o H,0, gerado da auto-oxidacdo da hemoglobina

(LOW et al., 2008).

Equacéo 2 catalase
2H,0, => 2H,0 + O,

A GPx, possui um atomo de selénio (Se) em seu sitio ativo e atua na

degradacgdo de peroxidos no organismo (Eq. 3) (SINGH et al., 2010).

Equacao 3 ROOH + 2GSH => GSSG + H,0 + ROH

A GPx degrada peréxidos oxidando duas moléculas de glutationa

reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG), esta glutationa oxidada pode

ser reduzida novamente pela enzima glutationa redutase (Eq. 4) (HALLIWELL

& GUTTERIDGE, 2007).

Equacéio 4 GSSG + NADPH + H" => 2 GSH + NADP*

Existem quatro formas de GPx: a GPx1 que é uma enzima citosdlica; a
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GPx2 gue é encontrada no trato gastro intestinal e também é conhecida como
GI-GPx; a GPx3 que é originada no rim e encontrada-se no plasma de
mamiferos e também em diversos fluidos corporais, sendo a Unica que possui a
propriedade de utilizar a tioredoxina como substrato, além de glutationa.
Existe ainda a GPx4 que reduz ndo somente perdxidos organicos e H,O, mas
também hidroperéxidos de colesterol e acidos graxos (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007).

A glutationa e o &cido urico sdo exemplos importantes de defesas
antioxidantes n&o-enzimaticas endogenas (VINA et al., 2005).

A glutationa (GSH), é um oligopeptideo enddgeno, que além de ser
substrato da GPx, também é o principal composto ndo-enzimético antioxidante
intracelular, estando presente em concentracdes semelhantes a da glicose em
hepatocitos (VINA et al., 1978). A GSH é um sequestrador de radicais livres em
condicdes fisiolégicas ou sob acdo de xenobioticos, além de participar na
regeneracao dos antioxidantes acido ascorbico e tocoferol.

Existem importantes antioxidantes de origem exdégena, como
carotenoides, flavondides, tocoferol (vitamina E) e acido ascorbico (vitamina C).

A vitamina C tem importante papel como antioxidante. E um potente
agente redutor e participa como cofator de varios processos de oxi-reducao.
Atua como sequestrador de EROs e ERNSs, entre eles 0 O,* e o HO-. Além
disso, participa juntamente com o tocoferol na inibicdo da peroxidacéao lipidica
(KOJO, 2004). Ela também desempenha um papel de coenzima em processos
de oxidacdo, tais como hidroxilases e dioxigenases (DAVIES et al., 1991).

A vitamina C ainda estd envolvida no metabolismo de

neurotransmissores, lipideos e colageno (KOJO, 2004). O acido ascorbico
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participa, juntamente com o Fe(ll) na degradacao de HIF (Fator de transcricdo
Induzivel de Hipodxia) em situagbes de normodxia intracelular (MANDL et al.,
20009).

Cabe lembrar que o &cido ascorbico pode participar como agente
redutor na reducdo do Fe(lll) a Fe(ll), resultante da reacdo de Fenton (Eq.5),
em que o peroxido de hidrogénio reage com um metal de transicdo Fe(ll) ou
Cu® formando dois hidroxidos, sendo um deles um radical e outro apenas um

ion (KOJO, 2004).

Equagéo 5 H,0, + Fe** => Fe** + OH + OH"

Tao importante quanto as EROs e as defesas enzimaticas e nédo
enzimaticas, estdo as ERNs, que tem como exemplo o 6xido nitrico (NO). O
NO é uma molécula reativa de sinalizagdo que interage como o0 oxigénio
molecular e espécies reativas de oxigénio, tais como o superéxido (0,*) para
formar peroxinitrito (ONOOQO"), nitrito (NO;) e nitrato (NO3’) (KELM, 1999). Os
nitritos e nitratos podem indicar indiretamente a concentracdo de 6xido nitrico
de compartimentos biol6gicos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). O NO tem
solubilidade limitada em meio aquoso, possui facilidade em atravessar
membranas celulares e liga-se rapidamente a metais de transicdo como Cu,
Mo e Fe, e quando incorporado por algumas enzimas pode afetar sua
atividade. No sangue o Oxido nitrico € rapidamente convertido a nitrato
(SIERVO, 2011). O precursor de NO em sua biossintese é a L-arginina um
aminoacido semi-essencial que também esta envolvido na sintese de

proteinas, resposta imune e neurotransmissao (WU & MORRIS, 1998).

14



Os marcadores do dano em biomoléculas tém sido utilizados para inferir
as consequéncias do estresse oxidativo. A mensuragdo de grupos carbonila é
utilizada para inferir o dano oxidativo em proteinas. A carbonilacdo pode alterar
a atividade de proteinas além de afetar o metabolismo e o transporte celular.
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Produtos da peroxidacdo lipidica, tais como o malondialdeido, o 4-
hidroxinonenal e o F(2)-isoprostanos sao amplamente utilizados como
marcadores de estresse oxidativo in vitro e in vivo. A formacao destes produtos
ocorre quando EROs reagem com lipidios de membrana podendo causar
alteragcbes em sua estrutura e fluidez (MOORE & ROBERTS, 1998). Nos
ultimos 50 anos, a peroxidacdo lipidica tem sido objeto de estudos
aprofundados devido ao seu envolvimento em doencgas, processos de inibicéo,
e sinalizacdo de rotas biologicas. Hidroperéxidos lipidicos sdo formados como
0s principais produtos primarios, mas também sdo substratos para diferentes
enzimas que podem sofrer varias reacdes secundarias (YOSHIDA et al.,

2013).

Ventilagdo Mecanica

A ventilacdo mecanica (VM) ou, como seria mais adequado chamarmos, o
suporte ventilatério, consiste em um método de suporte para o tratamento de
pacientes com insuficiéncia respiratoria aguda ou cronica agudizada. Tendo
como objetivos: corrigir a hipoxemia e a acidose respiratoria associada a
hipercapnia; aliviar o trabalho elevado da musculatura respiratoria em situacées
agudas de alta demanda metabdlica; reverter ou evitar a fadiga da musculatura

respiratoria e diminuir o consumo de oxigénio. Desta forma, reduzindo o
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desconforto respiratério; e permitindo a aplicacdo de terapéuticas especificas.
Os critérios para aplicacdo de VM variam de acordo com o0s objetivos que se
guer alcancar. Em situa¢6es de urgéncia, especialmente quando o risco de vida
ndo permite boa avaliagdo da funcao respiratéria, a impresséo clinica é o ponto
mais importante na indicacdo de VM, auxiliada por alguns parametros de
laboratério. As principais indicagcfes para iniciar o suporte ventilatério sdo: a
reanimagdo devido a parada cardiorrespiratoria; hipoventilacdo e apnéia;
insuficiéncia respiratéria devido a doenca pulmonar intrinseca e hipoxemia;
faléncia mecéanica do aparelho respiratério; prevencdo de complicacdes
respiratorias e reducado do trabalho muscular respiratorio e fadiga muscular.
Resumindo, a VM é aplicada em vérias situa¢gdes clinicas em que o
paciente desenvolve insuficiéncia respiratéria, sendo, dessa forma, incapaz de
manter valores adequados de O, e CO; sanguineos (CARVALHO et al., 2007).
A VM se faz através da utilizacdo de aparelhos que, intermitentemente,
insuflam as vias respiratérias com volumes de ar (VT). O movimento do gas
para dentro dos pulmd&es ocorre devido a geracdo de um gradiente de pressao
entre as vias aéreas superiores e o alvéolo, podendo ser conseguido por um
equipamento que diminua a pressao alveolar (ventilacdo por pressao negativa)
ou que aumente a pressdo da via aérea proximal (ventilacdo por pressao
positiva). Neste ar, controla-se a concentracdo de O, necessaria para obter-se
uma taxa arterial de oxigénio adequada. Controla-se ainda, a velocidade com
gue o ar sera administrado e também se define a forma da onda de fluxo. O
namero de ciclos respiratérios que o0s pacientes realizam em um minuto
(frequéncia respiratoria) serd consequéncia do tempo inspiratorio (TI), que

depende do fluxo, e do tempo expiratério (TE). O TE pode ser definido tanto
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pelo paciente (ventilagdo assistida), de acordo com suas necessidades
metabdlicas, como através de programacdo prévia do aparelho (ventilacdo
controlada). O produto da frequéncia respiratoria pelo VT é o volume minuto
(VE) (CARVALHO et al., 2007).

A exposicao de pacientes a procedimentos invasivos, como a intubacéo
endotraqueal, bem como a manutencdo destes, em ventilagdo mecéanica 0s
torna mais vulneraveis a infeccoes.

A pneumonia associada a ventilacdo mecéanica (PAV) é a infecgdo
hospitalar mais comum nas unidades de terapia intensiva (UTI). A incidéncia da
PAV é alta, podendo variar entre 6% e 52%, dependendo da populacao
estudada, do tipo de UTI, e do tipo de critério diagnéstico utilizado, pois apesar
de ser uma infeccdo extremamente importante, € um dos diagndésticos mais
dificeis de ser estabelecido num paciente gravemente doente (TEIXEIRA, et al.,
2004). A mortalidade de pacientes com diagnostico de PAV pode chegar a 50%
(CHASTRE, et al., 2002).

Individuos em VM prolongada (mais de 3 semanas de VM) representam
6% de todos os pacientes ventilados, porém consomem 37% dos recursos de
uma UTIl (WAGNER, 1989). Estima-se que o custo diario aproximado de um
paciente em VM chegue a 2000 délares americanos. (COOPER & LINDE-

ZWIRBLE, 2004).

