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RESUMO

Introducdo: A Hipertensdo Arterial Pulmonar (HAP) est4 associada a alteracdes
celulares e estruturais da vasculatura pulmonar. A disfuncio endotelial promove
vasoconstri¢ao, proliferacdo do musculo liso, das células endoteliais da intima, lesoes
plexiforme angioproliferativas, e trombose in situ, bem como, aumenta a rigidez e
resisténcia vascular arterial pulmonar. A sepse é uma sindrome complexa sistémica
e de origem infecciosa. A associacdo entre HAP e sepse potencializa o consumo
metabdlico de oxigénio e o desequilibrio na oferta, com o risco de mortalidade muito
elevada. Métodos: Neste estudo foram utilizados 44 ratos machos adultos, da raca
Wistar. Todos os animais foram randomizados e distribuidos em quatro grupos:
Controle (CTRL), Hipertensdo Arterial Pulmonar (HAP), Sepse (SPS) e Hipertensio
Arterial Pulmonar associada a Sepse (HPSPS). Deste total, 32 animais foram
submetidos a andalise das propriedades mecanicas e analise morfométrica dos vasos
pulmonares no 28° dia do experimento, enquanto 12 animais foram submetidos a
hemodinamica para confirmacido da ocorréncia de HAP. Resultados: A dissipacgao
de energia no componente viscoelastico aumentou significativamente em pulmoées de
ratos com HAP (0,94 cmH20 +0,1), sepse (0,95 cmH20 +0,1) e na associacio entre
HAP e sepse (1,39 cmH20 +0,1) quando comparados ao grupo CTRL (0,37 cmH:0
+0,1). A varidvel APtot,L. aumentou significativamente no grupo HAP (1,75 cmH20
+0,1) e HPSPS (2,12 cmH20 +0,1). AP2,sr (1,97 cmH30 + 0,1) e Edyn,sr (4,80
cmH20.ml! + 0,2) aumentaram significativamente no sistema respiratério de ratos
do grupo HPSPS; Est,sr (4,02 cmH20.ml! + 0,3) aumentou significativamente no
sistema respiratorio de ratos com HAP. Nao houve variacgoes significativas no
componente viscoso do sistema respiratorio e de seus componentes, pulméao e parede
toracica. A propor¢ao de fibras colagenas aumentou significativamente em vasos
pulmonares de ratos do grupo HAP (164% + 67) e HPSPS (191% +57) quando
comparados ao grupo CTRL (69% + 30) e ao grupo SPS (80% +30). O remodelamento
da parede vascular pulmonar foi significativamente maior nos vasos pulmonares de
ratos do grupo HAP (25,8 nm + 5) e HPSPS (33,6 pm +8,1).

Palavras-chave: Hipertensio Arterial Pulmonar, inflamacdo, sepse, trombose,

mecanica respiratoria.
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ABSTRACT

Introduction: Pulmonary Arterial Hypertension (PAH) is associated to cellular and
structural alterations of lung vasculature. Endothelial dysfunction promotes
vasoconstriction, smooth muscle and intimal endothelial cell proliferation,
angioproliferative plexiform lesions, and in situ thrombosis increasing pulmonary
vascular resistance and arterial stiffness. Sepsis is a systemic complex syndrome, of
infectious origin. The presence of inflammation is well established in this condition
and it 1s also considered a risk factor for acute lung injury. Methods: In this study
44 adult male rats of the Wistar strain were used. All animals were randomly
divided in four groups: Control (CTRL), Pulmonary Arterial Hypertension (PAH),
sepsis (SPS) and Pulmonary Arterial Hypertension associated with sepsis (HPSPS).
Of that total, 32 animals underwent to analysis of mechanical properties and
morphometric analysis of pulmonary vessels in the 28th day of the experiment, while
12 animals underwent hemodynamic for confirmation of PAH. Results: The
pressure dissipation in the viscoelastic component increased significantly in the
lungs of rats with PAH (0.94 £ 0.1 cmH20), sepsis (0.95 = 0.1 cmH20) and the
association between PAH and sepsis (1.39 £ 0.1 cmH20) compared to CTRL (0.37 +
0.1 cmH20) group. The APtot, L variable increased significantly in PAH (1.75 + 0.1
cmH20) and HPSPS group (2.12 + 0.1 cmH20).The AP2, sr (1.97 £ 0.1 cmH:20)
component and Edyn, sr (4.80 + 0.2 cmH20.ml'!) was significantly increased into the
respiratory system of rats in HPSPS group; Est, sr (4.02 cmH2O0.ml! + 0.3) was
significantly increased in the respiratory system of rats with PAH. There were no
significant variations in the viscous component of the respiratory system and its
components, lung and chest wall. The proportion of collagen fibers increased
significantly in pulmonary vessels for PAH (164% + 67) and HPSPS (191% =+ 57)
group when compared to the CTRL (69% + 30) and the SPS (80 + 30%) . The
remodeling of the pulmonary vascular wall was significantly higher in the
pulmonary vessels of the rat in the PAH (25.8 um + 5) and HPSPS (33.6 nm + 8.1)
group.

Keywords: Pulmonary Arterial Hypertension, inflammation, sepsis, thrombosis,

respiratory mechanics
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INTRODUCAOQO

1.1 Definicdo de Hipertensao Arterial Pulmonar

A hipertensdo arterial pulmonar (HAP) é uma doenca grave, caracterizada
por um aumento progressivo na resisténcia vascular pulmonar que resulta na
elevacao da pressdo arterial pulmonar, insuficiéncia cardiaca direita e morte.l A
HAP é um termo que congrega um conjunto de doengas com fisiopatologia,
histologia e prognosticos semelhantes, constituindo o grupo I pela classificacao

estabelecida para hipertensio pulmonar (HP).23 (Quadro 1)

A HAP é definida por pressao arterial pulmonar média igual ou superior a
25 mmHg em repouso, resisténcia vascular pulmonar (RVP) superior a 3
unidades Wood e pressao de oclusido da artéria pulmonar igual ou inferior a 15

mmHg.3
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Quadro 1. Classificacdo Clinica de Hipertensio Pulmonar (Nice, 2013)

16

1 Hipertensdo arterial pulmonar (HAP)

1.1 HAP idiopética

1.2 HAP Hereditaria

1.2.1 BMPR2

122 ALKI, ENG, SMAD9Y, CAV1, KCNK3

1.2.3 Desconhecida

13 Induzida por droga/toxinas

1.4 Associada com:

14.1 Doengas do tecido conectivo

142 Infegdo por virus HIV

143 Hipertensdo Portal

1.4.4 Doengas cardiacas congénitas

145 Esquistossomose

1’ Doenga pulmonar veno-oclusiva e/ou Hemangiomatose capilar pulmonar

1" Hipertensdo Pulmonar persistente do recém-nascido (HPPRN)

2 Hipertensdo Pulmonar do coragdo esquerdo

2.1 Disfungdo sistdlica

2.2 Disfungdo diastélica

2.3 Doenga da vélvula

2.4 Obstrugdo congénita/adquirida do fluxo de entrada/saida e cardiomiopatias congénitas
3 Hipertensdo Pulmonar relacionada a doengas pulmonares e/ou hipoxia

3.1 Doenga pulmonar obstrutiva crénica

3.2 Doenga pulmonar intersticial

33 Outras doengas pulmonares mistas quanto ao padrdo (obstrutivo/restritivo)

34 Distarbio respiratério do sono

3.5 Disttrbio de hipoventilagdo alveolar

3.6 Exposigdo cronica a altitudes elevadas

3.7 Anormalidades de desenvolvimento

4 Hipertensdo pulmonar tromboembélica crénica (HPTC)

5 Hipertensdo pulmonar com mecanismos multifatoriais desconhecidos

5.1 Distirbios hematolégicos: Anemia hemolitica crénica, desordens mieloproliferativas, esplenectomia
5.2 Distlrbios sistémicos: sarcoidose, histiocitose pulmonar, linfangioleiomiomatose

53 Distarbios metabdlicos:Doenga de armazenamento de glicogénio, doenga de Gaucher, distirbios da tiredide
54 Outros: Obstrugdo tumoral, mediastinite fibrosante,insuficiéncia renal cronica, HP segmentar

Adaptado de Simonneau et al. Classification of Pulmonary Hypertension.JACC
Vol. 62, No. 25, Suppl D, 2013 December 24, 2013:D34-41

1.2 Fisiopatologia

A fisiopatologia da HAP ainda nao foi completamente elucidada. Trata-se de uma

doenca complexa, com envolvimento de diferentes vias que resultam em

alteracoes

da vasorreatividade vascular, remodelamento, com alteracgées
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significativas da estrutura vascular e lesGes trombdticas, e envolvimento do

sistema de coagulagao. 4>

Na HAP, as lesoes vasculares sdo mais evidentes nos vasos pré-capilares,
comprometendo, principalmente, artérias com diametros inferiores a 500pm. O
intenso remodelamento vascular compromete as diferentes camadas da parede
vascular pulmonar, levando a reducdo progressiva da luz do vaso, podendo
oblitera-lo, elevando, de maneira significativa, a resisténcia vascular pulmonar e

reduzindo a complacéncia dos vasos comprometidos.®7

A camada média nos vasos pulmonares é, tipicamente, hipertrofica e
hiperplasica na HAP. 89 A camada intima, frequentemente, apresenta lesdes
fibréticas, possivelmente relacionadas ao recrutamento e a proliferacdo de
fibroblastos, miofibroblastos e outras células do tecido conectivo, que determinam
a deposicao de colageno no intersticio.l®!! A fibrose da camada intima pode
assumir uma apresentacdo excéntrica ou concéntrica com aspecto semelhante a

“pele de cebola”, cursando com obliteracao vascular.!2

A camada adventicia, por sua vez, também pode apresentar fibrose,

embora uma avaliacdo histolégica, neste caso, seja mais complexa.613 (Figura 1)

Figura 1. Proliferacdo de células musculares lisas, endoteliais e fibroblastos com
estreitamento dos vasos pulmonares. (a) artéria normal (b) artéria com HAP.
(Selimovic, 2008.p.14) 2

aSelimovic, N. Pulmonary hypertension. Clinical and pathophysiological
studies.Gothenburg. Thesis [Doctoral Thesis]. University of Gothenburg,2008.
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Lesoes vasculares complexas também sao comuns em pacientes com HAP,
sendo a lesdo plexiforme uma caracteristica marcante nesta doenga.”10
Morfologicamente, esta lesdo assemelha-se a um glomérulo, com espessamento
focal na camada intima das pequenas artérias e proliferacdo endotelial
significativa, formando canais sinusoidais em uma matriz rica em colageno e
células musculares lisas, que se desenvolve dentro da luz vascular original,

causando sua obstrugao. 10.14

Um ponto importante é que as lesdes plexiformes nio sdo comumente
encontradas na maioria dos modelos experimentais, como o mais frequentemente
utilizado, que utiliza o alcaloide monocrotalina para indug¢do de HAP.1> Outras
lesdes podem ser encontradas, como as dilatagdoes vasculares, usualmente
associadas as lesOes plexiformes, e, as alteracdes infiltrativas transmurais, com

inflamacao e necrose fibrinéide. 6.16.17

A relacdo entre o sistema imune, inflamac¢do e HAP foi, inicialmente,
sugerida pela associacdo da HAP com as doencas do colageno e infecgdo por
HIV.1819 Estudos histolégicos revelam infiltrados de células inflamatoérias

perivasculares em lesées plexiformes, compostos por linfécitos B, T e macréfagos.

