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RESUMO

A Hipertensdo Pulmonar (HP) induzida por monocrotalina (MCT) constitui um quadro fisiopatolégico que envolve varias
alteragdes cardiovasculares e respiratorias importantes. Apesar dos varios estudos ja realizados estas alteragbes permanecem por
serem mais bem caracterizadas, assim como terem seus mecanismos de agao evidenciados. Os objetivos deste estudo foram
avaliar as alteragdes hemodinédmicas e cardiovasculares reflexas de ratos tratados com MCT, bem como as alteragdes
respiratorias e gasomeétricas destes animais. Para tanto, ratos Wistar (220-240 g.) receberam uma injegdo subcuténea unica de
MCT (60 mg/kg) ou o mesmo volume de salina. Apos trés semanas, foram feitos os registros cardiovasculares, respiratorios,
gasométricos e histologia pulmonar. Os resultados mostraram aumento significante na FC média basal dos ratos tratados com
MCT, sem alteragdo nos niveis basais de PAM. Além disso, estes animais apresentaram um aumento significante na frequéncia
respiratoria (FR), volume corrente (VC) e volume-minuto (Vmin). Uma diminuicdo da presséo parcial de oxigénio (PaO,) e da

saturagdo de hemoglobina (Sat Hb) também foi observada nestes animais. Uma importante hipertrofia de VD foi observada no
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grupo MCT. Em relagao aos reflexos cardiovasculares observamos uma atenuagcdo do ganho barorreflexo e uma reducédo das
respostas pressora e bradicardica quimiorreflexas no grupo MCT, além de uma exacerbacéo da resposta bradicardica do reflexo
de Bezold-Jarisch. A avaliagdo do componente autondmico demonstrou um aumento na atividade simpatica no grupo MCT e uma
reducdo da atividade parassimpatica. As anadlises anatomo-patolégicas revelaram um espessamento da camada média das
artérias e arteriolas pulmonares no grupo MCT. Estes resultados nos permitem concluir que o tratamento com MCT induz a um
quadro de HP caracterizado por alteracbes hemodinamicas e cardiovasculares reflexas, além de alteragdes respiratorias. A
disfuncdo autonémica encontrada nesse estudo, caracterizada por atividade simpatica aumentada com atenuacdo da atividade
parassimpatica, tem importante contexto clinico, uma vez que tais achados contribuem como fator de risco aumentado para infarto
cardiaco ou morte subita.

Palavras chave: hipertensdo pulmonar; monocrotalina; reflexos cardiovasculares.
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ABSTRACT

Pulmonary Hypertension (PH) monocrotaline (MCT)-induced constitutes an important patho-physiological state involving several
cardiovascular and respiratory changes. Despite of many studies performed, some aspects remain to be elucidated, as well as,
theirs mechanisms. The aims of this study were to evaluate the hemodynamics and cardiovascular reflexes changes in rats treated
with MCT, as well as the respiratory and gasometrical changes in these animals. In order, male Wistar rats (220-240 g.) received a
single subcutaneous injection of MCT (60 mg/kg) or same saline volume. After three weeks, cardiovascular and respiratory
recordings and gasometrical and pulmonary histology were performed. Our results showed a significant increase in the basal mean
heart rate (HR) in rats treated with MCT, without changes in the basal levels of mean arterial pressure (MAP). Moreover, these
animals showed a significant increase in respiratory frequency (RF), tidal volume (Vt) and in the volume-minute ventilation (Vmin).
Reduction in the oxygen partial pressure (PaO;) and the hemoglobin saturation were also observed. An important hypertrophy of
RV was found in the MCT group. In relation to cardiovascular reflexes, we observed attenuation of the baroreflex gain and in the
pressure and bradicardic responses of the chemoreflex in MCT group, besides an exacerbation of the bradicardic response of the
Bezold-Jarisch reflex. The evaluation of the autonomic component showed an increase in the sympathetic activity in the MCT group
and a reduction of the parasympathetic activity. Anatomo-pathological analyses revealed an increase of the thickness of the medial
layer of the pulmonary artery and arterioles in MCT group. These results allow us to conclude that treatment with MCT induced a

PH state characterized by hemodynamic and cardiovascular reflexes changes, besides of the respiratory adjustments. The
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autonomic dysfunction found in this study, characterized by an increase of the sympathetic and attenuation of the parasympathetic
activities plays an important clinical significance, considering that these findings contribute as a risk factor increased for cardiac
infarction or sudden death.

Keywords: pulmonary hypertension, monocrotaline, cardiovascular reflexes.

INTRODUGAO

A Hipertensdo Pulmonar (HP) é uma complicagdo comum das doengas cardiopulmonares. E definida como aumento na presséo arterial média
pulmonar acima de 25 mmHg em repouso, ou >30 mmHg ao exercicio (Rich et al., 1999). Apesar da etiologia diversificada, todos os pacientes com HP
cronica apresentam mudangas estruturais na vasculatura pulmonar, caracterizada por destruicdo e estreitamento progressivo dos vasos sanguineos
pulmonares, hipertrofia ventricular direita, e em longo prazo, faléncia ventricular direita (D’Alonzo et al., 1991; Klinger e Hill, 1991). Nas fases mais
avangados da doenga, o aumento da pressdo na artéria pulmonar provoca uma sobrecarga de trabalho para o coragdo que pode conduzir a insuficiéncia
cardiaca (Newman et al., 2004). A simples presenga de HP, na vigéncia de qualquer cardiopatia ou pneumopatia, esta associada a um prognéstico pior e
aumenta o risco de eventuais intervencdes terapéuticas (Peacock, 2003).

A HP ocorre mais em mulheres que homens (2:1), ttm uma idade média no diagndstico aos 36 anos, e é usualmente fatal em 3 anos se nao tratada.

Entretanto, tratamentos modernos tém melhorado acentuadamente a fungao fisica e aumentado a sobrevivéncia dos pacientes (Newman et al., 2004).
Até 1998, a doenga era classificada em dois grupos: Hipertensdo Pulmonar Primaria, quando ndo se conhecem as causas subjacentes a

doenca; e Hipertensdo Pulmonar Secundaria, quando se conhece pelo menos uma causa para a ocorréncia da doenca. Em 1998, a Organizagdo Mundial de
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Saude (OMS) criou um sistema uniforme para definir os diferentes tipos de HP, tendo estabelecido cinco grupos principais, baseados em critérios
fisiopatolégicos (ANEXO 1), a saber: HP arterial, HP venosa, HP associada com disturbios respiratérios e/ou hipoxemia, HP resultante de doenga trombdtica
e/ou embodlica crénica, e HP resultante de desordens que afetam diretamente a vasculatura pulmonar (Rubin et al., 2004). Os pacientes com HP podem
também ser classificados de acordo com a habilidade em desenvolver suas atividades (ANEXO Il) (Nauser e Stites, 2001).

O endotélio tem um importante papel na fisiopatogenia da HP, uma vez que, quando lesado, exibe uma pronunciada tendéncia a vasoconstricao e
trombose, com aumento da produgao de fatores pré-coagulantes e diminuigdo de substancias anticoagulantes (Larumbe e Escoboza, 1994); uma maior
expressao local de citocinas envolvidas na regulagdo da proliferagcao muscular lisa e produgdo de matriz extracelular (Lopez-Barneo et al., 1993); um
aumento da adesividade do endotélio devido ao aumento de moléculas de adesao e secregcédo de substancias vasoconstritoras, com consequente aumento
do tdnus vascular, além da diminuicao da produg¢ao de prostaciclina e de fator relaxante derivado do endotélio. O resultado seria um aumento da pressao
arterial pulmonar, o que, devido ao aumento das forcas de estresse sobre a parede vascular, serviria também para provocar maior dano ao endotélio,
juntamente com outros fatores associados, tais como acidose e aumento de radicais livres (Loscalzo, 1992). Além disso, a destruicdo de um grande numero
de arteriolas pulmonares, evidenciado na HP, reduz a area de secgao transversal do leito vascular pulmonar, produzindo assim um aumento permanente da
resisténcia vascular pulmonar, e uma hipertensédo pulmonar definitiva (Rich, 1999). Outros mecanismos ligados a génese da doencga incluem: alteragées do
ténus vascular pulmonar com vasoconstricgdo pulmonar por hipdxia; proliferagdo celular e alteragcdo da matriz com remodelamento vascular pulmonar;
ativagao plaquetaria com expressdes aumentadas de serotoninas livres circulantes; condi¢cdes inflamatérias e mutagbdes genéticas (Barreto et al., 2005).

Em vista dos mecanismos descritos, fica claro que a HP é uma sindrome cujo inicio e progressao se processa de maneira diversa, uma vez que nao
€ possivel imaginar o mesmo mecanismo para explicar a vasoconstricdo e o remodelamento vascular em todas as formas de HP. Além disso, mesmo se
considerarmos uma Unica forma da doenga, os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos podem variar de acordo com a fase evolutiva (Rubin et al., 2004).

Considerando os achados clinicos da HP, um dado importante se refere ao aumento da pressao sistélica do ventriculo direito (VD), hipertrofia e

dilatacdo ventricular direita, com progressiva reducdo do rendimento cardiaco. A demanda miocardica de oxigénio para o ventriculo direito também se
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apresenta aumentada nessa condi¢ao, com diminuicdo do fluxo sistélico a artéria coronaria direita devido as elevagdes na pressao do VD (Weitzenblum et
al., 1983). Embora o ventriculo esquerdo ndo seja diretamente comprometido, a progressiva dilatagdo do VD pode prejudicar seu desempenho devido a

interagcdes com o septo interventricular (Louie et al., 1995; Nootens et al., 1995).

Com relagao as alteragbes vasculares pulmonares encontradas na HP, a diminuicdo da saturacao arterial de oxigénio pode
ser encontrada, bem como policitemia. Outros achados incluem hipoxemia leve a moderada (média de PaO2 = 72+16 mmHg) e a
radiografia toracica pode mostrar um aumento da artéria pulmonar principal e seus ramos principais, com afilamento acentuado
das artérias periféricas. Em alguns pacientes, a realizagdo de espirometria pode denotar volumes residuais aumentados e

ventilagdo voluntaria maxima reduzida (Rich, 1995).

Varios investigadores tém procurado estudar os mecanismos fisiopatologicos da HP. Temos observado que a maioria destes estudos é realizada em
humanos, embora existam varios modelos experimentais para indugao da HP. Estes estudos experimentais, por sua vez, mostram principalmente as
alteracdes morfofuncionais da HP a despeito de uma adequada avaliagdo dos mecanismos funcionais que possivelmente estdo alterados em relagdo aos
sistemas cardiovascular e respiratério. Desta forma, um dos objetivos deste estudo foi caracterizar estas alteragdes funcionais em um modelo experimental,
a fim de que os mecanismos fisioldgicos envolvidos possam ser evidenciados, uma vez que alguns dos parametros relatados nos estudos em humanos nao
necessariamente se aplicam ao animal experimental, como por exemplo, as manobras de esforgo respiratério.

Modelos experimentais para inducdo de doencas cardiopulmonares tem sido extensivamente relatados na literatura cientifica, fornecendo
informacdes Uteis referentes ao entendimento dos mecanismos fisiopatologicos que irdo tipificar as diversas doengas. Os modelos de doengas pulmonares
mais investigados incluem: bronquite, por inalagdo de agentes poluentes, fumacga de cigarro, diéxido sulfurico ou endotoxinas (Nikula e Green, 2000); asma /
alergia, por exposi¢cao a gases nocivos como didxido sulfdrico (Drazen et al., 1999); doenca pulmonar obstrutiva crbnica, por instilacdo de elastase, inalacao

de agentes nocivos ou modelos geneticamente modificados (Fehrenbach, 2003); enfisema pulmonar, através de instilagéo intra-traqueal de papaina (March
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et al., 2000), ou por injecao intravenosa de tripsina (Reichart et al., 1992) e fibrose intersticial e infecgdes pulmonares (Fehrenbach, 2003). Esses estudos
provéem uma referéncia importante para a selecdo de modelos animais apropriados de doencas cardiopulmonares, e identifica ndo somente suas
similaridades fisiopatoldgicas e/ou diferengas em humanos, mas também sua utilidade potencial nos estudos de investigagcao de condutas terapéuticas.

Considerando-se o elevado indice de mortalidade em pacientes com hipertensdo pulmonar, modelos experimentais que resultem em alteragdes,
tanto morfo-histolégicas como fisiolégicas destes pulmdes, mimetizando as alteragbes encontradas neste tipo de paciente, revestem-se de extrema
importancia.

Os principais modelos experimentais de estudo que induzem a um quadro de Hipertensdo Pulmonar incluem a hipéxia cronica (Stenmark et al., 1985;
Voelkel, 1986; Weir e Archer, 1995), lavado bronco-alveolar com conseqtiente deplecao de surfactante (Fehrenbach, 2003), modelo mecanico de obstrugédo
de via aérea superior para indugao de Cor pulmonale (Mauad e Waichert, 2004) e indugéo por lesdo quimica pela monocrotalina. Em se tratando do presente
estudo, utilizamos o modelo experimental de Hipertensao Pulmonar induzido pela Monocrotalina.

A Monocrotalina (MCT) é um alcaloide téxico extraido da semente da espécie Crotalaria. Apesar da intoxicagdo com MCT ter sido utilizada como
modelo de hipertensdo pulmonar desde 1961, o mecanismo pelo qual a MCT causa toxicidade pulmonar ainda nado esta bem determinado (Wilson et al.,
1992). Estudos recentes apontam um desequilibrio entre os fatores contrateis derivados do endotélio e fatores relaxantes, com elevada produgédo de
endotelina (ET-1) enddgena (Morita et al., 1996; Frasch et al., 1999; Jasmin et al., 2003), além de déficit na biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) bioativo
(Mathew et al. 1997).

Quando administrada sistemicamente, o leito arterial primeiramente encontrado pelo metabdlito é a circulagdo pulmonar, lesando assim,
preferencialmente, o endotélio arterial pulmonar (Lafranconi e Huxtable, 1984; Yan e Huxtable, 1996). Como resultado da lesdo, um animal tratado com MCT
exibe alteragbes vasculares pulmonares iniciando com um edema sub-intimal leve nos capilares do septo interalveolar e paredes dos ductos alveolares
(Taylor et al., 1997). Essas alteragbes progridem para vasculite proliferativa e, subsequentemente, cor pulmonale e hipertensdo pulmonar (Meyrick e Reid,

1982; Wilson et al., 1989), caracterizado por um aumento na resisténcia arterial pulmonar e hipertrofia de ventriculo direito (Meyrick e Reid, 1982; Bruner et
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al., 1983; Van Suylen et al., 1997). Outros achados apds a administracdo de MCT incluem edema pulmonar (Sugita et al., 1983; Bruner et al., 1983),
aumento nas células intersticiais (Bruner et al., 1983) e hipertrofia da camada média do musculo liso vascular (Meyrick e Reid, 1982; Suylen et al, 1998).
Achados pulmonares tais como edema intersticial, inflamagao, hemorragia e fibrose também foram encontrados, bem como infiltrado inflamatério alveolar

(Stenmark et al., 1985; Wilson et al.,1989).

Por essas caracteristicas, esse alcaldide tem sido usado como um modelo para explorar o processo de hipertensao
pulmonar e a resultante hipertrofia cardiaca, assim como auxiliar no entendimento de fatores que contribuem para a progressao da
doenca e na identificagdo de novas formas de tratamento da HP.

Apesar de varios estudos enfocarem as alteragdes cardiovasculares e respiratorias que ocorrem na HP, alguns aspectos
ainda permanece por serem esclarecidos. Dentre eles destacam-se possiveis alteracbes nos mecanismos de regulagcdo da PA,
bem como a investigag&o dos ajustes respiratorios até mesmo para um melhor manejo dos pacientes acometidos por esta doenca.

