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RESUMO

A avaliacdo da mecanica respiratoria € realizada comumente por meio de
modelagem matematica. Um modelo amplamente utilizado € o de fase constante
que se ajusta a impedancia respiratéria. Uma das variaveis exibidas por
equipamentos de ventilacdo que aplicam o modelo citado é o Coeficiente de
Determinacdo (COD), um medidor do ajuste do modelo. H& algumas situacdes em
que o COD pode apresentar-se baixo, como: sedacdo superficial, respiracao
espontanea, perturbacoes externas e néo linearidade. Entretanto, apesar de os
valores de COD estarem disponiveis em ventiladores que utilizam os modelos de
fase constante, a literatura é escassa em trabalhos que o citem. O objetivo deste
trabalho foi analisar o comportamento do COD em uma curva dose resposta de
camundongos BALB/c divididos em um grupo controle e um grupo com modelo
animal de asma (OVA) e propor uma alternativa caso o modelo de fase constate nao
possa ser aplicado. Foram encontrados piores ajustes nas doses mais altas,
principalmente no grupo OVA. Foi encontrada uma associacdo entre parametros
excluidos nas 5 primeiras medidas e doses (p=0,0026) no grupo OVA. Foram
excluidas 11 mensuracdes na Ultima dose enquanto na primeira ou segunda doses
apenas 2. O risco relativo para apresentar medidas excluidas entre a ultima e
primeira ou segunda doses foi: 5,5 e IC: 1,30 - 23,26. A problematica de ter-se
encontrado diferencas nestes momentos é que estas sdo as medidas relacionadas
aos maiores valores de parametros de cada dose e tradicionalmente sdo os valores
apresentados em estudos cientificos. Os valores de pressao traqueal maxima média
e minima comportaram-se de maneira similar em termos de discriminagao inter-
grupos, apresentando diferenca (p<0,05) nas doses de 0,3 e 1 mg/kg, assim como o
R,. Em termos de substituicdo, é possivel optar pelo uso de valores de presséo

tragueal em detrimento aos parametros modelados em momentos em que o modelo
de fase constante ndo deveria ser aplicado, a exemplo de valores baixos de COD
em momentos de extrema broncoconstricdo. A utilizacdo dos valores de pressao
traqueal é viavel, por ndo serem obtidos por meio de uma modelagem matematica e
sim por mensuracdo. Portanto, como os parametros R,, G e H s&do obtidos por

meio de modelagem matematica e ndo por mensuracdo direta, 0 mau ajuste do
modelo significa que os parametros modelados ndo podem ser aplicados na analise
da situacdo em questdo. Ademais, como alternativa é possivel utilizar valores de
pressao mensurados como variavel de resposta, ainda que estes ndo discriminem
vias aéreas e parénquima.

Palavras-chave: Avaliagdo da mecéanica respiratéria. Asma. Modelo de fase
constante. Impedancia respiratoria.



ABSTRACT

Assessment of respiratory mechanics is commonly performed through the application
of mathematical models. A widely applied model is the constant phase model, which
fits the respiratory impedance. One of the variables presented by ventilators that
apply this model is the Coefficient of Determination (COD), it is used to assess the
goodness of fit of the model. There are situation where the COD value is low, such
as: superficial sedation, spontaneous breathing, external disturbances and
nonlinearity. However, despite the COD value are available for ventilators that apply
the constant phase model, the literature is still scarce in studies that mention this
coefficient. The aim of this study was to analyze the COD behavior in dose response
curves of BALB/c mice divided into a control group and animal model of asthma
(OVA) and offer an alternative for moments that the constant phase model should
not be applied. It was found an association between parameters excluded in the first
five measures and doses (p = 0.0026) in the OVA. Eleven measurements were
excluded at the last dose while in the first or in the second doses, only two. The
relative risk to present excluded measures between the last and first or second doses
was 5.5 and CI: 1.30 to 23.26. The problem about the differences found in these
moments is that these are the measures associated to higher model parameter’s
values for each dose and traditionally are the values shown in scientific studies. The
minimum, mean and maximal values of tracheal pressure behaved similarly on a inter
group matter, presenting differences (p<0,05) at these doses: 0.3 and 1 mg/kg. The

same pattern was observed for R, . It is possible to use values of tracheal pressure

instead of modeled parameters in moments that the constant phase model should
not be applied, like low COD in moments of severe bronchoconstriction. This
replacement of parameters through tracheal pressure is possible because tracheal
pressure is not obtained via mathematical models but through mensuration.

Therefore, as the R,, Ge H parameters are obtained through mathematical

modeling and not via direct mensuration, the poor adjustment means that these
parameters should not be applied on the moments presented on this study. In
addition, as an alternative it is possible to use pressure values measured as a
variable of response, even if the pressure values are not able to distinguish between
airway and parenchyma.

Keywords: Assessment of respiratory mechanics. Asthma. Constant phase model.
Respiratory impedance.
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Microgramas

Miligramas

Mililitros

Tamanho da amostra de um grupo

Valor médio de um grupo utilizado no calculo da desvio
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Pressao alveolar
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Pressédo no dominio do tempo apds calibracdo, pode ser
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Resisténcia do sistema respiratorio
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Variancia de cada grupo

Desvio padrdo comum referente a diferenca entre OVA e
controle

Desvio padrédo comum referente a diferenga entre OVA e
controle dividida pelo controle

Erro ou desvio padrdo de um grupo utilizado no calculo
da desvio padrao comum

Erro ou desvio padrdo de um grupo utilizado no célculo
da desvio padrdo comum

Fluxo no dominio da frequéncia

Volume obtido por meio do posicionamento do pistdo no
dominio do tempo

Fluxo obtido com a derivada do volume em relagdo ao
tempo

Volume expiratério forgcado no primeiro segundo
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A Inclinacdo 1

A Inclinacdo 2

A Inclinagdo 3

A Inclinacao 4

A Reatividade
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entendido como fluxo traqueal
Impedancia

Impedancia de entrada
Impedancia dos tecidos
Impedancia de vias aéreas

E a razdo de 2 sobre pi multiplicado pelo arco tangente
da relacdo de H sobre G

Variacao entre o efeito maximo e o basal

Variagao ponderada da Inclinagéo 1. Calculada dividindo
a variacao da Inclinacdo 1 entre o grupo OVA e controle
pela Inclinacédo 1 do controle

Variagao ponderada da Inclinagéo 2. Calculada dividindo
a variagéo da Inclinagéo 2 entre o grupo OVA e controle
pela Inclinacéo 2 do controle

Variacdo ponderada da Inclinacdo 3. Calculada dividindo
a variagéo da Inclinagdo 3 entre o grupo OVA e controle
pela Inclinagéo 3 do controle

Variacdo ponderada da Inclinacdo 4. Calculada dividindo
a variacao da Inclinacdo 4 entre o grupo OVA e controle
pela Inclinag&o 4 do controle

Variagao ponderada da reatividade. Calculada dividindo a
variacdo da reatividade entre o grupo OVA e controle
pela reatividade do controle

Constante pi
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1 INTRODUCAO

O campo da avaliagdo da mecanica respiratéria representa uma confluéncia
de &reas biologicas e fisicas e, como tal, requer uma abordagem multidisciplinar. A
Engenharia Biomédica tem como um de seus objetivos fazer representacdes ou
abstracdes por meio de modelos regidos por formulas matematicas (BATES, 2009).
E por meio de modelagem matematica que a Engenharia Biomédica busca
representar e entender mecanismos fisiolégicos.

Sendo assim, o bom entendimento das areas que fomentam o estudo da
mecanica respiratoria torna-se crucial. Isto é, para que ocorra a multidisciplinaridade
necessaria, o estudo tanto da fisiologia quanto da modelagem mateméatica deve ser
realizado em conjunto.

A Engenharia Biomédica estuda as mais diversas areas. Podendo fomentar o
conhecimento acerca dos sistemas: renal (UZARSKI et al., 2014), neurolégico
(MALLORY et al., 2015), cardiaco (ANTONIADIS et al., 2015) entre inUmeros outros
(SCARRITT; PASHOS; BUNNELL, 2015). No caso do presente estudo, havera um
enfoque na avaliacdo na mecanica respiratéria sob assisténcia ventilatoria mecanica
e mais especificadamente um modelo animal de asma e um controle.

Na literatura corrente, h4 um crescente numero de artigos que realizam a
avaliacdo da mecanica respiratdria em pequenos animais ventilados mecanicamente
(BURBURAN et al., 2014; HANIFI et al., 2012; MORIYA; MORAES; BATES, 2003;
SCHWARTZ et al.,, 2011; WALKER; KRAFT; FISHER, 2012), assim como o do
presente trabalho e isto € devido a necessidade de fomentar a&reas como a avaliacao
da mecénica respiratéria.

Entretanto, em muitos trabalhos, ndo se observa uma detalhada descricao
acerca da aceitabilidade dos parametros obtidos junto a modelos matematicos,
como por exemplo o coeficiente de determinacdo (COD) (BATES, 2009).

Uma vez que os parametros obtidos por meio do modelo de fase constante
séo, como o proprio nome diz, modelados e ndo mesurados diretamente deve haver

critérios de aceitacdo de destes parametros quanto a aplicacdo do modelo.
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1.1 OBJETIVOS

Nesta sec¢do, serdo apresentados os objetivos geral e especificos do presente
estudo.

1.1.1 Objetivo geral

Devido a aparente utilizagédo indiscriminada dos parametros obtidos por meio
do modelo de fase constante, o presente trabalho visou estudar o comportamento do
COD em uma curva dose-resposta de camundongos divididos em um grupo de

inflamac&o por ovalbumina (modelo animal de asma) e outro controle.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Apontar situacdes em que o modelo de fase constante ndo deveria ser

aplicado;

b) Analisar o ajuste do modelo em situagdes de broncoconstrigéo;

¢) Sugerir alternativas ao uso do modelo de fase constante.

1.2 JUSTIFICATIVAS

Os modelos matematicos lineares tém sido cada vez mais utilizados e
divulgados na literatura corrente. Em especial os modelos no dominio da frequéncia,
como o de fase constante (BATES, 2009; HANTOS et al., 1992; MORIYA; MORAES,;
BATES, 2003; THAMRIN et al., 2004).

Entretanto, ainda que estes modelos apresentem informacdes uteis, a
aplicacdo dos mesmos depende de algumas condic¢des, tais como perturbacdes de
baixa amplitude e homogeneidade do sistema respiratorio (MORIYA; MORAES;
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BATES, 2003). Quando estas condicbes ndo sdo apresentadas, o modelo né&o
deveria ser aplicado.

Um dos momentos em que estas condi¢cdes ndo sdo apresentadas é durante
a aplicacdo de broncoconstritores, pratica amplamente utilizada a fim de estudar a
inflamacdo pulmonar (LI et al.,, 2014), asma ou em outros modelos animais
(SANTOS et al.,, 2014). A broncoconstricdo, principalmente a broncoconstricao
severa, acarreta: 1) alteracbes em propriedades intrinsecas ao pulmé&o;
2) enrijecimento pulmonar e 3) hiperdistensdo heterogénea de algumas unidades
respiratorias (WAGERS et al., 2002).

Ha um critério de aceitabilidade dos parametros obtidos por meio do modelo
de fase constante, este critério consiste em uma das variaveis exibidas por
equipamentos de ventilagdo que aplicam o modelo em questédo: o COD.

Este coeficiente € um medidor do ajuste do modelo (BATES, 2009). Os
valores de COD serdo baixos quando o animal apresentar respiracdes espontaneas,
qguando estiver pouco sedado ou mesmo quando o0 comportamento do sistema
respiratério apresentar um comportamento nao-linear. Sendo assim, a apresentacao
de valores baixos de COD séo indicadores de exclusédo dos valores obtidos por meio
da modelagem naqueles momentos.

Contudo, foi encontrado apenas um artigo que deixou explicito o uso de
algum critério de exclusdo (ROBICHAUD; FEREYDOONZAD; SCHUESSLER, 2015)
para aceitacdo dos parametros obtidos por meio do modelo de fase constante. Além
deste, no estudo de apresentacdo do ventilador para peqguenos animais utilizado
neste trabalho (SCHUESSLER; BATES, 1995) foram apresentados valores de COD,
ainda que neste ndo seja citado um valor de corte especifico.