Desmame

O termo desmame refere-se ao processo de transicdo da ventilagcao
artificial para a ventilagdo espontanea nos pacientes que permanecem em

ventilagdo mecanica invasiva por tempo superior a 24 horas (CARVALHO et al.,
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2007). Alguns autores relatam que o tempo gasto com o desmame da VM
representa de 40 a 50% do tempo total de VM (ESTEBAN et al., 2002).

O termo interrupcdo da VM refere-se aos pacientes que toleraram um
teste de respiragdo espontdnea e que podem ou ndo ser elegiveis para
extubacdo. O teste de respiracdo espontanea (método de interrupcdo da
ventilagdo mecanica) é a técnica mais simples, estando entre as mais eficazes
para o desmame. E realizado permitindo-se que o paciente ventile
espontaneamente através do tubo endotraqueal, conectado a uma peca em
forma de “T”, com uma fonte enriquecida de oxigénio, ou recebendo presséo
positiva continua em vias aéreas (CPAP) de 5 cm H,0, ou com ventilagdo com
pressao de suporte (PSV) de até 7 cm H,O (CARVALHO et al., 2007).

Em fevereiro de 2007 European Respiratory Journal publicou o TASK
FORCE - Weaning from mechanical ventilantion, onde constam
recomendacfes para a pratica do desmame da ventilacdo. Participaram da
construcdo desta publicagdo a European Respiratory Society (ERS), a
American Thoracic Society (ATS), the European Society of Intensive Care
Medicine (ESICM), e a Society of Critical Care Medicine (SCCM) e a Société de
Réanimation de Langue Francaise (SRLF). Nela constam algumas
consideracdes para a avaliagdo do teste de respiragdo espontanea, conforme

consta na Tabela 1.
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Tabela 1. Consideracdes para avaliacdo do teste de respiragdo espontanea

Avaliagdo Clinica Tosse adequada
Auséncia de excessiva secrecao tragueobronquica
Resolucéo do distlrbio que levou o paciente a VM

Variaveis Objetivas Estabilidade clinica

mmHg;
sem uso de vasopressor ou em doses baixas)
Estabilidade metabdlica
Oxigenacao adequada
Sa02 > 90% com FiO2 < 0,4 ou (PaO2/FiO2 = 150 mmHg)
Peep < 8 cmH20
Funcéo pulmonar adequada
Fr <35 mrpm
PIM entre <-20 e -25 cm H20
Auséncia de significante acidose respiratoria
Estado neurolégico

Estabilidade cardiovascular (FC < 140 bpm; TA sitdlica entre 90 - 160

Auséncia de seda¢éo ou em uso de sedativo sem alteragdes neuroldgicas

Tabela 1. Adaptado do TASK FORCE. (BOLES et al., 2007).

O desmame pode ser classificado em: 1- simples: quando o paciente é
extubado no primeiro teste de respiracdo espontanea (corresponde a 69% dos
pacientes com uma mortalidade de 5%); 2- dificil: quando o paciente falha em
até 3 testes de respiragdo espontanea ou até 7 dias apds o primeiro teste de
respiracdo espontanea; 3- prolongado: quando o paciente falha em 3 ou mais
testes de respiragdo espontanea ou mais de 7 dias apds o primeiro teste de
respiracédo espontanea (o desmame dificil e prolongado correspondem juntos a
31% dos pacientes com uma mortalidade de 25%)(BOLES et al., 2007).

A extubacdo é a retirada da via aérea artificial. No caso de pacientes
tragueostomizados, utiliza-se o termo decanulacdo. Denomina-se reintubacgao
ou fracasso de extubacdo, a necessidade de reinstituir a via aérea artificial. A
reintubacéo é considerada precoce quando ocorre em menos de 48 horas apos

a extubacéao (ou decanulacao).
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Define-se como sucesso da interrupcdo da ventilagdo mecanica como

um teste de respiracdo espontanea que foi bem sucedido. Os pacientes que

obtiverem sucesso no teste de respiracdo espontanea devem ser avaliados

guanto a indicacao de retirada da via aérea artificial (CARVALHO et al., 2007).

A Tabela 2 indica algumas situacdes fisiologicas e patologias que podem

impactar no desmame da ventilagcéo:

Tabela 2. Alteracdes fisiol6gicas que podem contribuir para a falha do desmame

Fisiopatologia

Considerar

Capacidade respiratéria

Capacidade cardiaca

Neuromuscular

Neuropsicologicas

Metabdlicas

Nutricionais

Anemia

Aumento do trabalho ventilatorio: ajuste inadequado do
ventilador

Reduc¢do da complacéncia: pneumonia, edema pulmonar
fibrose ou hemorragia pulmonar , infiltrado pulmonar difuso

Broncoespasmo

Aumento da resisténcia pulmonar

Durante o teste de respiracdo espontanea: tubo endotraqueal
P&s extubacdo: edema de glote, aumento da secrecéo em via
aérea

Doencas cardiacas prévias

Aumento do trabalho cardiaco: sepsis nédo resolvida, aumento
das demandas metabdlica

Depresséo central do drive respiratério: alcalose metabdlica,
uso de medicacdes sedativas

Delirio

Ansiedade

Depresséo

Disturbios metabdlicos

Uso de corticoides

Hiperglicemia

Obesidade

Desnutricdo

Tabela 2. Adaptado do TASK FORCE. (BOLES et al., 2007).
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Acredita-se que a capacidade de iniciar o desmame nos pacientes em
UTI seja subestimada visto que 50% dos pacientes que apresentam extubacao
ndo planejada (acidental) ndo necessitam retornar a VM (MION et al., 2007).

Quando o paciente ndo tolera o teste de respiracdo espontanea,
considera-se fracasso na interrupcdo da ventilagdo mecanica. No caso de
fracasso da interrupcdo da ventilacdo mecéanica, o paciente devera receber
suporte ventilatorio que promova repouso da musculatura. Uma revisdo das
possiveis causas desse fracasso devera ser feita pela equipe, bem como o
planejamento da estratégia a ser adotada a seguir — nova tentativa de
interrupcdo da ventilacdo mecanica ou desmame gradual (CARVALHO et al.,
2007).

Na Tabela 3 encontra-se as principais causas de falha no teste de
respiracéo espontanea.

Tabela 3. Critérios de falha no teste de respiracdo espontanea

Avaliacao clinica Agitagdo e ansiedade

e indices subjetivos Rebaixamento do sensério
Diaforese
Cianose

Evidéncia de aumento de esforco
Aumento da utilizacdo da musculatura
acessoria

Face com sinais de desconforto
Pa02 < 50 — 60 mmHg com FiO2 = 0,5 ou SatO2 <
Avaliagéo objetiva 90%

PaCO2 > 50 mmHg ou aumento da PaCO2 >8 mmHg
pH < 7,32 ou decréscimo no pH = 0,07

Fr/iVT > 105 mrpm x L-1

Fr >35 mrpm ou aumentoz 50%

FC >140 bpm ou aumento = 20%

TA sistélica > 180 mmHg ou aumento = 20%

TA sistélica < 90 mmHg

Arritmias cardiacas
Tabela 3. Adaptado do TASK FORCE. (BOLES et al., 2007).
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Define-se sucesso do desmame a manutencdo da ventilagdo
espontanea durante pelo menos 48 horas apds a interrupcdo da ventilagdo
artificial. Considera-se fracasso ou faléncia do desmame, se o retorno a

ventilagdo artificial for necessario neste periodo (CARVALHO et al., 2007).

Protocolos de desmame

A instituicdo de protocolos de desmame, através da sistematizacéo,
pode reduzir o tempo de desmame da VM e de permanéncia na UTI (ELY et al.,
1996). Estudos randomizados e controlados comprovam que 0 empiriSmo
aplicado ao desmame prolonga o tempo de ventilagdo mecanica (KOLLEF et
al.,1997).

Na maioria dos pacientes, ap6s a recuperacdo do evento agudo que
motivou a ventilacdo mecanica, o retorno gradual a ventilacdo espontanea
pode ser abreviado. Cerca de 60% a 70% dos pacientes podem ser extubados
apos um breve teste em ventilagdo espontanea. A dificuldade no desmame
reside em cerca de 5% a 30% dos pacientes, que ndo conseguem ser retirados
do ventilador em uma primeira ou segunda tentativa (OLIVEIRA et al., 2006).

Os pacientes mesmo ao serem manejados sob diretrizes de protocolos
de desmame para a extubacdo, muitas vezes ndo obtém éxito neste processo.
Em um estudo realizado em Centros de Terapia Intensiva (CTI), de Porto
Alegre, onde foram incluidos 458 pacientes em VM por mais de 48 horas, e
submetidos ao protocolo de desmame, o qual avalia parametros ventilatorios,
hemodinamicos e gasométricos (anexo 1), demostrou que 98 (21,4%)

pacientes apresentaram falha no processo de extubacao (VIEIRA et al., 2008).
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Ventilagao Mecanica, Desmame e Estresse Oxidativo

Em modelo experimental animal realizado com ratos adultos, onde
expuseram um grupo a ventilacdo mecanica (VM) por 12 horas e compararam
ao grupo controle (ndo expostos), concluiu-se que a ventilacdo mecanica
promove desequilibrio das principais defesas antioxidantes do diafragma,
contribuindo para o dano na musculatura inspiratéria (FALK et al., 2006).

Em outro estudo com ratos expostos a VM por 18 horas evidenciou-se
diminuicdo de miofibrila muscular em todos os tipos de fibras diafragmaticas,
além de oxidacédo de proteinas e peroxidacao lipidica (SHANELY et al., 2002).

Outros pesquisadores verificaram que a VIDD pode estar relacionado ao
estresse oxidativo mitocondrial (LECUONA et al., 2012, PICARD et al., 2012,
POWERS et al., 2012).