A regulagao efetiva da pressao arterial € o resultado da ativacdo de sistemas de retroalimentacdo que operam a curto e em
longo prazo. O principal mecanismo de controle em curto prazo € desempenhado pelos reflexos que sado originados nos

barorreceptores arteriais e nos receptores de estiramento da regido cardiopulmonar (Shepherd e Mancia, 1986).

Os ajustes reflexos ocorrem principalmente através da ativagdo dos barorreceptores aérticos e carotideos que transmitem informagdes ao sistema
nervoso central (SNC). As aferéncias provenientes dos barorreceptores arteriais para o SNC e as eferéncias autonémicas que partem deste para o coragao e
vasos sanguineos, constituem um mecanismo de retroalimentagéo, o qual permite a regulagdo da presséo arterial (PA) batimento-a-batimento (Jacob et al.,

1986, 1988).
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Em condi¢des normais, a pressdo arterial média no homem, assim como em mamiferos usados na experimentacdo animal, € mantida dentro de
estreitos limites, assegurando uma perfuséo ideal para todos os tecidos. Para isso, as variaveis hemodinamicas, tais como o débito cardiaco e a resisténcia

periférica sdo continuamente ajustados por mecanismos reflexos a fim de manter a pressao arterial com a menor variagéo possivel (Spyer, 1990).

O barorreflexo € 0 mais conhecido dos mecanismos neurais para o controle da PA. Este reflexo promove sua agao sobre a
regulacdo da PA por meio de mecanorreceptores localizados nas paredes do arco aértico e do seio carotideo. Estes receptores
sao sensiveis as alteracdes de tensdo produzida na parede dos vasos pelas ondas de pressao sistolica ou por elevagdes subitas
da PA (Brown, 1980; Spyer, 1990). A ativagdo destes receptores gera potenciais de agao, os quais sdo transmitidos ao SNC por
meio de aferéncias baroreceptoras que caminham juntamente com os nervos vago e glossofaringeo. Quando ocorre um aumento
subito da PA, a consequente ativacdo do barorreflexo promove simultaneamente uma elevacado da atividade parassimpatica ao
coragao e uma diminuigao da atividade simpatica, tanto para os vasos de resisténcia, quanto para o coragao (Spyer, 1990). Isso
resulta em bradicardia, reducdo da contratilidade cardiaca, reducédo da resisténcia vascular periférica e consequentemente, uma
diminui¢do do deébito cardiaco e da PA. Em contrapartida, a queda da PA é compensada por um decréscimo na descarga aferente
barorreceptora, promovendo alteragdes exatamente opostas as acima descritas para os componentes autonédmicos (Brown, 1980;
Michelini, 1989).

Assim, por ocasionar o controle da frequéncia cardiaca e da pressao arterial, o barorreflexo prové uma poderosa regulagéo
de feedback negativo, batimento-a-batimento da pressao arterial sanguinea que minimiza as flutuagdes na pressdo.  Assim

como o diagnaostico e tratamento da hipertensao arterial focados no nivel basal da pressdo sanguinea determinam grande redugéo
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da morbidade e mortalidade da populagao, a variabilidade momento a momento da pressao arterial por si, cujo controle é fungao

do barorreflexo, é também de importante significado clinico.

Um outro reflexo cardiovascular que desempenha importante fungdo no controle da PA é o reflexo de Bezold-Jarisch (B-J), um epbénimo para uma
triade de respostas cardiorespiratorias (apnéa, bradicardia e hipotensdo) promovidas pela injecéo intravenosa de alcaldides do Veratrum em animais
experimentais. A observacao foi primeiramente reportada em 1867 por Von Bezold e Hirt e confirmada em 1938-1940 por Jarisch. A triade de respostas &
mediada por nucleos localizados no tronco cerebral que controlam a respiragédo, a freqiéncia cardiaca e o tdbnus vasomotor, a partir de informagdes
transmitidas através de aferentes vagais cardiacos (Aviado e Aviado, 2001). Este reflexo possui receptores localizados em diferentes estruturas da regido
cardiopulmonar, incluindo atrios, ventriculos, vasos e parénquima pulmonar (Kappagoda et al., 1972; Thorén, 1980). Sao receptores de baixa pressao, sendo
mais sensiveis as mudancgas de pressdo diastdlica final do VE, em contraste com os barorreceptores aodrticos e carotideos que séo receptores de alta

pressao.

Possuem terminagdes mecano-sensitivas e quimio-sensitivas, sendo que o reflexo B-J pode ser facilmente evocado
experimentalmente por inje¢cdes de 5-hidroxitriptamina (5-HT) ou fenilbiguanida (FBG) (Meyrelles et al., 1994; Mark e Mancia,

1994; Ustinova e Schultz, 1994a).

Finalmente, o sistema de quimiorreceptores arteriais periféricos também faz parte da primeira linha de controle da pressao arterial. As células
quimiosensiveis estdo localizadas em uma estrutura denominada corpusculo carotideo, bilateralmente, na bifurcagdo carotidea. Estes corpusculos sao
irrigados por uma pequena artéria, a qual se origina na parte interna desta bifurcacdo, permitindo o seu intimo e continuo contato com o sangue arterial. As
células do corpusculo s&o divididas em 2 tipos: células tipo | ou glomus e células tipo Il ou de sustentacdo. As células do tipo | sdo mais numerosas no
corpusculo carotideo e sdo responsaveis pela quimiotransducdo (Lopez-Barneo et al., 1993). Estas células contém granulos citosdlicos contendo

catecolaminas, secretam dopamina e outros possiveis neurotransmissores em resposta as alteragées da composigao dos fluidos corporais, e estabelecem,
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morfologicamente, sinapses com terminagdes aferentes do nervo do seio carotideo. Quando ocorrem alteragdes da PaO2, PaCO2 ou pH, essas células sao
excitadas e liberam um neurotransmissor que ira estimular as terminagées do nervo do seio carotideo transmitindo sinais nervosos para o SNC (Gonzalez et
al., 1992).

Ativagdo dos quimiorreceptores periféricos resulta em ajustes ventilatérios que se caracterizam por aumento no volume corrente, na frequéncia
respiratéria e no volume-minuto, exercendo, portanto, um importante papel no controle reflexo da ventilagao (Daly et al., 1965).

Estudos anteriores (Mauad e Machado, 1998; Franchini e Krieger, 1999; Amaral 1999, 2004; Haibara et al., 2002) tem mostrado que a estimulagdo
do quimiorreflexo perifericamente com cianeto de potassio em ratos ndo-anestesiados promove respostas pressora e bradicardica, caracterizando-o como
um reflexo cardiovascular excitatério. Estudos de Haibara et al. (1995) mostraram ainda, utilizando bloqueadores autondmicos seletivos, que estas respostas
séo ativadas de forma independente, uma vez que o pré-tratamento com prazosin (antagonista seletivo dos receptores a-1) atenuou a resposta pressora sem
alterar a resposta da bradicardia. Dessa forma, o papel fisiolégico dos quimiorreceptores periféricos esta relacionado a promocgéo de ajustes ventilatérios e
cardiovasculares no sentido de proporcionar a manutengdo da composi¢do quimica do sangue em niveis ideais, bem como uma pressado de perfusédo
sanguinea adequada para todos os tecidos.

Além das respostas ventilatérias e cardiovasculares, a estimulagao dos corpos carotideos produz também alteragdes comportamentais autonémicas
(defesa, piloeregao, dilatagdo pupilar) em animais acordados, demonstrando assim que as areas de defesa também sao ativadas por estimulagdo
quimiorreflexa (Lanfranchi e Somers, 2002).

A extensa quantidade de estudos disponiveis na literatura sobre os reflexos cardiovasculares demonstra a importancia destes mecanismos neurais
sobre a regulagdo da PA, tanto em condigbes de normotensdo como nas mais variadas formas de hipertensdo experimental e clinica. No entanto, ndo ha
disponivel na literatura, estudos que tenham avaliado a funcdo destes mecanismos reflexos neurais na hipertensdo pulmonar experimental. Assim, o
presente estudo se justifica por ser a Hipertensdo Pulmonar uma das doengas vasculares mais graves, com alto indice de mortalidade e pela escassez em

literatura, de pesquisas experimentais referentes aos sistemas cardiovascular e respiratorio.
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Geral:

OBJETIVOS

Estudar as alteragbes cardiovasculares e respiratorias de ratos com hipertensao pulmonar induzidas pela monocrotalina.

Especificos:

Avaliar as alteragdes hemodinamicas decorrentes da hipertensao pulmonar induzida por monocrotalina em ratos;

Avaliar as respostas cardiovasculares reflexas (Barorreflexo, Reflexo Bezold-Jarisch e Quimiorreflexo) de ratos com hipertensdo pulmonar induzidos
pela monocrotalina;

Avaliar os efeitos da hipertensao pulmonar induzidas por monocrotalina sobre o sistema respiratorio e gasometria de ratos;

Avaliar os efeitos da hipertens&o pulmonar induzida por monocrotalina sobre os componentes autonémicos cardiacos;

Estudar as alteragdes anatomopatoldgicas da vasculatura pulmonar de ratos tratados com monocrotalina.

MATERIAL E METODOS

1.0 — Local

Este estudo foi realizado no Laboratério de Regulagdo Central do Sistema Cardiovascular, do Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Fisioldgicas,

na Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).
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2.0 — Animais Experimentais
Foram utilizados ratos Wistar provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Espirito Santo, com peso padronizado entre 220-240g. Os
animais foram mantidos em caixa de polipropileno, com controle de claro/escuro (12/12h), com livre acesso a agua e a ragédo balanceada (Bio Base - BioTec

9301, Aguas Frias, SC). Todos os experimentos foram desenvolvidos respeitando-se as normas de protegéo aos animais.

3.0 — Anestesia
Previamente as cirurgias, os animais foram submetidos a anestesia com hidrato de cloral (10% IP) para cateterizacédo da veia e artéria femoral, veia

jugular e artéria carotida.

4.0 — Tratamento dos animais para indugao da Hipertensao Pulmonar

A Hipertensdo Pulmonar experimental foi induzida através de uma unica aplicagdo de Monocrotalina (Crotaline; Sigma Chemical Co), injetada de
forma sub-cutanea, na dose de 60 mg/kg/ml. A MCT foi inicialmente dissolvida em 1 N de acido cloridrico (HCI). A seguir, o pH foi corrigido para 7,4 com uma
solugdo de NaOH 0.5N. Uma vez dissolvido, o volume da solugéo foi ajustado para 7 ml com salina. Os experimentos nesses animais iniciaram-se 3
semanas apos a aplicagdo da MCT, periodo necessario para a instalagdo da hipertensédo pulmonar. Um grupo distinto de ratos foi utilizado como controle, e
recebeu uma injegdo sub-cutanea de salina (= 0,2 ml), 3 semanas antes do inicio dos experimentos.

Com a finalidade de acompanharmos a evolugéo do peso corporal dos animais, estes foram pesados no inicio do tratamento, isto €, no momento em

que receberam a injegao de MCT ou salina, e apos a 12, 22 e 3% semanas.
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5.0 - Cateterizagao da veia e artéria femoral

Sob anestesia por hidrato de cloral, os animais foram submetidos ao implante de uma canula na aorta abdominal, acessada através da artéria
femoral esquerda, para permitir os registros cardiovasculares. Também foi inserido um catéter na veia cava inferior através da veia femoral, para
administragdo de drogas, de acordo com cada protocolo experimental. As extremidades livres foram direcionadas, sob a pele no dorso do animal, por meio
de um trocater, até a regiao médio-cervical posterior, onde, por meio de nova incisédo, os cateteres foram exteriorizados e fixados por meio de fio de sutura.
As canulas utilizadas para cateterizagéo foram de polietileno, com duas partes soldadas entre si: PE-50 (CPL Medical’s — Sao Paulo, Brasil) + PE-10 (Portex,
USA). Estas foram preenchidas com solucgao fisioldégica (0,9%) previamente a cateterizagdo. Apds a cirurgia, os animais foram colocados em caixas
individuais, para permitir sua recuperagdo com agua e ragao ad libitum. No dia seguinte, antes do inicio dos registros, as canulas foram heparinizadas
(Liqguemine, Roche, Rio de Janeiro, Brasil) (1:50) para evitar a formagao de coagulos durante o periodo de registros.

6.0 — Registro direto da pressao arterial e da freqiiéncia cardiaca

Para os registros de Pressao Arterial Pulsatil (PAP), Pressao Arterial Média (PAM) e Frequéncia Cardiaca (FC), a canula arterial foi conectada a um
transdutor de presséo (Spectramed-Statham, P23XL, Oxnard, EUA), que por sua vez estava acoplado a um poligrafo (Hewlett Packard 7754B System de 4
canais) acoplado a um computador e a um sistema computadorizado de registros (BIOPAC). Para estes registros foi utilizada uma freqiiéncia de amostragem

de 200 Hz. A PAM e a FC foram obtidas a partir dos sinais de PAP.

7.0 — Registro pletismografico de corpo inteiro
A técnica de pletismografia de corpo inteiro consiste de uma camara acrilica, transparente, hermeticamente fechada, com volume de 2.095 ml, onde
0 animal é colocado (Figura 1). Esta cAmara foi conectada a um transdutor de alta sensibilidade (modelo 270 — medical group HEWLETT PACKARD RANGE

4002° 1734 AO2988), conectado a um poligrafo de 4 canais (HEWLETT PACKARD 7754B SYSTEM), acoplado por sua vez a um sistema computadorizado



RESULTADOS 67

de registros (BIOPAC), para permitir os registros das variagdes de pressao dentro da caAmara, bem como da freqiéncia respiratéria. A calibragdo do sistema
foi feita através de uma seringa de 1 ml conectada a camara pletismografica, onde injecbes de 0,1 e 0,2 ml foram feitas com o objetivo de se registrar as
alteracdes de pressao dentro da cAmara, as quais foram utilizadas nos calculos dos volumes respiratorios.

A canula arterial do animal foi exteriorizada da camara através de um orificio na parede superior da mesma, o qual permaneceu preenchido com
vaselina para assegurar o isolamento da cadmera. A canula arterial foi conectada ao poligrafo HEWLETT PACKARD e ao sistema de aquisicdo de dados
BIOPAC, de forma que os registros de PA e respiratérios pudessem ser realizados simultaneamente.

Apds um periodo de aproximadamente 15 a 20 minutos para a adaptagdo do animal a camara pletismografica, foram iniciados os registros. Foram
realizados 5 periodos de registros por animal, sendo que cada um teve a duracdo de 5 minutos. Entre estes periodos de registros, a camara foi aberta e
assim permanecendo por 1 minuto, para permitir a renovagao do ar da mesma. Para as analises dos dados néo foi utilizado o primeiro periodo de registro,

uma vez que neste, o animal encontrava-se em fase de adaptagédo a camara (Mauad et al., 1992).
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Figura 1 — Camara pletismografica

8.0 — Calculo dos Parametros Ventilatorios

Para a quantificagdo do volume corrente (V+), varios parametros foram considerados, de acordo com a seguinte equagao descrita por Malan (1973):
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APT  T°C Pb - PcH,0
Vr= VK * :

APK T°a  (Pb-PcH,0)- T . (Pb-PLH,0)

T°L

Onde:

V= volume de ar corrente (unidade = ml)

VK= volume de ar injetado na camara através da seringa de calibragado (0,1; 0,2 ml, etc.)

APT = variacdo de pressdo dentro da cadmara, na presenca do animal. Este valor foi obtido a partir dos registros graficos e corresponde a um valor em
centimetros de uma inspiragdo ou expiracdo. Para determinagéo deste, selecionou-se um segmento do registro onde o animal encontrava-se em repouso.
Foi feita a média aritmética de aproximadamente 10 inspiragdes ou expiragdes.

APK = ¢é a variagdo de pressao dentro da cAmara, sem o animal, causada pela injegdo de um volume conhecido de ar na camara, por ocasido da calibragdo
do sistema. E um valor, em centimetros, obtido nos registros gréaficos.

T°C = temperatura da cAmara em °K obtida no momento do registro, apds a adaptagéo do animal. Para isto, foi colocado um termdémetro na parede interna
da cémara.