19,20

Estudos recentes demonstram que os infiltrados inflamatérios nao estao
restritos as lesdes plexiformes e, também, sdo observados ao longo da parede
vascular de arteriolas com diferentes diametros em pulmdes extraidos de
pacientes submetidos ao transplante pulmonar.421.22 Observou-se o aumento de
mastocitos, macréfagos, linfocitos B e T CD4* e CD8*, com predominio de
infiltrado na camada adventicia, sugerindo um papel patogénico desta camada no

remodelamento vascular observado na HAP. 19

Niveis circulantes elevados de citocinas pré-inflamatérias, como a IL-10 ,
IL-6, e P-selectina; bem como o aumento da expressio de quimiocinas, como a
fractalina, CCL2 e CCL5, reforcam a hipétese de um papel patogénico da

inflamagao na HAP.%6



Introducéao 19

Além do remodelamento vascular, eventos tromboéticos, na periferia
vascular, como a trombose in situ, também sdo, classicamente, descritos nos
pulmoes de pacientes com HAP.23.24 Entretanto, ainda ndo ha definicdo quanto ao
papel fisiopatologico da trombose in situ na HAP, ela pode apenas corresponder a
um epifenémeno relacionado a disfuncao endotelial e a hipertensao pulmonar ou,
ainda, pode ter um papel central no remodelamento vascular e na obstrucao
vascular pulmonar progressiva, com consequente aumento da resisténcia

vascular pulmonar.?

Habitualmente, os trombos observados na HAP tém como caracteristica a
fibrose excéntrica na camada intima, sugerindo uma organizacao de trombose

pré-existente.925

s

E plausivel que as alteracées no sistema de coagulacdo de pacientes com
HAP possam justificar a predisposicdo a formacido de trombose periférica
pulmonar. 26-28 Alguns estudos assinalam um predominio pré-trombético na
atividade do sistema de coagulacao, especialmente em pacientes com diagnédstico
de HAP idiopatica (HAPi), explicado pelo aumento na concentracio e atividade

do fator de von Willebrand. 12.27.29

1.3 Clinica e Epidemiologia

As manifestagoes clinicas da HAP sao inespecificas e, usualmente,
caracterizadas por dispneia aos esforgcos com evolugao progressiva, dor toracica,
sinais de insuficiéncia ventricular direita e de baixo débito cardiaco, como edema
de membros inferiores, hepatomegalia e sincope.3?

Dessa forma, e aliado ao fato de ser uma doenca rara, com
incidéncia anual de, aproximadamente, 2 casos por milhdo de adultos, é comum
que o diagnoéstico seja confirmado tardiamente, com intervalo médio entre o inicio
dos sintomas e a definicdo diagnéstica préxima de 1 ano, para pacientes com

hipertensdo arterial pulmonar idiopatica (HAPi). 3.30.31
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A idade média dos pacientes com HAP é de cerca de 50 anos,
conforme indicam registros europeus e americanos.?2:33 A distribui¢do da doenga
entre os géneros é variavel, com predominio do sexo feminino em pacientes mais
jovens, porém com tendéncia a equalizacido dessa distribui¢cdo em pacientes mais

1dosos. 3:30

Nas duas ultimas décadas, houve um grande avanco no tratamento de
pacientes com HAP, com o surgimento e disponibilizagdo no mercado de drogas
vasodilatadoras da circulacdo pulmonar.3° Observou-se melhora consideravel da
sobrevida, podendo alcancar trés anos em cerca de 70% dos pacientes. A despeito
desses avancgos, a doenca continua sendo grave, com comprometimento da

qualidade de vida e limitacdo da capacidade produtiva de pessoas jovens.30:34

A insuficiéncia ventricular direita (IVD), caracterizada pela reducdo do
indice cardiaco e por elevacdo da pressao atrial direita, é a principal causa de
morte nos pacientes com hipertensao pulmonar. 25.30.35

A IVD pode se desenvolver em fases avancadas da HAP, mesmo com
tratamento vasodilatador adequado, como consequéncia do remodelamento e da
obliteracao progressiva do leito vascular arterial pulmonar.30

Por outro lado, descompensacoes agudas, habitualmente, estdo associadas
a condi¢gdoes como arritmias cardiacas, anemias e complicacoes infecciosas. Em
pacientes com HAP internados em UTI, a identificacio de complicacoes

infecciosas é um forte preditor de mortalidade. 3¢

Infecgbes graves que cursam com sepse ou choque séptico e cuja
caracteristica é o grave comprometimento circulatorio com deple¢cdo do volume
intravascular, vasodilatacdo, depressdo miocardica e aumento do metabolismo
sistémico, determinando um desequilibrio entre a oferta e a demanda de oxigénio,
que resulta em hipdxia tecidual. 37 Em pacientes com HAP, a incapacidade de
adequar o débito cardiaco a esse estado hiperdinamico é ainda muito mais

Intenso. 38

A mortalidade entre pacientes com sepse grave ou choque séptico é alta,

atingindo cerca de 30% na populacdo em geral3?, no entanto, em pacientes com
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HAP internados em UTI, que cursam com complicag¢oes infecciosas, a mortalidade

pode chegar a 74%. 40

Na literatura, o mau prognostico relacionado a associacido das duas
doencas é atribuido, basicamente, ao extremo desequilibrio
hemodinamico/metabdlico descrito acima, contudo, ndo ha informacdo sobre

outros mecanismos fisiopatolégicos que possam contribuir para essa evolugdo. 41~

43

1.4 Além do equilibrio entre oferta e demanda

Os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na sepse sido complexos. A
resposta do hospedeiro a um agente infeccioso cursa com inflamac¢do, mas, ao
longo do tempo, observou-se que parte importante das complicagoes relacionadas
a sepse, como a sindrome da deficiéncia multipla de 6rgaos, estava associada, na
verdade, a mecanismos inflamatoérios e a imunodepressao.44

A sepse é o principal fator de risco para o desenvolvimento da sindrome da
angustia respiratéria aguda (SARA) e, aproximadamente, 40% dos pacientes com

sepse evoluem com SARA. 45

A expressao endotelial de citocinas inflamatoérias, como o TNF a, IL-183, IL-
6 e IL-8, bem como a interacdo com moléculas de adesao presentes no endotélio
capilar pulmonar e na superficie celular dos neutroéfilos, favorece as alteracoes
das fungoes celulares dos polimorfonucleares e a migracao dessas células para o

pulmao.4?

Diversos estudos demonstraram a relacdo entre inflamacao e alteragoes da
coagulacdo na sepse. Esta claro que citocinas inflamatérias, notadamente
aumentadas na sepse, ativam o sistema de coagulacdo e que os mediadores
ativados da coagulacdo podem determinar o aumento dos mediadores

inflamatérios. 45
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Considerando a extensao do leito vascular pulmonar e do seu endotélio, o
pulmio é um cenario importante para a génese do processo inflamatorio e pro-
coagulante, mas também sofre de forma relevante o impacto dos eventos
tromboticos.4546 Como consequéncia , a presenca de microtromboses vasculares
foi descrita nos pulmoes em vigéncia de sepse e/ou SARA. 45

Os eventos tromboticos na sepse estao associados ao aumento da atividade
pro-coagulante, observado pela elevacdo de marcadores, como o fator de von
Willebrand, e, também, pela reducdo de mecanismos anticoagulantes, como os

associados a proteina C e antitrombina 44454748

E possivel que as justificativas para o prognostico adverso dos pacientes
com HAP que desenvolvem sepse nio se restrinjam ao intenso desequilibrio entre
oferta de oxigénio, amplamente comprometida nesses pacientes, em consequéncia
da incapacidade de aumentar o débito cardiaco pelo aumento da resisténcia

vascular pulmonar e da disfunc¢ao ventricular direita. 36

Considerando que, em ambas as condigbes, a fisiopatologia envolve
mecanismos inflamatérios e alteragbes do sistema de coagulacdo, levando a
eventos tromboticos da microcirculagao, é aceitavel que haja algum grau de
sinergismo na associa¢do das duas doencas, determinando manifestagées mais
agressivas da sepse com repercussdo nas propriedades mecanicas do sistema

respiratorio.4?

Este estudo avalia, indiretamente, o impacto da associacdo entre HAP e
sepse, por meio do estudo das propriedades mecanicas do sistema respiratorio de
ratos com HAP. Foram explorados, também, os aspectos histolégicos que podem
indicar a potencializacdo dos processos inflamatoérios e as alteragoes estruturais
associadas ao remodelamento dos vasos pulmonares, na associacdo das duas

doencas.
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OBJETIVOS

2.1

2.2

1.

Objetivo Geral

Avaliar as propriedades mecanicas do sistema respiratério de ratos com

HAP e sepse.

Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos da HAP, da sepse e de sua associa¢do nos componentes
resistivos, viscoelasticos e elasticos dos pulmoées, e da parede toracica de

ratos Wistar;

Analisar as caracteristicas histopatoldgicas na vasculatura pulmonar,

por meio de estudo morfométrico, em todos os grupos estudados;
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MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo experimental, aleatorizado, controlado e cego,

desenvolvido em modelo animal e realizado no Laboratério de Fisiologia

Respiratoria da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, sala BC-

204. Seu delineamento esté estruturado em forma de fluxograma (Apéndice 1).

3.2 Céalculo do Tamanho da Amostra

O tamanho da amostra foi calculado de acordo com os seguintes

parametros:

Erro tipo I = 5%;

Erro tipo II= 20%;

Poder do teste estatistico = 80%. Analise de variancia “one-way”;
Numero de grupos = 4;

Tamanho do efeito = 50%.