Em modelos experimentais com leitdes expostos a VM por 3 horas ou 72
horas respectivamente, verificou que a pressao transdiafragmatica, a forca e
frequéncia respiratoria, foram reduzindo-se ao longo do tempo (RAMIREZ et
al., 2005).

A realizacdo de necropsia em diafragma humano realizada em
individuos expostos a VM, por periodo superior a 18 horas mostrou atrofia das
miofibrilas diafragméticas, além de diminuicdo dos niveis do antioxidante
glutationa (LEVINE et al., 2008).

Uma vez que, demonstrado em diversos estudos a ocorréncia de dano
oxidativo em modelos animais expostos a VM, alguns autores propuseram o
uso de antioxidantes buscando revogar ou diminuir 0 dano oxidativo causado
pela VM. O uso de N—acetilcisteina em cdes submetidos a terapia ventilatoria

invasiva demonstrou diminuig&o significativa de danos oxidativos ao diafragma
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(BARREIRO et al., 2006). A glutationa é um tripeptideo formado por glutamina,
cisteina e glicina, a administracdo de algum destes substratos pode configurar
em aumento dos niveis do produto, neste caso a glutationa (MONOSTORI et
al., 2009).

Outro estudo ainda com N-acetilcisteina em ratos sépticos demonstrou
que o uso do antioxidante pode diminuir o estresse oxidativo levando a menor
edema pulmonar no grupo tratado (CAMPOS et al., 2012).

Verifica-se também, que o tratamento de ratos com o antioxidante Trolox
atenua a disfuncdo diafragmatica e a protedlise induzida por 12 horas de
ventilagdo mecanica controlada (BETTERS et al., 2004). Trolox é um potente
sequestrador de radicais alcoxil e peroxil, que pode atuar tanto em meio
aquoso como em meio lipossoltvel (ALBERTO et al., 2013).

Em contrapartida, em um estudo recém publicado onde foi administrada
glutamina a pacientes em VM e com falha orgéanica mdltipla encontrou-se
aumento da mortalidade no grupo que recebeu o antioxidante (HEYLAND et al.,
2013).

Em pacientes com lesdo pulmonar aguda observa-se desequilibrio no
estado redox causados por EROs e ERNs (REDDY et al., 2007). Em outro
estudo realizado em pacientes com leséo pulmonar aguda, onde se realizou
coleta de fluido de edema, através de lavado broncoalveolar, logo apds a
intubacdo endotraqueal, mostrou diminuicdo dos niveis de antioxidantes como:
ascorbato, urato, glutationa, nitrato e nitrito (BOWLER et al., 2003).

Outros pesquisadores verificaram que ao ventilar-se o pulmdo com
volume de ar corrente excessivo, pode ocorrer aumento da permeabilidade

alveolar e também na expressdo de CuZnSOD e NOs pelos alvéolos. Além
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disso, 0 uso de antioxidantes pode minimizar o dano oxidativo no tecido em
guestao (DAVIDOVICH, et al., 2013).

Apds a breve andlise das publicacdes cientificas apresentadas torna-se
inegavel a participacdo de EROs na disfuncdo diafragmatica dos pacientes
ventilados em UTIL. Também é evidente o papel do estresse oxidativo nas
diversas patologias dos pacientes criticamente enfermos. Os dados nos
reportam a possivel falha do processo de desmame associado ao dano
diafragmatico causado pelo ventilador.

Ao realizarmos a revisao de literatura ndo encontramos descricdo de
andlise do estresse oxidativo em nivel sanguineo nos pacientes submetidos
aos protocolos de desmame. E evidente a alteracdo no estado redox dos
modelos animais submetidos a ventilagdo mecéanica. Sabe-se do dano causado
pela VM aos mauasculos respiratérios e trabalhos foram desenvolvidos e
continuam sendo aplicados com antioxidantes utilizados como terapia para
anular ou diminuir danos causados por EROs e ERNSs.

Os protocolos de desmame apresentam desfechos favoraveis na
conducdo da extubacado. Avaliam os parametros gasométricos, ventilatorios e
hemodindmicos, porém apresentam numero significativo de falhas. Talvez
esteja envolvido algum dano sistémico causado por EROs ou ERNs que
possa ser detectado em nivel sanguineo, no processo de desmame ou apenas

0s musculos respiratorios sao responsaveis pela falha?
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Verificar a relacdo entre estresse oxidativo e o processo de desmame

da ventilacdo mecanica.

Objetivos especificos

Quantificar a atividade das enzimas antioxidantes: superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx)
nos eritrocitos de pacientes submetidos ao processo de
desmame;

Verificar os niveis dos antioxidantes ndo enzimaticos: glutationa,
acido ascorbico, uréia e nitritos e nitratos dos mesmos
pacientes;

Quantificar produtos de danos oxidativos em lipidios e proteinas
nos pacientes submetidos ao processo de desmame;

Avaliar a associacdo do estresse oxidativo com falha ou

sucesso do teste de respiragcao espontanea.
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Abstract

Rationale. Oxidative stress seems to be the key mechanism contributing to
mechanical ventilation (MV)-induced respiratory muscle dysfunction, and it
probably makes the weaning process difficult. The problem is that diagnosis

depends on measurements in muscle diaphragmatic fiber.

Objective. To evaluate if respiratory muscle dysfunction, based on
measurement of blood reactive species , is already present before- or is

developed during weaning trial.

Methods. Prospective experimental study performed in MV-dependentpatients =
72 hours submitted to the standard weaning protocol. Clinical, laboratorial and
oxidative stress analyses were performed in three stages during the
spontaneous breathing trial: immediately before the trial, at 30™ minute of SBT
in weaning success patients, or immediately before return to mechanical

ventilation in weaning failure patients, and 6 hours after the end trial.

Measurements and main results. Thirty-four patients were included in the study
with 38% of weaning failure. Before spontaneus breathing trial, these weaning
failure patients already present higher oxidative damage in lipids
(molondialdehyde: 0.39 pmol/L in weaning failure vs. 0.16 umol/L in weaning
success); higher antioxidant level (Vitamin C: 1.78 umol/L in weanin failure vs.
0.81 umol/L in weaning success); and decreased nitric oxide concentration
(nitrite: 1.66 mmol NaNO/g protein in weaning failure vs. 2.29 mmol NaNO,/g
protein in weaning success). The differences between weaning failure and

weaning success patients remained during and after weaning trial.

Conclusions. Plasmatic higher lipid oxidative damage and higher Vitamin C as
well as lower nitric oxide concentration are related to weaning failure from
mechanical ventilation.

Number of words: 246

Keywords: oxidative stress; intensive care units; weaning; mechanical
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ventilation; malondialdehyde; nitric oxide; Vitamin C.

RATIONALE

The influence of free radicals on contractile function of skeletal muscles
appears to be robust, common to muscles of the respiratory system and the
limbs.* Both types of skeletal muscle constitutively generate free radicals and
have comparable levels of antioxidant buffers.? In animals, diaphragmatic
Inactivity associated with mechanical ventilation (MV) leads to muscle fiber

atrophy in the diaphragm and a reduction in its force-generating capacity.>*?

Recently, authors ** 4

reported that prolonged diaphragmatic inactivity induced
by MV in humans is associated with preferential fiber atrophy, and an increase
in markers of proteolysis (E3 ubiquitin ligases, caspase-3, nuclear factor-kB,
and calpains) within the diaphragm. Therefore, oxidative stress seems to be the
key mechanism contributing to MV-induced respiratory muscle dysfunction
(mainly diaphragmatic), and probably increases MV-time and makes the
weaning process difficult.™ *°

Diaphragmatic function is a major determinant of the ability to
successfully wean patients from MV.'Patients that fail in spontaneous breathing
trial (SBT) show clinical manifestations of severe respiratory distress and, for
years, observational studies™*® have believed that weaning failure (WF)
patients developed respiratory muscle fatigue by the time a failed weaning trial
is stopped. However, Laguiet al.'®, who measured twitch transdiaphragmatic
pressure (Pdi) using phrenic stimulation, failed to prove it, and showed that
clinical manifestations of severe respiratory distress are evident before the
patients are predicted to develop fatigue. Therefore, until now, there is evidence
of muscle atrophy but there is no evidence concerning the development of
respiratory muscle fatigue during SBT in patients who fail to wean.

In MV-subjects, Jaberet al.™

showed tissue atrophy and increased
expression of ubiquitinated proteins, nuclear factor-kB, and calpain isoforms
measured in diaphragmatic muscle, whilst Levine et al.** found marked muscle
atrophy and increased diaphragmatic proteolysis (reduced glutathione
concentration and increased active caspase-3). Both authors made their
measurements in muscle diaphragmatic fiber during MV-support. We do not

know whether measures of oxidative stress in plasma spare patients from
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muscle biopsies; and if they are related to weaning outcome. Therefore, the
objectives of this study were to evaluate (a) if it is possible to demonstrate
respiratory muscle dysfunction based on blood oxygen-derived or nitrogen-
derived free radicals, and (b) if it is already present before- or is developed
during SBT in WF patients.

METHODS

Study setting

This prospective experimental study was performed in a 44-bed mixed
ICU of the Clinicas Hospital, a 795-bed tertiary referral hospital in the city of
Porto Alegre, Brazil, and was approved by the Research Ethics Committees. All
subjects or their surrogates provided written informed consent to participate in
the study. The ICU staff physicians were blinded to the study design and

measurements obtained, except for values of arterial blood gas.

Inclusion and exclusion criteria

MV-dependent patients = 72 hours, who were submitted to the
institutional weaning protocol, were included in the study. Exclusion criteria
were: (a) refusing to sign the consent form, (b) patients using multivitamin or
iron supplements, (c) neurodegenerative diseases (Parkinson's disease,
Alzheimer syndrome, amyotrophic lateral sclerosis), and (d) tracheotomized

patients.