T°a = temperatura ambiente em °K, observada por um termémetro localizado na sala de registro.

T°L = temperatura do pulmao do animal em °K (311°K, Barttlet, 1971)

Pb = pressao barométrica (unidade = TORR)

PcH,0 = pressao de vapor de agua na cadmara determinada em tabela a partir da T(°C) da caAmara (unidade = TORR). (Vide tabela de conversao no Anexo

).
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PLH,0 = presséo de vapor de agua dos pulmdes do animal determinada a partir da T(°C) dos pulmdes (unidade = TORR). (Vide tabela de conversdo no

Anexo ).

8.1 — Fator de corregdo
Apobs a obtencgdo do volume corrente pelos calculos descritos acima, foi feita uma corregéo para desconsiderar o espaco fisico ocupado pelo animal

dentro da cAmara, no momento do registro.

VC - Vrato

Fator de Corregao =
VC

VOLUME CORRENTE CORRIGIDO = Fator de Corregéo . Vy

Onde:
VC = Volume da camara sem o animal (unidade: mililitros)

Vrato = peso do animal (unidade: gramas).

8.2 — Outras Variaveis Ventilatéorias Calculadas:

e Frequéncia Respiratéria (FR): calculada a partir dos registros ventilatérios. Foi feita a média aritmética dos 4 periodos de registros. Expressa em

ciclos por minuto (cpm).
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¢ Volume-minuto (Vmin): calculada pelo produto entre o volume corrente corrigido e a freqiiéncia respiratéria. Os dados foram normalizados por Kg de

rato.

9.0 — Avaliagdo gasométrica

Ap6s os registros cardiovasculares e ventilatérios, foi retirada uma pequena amostra de sangue arterial (0,3 ml) em seringa previamente
heparinizada, e levada, sob resfriamento, para realizacdo de gasometria (Radiometer Copenhagen ABL555) no Hospital Universitario Cassiano Antdnio
Moraes (HUCAM). Foram avaliados os seguintes parametros: PaCO, (presséo parcial sanguinea de didxido de carbono), PaO, (presséao parcial sanguinea
de oxigénio), HCOj (bicarbonato), pH (potencial hidrogeniénico) e Sat Hb (saturagdao de hemoglobina), dos animais de ambos os grupos, salina (n=10) e

MCT (n=8).

10.0 - Avaliagao das pressodes ventriculares

Para avaliarmos as pressdes ventriculares, os animais do grupo salina (n=10) e monocrotalina (n=10) foram submetidos a anestesia com hidrato de
cloral (10% IP), e logo em seguida foi realizada canulagao da veia jugular e artéria carétida, para medida direta das pressbes de cadmaras cardiacas direita e
esquerda, respectivamente. A pressao do ventriculo direito foi medida com o auxilio de um tubo de polietileno (PE-50) que foi levemente modificado por
aquecimento e introduzido no ventriculo direito através da veia jugular externa direita. A presséo ventricular esquerda foi medida com um tubo de polietileno
(PE-50), introduzido na artéria carétida direita através de uma pequena incisdo, e avangado até a aorta descendente e ventriculo esquerdo. Os cateteres
foram conectados a um transdutor de pressao e posicionados a altura do térax do animal, sendo os transdutores conectados a um Sistema de Aquisi¢cao de
Dados computadorizados (PowerLab), sendo os dados armazenados a uma amplitude de 100 Hz. A posicdo do cateter foi confirmada pela morfologia da

onda no tragado de pressao na tela do monitor utilizando o software Chart V4.2 (PowerLab® ADInstruments, USA).
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Foram mensuradas as seguintes pressdes ventriculares: pressao ventricular sistdlica (PVS), pressao ventricular diastélica (PVD), pressao ventricular

diastélica final (PDF), derivada de press&o sobre o tempo positiva [dP/dT(")], derivada de press&o sobre o tempo negativa [dP/dT( *)].

11.0 — Avaliagao dos Reflexos Cardiovasculares

11.1 — Estimulagao do Barorreflexo

O método utilizado para estimulacdo dos barorreceptores consistiu na infusdo continua, por meio de bomba de
infusdo (Harvard, 600-900V, Dover, EUA), de fenilefrina (Hidrocloridrato de fenilefrina — Sigma, EUA), na dose de 0,05 mg/ml, e
nitroprussiato de sodio (Nipride, Roche, Brasil) na dose de 1,0 mg/ml. O fluxo utilizado foi de 50 pg/ml/min, o qual foi mantido até
que obtivéssemos elevagao ou diminuicdo da PAM de 50 mmHg em relagéo a linha de base. Posteriormente, os valores de FC
correspondentes as alteragcbes de PAM foram tomados em intervalos de + 10 mmHg. A seguir, estes resultados foram avaliados
através de um “software” especifico para ajustes de curvas sigmoidais, de acordo com o modelo matematico desenvolvido por

Marquardt (1963) e adaptado por Head e McCarty (1987), conforme férmula abaixo:

FC = Pb + (Pt-Pb) / [1+exp (-4,56 . G) / (Pt-Pb) . (PA50-PAM)]

Onde:
FC = FreqUéncia cardiaca
Pb = platd de bradicardia, que indica a resposta maxima de queda na FC induzida pelo aumento da pressao arterial

Pt = platd de taquicardia, que indica a resposta maxima de aumento na FC induzida pelo decréscimo da pressao arterial
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Pt - Pb = corresponde a faixa operacional do reflexo barorreceptor

G = ganho médio ou sensibilidade média do barorreflexo. E o parametro que governa a inclinagdo da curva. E a inclinagdo da curva entre 20 e 80% da faixa
operacional do barorreflexo.

PAs, = corresponde ao valor de PA no ponto de maior inclinagéo (slope) da curva. E o nivel de pressdo arterial no qual o barorreflexo mostra o ganho
maximo.

PAM = pressao arterial média.

Estes parametros podem ser visualizados na Figura 2, onde representamos um modelo de curva sigmoidal barorreflexa.
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Figura 2 — Curva sigmoidal Barorreflexa

Para obtengao do ganho maximo barorreflexo, obtido a partir da Primeira Derivada Logistica Sigmoidal (PDLS), foi utilizada a seguinte formula:

PDLS = (R*((((-4.56*G)/R)*exp((-4.56*G)/R*(x-PA50)))/((1+exp((-4.56*G)/R*(x-PA50)))*2)))
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11.2 — Estimulagao do Reflexo Bezold-Jarisch
O Reflexo de Bezold-Jarisch foi induzido através de injegdes (in bolus) em doses aleatdrias de fenilbiguanida (FBG) (1,5; 3; 6; 12 e 24 pg/kg
IV) e as alteragbes de PAM e FC foram registradas. A FBG estimula quimicamente os receptores cardiopulmonares por ativarem os receptores 5-HT;,
localizados nas camaras cardiacas e vasos pulmonares (Brown, 1980; Mark, 1983).
11.3 — Estimulagao dos Quimiorreceptores periféricos carotideos
Os quimiorreceptores carotideos foram ativados através de inje¢des aleatdrias de Cianeto de Potassio (KCN) (10, 20, 40 e 80 pg/0,05 ml/rato IV), in
bolus, e as alteragdes de PAM e FC foram entdo registradas. O Cianeto é descrito na literatura como um potente estimulo para os quimiorreceptores

periféricos (Biscoe e Duchen, 1990; Franchini et al., 1997), atuando por inibicdo da enzima citocromo-oxidase envolvida na cadeia respiratéria mitocondrial.

12.0 — Avaliagao dos componentes autonémicos

O bloqueio autonémico foi realizado com a finalidade de avaliarmos os efeitos do tratamento com MCT sobre o componente simpatico e
parassimpatico cardiaco, bem como auxiliar no entendimento das alteragées cardiovasculares observadas.

Para tanto foram realizadas inje¢cdes do beta-bloqueador (31) atenolol (2 mg/kg/ml, 1V) e do anti-muscarinico metil-atropina (2 mg/kg/ml, IV). As
alteragdes na FC basal foram analisadas antes e 15 minutos apds cada bloqueio,

A avaliagdo do componente simpatico foi feita subtraindo-se o valor da FC apds o bloqueio com atenolol do valor da FC basal. Para o componente

parassimpatico, subtraiu-se o valor da FC obtido apés o bloqueio combinado de atenolol + metil-atropina do valor de FC obtido apds o bloqueio com atenolol.

13.0 — Determinagédo dos pesos seco e umido das camaras cardiacas, pulmao e figado.
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As camaras cardiacas (ventriculos direito e esquerdo), pulmao e figado, foram retirados apds o experimento, separados e pesados em balanca de
precisdo (AND — GR-200). Foi registrado o peso umido ao final do experimento, bem como o peso seco, apos 24 horas do tecido em estufa a 100°C para

desidratacao.

14.0 — Histologia pulmonar

14.1 — Métodos anatomo-patolégicos

A confecgao das laminas e analise histolégica foi realizada com a colaboragdo do professor Dr. Paulo R. Mergon
Vargas (Departamento de Patologia — UFES), e o microscépio para analise das laminas foi gentilmente cedido pelo professor Dr.

Carlos Alberto Redins (Departamento de Morfologia — UFES).

Antes da retirada dos pulmdes, o animal foi exsanguinado, através de pung¢ao na cava inferior, € uma solugdo de heparina
salinizada foi injetada no ventriculo direito. A solugdo heparinizada foi utilizada com a finalidade de se evitar laminas com tecido
pulmonar hemorragico. A seguir, o animal foi traqueostomizado com o auxilio de um tubo de polietileno (PE-90) e acoplado a um
ventilador mecéanico para pequenos animais (Harvard Rodent Model 683) com o volume de 2,5 I/min e a frequéncia respiratoria
ajustada para 70 cpm. A caixa toracica foi aberta, e a seguir, ao final da fase inspiratoria de um ciclo respiratério, a traquéia foi
clampeada e amarrada a fim de se evitar o colabamento pulmonar. A retirada dos pulmdes e coracao foi “em bloco”. Os pulmodes

foram fixados em paraformaldeido (4%) por 24 horas, e posteriormente, colocado em alcool etilico 75%.
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Os espécimes foram entdo encaminhados ao servi¢o de patologia do HUCAM para a analise anatomopatoldgica. Nesta analise, cada lobo foi isolado
e seccionado axialmente, obtendo-se um fragmento de cada lobo (5 por rato). Estes fragmentos foram acondicionados em cassete (1 por rato), desidratados
em etanol e incluidos em parafina para microtomia. Cinco cortes de 5 micrémetros foram feitos de cada bloco e corados com hematoxilina/eosina (1 lamina),
acido-picrico-vermelho da Siria (1 lamina) e orceina acética (1 Idmina), reservando-se duas |laminas para a necessidade de uma eventual nova coloragao.

Para os propdsitos desta pesquisa, especificamente identificar, comparativamente, variagdes na espessura média da camada média artério-arteriolar
entre os grupos salina (n=4) e monocrotalina (n=6), empregou-se o método proposto por Cook & Yates (1972, apud Aherne 1982). Por este método, estima-

se morfometricamente, dois parametros:

o comprimento (C) da limitante elastica interna (I) através da contagem das intersecgbes em uma graticula quadratica de linhas com espagamento
(d) com a imagem da li, pela formula:
Cl=(n/d4)xlixd
e area de secgado transversal da tunica média (am), através da técnica de contagem de pontos em graticula regular de pontos com espagamento
(d) e area por ponto (a/p), através da férmula:

am= XPi x alp

A partir destes dois parametros, trés variaveis vasculares sédo calculadas:
e raio do vaso (r), pela formula:
r=1/(2r)

e espessura da tunica média (tm), pela férmula:
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tm = (-5 + (* + (am?/n))%)

e quociente parede-luz (tm/r)

Cook & Yates (1972, apud Aherne, 1982) recomendam a adogéo destes parametros e métodos porque permite calcular o raio do vaso a partir do
comprimento real de uma linha sinuosa (a limitante elastica interna), compensando assim o colapso vascular agbnico e secundario a retragdo da fixagao,
condicao esta, certamente, nio fisioldgica. A espessura da tinica média expressa em termos do quociente (tm/r) constitui uma medida flexivel que permite
comparar vasos que nao sao precisamente do mesmo didmetro e, ademais, asseveram estes autores, este quociente tende a apresentar menor dispersao
que valores da espessura isoladamente. A opgéo por empregar um método manual para estimar as duas quantidades recomendadas, resultou de duas
constatagdes: textos recentes de estereologia (Gundersen et al., 1981 e Howard & Reed, 2005) e, utilizando-se esta metodologia, manualmente, sabe-se

tanto o que se esta medindo, como fica aparente sua determinagéo pelos calculos matematicos.

Os cortes histolégicos corados pela orceina acética foram examinados, considerando-se 0 maximo de campos microscopios
nao-coincidentes de cada lamina em microscopio 6tico (Olympus AX70, Model U-MPH; Japan). Para aquisigdo das imagens
processadas pelo software, as pecas foram fotografadas com camera digital fixa a uma estativa fotografica (Pentax), mantendo
uma distancia constante. Artérias de meédio e pequeno tamanho e arteriolas foram identificadas por apresentarem tanto a limitante
elastica interna como a limitante elastica externa, facilmente visiveis. Aquelas que se apresentavam com secg¢des arredondadas ou
ovaladas foram fotografadas com aumento de 200X (ocular 10X, objetiva 20X). Nestas mesmas condi¢des, foi fotografado um

micrémetro objeto para calibragdo da magnificagao linear.

As fotografias digitais foram impressas em papel com tamanho A4 (magnificagdo linear de 198 mm), utilizando-se impressora Xerox Workcentre 312,

com resolugao de 1200x600 pontos por polegada. A seguir, sobrepondo-se um plastico transparente a fotografia, tragou-se o perfil de cada vaso, seguindo-
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se tao precisamente quanto possivel, as limitantes elasticas. Nos perfis vasculares assim tragados, sobrepds-se a graticula e procedeu-se a contagem,

seguindo as recomendacodes de Piris & Mcintyre (1981), Gundersen et al. (1981) e Howard & Reed (2005).

15.0 — Drogas e Substancias Utilizadas
e Cianeto de Potassio (KCN) (Sigma, St. Louis, EUA)
e Nitroprussiato de Sédio (Nipride, Roche, Brasil)
e Fenilefrina (Hidrocloridrato de fenilefrina, Sigma, St. Louis, EUA)
e Fenilbiguanida (Sigma, St. Louis, EUA)
e Atenolol (Sigma, St Louis, EUA)
e Metil-atropina (Sigma, St Louis, EUA)
e Crotalina (Sigma, St. Louis, EUA)
e Heparina (Liquemine, Roche, RJ, Brasil)
e Hidrato de cloral (Merck, Brasil)
e Solugao fisioldgica (salina 0,9%)
e Alcool etilico (75%)

e Paraformaldeido (4%)
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16.0 — Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como média + EPM (erro padrao da média). Os métodos estatisticos utilizados
foram: Teste t-Student para amostras pareadas e nao-pareadas e anadlise de variancia (ANOVA) de uma via para medidas
repetidas, com analise pos-hoc pelo teste de Tukey, os quais foram empregados conforme o protocolo experimental realizado. As

diferencgas estatisticas foram fixadas como sendo significativas para *p<0,05 e **p<0,01.

17.0 - Protocolos experimentais

Vale salientar que todos os animais do grupo MCT foram avaliados no inicio da terceira semana ap6s injecdo de monocrotalina, e comparados com o

grupo salina.