Com isto, a aplicagcdo do modelo de fase constante em momentos que o valor
de COD encontra-se baixo pode levar a uma interpretacdo errdbnea de dados da
mecanica respiratoria. Logo, este estudo visa avaliar uma possivel falha da presente
literatura, uma vez que deve haver sempre uma avaliacdo cuidadosa, e com critérios
de aceitabilidade, das variaveis obtidas por meio de modelos lineares,

especialmente quando o sistema respiratdrio encontra-se broncoconstrito.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Neste capitulo serdo apresentados os topicos pertinentes ao presente estudo
e baseados em uma revisdo de literatura. Estes topicos referem-se a diferencas
entre anatomia e fisiologia de modelo animal e humano, ventilacdo mecanica em
murinos, modelo de fase constante e topicos de farmacologia, tais como:

broncoconstritores e curva dose-se resposta.

2.1 BASES ANATOMICAS E FISIOLOGICAS

O presente trabalho tera como enfoque o estudo da mecanica respiratéria de
murinos. Um dos principais objetivos da Engenharia Biomédica é realizar a chamada
pesquisa translacional, isto €, por meio da utilizacdo de estudo com animais,
fomentar a pesquisa em humanos (JUDGE et al.,, 2014; LEE; WATERER, 2013).

Serdo apresentados alguns tépicos relacionados a diferencas entre a

fisiologia e anatomia respiratdria de humanos e de murinos.

2.1.1 Diferencas anatomofisiolégicas entre humanos e murinos

A estrutura geométrica dos pulmdes (HOFMANN; KOBLINGER; MARTONEN,
1989), os padrbes respiratérios e a morfologia das vias aéreas (HOFMANN, 2000)
sao fatores que influenciam nas diferencas anatémicas e fisiolégicas entre humanos
e murinos.

O humano apresenta, no pulmao direito, trés lobos, enquanto no esquerdo
dois lobos e uma estrutura vestigial (lingula). Ja os pulmdes dos camundongos
(e ratos) sao divididos em cinco partes (TREUTING; DINTZIS, 2012), como visto na
figura 1.
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Figura 1 - Divisdes dos lobos pulmonares de camundongo. No pulméo direito sdo observados os
lobos: cranial, medial, caudal e acessorio. O pulmao esquerdo ndo possui divisdes em lobos. RV é o

ventriculo direito e LV o ventriculo esquerdo.

Lobo
cranial

Lobo
medial
Pulm3o
esquerdo

Lobo caudal Lobo acessdrio

Fonte: Modificado de (TREUTING; DINTZIS, 2012)

Outrossim, ha algumas diferencas fisiologicas consideraveis inter-espécies.
Por exemplo, enquanto o homem normalmente respira entre 16 e 20 ciclos/minuto,
um camundongo anestesiado com aproximadamente 20g pode apresentar uma
frequéncia respiratéria de, aproximadamente, 160 incursdes por minuto e um volume
corrente 1,5 mL (7,8 mL/kg) (TRANQUILLI; THURMON; GRIMM, 2007), podendo
apresentar uma frequéncia respiratoria espontanea de até 250-350 incursdes por
minuto (TREUTING; DINTZIS, 2012).

A traquéia de humanos e camundongos possuem um numero similar de anéis
(15-20 e 15-18 respectivamente). Entretanto, estes anéis em humanos apresentam-
se mais fechados (formado de "U") que em camundongos (formato de "C"). Em
termos de divisdo, as traquéias tanto de humanos quanto de camundongos irdo
dividir-se em bronquios fontes, todavia nos camundongos haverad uma divisdo

extrapulmonar antes das préximas divisbes, em humanos os brdonquios ja irdo
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dividir-se aos respectivos lobos. Valendo ressaltar a caracteristica mais verticalizada
do brénquio fonte direito em humanos (TREUTING; DINTZIS, 2012).

Outra diferenca anatomofisiolégica do sistema respiratorio de humanos e
camundongos consiste na inexisténcia ou sua extrema paucidade de bronquiolos
respiratorios nos camundongos. Logo, ha uma passagem direta entre os bronquiolos
terminais e os sacos alveolares (HEDRICK; BULLOCK, 2004).

Entretanto, mesmo havendo diferencas anatdmicas e fisioldégicas entre as
diferentes espécies, o0 objetivo Ultimo nas vias aéreas distais ainda € a melhor
distribuicdo do ar inspirado para melhor captacdo possivel (TREUTING; DINTZIS,
2012). O entendimento das diferencas e semelhancas nas diferentes espécies
animais é um ponto crucial para o crescimento cientifico, particularmente no que diz
respeito a Engenharia Biomédica.

A mecanica respiratoria, uma das areas de estudo da Engenharia Biomédica,
analisa e avalia o sistema respiratorio em modelos animais de diversas formas, uma
delas consiste na utilizagdo da ventilagdo por pressdo positiva (VPP) (BATES;
IRVIN, 2003).

2.1.2 Ventilagdo por presséo positiva em murinos

O estudo da mecanica respiratdria sob VPP em camundongos, por exemplo,
possui inUmeras vantagens. Tais vantagens podem incluir: sistema imunolégico bem
compreendido, ciclo reprodutivos curtos, critérios econémicos, entre outros (BATES;
IRVIN, 2003).

Um importante topico no estudo da mecanica respiratoria, especialmente em
modelo animal, é o paradoxo entre métodos pouco invasivos e mais fisiologicos e
métodos mais invasivos e menos fisiologicos.

Os meétodos menos invasivos e menos precisos, e.g. pletismografia sem
restricdo, e meétodos mais precisos e mais invasivos, e.g VPP com anestesia e
blogueio, ndo podem ser otimizados simultaneamente (BATES; IRVIN, 2003).

O presente estudo baseia-se em um método mais preciso, i.e. avaliacdo da
mecéanica respiratéria sob VPP. Portanto, serdo apresentadas algumas

caracteristicas importantes para o entendimento da VPP em murinos.
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Humanos e murinos naturalmente respiram por pressdo negativa, isto €, a
pressdo intrapleural mantém-se menor que a pressdo atmosférica (LEVITZKY,
2007). Consequentemente, a pressao alveolar diminui e ha o influxo de ar.

Porém, para o estudo de mecénica respiratoria é comum o0 uso de
ventiladores mecanicos que ventilem por pressao positiva (BURBURAN et al., 2014;
HANIFI et al., 2012; MORIYA; MORAES; BATES, 2003; SCHWARTZ et al., 2011,
WALKER; KRAFT; FISHER, 2012).

Em murinos, assim como em outros animais, ha um valor pressérico
associado ao enchimento total dos pulmdes, ou seja, quando atinge-se a capacidade
pulmonar total (CPT). Este valor pressérico é normalmente de 30 cmH,O
(TRANQUILLI; THURMON; GRIMM, 2007).

Este conceito torna-se importante, uma vez que pode haver diferengas na
mecanica respiratoria de acordo com o volume de ar nos pulmdes (BATES, 2009).
Por exemplo, foi encontrado, em camundongos, valores médios de resisténcia das
vias aéreas menores quando os pulmdes encontram-se mais insuflados (THAMRIN
et al., 2004). Logo, estes conceitos sdo importantes para o estudo da mecanica
respiratoria sob VPP.

A VPP pode causar alguns efeitos deletérios, observados em ratos, tais como
aumento da resposta inflamatoria e alteracdo no surfactante pulmonar (BAILEY et
al., 2008; DREYFUSS; SAUMON, 1998). Este, o surfactante, € uma substancia
responsavel por diminuir a tensdo superficial pulmonar (WEST, 2002). Em
camundongos, a aumento da resposta inflamatéria na hiper-insulflacdo durante a
VPP também foi verificada (DREYFUSS; SAUMON, 1998).

O sistema respiratorio funciona de maneira 6tima quando submetido a uma
ventilagdo espontanea. No entanto, apesar disto, ha momentos em que a pressao
positiva € extremamente importante, uma vez que pode ser a Unica maneira de
manter um individuo vivo.

A VPP, como citado, apresenta diversos efeitos deletérios. Um dos
mecanismos que explicam estes efeitos é a distensdo pulmonar além do fisiologico
(DREYFUSS; SAUMON, 1998; PECCHIARI et al., 2014).

Entretanto, ainda que seja utilizado volume corrente e PEEP (presséo positiva
de final de expiracdo do inglés "Positive End-Expiratory Pressure") ideais, o risco de

apresentar efeitos deletérios permanece. Uma vez que o pulm&o apresenta uma
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certa heterogeneidade (PECCHIARI et al., 2014). Isto é, a ventilacdo pode ocorrer
de maneira distinta em diferentes regifes pulmonares.

As repercussdes no parénquima pulmonar per se nao sdo as Unicas
observadas. Quando comparado, em ratos, ventilagdo por pressao positiva e
negativa, observa-se um comprometimento no enchimento de capilares pulmonares
e, subsequentemente, diminuicdo de retorno venoso em atrio direito na VPP. Este
efeito € mais proeminente em pressdes transpulmonares maiores (PETAK et al.,
2009). A presséo transpulmonar é diferenca entre a pressao no interior dos alvéolos
e a pressao intra-pleural (LEVITZKY, 2007).

Foram encontradas diferencas anatébmicas e fisiolégicas durante a VPP
mesmo entre roedores, em um estudo que comparava o sistema respiratério de
quatro roedores na VPP, sendo o camundongo o menor deles, foi sugerido, por
exemplo, que as vias aéreas dos menores roedores sdo relativamente maiores que
0s maiores roedores (GOMES et al., 2000).

Posteriormente, foi realizado um novo estudo comparando especificamente
camundongos e ratos. O objetivo deste estudo foi avaliar as diferencas inter
espécies que explicassem a menor resisténcia de vias aéreas, proporcionalmente,
dos camundongos. Inicialmente, este fenbmeno era associado ao maior tamanho
relativo das vias aéreas dos camundongos. Foi encontrado que, além do tamanho
das vias, a maior assimetria nas ramificacbes das vias aéreas dos ratos em relacdo
aos camundongos contribuia no aumento relativo da resisténcia de vias aéreas
daqueles (GOMES; BATES, 2002).

Mais recentemente, foi demonstrado, em ratos, que uma VPP com volume
corrente maior esta associada a uma diminuicdo da resposta a vasoconstricdo alfa-
adrenérgica e um aumento da vasoconstricdo hipéxica (MENENDEZ et al., 2013). A
vasoconstricdo gerada indiretamente frente a hipoxia € um fenédmeno fisiologico, o
que foi mostrado no estudo citado € um aumento desta resposta frente a ventilagéo
com volumes maiores.

O efeitos deletérios da VPP ndo se restringem a ventilagdo mecéanica
invasiva. Em camundongos neonatos, foi encontrada associagao entre a exposi¢ao
a ventilacdo ndo-invasiva sem hiperoxia e o aumento da reatividade frente a
metacolina, semanas ap0s o0 término da ventilagio (MAYER; MARTIN;
MACFARLANE, 2015).
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Na VPP até alteracbes em parametros como a relacdo entre inspiracdo e
expiracao (I:E) podem gerar efeitos deletérios. Por exemplo, foram encontradas, em
camundongos, uma pior oxigenacao, aumento de citocinas pro-inflamatérias, menor
complacéncia e até mesmo uma maior mortalidade, no grupo com uma I:E maior (as
relacGes foram: 1:1 e 1:2), dentre os animais ventilados com maior volume corrente
do estudo (MULLER-REDETZKY et al., 2015).

Portanto, é possivel entender que a VPP é uma maneira de se ventilar que
apresenta diferencas quando comparada a ventilacdo espontanea. Este tipo de
ventilacdo normalmente acarreta diversos efeitos deletérios. Todavia, este tipo de
ventilacdo é imprescindivel seja na pratica clinica, como em uma UTI (Unidade de
Terapia Intensiva) por exemplo ou em pesquisa de base. Neste tipo de pesquisa a
VPP é importante devido a sua maior precisdo em comparacdo a métodos menos

invasivos, ainda que menos fisioldgico (BATES; IRVIN, 2003).

