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Resumo

Introducao: A associacao entre doenca hepética e alteragoes vasculares pulmonares é co-
nhecida desde 1884 quando Fluckiger descreveu o caso de uma paciente. Uma das sindromes
pulmonares causadas por alteragoes vasculares em doenca hepética ¢ a sindrome portopul-
monar (SPP), caracterizada por vasoconstrigao e aumento da resisténcia vascular pulmonar.
Hipertensao portopulmonar (HPP) é uma complicagao da hipertensao portal cirrética ou nao
cirrotica e tem uma prevaléncia de 5 a 6% entre os pacientes com doenca hepatica descom-
pensada. E verdade que os fatores hemodinamicos, juntamente com a tensdo de superficie da
interface ar-liquido e da tensao dada pelo tecido elastico e fibras de colageno que compoe o
tecido pulmonar sao responsaveis para a estabilidade mecanica do parénquima pulmonar. En-
tao, serd que as repercussoes estruturais e hemodinamicas causadas por HPP sao capazes de
alterar a impedancia do sistema respiratéorio? Métodos: O estudo foi divido em duas fases,
onde foram utilizados dezesseis ratos Wistar machos em cada uma das fases, e divididos em
dois grupos: CTRL (n = 8) e LVP (n = 8). O modelo de HPP foi induzido por ligadura da
veia porta (LVP). As variaveis ventilatorias foram registradas em ventilagao espontanea por 10
minutos, a mecanica da parede toracica, dos pulmoes e do sistema respiratorio foram medidas
por meio do método de oclusao rapida das vias aéreas ao final inspiracao e a proporc¢ao de fibras
colagenas e elasticas no parénquima e artérias pulmonares foram medidas duas semanas apoés
a inducao HPP. Em ambos os grupos as variaveis ventilatorias volume corrente (V), tempo
inspiratério (Ty), tempo expiratorio (Tg), tempo total do ciclo ventilatorio (Tyqy), relagao

entre o tempo inspiratorio e o tempo total do ciclo ventilatorio (T7/Tyy), o fluxo aéreo médio
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(V/Ty), a frequéncia ventilatoria e o volume minuto foram estudadas, bem como as variaveis
mecanicas variagdo de pressao no componente resistivo (AP1), variagdo de pressdo no com-
ponente viscoelastico (AP2), variacao total de pressdo (APtot), elastancia dindmica (Edyn),
elastancia estatica (Egt) e resisténcia (R). Os dados foram analisados por meio do teste t de
Student. Resultados: Quando analisamos as varidveis ventilatérias observamos no grupo LVP
em relacao ao grupo controle: queda de 17% no Vp (p = 0,003); aumento de 47% do Ty (p
< 0,0001); queda de 24% na frequéncia respiratoria (p < 0,0001); queda de 37% no volume
minuto (p < 0,0001); aumento de 30% no Ty (p < 0,0001); queda de 44% no Vp /Ty (p <
0,0001); e aumento de 13% na T/ Tyt (p = 0,0005). Ja nas propriedades mecéanicas do sistema
respiratorio observamos no grupo LVP em relagao ao grupo controle: aumento de 9% no AP2
(p = 0,016); aumento de 11% na Eg (p = 0,0008); e aumento de 10% na Edyn (p = 0,0001).
Nos pulmées observamos: aumento de 45% no AP2 (p = 0,04); aumento de 24% na Egt (p =
0,0001); e aumento de 26% na Edyn (p < 0,0001). E na parede toracica observamos: aumento
de 53% no AP1 (p < 0,0001); e aumento de 52% na R (p < 0,0001). Na anélise morfomé-
trica do parénquima pulmonar, observamos um incremento de 31,19% na proporc¢ao de fibras
elasticas (p < 0,0001) no grupo LVP quando comparado ao grupo controle, no entanto nao
houve diferenca entre os grupos quando analisada a proporc¢ao de fibras coldgenas. Ao analisar
morfometricamente, as artérias pulmonares, observamos um incremento de 23,36% e 25,66%
na proporgao de fibras elasticas (p < 0,0001) e colagenas (p < 0,0001), respectivamente, do
grupo LVP em relacao ao grupo controle. Conclusao: a sobrecarga hemodinadmica causada
pela HPP foi capaz de provocar alteracoes nas propriedades resistivas da parede toracica, nas

propriedades viscoelasticas e elasticas dos pulmoes e do sistema respiratorio.
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Abstract

Rationale: The association between liver disease and pulmonary vascular changes is known
since 1884 when Fluckiger described the case of a patient. One of the syndromes caused by pul-
monary vascular disorders in liver disease is Portopulmonary Syndrome (PPS), characterized by
vasoconstriction and increased pulmonary vascular resistance. Portopulmonary hypertension
(PPH) is a complication of cirrhotic and non-cirrhotic portal hypertension and has a prevalence
of 5-6% among patients with decompensated liver disease. It is true that hemodynamic factors
with the surface tension of the air-liquid interface and the elastic recoil given by elastic tissue
and collagen fibers that compose the lung tissue are responsible for the mechanical stability
of the lung parenchyma. So, will the structural and hemodynamic effects caused by PPH are
able to alter the impedance of the respiratory system? Methods: The study was divided into
two stages, which were used sixteen male Wistar rats in each of the stages and divided into
two groups: CTRL (n = 8) and LVP (n = 8). The PPH model was induced by ligation of the
portal vein. The ventilatory variables were recorded in spontaneous breathing for 10 minutes,
the mechanics of the chest, lungs and respiratory system were measured by the end-inflation
occlusion method and the proportion of collagen and elastic fibers in the parenchyma and lungs
arteries were measured two weeks after PPH induced. In both groups the ventilatory variables
tidal volume (V), inspiratory time (Ty), expiratory time (T'g), duty cycle (Ty), inspiratory
time and duty cycle ratio (T1/Tyq¢), mean airway flow (V/Ty), respiratory rate and minute
volume were studied, as well as mechanical variables resistive component pressure variation

(AP1), viscoelastic component pressure variation (AP2), total pressure variation (APtot), dy-
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namic elastance (Edyn), static elastance (Egt) and resistance (R). Data were analyzed using
the student ¢ test. Results: Ventilatory variables observed in the LVP group compared to the
control group: 17% reduction in Vp (p = 0.003), increase of 47% of Ty (p < 0,0001), 24%
decrease in respiratory rate (p < 0,0001) 37% decrease in minute volume (p < 0,0001), a 30%
increase in Ty (p < 0,0001) 44% decrease in Vp/T1 (p < 0,0001) and a 13% increase in
the T1/T¢or (p = 0,0005). The mechanical properties of the respiratory system observed in
the LVP group compared to the control group: 9% increase in AP2 (p = 0,016), 11% increase
in Egt (p = 0,0008) and 10% increase in Edyn (p = 0,0001). In the lungs observed: 45%
increase in AP2 (p = 0,04) 24% increase in Eg; (p = 0,0001) and 26% increase in Edyn (p <
0,0001). The chest observed: 53% increase in AP1 (p <0,0001) and 52% increase in R (p <
0,0001). Morphometric analysis of the pulmonary parenchyma showed an increase of 31,19%
in the proportion of elastic fibers (p < 0,0001) in LVP compared to the control group, however
there was no difference between the groups when analyzing the proportion of collagen fibers.
By analyzing morphometrically the pulmonary arteries, we observed an increase of 23,36% and
25,66% at a proportion of elastic fibers (p < 0,0001) and collagen fibers (p < 0,0001), respec-
tively, in LVP to the control group. Conclusion: The hemodynamic overload caused by PPH
was able to cause changes in the chest resistance, elastic and viscoelastic properties of the lungs
and respiratory system.