17.1 — Avaliagcado Cardiovascular, Respiratéria e Gasométrica

As medidas cardiovasculares e respiratdrias foram realizadas simultdneamente, através de registro pletismografico de corpo inteiro, conforme
descrito anteriormente. Este animal teve artéria femoral canulada um dia anterior ao experimento. No dia da realizagdo dos experimentos, apds um periodo
de aproximadamente 15 a 20 minutos para a adaptagao do animal a camara pletismografica, foram iniciados os registros. Foram realizados 5 periodos de
registros por animal, com duragdo de 5 minutos cada. Entre estes periodos de registros a camara foi aberta e assim permanecendo por 1 minuto para
permitir a renovagao do ar da camara. Apos os registros, foi realizada avaliagdo gasométrica, retirando-se amostra de 0,3 ml do sangue arterial em seringa
previamente heparinizada e levada sob resfriamento para analise dos gases sanguineos, tanto do grupo monocrotalina (n=8) como salina (n=10).

17.2 — Avaliagao das pressoes ventriculares
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Para avaliarmos as pressoes ventriculares, os animais do grupo salina (n=10) e monocrotalina (n=10) foram anestesiados, e logo em seguida
foi realizada canulagao da veia jugular e artéria carotida, para medida direta dos ventriculos direito e esquerdo, respectivamente. Apos o procedimento de
cateterizagédo, um periodo de 10 minutos de estabilizagéo foi aguardado antes das medidas serem registradas. Foi feita a média aritmética de 10 tracados de

onda diretamente do Sistema POWERLAB, descartando-se, entretanto, o primeiro periodo de registros.

17.3 — Avaliagao dos Reflexos Cardiovasculares
17.3.1 — Avaliacao do Barorreflexo
Com o objetivo de avaliarmos a fungao barorreflexa, um grupo distinto de ratos dos grupos salina (n=9) e monocrotalina (n=10) tiveram as
artéria e veia femoral canuladas. No dia seguinte, foram submetidos aos registros cardiovasculares. No dia dos experimentos, apés um periodo de 15
minutos para a adaptagdo do animal a sala de registros, o experimento foi iniciado. A avaliagdo do barorreflexo foi feita através de infusdo continua de
fenilefrina (substancia vasoconstritora) e nitroprussiato de sédio (substancia vasodilatadora), para obtengdo de uma variagdo de PA de 50 mmHg. As

alteracgdes reflexas na FC, que serviram de parametros para avaliagdo da funcao barorreflexa, foram quantificadas.

17.3.2 — Avaliagao do Reflexo de Bezold-Jarisch

Para avaliarmos o Reflexo de Bezold-Jarisch, na intengcao de averiguarmos a influéncia do tratamento com a monocrotalina sobre 0 mesmo,
um grupo de ratos tratados com monocrotalina (n = 8) e salina (n = 10) teve as artéria e veia femoral canuladas e no dia seguinte foram submetidos aos
registros da PA e FC. No dia do experimento, apds um periodo de 15 min para a adaptagdo do animal, foi iniciado o protocolo experimental. O reflexo de
Bezold-Jarisch foi avaliado através de injegbes aleatérias de fenilbiguanida (1,5; 3; 6; 12; 24 ug/kg/rato IV) com um intervalo de 10 minutos entre as doses.
Terminado o experimento, o coragao, pulméo e figado do animal foram retirados. As camaras cardiacas foram separadas e pesadas, bem como os pulmdes

e figados, e posteriormente colocados em estufa a 100°C. No dia seguinte foram novamente pesados para avaliagido do peso seco.
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17.3.3 — Avaliagcao do quimiorreflexo
Para avaliarmos a influéncia do tratamento com monocrotalina sobre o quimiorreflexo, um grupo distinto de animais do grupo monocrotalina
(n=8) e salina (n=10) tiveram as artéria e veia femoral canuladas e no dia seguinte foram submetidos aos registros de PA e FC. Apds a adaptagéo do animal,
foi iniciado o protocolo experimental. A avaliacdo do quimiorreflexo foi realizada através de inje¢cdes de doses aleatérias de KCN nas concentragbes de 10,

20, 40 e 80 ug/rato IV, com um intervalo de 10 minutos entre as doses.

17.4 — Bloqueio autonémico

Sob anestesia com hidrato de cloral (10% IP), um grupo de animais tratados cronicamente com monocrotalina (n=6) e salina (n=8) foram
submetidos a canulagéo das artéria e veia femorais. No dia seguinte, com os animais acordados e adaptados a sala de registros, a avaliagdo da atividade
autondmica foi realizada. Inicialmente, os valores de FC basal foram obtidos antes dos bloqueios. A seguir, foi feita a injecdo de atenolol e apds 15 min para
permitir a efetividade do bloqueio beta-adrenérgico, a FC basal foi obtida. Por fim, foi feita a injecdo de metil-atropina e apds 15 min para a efetividade do

bloqueio colinérgico muscarinico, a FC basal foi obtida.

17.5 — Histologia Pulmonar
Terminado o protocolo de avaliagdo das pressdes ventriculares, e ainda sob efeito da anestesia, procedeu-se a retirada dos pulmbes dos

ratos tratados com MCT (n=6) e salina (n=4) para posterior analise histoldgica, conforme descrito anteriormente.

RESULTADOS

1.0 - PESO CORPORAL
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Na Figura 3 apresentamos o peso corporal dos animais dos grupos salina e monocrotalina, os quais tiveram seu peso corporal registrado por 3
semanas, isto &, no inicio do tratamento (dia 0), e ao completar a 1%, 22 e 3% semanas ap0s injecdo de salina e monocrotalina. Podemos observar que os
animais do grupo monocrotalina (n=21) tiveram menor ganho de peso quando comparados aos animais do grupo salina (n=31) na 22 semana (269t4* vs

28315 g, respectivamente. *p<0,05) e na 3% semana (285+4** vs 3044 g, respectivamente. **p<0,01).
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Figura 3 — Peso corporal dos animais ao inicio do tratamento e ao completar a 12, 22 e 32 semanas apés injecdo de monocrotalina ou salina. *p<0,05 e
**p<0,01 indicam diferenga estatisticamente significante em relagdo ao grupo salina.
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! O§ valores individuais dos animais de cada protocolo experimental bem como a média * erro padrao da média estdo apresentados no
APENDICE, no final desta dissertacao.

2.0 - VALORES BASAIS DE PRESSAO ARTERIAL MEDIA (PAM) E FREQUENCIA CARDIACA (FC)

Na Figura 4 apresentamos os valores basais de PAM e FC dos grupos salina e monocrotalina. Podemos observar que nao houve diferenca
significante no valor da PAM basal entre o grupo salina (n=35) e o grupo MCT (n=30) (110+2 vs 104+3 mmHg, respectivamente) (Figura 4A). Por outro lado,

encontramos um aumento estatisticamente significante na FC média basal do grupo MCT com relacdo ao grupo salina (389+9** vs 35815 bpm,

respectivamente **p<0,01) (Figura 4B).
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Figura 4 — Valores basais de PAM (A) e FC (B) média dos grupos salina e monocrotalina. **p<0,01 significa diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo salina.

3.0 - REGISTROS VENTILATORIOS

Na Figura 5, apresentamos os valores de volume corrente (VC), freqiiéncia respiratéria (FR) e volume-minuto (Vmin) dos animais do grupo salina e
monocrotalina. Inicialmente, podemos observar um aumento significativo no VC no grupo monocrotalina (n=20) em relagao ao grupo salina (n=10) (7,9+0,3**

vs 6,8+0,2 mI.kg'1, respectivamente. **p<0,01) (Figura 5A). Aumentos significativos também foram observados em relagdo a FR (123+8* vs 105+2 cpm,

respectivamente. *p<0,05) (Figura 5B) e no Vmin (960+67** vs 715126 mI.kg'1.min'1, respectivamente. **p<0,01) (Figura 5C).

4.0 - GASOMETRIA

Na Figura 6, apresentamos os valores da presséo parcial de O, no sangue arterial (PaO,) e da porcentagem de saturacdo de Hemoglobina (%Sat

Hb) dos grupos salina e monocrotalina. Inicialmente, podemos observar uma diminui¢cdo significativa nos niveis de PaO, do grupo monocrotalina quando
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comparado ao grupo salina (84+2,7* vs 96,4+3,2 mmHg; respectivamente. *p<0,05) (Figura 6A). Na Figura 6B, observamos que a % Sat Hb também foi

menor no grupo monocrotalina em relagéo ao grupo salina (96,5+0,4* vs 97,8+0,2 %; respectivamente. *p<0,05).
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Figura 5 — Valores de Volume Corrente (V) (A), Frequéncia Respiratéria (FR) (B) e de Volume-minuto (Vmin) (C) de animais dos
grupos salina (n=10) e monocrotalina (n=20). *p<0,05 e **p<0,01 representam diferenca estatisticamente significante em relagao

ao grupo salina.
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Figura 6 — Valores gasométricos da Pressao parcial de Oxigénio no sangue arterial (PaO,) (A) e da porcentagem de saturagdo de hemoglobina (%Sat Hb)
(B). *p<0.05 representa diferenca estatisticamente significante em relagéo ao grupo salina.

Na Figura 7, apresentamos os valores do potencial hidrogenidnico (pH), concentragéo de ions hidrogénio (H"), presséo parcial de didxido de carbono

no sangue arterial (PaCO,) e dos ions bicarbonato (HCO3;) dos grupos salina e monocrotalina. Podemos observar que nao houveram diferengas

significativas em relacdo a estes parametros entre os grupos estudados.
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Figura 7 — Valores gasométricos do potencial hidrogénico (pH) (A), da pressao arterial de didxido de carbonio (PaCO,) e do bicarbonato (HCOy3).
5.0 - PRESSOES VENTRICULARES

5.1- Pressao de Ventriculo Direito (VD)
Na Tabela | apresentamos os valores da pressao sistdlica maxima (PS max), pressao diastdlica inicial (PDI), pressao diastdlica final (PDF), derivada
de presséo / tempo positiva [dP/dT(")] e derivada de pressdo / tempo negativa [dP/dT()] do ventriculo direito (VD) dos animais do grupo salina e
monocrotalina. Inicialmente, podemos observar um aumento significativo na PS do VD no grupo monocrotalina (n=10) em relacdo ao grupo salina (n=10)
(55,1£2,9** vs 25,8+0,7 mmHg, respectivamente. **p<0,01). Aumentos significativos também foram observados na PDI (7,4+1,3** vs 2,4+0,2 mmHg,
respectivamente. **p<0,01), PDF (11,4+1,4** vs 5,020,04 mmHg, respectivamente. **p<0,01), na dP/dT" (1206+51** vs 569+7 mmHg/s, respectivamente) e

na dP/dT (1186+98** vs 589+10 mmHg/s, respectivamente. **p<0,01).

5.2 - Pressao de Ventriculo Esquerdo (VE)
Na Tabela Il apresentamos os valores de pressao sistdlica maxima (PS max), presséo diastolica inicial (PDI), pressao diastolica final (PDF), derivada
de presséo / tempo positiva [dP/dT(")] e derivada de press&o / tempo negativa [dP/dT(")] do ventriculo esquerdo (VE) dos animais dos grupos salina (n=10) e

monocrotalina (n=10). Podemos observar que nao houve diferengas significativas em relagdo aos parametros pressoricos entre os grupos estudados.
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Tabela | - Valores de presséo sistolica maxima (PS max), pressdo diastélica inicial (PDI), pressao diastolica final (PDF), e
derivadas positiva e negativa da pressao / tempo do ventriculo direito em ratos dos grupos salina (n=10) e monocrotalina
(n=10).

Grupos
Parametros Salina Monocrotalina
PS max (mmHg) 26+ 1 55 + 3**
PDI (mmHg) 2,4+ 0,2 7,4+1,3**
PDF (mmHg) 540,04 11,4 +1,4**
dP/dT (+) (mmHg/s) 569 + 7 1206 + 51**
dP/dT () (mmHg/s) 589 + 10 1186 + 98**

** p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo salina.
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Tabela Il - Valores de presséo sistolica maxima (PS max), pressao diastdlica inicial (PDI), pressao diastdlica

final (PDF), e derivadas positiva e negativa da pressao / tempo do ventriculo esquerdo em ratos dos grupos

salina e monocrotalina.

Grupos
Parametros Salina Monocrotalina
PS (mmHg) 126 + 1 124 + 2
PDI (mmHg) -1,5+ 0,07 -1,7+ 0,1
PDF (mmHg) 9+0,2 9+0,2
dP/dT () (mmHg/s) 2680 + 32 2720 + 54
dP/dT () (mmHg/s) 2756 + 22 2805 + 62
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6.0 - REFLEXOS CARDIOVASCULARES

6.1. Avaliagao do barorreflexo em ratos submetidos a hipertensao pulmonar induzida por monocrotalina

Na Figura 8 apresentamos as barocurvas e a primeira derivada logistica sigmoidal dos grupos salina e monocrotalina. Podemos observar que no
grupo monocrotalina, a barocurva sigmoidal apresenta uma alteragdo na sua inclinagédo (slope) se comparada ao grupo salina (Figura 8A). Esta alteragao
pode ser melhor visualizada na Figura 8B, através da primeira derivada logistica sigmoidal, onde plotamos os valores do ganho barorreflexo maximo em
funcao dos valores de PAM. Podemos observar uma significativa diminuigdo do ganho médio do grupo monocrotalina em relagdo ao grupo salina (-2,67+0,2*
vs. -5,22+1,0 bpm/mmHg, respectivamente. *p<0,05).

Na Tabela lll apresentamos a média dos dados das barocurvas, bem como dos ganhos médios do barorreflexo dos animais dos grupos salina e
monocrotalina. Os valores basais de PAM encontrados nos grupos salina e monocrotalina foram, respectivamente, 112,5+£3,23 e 107,546,18 mmHg,
enquanto os valores basais de FC encontrados no grupo monocrotalina foram significativamente maiores que o grupo salina (402+16* vs 348+9,38 bpm,
respectivamente, *p<0,05). Podemos observar que ndo houveram diferengas significativas entre os grupos estudados em relagdo aos parédmetros platd de
bradicardia, platdé de taquicardia, amplitude e PAs,. Uma significativa redugado do ganho médio foi observada no grupo monocrotalina em relagéo ao grupo

salina.
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Figura 8 — Barocurvas sigmoidais (A) e a primeira derivada logistica sigmoidal (ganho maximo) (B) de animais do grupo salina e monocrotalina. *p<0,05 representa
diferenca estatisticamente significante em relacéo ao grupo salina.
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Tabela lll - Valores de pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardicada (FC), platés de bradicardia e
taquicardia, amplitude, PAso e ganho médio, de ratos submetidos a avaliagdo do barorreflexo pela infusdo

continua de fenilefrina e nitroprussiato de sédio dos grupos salina (n=8) e monocrotalina (n=8).

Grupos
Parametros Salina Monocrotalina

PAM (mmHg) 112+ 3 107 £ 6

FC (bpm) 348+ 9 402 + 16*
Platé de bradicardia (bpm) 250 + 12 276 + 16
Platé de taquicardia (bpm) 454 + 17 466 + 17
Amplitude (bpm) 204 +7 189 + 17
PAso (mmHQ) 117+ 3 116+ 5
Ganho médio (bpm/mmHg) -5,22 +1 -2,67 +0,2*

*p<0,05 e ** p<0,01 indica diferenga estatisticamente significante em relagéo ao grupo salina.

PAsq, presséao arterial média no ponto médio da curva. **p<0,01 e *p<0,05 indicam diferenga estatisticamente significante em relagao ao grupo salina.
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6.2. Avaliacdo do Reflexo Bezold-Jarisch (B-J) em ratos submetidos a hipertensdo pulmonar induzida por monocrotalina

Na Figura 9, apresentamos os valores das alteragdes de PAM e FC em resposta a injegdo de fenilbiguanida em animais do grupo salina (n=9) e
monocrotalina (n=9). Inicialmente, podemos observar na Figura 9A, que ndo houve diferengas significativas na APAM entre os grupos estudados. Por outro
lado, foi observado um aumento significativo na AFC do grupo MCT em relagdo ao grupo salina (Figura 9B) nas doses de 6 ug/kg (-241£11** vs —127+6 bpm,

respectivamente. **p<0,01) e 12 ug/kg (-302+12** vs —205+7 bpm, respectivamente. **p<0,01).
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Figura 9 - Variagcao de presséao arterial média (APAM) (A) e variagado de freqiéncia cardiaca (AFC) (B) a estimulagao de fenilbiguanida nas doses de 1,5; 3;
6; 12 e 24 ug/kg IV em ratos do grupo salina (n=9) e monocrotalina (n=9). **p<0,01 representa diferenga estatisticamente significante em relagdo ao grupo
salina.