2.2 VENTILADOR MECANICO

Um ventilador mecéanico para pequenos animais (flexiVent, SCIREQ, Canada)
amplamente empregado em pesquisas de avaliacdo da mecénica respiratoria em
murinos (BURBURAN et al., 2014; HANIFI et al., 2012; MORIYA; MORAES; BATES,
2003; SCHWARTZ et al., 2011; WALKER; KRAFT; FISHER, 2012) é apresentado na
figura 2.
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Figura 2 - Diagrama do ventilador para pequenos animais (flexiVent, SCIREQ, Canada). Um motor
com deslocamento linear controlado movimenta um pistdo que desloca o ar dentro de um cilindro. As
véalvulas controlam o fluxo de ar para as vias aéreas do animal ou para o ambiente externo. PEEP é

presséo positiva de final de expiracdo do inglés "Positive End-Expiratory Pressure”. A/D é o conversor

analdgico digital. ch, e Pcy| s&o o volume e presséo do cilindro, respectivamente. P,, € a presséo na

saida das vias aéreas. V,, e P, s&o o volume e presséo traqueais, respectivamente.

PEEP

Controlador | = = == Feeemcccsceana .-
Valvula Exp.

Valvula Ins.

Motor
Linear

L}
Py ’ Vir

| Qi — ' -----------
A/D <

Fonte: Modificado do manual flexivVent

Este ventilador contém um pistdo controlado computacionalmente. Ele possui
dois transdutores de pressdo que mensuram as pressfes na saida do cilindro e
préximo a abertura das vias aéreas. O volume é calculado de acordo com a posicao
do pistdo e, por fim, o fluxo é basicamente a derivada temporal do volume.

Durante a inspiracdo do animal, a valvula inspiratoria abre-se do cilindro para
o animal concomitantemente ao fechamento da valvula expiratéria para o animal. Ao
exalar o ar, o processo inverte-se, sendo que a valvula inspiratoria abre-se do
cilindro para o ambiente para que ar atmosférico preencha novamente o cilindro,
valendo ressaltar que a expiragdo ocorre de maneira passiva. A valvula expiratéria
esta associada a uma coluna de agua para controle da PEEP, que pode variar de
0 cmH,0 a 12 cmH,0.

O software do ventilador apresenta tracados no tempo da pressao e do
volume constantemente. Entretanto, para o calculo da impedancia e demais
variaveis € preciso utilizar perturbacdes pré-programadas ou mesmo desenvolvé-las.
Estas perturbagbes ocorrem com a valvula expiratéria fechada, ou seja, o animal

deve estar em apneia.
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2.2.1 CALIBRACAO

Quando o pistdo do ventilador move-se afim de realizar a insuflacdo
pulmonar, uma parte do volume de ar € comprimido. Como o volume é calculado por
meio da posicdo do pistdo, o volume entregue ao animal ndo € igual ao volume

calculado, uma vez que sofre uma compresséao caracterizada pela complacéncia do
gas (C,.)-
Aléem disto, ha uma diferenca de pressdo causada pela resisténcia a

passagem do ar pelo sistema (R,,,). Esta diferenca também est4 associada a
inertancia do gas no tubo (1,,) (BATES, 2009).

Logo, para que haja uma compensacao destes fenbmenos, faz-se necessario
realizar uma calibracdo prévia aos experimentos. Primeiramente, realiza-se uma
calibracdo fechada, onde a cénula que serd utilizada no experimento tem sua
extremidade ocluida. Usa-se uma perturbacao quasi-senoidal de frequéncia similar a
da ventilacdo do experimento e volume correspondente a 10% do volume corrente a
ser utilizado (para evitar saturagcéo do transdutor de pressao).

Isto é necesséario para o célculo da compressibilidade do gas, ja que esta

situacdo modela um animal de impedancia infinita. A C_, pode ser calculada

(equacéo 1):
P(t) = Cgés -V (t) (1)

onde P(t) é a pressdo medida no cilindro, V(t) é o volume obtido por meio do

posicionamento do pist&o.

Apbs este procedimento, realiza-se a calibracdo aberta, onde o bisel da
canula encontra-se livre para a passagem do ar. Uma perturbacdo similar ocorre,
com a diferenca de o volume ser equivalente ao volume corrente do experimento.
Agora, simula-se um animal de impedéancia nula. Calcula-se o fluxo descontando a

complacéncia do gas (equacao 2):

Vtr (t) =v (t) - P(t) ' Cgés (2)
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onde V, (t) é o fluxo corrigido, também pode ser entendido como fluxo traqueal.

V (t) é o fluxo medido pelo posicionamento do pistédo e P(t) é a derivada da pressao

medida no transdutor do cilindro e C_ a complacéncia do gas calculada

anteriormente.

Para o célculo da resisténcia do tudo (R,,,) € da inertancia do gas no tubo

ubo

(144) no tubo usa-se na equacao 3:

P (t) =V, (1) Rypo = Vi (1) - 1 s @A)

Os parametros de R,.e 1 desta equagcdo sdo obtidos por analise de

gas
regressdo e V, (t) é a derivada do fluxo no tempo. Estas variveis séo importantes no

calculo (equagéo 4) da presséo traqueal (P, ):

I:)tr (t) = P(t) _vtr (t) ) Rtubo _vtr (t) 1 gas (4)

Logo, a P,(t) consiste na pressdo do cilindro descontada as pressdes

referentes a inertancia e resisténcia (BATES et al., 1997). Isto é possivel, uma vez
gue o produto entre resisténcia e fluxo, assim como o produto entre inertancia e a

derivada do fluxo, geram unidade pressoricas.

2.3 MODELAGEM DO SISTEMA RESPIRATORIO

A mecanica respiratoria pode ser analisada por meio do estudo das pressoes,
volumes e fluxos envolvidos no sistema respiratério. Entretanto, estas medidas néo
distinguem alteracbes de vias aéreas e teciduais. Logo, na maioria das vezes o
estudo da mecanica respiratoria da-se por inferéncia (BATES, 2009).

Modelos tedricos sdo desenvolvidos para representar, simplificadamente,
algum sistema. No caso do sistema respiratorio, estuda-se variaveis de pressao,

fluxo e volume. Conforme a necessidade, sdo acrescidos novos componentes ao
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modelo para melhor representar o objeto de estudo. Por exemplo, as vias aéreas,
em um primeiro momento, séo representadas como um tubo rigido (BATES, 2009).
O processo de se construir um modelo mateméatico a partir do estudo de
entradas e saidas é denominado modelagem inversa (BATES, 2009). O modelo
matematico mais simples a representar o sistema respiratério € o unicompartimental

(equacao 5).

P(t)=E-V(t)+R-V(t) (5)

Este modelo assume que a elastancia do sistema respiratério (E) e a

resisténcia do sistema respiratorio (R) comportam-se de maneira, praticamente,
linear. Além disto, variando o fluxo (V(t)) ou volume (V(t)), a pressdo (P(t)) ira

variar de maneira linear (BATES, 2009).

Em condi¢cdes basais, 0 sistema respiratério apresenta um comportamento
bastante proximo do linear e pode ser modelado como na figura 3. O modelo de um
compartimento prediz que a resisténcia e elastancia sdo independentes da
frequéncia na qual o fluxo ou volume entram e saem dos pulmdes. Entretanto, ha
uma dependéncia em frequéncia, por exemplo, da complacéncia ou resisténcia.
Estas apresentam um decréscimo associado ao aumento da frequéncia respiratéria
(BATES, 2009).

Figura 3 - Representagdo do modelo unicompartimental.

E : elastancia do sistema respiratorio. R : resisténcia do sistema

respiratorio. V(t): fluxo. V(t):volume. P, :presséo relacionada

ao recolhimento elastico.

Fonte: Bates, 2009.
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Além da dependéncia em frequéncia o modelo de um compartimento nao
toma em consideracdo o carater de decaimento exponencial da curva de presséo

por tempo em uma expiracao passiva (figura 4).

Figura 4 - Em a) é apresentado uma curva volume por tempo da expiracdo passiva de cachorros
(linha pontilhada) e o ajuste de uma fungao exponencial (linha continua). Em b) € mostrado o mesmo
experimento, com o ajuste de uma exponencial dupla (linha continua) e as curvas exponenciais

individuais sédo apresentadas como linha pontilhada.

0.24

Volume (mL)
Volume (mL)

S

»

Fonte: Modificado de Bates, 2009.

Para a melhor compreensédo destes dois fendmenos o sistema respiratorio
pode ser modelado como um sistema de dois compartimentos, tomando em
consideracdo o decaimento bi-exponencial (figura 4-b) da curva volume/tempo
(BATES, 2009).

Porém, ainda que o modelo que represente o sistema respiratério como
bicompartimental apresente  novas  perspectivas perante 0o  modelo
unicompartimental, aguele ndo consegue representar o sistema respiratério quando
esta mais heterogéneo ou mesmo em grandes escalas de tempo ou frequéncia.
Com isto, é intuitivo pensa que com o aumento do niumero de compartimentos, o
modelo venha a se aproximar do sistema real (BATES, 2009). Para isto, ferramentas

matematicas associadas a analise espectral, por exemplo, podem ser importantes.
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Estes ndo sdo os uUnicos modelos criados a fim de representar o sistema
respiratorio. Além destes, hd o modelo viscoelastico, por exemplo. No caso do
presente estudo o modelo utilizado foi 0 modelo de fase constante. Este é um
modelo linear, que se utiliza de valores de impedancia para o ajuste de seus

parametros.

2.4 MODELO DE FASE CONSTANTE

Para o bom entendimento do presente topico, faz-se necesséario compreender
0 que é impedancia respiratéria. De forma bastante simplista, pode-se entender a
impedancia como sendo um termo dado a um tipo especial de funcéo. Esta relaciona
saidas e entradas de um sistema. Por exemplo, quando a entrada é corrente elétrica
e a saida é tenséo elétrica, tem-se a impedancia elétrica (BATES, 2009).

No caso do sistema respiratorio, a impedancia tem origem, principalmente,
nas forgas resistivas, elasticas e inertivas que se opdem aos movimentos inspiratério
e expiratorio (CARVALHO; ZIN, 2011).

A impedancia respiratéria normalmente € obtida por meio de técnicas de
oscilagdes forcada (FOT). Estas técnicas fazem-se valer do uso de variacdes de
pressdo ou fluxo a frequéncias determinadas ao sistema respiratdrio e posterior
investigacdo do conteudo espectral do fluxo ou pressao resultantes (PESLIN, 1999).

Um sistema, em Engenharia, é tomado como um conjunto de componentes
capazes de receber uma entrada e prover uma saida. No sistema respiratorio, pode-
se, por exemplo, adotar o fluxo como entrada e a pressdo como saida.

Uma caracteristica do sistema que demonstra que ele esta operando em uma
regido com comportamento linear da-se no fato do sistema respiratorio responder
com uma onda senoidal de pressdo no tempo com mesma frequéncia de uma onda
senoidal de entrada de fluxo. A linearidade € imperativa para a aplicagdo do céalculo
da impedancia (BATES, 2009).

A impedancia respiratéria pode ser calculada da seguinte forma (BATES,
2009) (equacéo 6):

Z<f)=% ©)
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onde Z(f) denota a impedancia respiratoria ja no dominio da frequéncia, P(f) a
transformada em frequéncia da pressdo medida na entrada das vias aéreas e V (f)

é a transformada em frequéncia do sinal de fluxo na entrada das vias aéreas.
Em um estudo com animais (HANTOS et al., 1992) mediu-se a pressao na

saidas das vias aéreas (P,,), assim como a presséo alveolar (P,) (esta por meio de

va

cateter aderido & pleura visceral). Afim de calcular a impedancia de entrada (Z,,,,.,.)

(equagao 7), uma vez que toma como saida a P,,, logo:

Poa ()
Z f)=—22 7
entrada( ) V ( f) ( )
Por sua vez, a impedancia dos tecidos (Z,,..) (equacéo 8) toma como saida

a pressao alveolar:

P.(f)
V()

Ztecidos( f ) = (8)

N&o obstante, no mesmo estudo, foi citado um terceiro modelo para

representar a impedancia das vias aéreas (Zwa) (equacéo 9):

Zwa ( f ) = Zentrada( f ) - Ztecidos( f ) (9)

A impedancia de entrada sera obtida no momento em que o fluxo de ar for
aplicado na abertura das vias aéreas e a pressao resultante for medida (MORIYA;
MORAES; BATES, 2003).