Weaning protocol

All patients were ventilated with Servo (900C, Servo 300, | and S
(Siemens-Elema AB, Solnha, Sweden)). They were daily assessed for the
presence of the following readiness-to-wean criteria: a) improvement in the
underlying condition that leads to acute respiratory failure; b) adequate
oxygenation, indicated by PaO, = 60 torr (= 8 kPa) on FiO; < 0.4 and positive
end-expiratory pressure < 8 cmH20; c) cardiovascular stability (heart rate < 130
beats/min and no or minimal vasopressors); d) afebrile; e) adequate mental
status (arousal, Glasgow Coma Scale score of = 13, and no continuous
sedative infusions); f) effective cough; and (g) normal acid base and

electrolytes.?°
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Each patient was receiving pressure-support ventilation (PSV) at the time
data collection commenced. Baseline recordings and blood samples were first
obtained during 10 minutes of MV, and a trial of SBT was then initiated in
patients meeting the above criteria. The patient was placed in a semi recumbent
position and breathed through a T-tube circuit, receiving the same FiO;
concentration as during MV. Intolerance to SBT was defined by: respiratory rate
= 35 breaths/min, oxygen saturation by pulse oximetry (SpO,) < 88%, heart rate
= 140 beats/min or changes = 20%, change in mental status (drowsiness,
coma, agitation, anxiety), diaphoresis, accessory muscle activity, or
thoracoabdominal paradox. Patients who met these criteria were returned to MV
and were designated as the failure group. Patients without these features at the
end of the trial were extubated and were designated as the success group.
Decisions for extubation or return to MV were made by ICU staff physicians,

guided by institutional weaning protocol.

General ICU support

All Patients were managed in the same way; they were not subjected to
any kind of differentiated clinical management. The feeding of patients was
performed by nasoenteral tube, and the patients received a diet prescribed by
the ICU nutrition support team. The amount of calories prescribed was 35-40
kcal/Kg/day; the amount of Vitamin C found in industrialized diets used was 42
mg/100 mL. Treatment of infections and renal dialysis (when needed) was the
same in both groups. No patients received immunotherapy. During MV-period,
the protocol for sedation was the same for both groups, with only two sedatives
prescribed (fentanyl and midazolam).

Data collection

Collection of 10 mL of venous blood took place through a central venous
catheter for laboratory and biochemical analyses at three times: (a) during MV-
support, immediately before SBT, (b) at 30" minute of SBT in WS patients or
immediately before patients’ return to the MV in WF patients, and (c) 6 hours
after the end of SBT. The samples were stored separately in four tubes (2 tubes
with gel and 2 citrate tubes). One of the tubes with gel was sent to biochemistry

for analysis. Samples from the remaining tubes were centrifuged, aliquoted and
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frozen at — 80 °C for analysis of oxidative stress. Hemolysates were prepared
by lysing red blood cells (RBC) with 2% ethanol (ratio 1:10) followed by
centrifugation to obtain crude extracts. Ventilatory, hemodynamic, blood gas
and biochemical analyses were further requested routinely to ICU patients and

results were transcribed in their medical records.

Biochemical markers of injury

Evaluation of oxidative damage in proteins: Oxidative damage in proteins
was measured in plasma by determining the carbonyl groups by a previously
validated method.? This technique quantifies the products of the reactions of
reactive oxygen species with the side chains of amino acids (proline, arginine,
lysine and threonine). The carbonylation can directly affect cellular metabolism
and transport, as well as alter the activity of proteins. It lies between the reactive
species of oxygen (ROS) and nitrogen (NOS) involved in this process (H;0,,
0,", HO', HO,, ONOO™ and complex iron-oxygen).?*

Evaluation of oxidative damage in lipids: The assessment of damage in
lipids was analyzed in plasma by measuring malondialdehyde (MDA), a product
of lipid peroxidation, which can occur when reactive oxygen species (H,0,, O,",
HO" and complex iron-oxygen) attack membrane lipids, or any other form of
lipids found in the body. This reaction may cause changes in the structure and
fluidity of membrane and solubility of this lipid.?* Quantification of MDA was
carried out by high performance liquid chromatography (HPLC) 2, gold

standard technique for determination of lipid peroxidation.

Evaluation of enzymatic defenses: The defense enzymes in erythrocytes
measured in this study were: catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and
glutathione peroxidase (GPx). CAT activity was determined with a
spectrophotometer, where we monitored the disappearance of H,O, at 240 nm
by the Aebi method.?* The SOD-activity was measured using RanSOD® kit

(Randox, UK). Enzymatic kinetics of GPX was assessed by Ransel® Kit
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(Randox, UK). The CAT and GPx enzymes act mainly by catalyzing the
conversion of hydrogen peroxide into water and oxygen. The GPx turn also has
the property of reducing other peroxides in alcohols. The SOD enzyme is a
mechanism responsible for catalyzing the dismutation of superoxide radicals in
two molecular oxygen and hydrogen peroxide. In this case, both superoxide
radicals and hydrogen peroxide can cause damage to cellular compartments
and organelles, causing changes in the physiological cell status, leading to cell

death.?

Evaluation of non-enzymatic defenses: The non-enzymatic defenses
measured in this study were: total erythrocyteglutathione (tGSH) and still in their
redox states, oxidized (GSSG) and reduced (GSH). Further, concentrations of
Vitamin C were quantified in plasma, and nitrites and nitrates in both. The tGSH
concentration was analyzed using the kit (glutathione assay® kit Cayman
Chemicals, USA). To obtain the concentrations of reduced glutathione,
vinylpyridine was necessary to include the samples and submit them to new
experiments, using the same Kit. Glutathione is the major intracellular
endogenous antioxidant, acts as a scavenger of reactive species, has action on
the immune system and participates in the regulation of other antioxidants
aiding the detoxification of xenobiotics.?? In humans, Vitamin C is an antioxidant
obtained from a dietary intake. Ascorbate acts as a scavenger of ROS and
NOS, among them (O,", HO"). Furthermore, Vitamin C acts by inhibiting lipid
peroxidation and then regenerating a-tocopherol in a-tocopheryl, among other

functions.?

Nitric oxide evaluation: Quantization of nitrates and nitrites was
performed by spectrophotometric assay using the method of Grisham.? Nitrites
and nitrates quantified indirectly indicate nitric oxide concentrations in samples.
Nitric oxide can react with superoxide to form peroxynitrite, thereby preventing
superoxide radicals from reacting with other radicals or attacking cellular
components.?

We also analyzed the iron status (serum transferrin saturation, serum

ferritin, serum iron, and serum total iron-binding capacity [TIBC]), since the iron
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bioavailability can alter the oxidative profile in patients. The uric acid dosage
was also performed, because this compound is a known endogenous

antioxidant.?

Statistical analysis

Variables with normal distribution are presented as meantSD, means
being compared by Student’s t-test. Variables with non-normal distribution are
presented as median [25% - 75%], median being compared by Mann-Whitney
test. A comparison of the variables over time in patients who achieved success
or failure was performed by the method of generalized estimating equations
(GEE). The GEE approach is adequate for the type of data analyzed here as it
allows us to work with dependent measures (repeated measurements in the
experimental units that are analyzed by the same professional in distinct
moments). All analyses were performed at a 0.05 level of significance. A
software package was used for all calculations (SPSS version 18.0.0, SPSS,
Chicago, IL, USA).
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RESULTS

Thirty-four patients were included in the study between March, 2009 and
October, 2010. Weaning failure occurred in 38% of the patients for an average
of 23+16 minutes. Baseline characteristics of patients are showed in Table 1.

Before SBT, WF patients already present findings of damage in lipids
(MDA in WF: 0.39 pmol/L [0.14-0.80] vs. MDA in WS: 0.16 pmol/L [0.06-0.39]
(Figure 1A);higher antioxidant level (Vitamin C in WF: 1.78 pmol/L [0.52-10.85]
vs. Vitamin C in WS: 0.81 umol/L [0.26-1.20] (Figure 1B); decreased nitric oxide
concentration (nitrite in WF: 1.66 mmol NaNO,/g protein [0.87-6.46] vs. nitrite in
WS: 2.29 mmol NaNO,/g protein [1.11-4.27] (Figure 1C). The differences
between WS and WF patients remained during and after weaning trial.

Evaluations of enzymatic (SOD, CAT, and GPx), and other non-
enzymatic defenses (erythrocyte tGSH, GSSG, GSH, erythrocyte nitrite and
nitrate, and plasmatic uric acid), as well as of damage in plasmatic proteins
(carbonyl groups) and iron status were similar in WS and WF patients. Table 2
presents the data for blood biomarkers.
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DISCUSSION

Oxidative stress seems to be the key mechanism contributing to MV-
induced respiratory muscle dysfunction, and our data showed that it probably
makes the weaning process difficult.

Weaning from MV covers the entire process of liberating the patient from
mechanical support and from the endotracheal tube, and the management of
these patients is particularly difficult, largely because of limited understanding of
the pathophysiologic mechanisms responsible for WF.?® Jubranet al.'” showed
that inspiratory muscle effort is markedly increased in patients who fail a
weaning trial, and the associated increase in intrathoracic pressure excursions
may lead to complex cardiopulmonary interactions as demonstrated by
Lemaireet al.?’, who documented sudden increases in pulmonary artery
occlusion pressure during unsuccessful weaning attempts.