Keywords: portopulmonary syndrome; portopulmonary hypertension; respiratory mechanics;

morphometry.
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1 Introducao

A associacao entre doenca hepatica e alteracoes vasculares pulmonares foi
reconhecida em 1884 por Fluckiger * entretanto, foi somente a partir da década de
1970 que os estudos relacionados aos disturbios especificos da circulacao pulmonar,
doenca do figado e hipertensao portal comecaram a ser conduzidos

As alteracoes vasculares pulmonares causadas por doenga hepéatica incluem
duas sindromes distintas: (i) a hepatopulmonar (SHP), caracterizada por dilata-
¢ao da microcirculagao pulmonar, bem como remodelamento vascular pulmonar
e de vias aéreas” e (ii) a hipertensdo portopulmonar (HPP), caracterizada por va-
soconstricao além de remodelamento vascular e aumento da resisténcia vascular
pulmonar %2

A HPP é uma complicacao da hipertensao portal de origem cirrética ou
nao cirrética. Predomina a vasoconstriccao e o aumento da resisténcia vascular
pulmonar, com proliferacao e espessamento da intima e hipertrofia e fibrose da
camada intima muscular nas arteriolas pulmonares. A HPP tem uma prevalén-
cia de, aproximadamente, 5 a 6% entre os pacientes candidatos ao transplante
hepéatico, e pode evoluir com melhora, piora ou estabilidade, apds o transplante
hepético. Nao guarda relacao com a gravidade da doenca, mas tem associacao ao
sexo feminino e doenca hepéatica auto-imune®
Atualmente sabemos que as doencas hepéaticas sao potenciais causadoras

de complicacoes pulmonares,” haja vista nas doencas hepaticas observarmos uma

producao bastante acentuada de fator de crescimento endotelial vascular e 6xido



nitrico.®? Esses mediadores estao intimamente relacionados & fisiopatologia das
complicacoes pulmonares causadas por doencas hepéticas, especialmente a HPP 1Y

Muito embora o mecanismo fisiopatoldgico da HPP continue pouco claro, a
génese da HPP tem sido explorada sob trés pontos: (i) circula¢ao hiperdinamica;
(ii) circulagio de mediadores vasoativos; e (iii) fatores genéticos.t2 Bem como
na hipertensao arterial pulmonar, alguns achados histopatologicos estao presentes,
como: hipertrofia medial, proliferacao intimal e lesoes plexiformes das arteriolas
pulmonares.*?

Foi descrito, ha muitas décadas, que pacientes com cirrose hepatica pode-
riam apresentar um estado em que um alto débito cardiaco estaria presente junto
a uma baixa resisténcia vascular sistémica, o que na presenca de um aumento
da resisténcia vascular pulmonar implicaria em importante aumento da pressao
arterial pulmonar.t*

A desregulacao no sistema de producgao de éxido nitrico no endotélio tam-

bém tem sido atribuido a génese da HPP. Recentemente, Millatt e colaboradores

e Kielstein e colaboradores™ mostraram que a inibicao da sintese de 6xido nitrico
pela dimetilarginia assimétrica (ADMA) tem ligagdo com a génese da HPP.
Ainda que desempenhando um papel de menor impacto, os fatores genéticos
podem participar da génese da HPP, haja vista existir uma pré-disposicao genética
para a hipertensao arterial pulmonar em individuos com mutacao no receptor tipo
2 da proteina morfogenética dssea.

E fato que os fatores hemodinamicos, juntamente com a tensao superficial



da interface ar-liquido e a tensao tecidual dada pelas fibras elasticas e colage-
nas que compoem o tecido pulmonar, sao responsaveis pela estabilidade mecéanica

Y e o fluxo sanguineo

do parénquima pulmonar*® As pressoes arterial e venosal
pulmonar (QP)QO’Z1 influenciam, de forma significativa, a estabilidade e as propri-
edades mecanicas dos pulmoes.

Datam da década de 1960 observacoes feitas por Borst e colaboradores
acerca o impacto do sangue nas propriedades mecanicas dos pulmoes, quando
verificaram que o aumento da pressao atrial esquerda diminuia a complacéncia

3 mostraram em caes

pulmonar. Da mesma forma, em 1978, Gray e colaboradores?
que o aumento da pressao arterial pulmonar (decorrente de aumento do volume
sanguineo pulmonar provocado por oclusdo parcial da valvula mitral) também
cursava com diminui¢ao da complacéncia pulmonar. Outrossim, a diminui¢ao do
volume sanguineo no leito vascular pulmonar repercute com diminuigao da super-
ficie alveolar.?* Outra evidéncia da influéncia do volume sanguineo pulmonar nas
propriedades mecéanicas pulmonares foi mostrada por Simon e colaboradores* em
1997 quando ocluiram um ramo da artéria pulmonar de cachorros e verificaram
aumento da elastancia pulmonar ipsilateral a oclusao, e aumento do volume venti-
latério no pulmao contralateral a oclusao, o que os fizeram concluir que o volume
pulmonar também depende do volume sanguineo no leito vascular pulmonar.

Os resultados dos estudos de Petak e colaboradores™ e Freezer e colabora-

0

dores?’ mostram claramente a associacdo entre resisténcia total do sistema res-

piratorio e a pressao do capilar pulmonar. Os autores sugerem que a congestao



vascular pulmonar aumenta a forca necessaria para movimentar o sistema respira-
torio, e que essa elevacao da impedancia se deve ao incremento das propriedades
resistivas das vias aéreas e das propriedades viscoelésticas do tecido pulmonar.

Peték e colaboradores?® demonstraram, em pulmdes isolados de ratos, que
a hipoperfusao também altera as propriedades mecéanicas pulmonares. Os autores
demonstraram que a hipoperfusdo aumenta a elastancia (H) e a resisténcia do
tecido pulmonar (Rtis) e que, uma vez restabelecida a perfusdo, a H e a Rtis
sao atenuadas. A analise histologica dos pulmoes submetidos & hipoperfusao
revelou que na auséncia de pressao no capilar pulmonar, os contornos alveolares
estavam torcidos e que o restabelecimento das pressoes fisiologicas dos capilares
pulmonares devolveu aos alvéolos sua geometria 6tima. Sendo assim, esta claro
que perturbacoes hemodinamicas pulmonares, sobretudo o aumento ou a reducao
da pressao do capilar pulmonar, alteram a impedancia do sistema respiratorio.

Em 2010 Silva e colaboradores?” ratificaram as informacoes trazidas por
Peték e colaboradores®® ao demonstrarem em um modelo de lesao pulmonar por
isquemia e reperfusao que o simples fato de remover o sangue da vasculatura pul-
monar ou substitui-lo por uma solugao de preservacao (Euro-Collins), que contém
baixa pressao oncotica, é suficiente para desarranjar a arquitetura alveolar e con-
sequentemente desestabilizar mecanicamente o parénquima pulmonar.

Bates e colaboradores em 19854 ao reunirem as informacoes produzidas
Otis e colaboradores,* Mount®V e Zin e colaboradores*! apresentaram o modelo

proposto por Mount®” (modelo reolégico bicompartimental reolégico, figura 1)



composto por elementos elasticos e resistivos, representados por molas e amorte-
cedores, respectivamente. Com este modelo, é possivel estudar as propriedades

mecanicas do sistema respiratorio.

a b
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Figura 1: Modelo linear bicompartimental proposto por Mount. a) repre-
sentagao mecanica: uma barra fixa conectada a uma barra moével por meio
de uma mola de elastancia Est, L e um amortecedor de resisténcia Rinit, L,
associados em paralelo a um corpo de Maxwell (amortecedor R2 ligado em
série a uma mola E2). V é o anélogo do volume; b) representa¢ao anatomica.