A impedancia das vias aéreas (ed. 10) e do parénquima (tecido) pulmonar
(eq.11) podem ser calculados da seguinte maneira (BATES, 2009; HANTOS et al.,
1992; MORIYA; MORAES; BATES, 2003):

Zwo =R +j-2.7-F-1 (10)
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G-j-H
Z = 11
tecido (2 -f)a ( )

onde « € assim definida (eq. 12):

o= 2 arctan(%) (12)

T

R, € a resisténcia Newtoniana e o | é a inertancia e jé a unidade imaginéaria. G

denota a caracteristica de viscancia, associada a dissipacdo de energia. H
caracteriza o0 armazenamento de energia nos tecido pulmonares (MORIYA;
MORAES; BATES, 2003).

Como a impedancia de entrada pode ser entendida como a soma da
impedancia das vias aéreas e do parénquima pulmonar (eq. 9), ademais, neste
modelo a impedéancia de entrada € a impedancia de todo o sistema respiratorio
temos (eq. 13):

G-j-H

2 7 f)" (13)

Z, =R, +j-2-7x-f-1 +

Este € 0 modelo de fase constante (equacdo 13). Ele foi primeiramente
proposto em 1987 (HANTOS; SUKI; DAROCZY, 1987). Como interpretacéo clinica,
a impedancia respiratéria pode ser compreendida facilmente como uma dificuldade a
passagem do ar. Uma vez que ha um consenso quanto ao fato do volume corrente
(em modalidade controladas a pressao) estar diretamente relacionado a impedancia
respiratoria (CARVALHO; TOUFEN JUNIOR; FRANCA, 2007).

O modelo de fase constante representa matematicamente o sistema
respiratorio. A importancia da impedancia torna-se mais evidente neste momento,

uma vez que o sistema respiratério € modelado com base na impedancia respiratoria

(Z,) medida a cada frequéncia de onda conhecida. Isto €, com base em valores

mensurados da impedancia, é possivel modelar os parametros, a exemplo da
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resisténcia de vias aéreas. Para isto, 0 modelo € ajustado aos valores de

impedancia.

2.4.1 Ajuste do modelo

Os valores de fluxo e presséo foram obtidos por meio de uma perturbacéo de
banda larga composta por um somatorio de senoides gerado através de um
ventilador para pequenos animais (flexiVent, SCIREQ, Canada).

Com os valores de fluxo e pressdo é possivel calcular a impedéancia do
sistema respiratorio. O modelo de fase constante € ajustado a impedancia calculada
por meio de regressdo linear multipla, obtendo-se assim o0s parametros
R, I, G e H(BATES, 2009; MORIYA; MORAES; BATES, 2003). Da mesma

maneira que ha critérios de ajuste em uma andlise de regressdo (PEREIRA, 2010),
ha critérios de aceitacdo para os valores de modelagem.

Uma maneira de se avaliar o ajuste dos dados experimentais ao modelo
aplicado é por meio do Coeficiente de Determinacdo (COD) (eq. 14) (BATES, 2009).
O valor obtido varia de 0 a 1. Na qual, 1 é o ajuste perfeito e 0 denota que o modelo

nao possui relacdo com os valores.

SSR
COD=1-—" (14)

>R-P)

onde P é a pressdo medida, P é a pressdo média do sinal e SSR é a soma dos

residuos quadrados (eq. 15):

SSR=) [P, - BT’ (15)

onde R € a pressao predita pelo modelo.

Quando o valor do COD afasta-se de 1, o ajuste est4d afastando-se do

perfeito. Isto €, os valores medidos ndo se ajustaram a curva que seria predita.
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Abaixo um exemplo de um ajuste do modelo de fase constante a impedancia

calculada (figura 5).

Figura 5 - Exemplo de um ajuste do modelo de fase constante a impedancia calculada. Grafico
superior: parte real da impedancia. Gréfico inferior: parte imaginaria da impedancia. Linhas: modelo

de fase constante.

1 2 3 4 s 8 7 8 9 10 " 12 13 14 15 18 17 18 19 20 2

Frequéncia (Hz)

Fonte: Imagem adquirida durante experimento realizado no laboratério de inflamag&o pulmonar do

departamento de Farmacologia do instituto de ciéncias biomédicas (ICB) da USP

2.5 BRONCOCONSTRITORES

Os conceitos ja apresentados neste capitulo referem-se, basicamente, a
fisiologia respiratéria, VPP e modelagem matematica do sistema respiratorio.
Contudo, torna-se importante apresentar conceitos relacionados a Farmacologia e
desafio do sistema respiratorio para fins de avaliacdo da mecénica respiratoria.

Os neurotransmissores podem ser entendidos como substancias que
transmitem informacfes de um neurénio para outra célula (GUYTON; HALL, 2006).
Esta célula pode ser outro neurénio ou mesmo uma célula muscular. A acetilcolina é

um neurotransmissor que age em receptores nicotinicos e muscarinicos
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(HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 2000). Isto é, receptores do sistema
parassimpatico.

O sistema parassimpético € o responsavel pela liberacdo da acetilcolina no
trato respiratorio (BUELS; FRYER, 2012). Esta liberacdo € um reflexo fisiolégico
autbnomo. Sendo que na respiracdo normal humana ha um estimulo constante do
sistema parassimpatico, sdo as variacbes deste estimulo basal que geram
repercussoes fisiologicas.

A importancia da citagdo dos receptores da acetilcolina reside no fato da
acetilcolina estimular diretamente receptores muscarinicos no sistema respiratorio
(BUELS; FRYER, 2012). A liberacdo da acetilcolina na fenda sinaptica (regido onde
ocorrem as sinapses) sinaliza a musculatura lisa causando broncoconstri¢ao.

A broncoconstricdo € um estreitamento brénquico que pode ser causado
farmacologicamente (KATZUNG, 2012). Este estreitamento € causado pela
contracdo da musculatura lisa presente no trato respiratério, mais especificamente
dos bronquiolos (GUYTON; HALL, 2006), subdivisdbes das vias aéreas (WEST,
2002).

O presente estudo utilizou-se de uma droga agonista muscarinica ndo seletiva
do sistema parassimpatico, a metacolina (MCh). Portanto, ela mimetiza a acdo da

acetilcolina causando, farmacologicamente, a broncoconstrigao.

2.6 CURVA DOSE RESPOSTA

A Farmacologia pode ser definida como o estudo das substancias que
interagem com o0s sistemas vivos por meio de processos quimicos, especialmente
por meio de ligacbes a moléculas regulatérias, ativando ou inibindo processos
corporais normais (KATZUNG, 2012).

Torna-se importante definir este conceito, uma vez que para a avaliacdo da
mecanica respiratéria, muitas das vezes, é necessario desafiar o sistema
respiratorio. Uma das maneiras de realizar este desafio € por meio da utilizacdo de
MCh, seja em humanos (SUMINO et al.,, 2012) ou animais (KIM et al.,, 2015).

Entretanto, ndo basta apenas a aplicacédo de um farmaco. E muito importante

compreender a resposta fisiologica frente & administragdo da droga. Uma vez que ha
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diversos fatores que podem influenciar na resposta frente a aplicacdo de um
farmaco.

O estudo das curvas dose-resposta € uma pratica consagrada na
Farmacologia (HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 2000; KATZUNG, 2012). Uma curva
dose-resposta consiste na avaliacdo do efeito de um farmaco em resposta a
diferentes concentracées do mesmo.

Uma imagem que apresenta conceitos fundamentais acerca do estudo de

uma curva dose-resposta é a figura 6 abaixo:

Figura 6 - Curva dose-resposta em seres humanos normais,
hiperreativos e hipersensiveis. PC20 é caracterizado como a queda de

20% no Volume Expiratério For¢ado no primeiro segundo (VEF,).

MNonmai
Hiperreative {cuna mais acentumdal)

-+ Hiparsensivel | dasvio & esguerda)

Pl

HipHT - Rpoanis e

Grdu i Bronosionstingioe

D 0 Agen e biordocdnilrfitee

Fonte: Adaptado de (LOTVALL; INMAN; O’'BYRNE, 1998)

O PC,, é caracterizado como a queda de 20% do Volume Expiratério Forgado

no primeiro segundo (VEF,) (DELL et al., 2015), portanto em humanos, entretanto os
conceitos apresentados na imagem acima sao importantes para o estudo de curvas
dose-resposta em diversos modelos, incluindo modelo animal (ARANTES-COSTA et
al., 2002; HULBERT et al., 1985; HULBERT; MCLEAN; HOGG, 1985).
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Tais conceitos consistem em hiperresponsividade: "um aumento na facilidade
e grau de estreitamento das vias aéreas em resposta a estimulos broncoconstritores
in vivo" (RUBIN et al., 2002) e esta esta fortemente associado com a asma (LEICK-
MALDONADO et al., 2004; LOTVALL; INMAN; O'BYRNE, 1998; SILVA et al., 2010;
VIEIRA et al., 2011). Hiperreatividade: "intensidade da broncoconstricdo em
resposta ao estimulo, medida pela inclinacdo da curva dose-resposta” (RUBIN et al.,
2002).

Como é possivel perceber por meio da figura 6 e das definicbes acima, a
responsividade esta relacionada com o deslocamento ou desvio a esquerda da
curva, isto € apresentando uma mesma resposta, mas com uma menor dose que 0
normal. A hiperresponsividade pode ser dividida em duas caracteristicas de curva,
sendo o hiper-sensivel o animal ou humano que apresenta o desvio para a esquerda
mas sem variacdo na inclinacdo. Por fim, ha a hiperreatividade e esta encontra-se
relacionada a inclinagdo mais acentuada da curva.

Na prética, é possivel mensurar tanto a sensibilidade quanto a reatividade. A
sensibilidade é o deslocamento a esquerda, logo para interpretar este deslocamento
usa-se um mesmo efeito como base e verifica-se qual a dose necessaria para atingir
tal efeito. Por exemplo, had duas curvas dose-resposta referentes a dois
camundongos, para saber qual é o mais sensivel ou responsivo (caso considere-se
reativo e sensivel) a uma droga avalia-se um mesmo limiar de efeito para os dois e
observa-se qual o animal que necessitou de uma menor concentracdo da droga,
este serad o mais sensivel.

Como limiar de resposta a literatura traz tanto a menor resposta observada
(LEIGH et al., 2002) quando o efeito correspondente a 50% do efeito maximo
(ARANTES-COSTA et al., 2002; HULBERT et al., 1985; HULBERT; MCLEAN;
HOGG, 1985). Caso seja utilizado este ultimo limiar, a concentragdo correspondente
serd chamada de EC,,. Portanto, animais que apresentem EC,,menores sdo mais
sensiveis por apresentarem um deslocamento a esquerda.

A reatividade, como citado, também pode ser mensurada. Como ela consiste
em uma inclinacdo de curva, o célculo desta pode ser realizado por meio da divisdo
da variacdo do efeito pela variacdo da concentracdo. Em geral € calculada dividindo

a variacdo ou delta do efeito maximo (AEfméax) do efeito pelo EC,,(HULBERT et al.,

1985).
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Estes valores por si s6 sdo estudados e de interesse na literatura. Porém,

com eles também é possivel modelar o efeito (Ef ) (HULBERT et al., 1985;

KATZUNG, 2012) de uma droga (equagéo 16):

E. -C

Ef = —=—
C+EC,,

(16)

ondeE, , seria o efeito maximo produzido pela droga em questdo, C € a
concentragéo e EC,, é a concentragéo da droga que produz 50% do efeito méaximo.

Este efeito (Ef ) é influenciado por diversos fatores, como por exemplo: a
administracdo de MCh. A administracao intravenosa (i.v.) mostra uma constricdo
mais homogénea que a MCh inalada em camundongos (JONASSON et al., 2009) e,
em ratos, foi descrito que a MCh inalada tem uma acédo tanto em vias aéreas quanto
em parénquima, enquanto a i.v. tem uma agédo predominantemente em vias aéreas
(PETAK et al., 1997).

Ainda no que concerne o estudo de curva dose-resposta, uma representacao
ou conceito recorrente € o platd obtido na resposta maxima (LEIGH et al., 2002;
LOTVALL; INMAN; O'BYRNE, 1998). Este conceito pode ser inalcancavel em in
vivo, como mostrado por exames de imagem (BROWN; MITZNER, 1998). Logo,
deve haver uma cautela ao estudar uma curva dose-resposta e ter ciéncia do que

pode ou n&o ser extrapolado para uma populagao.
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3 METODOLOGIA
Neste capitulo serdo abordados tdépicos relacionados aos métodos
empregados para obtencdo dos resultados do presente estudo. Estes tdpicos

envolvem desde a preparacdo do animal, consideracdes acerca das variaveis

obtidas até analise estatistica.