Com estes parametros, o tamanho amostral calculado, a priori, foi de 44

animais.
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3.3 Caracterizacdo da Amostra

Para a realizacdo do experimento, foram utilizados 44 ratos machos
adultos da espécie Rattus norvegicus, raca Wistar, doados pelo biotério da
Faculdade Sena Aires (Valparaiso de Goias — GO), com peso entre 295 e 380 g.

Os ratos foram alocados em gaiolas apropriadas, com até cinco animais por
gaiola e mantidos no Laboratério de Fisiologia Respiratéria da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia, em ciclos de claro e escuro com duracao de
12 horas cada, e acesso a racgdo e a agua potavel ad libitum.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Ktica no Uso Animal da
Universidade de Brasilia, sob o Protocolo 11060/2012, e seguiu todos os cuidados
éticos conforme as normas locais, nacionais e internacionais que regem a

pesquisa com animais de laboratoério.?0.51

3.4 Grupos Experimentais

A distribuigao dos animais entre os grupos foi feita de forma aleatéria a
partir de sorteio utilizando-se uma urna. Esta continha a identificacdo de onze
elementos de cada um dos quatro grupos experimentais. Os animais foram,
entdo, divididos em 4 grupos experimentais com onze ratos cada, para avaliagio
das propriedades mecanicas do sistema respiratério, morfologia do tecido

vascular pulmonar e hemodinamica, a saber:

Controle (CTRL): composto por onze ratos, aos quais foi administrada dose
Unica, subcutanea, de 7 ml de solugdo salina a 0,9% em pata traseira direita.
Apbés trés semanas, oito animais, foram anestesiados (ketamina 150 mg.kg! i.p. e
xilazina 7,5 mgkg! i.p.) em quadrante inferior esquerdo do abdome, para
preservacao do ceco. Posicionados em mesa cirurgica, o abdome de cada animal
foi tricotomizado seguido de assepsia feita por povinilpirrolidona-iodo. Todos os

animais foram submetidos a laparotomia, com incisdo de 2 centimetros no tergo
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médio do abdome, com exposicdo, mas sem perfuracio nem ligacdo do ceco. O
fechamento da cavidade abdominal foi realizado no plano peritonio e musculo-
aponeurotico com fio absorvivel Vicryl 4-0 e, para a pele, foi utilizado fio de Nylon
4-0. Fo1 realizada limpeza no sitio cirurgico com agua oxigenada a 10% e
identificacdo do animal com aplicacdo de tinta pigmentada atdxica na base da
cauda. Nos primeiros cinco dias de pds-operatorio, os ratos receberam analgesia
com 60-360 mg.kg-'de dipirona sddica diluidos em agua potavel e substituida a

cada 24 horas para garantia de manutencio da propriedade analgésica.??

Hipertensdo Arterial Pulmonar (HAP): composto por onze ratos, aos quais
foi administrada dose tnica, subcutanea, em pata traseira direita, de 7 ml de
solucdo contendo 60 mg.kg! de monocrotalina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) para inducdo da HAP.5354 Ao final da terceira semana, oito animais do
grupo foram anestesiados, submetidos a laparotomia exploradora e cuidado pés-

operatorio, seguindo o mesmo método descrito no grupo controle.

Sepse (SPS): composto por onze ratos, aos quais foi administrada dose tnica,
subcutanea, de 7 ml de solugcdao salina a 0,9% em pata traseira direita.
Decorridas trés semanas, oito animais foram anestesiados, conforme
procedimentos descritos para o grupo controle, e submetidos a lapatoromia
exploradora no terco médio do abdome, com identificagdo e exposicao do ceco que
recebeu a ligadura abaixo da valvula ileocecal com fio de seda estéril 3-0,
promovendo a obstrucio total do segmento, sem, contudo, provocar isquemia,
impedindo o livre transito do contetido do intestino delgado para o intestino
gross0.7%:56 Abaixo da ligadura, o ceco foi transfixado em dois pontos distintos com
Jelco estéril n° 14, e levemente pressionado para extravasamento do conteudo
fecal na cavidade abdominal garantindo a paténcia do orificio 5658 O ceco foi
reposicionado na cavidade abdominal seguido da sutura e limpeza do sitio

cirargico conforme protocolo descrito nos grupos anteriores.
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Grupo HAP + Sepse (HPSPS): Composto por onze ratos, aos quais foi
administrada solu¢do contendo 60 mg.kg! monocrotalina, conforme descrito no
grupo HAP, e, ao final de trés semanas, oito animais foram anestesiados e
submetidos a laparotomia exploradora com puncio e ligacdo do ceco, conforme
descricao detalhada dos procedimentos realizados para os animais do grupo SPS,

e seguindo o protocolo cirdrgico e pdés-operatorio descrito nos grupos anteriores;

Apo6s 4 semanas da administragcdo da monocrotalina ao grupo HAP, trés
animais de cada grupo foram submetidos a avaliagdo hemodinamica e os outros
oito animais de todos os grupos foram anestesiados para a estudo das
propriedades mecanicas do sistema respiratério e de seus componentes (parede

toracica e pulmées), descritas em detalhes nos itens [3.5] e [3.7], respectivamente;

Quadro 2. Procedimentos realizados nos animais de cada grupo experimental.

CTRL HAP SPS HPSPS
Administracao de solugdo salina v v
Administragido de monocrotalina v v
Laparotomia sem perfuracao do ceco v v
Laparotomia com perfuracao do ceco v v

3.5 Estudo Hemodinamico

Todos os animais submetidos a monitorizagcdo hemodinamica foram
anestesiados (ketamina 150 mg.kg! i.p. e xilazina 7,5 mg.kg1! i.p.), pesados em
balanca digital Filizola BP Baby (Filizola®, Siao Paulo, SP) e traqueostomizados
com canula de polietileno (4,5 cm x 2,1 mm), em que a extremidade proximal foi
fixada a traqueia com fio de seda 3-0 e a extremidade distal conectada ao
ventilador mecanico (Harvard Apparatus 680A, Millis, MA, EUA) que era

disparado a tempo, limitado e ciclado a volume. Os parametros ventilatorios
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utilizados, foram: ar ambiente, frequéncia respiratéria (FR) de 80.min"! , volume
corrente (VC) de 8 mL.kg™! e pressido positiva ao final de expiracido (PEEP) de 2
cmH>O0.

Os animais foram, entdo, submetidos a esternotomia mediana para
exposi¢do do coracdo. Um fio cirurgico de polipropileno 4-O foi utilizado para
ancoragem e retificacdo do coragdo para o correto posicionamento do érgéao e
posterior inser¢ao do catéter na base do ventriculo direito para acesso a camara.

A medida invasiva da pressao arterial, de maneira continua, com a
utilizacdo de transdutores de pressao, apresenta melhor correlagdo com a medida
considerada “padrao-ouro”, por meio do registro do tracado de pressao arterial.?®
Para a adequada precisao do método, foi realizada a calibracdo do aparelho, bem
como o emprego de uma referéncia anatomica, utilizada como zero hidrostatico.
Para as medidas da pressao do ventriculo direito, foi utilizado um ponto no meio
do térax, considerado como a linha axilar média que, com maior exatidao,
corresponde a desembocadura das veias cavas no atrio direito.

A pressdo sistélica do ventriculo direito (PSvp) foi mensurada por meio de
um cateter Jelco® n° 21 conectado ao transdutor de pressdo com PEEP de 0
cmH20. Posicionado o transdutor no nivel da linha zero de referéncia, o aparelho
foi zerado e, posteriormente, o sistema fo1 fechado para a atmosfera e aberto para

a linha arterial, iniciando-se os registros das curvas e pressées. (Figura 2)

Figura 2. (a) Acesso do catéter ao ventriculo direito (VD) para obtencdo das
pressdes. (b) Monitor multiparamétrico com registro das pressdes do ventriculo
direito (PVD).
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A partir da obtencao e estabilizacdo dos sinais e analise da morfologia da
curva, a PVD foi aferida e registrada durante 1 minuto. A pressao sistdlica do
ventriculo direito (PSvp) foi calculada utilizando-se a media dos valores que a
PVD registrou ao longo da aferi¢do. O diagnéstico de HAP foi realizado utilizando

o modelo sugerido por Kolettis et al.l5

3.6 Perfil Hematolégico

O numero de leucécitos totais, hemoglobina, neutroéfilos, linfécitos,
monocitos e plaquetas foram obtidos por meio de selecdo aleatéria de dois
animais de cada grupo, para coleta sanguinea apds a realizacdo do estudo
hemodinamico, por meio de puncao atrial direita e extracao de 2,0 ml de sangue
venoso por sistema de coleta a vidcuo Vacutainer® (BD, Franklin Lakes, N,
EUA) e armazenado em frasco estéril de EDTA K2 (BD, Franklin Lates, NJ,
EUA), hermeticamente fechado.

Os frascos foram homogeneizados e enviados, imediatamente, ao
Departamento de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da Universidade de

Brasilia (HVET) para realizacido de hemograma completo.

3.7 Propriedades Mecanicas do Sistema Respiratério

O sistema respiratério possul propriedades mecanicas que podem ser
estudadas por meio de modelos mateméaticos. E possivel recorrer a analogia da
fisica para representar as propriedades resistivas, elasticas e viscoelasticas do
sistema respiratério utilizando resistores e capacitores arranjados em série e ou
em paralelo.

A inomogeneidade na distribuigao do gas nos pulmoes e a viscoelasticidade
do tecido pulmonar levaram Mount 60, Otisé! | Mead ¢2 e Bates®365 a descreverem

a natureza multicompartimental do sistema respiratoério.
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Para este estudo, foi escolhido o modelo bicompartimental descrito por
Bates65 (Figura 3) no qual, de uma maneira simples, o sistema respiratério (rs) é
representado por dois compartimentos em paraleloo um amortecedor
representando a resisténcia inicial do sistema respiratério (Rint,rs) e um corpo de
Kelvin. Este ultimo é constituido por uma mola que representa a elastancia
estatica do sistema respiratério (Est,rs) em paralelo com um corpo Maxwell, isto
é, uma mola (E2) e um amortecedor (R2) dispostos em série. Os componentes E2 e
R2 representam as propriedades viscoelasticas dos tecidos do pulméo e da parede
toracica. A distancia entre as barras representa o volume e a pressdo gerados
quando o modelo é deslocado mecanicamente, e a velocidade com a qual as barras

se afastam, o fluxo aéreo.