6.3. Avaliacao do quimiorreflexo em ratos submetidos a hipertensao pulmonar induzida por monocrotalina
Na Figura 10, apresentamos os valores de variagdo da presséo arterial média (APAM) e da freqiiéncia cardiaca (AFC) em resposta as injegbes de

cianeto de potassio (KCN, 10, 20, 40 e 80 ug/0,05ml, IV) dos animais do grupo salina (n=9), e monocrotalina (n=8). Inicialmente, podemos observar (Figura



RESULTADOS 102

10A), uma significativa diminui¢do nos valores de PAM dos animais do grupo monocrotalina em relagdo ao grupo salina, nas doses de 20 ug/kg (31+2* vs
4615 mmHg), 40 pg/kg (32+2* vs 50+6 mmHg) e 80ug/kg (33+3** vs 5415 mmHg, respectivamente) (*p<0,05; **p<0,01).

Em relagdo a FC (Figura 10B) podemos observar uma atenuacao significativa da resposta bradicardica no grupo monocrotalina comparados ao
grupo salina nas doses de 20 ug/kg (-30£10** vs -217+19 bpm), 40 pg/kg (-82+17** vs -240+11 bpm) e 80ug/kg (-101£22** vs -276+18 bpm,

respectivamente) (**p<0,01).
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Figura 10 — Variacao da pressao arterial média (APAM) (A) e de frequiéncia cardiaca (AFC) (B) nos grupos salina e

monocrotalina. *p<0,05 e **p<0,01 representam diferenga estatisticamente significante em relagcao ao grupo salina.

7.0 - Avaliagdo autonémica

Na Figura 11, apresentamos os valores de FC basal (B) (antes dos blogueios), apds o bloqueio com Atenolol (A) e apés o bloqueio com Atenolol e Metil-atropina (A+M). Estes bloqueios

foram realizados a fim de obtermos uma estimativa da atuagdo dos componentes simpatico (bloqueio com Atenolol) e parassimpatico (bloqueio com Atenolol e Metil-atropina) sobre o coragéo dos

grupos salina e monocrotalina.

Podemos observar inicialmente que o bloqueio com Atenolol promoveu uma redugéo de FC (em relagdo a FC basal) significativamente maior no grupo monocrotalina se comparado ao
grupo salina (-60+11* vs -31+£3 bpm, respectivamente. *p<0,05), sugerindo uma maior atividade do componente simpatico no grupo monocrotalina. Observamos também que o blogueio combinado
(Atenolol + Metil-atropina) promoveu uma elevagdo da FC (em relagéo a FC apés Atenolol) significativamente menor no grupo monocrotalina se comparada a do grupo salina (12+2** vs 55+6 bpm,

respectivamente. **p<0,01), sugerindo uma importante atenuagdo do componente parassimpatico no grupo monocrotalina.
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Figura 11 — Valores de frequéncia cardiaca (FC) basal (B), apds bloqueio com Atenolol (A) e ap6s blogueio com Atenolol + Metil-atropina (A+M). *p<0,05 e **p<0,01
representam diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo salina.
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8.0 - PESO UMIDO E SECO DE CORAGAO, PULMAO E FIGADO

Na Figura 12A, apresentamos os valores de peso umido e seco corrigido do ventriculo direito (VD) dos animais do grupo salina (n=10) e
monocrotalina (n=10). Podemos observar um aumento significativo no peso umido do VD do grupo monocrotalina com relagao ao grupo salina (1,25+0,11**
vs 0,5+0,02 mg/kg, respectivamente. **p<0,01). Também foi observado aumento significativo no peso seco de VD do grupo monocrotalina com relagao ao
grupo salina (0,25+0,04** vs 0,12+0,01 mg/kg, respectivamente. **p<0,01).

Na Figura 12B apresentamos os valores de peso umido e seco do ventriculo esquerdo (VE) dos animais do grupo salina e monocrotalina. Podemos
observar que nao houve diferengas significativas nos valores de peso umido e seco de VE entre os grupos estudados.

Na Figura 13A apresentamos os valores de peso umido e seco dos pulmdes, dos animais do grupo salina e monocrotalina. Podemos observar um
aumento significativo no peso umido de pulmdes do grupo monocrotalina com relagdo ao grupo salina (7,8+0,7** vs 5,310,2 mg/kg, respectivamente.
**p<0,01), bem como do peso seco de pulmdes do grupo monocrotalina em relagdo ao grupo salina (1,73+0,10** vs 1,1£0,07 mg/kg, respectivamente.
**p<0.01).

Na Figura 13B, apresentamos os valores de peso Umido e seco do figado dos animais do grupo salina e monocrotalina. Podemos observar que ndo

houve diferenga significativa nos valores de peso umido e seco corrigido do figado entre os grupos estudados.
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Figura 12 — Valores de peso Umido e seco de ventriculo direito (A) e de ventriculo esquerdo (B). **p<0,01 representa diferenca estatisticamente significante em relacdo aos

respectivos grupos salina.
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Figura 13 — Valores de peso Umido e seco dos pulmdes (A) e figado (B). **p<0,01 representa diferenca estatisticamente significante em relagdo aos respectivos grupos
salina.

9. 0 - HISTOLOGIA PULMONAR
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Analise da histologia pulmonar evidenciou aumento significante na espessura da média das artérias pulmonares dos ratos tratados com MCT em

relagéo ao grupo salina, conforme descrito na Tabela IV.

Nas Figuras 14, 15 e 16, apresentamos os graficos correspondentes a distribuicdo das arteriolas entre os grupos salina e monocrotalina, a

correlagao entre raio / tinica média (R/TM) e a distribuigdo da espessura da média entre os grupos.

Nas Figuras 17 e 18, apresentamos as fotomicrografias representativas de cortes transversais de artérias pulmonares de um animal do grupo salina

e de um animal submetido ao tratamento crénico com MCT, respectivamente.
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Tabela IV - Parametros morfométricos vasculares do grupo MCT comparado com o grupo salina.

Grupos
Parametros Salina MCT
Numero de casos 4 6
Numero de vasos 20 55
Espessura média da tunica média (um) 9+3,2 1217
Raio médio (um) 71+28 59,3+27,3
Quociente espessura média/raio médio 0,138+0,063 0,212+0,097**

**p<0,01 indica diferenga estatisticamente significante em relagéo ao grupo salina.
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Figura 14 - Distribuicdo do niumero de arteriolas puIWonJres de acordo com o raio, nos ratos dos grupos salina e monocrotalina.
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Figura 15 — Analise de correlagéo entre a relagdo TM/R e o raio das arteriolas pulmonares dos ratos dos grupos salina e monocrotalina. TM, tinica média; R,
raio.
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Figura 16 — Distribuicdo da espessura da média (TM/R) das arteriolas pulmonares nos ratos dos grupos salina e monocrotalina. TM, tunica média; R, raio.
**p<0,01.
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Figura 17 — Fotomicrografia representativa de uma secgao transversal tipica de uma artéria pulmonar de um animal do grupo salina, mostrando as laminas
elastica interna e externa. (Orceina, 20x)
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Figura 18 — Fotomicrografia representativa de uma secgao transversal tipica de uma artéria pulmonar de um animal do grupo monocrotalina, mostrando
hipertrofia acentuada da camada média com obliteragéo parcial do lumen. (Orceina, 20x)
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DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que a Hipertensao Arterial Pulmonar experimental induzida pela administragao subcutanea de MCT em
ratos promoveu alteragdes cardiovasculares e respiratérias caracterizadas principalmente por: a) aumento da FC basal; b) hipertrofia de VD, com
consequiente aumento das pressdes sistolica e diastdlica desenvolvidas por este ventriculo; ¢c) aumento no volume corrente e na FR; d) hipoxemia; €)
atenuacao do ganho barorreflexo e das respostas quimiorreflexas cardiovasculares; f) exacerbagédo da resposta bradicardica reflexa do reflexo de Bezold-
Jarisch; g) exacerbagédo da atividade simpatica e atenuacdo da atividade parassimpatica e; h) hipertrofia da camada média das artérias e arteriolas
pulmonares. O conjunto destes resultados mostra que a partir das alteragdes da vasculatura pulmonar promovidas pela MCT, segue-se um quadro evolutivo
de alteragdes hemodinamicas e cardiovasculares reflexas, bem como de alteragbes autondmicas e respiratérias. O modelo utilizado neste estudo para
induzir a HP pode ser, inclusive, de grande importancia para o estudo dos mecanismos fisiopatolégicos observados na HP e no Cor Pulmonale. Apesar dos
estudos ja realizados, dos quais a maioria foram em humanos, poucos mostraram as alteragées funcionais sobre o sistema cardiorespiratério ao nivel
experimental, visando um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos nas alteragdes fisiopatoldgicas observadas nestas doengas.

A MCT é um alcal6ide que, ao ser administrado sistemicamente, atua preferencialmente sobre o endotélio arterial pulmonar, lesando-o (Lafranconi et
al., 1984; Yan et al., 1996). Existem varios estudos na literatura que utilizaram a MCT para promover a HP. Entretanto, tem sido observado que as doses de

MCT, bem como o tempo para indugdo da HP variam significativamente entre estes estudos, além dos diferentes pesos dos animais utilizados.

1.0 - Alteragées Anatomopatolégicas da Vasculatura Pulmonar
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Dentre as principais alteracées que a MCT promove sobre a vasculatura pulmonar, destaca-se o aumento da resisténcia arterial pulmonar, devido a
hipertrofia da camada média das artérias e arteriolas pulmonares. A ocorréncia destas alteragdes na vasculatura pulmonar é o fator principal para o
desenvolvimento da HP neste modelo, fato este que nos fez realizar a mensuragéo da espessura da camada média destes vasos.

As técnicas utilizadas para esta mensuracao séo variadas. Neste estudo foi utilizada a técnica recomendada por Cook e Yates (1972, apud Aherne
1982), uma vez que esta permite calcular o raio do vaso a partir do comprimento real da limitante elastica interna, compensando as deformagdes vasculares
decorrentes da fixagao do tecido pulmonar durante o processamento histolégico.

Expressa sob a forma de quociente (TM/R), a espessura da tunica média dos animais tratados com MCT em nosso estudo, mostrou-se
significativamente maior que o grupo tratado com salina, mostrando assim a existéncia de hipertrofia desta camada média arterial e arteriolar. Estes achados
estdo em acordo com outros estudos de Ito et al. (2000), Nagaya et al. (2003) e Lee et al. (2005).

Um aspecto que deve ser ressaltado em relagdo a técnica de Cook e Yates (1972, apud Aherne 1982) utilizada em nosso estudo refere-se ao fato de
que esta constitui uma medida flexivel que permite comparar vasos que ndo sdo precisamente do mesmo diametro, levando a uma menor dispersdo dos
valores da espessura desta camada média. A distribuigdo do niumero de arteriolas pulmonares de acordo com o raio mostrou que foram feitas medi¢des de
arteriolas de diferentes raios, embora a maioria tenha se situado entre 40 e 60 um para o grupo MCT e de 40 a 80 uym para o grupo salina. Os valores da
mediana do raio das arteriolas entre estes grupos (53 um vs 63 ym) mostraram que a maioria das arteriolas destes grupos era de tamanho similar, apesar do
numero de arteriolas mensuradas de cada grupo ser diferente. Ademais, a existéncia de uma correlagdo negativa entre o raio das arteriolas e o quociente
TM/R poderia sugerir que 0s vasos com menor raio apresentaram maior espessura da camada média, sugerindo que o aumento da resisténcia vascular

ocorreu principalmente nas arteriolas de calibres menores.
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O espessamento das arteriolas pulmonares promove um aumento da resisténcia ao fluxo sanguineo pulmonar e aumento nas pressdes das camaras
cardiacas direita, levando as alteragdes cardiacas e aos sinais clinicos caracteristicos da HP (hipertrofia de VD, fadiga, dispnéia e sincope, respectivamente).
Entretanto, os mecanismos de agédo que levam ao espessamento medial arteriolar pela MCT ainda nao estado bem estabelecidos.

A menor eletronegatividade do potencial de membrana das células musculares da vasculatura pulmonar associado ao aumento da resisténcia
vascular na HP induzida por MCT foi um dos mecanismos propostos por Ito et al (2000). Seus resultados mostraram que a lesdo crdénica do endotélio alterou
a propriedade das artérias pulmonares, levando a despolarizagcdo das mesmas, o que favoreceria a ocorréncia de vasoconstricdo, contribuindo assim para a
manutengao da HP.

Estudos de Gardner et al. (2004) e de Lee et al. (2005) mostraram que além da hipertrofia da camada média das artérias e arteriolas pulmonares,
outros achados histopatolégicos importantes foram documentados nos pulmdes de ratos com HP induzida por MCT, tais como alveolite, inflamacao
angiocéntrica, espessamento septal alveolar e presenga de hemorragia e macréfagos alveolares.

O mecanismo da hipéxia agindo sobre o remodelamento arterial pulmonar também tem sido alvo de estudos, uma vez que a exposi¢ao prolongada a
hipoxia alveolar, esta associada com o espessamento do limen da vasculatura pulmonar e, conseqliientemente, elevagao na pressao arterial pulmonar. Apés
a exposi¢ao prolongada a hipdxia, o musculo liso vascular pulmonar exibe uma diminuicdo na corrente de potassio, despolarizagdo de membranas e
elevacdo na concentragdo de calcio em repouso. Embora a etiologia dessas alteragbes permanega por ser elucidada, tem sido proposto que estas, em
resposta a hipdxia prolongada, promovem uma maior liberagao de fatores vasoconstritores pelo endotélio (Shimoda et al., 2000).

Um estudo importante conduzido por Suylen et al. (1998) mostrou que o tipo de remodelamento arterial pulmonar é diferente na HP induzida por
MCT e por hipoxia crénica. Estes autores mostraram que apesar de ambos os modelos apresentarem aumento na porcentagem de arteriolas
muscularizadas, a hipertrofia da camada média foi mais pronunciada em ratos tratados com MCT. Além disso, o tipo de remodelamento arterial pulmonar

entre estes modelos foi heterogéneo nos diferentes segmentos da arvore arterial pulmonar. No modelo da MCT, ocorreu hipertrofia medial das artérias
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pulmonares com didmetros entre 30—100 um e 101-200 um. Uma reducgio da area do limen foi vista nas artérias pulmonares com um didmetro externo
entre 101-200 um. No grupo submetido a hipdxia crbnica, ocorreu somente um leve aumento da camada média, sem alteragbes na area do lumen das
artérias pulmonares com didmetro entre 30-200 um. Nossos resultados mostraram uma importante hipertrofia da camada média arteriolar do grupo MCT.
Entretanto, por dificuldades técnicas, ndo foi possivel a documentagao de arteriolas com calibres menores que 50 uym. Estudos adicionais sdo necessarios,

visando a comparagao de diferentes modelos de indugao da HP, com observagdes criteriosas das alteragdes estruturais na vasculatura pulmonar.

2.0 — Avaliagao do Peso Corporal

A redugao no ganho de peso corporal observado nos animais tratados com MCT em relagdo ao grupo salina observada neste estudo, corrobora a
outros trabalhos da literatura (Morita et al., 1996; Ito et al., 2000; Inoue et al., 2002; Nagaya et al., 2003; Kato et al., 2003; Lee et al., 2005; Nihei et al, 2005).
Entretanto, apesar dos resultados similares, nenhum dos relatos justifica essa perda de peso corporal. Uma hip6tese para explicar estes achados seria o fato
desses animais apresentarem uma elevada FR, assim como aumento do esfor¢o (trabalho) respiratério, o que poderia estar contribuindo para um gasto
energético elevado, e conseqlientemente, uma redugédo do ganho de peso corporal. Outra hipétese a ser levantada seria a de que a MCT pudesse possuir,
por si s6, uma agdo anorexigena. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para averiguar esta hipétese, uma vez que neste estudo nao foi

quantificada a ingestdo de ragado dos animais.