3.1 PROTOCOLO DE ASMA

O protocolo de asma modificado (LIGEIRO DE OLIVEIRA et al., 2013)

utilizado pode ser sumarizado com a figura 7:

Figura 7 - Protocolo de asma.

Sensibilizagdo Desafio OVA Desafio OVA
OVA e Al2(OH)3 i.p. intranasal intratraqueal

Comoon ) — ¥ R

I 0 dias 7 dias I E> I 14 dias 21 dias 22 dias 23 dias I

C Grupo controle ) — 1‘ f ‘r * T

Sensibilizagdo Desafio PBS Desafio PBS
PBS i.p. intranasal intratraqueal

Fonte: Diagrama realizado pelo proprio autor.

Os animais foram recebidos ao 21° dia de vida e foram aguardados mais
20 dias, com isto o inicio do protocolo (marco 0) foi ao 41° dia de vida. O grupo OVA
foi formado por camundongos fémeas que foram sensibilizadas com uma injegéo
intraperitoneal contendo 30ug de ovalbumina (OVA) (Grau V, SIGMA, EUA) e 1,6 mg
de Al,(OH); diluidos em solugéo salina. A segunda sensibilizacdo ocorreu no dia 7,
sendo que esta foi realizada com uma injecéo intraperitoneal contendo 50ug de OVA
e 1,6 mg de Aly(OH)3 diluidos em salina

Os animais receberam o antigeno (desafio) por trés vezes (14, 21 e 22 dias

apos o inicio do protocolo). Os dois primeiros desafios foram via intranasal, sendo
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10 ug e 20 pug de OVA respectivamente e o ultimo intratraqueal, sendo administrado
20 ug de OVA.

Os animais do grupo controle foram imunizados e desafiados conforme
descrito, porém sendo utilizado PBS (uma solucdo tampéo, do inglés "Phosphate

Buffered Saline"). Com isto, foram obtidos um grupo controle e um grupo OVA.

3.2 PREPARACAO DOS ANIMAIS

O protocolo deste estudo esta em conformidade com as diretrizes do Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e foram aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas / USP (n° 15

nas fls. 16 do livro 3, 27/03 de 2014).

Camundongos BALB/c fémeas, 9 semanas, sendo 5 do grupo controle
(24,6 £ 1,1g) e 8 do grupo OVA (22,0 £ 1,49) (lavado broncoalveolar: 3,12 + 0,29 vs
15,17 + 0,63 x 10° cel/mm?®, controle e OVA respectivamente) foram anestesiados
com cetamina (144 mg/kg) e xilazina (13,8 mg/kg) por via intraperitoneal.

Quando o animal (figura 8) nao mais apresentava sensibilidade a dor, foi
realizada a traqueostomia e canulagdo com uma canula metdlica 18 G (BD

Company, Brasil), serrada e com o bisel suavizado (figura 9).

Figura 8 - Animal tragueostomizado e com veia jugular dissecada.

Fonte: Imagem adquirida durante experimento realizado no

Laboratério de Fisiopatologia da Inflamacdo do departamento de
Farmacologia do ICB-USP.
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Figura 9 - Canula utilizada na traqueostomia.

Fonte: Préprio autor

Encerrada a tragueostomia, o animal foi conectado ao aparelho de ventilagéo
mecénica para pequenos animais (flexiVent, SCIREQ, Canadd). Em seguida, a veia
jugular direita era dissecada para insercdo de uma agulha com didametro externo de
0,28 mm, inserida a um tubo flexivel de PVC (PTY, Critchley Electrical Products,
Australia) com didmetro externo de 0,61 mm, didmetro interno de 0,28 mm e
comprimento de 10 cm.

Para o bloqueio da musculatura respiratéria, injetou-se brometo de
pancurdnio (1 mg/kg i.p.). Apés a injecdo da dose, aguardava-se 7 minutos para a
efetivacdo do bloqueio da musculatura respiratério e inicio da avaliacdo. Caso o
animal apresentasse sinais de respiracdo espontanea, era realizada uma
suplementacao de 30% da dose de pancurénio.

Antes do inicio da injecdo do PBS, foram realizadas duas manobras de
recrutamento. Cada manobra de recrutamento alveolar apresentava duracdo de 6
segundos e consistia de um aumento pressérico em rampa, partindo do valor da
PEEP até atingir o valor de 30 cmH,0, sendo sustentado até o final da manobra.
Logo apos, o PBS foi injetado pela jugular. Para padronizar, o0 mesmo volume
(500 plI/kg do animal) a ser injetado em cada dose de MCh foi injetado no PBS.

Em seguida, foram realizadas 15 perturbacdes, sendo que cada perturbacéo
foi composta por uma soma de 13 senoides (em Hz): 1, 1,5, 2,5, 3,5, 5,5, 6,5, 8,5,
9,5, 11,5, 14,5, 15,5, 18,5 e 20,5. Estas representam as 13 frequéncias observadas
na figura 5. A impedancia foi calculada nestas 13 frequéncias.

Cada perturbacdo durava aproximadamente 3 segundos. Em cada

perturbacdo, os dados de presséo e volume/fluxo foram adquiridos, a impedancia foi
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calculada para cada frequéncia e o0 modelo de fase constante ajustado. Como foram
realizadas 15 perturbacdes, 15 medidas foram obtidas. Apdés as mensuracdes, o
animal foi ventilado em uma ventilagdo quasi-senoidal por dois minutos com PEEP
de 3 cmH,0 e frequéncia respiratéria de 150 respiracfes por minuto.

As mesmas perturbacdes realizadas no PBS foram realizadas em todas as
doses de MCh: 0,03, 0,1, 0,3 e 1 mg/kg. Entre cada injecdo de MCh, a via de acesso
a jugular foi clampeada a fim de evitar a entrada de doses prévias. A via era aberta
somente no momento da injecdo das doses, isto €, imediatamente antes de realizar
as mensuragoes.

Para a padronizacdo das avaliacbes, foram utilizadas rotinas de
automatizacao proprias do programa de controle do ventilador. Sendo o nimero de
perturbacdes e intervalos, de cinco segundos entre cada perturbacéo, idénticos em
todas as doses. Abaixo encontra-se a figura 10 contendo um diagrama esquematico

de todo o experimento.

Figura 10 - Diagrama do experimento.

2x Manobras
de recrutamento

Anestesia Traqueostomia e PBS MCh MCh MCh MCh
Ventilagio mecanica 0,03 mg/kg 0,1 mg/kg 0,3 mg/kg 1 mg/kg
0 5' 7' 16" 17 20' 22 25' 27 30 32 35' 37 400 41
t G N N N O N
Canulagdo da Mecénica Mecanica Mecanica Mecéanica Mecénica

jugular direita respiratdria respiratdria respiratoria respiratéria respiratoria

15x Perturbagdes)(15x Perturbactes)(15x Perturbacties) (15x Perturbages) (15x Perturbagdes

Fonte: Diagrama realizado pelo proprio autor.
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3.3 VARIAVEIS ESTUDADAS

O modelo de fase constante foi ajustado a impedancia do sistema respiratorio,
segundo a literatura (BATES, 2009; MORIYA; MORAES; BATES, 2003) e os

parametros foram obtidos conforme o fluxograma apresentado na figura 11 abaixo:

Figura 11 - Fluxograma do experimento.

a=1

v

Rn, G, H e I sao obtidos
por meio de regressao

v

"novo a" é calculado
a partirde Ge H

Ultimos valores de
Rn, G, H e I sdo assumidos

lNéo

Rn, G, H e I sdo obtidos
por meio de regressao

v

"novo a" é calculado
apartirdeGeH

Fonte: Fluxograma realizado pelo préprio autor.

Os parametrosR,, G e H foram apresentados graficamente a fim de obter-se

uma melhor compreenséo do estudo.
Foi utilizado o COD como um coeficiente para nortear o ajuste do modelo de
fase constante. Isto €, quanto mais baixo o valor do COD, pior o ajuste do modelo.
Foram comparados os valores de COD em todas as medidas intra dose (PBS,
0,03 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg e 1 mg/kg), isto €, comparacdo entre as 15

medidas em cada momento.
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Apoés esta andlise, foi feita uma comparacéo inter doses do COD em cada
medida da curva. Isto é, comparou-se os valores de COD de cada animal, com ele
mesmo, nas diferentes doses.

Além das variaveis obtidas por meio do modelo de fase constante, utilizou-se

a pressao traqueal (P, ), seja nos seus valores maximo, médio ou minimo durante
uma perturbacdo. A P, é uma pressdo medida ja corrigida de acordo com a

calibracdo, utilizado no calculo da impedancia. Tanto os parametros do modelo

(R,, G e H) quanto os valores de P, foram analisados ao longo das doses e

grupos.

As variadveis para andlise da curva dose-resposta foram: o EC50, a
reatividade e as inclinacdes entre cada dose.

O ECH0 foi calculado por meio de uma rotina computacional implementada
em ambiente de programacdo matematica (Matlab, The MathWorks, EUA). O valor
da dose referente ao efeito 50% (ARANTES-COSTA et al., 2002; HULBERT et al.,
1985) foi encontrada na mesma rotina computacional utilizando sequéncias de logica
computacional.

A reatividade foi calculada dividindo o AEfmax pelo EC50 como mostrado na

equacéao 17 abaixo:

AEfmax
EC50

Reatividade =

17)

Por fim, foram calculadas as inclinacdes (1-4) entre cada dose. Isto €, dividiu-
se a variacdo do efeito pela variacdo de cada dose. Por exemplo, a inclinacéo 1 foi
calculada dividindo o efeito entre a primeira dose e o PBS pela diferenca da primeira
dose e PBS, a inclinacdo 2 utilizou-se a primeira e segunda dose e assim

sucessivamente, como mostrado abaixo nas equacdes 18 a 21.

efeito da primeira dose —efeito do PBS
primeira dose — PBS

Inclinacdo 1= (18)
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efeito da segunda dose —efeito da primeira

Inclinacdo 2= - (29)
segunda dose — primeira dose

Inclinaciio 3= efeito da tercelra dose —efeito da segunda (20)
terceira dose —segunda dose

Inclinacio 4 = efeito da quarta dose —efeito da terceira 21)

quarta dose —terceira dose

Entretanto, para a andlise estatistica ndo foram utilizados os valores
absolutos das inclinagdes ou reatividade, uma vez que teriam unidades diferentes
entre variaveis diferentes. Foram utilizados uma variacdo ponderada para todas as

inclinacdes e para as reatividades, como exemplificado nas equacdes 22 e 23.

A Reatividade — Reatividade OVA — Reatividade Controle (22)

Reatividade Controle

Inclinacdo (1—4) OVA - Inclinacédo (1—4) Controle
Inclinagdo (1-4) Controle

A Inclinacgo (1—4) = (23)

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados de acordo com o teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. Para comparagdo do COD intra dose foi utilizado o teste de
Friedman e como foram muitos grupos a serem comparados nesta andlise de
variancia, ndo foi utilizado Dunns, foi utilizado como pos teste Wilcoxon. Caso
houvesse passado em um teste de normalidade, seria utilizado ANOVA de medidas

repetidas com pos teste de Tukey.
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A comparacao intra mensuracéao foi realizada por meio do teste de Friedman,
com pos teste de Dunns. Significancia estatistica adotada foi de 5%. Por fim, para
exclusao dos outliers, foi utilizado o método de Tukey. A marcacao dos outliers pode
ser feita pelo pacote estatistico utilizado neste estudo (Prism 5, GraphPad Software,
EUA).

Foi realizado um teste de Qui-quadrado para verificar possiveis associacdes
entre doses e as medidas excluidas dentre as cinco primeiras de cada dose. Como
critério de exclusdo utilizou-se um COD de 0,9 e/ou valores de R, negativos.
Também foi apresentado um risco relativo e intervalo de confianca.

Foram realizadas analises de variancia de um fator para comparar a variacao

ponderada (A) da reatividade do R, e todos os P, e dois fatores para:

1) Os parametros (R,, G e H) do modelo ao longo das doses e grupos;

2) Os valores de P, também ao longo das doses e grupos;

3) Valores de EC50do R, e todos os P, nos dois grupos;

4) A variacdo ponderada das inclinacdes 1-4 em porcentagem dos parametros
R, e P,min.