-

E sabido que na HPP o aumento da resisténcia vascular pulmonar se deve
a alguns fatores, como: (i) vasoconstricgao pulmonar; (ii) niveis alterados de me-
diadores na circulagao; (iii) estresse tangencial no leito vascular pulmonar e (iv)

2 No entanto, nao se conhece o efeito desses fatores

remodelamento vascular.®
nas propriedades mecanicas do sistema respiratorio, muito embora alguns estudos
mostrem um padrao predominantemente restritivo em pacientes com hiperten-
sao arterial pulmonar, o que se atribui a alteracoes da complacéncia do sistema
respiratorio ou eventual reducao da forca da musculatura respiratoria>>=% Isto

nos leva a supor que a hipertensao arterial pulmonar presente nestas condicoes

nao deva ser, exclusivamente, a tnica alteracao da funcao do sistema respiratorio.



Provavelmente a HPP também esta associada a maior inflamacao intravascular,
o que contribuiria, também, com aumento da dissipacao de energia nos compo-
nentes viscoeléstico e elastico pulmonares, isto ¢, com aumento da impedancia do
sistema respiratorio.®”

Também é sabido que as forgas fisicas exercem papel fundamental na re-
gulacao da estrutura, da funcao e do metabolismo pulmonar®® Estas forcas es-
tao relacionadas a (i) regulagao da proliferacao celular %% (ii) ao metabolismo
do surfactante,” (iii) a permeabilidade celular*¥ (iv) a liberacao de mediado-
res inflamatorios***2 e (v) ao remodelamento da vasculatura e do parénquima
pulmonar #3544

No que tange ao remodelamento, o tecido pulmonar pode se alterar se for
exposto, ininterruptamente, a forcas mecanicas provenientes das vias aéreas e ou

da vasculatura capazes de distender ou alongar as células que os compoem 2%

ou também por estimulos inflamatérios

Portanto, serd que as repercussoes estruturais e hemodinamicas observadas

na hipertensao portopulmonar alteram a impedéancia do sistema respiratorio?



2 Objetivo

Estudar as propriedades resistiva, viscoelastica e elastica do sistema respira-
torio e de seus componentes, pulmoes e parede toracica, de ratos submetidos a um
modelo experimental de hipertensao portopulmonar, bem como investigar o com-
portamento das variaveis ventilatorias e a morfometria do parénquima pulmonar,

das artérias pulmonares e tecido hepético.



3 Materiais e Métodos

O presente estudo (Comité de Etica no Uso Animal, UnBDOC n° 10316,2010)
foi dividido em duas fases: (i) fase 1, com intuito de garantir que o modelo expe-
rimental proposto fora capaz de reproduzir a hipertensao arterial pulmonar vista
nos individuos que tém hipertensao portopulmonar; e (ii) fase 2, com o intuito de

estudar as alteracoes nas fungoes do sistema respiratorio.

3.1 Animais utilizados

Para a realizacao desse estudo, foram utilizados 32 ratos machos, da cepa
Wistar, adquiridos no Laboratorio BioAgri, Planaltina — DF, com peso entre 295
e 320 gramas. Dos 32 animais, 16 foram utilizados na fase 1 e os outros 16 na

fase 2, como ilustrado na figura 2.

3.2 Local da Pesquisa

Todos os experimentos foram realizados no Laboratorio de Fisiologia Respi-
ratoria da Universidade de Brasilia — UnB, Faculdade de Medicina, sala BC-204.
As laminas dos tecidos pulmonar e hepatico foram processadas no laboratorio

MICRA (Brasilia — DF).

3.3 Fasel

3.3.1 Caracterizagao dos grupos

Os 16 animais foram divididos, de forma aleatoéria, em 2 grupos:



Ajuste do modelo
experimental proposto CTRL (8 ratos)
"4
Medida da pressio arterial pulmonar
Quantificagdo das fibras colagenas no figade

Fase |
16 ratos

\ LVP (8 ratos)

2 semanas

32 ratos
Wistar

Estudo das propriedades
mecinicas e morfométricas
.

‘Fase 2

|16 ratos

k» LvP

CTRL (8 ratos)

Medida das propriedades mecanicas passivas
Medida das propriedades mecanicas ativas
Anilise morfométrica do parénquima e
vasculatura pulmonares

(8 ratos)

2 semanas

Figura 2: Esquematizacao do delineamento do estudo. CTRL: grupo controle;

LVP: grupo ligadura parcial da veia porta.

Controle: composto por 8 ratos que foram submetidos a laparotomia mediana,
tiveram a veia porta e figado manipulados e seus abdomen suturados. A
pressao arterial pulmonar e a proporcao de volume de fibras colagenas no

figado foram estudadas nos 8 animais. Todas as medidas foram realizadas 2

semanas apos a realizacao do protocolo experimental.

LVP: composto por 8 ratos que foram submetidos

gadura parcial da veia porta. A pressao arterial pulmonar e a proporc¢ao de
volume de fibras colagenas no figado foram estudadas nos 8 animais. To-

das as medidas foram realizadas 2 semanas apos a realizacao do protocolo

experimental.

a laparotomia mediana e li-
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3.3.2 Protocolo experimental

Para a realizacao deste experimento, todos os animais dos 2 grupos foram
anestesiados com ketamina (75 mg.kg™! i.p.) e xilazina (10 mgkg™! i.p.). Os
ratos do grupo controle foram submetidos a laparotomia mediana de 3 cm, mani-
pulacao da veia porta e do figado, seguida de fechamento da cavidade abdominal
(fio Catgut 3-0). Nos animais do grupo LVP, para induc@o da hipertensao porto-
pulmonar, foi feita entdo uma ligadura parcial (fio de seda 3-0) compreendendo
a veia porta e uma agulha (N° 20G), de modo que ao remover a agulha o calibre
da veia ficasse reduzido, e ndo completamente obstruido,*® conforme ilustrado na
figura 3. Em seguida foi procedido o fechamento da cavidade abdominal (fio Cat-
gut 3-0). A pele foi suturada com fio de nylon (4-0) e utilizamos dgua oxigenada
para limpar todas as feridas operatorias.

Apos a realizagao de todas as cirurgias, os ratos foram abrigados, individu-
almente, por 2 semanas, no alojamento de animais da Faculdade de Medicina da
UnB, onde hé ciclos de claro e escuro de 12 horas cada. O acesso a agua potéavel e
a racao foi ad libidum. Para analgesia pos-operatoria, buprenorfina foi adicionada
a agua de modo que a solucao contivesse 0.056 mg.mL~! da droga. Esta solucao

analgésica foi administrada durante os 3 primeiros dias de pos-operatorio.

3.3.3 Técnica de extracao do bloco coragao-pulmoes

Inicialmente, os animais foram sedados com diazepam (5 mg i.p.) e anes-

tesiados com thionembutal sédico (30 mg.kg™! i.p.). Em seguida foi realizada a
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Figura 3: Ilustracao do modelo de ligadura parcial da veia porta.

traqueostomia, com introducdo de uma canula de polietileno (cateter Jelco® N°
14G, com sua extremidade distal conectada a uma torneira plastica de trés vias),
fixada a traquéia com fio de seda 3-0. Dessa forma, os animais foram ventila-
dos mecanicamente em modo controlado (Harvard Apparatus 680A, Millis, MA,
EUA) com ar ambiente, frequéncia respiratoria de 80 irpm, volume corrente de
10 mL.kg™! e pressao positiva ao final da expiracao de 5 cmH,O.