3.0 — Avaliagées Hemodinamicas
Os estudos sobre as alteragdes hemodindmicas cardiovasculares utilizando o modelo de HP pela MCT sdo controversos. Nossos resultados
mostraram um valor basal de PAM similar entre os grupos estudados, enquanto que um aumento significante da FC média foi observado nos ratos tratados

com MCT. Estudos anteriores de Sanyal e Ono (2002) também mostraram um aumento significante na FC média dos ratos tratados com MCT.
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A auséncia de diferencga estatistica nos valores médios da PAM em ratos tratados com MCT também foi relatada por estudos de Prié et al. (1998),
Inoue et al. (2002) e Schermuly et al. (2005). Entretanto, estudos de Kato et al. (2003) ndo encontraram diferengas significativas, tanto na FC basal, como na
PAM de animais tratados com MCT. No entanto, deve ser ressaltado que tanto o grupo controle como o grupo MCT, apresentaram valores de FC basal ja
elevados antes do tratamento (440112 vs 406121 bpm, respectivamente), além do fato do nimero de animais utilizados ser bastante reduzido (MCT: n=4;
Controle: n=5).

Considerando os resultados obtidos no presente estudo, algumas hipoteses poderiam ser discutidas para explicarmos o fato de termos encontrado
este aumento significativo nos valores de FC basal nos ratos tratados com MCT: a) valores aumentados de FR; b) aumento da atividade do componente
simpatico; c) diferentes doses e via de administragdo de MCT e d) tempo de indugao da HP.

A modulagéo de parémetros cardiovasculares pelo sistema respiratério, tal como a frequéncia cardiaca, tém sido proposta por varios investigadores
ao longo das ultimas décadas. Uma relagéo direta entre a atividade inspiratéria e a inibicdo de respostas bradicardicas foi proposta por Lopes e Palmer em
1976. Isto se baseia principalmente na existéncia de um mecanismo que promove a redugédo da FC, atuando de forma independente, seja através da
atividade respiratéria central ou através da distensao pulmonar.

Quando os pulmdes sao distendidos, a descarga pulmonar nervosa aferente impede o desenvolvimento de bradicardia pela estimulagéo do nervo do
seio carotideo (Lopes e Palmer, 1976). De fato, desde 1871, Hering demonstrou que a distensdo pulmonar produz taquicardia. Isto se deve a ativagédo de
receptores de estiramento localizados na musculatura lisa das vias aéreas, desde a traquéia até os bronquiolos (Zin, 1991). Estes receptores quando
ativados enviam potenciais de ag&o ao sistema nervoso central, por meio de fibras vagais do tipo A, promovendo taquicardia por uma inibicdo da atividade
eferente vagal (Abboud e Thames, 1979).

Os mecanismos envolvidos nesta inibicdo reflexa dos neurbnios cardiovagais pelo estiramento pulmonar ainda ndo estdo completamente

esclarecidos. Ha algumas evidéncias indicando que neurdnios pés-inspiratdrios sdo susceptiveis a inibicdo, cuja mediagédo seria através dos impulsos de
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estiramento dos pulmdes. Uma vez que os neurbnios cardiovagais sdo considerados componentes da populacdo de neurbnios poés-inspiratorios, eles
poderiam ser inibidos por tais impulsos (Spyer e Gilbey, 1988; Spyer, 1996; Gilbey e Spyer, 1997).

Adicionalmente, quaisquer modificagbes na atividade respiratéria central tém efeitos imediatos e consideraveis sobre a FC (Jordan e Spyer, 1986).
Uma clara manifestacdo desta integragéo cardiorespiratéria € demonstrada pela flutuagdo da FC, mais conhecida como arritmia sinusal, onde a frequéncia
de disparo de neurdnios cardiovagais aumenta durante o periodo da expiragao e reduz durante o periodo da inspiragédo (Spyer, 1996). Este processo parece
envolver ambos os mecanismos, tanto o de origem periférica, promovendo a inibicdo parassimpatica por impulsos aferentes vagais relacionados a distensao
dos pulmdes, quanto o de origem central, por aumento da atividade inspiratéria central. Além disso, os efeitos da prépria mecanica respiratéria, ao induzir
mudancgas na pressao intratoracica, promove alteragdes na pressao transmural dos vasos sanguineos intratoracicos e do coragao. Estas alteragbes afetam
diretamente o retorno venoso e o débito cardiaco, além da resisténcia pulmonar e adrtica, sugerindo assim, que alteragdes na respiragdo podem afetar
diretamente a fungéo cardiovascular (Spyer, 1996). Desta forma, o elevado valor de FR observado neste estudo em ratos tratados com MCT, poderia estar
contribuindo para esta elevacao da FC basal nestes animais.

Um outro fator que poderia explicar este elevado valor de FC observado no grupo MCT seria um aumento da atividade simpatica cardiaca. De fato,
nossos resultados mostraram, através de bloqueios autondmicos com atenolol e metil-atropina, que este componente estad aumentado no grupo MCT. E
sabido que a estimulagdo da inervagao simpatica-cardiaca promove aumento da FC através da estimulagdo dos adrenoceptores f31.

Em relagdo as doses de MCT, observamos que estas diferem entre os varios estudos. Estas doses variam de 40 a 70 mg/kg (Morita et al., 1996;
Inoue et al., 2002). O tempo de indugéo para HP (3 a 5 semanas), bem como as cepas de ratos (Wistar ou Sprague-Dawley) e as vias de administragéo
(subcutanea, intra-peritoneal) sdo outros aspectos que variam entre os estudos e poderiam explicar as diferengas em relagdo aos nossos resultados (Lee et

al., 2005; Prié et al., 1998; Schultze e Roth, 1993; Suylen et al., 1998).
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Em relagao aos valores de PAM basal, ndo encontramos alteragdes significativas nos animais tratados com MCT no presente estudo. A presencga de
hipoxemia e a diminuicdo da saturagdo da Hb nestes animais poderiam contribuir para estes achados. Sabidamente, a presenca destes fatores promove
dilatagao das arteriolas para aumentar o fluxo sanguineo para os tecidos e, consequentemente, suprir as necessidades de O,. Assim, uma certa diminuigao
da presséo arterial diastélica poderia ser observada em consequéncia desta queda de resisténcia periférica, 0 que promoveria um maior escoamento do
sangue no sistema arterial, apoés o fechamento da valvula adrtica durante a sistole ventricular. Consequentemente, o decaimento da pressdo arterial
diastélica € maior. Por outro lado, esperar-se-ia um aumento da PAM por aumento do DC devido ao aumento da atividade simpatica e da FC. Porém, a
possivel vasodilatacao periférica acima descrita poderia estar sobrepujando a PAM, e, contrapondo-se a esta elevagao. Como resultado final, observamos

valores de PAM proximo a normalidade. Situagao similar foi observada em ratos submetidos ao hipertireoidismo experimental (Mathias, 1999).

4.0 - Registros Respiratérios

No que diz respeito a técnica utilizada neste estudo para avaliagdo dos parametros respiratérios, ou seja, a “pletismografia de corpo inteiro”, esta foi
descrita inicialmente por Malan (1973). O principio deste método consiste de uma camara hermética onde o animal é colocado e cuja temperatura do ar da
camara difere da temperatura do ar dos pulmdes do animal. As variagbes ciclicas da temperatura e pressdo de vapor de agua do volume corrente
(inspiragcao/expiragcédo) produzem variagdes de pressdo na camara, proporcional a esse volume corrente. Estas variagdes ciclicas na temperatura e pressao
de vapor de agua ocorrem a cada ciclo respiratério. A medida que a temperatura do ar da caAmara se eleva devido & respiragéo do animal, h4 um aumento da
pressdo dentro da cAmara. Este método tem a grande vantagem de permitir o registro dos parametros ventilatérios com o animal ndo-anestesiado. Outros
trabalhos foram conduzidos utilizando-se esta técnica, tais como os estudos de Bartlett Jr (1971) e Mauad et al. (1992) em ratos.

O fato da camara de registro pletismografico causar um possivel estresse sobre o animal foi uma questdo anteriormente abordada (Mauad et al., 1992). As analises do

possivel estresse promovido pela cdmara durante os periodos de registro mostraram que nos minutos iniciais, apos a colocagdo dos animais dentro da camara, estes
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apresentavam uma série de comportamentos de carater exploratorio, e nesta fase, alguns parametros se encontravam alterados, tais como: FR, presséo arterial média e
labilidade da pressédo arterial. Porém, decorridos 20 minutos, os animais ja se apresentavam tranquilos e aparentemente adaptados a cdmara com todas as variaveis

alteradas retornando aos niveis basais.

As alteragbes ventilatorias tém sido pouco estudadas na HP experimental. Relatos subjetivos de “taquipnéia” em ratos tratados com MCT foram
descritos no estudo de Nihei et al. (2005), porém sem uma quantificagéo deste e de outros achados ventilatérios. Outro relato subjetivo de aumento na FR no
modelo de HP induzida por MCT foi documentado anteriormente por Brown et al. (1998), o qual observou uma “respiragao rapida e superficial”, além da
ocorréncia de um aumento das “dificuldades respiratérias”. Estes autores correlacionaram estes achados com uma diminuicdo na densidade dos
adrenoceptores-f2 nos pulmdes desses animais. A estimulacdo destes receptores causa broncodilatacdo e aumenta a concentracdo de adenosina
monofosfato em mastdcitos e basofilos, reduzindo a liberagdo de mediadores inflamatérios (Oliveira et al., 1989). Assim, a diminuigdo desses receptores nos
pulmdes nesse modelo, poderia trazer implicagdes respiratérias importantes, uma vez que a broncoconstrigdo poderia diminuir o fluxo aéreo para os alvéolos
pulmonares, promovendo um quadro de hipoxemia e/ou hipercapnia, que seria compensada reflexamente com uma elevacao da FR, tal como a observada
em nosso estudo, além de um maior esforgo respiratério.

Um sistema de medida ventilatéria utilizando pletismografia de corpo inteiro em ratos também foi utilizado por Gardner et al. (2004), o qual ndo observou aumentos das
variaveis ventilatérias (FR, VC ou Vmin), contrastando com nossos resultados. Entretanto, esses ratos foram avaliados 10 dias apds o tratamento com MCT, enquanto o
tempo de tratamento dos nossos animais foi de 3 semanas, 0 que poderia ter contribuido para a instalagdo incompleta do quadro de HP, bem como dos achados

subsequentes.
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Nossos resultados mostraram um aumento significativo na FR, no VC, e no Vmin no grupo MCT. Em conjunto com os achados gasométricos (hipoxemia), outras
hipoteses poderiam ser consideradas para explicar estes achados: a) estreitamento progressivo e destruicdo dos vasos pulmonares, b) ativagdo dos quimiorreceptores

periféricos em decorréncia da hipoxemia e c) elevagdo dos niveis de serotonina plasmatica.

Em relagdo a primeira hipotese, o estreitamento dos vasos pulmonares pela MCT promove uma diminuicdo da area transversa do leito vascular pulmonar, e
consequentemente, um aumento da resisténcia ao fluxo sanguineo. Além disso, a destruicdo da vasculatura pulmonar promove menor area de trocas gasosas, o que levaria

0 animal a compensar estas perdas estruturais aumentando a FR e o0 VVC, para tentar reverter um quadro de hipoxemia.

Por outro lado, a ativagdo dos quimiorreceptores periféricos, um dos mais importantes mecanismos reflexos que promove ajustes cardio-respiratdrios, deve ser considerada
e sera discutida posteriormente em detalhes. A hipoxemia constitui um dos principais estimulos para a ativagao destes quimiorreceptores, 0s quais promovem um

importante aumento da FR, assim como do volume corrente (Marshall et al., 2000; Haibara et al., 2002).

Em relagéo a serotonina [5-Hidroxitriptamina (5-HT)], este neurotransmissor tem sido envolvido na patogénese da HP. Comparados com individuos
controle, pacientes com HP apresentam um aumento na concentragdo plasmatica de 5-HT e diminuicdo de suas concentragcbes plaquetarias. Niveis
plasmaticos de 5-HT também estao elevados em pacientes com HP induzida por fenfluramine (anorexigeno) (Newman et al., 2004).

Sabe-se que a serotonina € um potente constritor das artérias pulmonares, e a sua liberacdo nos pulmdes ou a inibicdo da recaptacao de
substancias vasoativas, € provavelmente o principal fator na constricdo dos vasos pulmonares associados com ventilagdo hipoxica, edema pulmonar e
embolismo pulmonar (Houston e Vanhoutte, 1986). Sob condi¢gdes normais, o leito vascular pulmonar ndo é exposto as serotoninas plasmaticas excessivas,
devido a habilidade das plaquetas em armazenar grandes quantidades de serotonina, e porque a serotonina plasmatica é rapidamente metabolizada pela

monoamina oxidase endotelial no figado e pulmdes (Hart e Block, 1989). Dessa forma, concentragbes plasmaticas aumentadas de serotonina na HP poderia
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potencializar os efeitos da MCT, promover um aumento da resisténcia das arteriolas pulmonares e diminuigéo do fluxo sangiineo, acarretando hipoxemia e,

reflexamente, aumentar a FR.

Estudos recentes tém enfatizado o papel da serotonina no processo do remodelamento vascular pulmonar, entretanto, 0 mecanismo pelo qual a 5-HT afeta a vasculatura pulmonar é ainda tema de debate.
Embora tenha sido demonstrado previamente que a superexpressao do transportador da 5-HT (5-HTT) tenha sido associada com hiperplasia de musculo liso vascular pulmonar em pacientes com HP (Eddahibi et al.,
2001), estudos em modelos animais evidenciam que nao somente o 5-HTT, mas também varios tipos de receptores 5-HT (5-HT g, 5-HT,a € 5-HTg), podem contribuir para o processo de remodelamento vascular

(Keegan et al. 2001; Launay et al., 2002).

5.0 — Gasometria
Em relagdo aos valores gasométricos, observamos neste estudo uma importante diminuicdo da PaO, e da Saturacdo da Hb nos animais do grupo MCT, o que caracteriza
um quadro de hipoxemia. Este quadro também foi documentado anteriormente por Lai et al. (1991) e Schermuly et al. (2005) que encontraram diminuigdo na PaO, em
ratos com HP induzida por MCT. Sabe-se que a exposi¢do prolongada a hipdxia alveolar esta associada com estreitamento do limen da vasculatura pulmonar devido ao
crescimento de células do musculo liso, o qual pode ser evidenciado pelo espessamento da camada média das arteriolas (Farber e Loscalzo, 2004). A hipertrofia da camada
média arteriolar, a0 aumentar a resisténcia das artérias pulmonares, poderia estar levando a um prejuizo na oxigenacao do sangue, uma vez que a entrada de O, ao nivel

capilar estaria reduzida devido a diminui¢do do fluxo sangiiineo, levando dessa forma a hipoxemia encontrada nesses animais.

Um aspecto importante a ser salientado refere-se aos efeitos da hipoxemia cronica sobre as artérias e arteriolas pulmonares. Tem sido sugerido que a hipoxemia promove a
constricdo destes vasos através de um mecanismo que se inicia pela inibico de varios canais de potassio (K*), seguida de despolarizagdo da membrana celular e entrada de
calcio através dos canais do tipo L (Ward et al., 2004). Essa é uma resposta diferenciada para a vasculatura pulmonar, se considerarmos que perifericamente, a hipoxia

crdnica promove uma resposta vasodilatadora (Ward et al., 2004). Dessa forma, esta vasoconstri¢cdo pulmonar mediada pela hipdxia, poderia ser um fator que, somado ao
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espessamento da camada média arteriolar, estaria contribuindo para 0 aumento da resisténcia pulmonar nesse modelo de HP induzida por MCT. Nao poderia ser

descartada a possiblidade deste fator também estar potencializando o quadro de hipoxemia dos animais MCT.