Y1111 1117177777777
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Figura 3. Modelo bicompartimental com dois graus de liberdade. As regides
alveolares sdo representadas como um Unico compartimento uniformemente
ventilado, servido por uma via aérea com a resisténcia Rint,rs. O tecido pulmonar
estd descrito por um corpo de Kelvin constituido por trés elementos, Est, E2 e R2.
Representacdao mecanica. (D’Angelo,1989)

O modelo representa um unico compartimento fisico no pulméo, contudo,
possui dois graus de liberdade, porque, em qualquer ponto do tempo, seu estado é
definido por duas grandezas, o volume no compartimento alveolar e a extensao da
mola E2 (ou, equivalentemente, a extensido do amortecedor).6566 Este modelo foi
escolhido por representar, de maneira adequada, as quedas pressoéricas do
sistema respiratorio e de seus componentes vistas apds uma oclusao rapida das

vias aéreas ao final da inspiracao.
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O método de oclusdao rapida das vias aéreas ao final da inspiracio ,
proposto por Bates e cols®?, foi utilizado para determinacido das propriedades
mecanicas do sistema respiratorio e de seus componentes. Este método consiste
em ventilar mecanicamente os animais com fluxo e volume constantes 6869 e
ocluir as vias aéreas ao final da inspiracdo. Apds a oclusado, ha queda rapida da
pressdo transpulmonar (AP1) de um valor pré-oclusdo até um ponto de inflexdo
(P1), seguida de uma queda lenta (APs) até que um platd é alcancado. A queda
rapida da pressdo representa a dissipacdo de energia contra a resisténcia das
vias aéreas; AP2 reflete as propriedades viscoeldsticas do sistema respiratorio e
de seus componentes juntamente com a contribuicdo das inomogeneidades de
constante de tempo? ; enquanto o platé representa a pressiao de recolhimento
elastico do sistema respiratorio.

A queda da pressao em funcio do tempo, em razio do volume aprisionado
nos pulmées por meio da oclusdo, recebe o nome de stress relaxation e a
redistribuicdo deste volume de gas de areas de mailor pressdo para areas de
menor pressio, decorrente das diferentes constantes de tempo, recebe o nome de

pendeluft.(Figura 4)67.71.72

(IR

Figura 4. Representacido esqueméatica das pressdes durante interrupcio subita do
fluxo aéreo ao final da inspiracdo. A primeira queda pode ser atribuida a
dissipacio de energia nas vias aéreas enquanto que a queda lenta da pressido pode
ser atribuida tanto a redistribuigdo do fluxo de gds entre os dois compartimentos
(pendeluft) (a) como por relaxamento do estresse (stress relaxation) (b). Adaptado

de Bates,20009.
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As varidveis analisadas para este estudo foram fluxo inspiratério (V’),
pressdo de pico (Ppico), pressdo no ponto de inflexdo (P1) e pressao elastica (Pel),
calculadas a partir das curvas de pressdo traqueal (Pt) e pressdo esofageana
(Pes). O volume (V) foi calculado a partir da curva de fluxo. Todas as varidveis
foram analisadas para o sistema respiratério (rs), pulmoes (L) e parede toracica
(cw).

A decomposic¢do do sistema respiratério em pulmées e parede toracica foi
realizada com uma canula de polietileno (15 cm x 1mm) introduzida no eséfago do
animal para registro da pressdo esofageana (Pes). O correto posicionamento da
canula esofageana foi realizado com os animais respirando espontaneamente e
determinado por meio do teste de oclusao” , que consiste em ocluir a abertura
das vias aéreas aéreas ao final da expiracdo. Nesta condigdo, a variacido das
pressoes traqueal e esofageana deve ser similar. De maneira geral, as mudancas
na Pes refletem as mudancas na pressdo intrapleural (Pp)) em funcio do tempo
(t).7¢ Isto permitiu avaliar, isoladamente, as alteracdes mecanicas destes
compartimentos induzidos pela HAP, pela sepse e pelas duas condigoes
sobrepostas.

Para estudar as propriedades mecanicas do sistema respiratorio e de seus
componentes, os animais foram anestesiados (ketamina 75 mg.kg! i.p e xilazina
10 mg.kg! i.p), traqueostomizados com uma canula de polietileno (4,5 cm x 2,1
mm) e paralisados com administracio de brometo de pancurénio (5 pg.kg!iv). A
extremidade proximal da canula traqueal foi fixada a traqueia com fio de seda 3-
0, e a extremidade distal foi conectada a um pneumotacégrafo (Fleisch n°® 0) e
esta ao ventilador mecénico de fluxo constante (Samay VR 15, Universidad de la
Republica, Montevideu, Uruguai). Os parametros ventilatérios utilizados para a
medida das propriedades mecanicas dos sistema respiratério, parede toracica e
pulmées foram: ar ambiente, fluxo constante de 10 mL.minl, frequéncia
respiratoria de 80 irpm e volume conhecido de 2 mL.

As variavels mecanicas do sistema respiratorio, da parede toracica e dos

pulmoes foram determinadas da seguinte forma:
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a) Elastancia estatica (Est):
Est = Pel— PEEP  cmH:0.ml" (1)
\Y%
Onde, Pel é o ponto onde a pressao alcanga um plato, ou pressao elastica, PEEP a

pressao positiva ao final da expiracgao e V o volume;

b) Elastancia dindmica (Edyn):
Edyn = Pi— PEEP cmH»0.ml! 2)
\Y%
Onde, Pi corresponde a pressao no ponto de inflexdo, PEEP a pressio positiva ao

final da expiragao e V o volume;

c) Variacdo de pressfio no componente viscoso (AP1):

AP1 = Ppico— P1 emH:0 3

Onde, Pyico corresponde a pressao maxima gerada e Pi corresponde a pressio no

ponto de inflexao;

d) Variacdo de pressdo no componente viscoeldstico (AP2):

AP2 =Pi—Pel cmH:0 (4)

Onde, Pi corresponde a pressiao no ponto de inflexdo e Pel ao ponto onde a

pressao alcanca um plato.

As medidas descritas acima foram obtidas para o sistema respiratério (sr),
pulmées (I) e parede toracica (cw). As medidas de cw e sr foram obtidas
diretamente, enquanto as medidas de L foram obtidas subtraindo-se de sr os
valores de cw (sr - cw = L). Foram realizadas dez oclusdes das vias aéreas para
cada animal e os valores individuais das variaveis mecanicas descritas acima

foram obtidos pela média das dez curvas.
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Ao término destas medidas, os animais, ainda sob anestesia e sem
reatividade, foram eutanasiados por exanguinacado, precedidos pela coleta
sanguinea e/ou seguidos pela extracdo do bloco coracdo-pulmao, destinados a

analise hematoldgica e morfométrica, respectivamente.

3.8 Aquisicdo dos Sinais Biolégicos

Para aquisi¢do dos sinais hemodinamicos, foi utilizado um transdutor de
pressdo (Deltran®, Midvale, UT, EUA) conectado a um catéter completamente
preenchido por solu¢do salina fisiolégica 0,9% e este a um monitor
multiparamétrico Dixtal DX 2010 (Dixtal® Biomédica, Manaus, AM, Brasil).
Para determinacéo da resposta dinamica do sistema de mensuracao, foi realizado
um “teste de lavagem” (flush), no qual foi observado o registro de uma curva no
monitor, produzido imediatamente apds a liberacdo de um fluxo determinado de
soro fisiolégico, antes do inicio dos registros.

O pneumotacégrafo foi conectado a um transdutor diferencial de pressao
(PT5A, Grass, Quincy, MA, EUA) para registro do fluxo aéreo. Para registro das
pressoes traqueal e esofagenana, utilizamos um transdutor absoluto de pressao
(P23 Db, Grass, Quincy, MA, EUA).

Todos os transdutores estavam ligados a um poligrafo (7C, Grass
Instruments Co., Quincy, MA, EUA), no qual os sinais foram filtrados e
amplificados. A partir do poligrafo, os sinais seguiam para um mobdulo
condicionador de sinais biolégicos (EMG System do Brasil, Sdo José dos Campos,
Sao Paulo) e, entdo, eram transformados em formato digital por um conversor
analégico-digital de 12 bits (EMG System do Brasil, Sdo José dos Campos, Sdo
Paulo). O médulo condicionador foi acoplado a um microcomputador para registro
dos sinais por meio do software Windaq/Pro (DATAQ Instruments, Akron, OH,
EUA). (Figura 5)
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Figura 5. Aquisig¢do dos sinais digitais em trés canais distintos de cima para baixo:
fluxo, pressdo traqueal e pressdo esofageana.

3.9 Quantificacdo de Edema Pulmonar e Analise do Peso

Ponderal do Coracgéao

Ao término do registro das medidas das propriedades mecanicas do
sistema respiratorio, o bloco coracido-pulmao foi excisado, o pulmao esquerdo e o
coracdo eram dissecados, identificados e pesados em balanca de precisdo (balanca
analitica eletrénica 2104N, Bioprecisa). As pecas foram mantidas em estufa a
uma temperatura de 60°C durante 72 horas e, entdo, novamente pesados para

calculo da relacio peso imido/peso seco (PU/PS).
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3.10 Anilise Morfométrica da Vasculatura Pulmonar

O pulmao direito de cada bloco coracdo-pulmao foi identificado e imerso em
solucdo de formaldeido a 10%, e encaminhado ao Departamento de Patologia do
Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia (HVET).

Uma vez fixados, os tecidos pulmonares foram processados para cortes
histolégicos em parafina [3 micrometros (um) de espessural e corados com
hematoxilina-eosina (HE) e picrossirius (PCS) para estudo das fibras coldgenas e
da espessura da camada arterial média dos vasos pulmonares.

Para a analise morfométrica dos vasos pulmonares, foram avaliadas as

seguintes variaveis:

e Proporcdo do volume de fibras coldgenas na vasculatura pulmonar (Prc) -
Para esta analise, foi empregada a técnica de contagem de pontos, descrita
por Gundersen, onde um reticulo substituiu uma ocular do microscopio
6ptico (Axioplan, Zeiss, Oberkochen, Alemanha) seguido pela contagem da
proporcao de fibras colagenas que incidem sobre os pontos do reticulo e
dividido pela quantidade de pontos que incidem sobre os vasos
pulmonares, utilizando aumento de 100x ( valor do intercepto 10pm/area
do reticulo 10.000pm?2) em coloracdo PCS, sob luz polarizada.

e Espessura da camada arterial média em vasos pulmonares (Ecam) - Para
esta analise, as laminas foram digitalizadas pelo microscopio confocal Axio
modelo CSM 700 ( Zeiss®,Oberkochen,Alemanha) e as medidas obtidas
com auxilio do software AxioVision™ (Zeiss®,0Oberkochen,Alemanha) em

coloracao HE.