Ainda em ventilagao mecanica os animais foram submetidos a laparotomia
mediana, seguida de administracao, via veia cava inferior, de heparina sodica
(1.000 ULLkg™1). O acesso toracico foi realizado por meio de esternotomia medi-
ana. O timo foi ressecado, os grandes vasos cardiacos expostos e, no tronco da

artéria pulmonar, via ventriculo direito, foi introduzida uma canula de polietileno
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(cateter Jelco® N° 16G). Apos o preenchimento com sangue oriundo da artéria
pulmonar, a extremidade distal da canula foi conectada a uma torneira plastica
de trés vias, previamente preenchida com solucao fisiologica de cloreto de sodio
(NaCl) a 0,9%, que tinha como objetivo evitar a entrada de ar na circulagao
pulmonar. O atrio e o ventriculo esquerdos foram excisados. Este procedimento
evitava oclusao da drenagem venosa pulmonar e permitia fluxo livre do sangue
efluente dos pulmoes.

Ao final da inspiracao, a torneira de trés vias da canula traqueal foi ocluida
e os pulmoes mantidos insuflados. O bloco coragao-pulmoes foi excisado e ime-
diatamente colocado e preservado, em temperatura ambiente, em uma placa de
Petri, preenchida com solucao fisiologica de NaCl a 0,9%. O bloco foi coberto por
um pequeno pedaco de filme plastico, para evitar sua desidratacao, e permaneceu
em isquemia & temperatura ambiente por aproximadamente 5 minutos, tempo
necessario para realizar todo o procedimento experimental para, entao, se iniciar

a reperfusao.

3.3.4 Medida da pressao arterial pulmonar

Para a medida da pressao arterial pulmonar, utilizamos uma versao modifi-
cada do modelo de reperfusao pulmao-para-pulmao ez-vivo descrito por DeCam-
pos e colaboradores*® Basicamente, a adaptacao feita ao modelo foi a utilizacao
de apenas um bloco de coracao-pulmoes em vez de dois como descrito no modelo

original. Como nao pretendiamos avaliar as trocas gasosas, preferimos poupar
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animais e materiais utilizando tao somente um bloco de coracao-pulmoes. Esta
adaptacao pode ser vista na figura 4.

Esse modelo permite a medigao prolongada, em condigoes estéveis, de di-
versas variaveis ligadas a fungao pulmonar, inclusive a pressao arterial pulmonar
(registrada por 10 minutos apos a estabilizacao do sistema). Utilizamos a camara
de vidro (38 cm de comprimento, 60 cm de largura e 44 cm de altura) construida
para o modelo original. No interior da camara o calor imido foi mantido por

banho-maria, ajustado para temperatura entre 37 — 38°C.

Parametros Ventilatérios

f =45 irpm \\
Vr=3mL =
Gas = ar ambiente .
PEEP = 5 cmH;0 \

Circuito de Reperfusdo

V=20mL Banho Maria
NaHCO3 =0,25 mLa 8,4%

Vazéo = 12 mL.min™! T=237-38°C

Figura 4. Adaptacao do modelo de reperfusao pulmao-para-pulmao ezx-vivo
descrito por DeCampos e colaboradores em 1996. f: frequéncia respirato-
ria; Vp: volume corrente; PEEP: pressao positiva ao final da expiragao; V:
volume de sangue; NaHCOj: bicarbonato de sédio; T: temperatura.

O bloco estudado foi devidamente posicionado em seu suporte, e conectado
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ao sistema de reperfusdo posicionado em mesmo nivel do bloco estudado (Nutri-
mat [I, B. Braun, Melsungen, AG, Alemanha) e ao ventilador mecanico, onde foi
ventilado com volume controlado (Harvard Apparatus 680A, Millis, MA, EUA),
disparado a tempo, limitado e ciclado a volume, alimentado com ar ambiente,
frequéncia respiratoria de 45 irpm, volume corrente de 3 mL e pressao positiva ao
final da expiragao de 5 cmH50. O circuito foi preenchido com 20 mL de sangue
proveniente de dois ratos (um doador do bloco coragao-pulmdes e outro utilizado
exclusivamente para doar sangue). A este volume foi adicionado 0,25 mL de bi-
carbonato de sodio (NaHCOj ) a 8,4%, para elevar o pH sanguineo para a faixa de
normalidade (7,35 — 7,45). Antes de reperfundir os pulmoes, o sangue circulou (12
mL.min~!) durante dez minutos por by-pass localizado entre a canula da artéria

pulmonar e o reservatorio de sangue, com intuito de retirar do sistema eventuais

bolhas de ar.

3.3.5 Aquisicao do sinais

Um transdutor absoluto de pressao (P23 Db, Grass, Quincy, MA, EUA) foi
conectado a canula posicionada na artéria pulmonar do bloco coracao-pulmoes es-
tudado para registro e medida da pressao arterial pulmonar. O transdutor estava
ligado a um poligrafo (7C, Grass Instruments Co., Quincy, MA, EUA) onde o
sinal foi filtrado e amplificado. Do poligrafo, o sinal seguiu para um modulo con-
dicionador de sinais biologicos (EMG System do Brasil, Sao José dos Campos, Sao

Paulo) e, entao, para um conversor analdgico-digital de 12 bits (EMG System do
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Brasil, Sdo José dos Campos, Sdo Paulo). Em um microcomputador (MacBook,
Mac OSX 10.6), com uso do software Windaq/Pro (DATAQ Instruments, Akron,
OH, EUA), o sinal da pressao arterial pulmonar foi registrado e armazenado para

posterior analise. A frequéncia de amostragem utilizada foi de 200 Hz.

3.3.6 Fixacgao do tecido hepatico e preparo das laminas

Apos a excisao do bloco coracao-pulmoes, o lobo superior do figado foi ex-
cisado e colocado em recipiente devidamente preenchido com solucao de formol
tamponado & 10%. Uma vez fixado, o tecido hepéatico foi processado para cortes
histoldgicos em parafina, com 3 um de espessura. A coloracao utilizada foi de pi-

crossirius* para que, juntamente com a polarizacao, marcasse as fibras coldgenas.

3.3.7 Proporcao de volume de fibras coldgenas no tecido hepatico

A anélise da proporcao de volume das fibras colagenas no tecido hepatico

20 com um sistema teste coerente e de

foi feita como desccrita por Gundersen,
referéncia composto por 100 pontos e 50 linhas (comprimento conhecido) conec-
tado & uma das oculares do microscopio Optico (Axioplan; Zeiss, Oberkochen,
Alemanha). De cada lamina, 25 campos nao coincidentes, escolhidos de forma
aleatoria, foram utilizados para a realizacao de tal analise. Em cada campo o nu-

mero de pontos coincidentes com as fibras colagenas foram contados e divididos

pelo nimero de pontos que coincidiram com o tecido hepatico.
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3.4 Fase 2

3.4.1 Caracterizagao dos grupos
Os 16 animais foram divididos, de forma aleatéria, em 2 grupos:

Controle: composto por 8 ratos que foram submetidos a laparotomia mediana,
tiveram a veia porta e figado manipulados e seus abdémen suturados. As
variaveis ventilatérias em ventilacao espontanea, as propriedades resistiva,
elastica e viscoelastica dos pulmoes, parede toracica e sistema respiratorio, a
proporc¢ao de volume de fibras coldgenas e elasticas no parénquima pulmonar
e nas artérias pulmonares foram estudadas nos 8 animais. Todas as medidas

foram realizadas 2 semanas apods a realizacao do protocolo experimental.

LVP: composto por 8 ratos que foram submetidos & laparotomia mediana e liga~
dura parcial da veia porta. As variaveis ventilatorias em ventilacao espon-
tanea, as propriedades resistiva, elastica e viscoeldstica dos pulmoes, parede
toracica e sistema respiratorio, a proporcao de volume de fibras colagenas
e elasticas no parénquima pulmonar e nas artérias pulmonares foram estu-
dadas nos 8 animais. Todas as medidas foram realizadas 2 semanas ap0s a

realizagao do protocolo experimental.