Regarding the study of muscle fibers, a major contributor to the failure of
weaning seems to be the development of respiratory muscle fatigue.?®Most
studies suggest that the major factors underlying neuromuscular fatigue occur
within the muscle fibers and mainly result from depletion of muscle energy
stores or pH changes from lactate accumulation.?® *° Recently, oxygen-derived
free radicals have been implicated as mediators of diaphragm muscle
dysfunction; however, the precise source of free radicals, the particular
physiological conditions under which they can be generated, and the protective
mechanism of different free radical scavengers in the respiratory muscles
remain unclear.®" **Another problem for weaning is the early development of
ventilator-induced diaphragmatic dysfunction (VIDD) in patients submitted to a
Mv.1 13 1433 previous studies™ '* 34, performed on the diaphragms of critically
ill patients receiving MV, have found increase in oxidative stress, muscle fiber
atrophy and injury, as well as the activation of several major proteolytic
pathways (ubiquitin-proteasome, caspases, calpains) and an important degree
of upregulation of the lysosomal-mediated autophagy pathway in the diaphragm
during MV. Plasma oxidative stress measures of our patients retained the same
behavioral differences between WF and WS during SBT. This may suggest that
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there was no development of respiratory muscle fatigue during the trial.
However, the differences in the pre-SBT level of NO, MDA and Vitamin C found
in patients with WF compared to WS may suggest a predisposition to fail the
weaning test related to the development of VIDD. That is, the SBT only
confirmed and showed the weakness of respiratory muscles already established
and probably associated with the time dependence on MV.

All our patients had very low levels of Vitamin C, and this finding
corroborates the current knowledge about plasma trace elements and vitamins
in critically ill patients.®® Previous data of our research group, using the same
measurement technique, showed that outpatients had Vitamin C levels 3 times
higher than those shown in this study.*® Nutritional support for critically ill
patients is often suboptimal, due to problems with both nutrient prescription and
delivery, and studies on nutrition in critically ill patients have not yet defined the
calorie target for these individuals. It is also known that patients receive lesser
amounts of food due to diet breaks for the implementation of procedures and
routine exams. There are still those clinical situations where the patient's
gastrointestinal tract is unable to digest or absorb food administered.*’Added to
this, the bioavailability of ascorbic acid is decreased both in patients receiving
enteral and parenteral Vitamin C.*® Importantly, our patients received the same
therapeutic target enteral nutrition, including Vitamin C doses of 42 mg/100mL
in the diet®®, and the rate of patients on renal replacement therapy was the
same in both groups. The difference in ascorbic acid in the groups success and
failure is not due to renal reabsorption, since in both groups there were patients
with normal renal function and other arrangements in Renal Replacement
Therapy (TSR). And when we compare the vitamin C levels of patients who
were under the regime of TSR, continuous or intermittent versus patients with
normal renal function, no differences were found between groups (p = 0.675) in
the levels of vitamin C (data not shown). Also, when matched with iron
metabolism data (Vitamin C participate in the degradation of Hypoxia-Inducible
transcription factor) in situations of intracellular normoxia) no differences were
found.*®

In our sample, WF patients had Vitamin C level higher than WS patients.
We believe that these patients were not "consuming” the Vitamin C due to

down-regulation of Vitamin C transporters (Sodium-dependent Vitamin C

38



Transporter [SVCT]) as seen in cardiomyocytes from rats exposed to
doxirubicin.*® It is important to remember that animal models (mice, rats and
pigs) have the ability to synthesize ascorbic acid, unlike humans who lack the
ability to synthesize Vitamin C due to absence of the enzyme gulonolactone
oxidase.*

Nitric oxide has a multiple, important physiological role. For example, NO
synthesized by the vascular endothelial cells that line the interior of blood
vessels presumably diffuses in all directions, but some of it will reach the
underlying smooth muscle. As a result the muscle relaxes, dilating the vessel
and lowering the blood pressure.? A way to measure the NO levels is to
examine end-products of NO, the most common being nitrites. It has been
suggested that plasma levels of nitrite in humans are a measure of vascular
endothelial NO synthesis. However, nitrite is quickly oxidized to nitrate in vivo.
In the skeletal muscle of rats was founded that inhibition of NO production by
systemic application of L-NG-Nitroarginine Methyl Ester(L-NAME) induced
partial hypoxia already under resting conditions.** Therefore, it seems plausible
that the robust ‘remaining vasodilatation’, which was found to be insensitive to
additional inhibitors, is due to muscle hypoxia rather than to exercise-induced
release of activity signals.** We believe that this is the explanation why nitrites
and nitrates are higher in WS patients before weaning trial and have not
changed during weaning trial in both groups. Nitrites and nitrates can be
absorbed from the diet. * As the patients in this study received an enteral
industrialized diet, we believe that the measurement of NO by this technique is
reliable.

Animal models receiving MV-support have increased lipid peroxidation®
1243 and antioxidant administration may have decreased it.** Our data showed
that WF patients have more lipid peroxidation, based on higher MDA levels
when comparing with WS patients in three measurements. Similar lipid profile
was present in both groups, except for triglycerides. Triglyceride levels were
also higher in WF patients, and it could lead to a bias in interpreting the results
of MDA. However, there was an inverse relationship between these findings;
patients with higher level of triglycerides have smaller lipid peroxidation.
Furthermore, we do not know whether this finding of MDA represents specific

damage in diaphragmatic muscle cells, since our data were collected in plasma.
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However, the main finding was the positive relationship between lipid damage
and failure to wean from MV.

Our study had a number of limitations. First, the sample size could be too
small to detect the real difference between the groups. Second, this is an
observational study and, therefore, the results cannot be used to modify clinical
practice. However, no study has used blood measurements of oxidative stress
predicting weaning from MV; furthermore, we believe that plasma assay is
appropriate in this case because it provides a systemic evaluation, not only
diaphragmatic, of oxidative status.

In conclusion, higher lipid oxidative damage (MDA), higher Vitamin C and
lower nitric oxide concentration in plasma were related to weaning failure from
mechanical ventilation even before SBT, in this sample. More studies are
necessary to prove the relationship between plasma biomarkers of oxidative
damage and an interventional study should be performed to include these

measurements in clinical practice.
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Table 1. Baseline characteristics

Weaning success

Weaning failure

Characteristics (n=2v =
Age, years 63+ 15 66 = 16
Male sex — n (%) 12 (57) 6 (46)
APACHE Il score* 23+8 29+12
Cause of acute respiratory failure — n (%)

Cardiogenic pulmonary edema 1(4.8) 2 (15.4)
Stroke 8(38.1) 2(15.4)
Postoperative 3(14.3) 3(23.0)
ARDS 7 (33.3) 6 (46.0)
Cardiorespiratory arrest 2(9.5) o

Comorbidities — n (%)

AIDS 2(9.5) _

Diabetes 3(14.3) 3(23.1)
End-stage chronic renal failure 4 (19.0) 2 (15.4)
Hypertension 9 (42.9) 9(69.2)
Ischemic heart disease 3(14.3) 2 (15.4)
Cirrhosis 3(14.3) 1(7.7)
Cancer 1(14.8) —

Arterial gas parameters

pH 7.46 +0.064 7.46 +0.074
pO2, mmHg 130 + 32 127 +49
pCO;, mmHg 36.6+6.0 36.3+8.4

Days on MV before weaning trial 6.8+3.7 8.6+85

Failure time with trial T, minutes 23+ 16

Biochemical results -

Hemoglobin, g/dL 9.23+2.13 8.86 +1.87
Leukocyte count, x103/uL 11.84+6.43 11.16 £ 4.78
116 + 26.90 130.85 + 37.71

Glucose, mg/dL
Triglycerides, mg/dL*
Total cholesterol, mg/dL
HDL cholesterol, mg/dL
C-reactive protein, mg/dL
Uric acid, mg/dL
Transferrin saturation, %
Ferritin, ng/mL

Iron, pg/dL

Total iron binding capacity, mg/dL

157.95 + 86.17
129.19 + 44.43
23.38 +10.17
92.26 + 70.31
3.14+1.37
28.74 +15.70

1141.68 + 1337.86

49.81 + 30.68
180.29 + 59.70

111.08 +44.19
127.08 + 40.92
30.15+18.85
109.47 + 69.42
4.00+1.76
27.14+17.91
1193.58 + 2095.20
45.23 + 30.07
172.15 + 63.63

Data are given as mean = SD unless otherwise noted.

Definition of abbreviations: APACHE = Acute Physiology and Chronic Health Evaluation; ARDS = Acute respiratory
distress syndrome; AIDS = acquired immunodeficiency disease syndrome; MV = mechanical ventilation.

*p < 0.05 ( difference between the success and failure).

44



Table 2: Blood biomarkers.