O fato de néo termos encontrado altera¢fes na PaCO,, pH e HCOs', poderia refletir uma maior capacidade do animal em promover o ajuste desses parametros
gasomeétricos, seja pela participacdo dos mecanismos desencadeados pelos quimiorreceptores periféricos ou centrais, ou pelas prdprias caracteristicas fisicas do CO, uma

vez que este apresenta um coeficiente de difusdo superior ao O, nas membranas biolégicas.

6.0 - Pressodes ventriculares

Também foram avaliadas neste estudo as pressées desenvolvidas pelos ventriculos direito e esquerdo dos animais tratados com MCT e salina.
Nossos resultados mostraram um aumento significativo nos valores pressoéricos da camara ventricular direita dos animais tratados com MCT quando
comparados ao grupo salina. Estes resultados estdo em acordo com os achados clinicos da HP e com varios estudos da literatura cientifica envolvendo a HP
induzida por MCT. O aumento na pressao sistélica corrobora os resultados de outros estudos de metodologia semelhante (Morita et al., 1996; Pri¢ et al.,
1998; Jasmin et al., 2001; Inoue et al., 2002; Nagaya et al., 2003; Lee et al., 2005; Schermuly et al., 2005), assim como o aumento da pressao diastodlica final
(Chen et al., 2001; Jasmin et al., 2001).

Kato et al. (2003) avaliaram a hipertrofia ventricular direita em ratos tratados com MCT por meio de ecocardiografia (Doppler pulsado) e observaram
um aumento significativo das pressdes de camara cardiaca direita no grupo MCT. Por outro lado, ndo observaram diferengas significativas em relagdo as
pressdes desenvolvidas pelo ventriculo esquerdo. Apesar dessa técnica ser nao-invasiva, ela se assemelha aos achados realizados via cateterismo
cardiaco, observados em nosso estudo.

Estudos anteriores de Werchan et al. (1989) mostraram elevagées significativas no desenvolvimento, in vitro, das dP/dT positiva e negativa em ratos

tratados com MCT, sugerindo que ambas as taxas, isto &, de desenvolvimento de presséo e de relaxamento, respectivamente, encontram-se aumentadas.
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Também demonstraram que a hipertrofia de VD, causada pelo aumento de pés-carga cardiaca induzida pela MCT, resultou em um aumento no desempenho
ventricular, sem evidéncia de insuficiéncia cardiaca (hipertrofia fisiologica).

O fato de encontrarmos um aumento em todas as pressdes de VD, bem como da [dP/dT(+)] e [dP/dT(-)] em nosso estudo, confirmam a instalagdo da
HP nesse modelo, demonstrando dessa forma, a maior forga contratil necessaria para vencer a resisténcia imposta pelo estreitamento dos vasos pulmonares

(pos-carga), e justificando assim a ocorréncia de hipertrofia de VD nos animais.

7.0 - Reflexos cardiovasculares

7.1 — Avaliagédo do barorreflexo em ratos submetidos a HP experimental

O barorreflexo € um importante mecanismo neural regulador da PA, atuando batimento-a-batimento no intuito de impedir altera¢des bruscas. No

presente estudo, observamos uma significativa diminuicao na sensibilidade (ganho) barorreflexo em animais tratados com MCT.

O estudo da funcao barorreflexa tem despertado o interesse dos pesquisadores por varias décadas. A correlagao entre a
disfuncao barorreflexa e doengas cardiovasculares € um dos aspectos mais estudados. Sabe-se que a reducédo na sensibilidade
dos barorreceptores € um fator de risco independente para a morte subita que se segue ao infarto agudo do miocardio (Fei et al.,
1994). Também esta muito bem estabelecido que tanto animais como pacientes portadores de hipertensao arterial sistémica
apresentam atenuagao importante na sensibilidade do reflexo barorreceptor, e esta diminuigdo poderia contribuir para um aumento
de lesbes em orgaos-alvos e reacdes adversas (McCubbin et al., 1956, apud Haibara e Santos, 2001; Eckberg et al., 1979; Grassi

e Mancia, 1994).
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Varios estudos na literatura tém demonstrado um prejuizo do funcionamento barorreflexo em animais portadores de hipertrofia cardiaca esquerda
(Creager e Creager, 1994; Malpas et al., 1997; Mortara et al., 1997; Vasquez et al., 1997). A hipertrofia miocardica esquerda e a fungao barorreflexa foram
estudadas anteriormente por Meyrelles et al. (1998) e demonstrou-se que ratos submetidos ao tratamento crénico com isoproterenol, apresentaram
hipertrofia miocardica esquerda sem alteracdo de PAM e FC, porém, com diminuigdo do ganho barorreflexo. A despeito deste e de outros trabalhos, pouca

énfase tem sido dada a fungao barorreflexa em animais com hipertrofia cardiaca direita.

A atenuagao da resposta barorreflexa encontrada em nosso estudo, poderia significar um fator de risco para as doencgas
cardiacas que envolvam aspectos relacionados a insuficiéncia cardiaca direita, Cor pulmonale ou HP. Nao ha estudos anteriores
descritos na literatura sobre a diminuicdo do ganho barorreflexo em animais com HP por MCT. No entanto, alguns
questionamentos a respeito da génese desta disfungcéo barorreflexa permanecem por serem esclarecidos.

Uma hipétese para explicarmos a atenuagdo do ganho barorreflexo observado nos animais tratados com MCT seria a

interacao entre os reflexos cardiovasculares, tal como o baro- e o quimiorreflexo.

Fibras aferentes dos quimiorreceptores periféricos e dos barorreceptores arteriais terminam no ndcleo do trato solitario (NTS), que constitui uma importante area bulbar integradora das informacdes sensoriais
aferentes dos reflexos cardiovasculares. Tem sido sugerido que as aferéncias quimiorreceptoras poderiam alterar a fungdo barorreflexa, ao nivel central, assim como aferéncias barorreceptoras poderiam alterar a fungdo
quimiorreflexa (Henry et al., 1998).

A ativacdo do quimiorreflexo promove, além de respostas cardiovasculares e respiratorias, uma importante resposta comportamental (Franchini et al,
1999). Esta resposta é devido a ativagdo de um sistema hipotalamico de defesa, o qual tem sido atribuida uma significativa relevancia deste sistema sobre o
controle respiratorio e circulatério (para revisdo ver Hilton, 1982). O grupo de reagdes comportamentais (reagdo de defesa) levam a inibicao do barorreflexo.

Em experimentos no qual a drea hipotalamica de defesa foi estimulada eletricamente, uma inibi¢do da bradicardia e vasodilatagéo periférica evocada pelo
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estimulo dos barorreceptores foi observada (Coote et al., 1979). Em outras palavras, o padrdo de resposta de defesa predomina, e o barorreflexo é
suprimido. Essa supressao é explicada, pelo menos em parte, por uma via do hipotalamo para o NTS, cujas sinapses ocorreriam proximo ao sitio onde as
fibras aferentes barorreceptoras chegam no NTS (Spyer, 1994).

Os achados da ativagdo dos quimioreceptores suprimindo o componente de FC do barorreflexo também foram estudados por Marshall (1981) em
gatos, onde a supresséao foi observada somente quando o componente cardiovascular da reacao de defesa estava completamente expressado. Este achado
foi suportado posteriormente por Murata et al. (1999) em um estudo em ratos submetidos a hipdxia, com subseqliente inibicdo da resposta bradicardica
barorreflexa.

Assim, se considerarmos estes achados, podemos sugerir que a atenuagao do barorreflexo encontrado em nosso estudo, poderia ser devido a
ativagao do quimiorreflexo, bem como da ocorréncia de ativacdo das areas de defesa, pela hipdxia crénica, acarretando uma inibicdo da expressdo normal

dos barorreceptores.

7.2 - Avaliagdo do reflexo Bezold-Jarisch em ratos submetidos & HP experimental

A participacéo dos receptores cardiacos na regulacgéo cardiovascular tem sido estudada ao longo de todo o século passado. A inervacéo aferente do coracgéo
é composta por fibras mielinizadas e ndo-mielinizadas (Agostini et al., 1957 apud Hainsworth, 1991), as quais caminham junto aos nervos vago e simpético. As fibras
aferentes vagais nao-mielinizadas foram identificadas nos atrios por Coleridge et al. (1973), as quais podem ser estimuladas tanto quimica, quanto mecanicamente.
Quimicamente, estas fibras podem ser estimuladas através da veratridina, capsaicina e fenilbiguanida, mas respondem também com elevacdes da pressao atrial. A
inervacao aferente dos ventriculos cardiacos, por sua vez, é principalmente, mas ndo totalmente, composta por fibras nervosas nao-mielinizadas (Coleridge et al.,

1964 apud Hainsworth, 1991; Thorén, 1980; Paintal, 1995).
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Estudos prévios tém mostrado que os receptores ventriculares também podem ser excitados tanto quimicamente, como mecanicamente. As areas
ventriculares mecanosensoriais tém sido localizadas nas camadas mais profundas do ventriculo, muito embora alguns estudos tenham demonstrado que
elas estao concentradas na superficie da camada epicardial ou endocardial (Coleridge et al., 1964, apud Hainsworth, 1991). Varias substancias tém sido
utilizadas para estimular quimicamente os receptores ventriculares. Substancias como a fenilbiguanida, capsaicina, prostaglandina e bradicinina estimulam
apenas fibras nao-mielinizadas (Baker et al, 1979; Kaufman et al., 1980). Em ratos, a estimulagdo quimica com serotonina e fenilbiguanida promove
respostas hipotensoras e bradicardicas através da estimulagédo dos receptores 5-HT3; (denominado Reflexo Bezold-Jarisch), os quais estariam principalmente
localizados no atrio e ventriculo esquerdo (65%) (Donald e Shepherd, 1978; Ustinova e Schultz, 1994b; Chianca e Machado, 1994; Vasquez, 1997). O estudo
do papel funcional dos Reflexos cardiopulmonares, tal como o reflexo Bezold-Jarisch em humanos e em animais, tem sido intensificado nas ultimas décadas
devido a sua importancia nos mecanismos de regulagéo cardiovascular, juntamente com o Barorreflexo (Vasquez et al., 1997; Zanchetti e Mancia, 1991). A
sua participagdo no controle da fungéo circulatéria tem sido observada tanto clinica, quanto experimentalmente. Em seres humanos, foi demonstrado que
este reflexo esta exacerbado em pacientes portadores de hipertensao arterial limitrofe (Zanchetti e Mancia, 1991; Mark e Kerber, 1982).

O estudo sobre a importancia funcional dos receptores ventriculares direito cardiacos tem recebido muito menos atenc¢ao dos investigadores do que
os receptores do ventriculo esquerdo. Em parte devido aos estudos histoldgicos que mostraram a existéncia de poucas fibras nervosas aferentes, embora
hajam estudos que mostrem que, apesar de poucas em numero, existam fibras tanto mielinizadas como nao-mielinizadas que terminam no VD (Coleridge et
al., 1964 apud Hainsworth, 1991; Paintal, 1995; Thorén, 1980).

As dificuldades metodoldgicas para se estudar os receptores do VD é um outro fator que deve ser considerado. Dois tipos de metodologias tém sido
utilizadas: a distensdo de um baldo colocado no VD e alteragdes na pressédo sanguinea.

Nos estudos onde foi utilizada a técnica de distensao de um baldo, observou-se bradicardia e vasodilatacdo (Kostreva et al., 1979; Zelis et al., 1977).

Entretanto, as altas pressdes promovidas pela distensdo do baldo ndo permitiram que os resultados fossem conclusivos. Estudos posteriores de Crisp et al.
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(1988), utilizando presséo sistolica de VD controlada (16-39 mmHg), resultou em respostas nao significantes de FC, PA e atividade respiratoria, o que trouxe
uma certa controvérsia ao papel dos receptores ventriculares no controle cardiovascular.

Por outro lado, a aplicagdo de capsaicina e bradicinina sobre a superficie epicardica de gatos, promoveu aumentos significativos da descarga do
nervo frénico, bradicardia e queda da PA, cujas respostas cardiovasculares foram similares aquelas observadas pela ativagdo do Reflexo Bezold-Jarisch
(Waldrop e Mullins, 1987). Poderiamos sugerir que a avaliagdo deste reflexo em ratos submetidos a hipertrofia ventricular direita constitui um outro método
para se avaliar o papel funcional destes receptores no controle cardiovascular.

Os estudos que envolvem modelos de hipertrofia miocardica esquerda mostram prejuizo do reflexo Bezold-Jarisch a estimulagdo com serotonina e
fenilbiguanida (Ferrari et al., 1984; Zanchetti et al., 1991; Meyrelles et al., 1997). Estes achados estdao em acordo com outros estudos de Meyrelles et al.
(1994), os quais mostraram que este reflexo esta atenuado em ratos com hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol. Entretanto, ndo ha estudos na
literatura que tenham avaliado este reflexo em modelos de hipertrofia ventricular direita, tal como é observado em ratos tratados com MCT.

A avaliagéo do reflexo Bezold-Jarisch em ratos com hipertrofia ventricular direita por MCT do presente estudo mostrou que a resposta bradicardica
induzida pela fenilbiguanida apresentou-se exacerbada, enquanto os valores de hipotensao nao foram significativamente diferentes do grupo controle.

Experimentalmente, o reflexo Bezold-Jarisch também se encontra bastante aumentado em ratos tratados com L-NAME, um inibidor da NO-Sintase
(Araudjo et al., 1998). Os mecanismos pelo qual este reflexo estd exacerbado ndo sdo completamente esclarecidos. A hipotese de que haja uma
hiperresponsividade cardiaca dos receptores colinérgicos tem sido considerada. Entretanto, esta hipdtese ndo explicaria os achados do presente estudo,
uma vez que a avaliagdo autonémica mostrou que o componente parassimpatico esta atenuado nos ratos tratados com MCT.

Uma hipotese para explicarmos esta exacerbagéo estaria relacionada aos estudos de Araujo et al. (1998), o qual ja foi mencionado acima. Estes
autores observaram uma exacerbagao das respostas cardiovasculares do Reflexo Bezold-Jarisch em ratos tratados com L-NAME, sugerindo uma importante

participagdo do NO (6xido nitrico) no controle reflexo cardiovascular. Por outro lado, uma alteragdo da liberagdo de substancias vasoconstritoras e
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vasodilatadoras pelo endotélio pulmonar em condigées hipdxicas crdnicas tém sido discutidas na literatura (Shimoda et al., 2000). Em relagao as substancias
vasodilatadoras, tem sido observada uma diminuicdo da secre¢cdo de NO em modelos de HP induzida por MCT (Prié et al., 1998; Mathew et al., 1997).
Assim, se considerarmos estes achados e os resultados de Araujo et al., (1998), podemos sugerir que a exacerbagao da resposta bradicardica do reflexo
Bezold-Jarisch seria devido a uma menor secregao de NO nos ratos tratados com MCT, ou seja, portadores de HP. De qualquer modo, estudos adicionais
sd0 necessarios para se avaliar esta hipotese, assim como uma possivel alteragao na transdug¢ao do sinal ao nivel do receptor cardiaco. Diante destas
hipoteses, um fato importante que deve ser destacado refere-se a importante participagdo dos receptores do VD nos mecanismos de regulagédo

cardiovascular.

7.3 - Avaliacao do quimiorreflexo em ratos submetidos a hipertensao pulmonar experimental

Os quimiorreceptores arteriais respondem a aumentos ou quedas de PaO,, PaCO, e/ou pH, desencadeando respostas homeostaticas do sistema
cardio-respiratorio para corrigir essas variagbes. Quedas na PaO,, aumentos na PaCO, e queda no pH, promovem respostas reflexas caracterizadas por
aumento da resisténcia periférica e alteragbes na FC (Marshall et al., 2000).