3.4.2 Protocolo experimental

Nesta fase do estudo, o protocolo utilizado foi o mesmo descrito no item

0.0. 2.
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3.4.3 Variaveis ventilatorias

Durante a ventilagao esponténea, que antecedia a ventilagao artificial (dez
minutos) para medida das propriedades mecanica passivas do sistema respirato-
rio, a duragao da inspiracao (T7), da expiragao (Tg) e do ciclo ventilatorio (Tqy)

2l conforme registro

foram medidas por meio da analise do sinal do fluxo aéreo,
ilustrado na figura 5. Utilizando estas variaveis, a relacao entre o tempo inspira-
torio e o tempo total (T7/Tyq¢), o fluxo inspiratério médio (Vp/Ty), a frequéncia

ventilatoria e o volume minuto foram calculados.

Figura 5: De cima para baixo: fluxo aéreo, pressao traqueal e pressao esofa-
geana durante ventilacao espontanea. A frequéncia de amostragem utilizada
foi de 200 Hz. Cada quadrado de tempo equivale a 0,54s.
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3.4.4 Analise das propriedades mecéanicas passivas do sistema respiratoério

Para o estudo das propriedades mecanicas do sistema respiratorio e de seus
componentes, pulmoes e parede torécica, os animais foram anestesiados com (ke-
tamina 75 mg.kg™! i.p.) e xilazina (10 mg.kg™! i.p.), traqueostomizados e canu-
lados. Os animais foram paralisados totalmente com administracao de brometo
de pancurénio (5 ug.kg™! iv.) e, entdo, ventilados mecanicamente, sem pressio
positiva ao final da expiracao, com fluxo constante de 10 mL.s~! e volume corrente
de 2 mL.

Muito embora tenhamos modelos bastante simples para a afericao da me-
canica do sistema respiratério, como o modelo unicompartimental proposto por
Otis,” precisamos utilizar um modelo que explicasse alguns fenomenos observa-
dos no sistema respiratorio como a queda lenta da pressao ao longo da via aérea
do animal quando da oclusao répida das vias aéreas ao final da inspiragao (fi-
gura 1). Logo, o método de oclusao rapida das vias aéreas ao final da inspiragao,
proposto por Bates e colaboradores® foi utilizado para determinacao das propri-
edades mecanicas passivas do sistema respiratorio e de seus componentes, haja
vista utilizarmos um ventilador mecanico que possuia um dispositivo de oclusao
rapida das vias aéreas (tempo de fechamento das vias aéreas inferior a 10 ms).
Uma canula de polietileno foi introduzida no esdéfago dos animais para decomposi-
cao do sistema respiratorio em pulmaes e parede torécica.”® A canula introduzida
no esofago foi posicionada de modo a captar, em uma manobra de oclusao ao

final da expiragao, oscilagoes pressoricas similares as observadas na via aérea.
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Elssa mensuragao nos permite inferir a oscilacao da pressao pleural, que por sua
vez possibilita a decomposicao do sistema respiratoério em pulmoes e parede to-
racica.”® Dessa forma permite avaliar as possiveis alteracoes mecanicas destes
compartimentos, isoladamente, decorrentes da ligadura parcial da veia porta.
Quando ventilado mecanicamente com fluxo inspiratorio constante e volume

2L ¢ submetido a oclusao répida das vias aéreas ao final da inspira-

controlado
¢ao, observa-se, no tracado de pressao em funcao do tempo, uma queda rapida
de pressao (AP1) de um ponto maximo (Ppsx) até um ponto de inflexao (P;),
seguida de uma queda lenta (AP2) até o ponto em que seja atingido o platd pres-
sorico (Pe). A queda rapida representa a dissipagao de energia para vencer as
resisténcias newtonianas das vias aéreas e dos pulmoes, a queda lenta representa
a dissipacao de energia nos componente viscoelasticos e inomogeneidades de cons-

00

tante de tempo,”® e o platdo representa a pressao de retracao elastica pulmonar

(Pep).

Sustentado pela premissa deste modelo, a queda rapida de pressao resultante
da oclusao réapida das vias aéreas ao final da inspiracao pode ser explicada pela
caracteristica do componente viscoso ou homogéneo do sistema respiratorio, a
auséncia de desigualdades da constante de tempo. Ja a queda lenta observada
na sequéncia da oclusao das vias aéreas, pode ser explicada pelas caracteristas
do componente viscoelastico e inomogeneidade do sistema respiratorio, o stress

2856 ()

relaxation e pendelluft. stress relaxation é a propriedade da matéria de

se adaptar a um estiramento mantido, mostrando queda da tensao tecidual em
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funcao do tempo. Uma vez que os pulmoes sao insuflados e, em seguida, hé oclusao
rapida das vias aéreas, o volume insuflado é mantido aprisionado nos pulmoes.
No entanto, a pressao gerada por este volume cai progressivamente até que ocorra
um equilibrio na relagao comprimento-tensao. Ja o pendelluft é a redistribuicao
regional de pequenos volumes de gas de areas de maior pressao para areas de
menor pressao, explicadas pelas diferentes constantes de tempo.

Foram realizadas 10 manobras de oclusdo (figura 6) das vias aéreas para
cada rato e, ao término, ainda em ventilacao mecéanica, os animais foram eutana-
siados com administracao, via endovenosa, de 2 mmol.kg~! de cloreto de potassio.

As variaveis mecanicas calculadas foram:

AP1 Dissipagao de energia no componente resistivo (cmH0);

APl =P,,.. — P;

AP2 Dissipagao de energia no componente viscoelastico (cmH-0);

AP2 = P, — P

APyt Dissipacdo total de energia (cmH,0);

APtot - Pmax - Pel

Egt Elastancia estatica (cmH,O.mL™);
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P. — PEEP
\Y

Est -

Edyn Elastancia dinamica (cmHoO.mL™1);

P, — PEEP
Edyn = T

R Resisténcia (ecmHyO.mL.s™1);

3.4.5 Aquisicao do sinais

Um pneumotacografo, construido segundo Mortola e Noworaj,>” ligado a um
transdutor diferencial de pressao (PT5A, Grass, Quincy, MA, EUA) foi conectado
a saida do ventilador mecanico para registro e medida do fluxo aéreo e, por inte-
gracao eletronica deste sinal, calculamos o volume. Proximalmente ao ventilador
e antes do pneumotacografo, uma saida lateral estava conectada a um transdutor
absoluto de pressao (P23 Db, Grass, Quincy, MA, EUA) para registro e medida
da pressdo na abertura da via aérea. Um transdutor absoluto de pressao (P23
Db, Grass, Quincy, MA, EUA) foi conectado a uma canula (P200, com orificio na
extremidade distal) posicionada no esofago do animal para registro e medida da
pressao esofageana. Todos os registros foram feitos conforme ja descrito no item

2.0.0l
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Pmax
,:; Pi Ec.l-\
Io0 N

Figura 6: De cima para baixo: tracados representativos de fluxo aéreo, pressao
traqueal e pressao esofageana durante manobra de oclusao rapida das vias
aéreas ao final da inspiragao. A frequéncia de amostragem utilizada foi de
200 Hz. P,,4.: pressao maxima; P;: pressao no ponto de inflexao; P,;: pressao
elastica. Cada quadrado de tempo equivale a 0,54s.