Weaning success

(n=21)

Weaning failure

(n=13)

Before SBT

End SBT

6h after SBT

Before SBT

End SBT

6h after SBT

Damage

Plasma Carbonyl, nmol carbonyl/g prot
Serum MDA, ymol/L*

Enzymatic defenses
Erythrocytes CAT, U/g Hb
Erythrocytes SOD, U/g Hb
Erythrocytes GPx, U/g Hb

Non- enzymatic defenses
Erythrocytes GSH, umol/g Hb

Erythrocytes GSSG, umol/g Hb
Erythrocytes GSH t, ypmol/g Hb

Serum Vitamin C, ymol/L*
Plasma Nit, mmol NaNO_/g prot*

Erythrocytes Nit, mmol NaNO,/g Hb

0.23(0.15/0.33)

0.16(0.06| 0.39)

84612(55977|10071)
5.11(4.50]6.45)

7.49(4.81]12.0)

5.25(3.08/9.03)

7.08(5.85/8.34)
13.44(10.57|14.81)
0.81(0.26|1.20)

2.29(1.11|4.27)

80.80(65.72|93.69)

0.19(0.15/0.24)

0.13(0.03/0.35)

82911(64086/|108658)
5.38(4.34/6.20)

7.23(5.11]13.66)

6.32(4.458.84)

7.37(6.49/8.93)
15.16(11.24|16.74)
0.61(0.22|1.50)

2.06(1.05/3.99)

84.68(66.23|100.28)

0.20(0.12/0.24)

0.11(0.03|0.37)

79063(66444|98232)
5.45(4.37|6.44)

7.49(5.17|11.65)

6.34(4.03/8.31)

6.78(6.19]9.07)
14.88(9.94/16.31)
0.60(0.20|1.20)

2.69(1.14|5.08)

82.19(70.6595.81)

0.25(0.15/0.41)

0.39(0.14]0,80)

74865(58543|106417)
5.80(4.72/6.35)

8.36(6.74]12.3)

5.46(4.07]8.38)

7.90(6.90|8.80)
13.95(11.30|15.67)
1.78(0.52/10.85)

1.66(0.87|6.46)

80.52(61.6596.29)

0.23(0.15|0.37)

0.43(0.10]0.72)

87109(60940|114355)
5.53(4.83|6.10)

9.95(7.60|11.42)

5.45(3.29|8.09)

7.68(6.23]9.61)
13.96(12.28]16.26)
1.88(0.49]10.04)

1.51(0.7716.42)

81.78(72.67/90.56)

0.18(0.12/0.28)

0.37(0.12]0.90)

78922(57487|101927)
5.62(4.76/6.05)

8.59(6.48|12.9)

6.38(4.23|7.73)

7.64(6.14/9.18)
14.21(10.95|15.78)
1.95(0.658.34)

1.86(1.07|6.49)

83.24(65.17|98.46)

Data are given as median (percentiles 25|75)
*p < 0.05 (difference between success and failure groups).
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Figure 1. Changes in blood biomarkers before spontaneous breathing trial SBT, at
the end of SBT and 6h after SBT.(A) sereum MDA; (B) serum vitamin C; and (C)
plasma nit * p<0,05 comparing weaning success and failure.

Definition of abbreviations:MDA, malondialdehyde; SBT, spontaneous brathing
trial; nit, nitrites and nitrates.
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DISCUSSAO

Os resultados encontrados no trabalho evidenciam que pacientes
submetidos a VM apresentam alteragcdes oxidativas em nivel sanguineo.
Inimeros trabalhos com modelos humanos e cobaias de laboratério, verificaram a
ocorréncia de dano oxidativo no musculo diafragmatico, sendo este o principal
causador da falha no teste de ventilacdo espontanea, e por sua vez, no desmame
da ventilacdo. Contudo ndo se encontra na literatura trabalhos que relacionem
estresse oxidativo com VM em tecido sanguineo.

E evidente que pacientes criticamente enfermos apresentem alteracdes de
defesas antioxidantes, bem como a presenca de marcadores de dano oxidativo
(GRUNE & BERGER, 2007). Os pacientes deste estudo de ambos os grupos
apresentavam estresse oxidativo, devido a suas patologias de base, sua resposta
imunoldgica e também pelo tratamento empregado (GRUNE & BERGER, 2007).

Observamos a semelhanca entre os dois grupos, apesar do estudo né&o
tratar-se de um ensaio randomizado. Conforme observado na Tabela 1 do artigo
cientifico verifica-se que os grupos diferem apenas nas variaveis triglicerideos (ja
discutido no artigo cientifico) e APACHE Il .

O APACHE Il é um escore aplicado a pacientes de UTI que avalia variaveis
fisiolégicas nas primeiras 24 horas de internacdo capaz de predizer gravidade e
risco de morte onde ambos sdo diretamente proporcionais ao resultado numérico
encontrado no escore (KNAUS et al., 1985). Nossos pacientes obtiveram um
resultado que prediz uma mortalidade aproximada entre 24 e 73% no grupo
sucesso e 24 e 85% no grupo falha. Encontramos uma correlagédo negativa entre

0 sucesso no desmame e escore do APACHE (r= - 0,452; p= 0,012). Sendo que
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guanto maior o escore obtido menor as chances de obter éxito no teste de
ventilacdo espontanea. Contudo ndo podemos afirmar que quanto maior o
APACHE maior serd o estresse oxidativo nos pacientes do estudo, uma vez que
nao encontramos em nossos achados correlagbes positivas entre APACHE e
medidas de dano ou defesas antioxidantes (dados n&o apresentados).

Ao verificarmos os niveis plasméaticos de vitamina C nos pacientes do estudo
encontramos um déficit desta vitamina em ambos os grupos (sucesso e falha)
conforme demonstrado na Tabela 2 do artigo cientifico. Trabalhos de outros
pesquisadores mostram que individuos hospitalizados apresentam um estado de
subnutricdo global que inclui deficiéncia de diversos elementos tracos e vitaminas,
entre elas, o ascorbato. Este quadro de subnutricdo pode estar associado ao
guadro nutricional prévio, visto que algumas doencas podem causar periodos de
anorexia, ou inadequada digestdo e absorcdo de nutrientes. Ja durante a
internacdo hospitalar o paciente pode desenvolver um quadro de desnutricdo
devido ao periodo prolongado de inadequada ingestdo de nutrientes, aumento
das perdas de micronutrientes, como o ocorrido em fistulas intestinais, didlise, e
pacientes com queimaduras extensas (SHENKIN, 2008).

Outro estudo que vem de encontro com nossos achados mostrou que
pacientes vitimas de trauma e/ou infeccdo apresentam diminuicdo dos niveis de
vitamina C e sdo necessarias doses elevadas de suplementacdo para que haja
normalizacdo dos niveis plasméaticos (LONG et al., 2003).

Sabemos que estes niveis plasmaticos diminuidos ndo estao relacionados
a administracao diferencial de vitamina C, pois os pacientes de ambos os grupos,

sucesso e falha, possuiam o mesmo alvo terapéutico para nutricdo clinica
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recebendo quantidades de nutrientes de forma semelhante. Entre eles, a vitamina
C, que foi administrada por via enteral na dose de 42 mg/100mL de dieta,
dosagem semelhante a administrada em outros estudos (PONTES et al., 2006).

A vitamina C é absorvida pelas células do epitélio intestinal por receptores
especificos que séo capazes de transportar o ascorbato através do enterdcito
para o sangue (BOYER et al., 2005).

O “pool” de acido ascorbico ocorre em humanos quando a quantidade de
vitamina C encontra-se em 20 mg/Kg de peso corporal. Depois de atingida esta
relacdo ocorre a excrecdo do excesso por via renal (LONG et al., 2003). Os rins
possuem papel fundamental na manutencdo da homeostase da vitamina C, pois
realizam tanto sua excre¢cao como sua reabsorcao (SAVINI et al., 2007).

A diferenca de acido ascoérbico encontrada nos grupos sucesso e falha néo
se deve a reabsorcao renal, uma vez que em ambos 0s grupos existiam pacientes
com funcao renal normal e outros em regime de Terapia de Substituicdo Renal
(TSR). E quando comparamos o0s niveis de vitamina C dos pacientes que
estavam sob regime de TSR, continua ou intermitente, versus 0s pacientes com
funcdo renal normal, ndo encontramos diferencas entre os grupos (p=0,675) nos
niveis de vitamina C (dados ndo apresentados).

O termo vitamina C define tanto a sua forma oxidada, (dihidroascorbato)
como sua forma reduzida (ascorbato). O ascorbato € transportado por uma
proteina de elevada afinidade, denominada Transportador de Vitamina C
dependente de Sédio (SVCT) que transporta o ascorbato, utilizando dois ions de
sédio para cada molécula de ascorbato. Tem sido proposto que a energia

necessaria para a absorcao da concentracdo de ascorbato é proporcionada pela

50



diferenca das concentracdes dos ions soédio, através da membrana plasmatica
(CORTI et al., 2010).

Existem duas isoformas de SVCT clonados em humanos (SVCT-1 e SVCT
-2), as quais sao codificadas pelos genes SLC23A1 e SLC23A2 respectivamente.
A expressdo de SVCT-2 ocorre largamente pela captacdo de acido L-ascoérbico na
maioria dos tecidos do corpo (incluindo o musculo esquelético), enquanto SVCT-1
participa da homeostase corporal regulando as necessidades metabdlicas através
da absorcéo intestinal e reabsorcao tubular renal de vitamina C. SVCT-1 e SVCT-
2 estdo sujeitos a regulacdo sob diferentes condi¢cdes fisiologicas e
fisiopatolégicas nos niveis transcricionais e pos-transcricionais. Tanto in vitro,
como in vivo, estudos revelam mecanismos de controle na transcricdo dos SVCTs
ativados através de hormoénios e moléculas de sinalizacao intracelular (SAVINI et
al., 2007). Porém nao existem estudos relacionando o transporte de ascorbato no
diafragma ou musculo esquelético.

O mecanismo que leva um tecido lesado a reduzir o transporte de um
composto antioxidante € uma questdo em aberto que deve ser esclarecido.

A vitamina C tem importante papel intracelular como antioxidante. E um
potente agente redutor, e participa como cofator de varios processos de oOxi-
reducdo. Estad envolvida, juntamente com o Fe(ll) na degradacdo de HIF em
situacfes de normoxia intracelular (MANDL et al., 2009). Em nossos achados néo
encontramos diferenca nas concentracdes de ferro e seus transportadores, entre
0S grupos sucesso e falha, que evidenciasse o consumo de ascorbato por esta
rota. Também verificamos que os pacientes de ambos 0s grupos apresentam

padrbes gasométricos idénticos (Tabela 1 do artigo cientifico).

o1



Contudo, apesar dos baixos niveis de vitamina C em ambos 0s grupos
estudados, nosso trabalho verificou que os pacientes que apresentaram falha
possuem niveis de vitamina C mais elevados, quando comparado ao grupo que
apresentou sucesso no desmame da VM conforme observado na Tabela 2 do
artigo cientifico. Estes resultados nos levam a acreditar que os pacientes do grupo
falha apresentavam alguma alteragcdo no transporte da vitamina C para o meio
intracelular como encontrado no estudo que apresentou reducéo da expressao de
receptores SVCT-2 em cardiomiécitos expostos a doxirrubicina (droga
cardiotoxica) (LUCKED et al., 2012). Sugerimos que os individuos no grupo de
falha teriam diminuido a captacdo de ascorbato pelo tecido muscular, devido a
reducdo da expressao de receptores de vitamina C, contribuindo para a disfuncao
do musculo diafragmatico.