5) A variacdo ponderada das inclinagfes 1-4 dos parametros R, e P, médio.

6) A variacdo ponderada das inclinagdes 1-4 dos parametros R, e P, max.

Como pos teste foi utilizado Bonferroni.
Como o0s grupos possuiam tamanhos diferentes foi necessario encontrar um
desvio padrdo comum em relagdo ao célculo da variacdo ponderada das inclinagdes.

Primeiramente foi necessario calcular o desvio padrdo comum (S,, ,,) referente a

diferenca entre OVA e controle. Para isto, foi utilizada a equacdo 24 (PEREIRA,
2010):

_ 2 _ 2
s, - \/(nl 1)S%a +(n, —1)S?2, 24)
n+n,—-2

onde o n corresponde ao tamanho de cada grupo e o S?x corresponde a variancia

de cada grupo (OVA e controle).
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Porém, na realizacdo da variacdo ponderada (equacdes 22 e 23) a diferenca

foi dividida pelo grupo controle. Logo, para encontrar o desvio padrao comum final (

S...,) faz-se necessario tomar em consideragdo a propagacdo do erro de uma

divisdo. Para isto foi utilizada a equacéo 25 (BALBINOT; BRUSAMARELLO, 2010) :

Syixe = y\/[wj +{@j (25)
p q

onde y € o valor agregado a fung&o, no caso do presente estudo consistiu na valor

variagdo ponderada de cada inclinagéo, u(p) e u(q) séo as incertezas, no caso do
presente estudo € o S,, ,, e 0 desvio padréo do grupo controle de cada inclinagéo,
uma vez que encontrava-se no denominador. Por dltimo, p e q s&@o os valores

meédios. Neste caso, a diferenca absoluta e a média do grupo controle.
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4 RESULTADOS

Os valores referentes ao PBS sé&o utilizados como média e ndo como valor
de pico, a média e erro padrdo dos parametros do modelo de fase constante sédo
apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Média e erro padrdo dos parametros do modelo de fase
constante no PBS.

Controle OVA
Média EP Média EP
Rn (cmH,0.s/mL) 0,281 0,002 0,244 0,001
G (cmH,0. s"%/mL) 3,434 0,011 4,181 0,017
H(cmH,0. s""*/mL) 14,900 0,069 20,350 0,072

Fonte: Préprio autor

Abaixo séo apresentados os comportamentos dos parametros R,, G e Hdo

modelo de fase constante medida a medida em cada dose (figuras 12 a 14). Foram

excluidos apenas 0s animais que apresentaram valores negativos de resisténcia.
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Figura 12 - Comportamento de curva (média e erro padrdo) -R, (Resisténcia newtoniana).

£ Grupo OVA e ® Grupo controle.
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 13 - Comportamento de curva (média e erro padrdo) - G (viscancia). < - Grupo OVA e

® Grupo controle.
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Figura 14 - Comportamento de curva (média e erro padrdo) - H (elastancia). < - Grupo OVA e

® Grupo controle.
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Fonte: Préprio autor.

Quando realizada a analise de variancia de duas vias entre grupo controle e

OVA ao longo de todas as doses, encontrou-se significancia estatistica nas doses,

Nos grupos e interacdo para todas as variaveis obtidas pelo modelo (Rn, G e H).
No pés teste para comparacdo dos grupos (controle e OVA), foi encontrada

diferenca estatistica na ultima dose entre controle e OVA para G e H. Para Rn, foi

encontrada diferenca nas doses de 0,3 e 1 mg/kg entre controle e OVA, como

mostrado na figura 15.



Figura 15 - Comparagéo dos parametros do modelo (R,, G ¢ H) ao longo das doses entre

controle e OVA. Na andlise de variancia, foi encontrado um p<0,05 para grupos, doses e
interacdo para todos os parametros abaixo (média e erro padrdo). No pds teste para

comparacio de grupos, foram encontradas diferencas estatisticas nas doses de 0,3 mg/kg (*)
e 1 mg/kg (#) entre controle e OVA, parao Rn e para G e H foi encontrada diferenca entre

controle e OVA na dose de 1 mg/kg (#).

Rn 3 PBS
101 # 0,03 mg/kg
E3 0,1 mg/kg
D 0,3 mg/kg
/ 1 mg/kg

cmH20.s/mL

3 PBS

E=3 0,03 mg/kg
E3 0,1 mg/kg
M 0,3 mg/kg
1 mg/kg

cmH,0.s%*/mL

£ 0,03 mg/kg
E3 0,1 mg/kg
D 0,3 mg/kg
1 mg/kg

cmH,0.s%*/mL

Fonte: Gréficos realizados pelo proprio autor.

57



58

Quando comparados os valores de COD de todas as medidas intra dose
(PBS, 0,03, 0,1, 0,3 e 1 mg/kg), isto é, comparando as 15 medidas a cada dose,
foram encontradas diferengas estatisticamente significante no grupo controle nas
doses de 0,3 e 1 mg/kg (p = 0,0084 e p=0,0372 respectivamente) e no grupo OVA
nas doses: 0,03, 0,1, 0,3 e 1 (p<0,0036 para todas) (figuras 16 a 20).

No pos teste na dose de 0,03 mg/kg no grupo OVA, foi verificado que a
primeira medida foi significantemente menor que as medidas 4 a 15. A segunda
medida foi menor que as medidas 8,10,12, 13 e 14. A terceira foi menor que as
medidas 6 e 8 a 15. A quarta foi menor que as medidas 8, 10, 12 e 15. Por fim, a
quinta foi menor que a sexta.

Na dose de 0,1 mg/kg no grupo OVA, foi verificado que a primeira medida foi
significantemente menor que as medidas 5,6 e 8 a 15. A segunda medida foi menor
gue as medidas 4 a 8 e 10 a 15 medidas. A terceira foi menor que as medidas 6 a 8,
11 e 14. A quarta foi menor que as medidas 7, 8 e 11.

No pos teste da dose de 0,3 mg/kg do grupo controle, foi verificado que a
primeira, segunda e terceira medidas foram significantemente menores que as
medidas 9 e 14. A quarta foi menor que as medidas 10 e 12 a 14. A quinta foi menor
gue as medidas 10 a 14. No grupo OVA, foi verificado que a primeira foi menor que
as medidas 7 a 15. A segunda, terceira e quarta medidas foram menores que as
medidas 6 a 15. Por fim, a quinta foi menor que 9 a 14 medidas.

Na ultima dose no grupo controle, os valores de COD da primeira e da
segunda medidas foram menores que a décima segunda medida. A quarta foi menor
gue as medidas 11 e 15. A quinta foi menor que a ultima. No grupo OVA, o COD da
primeira medida foi menor que os valores de COD das medidas 6, 9 a 12 e 14 a 15.
O COD da segunda medida foi menor que todas as das demais. Os valores da
terceira medida foram menores que os das medidas 5 a 15. A quarta medida foi
menor que as medidas 8 a 12 e 15. Por fim, a quinta medida foi menor que a

décima quinta medida.
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Figura 16 - Comparacao dos COD no PBS em todas as medidas nos grupos: controle e OVA. Em a)

o grupo controle - Diferenga N&o Significante (NS). Em b) o grupo OVA (NS).
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Fonte: Gréficos realizados pelo préprio autor.
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Figura 17 - Comparacédo dos COD na dose de 0,03 mg/kg em todas as medidas nos grupos: controle

e OVA.Em a) o grupo controle (NS). Em b) o grupo OVA (p=0,0003). No pés teste, foi verificado que

a primeira medida foi significantemente menor que as medidas 4 a 15. A segunda medida foi menor

que as medidas 8,10,12 a 14. A terceira foi menor que as medidas 6 e 8 a 15. A quarta foi menor que

as medidas 8, 10, 12 e 15. Por fim, a quinta foi menor que a sexta.
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Fonte: Gréficos realizados pelo préprio autor.
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Figura 18 - Comparacéo dos COD na dose de 0,1 mg/kg em todas as medidas nos grupos: controle

e OVA. Em a) o grupo controle (NS). Em b) o grupo OVA (p=0,0036). No pés teste, foi verificado

que a primeira medida foi significantemente menor que as medidas 5, 6 e 8 a 15. A segunda medida

foi menor que 4 a 8 e 10 a 15 medidas. A terceira foi menor que as medidas 6 a 8, 11 e 14. A quarta

foi menor que as medidas 7, 8 e 11.
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Figura 19 - Comparacéo dos COD na dose de 0,3 mg/kg em todas as medidas nos grupos: controle
e OVA. Em a) o grupo controle (p=0.0084). No pés teste, foi verificado que a primeira, segunda e
terceira medidas foram significantemente menores que as medidas: 9 e 14. A quarta foi menor que
as medidas 10 e 12 a 14. A quinta foi menor que as medidas 10 a 14. Em b) o grupo OVA
(p<0,0001). No pos teste, foi verificado que a primeira foi menor que as medidas 7 a 15. A segunda,

terceira e quarta medidas foram menores que as medidas 6 a 15. Por fim, a quinta foi menor que as

medidas 9 a 14.
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Figura 20 - Comparacao dos valores de COD na dose de 1 mg/kg em todas as medidas nos grupos:
controle e OVA. Em a) o grupo controle (p=0,0372). Os valores de COD da primeira e da segunda
medidas foram menores que a décima segunda medida. A quarta foi menor que as medidas 11 e 15.
A quinta foi menor que a ultima. Em b) o grupo OVA (p<0,0001). O COD da primeira medida foi
menor que os valores de COD das medidas 6, 9 a 12 e 14 a 15. O COD da segunda medida foi
menor que todas as das demais. Os valores da terceira medida foram menores que os das medidas

5 a 15. A quarta medida foi menor que as medidas 8 a 12 e 15. Por fim, a quinta medida foi menor

gue a décima quinta medida.
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Na comparacdo dos valores de COD inter doses a cada medida, foram
encontradas diferencas nos valores de COD da segunda, quarta e quinta medidas
do grupo OVA (p<0,0427 para todos). Sendo que tanto na segunda quanto na quinta
medida, no pos teste, foram verificados valores de COD estatisticamente menores
na ultima dose em relacdo ao PBS e primeira dose. J4 na quarta medida, além de
terem sido observados valores de COD estatisticamente menores na ultima dose em
relacdo ao PBS e primeira dose, foi encontrada diferenga entre as doses: PBS e
0,3 mg/kg. Abaixo encontram-se as figuras 21 a 30 contendo os graficos de

comparacao em cada medida em todas as doses e grupos.

Figura 21 - Comparacdo dos COD na primeira medida em todas as doses. Em a) grupo controle

e primeira medida (NS). Em b) grupo OVA e primeira medida (NS).
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Fonte: Gréficos realizados pelo préprio autor.
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Figura 22 - Comparacdo dos COD na segunda medida em todas as doses. Em a) o grupo controle

(NS). Em b) o grupo OVA p=0,0395. Diferenca estatistica entre dose de 1 mg/kg e: PBS e dose de

0,03 mg/kg.
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Figura 23 - Comparac¢&o dos COD terceira medida em todas as doses. Em a) grupo controle e

terceira medida (NS). Em b) grupo OVA e terceira medida (NS).
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Fonte: Gréficos realizados pelo proprio autor.
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Figura 24 - Comparacédo dos COD na quarta medida em todas as doses. Em a) grupo controle e

guarta medida (NS). Em b) grupo OVA e quarta medida (p=0,0005). Diferenca entre o PBS e€:

dose de 0,3 e 1 mg/kg e diferenca entre a dose de 0,03 e 1 mg/kg.
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Fonte: Gréficos realizados pelo proprio autor.

Figura 25 - Comparac¢éo dos COD na quinta medida em todas as doses. Em a) grupo controle e
quinta medida (NS). Em b) grupo OVA e quinta medida (p=0,0427). Diferenca estatistica entre
dose de 1 mg/kg e: PBS e dose de 0,03 mg/kg.
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Fonte: Gréficos realizados pelo proprio autor.