3.4.6 Fixacao dos pulmoes e do tecido hepatico e preparo das laminas

Apos a eutanésia dos animais, a via aérea de cada rato foi ocluida ao final
da expiracao, e posteriormente o bloco coracao-pulmoes foi excisado e imedia-
tamente colocado em recipiente devidamente preenchido com solugao de formol
tamponado. Uma vez fixados, os tecidos pulmonares foram processados para cor-

tes histologicos em parafina e corados com picrossirius para, junto a polarizacao,
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marcar as fibras coldgenas, e resorcina fucsina de Weigert com oxidacao®® para

marcar as fibras elésticas. O tecido hepatico foi processado conforme ja descrito

no item [3.3.0l

3.4.7 Proporcgao de volume de fibras coligenas e elasticas no parénquima pulmo-

nar, artérias pulmonares e tecido hepatico

A analise da proporc¢ao de volume das fibras coldgenas e elasticas no parén-
quima pulmonar, artérias pulmonares e tecido hepéatico foi feita como desccrita

U com um sistema teste coerente e de referéncia composto por

por Gundersen,
100 pontos e 50 linhas (comprimento conhecido) conectado & uma das oculares do
microscopio Optico (Axioplan; Zeiss, Oberkochen, Alemanha). De cada lamina,
25 campos nao coincidentes, escolhidos de forma aleatoria, foram utilizados para
a realizacao de tal analise. Em cada campo o ntimero de pontos coincidentes com
as fibras colagenas ou elasticas foram contados e divididos pelo nimero de pon-

tos que coincidiram com o parénquima pulmonar, artérias pulmonares e tecido

hepético.

3.5 Andlise estatistica

Os resultados estao apresentados em valores de média mais e menos desvio
padrao (médiatdesvio padrao). O tamanho da amostra foi calculado considerando-
se: (i) teste t de student para amostras independentes; (ii) 2 grupos; (iii) erro tipo
[ = 5%; (iv) erro tipo IT = 20%; (v) poder do teste estatistico = 80%; e (vi) tama-

nho do efeito = 90%. Com estes parametros ficou determinado que o ntimero total
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de animais para cada fase do presente estudo ¢ de 16 (dezesseis), ou seja, 8 (oito)
em cada grupo. Este calculo foi realizado com auxilio do programa G*Power 3,
versao para Mac OsX. Ao final do estudo, os 2 grupos (fase 1 e fase 2) tiveram a
normalidade da distribuicao de frequéncias testada por meio do teste de Shapiro-
Wilk. As variaveis foram testadas por meio do teste t de student para amostras
independentes, considerando-se o erro tipo I igual ao utilizado para o célculo do

tamanho amostral.
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4 Resultados

4.1 Fase 1

Nessa fase observamos a pressao arterial pulmonar 245% maior no grupo
LVP (CTRL: 53,3+1,06 cmH>0O, LVP: 183,248,48 cmH-0; p < 0,0001). Quando
estudada a proporgao de volume de fibras coldgenas no tecido hepatico nao ob-
servamos diferenca estatisticamente significativa entre os grupos CTRL e LVP
(CTRL: 0,92+0,18, LVP: 0,97+0,16; p = 0,83). Estes resultados nos permitem
visualizar um grande aumento na pressao arterial pulmonar, sem alteracao no
tecido hepético, garantindo que o modelo proposto foi capaz de gerar hipertensao

arterial pulmonar.

4.2 Fase 2

Ja nessa fase podemos separar os resultados em trés partes: (i) medidas
das variaveis ventilatorias; (i) medida das propriedades mecéanicas passivas do
sistema respiratorio; e (iii) anélise morfométrica do tecido pulmonar e das artérias

pulmonares.

4.2.1 Medidas das variaveis ventilatorias

Na medida das variaveis ventilatorias observamos no grupo LVP em relacao
ao grupo controle: queda de 17% no volume corrente (p = 0,003); aumento de
47% do tempo inspiratorio (p < 0,0001); queda de 24% na frequéncia respiratoria

(p < 0,0001); queda de 37% no volume minuto (p < 0,0001); aumento de 30% no
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tempo total do ciclo ventilatorio (p < 0,0001); queda de 44% no fluxo inspiratorio
médio (p < 0,0001); e aumento de 13% na relagao entre o tempo inspiratorio e o
tempo total do ciclo ventilatorio (p = 0,0005). Esses resultados estao mostrados

na tabela [Tl

Tabela 1: Medidas das varidveis ventilatorias durante ventilagao espontanea.

Variavel CTRL LVP p valor
Volume corrente (mL) 1,3 £ 0,03 1,1 + 0,04 0,003

Ty (s) 0,26 + 0,004 0,39 £+ 0,003 < 0,0001
Frequéncia respiratoria (irpm) 105,3 £ 0,74 80,7 £ 0,81 < 0,0001
Volume minuto (mL.s~") 1404 + 375 895+ 232 < 0,0001
Tiot (s) 0,57 £ 0,004 0,74 + 0,007 < 0,0001
Vip/ Ty (mL.s~) 514011 294013 < 0,0001
TI/Ttot (s) 0,46 4+ 0,005 0,52 + 0,009 0,0005

Valores em média + desvio padrao. CTRL: grupo controle; LVP: grupo ligadura parcial da veia porta; Ty:
tempo inspiratorio; Tiqy: tempo total do ciclo ventilatério; Vp/Tt: fluxo inspiratério médio; T/ Tyy: relagao
do tempo inspiratério e o tempo total do ciclo ventilatorio.

4.2.2 Medida das propriedades mecéanicas passivas do sistema respiratorio

Nas propriedades mecanicas do sistema respiratério observamos no grupo
LVP em relac¢do ao grupo controle: aumento de 9% no AP2 (p = 0,016); aumento
de 11% na Egt (p = 0,0008); e aumento de 10% na Edyn (p = 0,0001). Nos
pulmbes observamos: aumento de 45% no AP2 (p = 0,04); aumento de 24%
na Eqt (p = 0,0001); e aumento de 26% na Edyn (p < 0,0001). E na parede
toracica observamos: aumento de 53% no AP1 (p < 0,0001); e aumento de 52%
na R (p < 0,0001). Os resultados das propriedades mecénicas passivas do sistema

respiratorio e seus componentes podem ser vistos na tabela [2]
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Tabela 2: Medidas das propriedades mecénicas passivas do sistema respiratério, pulmoes e

parede toracica.

Variével CTRL LVP p valor
Fluxo aéreo (mL.s™1) 10,1 £ 0,07 10,0 £+ 0,09 0,11
Volume corrente (mL) 2,02 £ 0,03 2,03 £0,10 0,12
Sistema Respiratorio
AP1 (ecmH50) 2,26 + 0,14 2,51 + 0,10 0,19
AP2 (cmH,0) 1,22 £ 0,03 1,33 + 0,02 0,016
APt (cmH50) 3,49 + 0,15 3,84 + 0,08 0,06
Egt (cmH,O.mL™1) 2,76 £ 0,06 3,07 & 0,02 0,0008
Edyn (cmH,O.mL 1) 3,36 & 0,06 3,70 £ 0,01 0,0001
R (cmH,O.mL.s71) 0,22 + 0,01 0,25 £ 0,01 0,27
Pulmoes
AP1 (cmH,0) 1,84 £ 0,14 1,85 £+ 0,10 0,93
AP2 (cmH,0) 0,48 + 0,10 0,70 £ 0,02 0,04
APtot (cmH50) 2,32 + 0,16 2,56 + 0,08 0,20
Egt (emH,O.mL™1) 1,37 +£ 0,05 1,70 £ 0,01 0,0001
Edyn (cmH,0.mL™1) 1,61 £ 0,07 2,04 + 0,01 < 0,0001
R (emHy,0.mL.s71) 0,18 £ 0,01 0,18 £ 0,01 0,95
parede Tordcica
AP1 (emH50) 0,43 £ 0,02 0,66 + 0,01 < 0,0001
AP2 (cmH,0) 0,73 +£ 0,10 0,62 + 0,01 0,24
APt (cmH50) 1,16 £ 0,08 1,28 4+ 0,01 0,16
Egt (emH,O.mL™1) 1,39 £ 0,02 1,37 + 0,01 0,24
Edyn (cmH,O.mL 1) 1,75 £ 0,04 1,67 4+ 0,01 0,07
R (cmH,O.mL.s™1) 0,04 £ 0,01 0,06 £ 0,01 < 0,0001

Valores em média 4+ desvio padrao. CTRL: grupo controle; LVP: grupo ligadura parcial da veia porta; AP1:
dissipagao de energia no componente resistivo; AP2: dissipagdo de energia no componente viscoelastico; APy :
dissipagao total de energia; Egt: elastancia estatica; Edyn: elastancia dinamica; R: resisténcia.