O 6xido nitrico tem véarias funcgdes fisiologicas importantes. Sabe-se que o
NO é sintetizado pelas células endoteliais vasculares podendo difundir-se em
todas as direcdes, parte dele ira alcancar o musculo liso subjacente tendo como
resultado o relaxamento muscular, e por conseqiéncia a diminuicdo da pressao
sanguineas (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). O NO tem papel importante
papel na resposta inflamatéria, diminui a ativacdo de mondcitos, inibe a adeséo
plaguetaria e a ativacdo de leucocitos. O NO também pode atuar bloqueando a
ativacao de produtos citotdéxicos e vasoconstritores, além de ter efeito citoprotetor
direto sobre a célula endotelial durante a reacao inflamatéria (CHECCHIA et al.,
2012).

Os niveis de expressdo de NO possuem relacao inversamente proporcional

com algumas patologias crénicas. Alguns pesquisadores encontraram esta
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relagdo na hipertensdo arterial sistémica, insuficiéncia renal crbnica, doencgas
cardiovasculares, hipercolesterolemia e diabetes. Por outro lado, algumas
situacdes clinicas apresentam relacdo diretamente proporcional com os niveis de
NO como: sepsis, hemodialise, resposta imune e inflamatéria aguda (SIERVO et
al., 2011).

Em nosso trabalho utilizamos uma técnica que mede indiretamente as
guantidades de NO no plasma, através da quantificacdo dos nitritos e nitratos que
podem refletir a sintese de NO pelo endotélio vascular. Sabe-se que os nitratos
podem ser absorvidos através da dieta (HALLIWELL& GUTTERIDGE, 2007).
Contudo nossos pacientes estavam sob 0 mesmo regime nutricional o que
impossibilita a ocorréncia deste viés na analise dos dados.

Alguns autores propdem que a inibicdo da sintese de NO pode alterar o
fluxo sanguineo para orgaos e sistemas, gerando aumento da resisténcia vascular
e por consequéncia a hipoperfusdo. A ocorréncia deste processo no tecido
muscular aceleraria 0 processo de fadiga muscular (ALBERTINI et al., 1997,
AMEREDES & PROVENZANO, 1999).

O modelo de estudo de SMITH & REID (2006), propde que que fibras
musculares adjacentes a vasculatura podem expressar a Oxido nitrico sintase
(NOS) e ndo somente as células do endotélio vascular.

Em nosso estudo observamos que 0 grupo sucesso apresentou niveis de
nitritos e nitratos aumentados no plasma quando comparados ao grupo falha.
Inferimos desta forma que possa ocorrer o aumento da expressao de NOs pelo
musculo diafragmatico e pelo endotélio vascular facilitando a perfusdo muscular,

auxiliando no desfecho positivo para obtencédo do sucesso no teste de ventilacao
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espontanea e consequentemente sua extubacéao.

Cobaias submetidas a VM desenvolveram atrofia da musculatura
diafragmética por processos que incluem o estresse oxidativo. A bidpsia do
diafragma deste animais evidenciaram a peroxidacdo lipidica como um dos
produtos decorrentes do dano muscular (MAES et al., 2008, JABER et al., 2005,
KAVAZIS et al., 2009).

Outros ensaios ilustram ainda que a administracdo de antioxidantes em
animais submetidos a VM podem apresentar diminuicdo da peroxidacéo lipidica,
bem como, atenuar os efeitos deletérios da VM na contratibilidade da musculatura
diafragmatica (WHIDDEN et al., 2009).

N&o encontramos na literatura estudo semelhante ao nosso, que realizou
mensuracdo da peroxidacéo lipidica no plasma de pacientes submetidos ao
processo de desmame da VM. Os achados literarios sdo na sua grande maioria
alvo especificos. Utilizam o diafragma para realizar mensuracdo de alteracbes
oxidativas e busca de danos estruturais e bioquimicos.

Nossos resultados evidenciam maior peroxidacao lipidica no plasma dos
pacientes que apresentaram falha no teste de ventilacdo espontanea. Sabemos
gue os pacientes de UTI apresentam inumeras situacfes que podem levar
aumento dos danos em lipidios, causados pelo estresse oxidativo (GRUNE &
BERGER, 2007). Contudo devemos lembrar que ao ser submetido ao teste de
ventilacdo espontanea o paciente encontra-se em um momento de melhora
clinica. Todos os individuos de nosso estudo estavam sendo julgados pelo
protocolo de desmame institucional (Anexo 1.) que preconiza uma estabilidade

clinica adequada para realizacao dos testes.
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Nao podemos afirmar que este dano estd ocorrendo em células da
musculatura diafragmatica, visto que a coleta se deu em tecido sanguineo, e por
sua vez a peroxidacao lipidica pode estar ocorrendo em qualquer tecido ou 6érgao
do individuo submetido ao teste de ventilacdo espontanea e/ou VM. Para maiores
esclarecimentos deste achado teriamos que mensurar ao mesmo tempo o dano
em lipidios no tecido sanguineo e no diafragma, através de coleta e biopsia

respectivamente.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho desperta a possibilidade de encontrarmos preditores de
sucesso de testes de ventilacdo espontanea, bem como de desmame de
ventilagdo em tecido sanguineo. As alteracbes encontradas nos antioxidantes
vitamina C e NO, bem como as medidas de danos em lipideos (MDA) mostram-se
diferentes antes mesmo do inicio dos testes de ventilacdo esponténea e
permanecem alteradas durante os demais momentos em que foram mensuradas.

Sabe-se do papel do muasculo diafragmatico para obter-se sucesso no
desmame da ventilagdo. Porém mensurar possiveis danos e alteracdes oxidativas
neste muasculo requer a realizacdo de procedimento cirargico. Podemos
futuramente predizer alteragcdes oxidativas através da coleta de marcadores
sanguineos o que seria mais facil e menos oneroso ao paciente.

Este trabalho € o primeiro estudo que encontrou alteracdes oxidativas no
tecido sanguineo de pacientes em regime de ventilagdo mecéanica e submetido

aos testes de ventilacdo espontanea.
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PERSPECTIVAS

As principais perspectivas para este estudo sdo: a utilizacdo de
suplementacdo de vitamina C nos pacientes submetidos a terapia de ventilacédo
mecanica, visando minimizar o tempo de VM bem como otimizar o processo do
desmame; realizar aumento do numero de individuos em ambos 0S grupos
buscando desfechos que venham reforcar e corroborar com os resultados ja
evidenciados; realizar estudo semelhante com cobaias correlacionando os

achados em tecido sanguineo com musculo diafragmatico.
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Intensiva IEP — Hospital Moinhos de Vento, Porto Alegre, Rio
Grande do Sul Brasil.

2011 - (em curso) Curso de P6s Graduacéo Stricto Senso em Biologia Celular e
Molecular, UFRGS, Porto Alegre, Brasil.

3 CURSOS DE EXTENSAO
Curso de Extensdao em Nefrointensivismo

Carga Horaria: 30 h
Ano: 2012

4 AJUDAS HUMANITARIAS
2010 - Haiti - Auxilio as vitimas do terremoto.

2010 - Alagoas - Auxilio as vitimas da enchente.
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2011 — Sao Lourenco do Sul — Auxilio as vitimas da enchente.
2012 — Acre — Reestruturacéo da saude indigena.

2013 — Santa Maria — Auxilio as vitimas do incéndio da Boate Kiss.

5 EXPERIENCIA PROFISSIONAL

Hospital Nossa Senhora da Conceigéao.

Funcao: Enfermeira Assistencial

Area de Atuacdo: Centro de Terapia Itensiva Adulto
Admissédo: setembro de 2009 até o presente

Hospital Moinhos de Vento — Programa P6s Graduacédo Terapia Intensiva -
Enfermagem

Funcéo: Professor

Admissao: marco de 2008 até o presente

Centro de Ensino S&o Camilo - Pés Graduacdo de Enfermagem em
Emergéncia

Funcéao: professor

Admissao: Marco de 2010 até o presente

Forca Nacional do SUS no GHC
Funcgéo: coordenador
Admissao: Janeiro de 2012 até o presente

Programa de Residéncia Integrada em Salde — GHC - Enfase Paciente
Critico

Funcdo: preceptor

Area de Atuagdo: Centro de Tratamento Intensivo Adulto.

Admisséo: abril de 2010

Saida: abril de 2012

Hospital Moinhos de Vento

Funcéo: Técnico de Enfermagem

Area de Atuacido: Centro de Tratamento Intensivo Adulto
Admissao: Marco de 2000

Saida: Setembro de 2006
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6 PARTICIPACAO EM EVENTOS E CONGRESSOS

Verona C. Experiéncias de atuacdo na Forgca Nacional do SUS. | Jornada
Cientifica do Grupo Hospitalar Conceicéo. Abril de 2012. Apresentacéo Oral.

Verona C. lll Seminério de Reabilitacdo Fisica. Universidade Feevale. Abril de
2012. Moderador.