Neste estudo foram analisadas arteriolas pulmonares dos espagos acinar e
pré-acinar, sempre que apresentavam, nitidamente, uma lamina elastica externa
e Interna separada ou ndo pela presenca de musculo. Foram avaliados
aleatoriamente trés pontos distintos em cada uma das artériolas pulmonares

escolhidas para a analise.
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A analise do remodelamento vascular foi realizado utilizando a espessura
da camada arterial média (ECam), em trés pontos distintos de vasos pré e intra-
acinares, escolhidos aleatoriamente, em cada um dos ratos pertencentes aos
quatro grupos estudados, o que permitiu calcular o valor, em micrometros, da

espessura da camada arterial média para cada animal.(Figura 6)

Figura 6. Fotomicrografia da mensuragdo da camada arterial média em animal do
grupo CTRL (a) e HAP (b). HE, 20X.

A analise morfométrica dos vasos pulmonares foi realizada com o
cegamento prévio do examinador. O cegamento foi determinado pela codificacao
das laminas por meio de um niimero néo sequencial de cinco algarismos referente
ao registro de entrada das pecas fornecido pelo Laboratorio de Patologia
Veterinaria do HVET, de modo que o examinador nao pudesse saber, no momento
da analise, a que grupo pertencia cada lamina. Ao término das medidas, o cédigo
foi quebrado e as laminas renomeadas de acordo com o nimero do animal e o
grupo experimental a que cada uma pertencia.

Os resultados obtidos com a analise das propriedades morfométricas do
tecido vascular pulmonar dos animais de todos os grupos contemplaram o

objetivo especifico descrito no item [1.2,ii].
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3.11 An4ilise Estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para testar a normalidade da
distribuicdo das variaveis. Todas as variaveis que apresentaram distribuigio
gaussiana, a ANOVA one-way foi empregada para testar a hipétese nula (HO) de
que nao havia diferencas entre os quatro grupos estudados. Para as variaveis que
mantiveram uma distribuicdo nfo gaussiana, mesmo apdés a transformacgao
logaritmica dos dados, foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis.

O poés-teste de Tukey foi utilizado para comparacdo emparelhada nos
grupos com distribui¢do paramétrica e teste U de Mann-Whitney nos demais
casos.

A analise estatistica foi realizada com auxilio do software Statistical
Package Social Sciences (SPSS) versio 20 para Mac OS X (Chicago, IL, EUA) e o
nivel de significancia estabelecido em 5%. Os graficos foram elaborados no

software GraphPad Prism® versdo 5.0 para Mac OS X (Chicago, IL, EUA).
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RESULTADOS

4.1 Anéalise Descritiva

Foram estudados 44 animais, tendo ocorrido a perda de 8 animais durante
o experimento, a saber: um do grupo CTRL, trés do grupo SPS, dois do grupo
HPSPS e dois do grupo HAP. Estes animais, foram prontamente substituidos por
animais idénticos, para perfazer o total da amostra inicialmente proposta sem
prejuizo a quaisquer dos grupos. O peso esta sumarizado na tabela 1 para cada

grupo no dia 1 (D1) e no dia 28 (D28) do experimento.

Tabela 1. Peso dos animais de todos os grupos no dia 1 e 28 do

experimento
Variaveis CTRL HAP SPS HPSPS p-valor+
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Peso D1 (g) 301+ 15P* 342+ 30 322+ 202° 319+ 15 0,008
Peso D28 (g) 311+18* 361+39 355+262° 347 +22 0,005
Pes028-Peso1(g) 9 + 5a° 20 + 10v° 29+ 8 928 + 9c® 0,001

Resultados apresentados em média + DP. CTRL=Grupo Controle, HAP= Grupo Hipertensao
Arterial Pulmonar, SPS= Grupo Sepse, HPSPS= Grupo Hipertensdo Arterial Pulmonar + Sepse.

¢ Comparacao entre grupos; p< 0,050, p<0,01’. a = (CTRL x SPS); b = (CTRL x HAP); ¢ = (CTRL
x HPSPS);

Em todos os grupos houve ganho ponderal, tendo sido mais evidente nos

grupos de intervencao.
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Os resultados indicam diferenga estatistica no ganho de peso dos animais
entre o primeiro e o ultimo dia do experimento, entre os grupos CTRL x HAP,

CTRL X SPS e CTRL x HPSPS.

4.2 Hemodinamica

O valor médio da pressao sistélica do VD (PSvp), utilizado para observar a
presenca ou auséncia de HAP apresentou variacdo entre os grupos, confirmando
a presenca de HAP nos grupos HAP e HAP + SPS, com diferenca
estatisticamente significante. O peso dos trés animais de cada grupo submetidos

ao estudo hemodinamico néo foi significativo ao nivel de 5 %. (Tabela 2, Figura 7)

Tabela 2. Estudo hemodinamico

Variaveis CTRL HAP SPS HPSPS p-valor+
(n=3) (n=38) (n=3) (n=38)
PSvp (mmHg)* 28 - 6 40+~ 5 27+ 1¢® 58 ~ 19 0,02
Peso (g)** 363+ 13 347 + 16 373+ 12 355+ 12 0,39

Resultados apresentados em mediana e AIQ.* Resultados apresentados em média + DP.**

CTRL=Grupo Controle, HAP= Grupo Hipertensdo Arterial Pulmonar, SPS= Grupo Sepse,
HPSPS= Grupo Hipertensido Arterial Pulmonar + Sepse. “*Comparacao entre grupos.; p< 0,050. e
= (SPS x HSPS).

1004

60

=
S . =

PSVD (mmHg)

T T T T
CTRL HAP SPS HPSPS

Figura 7. PSvp nos quatro grupos estudados. T ~AIQ
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4.3 Analise Hematolégica

Os dados obtidos a partir do hemograma completo para as variaveis
leucécitos totais, hemoglobina, neutréfilos, linfécitos, mondcitos e plaquetas,
foram comparados aos dados disponiveis na literatura para animais da mesma
raca, faixa etdria e peso. (Tabela 3)

Os valores encontrados demonstraram concordancia com os de referéncia

para o grupo CTRL e elevados em todos os grupos de intervencéo.

Tabela 3. Perfil hematolégico

CTRL HAP SPS HPSPS Valor de *
(n=2) (n=2) (n=2) (n=3) Referéncia

Leuc x103u) 5,06+0,2 8,556+ 24 1292+30 8,7+ 0,8 4,52+ 1,8
Hb (d/dL) 139+1,6 11,8+ 24 11,66+3,0 18,0+ 0,8 15,7+ 1,0
Neut*(x103u) 0,52+0,5 3,49+0,8 3,70+ 0,9 17,56+ 0,7 0,68 £ 0,3
Linf (x103u)) 4,82+ 1,1 599+0,5 880+ 2,0 8,05+ 0,2 3,63+ 1,6
Mon (x103ul) 0,04+0,07 0,30+0,1 291+1,9 2,00+ 1,4 0,08+0,04
Plaq x103p) 1067+ 306 1214+595 2900+ 160 1087+ 123 904+137

Todos os valores apresentados em média + DP. Leu= Leucécitos ,Hb=Hemoglobina,Neut=
neutréfilos *segmentados, Linf= linfécitos, Mon= mondcitos ,Plaq = plaquetas. CTRL=Grupo
Controle, HAP= Grupo Hipertensdo Arterial Pulmonar, SPS= Grupo Sepse, HPSPS= Grupo
Hipertensao Arterial Pulmonar + Sepse.*Fonte: © 2014 Charles River Laboratories International,

Inc.

4.4 Analise das Propriedades Mecanicas

Os valores de fluxo aéreo e volume pulmonar, utilizados durante a
ventilagdo mecanica, demonstraram auséncia de variacdo nao implicando em
influéncia aos resultados das demais varidveis estudadas.(Tabela4)

Os resultados obtidos na analise da mecanica respiratoria apresentaram
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um aumento na variacgao total de pressio no sistema respiratério para o grupo
HPSPS (34%) quando comparado ao grupo CRTL. Também foi observado o
aumento significativo na dissipacdo de energia no componente viscoelastico do
sistema respiratério do grupo HPSPS quando comparado aos grupos CTRL (46%)
e SPS (58%).

A dissipacao de energia no componente resistivo do sistema respiratorio
nao sofreu alteragoes significativas em nenhum dos grupos estudados.

Pode-se observar um aumento significativo da elastancia estatica do
sistema respiratério no grupo HAP (36%) quando comparado ao grupo CTRL. O
mesmo aumento ocorreu para a elastdncia dindmica do grupo HPSPS (28%)
quando comparado ao grupo CTRL.

Nao puderam ser observadas alteracgoes significativas em quaisquer das
variaveis da parede toracica.

Para as variaveis correspondentes ao componente pulmonar, foi possivel
observar um aumento estatisticamente significante na variacgao total de pressao
para o grupo HAP (77%) quando comparado ao grupo CTRL. Um aumento ainda
mailor na variacdo total da pressdo pulmonar foi observado no grupo HPSPS
(115%) quando comparado ao grupo CRTL.

Foi observado um aumento significativo na dissipacdo da energia no
componente viscoeldstico pulmonar, nos trés grupos de intervencdo HAP (154%),
SPS (157%) e HPSPS (276%) quando comparados ao grupo CTRL.

A elastancia estatica pulmonar também apresentou um  aumento
estatisticamente significante nos trés grupos de intervencio HAP (56%), SPS
(48%) e HPSPS (53%) bem como a elastancia dinAmica para HAP (59%), SPS
(47%) e HPSPS ( 63%) quando comparados ao grupo CTRL.