4.2.3 Analise morfométrica do parénquima pulmonar e artéria pulmonar

Na anéalise morfométrica do parénquima pulmonar, observamos um incre-

mento de 31,19% na proporgao de fibras elasticas (p < 0,0001) no grupo LVP
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quando comparado ao grupo controle, no entanto nao houve diferenca entre os
grupos quando analisada a proporcao de fibras coldgenas. Ao analisar morfo-
metricamente, as artérias pulmonares, observamos um incremento de 23,36% e
25,66% na proporcao de fibras elasticas (p < 0,0001) e colagenas (p < 0,0001),
respectivamente, do grupo LVP em relacao ao grupo controle, como mostrado na
tabela 3 e ilustrado na figura 7. Estes resultados ratificam os achados das medidas

da mecanica respiratoria, bem como das variaveis ventilatorias.

Tabela 3: Analise morfométrica dos tecidos pulmonar e artéria pulmonar.

Variavel CTRL LVP p valor

Parénquima Pulmonar

fibras eléasticas (%) 33,44 +£ 1,16 43,87 + 3,72 < 0,0001
fibras colagenas (%) 34,60 £ 1,92 35,25 &+ 3,15 0,63

Artéria Pulmonar

fibras eléasticas (%) 51,24 + 1,65 63,21 & 3,57 < 0,0001
fibras colagenas (%) 63,48 £ 3,07 79,77 + 3,22 < 0,0001

Valores em média £ desvio padrao. CTRL: grupo controle; LVP: grupo ligadura parcial da veia porta.
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Figura 7: Fotomicrografias do parénquima pulmonar corado com resorcina fucsina de
Weigert com oxidagao para marcagao das fibras elasticas no grupo controle (A) e no
grupo LVP (B); fotomicrografia das artérias pulmonares coradas com resorcina fucsina
de Weigert com oxidagao para marcagao das fibras elasticas no grupo controle (C) e
no grupo LVP (D); fotomicrografia das artérias pulmonares coradas com picrossirius
com polarizagdo para marcacgao das fibras colagenas no grupo controle (E) e no grupo
LVP (F). Nas fotomicrografias A, B, C e D as setas apontam fibras elasticas (marcadas
em preto) em um aumento de 1000 X; nas fotomicrografias E e F as setas apontam

as fibras colagenas (marcadas em tonalidade alaranjada brilhante) em um aumento de
400 X.
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5 Discussao

O principal objetivo do presente estudo foi de investigar possiveis alteragoes
nas propriedades mecanicas do sistema respiratorio, pulmoes e parede toricica em
um modelo experimental capaz de reproduzir a hipertensao portopulmonar. Os
resultados obtidos com esta investigacao nos permite acrescentar novas evidéncias
no que tange a fisiopatologia das complicacoes pulmonares originadas por doencas

hepéticas, neste caso, a hipertensao portopulmonar.

5.1 Fasel

Ainda que o modelo fosse capaz de mimetizar remodelamento vascular pul-
monar, nesta fase, o proposito foi de garantir que o modelo experimental reprodu-
ziria a hipertensao portopulmonar presente em individuos com doencas hepaticas
cronicas,” observamos de fato um incremento importante (245%) na pressao ar-
terial pulmonar, o que nos mostra ser eficaz o modelo*’ Quando analisamos a
proporcao e fibras coldgenas no tecido hepético nao foi encontrada diferenca esta-
tisticamente significativa, o que vai de encontro ao resultado obtido por Melo-Silva
e colaboradores em 20119 quando investigou o impacto da sindrome hepatopulmo-
nar nas propriedades mecanicas do sistema respiratorio e na morfologia pulmonar.
Melo-Silva e colaboradores encontraram uma proporcao de fibras colagenas au-
mentada no grupo experimental quando comparado ao grupo controle. O que
pode explicar tal diferenca é o modelo experimental utilizado, pois no presente

estudo foi utilizado um modelo onde a intervencao foi na veia porta e em regiao
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pré-hepatica, enquanto no modelo utilizado por Melo-Silva a intervencao foi de
ligadura completa do ducto colédoco.

Ao analisarmos as proporcoes de fibras coldgenas e elasticas nas artérias
pulmonares obtidos na fase 2 deste estudo houve um incremento significativo no
grupo experimental quando comparado ao grupo controle (25,66% e 23,36%, res-
pectivamente). Este resultado, portanto, ratifica o fato de termos encontrado
uma pressao arterial pulmonar aumentada no grupo experimental. Muito embora
o remodelamento da parede das artérias pulmonares contribua para o aumento
da pressao arterial pulmonar, esta, possivelmente, nao seja a tnica explicagao de
tal aumento, haja vista existir evidéncias da participacao de citocinas,® fatores de
crescimento” e até mesmo uma possivel falha no mecanismo vasodilatador promo-

9

vido pela acdo do éxido nitrico® na génese das alteracoes vasculares pulmonares

encontradas em pacientes com doencas hepéticas.

5.2 Fase 2

Na segunda etapa do presente estudo o propoésito foi de investigar o possivel
efeito da hipertensao portopulmonar mimetizada em ratos nas propriedades mecé-
nicas do sistema respiratorio. Diante dos resultados obtidos nesse estudo podemos
compreender com argumentos mais robustos as alteragoes clinicas observadas nos
individuos com hipertensao portopulmonar, onde a performance mecanica do sis-
tema respiratorio sofre impacto negativo de origem circulatoria.

O modelo experimental de hipertensao portopulmonar foi capaz de pro-
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duzir alteracoes significantes no padrao ventilatério dos animais estudados, bem
como provocou perturbagoes de cunho mecanico, aumentando a impedancia da
parede toracica e as heterogeneidades pulmonares, e induzindo o remodelamento
em parénquima e vasculatura pulmonares.

Na literatura nao temos estudos que investigam a mecéanica do sistema respi-
ratorio em modelo experimental de hipertensao portopulmonar, no entanto Melo-
Silva e colaboradores em 20119 publicaram um estudo onde investigaram os efeitos
da sindrome hepatopulmonar nas propriedades mecéanicas do sistema respirato-
rio. Estudo este que, muito embora utilize um modelo experimental diferente do
apresentado no presente trabalho, apresentou resultados que sao compativeis com
as repercussoes pulmonares observadas em individuos com doencas hepéaticas.

Em nosso trabalho utilizamos o método da oclusao rapida das vias aéreas
ao final da inspiracao®® para acessar as informacoes mecanicas passivas do sistema
respiratorio, bem como de seus dois componentes, pulmoes e parede toracica, o
que foi possivel gracas a utilizagao de um cateter esofageano. Por meio deste
método e do uso do cateter esofageano pudemos aferir as propriedades resistivas,
viscoelasticas e elasticas do sistema respiratorio, pulmoes e parede toracica.

Para a medida das propriedades mecanicas passivas do sistema respiratorio
nao houve diferenga nas variaveis de fluxo aéreo (p = 0,11) e volume corrente (p
= 0,12), tabela 2, nos garantindo que quaisquer alteragoes encontradas no sistema
respiratorio e seus componentes nao se deveram a inomogeineidades da ventilacao

mecanica, e sim a alteragoes estruturais.
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Tanto a mecanica dos pulmoes quanto a da parede toracica apresentaram
alteragoes, a primeira com aumento das cargas viscoelastica (AP2) e elastica
(Egt € Edyn)v ¢ a segunda com aumenta da carga resistiva (AP1 e R). Como
o sistema respiratério compreende a interacao biomecanica dos pulmoes com a
parede toréacica, predominou o aumento das cargas viscoelastica e elastica de
modo que a variagao de pressao no componente viscoelastico como as elastancias
estatica e dinamica se alteraram no sistema respiratorio.