Figura 26 - Comparacao dos COD na sexta e sétima medidas em todas as doses. Em a) grupo

controle e sexta medida (NS). Em b) grupo OVA e sexta medida (NS). Em c¢) grupo controle e

sétima medida (NS). Em d) grupo OVA e sétima medida (NS).
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Fonte: Gréficos realizados pelo proprio autor.
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Figura 27 - Comparacao dos COD na oitava e nona medidas em todas as doses. Em a) grupo

controle e oitava medida (NS). Em b) grupo OVA e oitava medida (NS). Em c) grupo controle e
nona medida (NS). Em d) grupo OVA e nona medida (NS).
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Fonte: Gréficos realizados pelo préprio autor.
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Figura 28 - Comparacao dos COD na décima e décima primeira medidas em todas as doses.
Em a) grupo controle e décima medida (NS). Em b) grupo OVA e décima medida (NS). Em c)
grupo controle e décima primeira medida (NS). Em d) grupo OVA e décima primeira medida
(NS).
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Fonte: Gréficos realizados pelo proprio autor.



Figura 29 - Comparacao dos COD na décima segunda e décima terceira medidas em todas

as doses. Em a) grupo controle e décima segunda medida (NS). Em b) grupo OVA e décima

segunda medida (NS). Em c) grupo controle e décima terceira medida (NS). Em d) grupo

OVA e décima terceira medida (NS).
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Figura 30 - Comparacdo dos COD na décima quarta e décima quinta medidas em todas as
doses. Em a) grupo controle e décima quarta medida (NS). Em b) grupo OVA e décima quarta
medida (NS). Em c) grupo controle e décima quinta medida (NS). Em d) grupo OVA e décima
quinta medida (NS).
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Fonte: Gréficos realizados pelo préprio autor.

Na tabela 2 abaixo, encontram-se o numero de medidas excluidas, ou néo,
dentre as cinco primeiras medidas de cada dose dos grupos controle e O. Como
critério, utilizou-se um valor de corte de COD de 0,9 e/ou valores negativos de
resisténcia (dois animais apresentaram valores negativos de resisténcia). Ao realizar
um teste de Qui-quadrado, observou-se significAncia estatistica no grupo OVA
(p=0,0026). Um risco relativo de se apresentar medidas excluidas entre a ultima e

primeira ou segunda doses é de 5,5 e IC: 1,30 - 23,26.
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Tabela 2: Pontos excluidos nas cinco primeiras medidas. Grupo controle: NS. Grupo OVA: p=0.0026.
Risco relativo de apresentar pontos excluidos entre a Ultima e a primeira ou segunda doses: 5,5

(IC: 1,30 - 23,26).

Controle

Pontos excluidos

OVA

Pontos ndo excluidos Pontos excluidos Pontos ndo excluidos

0,03 mg/kg 1 24 2 38
0,1 mg/kg 1 24 2 38
0,3 mg/kg 1 24 3 37
1 mg/kg 0 25 11 29

Fonte: Préprio autor

Como os valores referentes ao PBS sé&o utilizados como média e ndo como

valor de pico, a média e erro padrao das Ptr

max ! médio

e Ptr,,, séo apresentados na

tabela 3.
Tabela 3: Para o0 PBS, média erro  padrdo  das
Ptrméx | Ptrmédio e F>trmin_
Controle OVA
Média EP Média EP
Ptrmin (cmH,0) 2,014 0,007 1,979 0,005
Ptrmédio (cmH,0) 2,955 0,002 3,034 0,003
Ptrmax (cmH,0) 4,154 0,011 4,260 0,005
Fonte: Préprio autor
Nas figuras 31 a 33 sdo apresentados 0sS comportamentos
Ptr., Ptri € Ptr,, medida a medida em cada dose.
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Figura 31 - Comportamento de curva (média e erro padrdo) -Ptr,,. <Grupo OVA e

® Grupo controle.
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Figura 32 - Comportamento de curva (média e

® Grupo controle.
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Figura 33 - Comportamento de curva (média e erro padrdo) -Ptr,,. “Grupo OVA e

® Grupo controle.
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Fonte: Préprio autor.

Na andlise de variancia de duas vias entre grupo controle e OVA ao longo de

todas as doses, encontrou-se significancia estatistica nas doses, nos grupos e

interagao para Ptr;,, Ptr, ., € Ptr ..

No pos teste para comparacdo de grupos, foi encontrada diferenca estatistica

nos valores de Pt Ptr,.«i © Ptr,. nas doses de 0,3 e 1 mg/kg entre controle e

min?

OVA, como mostrado na figura 34.



Figura 34 - Na analise de variancia foi encontrado um p<0,05 para grupos, doses e interacéo

para todas as pressdes (média e erro padrdo). No pos teste para comparacdo dos grupos,
foi encontrada diferenca estatistica nas doses de 0,3 mg/kg (*) el mg/kg (#) entre controle e

OVA, para todas as pressoes.
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Fonte: Gréficos realizados pelo proprio autor.
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Ao comparar o EC50 do Rn, Ptr, Ptr.. € Ptr., foi observado diferenca

estatistica apenas no grupo OVA. No pos teste observou-se 0 EC50 do Rn OVA foi

estatisticamente maior que do Ptr,, e Ptr, ..., (figura 35).

Figura 35 - Comparacdo dos EC50 do Rn, Ptr,,, Pt € Ptrh NOs grupos controle e OVA

(p<0.05 para comparacdo dos parametros e grupos). No pés teste, observou-se que no grupos o

EC50 do Rn foi estatisticamente maior que do Ptr,,, e Ptr.;, .
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Fonte: Gréficos realizados pelo préprio autor.

Comparacédo da variacado ponderada (A da reatividade) entre OVA e controle

em porcentagem, uma vez que foi dividido pelo controle, dos parametros:

Rn, Ptr ., Ptr .. e Ptr... (NS) (figura 36).
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Figura 36 - Comparagdo da variacdo ponderada (A da reatividade) entre OVA e controle em
porcentagem, uma vez que foi dividido pelo controle, dos parametros: Rn, Ptr,, Ptrgic © Pl

(NS)
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Fonte: Gréficos realizados pelo préprio autor.

Foi realizada uma comparagcdo da variacdo ponderada (A) das inclinacdes
1-4 entre OVA e controle em porcentagem, uma vez que foi dividido pelo controle,

do parametros: Rn e Ptr . (figura 37), Rne Ptr (figura 38) e Rne Ptr,,

min médio
(figura 39).

Na analise de variancia observou-se um valor de p significante intra e inter
parametros (Rn e Ptr,. ). No poés teste foi encontrada diferenca entre os valores em
porcentagem do Rn referentes a primeira inclinagdo com a terceira, 0 mesmo

ocorreu com o Ptr .. Ja inter parAmetro, foi observada diferenca estatistica entre
Rn e Ptr .. na Gltima inclinagdo. Nao foi encontrada significancia estatistica na para

Rn e Ptr .. -

Na comparacdo da variagdo ponderada das inclinagcdes entre Rn e Ptr .,
observou-se um valor de p significante intra e inter pardmetros. No poés teste foi
encontrada diferenca entre os valores em porcentagem do Rn referentes a primeira

inclinagdo com a terceira e quarta. Ja inter parametro, foi observada diferenca

estatistica entre Rn e Ptr ., na Ultima inclinagdo.
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Figura 37 - Comparacédo da variacdo ponderada (A) das inclinagbes 1-4 entre OVA e controle em
porcentagem, uma vez que foi dividido pelo controle, dos pardmetros: Rn, e Ptr,, . Na andlise de

variancia observou-se um valor de p significante intra e inter parametros( Rn e Ptr,;,) ao comparar

valores de mudanca entre OVA e controle a respeito das inclinages entre doses. No pos teste foi
encontrada diferenca entre os valores em porcentagem do Rn referentes a primeira inclinacdo com a

terceira, 0 mesmo ocorreu com o Ptr,;, . J& inter parametro, foi observada diferenca estatistica entre

Rn e Ptr,,na tltima inclinagéo.
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 38 - Comparacédo da variacdo ponderada (A) das inclinagbes 1-4 entre OVA e controle em
porcentagem, uma vez que foi dividido pelo controle, dos pardmetros: Rn, e Ptr, i, - Na andlise de

variancia néo foi encontrada significancia estatistica.
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Fonte: Préprio autor.

Figura 39 - Comparacdo da variacdo ponderada (A) das inclinagbes 1-4 entre OVA e controle em
porcentagem, uma vez que foi dividido pelo controle, do parametros: Rn, e Ptr, ., . Na andlise de

variancia observou-se um valor de p significante intra e inter parametros(Rn e Ptr,;,) ao comparar

valores de mudanca entre OVA e controle a respeito das inclinagdes entre doses. No pos teste foi

encontrada diferenca entre os valores em porcentagem do Rn referentes a primeira inclinagdo com a
terceira e quarta. Ja inter parametro, foi observada diferenca estatistica entre Rn e Ptr,4, na Gltima

inclinacéo.
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5 DISCUSSAO

O escopo do presente trabalho é basicamente o estudo do comportamento do
COD, um medidor de ajuste do modelo de fase constante, em uma curva dose-
resposta de camundongos divididos em um grupo com modelo animal de asma e
outro grupo controle.

O modelo de fase constante € ajustado a impedancia respiratoria, portanto
caracteriza-se como um modelo linear (BATES, 2009). Logo € imprescindivel que
este modelo seja aplicado em situagcBes onde o0 sistema respiratorio apresente
comportamento linear (MORIYA; MORAES; BATES, 2003) e para isto ha critérios de
aceitabilidade dos parametros obtidos. O COD, critério de aceitabilidade utilizado
neste estudo, pode apresentar-se baixo, por exemplo, em algumas situacdes:
sedacdo superficial, respiracdo superficial, perturbacdes externas e néo
linearidades.

O presente estudo buscou realizar os experimentos de maneira padronizada,
isto €, com doses de sedativos e bloqueadores musculares suficientes, rotinas
computacionais para as mensuragdes em todos os experimentos e observancia para
com as indica¢gfes do comité de ética. Com isto, a Unica variavel que se alterava ao
longo do experimento era a dose de MCh.

O pico de resposta a MCh pode estar associada a ndo linearidades, uma vez
que a broncoconstricdo esta associada a alteracbes em vias aéreas e parénquima
pulmonar (THAMRIN et al., 2004), em geral causando hiperdistensbes nao
homogéneas (WAGERS et al., 2002).

A observacao per se do COD em momentos que o sistema respiratério ndo se
comporta linearmente, ja € um paradoxo, uma vez que o conceito de impedéancia
respiratoria sobre a qual o modelo é ajustado (BATES, 2009; MORIYA; MORAES;
BATES, 2003), neste momentos, nao faz sentido. O paradoxo reside no fato de que
se os valores de impedancia estao fora de contexto, o ajuste do modelo sera baixo,
entretanto, se 0 sistema respiratorio estiver com comportamento nao linear, o
modelo ndo deveria ser ajustado em primeiro lugar.

Todavia, para a melhor compreensdo da associacdo entre COD e néo
linearidades, faz-se necessario, por exemplo, um estudo acerca deste coeficiente e
um indice de néo linearidade (ZHANG; SUKI; LUTCHEN, 1995).
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Este trabalho buscou a avaliacdo do comportamento do COD ao longo de
uma curva dose resposta em animais controle e com inflamacdo por OVA. Sendo
assim, é possivel, estritamente, avaliar quais 0s momentos em que o0 modelo
apresenta um mau ajuste, demais associagdes com nao linearidades nao foram o
enfoque deste trabalho e poderéo ser feitas futuramente com tratamento matematico
adequado.

Foram encontradas diferengas entre os valores de COD das primeiras
medidas em relacdo as demais (figuras 17 a 20). Estas diferencas ocorreram nas
doses de 0,03, 0,1, 0,3 e 1 mg/kg no grupo OVA e nas duas Ultimas doses
(0,3 e 1 mg/kg) do grupo controle.

Entretanto, mesmo o grupo controle tendo apresentado diferengcas pontuais,
estas ndo corroboraram para com a exclusdo de medidas, neste modelo e nestas
concentragdes. Diferentemente do grupo OVA, que apresentou valores menores que
0,9 de COD (ROBICHAUD; FEREYDOONZAD; SCHUESSLER, 2015). Ao observar,
por exemplo, a segunda medida da figura 20-b, € possivel perceber que, pelo
menos, 50% das amostras neste ponto apresentam um valor menor que 0,9, visto
gue a mediana encontra-se abaixo deste valor.