Nao foram observadas alteracgoes significativas na dissipacdo de energia no
componente resistivo pulmonar para nenhum dos grupos estudados.( Tabela, 4,

Figuras 8-13).
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Tabela 4. Varidveis mecénicas do sistema respiratério nos grupos estudados
Volume (ml) CTRL HAP SPS HPSPS p*

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Fluxo (mis1) 9,99+ 0,2 9,92 +0,2 10,04 +0,5 9,99+ 0,2 0,91
Volume (m1) 2,02+0,1 1,98 £ 0,2 1,98+ 0,1 2,04 £0,1 0,58
APtot,sr (cmH.0) 2,33 + 0,2 2,63+0,1 2,61+ 0,4 3,11+ 0,4<* 0,03
AP1,sr (cmH-0) 1,19+ 0,1 1,19+0,8 1,25+ 0,1 1,13+ 0,1 0,91
AP2,sr (cmH:0) 1,25+ 0,1 1,43+ 0,8 1,35 +0,1¢* 1,97+ 0,1<* 0,007
Est,sr emE0miy 2,95+ 0,1 4,02+0,3b* 3,73+0,1 3,84 £ 0,2 0,01
Eayn,sr(emm0my 3,75 £ 0,1 4,75+ 0,4 4,41 +0,1 4,80 + 0,2¢* 0,03
AP+tot,cw (cmH:0) 1,44 +0,8 1,31+ 0,3 1,30+ 0,9 1,23+0,5 0,26
AP1,cw (cmH:0) 0,57+ 0,0 0,53 + 0,0 0,57+ 0,0 0,55+ 0,0 0,90
AP3g,cw (cmH,0) 0,86 + 0,0 0,77+ 0,0 0,73+ 0,0 0,68 + 0,0 0,07
Est,cw(emm0my 0,66 £0,0 0,66 + 0,0 0,71+ 0,0 0,74+ 0,4 0,61
Eayn,cwlemm0my 1,26 £0,1 1,26 £ 0,1 1,39+ 011 1,23+0,5 0,68
AP+tot,L (cmH:0) 0,99+0,1 1,75 +0,1»* 1,64+ 0,2 2,12+0,1¢* 0,002
AP1,L (¢cmH-0) 0,61+0,1 0,81 +0,1 0,91+0,1 0,73+0,1 0,41
AP2,L (cmH-0) 0,37+0,1 0,94 £0,1** 0,95+0,12* 1,39+0,1°*  <0,0001
Est,L emB.0mmy 2,22 £0,1 3,47 £0,4>* 3,29+ 0,12*® 3,39 + 0,2¢* 0,009
Edyn,L (emm:0m1y 2,49+ 0,2 3,95 +0,4"*  366+0,12* 4,07+0,2<* 0,003

Resultados apresentados em média + DP. CTRL=Grupo Controle, HAP= Grupo Hipertensao Arterial
SPS= Grupo Sepse, HPSPS=
#+Comparacédo entre grupos.*p-valor, p<0,05*, p<0,01* e p<0,0001*. a = (CTRL x SPS); b = (CTRL x
HAP); ¢ = (CTRL x HPSPS); e = (SPS x HSPS).

Pulmonar, Grupo Hipertensdao Arterial Pulmonar + Sepse.
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Figura 8. (a) Variacdo total de pressdo no sistema respiratério (APtot) nos quatro
grupos; (b) Variacdo da pressdo resistiva (AP1) e viscoeldstica (AP2) (c) no sistema
respiratério dos quatro grupos; CTRL=Grupo Controle, HAP= Grupo Hipertensio
Arterial Pulmonar, SPS= Grupo Sepse, HPSPS= Grupo Hipertensdo Arterial
Pulmonar + Sepse.
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Figura 9. (a) Variac¢do da elastancia estatica (Est) e dindmica (Edyn)(b) no sistema
respiratério dos quatro grupos. CTRL=Grupo Controle, HAP= Grupo Hipertensio
Arterial Pulmonar, SPS= Grupo Sepse, HPSPS= Grupo Hipertensdo Arterial
Pulmonar + Sepse.
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Figura 10. (a) Variacdo total da pressdo na parede toracica dos quatro grupos; (b)
Variacdo da pressfio resistiva (AP1) e viscoelastica (AP2) (¢) na parede toracica dos
quatro grupos; CTRL=Grupo Controle, HAP= Grupo Hipertensiao Arterial
Pulmonar, SPS= Grupo Sepse, HPSPS= Grupo Hipertensio Arterial Pulmonar +
Sepse.
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Figure 11. (a) Variacdo da elastancia estatica (Est) e dinamica (Edyn)(b) na parede
toracica dos quatro grupos. CTRL=Grupo Controle, HAP= Grupo Hipertensio
Arterial Pulmonar, SPS= Grupo Sepse, HPSPS= Grupo Hipertensdo Arterial
Pulmonar + Sepse.
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Figura 12. (a) Variacdo total na pressdo pulmonar dos quatro grupos estudados. (b)
Variacdo da pressdo resistiva (AP1) e viscoelastica (AP2) (¢) pulmonar dos quatro
grupos; CTRL=Grupo Controle, HAP= Grupo Hipertensio Arterial Pulmonar, SPS=
Grupo Sepse, HPSPS= Grupo Hipertensido Arterial Pulmonar + Sepse.
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Figura 13. Variacdo da elastdncia estatica (Est) e dinamica (Edyn)
pulmonar dos quatro grupos; CTRL=Grupo Controle, HAP= Grupo
Hipertensdo Arterial Pulmonar, SPS= Grupo Sepse, HPSPS= Grupo
Hipertensao Arterial Pulmonar + Sepse.
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4.5 Relacao Peso Umido/Peso Seco

Todos os animais submetidos a analise das propriedades mecanicas do
Sistema Respiratorio, tiveram um de seus pulmées e o coragdo removidos, para
obtencéo do valor da relacdo peso imido (PU)/ peso seco (PS). (Tabela 5).

E possivel observar diferencas estatisticamente significativas entre todos
os animais dos grupos HAP e HPSPS quando comparados ao grupo CTRL para a
variavel PU/PS pulmao, indicativa de edema pulmonar.

A diferenga também foi significativa para os grupos HAP quando
comparados ao grupo CTRL, SPS e HPSPS para a variavel coracao, referente a
diferencas na média do peso ponderal do coracdo, na relagcado PU/PS. A diferenca

foi mais evidente (p<0,01) quando estes grupos foram comparados aos grupos que

nao receberam a monocrotalina, CTRL e SPS, respectivamente.

Tabela 5. Relagdo peso imido/ peso seco dos pulmées e coragdes dos animais

estudados
Variaveis CTRL HAP SPS HPSPS p-
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) valor+
PU/PS Pulmio 2,69+0,3 4,02+0,2 b 2,70i0,5d':’ 3,36+0,5 ce.f® <0,0001
PU/PS Coragio 2,84+0,3 3,69 £ 0,5b’d+ 2,90+ 0,4 2,98i0,3f’ 0,001

PU = Peso umido; PS= Peso seco. Resultados apresentados em média + DP. CTRL=Grupo
Controle, HAP= Grupo Hipertensdo Arterial Pulmonar, SPS= Grupo Sepse, HPSPS= Grupo

Hipertensdo Arterial Pulmonar + Sepse. ++*Comparacgio entre grupos; p<0,05’,p<0,01+ e
p<0,0001%*. b = (CTRL x HAP); ¢ = (CTRL x HPSPS); d = ( SPS x HAP); e = (SPS x HSPS); f =
(HAP x HPSPS).

4.6 Analise Morfométrica

Nos animais com HAP e HAP associada a sepse, foi possivel observar

diferencas significativas na propor¢ao de fibras coladgenas na vasculatura
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pulmonar quando comparados aos grupos CTRL e SPS, indicando a existéncia de

maior quantidade de fibras coldgenas. (Tabela 6, Figura 13)

Tabela 6. Espessura da camada arterial média e proporcio de fibras
coldgenas em arteriolas pulmonares

Variaveis CTRL HAP SPS HPSPS p*
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Prc(%)* 63+ 47 144 - 82b* 75 ~ 28d* 176 ~ 85¢.f* <0,0001

Ecamum)** 9,83 +1,8 25,80+5,9>d* 14,92+ 3,0a® 33,62+ 8,1cef* <0,0001

Resultados apresentados em mediana e AIQ.* Resultados apresentados em média + DP.**
CTRL=Grupo Controle, HAP= Grupo Hipertensdo Arterial Pulmonar, SPS= Grupo Sepse,
HPSPS= Grupo Hipertensio Arterial Pulmonar + Sepse. ** Comparagio entre grupos, p-valor;
p<0,05®,p<0,01% e p<0,0001%. a = (CTRL x SPS); b = (CTRL x HAP); ¢ = (CTRL x HPSPS); d = (
SPS x HAP); e = (SPS x HSPS); f = (HAP x HPSPS).
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Figura 14. Proporcdo de fibras coldgenas na vasculatura pulmonar. I ~AIQ

Os valores obtidos para a espessura da camada arterial meédia,
apresentaram diferenca significativa em todos os grupos. Estes resultados,
sinalizam um remodelamento expressivo da parede vascular pulmonar,
caracteristico das alteracées morfolégicas dos vasos pulmonares na HAP, nos
grupos onde houve a induc¢ao da doenca.

Adicionalmente, também foi encontrada diferenca significativa na

comparacdo do grupo SPS com os grupos onde houve inducdo da HAP (p<0,0001)
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e no grupo onde a HAP estava associada a sepse (p<0,001). O remodelamento foi
menos expressivo, a despeito da significAncia nos resultados (p<0,05), na

comparacio entre o grupo CTRL e grupo SPS.(Tabela 6, Figura 14)

B~ D
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o
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L

CTRL HAP  SPS HPSPS

Figura 15. Valor da média + DP para a espessura da camada arterial média
para os quatro grupos estudado
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DISCUSSAO

O proposito principal deste estudo, foi avaliar a repercussdo da HAP e
sepse sobre as propriedades mecanicas do sistema respiratorio de ratos.

O principal achado deste estudo foi verificar que a sobreposicdo da HAP
com a sepse, aumentou a variagao total de pressao, a dissipacdo de energia no
componente viscoeldstico e nas propriedades elasticas em pulmoées de ratos sem
nenhuma doenca pulmonar pré-existente. Este resultado, somado a demonstracao
histolégica do aumento no remodelamento vascular e na propor¢ao de fibras
colagenas nos vasos pulmonares de ratos do grupo HPSPS, indica que esta
condi¢ao produz inomogeneidades pulmonares.

Em adicdo, as duas doencas isoladamente e a sua sobreposi¢do, nao
alteraram a dissipagdo de energia no componente newtoniano e nao houve
diferenca nos componentes viscoelasticos e elasticos da parede toracica.