As alteragoes encontradas nos componentes viscoeléstico e elastico podem
ser explicadas (tomando os resultados do presente estudo) por trés mecanismos:
(i) impacto hemodinamico; (ii) remodelamento parenquimatoso dos pulmoes; e
(iii) remodelamento das artérias pulmonares.®”

A hipertensao pulmonar causada pelo modelo utilizado impactou no au-
mento das inomogeneidades mecanicas nos pulmoes, aumento das inomogenei-
dades das constantes de tempo, bem como no aumento do stress-relazation. To-
mando informacoes que datam da década de 1960% fica claro que de fato a pressao
arterial pulmonar aumentada é capaz de desestabilizar a arquitetura alveolar de
modo a perturbar a performance mecanica dos pulmoes, ou por provocar altera-
coes na forma dos alvéolos, ou por torné-los congestos. Paralelamente a isso, temos
que situacoes em que o parénquima pulmonar esta desestabilizado, causando al-
gum grau de inflamagao local (ndo avaliamos inflamagao tecidual), é possivel que
tenhamos anormalidades na atividade dos pneumocitos do tipo II e, portanto,

alguma deficiéncia na atividade do surfactante,®* o que certamente provocaria o
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aumento das inomogeneidades mecanicas do parénquima pulmonar, bem como as
inomogeneidades de constantes de tempo e stress-relaxation representadas pelo
AP2.

Mesmo sendo parte das alteracoes mecanicas atribuidas as variacoes de
pressao dentro do leito vascular pulmonar, também sabemos que a qualidade
da estrutura parenquimatosa ¢ capaz de produzir diferengas nas propriedades
mecanicas dos pulmoes.®Y No presente estudo tivemos um aumento da proporcao
de volume de fibras elasticas no parénquima pulmonar, sugerindo remodelamento
parenquimatoso, o que certamente representou um aumento no grau de retracao
elastica pulmonar e que refletiu no aumento das Eg e Edyn'

Corroborando para as repercussoes mecanicas avaliadas no presente estudo
observamos aumento da proporcao das fibras elasticas e colagenas nas artérias
pulmonares, o que sugere remodelamento no leito vascular pulmonar e justifica o
aumento da resisténcia vascular pulmonar e provoca o aumento da pressao arterial
pulmonar. E possivel que o modelo utilizado produza algum grau de inflamacéo no
leito vascular pulmonar, certamente provocando uma resposta a inflamacao que,
nao sendo resolvida potencializaria um mecanismo de retroalimentacao positiva e
assim nova formacao vascular.%?

Muito embora as propriedades mecéanicas do sistema respiratorio estarem
bastante influenciadas pelas alteracoes mecéanicas pulmonares, observamos que

mecanicamente a parede toracica também apresentou alteracoes, no entanto no

que diz respeito a energia dissipada no componente resistivo. Mesmo nao tendo
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sido investigadas caracteristicas da parede toracica, é plausivel supor que a execu-
cao do modelo experimental, modelo pré-hepatico de hipertensao portopulmonar,
tenha causado algum aumento de volume abdominal, o que certamente poderia
explicar o aumento de AP1 e R observadas na mecéanica da parede toracica. E
sabido que mudancas na forma ou volume do contetido toracoabdominal provoca
aumento de gasto energético no componente resistivo da parede toracica 004

Além das informacoes supracitadas, a avaliacao das variaveis ventilatorias
também pode ratificar as repercussoes mecéanicas do sistema respiratorio a hiper-
tensao portopulmonar. Observamos que houve alteracao em todas as variaveis
ventilatorias estudadas. E possivel que o aumento da impedéancia da parede tora-
cica tenha corroborado para a diminuicao do volume corrente e do volume minuto
dos animais do grupo LVP, bem como a diminuicao do fluxo inspiratério médio

Leduc e De Troyer, em 2007.%” estudaram o efeito do aumento do volume
abdominal em caes sob a resposta ventilatoria e verificaram que o aumento do
volume abdominal provocou um deslocamento cranial do diafragma, bem como
um aumento no seu comprimento quando relaxado, que por sua vez corroborou
com o aumento da elastancia da parede toracica. Paralelamente ao aumento da
elastancia da parede toracica, e em consonancia com o presente estudo, o efeito
depressor do anestésico utilizado pode também reduzir o impulso ventilatorio, de
modo a contribuir com a diminui¢ao do volume corrente.

A carga mecanica imposta ao sistema respiratorio diante da hipertensao

portopulmonar cria uma nova demanda ventilatéria que precisa ser ajustada pelo
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controlador central, no entanto pode nao ser a tnica responsavel pelas alteracoes
observadas® A queda da frequéncia respiratéria pode ser atribuida a necessidade
de aumentar o tempo inspiratério como tentativa de garantir o volume minuto
adequado diante de uma carga mecanica aumentada.

Dessa forma, temos evidéncias morfologicas, ventilatorias e mecéanicas de
que a hipertensao portopulmonar é potencial causadora de desarranjo na arquite-
tura do parénquima pulmonar implicando em déficit nas propriedades mecanicas

passivas do sistema respiratorio.



37

6 Limitacoes do Estudo

Possiveis aspectos nao investigados nesse estudo podem ter contribuido para
o resultado. Como no desenho original do estudo a avaliacao dos aspectos que
seguem nao estava prevista, preferimos manter a fidelidade ao projeto proposto e

levantar tais aspectos como possiveis limitacoes do estudo. Sao eles:

1. Os animais nao tiveram o volume abdominal mensurado, portanto, possivel
presenca de ascite pode ter interferido na carga mecéanica da parede toracica,
muito embora nao tenha sido observado qualquer suspeita de ascite (inclusive

ao acessar o contetdo abdominal);

2. Nao avaliamos as trocas gasosas pois, em principio, na sindrome portopul-
monar nao ¢ caracteristico haver impacto nas trocas gasosas, no entanto, na
possivel presenca dessas alteragoes poderiamos atribuir parte das respostas
ventilatorias encontradas a esta associacao das trocas gasosas comprometi-
das com a depressao anestésica a qual o sistema respiratorio do rato estava

submetida;

3. Tentamos ratificar os achados mecanicos com os aspectos morfométricos que,
no presente estudo, foram as proporgoes de fibras elasticas e colagenas no
parénquima e nas artérias pulmonares, no entanto, podem nao ser, do ponto
de vista morfométrico, as tnicas responsaveis por tais achados, haja vista
parecer haver um edema importante no parénquima pulmonar dos animais

do grupo LVP, o que nao estava previsto no projeto e portanto nao foi quan-
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tificado;

. Diante da escassez de estudos explorando os aspectos mecéanicos do sistema
respiratorio de individuos e(ou) animais na presenca de doengas hepéticas,
especialmente na sindrome portopulmonar, grande parte dos achados do pre-

sente estudo nao puderam ser confrontados com os estudos similares.
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Conclusoes

. A sobrecarga hemodinamica induzida pela hipertensao portopulmonar altera

o padrao ventilatério espontaneo;

. A sobrecarga hemodinamica induzida pela hipertensao portopulmonar al-
tera as propriedades eléasticas e viscoelésticas do sistema respiratorio e dos

pulmoes, e altera as propriedades resistivas da parede toracica;

. A sobrecarga hemodinamica induzida pela hipertensao portopulmonar pro-
voca remodelamento do parénquima pulmonar e remodelamento das artérias

pulmonares.
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