Além disto, foi encontrada associacdo entre o numero de medidas excluidas
dentre as cinco primeiras e as doses no grupo OVA. Foi observado um risco 5,5
vezes maior de ter pontos excluidos na ultima dose do grupo OVA que na primeira
ou segunda dose do mesmo grupo.

A grande problematica de ter-se encontrado piores ajustes nestes momentos
reside no fato de que estas sdo as medidas relacionadas aos maiores valores de
cada dose. Isto pode ser percebido nas figuras 12 a 14 onde séo apresentados 0s

parametros (R,, G e H) obtidos por meio do modelo de fase constante. No

presente estudo, as medidas da curva dose-resposta de todos os animais e todas as
doses foram adquiridas por meio de uma rotina de automatizacdo do proprio
software de controle do ventilador, sendo que o inicio das mensura¢cées ocorreu
cinco segundos apos a dose ser totalmente injetada.

O proposito da apresentacdo destas variaveis foi mostrar o comportamento da
curva e pico de resposta. O conceito destas variaveis torna-se importante uma vez
que sdo amplamente estudadas (BATES, 2009; HANTOS et al., 1992; MORIYA,;
MORAES; BATES, 2003; SCHWARTZ et al., 2011) e o entendimento que 0 pico
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ocorre nos primeiros valores é crucial para o presente trabalho. Isto €, o pico de
broncoconstricdo ocorreu entre 15 e 30 segundos (BATES et al., 1997, 2012), sendo
estes os valores de maior interesse em uma analise.

Todavia, foi encontrado apenas um estudo que deixou explicito o uso de
algum critério de exclusdo de medidas de pico ou ndo, i.e. COD menor que 0,9
(ROBICHAUD; FEREYDOONZAD; SCHUESSLER, 2015), para valores obtidos por
meio de modelagem matematica. Além deste, no estudo de apresentacédo
(SCHUESSLER; BATES, 1995) do equipamento comercial mais utilizado para
avaliacdo da mecanica respiratoria em roedores (flexiVent, SCIREQ, Canada) séo
apresentados valores de COD. Ainda que neste ndo seja citado um valor de corte
especifico.

A grande maioria da literatura existente, que utiliza avaliacdo da mecéanica
respiratdria em murinos durante curvas dose-resposta a MCh, apresenta somente 0s
valores dos parametros do modelo de fase constante referentes aos picos de
resisténcia newtoniana e omitem os valores de adequacdo do modelo de fase
constante aos dados experimentais (COD) (ARANTES-COSTA et al., 2002; GOMES
et al., 2000; JOHNSTON et al., 2008; LI et al., 2014; LIMJUNYAWONG; MITZNER;
HORTON, 2014). Logo, ndo h& nenhuma garantia que grande parte dos trabalhos
que utilizam o modelo de fase constante ndo apresentem parametros modelados
indiscriminadamente em relacao a adequacao ou ndo do modelo de fase constante.

Entretanto, na impossibilidade de utilizar os parametros obtidos por meio do

modelo de fase constante, o presente estudo prop6s-se a avaliar o comportamento e
diferencas entre as variaveis R,, Ge H e os valores mesurados de pressdo

traqueal.

O uso de valores de pressao podem ser utilizados uma vez que estes ndo sao
modelados e sim medidos e corrigidos. Obviamente, estes ndo traduzem tudo que o
modelo de fase constante pode apresentar. Porém, € melhor apresentar um valor de
pressdo que seja confiavel, ainda que nao haja discriminacdes tais quais vistas por
modelagem. Foram utilizados os valores pressao traqueal minimo, médio e maximo
de cada perturbacdo, a mesma perturbacdo utilizada na modelagem dos
parametros.

Foram comparados cada parametro com as pressdes traqueais minima,

média e maxima ao longo das doses e grupos, com o objetivo de verificar diferencas
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entre grupos. Nesta comparacdo foram utilizados todos os valores, a excecao de
valores de resisténcia negativa, algo matematica e fisiologicamente inconcebiveis.

Logo, entraram na comparacao valores abaixo de 0,9 para simular o que pode
ocorrer em muitos estudos. Vale salientar, que no caso especifico dos experimentos
realizados neste trabalho, caso fosse encolhido excluir os pontos por meio do COD,
nao haveria um numero suficiente para analise. Portanto, fica a ressalva que este
procedimento tem como objetivo mimetizar o que € observado na literatura.
Idealmente, como tem sido discutido no presente estudo, medidas obtidas em
momentos que o ajuste € ruim, ndo deveriam ser utilizadas.

Nesta comparacdo, foram encontradas diferencas nas Ultimas doses
(0,3 e 1 mg/kg) entre controle e OVA para 0 Ry,. Ja para o Ge H a diferenca

estatistica ocorreu apenas na ultima dose (1 mg/kg).

A mesma comparagao foi realizada com os valores de P, (maximo, minimo e

médio) durante uma perturbacdo composta por um somatorio de senoides (mesma
perturbacdo utilizada para a modelagem). Foram encontradas diferencas entre os

grupos nas duas ultimas doses (0,3 e 1 mg/kg) para todos os P, .

Os valores de pressdo sdo alterados ao longo das doses e grupos uma vez
que o volume é fixado e a resisténcia/elastancia aumentam com as doses. Devido
ao aumento da resisténcia/elastancia frente a passagem do ar para um mesmo

7

volume, € observada as alteragdes nos valores de P,. Todavia, ndo had como

precisar ou discriminar o aumento em relacdo a vias aéreas ou parénquima ao
utilizar os valores de presséo.
Nas comparacOes realizadas, foi possivel perceber um padréo similar entre

Rn e os P,. Os valores de Rp, por exemplo, podem ser subestimados ou

superestimados uma vez que foi observado valores baixos de COD préximo ou nas
medidas de pico. O grau de incerteza € maior na ultima dose (1 mg/kg). Portanto,
estas comparacdes servem ao proposito de verificar similaridades entre o
comportamento do P, e o que tem sido realizado na literatura corrente.

Estas comparacdes limitam-se ao padrao das diferengas observadas ao longo

das doses e grupos. Porém, para uma melhor compreensao fez-se necessario

estudar variaveis relacionadas a curva dose-resposta propriamente dita.
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Foi encontrado valores de EC50 maiores no R, que P,min e P,max no grupo
OVA. Isto é, como os valores de pressdo citados (P,min e P,max) foram
estatisticamente menores que 0 Ry ,estes valores de presséo refletem uma maior

sensibilidade para denotar resposta. Por exemplo, caso tivesse sido uma mesma
variavel, porém com animais diferentes, um pardmetro que apresentasse uma
concentracdo da droga menor para produzir um efeito relacionado ao 50% de
resposta estaria relacionado ao animal mais responsivo. Entretanto, como séo
variaveis diferentes nos mesmos animais deve-se entender o efeito
complementarmente, isto €, de acordo com a sensibilidade a mudanca de cada
parametro.

Além do ECH0, estudou-se a reatividade, que por sua vez esta relacionada
com a inclinacdo da curva dose-resposta. Todavia, ndo foi possivel comparar 0s

valores absolutos das reatividades do R, e das P,, uma vez que apresentavam

unidades distintas.
O calculo da reatividade, esta sendo entendida como inclinacdo, é realizado

dividindo variacdo do efeito por variagdo da concentracdo. Logo, as unidades das

reatividades (utilizando Ry, ou P,) dependem das unidades da variagao do efeito de
cada variavel. Portanto, as unidades da reatividade do R, e dos P, s&o diferentes.

Sendo assim, para realizar uma comparacao relacionada a reatividade, os valores
foram relativizados. Para fazer isto, tomou-se a variagdo ponderada intra-animal
para este efeito. O calculo da variacdo ponderada intra animal consistiu na diferenca
entre OVA e controle, dividido pelo controle e apresentado em porcentagem. Com
isto, as comparacdes puderam ser realizadas. Ao comparar esta variacdo ponderada

em porcentagem do R, e dos P, né&o foram encontradas diferengas significantes.

r

Isto &, a variacdo da reatividade entre controle e OVA néo foi diferente para o R, e
os P,.

Entretanto, a reatividade € calculada com base na curva dose-resposta
inteira. Para avaliar o comportamento segmento a segmento da curva, foram
estudadas quatro inclinacdes. A "inclinagdao 1" consiste na inclinacdo entre o PBS e

a primeira dose (0,03 mg/kg). A "inclinagdo 2" é a inclinagdo entre a primeira

(0,03 mg/kg) e a segunda dose (0,1 mg/kg), assim sucessivamente. O célculo de
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cada inclinacdo consistia na variacado da resposta por variacdo da dose e, da mesma
maneira que a reatividade, também foram analisadas as variacfes ponderadas intra-
animal.

Nas comparacdes referente ao R, e 0s P,

tr

minimo e maximo, uma vez que
no P,meédio ndo houve diferencas, foi observada diferenca entre Rye os P, na
dltima inclinagéo. Isto €, referente ao Ultimo segmento da curva, o Rp apresentou
uma variacao ponderada intra-animal muito maior que os P, (figuras 37 e 39).

Em suma, no estudo do EC50, o R, aparentou ser uma variavel menos

sensivel frente a variacdo das concentracdes que a pressédo traqueal. Além disto,
gquando analisado a variagdo ponderada intra-animal da reatividade nao foi
encontrada diferenca entre a resisténcia de vias aéreas e as pressfes traqueais.
Porém, no ultimo segmento da curva dose-resposta a variacdo ponderada intra-
animal foi maior na resisténcia de vias aéreas que nas pressdes. Justamente o

segmento onde ha o maior grau de incerteza do R, uma vez que € 0 momento na

qual é encontrado o maior nimero de perturbacdes com ajuste baixo (Gltima dose,
i.,e. 1 mg/kg). Portanto, ndo h4 como precisar se neste momento 0s valores

observados de R, séo criveis.

Com isto, € possivel perceber que os parametros de pressao traqueal foram
sensiveis para captar mudancas intra e inter grupos, assim como o esperado para
um grupo inflamado e um controle. Mudancas estas similares ao observado em
relacdo a resisténcia de vias aéreas. Em termos de variaveis de andlise de curva
dose-resposta, houve diferencas no que concernia grupo OVA e EC50, por exemplo.
Contudo, a intengdo deste trabalho ndo é encontrar uma variavel que substitua em
todas as nuances um parametro modelado e sim descrever seus comportamentos.

Em termos de substituicdo, € possivel optar pelo uso de valores de presséo
em detrimento aos parametros modelados em momentos em que estes ndo possam
ser utilizados, a exemplo de valores baixos de COD em momentos de extrema
broncoconstricdo. A utilizacdo dos valores de pressdo traqueal é viavel, como
discutido, por ndo serem obtidos por meio de uma modelagem matematica e sim por

mensuragao e correcao.
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Portanto, como o0s parametros R,, Ge H sao obtidos por meio de

modelagem matematica e ndo por mensuracdo direta, o mau ajuste do modelo
significa que os parametros modelados ndo podem ser aplicados na analise da
situacdo em questdo. Ademais, como alternativa é possivel utilizar valores de
pressdo mensurados como variavel de resposta, ainda que estes ndo discriminem

vias aéreas e parénquima.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo de mestrado teve como objetivo a descricdo do
comportamento de um medidor de ajuste do modelo de fase constante, o COD. Este
comportamento foi descrito em camundongos divididos em um modelo animal de
asma e um grupo controle. Além disto, este trabalho teve como principal objetivo
especifico a proposta de uma solucdo para momentos em que o modelo de fase
constante ndo possa ser utilizado. A solucdo apresentada esta relacionada a
utilizacdo de uma variavel mensurada. Portando, ndo adquirida por meio do modelo
de fase constante.

A revisdo de literatura, encontrada no capitulo 2, teve como meta a
explanacdo de topicos da literatura relevantes ao entendimento do assunto a ser
tratado neste texto. Estes tdpicos variaram desde modelagem matematica até
conceitos de Farmacologia. Os capitulos 3 e 4 trataram da metodologia e resultados,
respectivamente. Os resultados foram apresentados de maneira a embasar o que
fora apresentado ao longo da monografia. Por fim, no capitulo 5, foi realizada a
discussédo dos resultados visando cumprir o que foi tracado nos objetivos. Logo,
pode-se concluir que os objetivos propostos no primeiro capitulo foram cumpridos

em sua totalidade.
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