O estudo de HAP associado a sepse em modelo experimental, sem duvida,
pode ser considerado essencial no sentido de tentar compreender um pouco mais
a fisiopatologia destas duas graves doencas e facilitar o entendimento dos
mecanismos de acdo e das consequéncias na sobreposicdo destas condigdes em
seres humanos.

Nao existe registro prévio na literatura de estudos experimentais ou
clinicos semelhantes , envolvendo a associacdo entre HAP e sepse, sobretudo no
que diz respeito ao comportamento dessa justaposicio nas propriedades
mecanicas do sistema respiratorio.

A inducdo de HAP por monocrotalina, constitui-se de um modelo que

habitualmente é utilizado para estudo de alteracoes pulmonares provocadas pela
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doenca. A monocrotalina (MCT), é um alcaloide de origem vegetal, isolado a
partir da Crotalaria spectabilis, que causa lesdo celular endotelial e,
posteriormente, uma infiltracdo mononuclear maci¢a nas regides perivasculares
de artérias e arteriolas pulmonares quando injetadas em ratos. Embora a
monocrotalina tenha sido empregada com frequéncia nas ultimas cinco décadas,
0 seu mecanismo de a¢ao ainda nao foi totalmente esclarecido.!?

No modelo utilizado neste estudo, a injegdo subcutanea de monocrotalina,
induziu a HAP em 21 dias e esta de acordo com os estudos de Cabrini®® e
Kolettis!®>. Apesar das lesdes plexiformes tipicas nio serem normalmente
encontradas na HAP induzida por monocrotalina, este é considerado o modelo
padrao para a HAP experimental .

De outro lado, para a inducido da sepse, o modelo mais amplamente
utilizado é o cecal ligation and puncture (CLP). E reconhecido como um dos
modelos com a maior compatibilidade em termos clinicos e reproduz muitas das
manifestacoes clinicas de sepse.?®76.77 As limitacées do modelo CLP estao na alta
mortalidade e na dificuldade em controlar a quantidade de fuga fecal do
intestino, desse modo, as manifestacées sépticas podem variar numa gama
bastante ampla. Além disso, a flora intestinal entre os animais pode nio ser
uniforme. 5778

Os animais de todos os grupos apresentaram ganho ponderal ao longo das
quatro semanas do experimento. Em animais do grupo controle é esperado ganho
de peso ao longo do periodo do experimento, contudo, em relagdo aos grupos de
intervencao, este dado esta em discordancia com o observado por Gout et al ™ e
Schermuly et al 89 que observaram ganho de peso nos animais do grupo controle e
diminui¢do de peso nos animais com HAP. Ambos atribuiram a perda de peso as
consequéncias das alteragoes na atividade metabdlica provocada pela HAP.

Em contrapartida, o sintoma mais comum da HAP é a intolerancia ao
esfor¢o e fadiga pela diminui¢cdo do débito cardiaco, o que poderia explicar, em
parte, o aumento de peso verificado nos animais deste estudo, contudo, nao foi

observado se o ganho de peso foi continuo ao longo do experimento ou se sofreu
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varia¢do ao longo das semanas, por influéncia do desenvolvimento da HAP, da
sepse ou de ambas. Outra possibilidade para o aumento do peso poderia estar
ligada a insuficiéncia ventricular direita, por congestdo sistémica e reducio do
volume circulante efetivo nos animais do grupo intervencao.

Nos animais do grupo sepse, uma possivel justificativa para o ganho
ponderal poderia ser o estado catabdlico associado a doenca e a ocorréncia de
peritonite, o que levaria os animais a uma diminui¢cdo da atividade fisica.8? A
ocorréncia de abcesso intra-abdominal também nao pode ser descartada.s!

Um estudo de Alexander et al®2, apontou peso semelhante nos grupos
controle e sepse.

Lourenco et al 83, reportou a perda de peso em ratos na sexta semana apos
a injecao de monocrotalina, no entanto, na quarta semana, o peso dos animais foi
similar ao do grupo controle.

Outra possivel explicacdo sobre a variagdo no comportamento do peso em
animais sépticos, foi descrita nos estudos de Xiao et al 8 onde foi observado um
aumento no peso corporal no dia anterior a morte dos animais que morreram na
fase aguda, durante os primeiros quatro dias apds a ligacao e perfuracao do ceco.
Nos estagios mais avancados de sepse, porém, os ratos perderam peso, tendo uma
perda substancial de peso corporal, entre 1 a 2 dias antes da morte.

Quanto aos dados obtidos neste estudo, os dados da literatura foram
discordantes para a HAP, inconclusivos para a sepse e ausentes na associagao
das duas doengas.

O modelo experimental de inducao de HAP por meio da administracao
subcutanea de MCT em ratos Wistar, utilizado neste estudo, foi capaz de elevar a
PSvp a valores, evidentemente, compativeis com a hipertensio pulmonar.

No estudo hemodinamico, a predi¢do da pressdo na artéria pulmonar foi
obtida por meio da pressao sistdlica do ventriculo direito pelo método direto, com

a canulacéo do ventriculo direito em animais anestesiados com o térax aberto.
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Esta bem documentado tanto na clinica como em estudos experimentais
que as propriedades mecanicas pulmonares sdo profundamente influenciadas
pela hemodinamica pulmonar, especialmente pela pressao capilar pulmonar.85-89

Em nosso modelo, foi possivel confirmar a presenca de HAP nos grupos de
intervencao onde foi utilizada a monocrotalina, HAP e HPSPS, respectivamente e
observar que a diferenca nos valores da pressio sistélica entre os grupos foi
significativa (p<0,05).

Esses dados concordam com os dados publicados por Dumitrascu et al %,
onde foi comparada a pressdo no grupo monocrotalina (59,60 +2,93 mmHg) em
relacdo ao controle (25,08 + 1,35 mmHg), com a confirmacio da presenca de HAP
no grupo monocrotalina, sem obter, contudo, diferenca significativa entre os
grupos.

No estudo de Dumitrascu®, a medida fo1 realizada com o térax fechado, por
inser¢cdo de um cateter acoplado a um transdutor de pressdo na veia jugular
direita dos animais para alcangar o VD.

A mesma técnica foi empregada por Gava et cols®! que encontrou
resultados semelhantes para o grupo monocrotalina ( 45+2 mmHg) em relacdo ao
controle (26 +1 mmHg). Poldnio et cols 92, também encontrou variabilidade nas
medidas da pressao, confirmando a HAP, sem obter diferenca estatistica entre os
grupos, por meio de outra técnica: a insercdo de um microcateter, acoplado a um
transdutor de pressdo na veia jugular direita para obter ,diretamente, a pressao
da artéria pulmonar (PAP).

No que diz respeito aos resultados hematologicos, utilizamos uma analise
exploratéria, com o intuito de de obter maior entendimento sobre o
comportamento das variaveis hematolégicas, essencialmente, aquelas indicativas
de inflamacao e infec¢do na sobreposi¢cdo da HAP e da sepse.

Os resultados demonstraram concordancia com os valores de referéncia
para os animais do grupo CTRL, todavia, nos demais grupos, embora seja

possivel observar diferenca entre os valores apresentados em relacao aos valores
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de referéncia estabelecidos, ndo é possivel explicar tais diferencas ou relaciona-
las com a HAP e a sepse ou com a sobreposi¢io destas.

Dados de Remick et al 93, apontam para uma reducdo na contagem de
glébulos brancos totais e uma redugdo especifica de linfécitos no sangue de
animais com sepse na fase cronica em comparacdo com animais na fase aguda,
mais precisamente, 26 horas apds a ligacdo e puncido do ceco. Xiao et al 84,
verificou uma leucopenia inicial, seguida por um aumento na contagem de células
brancas do sangue que persistiu até ao final do estudo. Este resultado foi
relacionado ao aumento de linfécitos, mondcitos e os neutroéfilos.

Apo6s uma diminuigao inicial, a contagem de neutroéfilos aumentou e os
nivels mais elevados foram observados em ratos que morreram na fase cronica da
sepse. O autor®* também observou uma correlagdo positiva entre os niveis de
neutroéfilos e o tamanho do abcesso intra-abdominal.

Os neutréfilos sdo os mais abundantes glébulos brancos circulantes no
homem, e sao efetores principais da resposta 1mune inata, sob estimulos
especificos, mobilizam-se para para os pulmées e desempenham um papel
fundamental no desenvolvimento de lesdo pulmonar aguda induzida por sepse.%

A vasculatura pulmonar saudavel pode desempenhar um papel importante
por meio da retencgao seletiva de neutréfilos imunizados e liberando-os de volta
para a circulagao sistémica em um estado inativo9.

Summers et al %, demonstraram que este mecanismo parece falhar em
pacientes com SARA, levando a niveis elevados os neutrofilos injetados na
circulacao sistémica, proporcionando, assim, um mecanismo potente para danos
em Orgaos a distancia. Desse modo, é possivel especular que o0 mesmo mecanismo
possa ocorrer na HAP, uma vez que os neutroéfilos também estdao envolvidos no
processo inflamatério da doenca onde é possivel encontrar extensos infiltrados
periarteriais com macrofagos e linfocitos T em torno das artérias pulmonares
periféricas® e ainda, podemos supor que este mecanismo seja potencializado na

associacao da sepse com a HAP.
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Além disso, na HAP, a hipertrofia da camada arterial média nas arteriolas,
o aumento da permeabilidade vascular e a microtrombose difusa, facilitam a
infiltracdo leucocitaria adjacente a bronquiolos, alvéolos , linfécitos, histidcitos e
polimorfonucleares permeando a parede do vasos97.98

Alteracgdes nas trocas gasosas, por colapso dos espacgos aéreos em razao de
fluidos inflamatérios é uma causa bem documentada da ocorréncia de SARA em
pacientes com sepse.9

Em nosso estudo, as alteracdo mais significativa para o grupo SPS, foi o
aumento na dissipacdo de energia no componente viscoeldstico pulmonar (APs,1),
0 que sugere uma distribui¢cdo desigual na ventilacdo pulmonar no grupo SPS em
relacdo ao grupo CTRL, ratificando as evidéncias. Também puderam ser
observadas alteragbes significativas nas propriedades elasticas, indicando uma
diminui¢ido na complacéncia pulmonar entre o grupo SPS e o grupo CTRL, o que
concorda com os dados publicados por Castiello et al 19, sobre a diminuicdo na
complacéncia pulmonar em modelo experimental de sepse, ainda que este estudo
tenha empregado uma técnica diferente na inducgao da sepse, utilizando o agente
E.coli.