Verona C. Atendimento a catastrofes e a For¢a Nacional do SUS. VIII Semana de
Enfermagem IPA. Maio de 2012. Apresentacdo Oral.

Verona C. Curso de Monitorizacdo Hemodinamica. Il Congresso Gaucho de
Terapia Intensiva. Maio de 2012. Instrutor.

Verona C. Estratégia de reconhecimento precoce do paciente séptico. Il Jornada
de Terapia Intensiva do Hospital Nossa Senhora da Conceicao. Agosto de 2012,
Apresentacéao Oral.

Verona C, Salomon TB, Medeiros TM, Hackenhaar FS, Schuller AK. Association of
ventilation and its weaning to oxidative stress. Free Radicals Brasil. Agosto de
2011. Poster.

Verona C. Como auxiliar as autoridades no atendimento as vitimas de desastres
naturais. Cruz Vermelha Brasileira. Agosto de 2010. Apresentacéo Oral.

Verona C. Contribuicdo conjunta Brasil — Itdlia, em auxilio ao terremoto do Haiti,
apoio humanitario. Universidade do Sul de Santa Catarina. Junho de 2010.
Apresentacéo Oral.

Verona C. Cuidados no Banho de leito com o paciente critico. Congresso Sul
Brasileiro de Medicina Intensiva. Maio de 2009. Apresentacao Oral.

Verona C. Cuidados com o paciente durante o desmame da ventilacdo mecanica.

Congresso Sul Brasileiro de Medicina Intensiva. Maio de 2009. Apresentacao
Oral.

65



ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de desmame

Protocolo de Desmame da Ventilacdo Mecanica

|| Interrupgéo diéria da sedagdo ||
A\ 4
|| Melhora ou resolucéo do motivo da VM
\ 4
Avaliar diariamente (08h00min e 14h00min)
v Tolerancia a presséo de suporte
v Oxigenacéo adequada:
e Pa0,>60mmHg com FiO, < 0,4 e PEEP < 8cmH,0;
e Pa0,/Fi0,>200-300
v Auséncia de acidose importante (pH> 7,25)
v Estabilidade hemodinamica
e FC < 130bpm
e PAM > 60mmHg (dose baixa de vasopressor)
v Hemoglobina >8g/dL
v Escala de Coma de Glasgow > 8
v Tosse adequada e necessidade de aspiragdo a cada 2h ou mais
v Balanco hidrico negativo ou equilibrado
v Medidas complementares para aptiddo ao teste de VETT:
. FR/VC < 105mr/min/L
- Pimax < -30cmH,0
\ 4
—— —
A
A\ 4
Intoleréncia ao teste de VETT:
! A 4 e FR240mrpm
v e FC 2 140bmp ou surgimento de arritmia
|| BB iEsERvaT e PAS > 180 ou < 90mmHg ou alteragé&o = 20%
e Sp0O,<88%
e Sudorese
e Alteracéo do estado mental (coma, sonoléncia,
v agitacéo)
= * Sinais de aumento do trabalho respiratorio (uso
" extubacao | resgate de myscu]atura acessoria, respiracio
v |

v Retorno para VM com nivel de PS adequado para o conforto do
paciente durante 24h (usar sedacéo se necessario)

| falha |

v Investigar causas de falha e corrigir
. Hipofosfatemia e hipomagnesemia
. Acidose
- Isquemia miocardica
. Congestao pulmonar
.

Fraqueza muscular respiratoria

Broncoespasmo
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Anexo 2. Parecer da Comisséo Cientifica e Comissdo de Pesquisa e Etica em
Saude.

Grupo de Pesquisa e Pés-Graduagao
COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

% HCPA - HOSPITAL DE CLIiNICAS DE PORTO ALEGRE

__RESOLUGAO

A Comissdo Cientifica e a Comissdo de Pesquisa e Etica em Salde, que é reconhecida pela Comissdo
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office
For Human Research Protections (OHRP)/USDHHS, como Institucional Review Board (IRB00000921)
analisaram o projeto:

Projeto: 08-536

Pesquisador Responsavel:
SERGIO PINTO RIBEIRO

Titulo:  ASSOCIAGAO DA VENTILAGAO MECANICA E SEU DESMAME COM O ESTRESSE
OXIDATIVO

Data da Versio:
ADENDO AO PROJETO 22/01/2009

Este documento referente ao projeto acima foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos, de

acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais, especialmente as Resolugdes 196/96 e
complementares do Conselho Nacional de Salide.

Porto Alegre, 23 de janeiro de 2009.

Profy/Nadmhe LZlausell
Coordenadora do GPPG e CEP-HCPA

Data da Impressao: 23/01/2009 | Pégina 1 d-e1“‘
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Apéndice 1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

ESTUDO SOBRE A ASSOCIACAO DA VENTILACAO MECANICA E SEU
DESMAME COM O ESTRESSE OXIDATIVO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

INFORMACAO: O estudo “Associacdo da ventilacdo mecanica e seu
desmame com o estresse oxidativo ” tem como objetivo analisar a influéncia da
ventilagdo mecanica na producdo de radicais livres e seus efeitos sobre o
desmame. A ventilacdo mecéanica consiste na prestacdo de suporte ventilatério ao
paciente através de um tubo traqueal e do respirador. O desmame seria o0 periodo
em que o paciente é submetido a testes para verificar a possibilidade de ser
extubado, ou seja, voltar a ventilar espontaneamente. Estudos previamente
realizados demostram que pacientes mantidos em ventilacdo mecanica sofrem
dano oxidativo, principalmente em seu diafragma (musculo respiratorio). Este
dano, por sua vez, pode comprometer o desmame do paciente, impedido sua
extubacédo. Este projeto pretende verificar a relacédo entre a ventilagdo mecanica e
seu desmame, com a geracao de radicais livres em niveis sangiineos, uma vez
gue trabalhos séo raros na literatura biomédica. Portanto, solicitamos ao Sr. a
autorizacéo para a coleta de sangue de seu familiar em no maximo 4 momentos
para que possamos verificar a possivel presenca de dano oxidativo. Os
momentos em que se realizardo a coleta de 10 mL de sangue venoso (maximo 40
mL, 10 em cada momento) irdo coincidir com o processo de desmame do
ventilador. A coleta sera realizada pelo pesquisador através da puncdo de uma
veia periférica.

RISCOS E DESCONFORTOS: A puncéao de veia periférica para coleta de
exames laboratoriais € um procedimento de rotina que ocorre em todos 0s
centros de terapia intensiva, € realizado por profissional habilitado e treinado
para este procedimento. Por sua vez, convém lembrar, que sera necessario
“picar” o paciente para que se obtenha o sangue.

BENEFICIOS: Conhecer melhor as possiveis relacdes entre geracdo de
radicais livres e 0 desmame da ventilagdo mecénica resultard em melhores
critérios para a extubacdo dos pacientes mantidos com este suporte em
centros de terapia intensiva. E importante salientar que quanto maior for o
tempo em que o paciente for mantido em ventilacdo mecanica maior € a
probabilidade de: desenvolver infec¢cbes, de apresentar comorbidades além de
aumentar o risco de morte. Com a sua colaboracdo poderemos esclarecer o
mecanismo do estresse oxidativo e a ventilagdo mecanica, buscando
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futuramente encontrar ferramentas que possam reduzir os danos causados
pela ventilacdo mecanica a pacientes em centros de terapia intensiva,
reduzindo assim seu tempo de internacdo, suas comorbidades e a mortalidade.

CONFIDENCIALIDADE: Os pesquisadores comprometem-se a zelar pelo sigilo e
anonimato das informacBes contidas em prontuarios e bancos de dados
pesquisados e também a zelar pela fidedignidade dos resultados obtidos das
analises.

CONTATO: Quaisquer duvidas ou descontentamentos com relagéo a participacao
no estudo podem ser resolvidos diretamente com o Enfermeiro Cléber Verona
pelo telefone n° (51)8421-8876.

VOLUNTARIEDADE E POSSIBILIDADE DE ABANDONO: A participacdo no
estudo ocorre de forma voluntaria. Nao existe qualquer imposicdo para que o(a)
senhor(a) seja incluido. Mesmo quem ndo desejar participar do estudo tera
assegurado o mesmo atendimento, sem quaisquer restricdes. Além disso, todo o
participante pode em qualquer fase da pesquisa abandonar o estudo e vetar a
utilizacdo de seus dados.

CUSTOS ADICIONAIS: A participagdo no estudo ndo acarretarda em 0Onus
adicionais ao voluntario ou ao seu plano de saude..

NOVAS INFORMACOES: Fica assegurado aos participantes o fornecimento das
novas informacdes geradas ao longo do estudo.

ACEITACAOQ:

“

( ) AUTORIZO a inclusdo de meu familiar no estudo “ A Associacdo da
ventilagdo mecanica e seu desmame com o0 estresse oxidativo.” e declaro
gue recebi uma via do presente termo.

Nome: Data: / /

Assinatura:

Cléber Verona - Pesquisador responsavel
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Apéndice 2. Planilha de coleta de dados

Planilha de coleta de dados

Dados Pessoais

Nome:

Endereco:

Telefone:

Idade:

Sexo:

Origem étnica:

Patologias Atuais:

Comorbidades? Qual(ais)?

Medicacdes em uso ( quais? / frequéncia? )

Dados gasomeétricos (coletados no dia da tentativa de extubacao):

PH:

PCO2

PO2:

HCOS:

Sat O2:

Excesso de Base:

Exames Laboratorias complementares:

Hematécrito:

Hemoglobina:

Proteinas totais:

Colesterol Total:

HDL:

Trigliceridios:
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Proteina C reativa:

Glicose:

Acido Urico:

Sucesso na extubacdo: ( ) sim ()
nao
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