O mesmo estudo também n&o encontrou alteragées na pressio resistiva
pulmonar, dados concordantes aos encontrados em nosso estudo.

Carvalho et all%l, avaliou alteracoes na mecanica pulmonar de
camundongos com sepse subletal e letal, induzidas por liga¢do e puncao do ceco e
nao foram observadas alteracbes nas propriedades mecanicas pulmonares em
ambos os grupos.

Muito embora o estudo tenha sido realizado em camundongos, podendo
haver diferencas consideraveis quanto tempo, ao peso, idade e outras
caracteristicas morfologicas em relagio aos ratos Wistar, utilizados neste estudo,
a principal justificativa do autor para a auséncia de alteracgdes foi o curto espacgo
de tempo entre a inducio da sepse e a medida das propriedades mecanicas, que
foi de apenas oito horas o que difere de nosso estudo quanto ao tempo de indugao

da sepse e avaliacao das propriedades mecanicas que foi de sete dias.
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O wvalor de APssr, é afetado pelas alteragoes nas propriedades
viscoelasticas dos tecidos pulmonares, da parede toracica, e por desigualdades
nas constantes de tempo. Isso pode explicar algumas alteracées isoladas neste
componente do sistema respiratoério, como a observada no grupo SPS quando
comparada ao grupo HPSPS e na comparacado entre o grupo HPSPS e o grupo
CTRL.

Na HAP as limitagées funcionais sido causadas, principalmente, por

insuficiéncia cardiaca direita progressiva e comprometimento na troca gasosa.102

A filtragao capilar observada na HAP, acentua o edema alveolar e promove
a diminui¢do do tamanho do alvéolo, reduzindo a relagao gas-tecido. Sob o efeito
da gravidade, as porc¢oes dependentes do pulmio estdo sujeitas a uma pressao
externa, atuando no sentido do colapso alveolar. Ainda neste sentido, o volume
corrente tende a se distribuir pelas areas superiores, ou “abertas” em detrimento
das areas inferiores.?9:103

Como a disfuncdo do sistema respiratorio e de seus componentes pode
influenciar a evolugdo da doenga vascular pulmonar, é importante monitorar o
curso da HAP, bem como, avaliar a repercussiao na mecanica respiratoria.l0¢ A
despeito disso, ndo foram localizados na literatura estudos prévios sobre a
mecanica pulmonar na HAP.

Nosso estudo mostra alteracgoes significativas na dissipac¢io de energia do
componente viscoelastico pulmonar e na elastancia pulmonar, no grupo HAP,
corroborando para as diferencas na elastancia do sistema respiratério quando
comparadas ao grupo CTRL.

Na literatura, estudos sobre a mecanica do sistema respiratorio em ratos
com HAP e na associacgdo da HAP com a, sepse ndo foram previamente
investigados. Utilizando o método de oclusao ao final da inspiragao associado a
medida da pressdo esofagica, fomos capazes de investigar o impacto mecanico
induzido pelo HAP experimental e pela associacao desta com a sepse, no sistema

respiratorio e em seus componentes, pulméao e na parede toracica.
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Assim como no grupo HAP, houve um aumento na dissipacdo de energia
do componente viscoelastico pulmonar e na elastancia pulmonar nos animais do
grupo HPSPS, quando comparados ao grupo CTRL.

O aumento em AP:2L nos animais do grupo HAP e HPSPS, possivelmente,
esta associada a heterogeneidades mecanicas e ao stress relaxation, pela
distribui¢ao anormal do surfactante em decorréncia do edema alveolar provocado
pelo intenso processo inflamatério observado nas duas doengas individualmente e
potencializado na associacgao delas.

Nesse sentido, é possivel levantar a hipotese de que a complacéncia sofre
variagdo entre as diferentes regides alveolares promovendo alteragées na
constante de tempo e levando ao aumento na dissipagdo de energia no
componente viscoelastico pulmonar.

Embora os parametros mecanicos do pulmio tenham demonstrado
alteracoes relevantes induzidas pela HAP experimental e pela associacdo desta a
sepse, 0s componentes viscoso, viscoelastico e elastico da parede toracica nio se
alteraram e, como consequéncia disso, as alteracées no sistema respiratorio,
referentes a variacao total de pressio e dissipacdo de energia nos componentes
viscoelasticos e elasticos foram influenciadas, diretamente, pelas alteracées nas
variaveis pulmonares.

Ainda que este estudo nao tenha avaliado o perfil pro-trombético nas duas
condi¢ées, nao se pode descartar a hipdtese de a associagcdo da HAP a sepse
intensifique eventos trombdticos na microcirculacdo pulmonar, reduzindo a area
de leito vascular pulmonar disponivel para o fluxo sanguineo e que este fato
possa ter influéncia sobre as alteracbes nas variaveis mecanicas do sistema
respiratorio.23

No que diz respeito aos indicadores de edema pulmonar, razao entre o peso
umido e o peso seco dos pulmoes, as diferencas significativas notadas entre os
grupos de estudo, poderiam ser explicadas pelas alteracoes histopatologicas

pulmonares promovidas pela monocrotalina, que dentro do periodo de vinte e um
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dias, leva a um aumento na permeabilidade capilar, resultando em edema
intersticial e alveolar.15.54

A hipertrofia miocardica, por sua vez, pode ser decorrente de processos
adaptativos do tecido cardiaco, quando submetido a sobrecarga de trabalho,
imposta ao ventriculo direito pelo aumento na resisténcia vascular pulmonar
(RVP) em pacientes com HAP. Um fator confundidor para a hipertrofia do VD, é a
génese de miocardite diretamente relacionada a administracdo de
monocrotalina.105

Embora seja possivel especular que a diferenca encontrada na relagao
entre o peso umido e o peso seco do coracdo neste estudo seja atribuida a
hipertrofia do VD, esta hipotese ndo pode ser confirmada, sendo necessario, para
tanto, realizar um estudo histolégico detalhado das camaras cardiacas para
mensuracao da espessura ventricular direita, o que nao foi realizado neste estudo
por nao contemplar os objetivos inicialmente propostos.

Embora nenhum modelo experimental reproduza completamente as
alteracoes histopatologicas da hipertensao pulmonar humana, as lesoes
histologicas provocadas pela monocrotalina sao semelhantes as lesoes tipicas da
hipertensao pulmonar, resultante de etiologia diversa, especialmente, no que diz
respeito as mudancas estruturais, incluindo a proliferacdo de musculo liso medial
em pequenas artérias pulmonares!06

Frente aos estimulos provocados pela monocrotalina na inducdao da HAP
experimental, os vasos pulmonares respondem ao estimulo dos mediadores
inflamatérios, como as citocinas e os fatores de crescimento, levando ao
remodelamento vascular pulmonar com hipertrofia da tunica média,
espessamento fibroso da adventicia e reducgao do liimen do vaso.80.98

A disfun¢do pulmonar ocasionada pela sepse, com alteragbes na
permeabilidade alvéolo-capilar e extravasamento para o interior dos alvéolos,
frequentemente evoluem para a SARA. Um estudo de Thomashefsky et al, em

pacientes com a sindrome, demonstrou alteracbes na extensdo periférica do
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musculo liso vascular e um aumento significativo no percentual da espessura da
camada média das artérias pulmonares.107

A intensidade do remodelamento vascular pulmonar é usualmente medida
pela espessura da camada arterial média. Nossos achados, foram semelhantes
aos encontrados por Langleben et al 18 quanto a espessura da camada arterial
média no grupo monocrotalina ( 25,5 nm + 2,8) mas apresentaram diferenca no
grupo controle (17,2 pm + 2,7) em artérias pulmonares pré-acinares distais. No
estudo de Langleben!® nao foram encontradas diferencas entre a espessura da
camada arterial média nas artérias pré-acinares proximais e distais.

A camada arterial média é composta pela deposicdo de componentes da
matrix extracelular como as fibras colagenas, elasticas e os preoteoglicanos.109

Em nosso estudo houve um aumento significativo na proporcao de fibras
colagenas, assim como na espessura da camada arterial média na comparacao
entre os quatro grupos. Diversos estudos!?1953.5490 ng literatura apontam para o
aumento na quantidade de fibras colagenas nos vasos pulmonares em modelos
experimentais de HAP induzida por monocrotalina.

A maior quantidade de fibras colagenas foi encontrada nos grupos HAP e
HPSPS.

Pudemos observar diferenca significativa (p<0,05) na espessura da
camada arterial média do grupo SPS quando comparado ao grupo CTRL, todavia,
nao foi observado aumento na proporc¢ao de fibras colagenas entre os dois grupos.

E importante ressaltar que ao se estudar modelos experimentais de HAP, é
preciso ter em mente que por melhor que seja o modelo, ele nao consegue
mimetizar, de maneira fidedigna, a HAP em seres humanos. O tempo de
instalacdo da doengca em humanos, pode levar anos, enquanto em animais, sao
necessarias apenas trés semanas. Nisso implica, por exemplo, a auséncia de
lesGes vasculares pulmonares, como as lesoes plexiformes, nos modelos animais

utilizando monocrotalina.
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A interpretacido cautelosa de estudos experimentais é obrigatéria, e é
preciso reconhecer os pontos fortes e fracos do modelo animal e os risco da

extrapolac¢ao para humanos com HAP.
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CONCLUSAO

A dissipagao de energia no componente viscoelastico e a elastancia
aumentam significativamente em pulmées de ratos com HAP,
sepse e na associacao entre HAP e sepse;

A variagao total da pressdo aumentou significativamente em
pulmoées de ratos com HAP e na associagao entre HAP e sepse.

A wvariacdo total da pressdo, a dissipagdo de energia no
componente viscoeldstico e a elastancia dinamica aumentaram
significativamente no sistema respiratoério de ratos com associagao
entre HAP e sepse;

A elastancia estatica aumentou significativamente no sistema
respiratorio de ratos com HAP;

Nao houve variagoes significativas no componente viscoso do
sistema respiratorio e de seus componentes, pulmio e parede
toracica;

A proporcao de fibras colagenas aumentou significativamente em
arteriolas pulmonares de ratos com HAP e na HAP associada a
sepse;

O remodelamento da parede vascular pulmonar foi
significativamente maior nos vasos pulmonares de ratos com HAP

e na associac¢ao entre HAP e sepse;
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8. O remodelamento da parede vascular pulmonar foi mais intenso
em ratos com HAP associada a sepse quando comparado a ratos

com HAP somente;
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