Alguns estudos tém relatado que o quimiorreflexo induzido pela hipdxia esta exacerbado em animais SHR (spontaneous hypertensive rats) e na
hipertensdo humana (Trzebsky, 1992; Trzebsky et al., 1982). Entretanto, o estudo das respostas quimiorreflexas ainda ndo havia sido investigado em modelo

de animais com HP induzida por MCT.

Nosso estudo demonstrou uma atenuagdo importante nas respostas cardiovasculares quimiorreflexas (hipertensao e bradicardia) nos ratos tratados com MCT. Dentre os achados deste estudo que se
relacionam diretamente com os quimiorreceptores periféricos, a hipoxemia cronica € um dos resultados mais importantes. Esta hipoxemia promove a ativacéo dos quimiorreceptores, o qual desempenha um papel vital
para a sobrevivéncia do animal. Observamos que os animais tratados com MCT e submetidos a remogéao dos quimiorreceptores periféricos morreram poucas horas ap6s o término da cirurgia, e, 0s poucos sobreviventes,

apresentaram-se prostrados e com sérias dificuldades respiratérias (dados néo incluidos).
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O quimiorreflexo promove tanto ajustes cardiovasculares, como respiratorios. Em relagéo aos primeiros, promove aumento da atividade eferente simpatica, acarretando elevacéo na resisténcia vascular

periférica e, consequentemente, aumento da PAM. Isto poderia explicar o aumento da atividade do componente simpatico ap6s o bloqueio autondmico neste estudo.

Em relacdo aos parametros respiratorios, a ativagdo do quimiorreflexo promove aumento da FR e do VVC, respostas que tambhém foram observadas neste estudo e que sugere ser mediada por este reflexo.
Observamos ainda que o quimiorreflexo foi eficaz em manter os valores de PaCO, (normocapnia), mas ndo da PaO, (hipoxemia). Em primeiro lugar, deve ser considerado o fato do CO, apresentar uma maior facilidade
em atravessar as membranas bioldgicas que o O,. Em segundo lugar, como jé descrito anteriormente, a hipoxemia cronica observada poderia ser decorrente da prépria hipertrofia da camada média das arteriolas
pulmonares, porém, poderia ser decorrente também de uma maior liberagdo de substancias vasoconstritoras derivadas do endotélio pulmonar, bem como de uma menor liberagao de substancias vasodilatadoras

(Shimoda et al., 2000), o que diminuiria o fluxo sanguineo para o leito vascular pulmonar, retroalimentando positivamente o quadro de hipoxemia.

Neste estudo, a ativacdo do quimiorreflexo com KCN em ratos tratados com MCT promoveu respostas hipertensoras e bradicardicas atenuadas. Uma hipotese para explicar estas atenuagdes seria o fato dos
quimiorreceptores estarem em um nivel de excitagdo mais elevado devido ao quadro de hipoxemia, e mais préximo de um nivel maximo de excitacéo ou saturagdo. Assim, uma ativagao adicional pelo KCN j4 estaria

préximo deste limite maximo, promovendo respostas cardiovasculares atenuadas.

Uma outra hip6tese estaria relacionada com o aumento da FR basal nos ratos tratados com MCT, o que promoveria um efeito vagolitico e consequentemente uma menor bradicardia ao KCN. Em relagdo a
atenuagdo da resposta pressora, ndo pode ser descartado o fato da hipoxemia promover a liberacéo de fatores vasodilatadores para aumentar o fluxo sanguineo para atender as necessidades teciduais, o que se oporia, de
certa forma, ao aumento da resisténcia periférica mediada pelo componente simpatico quimiorreflexo, causando assim a atenuacéo desta resposta. Nossos resultados ndo permitem evidenciar o mecanismo de agao,

havendo, portanto, a necessidade de experimentos adicionais.

8. 0 - Avaliagdo autondémica

A disfungao autondmica se refere aquela condigdo na qual a fungéo autonémica se altera de forma a afetar adversamente a saude. A avaliagdo da
atividade do SNA pelo uso de diferentes técnicas de medida, tem permitido estimar a contribuicdo desse sistema nas respostas alteradas associadas a
doenca cardiovascular. InUmeras evidéncias apontam para a hiperatividade simpatica na fisiopatologia da hipertenséo arterial e da insuficiéncia cardiaca
(Lanfranchi et al., 2002). A insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), por exemplo, esta associada com um aumento da atividade do nervo simpatico e uma

reducao da atividade do nervo parassimpatico (Nihei et al, 2005), e esse desequilibrio autonémico pode aumentar o risco de morte subita em pacientes com
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ICC (DeFerrari et al, 1993). A diminuicdo na variabilidade da FC e o prejuizo na sensibilidade barorreflexa tém sido descritos mesmo nas fases iniciais de
disfungado ventricular, sendo o prejuizo na fungéo barorreflexa um mecanismo que explica a alta ativagdo simpatica na Insuficiéncia cardiaca (Lanfranchi et
al., 2002). O mecanismo responsavel pela hiperatividade simpatica na insuficiéncia cardiaca permanece desconhecido (Middlekauff, 1997) e pode estar
relacionado a diversos sistemas, tais como: atenuacdo da sensibilidade dos mecanorreceptores arteriais e cardiacos; alteragado pressoérica na artéria e no
capilar pulmonar; exacerbacdo do quimiorreflexo periférico e central; ativacido das aferéncias simpaticas cardiacas e ativagao do sistema renina-
angiotensina, entre outros (Irigoyen et al., 2004).

Em nosso estudo, encontramos marcada ativagao simpatica e diminuicdo na atividade parassimpatica do grupo MCT comparado ao grupo salina.
Estudos de Nihei et al (2005) em ratos com ICC induzida por MCT corroboram nossos achados em relagédo a atenuagdo do componente parassimpatico.

Os efeitos dos bloqueios autondmicos com atropina (antagonista dos receptores muscarinicos) e propanolol (antagonista (3-adrenérgico nao-seletivo)
também foram avaliados por Sanyal et al. (2002) em ratos tratados com MCT. Estas drogas foram injetadas de forma intra-peritoneal, com registro
eletrocardiografico telemétrico 30 minutos antes e 30 minutos apds inje¢cdo. Apds administragdo de atropina, 0 aumento na variabilidade da FC foi menor no
grupo MCT em relagdo ao controle, indicando uma diminuicdo na fungdo do controle parassimpatico, dados estes em acordo com o0s nossos estudos.
Entretanto, apds administragdo do propanolol, a diminuicdo na variabilidade da FC foi similar entre os grupos, indicando a preservagdo da atividade
simpatica. Esses dados nio estdo de acordo com nosso estudo, que demonstrou um aumento na atividade simpatica no grupo MCT em relagéo ao controle.
Essa diferenga encontrada pode ser explicada pela diferente forma de administragao dos bloqueadores, bem como pelos diferentes niveis basais de FC

entre os estudos.

9.0 - PESO UMIDO E SECO DE CORACAO, PULMAO E FIGADO

9.1 — Peso de Camaras cardiacas
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A hipertrofia de VD na HP induzida por MCT tem sido documentada exaustivamente por varios autores (Schultze et al., 1993; Morita et al., 1996;
Jasmin et al., 2001; Inoue et al., 2002; Nagaya et al., 2003, Lee et al., 2005; Nihei et al, 2005; Schermuly et al., 2005). Nossos resultados relativos ao peso
das camaras cardiacas estdo em acordo com esses resultados. Em nosso estudo, foi possivel observar hipertrofia ventricular direita, e o fato deste aumento
persistir mesmo apés a desidratacdo das camaras cardiacas, sugere que este aumento possa ser devido ao aumento da massa muscular cardiaca, € nao
por um possivel acumulo de liquidos no espaco intersticial (edema).

A hipertrofia cardiaca € um processo adaptativo a sobrecarga de presséo ventricular, e desenvolve-se gradualmente por semanas, podendo conduzir
a insuficiéncia cardiaca. A principal vantagem desse modelo de HP induzida por MCT, é a facilidade em se obter hipertrofia cardiaca direita, sem alteragdes
no ventriculo esquerdo, e a garantia da sobrevivéncia dos animais até o dia do experimento. Dessa forma, estudos visando aspectos relacionados nao

somente a HP, mas também ao Cor Pulmonale, sédo facilmente obtidos, permitindo assim a obtencao de respostas acerca da hipertrofia ventricular direita.

9.2 — Peso de pulmao

O aumento no peso Umido e seco dos pulmdes encontrado em nosso estudo corrobora outras pesquisas (Schultze et al., 1993; Brown et al., 1998;
Ito et al., 2000; Inoue et al., 2002; Nihei et al, 2005) e demonstra que mesmo apds a pesagem do pulmédo apds desidratagdo, o grupo MCT continuou
mantendo valores maiores do que o grupo salina, sugerindo dessa forma que o aumento no peso pulmonar se deva a alteragdes estruturais do mesmo
(remodelamento vascular). Estudos anteriores demonstraram que o remodelamento vascular € acompanhado por edema perivascular, fibrina, trombose
plaquetaria da microvasculatura pulmonar, hipertrofia e hiperplasia de células endoteliais (Valdivia et al., 1967a,b). Com o agravamento do quadro, as leses
pioram podendo ocorrer neo-muscularizagéo de arteriolas previamente ndo-muscularizadas (Meyrick e Reid, 1982).

Quando administrada subcutaneamente em ratos, a MCT causa lesao vascular pulmonar, resultando em aumento persistente da permeabilidade dos

microvasos € HP. Outros achados incluem aumento nas células intersticiais (Bruner et al., 1983), hipertrofia da camada média do musculo liso vascular
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(Meyrick e Reid, 1980; Suylen et al, 1998) bem como edema intersticial, hemorragia, fibrose e infiltrado inflamatdrio alveolar (Stenmark et al., 1985; Wilson et
al.,1989). Provavelmente, esses achados supracitados possam ser fatores que contribuem para o aumento de peso nos pulmdes dos ratos tratados com
MCT observados tanto na literatura como no presente estudo, entretanto, uma analise histolégica mais apurada se faz necessaria para a confirmacao dessa

hipétese.

9.3 — Peso de figado

Poucos estudos em literatura tém evidenciado o peso do figado em ratos tratados com MCT. No presente estudo, ndo encontramos alteragdo entre
0s grupos, no peso umido e seco de figado, resultados estes que corroboram o estudo de Brown et al. (1998).

Apds administragdo subcutanea, a MCT é metabolizada no figado, e posteriormente seus metabdlitos sdo acumulados e possivelmente estabilizados
por hemoglobinas durante o transporte ao leito vascular pulmonar por um mecanismo ainda ndo completamente caracterizado (Taylor et al., 1997). Uma vez
no figado, a MCT leva a necrose hepatocelular, fibrose panlobular, e doenga veno-oclusiva (Jago, 1970; McLean, 1970) o que poderia, de certa forma,
contribuir para explicar os achados do presente estudo. Entretanto, mais pesquisas se fazem necessarias para elucidar esse mecanismo de metabolizagao

hepatica e conseqlientes danos no 6rgao.

CONCLUSAO

Avaliacdo Anatomo-Patoldgica

e Os animais tratados com MCT apresentaram um menor ganho de peso corporal em relagdo ao grupo salina.
e Analise do peso dos érgaos evidenciou um aumento do peso umido e seco do ventriculo direito e pulmdes no grupo MCT em relagdo ao grupo

salina.
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e A analise anatomo-patolégica das arteriolas mostrou hipertrofia da camada média arteriolar nos animais tratados com MCT em relagdo ao grupo

salina.

Avaliacido Respiratéria

e A gasometria dos animais tratados com MCT mostrou diminui¢do da PaO, e da Sat Hb nos animais tratados com MCT em relagdo ao grupo
salina.

e O registro ventilatério evidenciou aumento da FR, VC e Vmin nos ratos tratados com MCT em relagdo ao grupo salina.

Avaliacdo Cardiovascular

e Os animais tratados com MCT apresentaram taquicardia sinusal, hipertrofia ventricular direita, bem como aumento nas pressdes ventriculares da
camara cardiaca direita.

e A avaliagdo do barorreflexo mostrou uma atenuagéo significativa da sensibilidade (ganho) nos animais tratados com MCT quando comparados aos
animais do grupo salina.

e A avaliagédo do reflexo Bezold-Jarisch mostrou uma exacerbacao significativa na resposta bradicardica induzida pela injegdo de fenilbiguanida nas
doses de 6 e 12 pg/kg no grupo MCT em relagéo ao grupo salina.

e Em relacdo ao quimiorreflexo, as inje¢des de KCN nos animais tratados com MCT promoveram uma atenuagao da resposta bradicardica e da
resposta pressora nas doses de 20 e 40 ug/kg em relagdo ao grupo salina.

e Os animais tratados com MCT apresentaram um aumento da atividade simpatica e uma redugéo na atividade parassimpatica em relagdo ao grupo

salina.
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Nossos resultados mostraram que o tratamento com MCT desenvolve um quadro de Hipertensdo Pulmonar, acompanhado de uma série de
alteracdes cardiovasculares e respiratorias importantes. Em relagdo as variaveis cardiovasculares, uma taquicardia foi observada e o0 aumento das pressoes
da camara direita corroboram a instalagdo de uma hipertrofia de ventriculo direito. Os mecanismos cardiovasculares reflexos sdo afetados de forma diferente
neste modelo, isto é, observamos uma diminui¢ao significativa no ganho barorreflexo e atenuacdo das respostas quimiorreflexas, enquanto que a resposta
bradicardica do reflexo Bezold-Jarisch foi exacerbada. A disfungdo autondmica encontrada, caracterizada por um aumento da atividade simpatica e
atenuacao da atividade parassimpatica, tem um importante contexto clinico, uma vez que tais achados contribuem como um fator de risco aumentado para o
infarto miocardico e a morte subita. O quadro de hipoxemia observado, acompanhado de alteragbes ventilatérias caracterizadas por taquipnéia e aumento de
volume corrente, sugerem a ativagdo de mecanismos compensatérios para atenuar este quadro. As alteragbes acima, juntamente com os achados de
espessamento da camada média das arteriolas pulmonares e suas repercussées sobre o aumento da resisténcia pulmonar ao fluxo sanguineo, constituem
um importante modelo para o estudo da Hipertensdo Pulmonar e do Cor Pulmonale. Deve ser ressaltado ainda, que os fatores alterados aqui observados
resguardam uma grande similaridade com a clinica da Hipertensdo Pulmonar, o que confere a este modelo uma ferramenta util para o desenvolvimento de

novas opgodes terapéuticas.
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ANEXO |

CLASSIFICAGAO DIAGNOSTICA DA HIPERTENSAO PULMONAR SEGUNDO A ORGANIZAGAO MUNDIAL DE SAUDE
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Hipertensao Arterial Pulmonar
Hipertensao pulmonar primaria
Desordens esporadicas
Desordens familiares
Condigoes relacionadas
Colagenoses
Shunts congénitos sistémico-
pulmonares
Hipertensao portal
Infecgao por HIV
Drogas e toxinas
Agentes anorexigenos
Hipertensado pulmonar persistente do
recém — nascido
Outros

Hipertensao Pulmonar Venosa
Doencas atriais ou ventriculares da
camara cardiaca esquerda
Doengas valvulares da camara cardiaca
Esquerda
Compressao extrinseca ou central
Veias pulmonares
Mediastinite fibrosante
Adenopatia e/ou tumores
Doenga veno-oclusiva pulmonar
Outros

Hipertensdao Pulmonar associada com
desordens respiratérias e/ou hipoxemia
Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica
Doenga pulmonar intersticial
Sindrome da apnéia do sono
Hipoventilagédo alveolar

114

Exposicéo crbnica a altas altitudes
Doenca pulmonar neonatal
Displasia alvéolo-capilar

Outros

Hipertensdo Pulmonar resultante de
doengas trombéticas e / ou embodlicas
cronicas

Obstrugdo tromboembdlica de artérias
pulmonares proximais

Obstrugao de artérias pulmonares distais

Embolismo Pulmonar

Trombose in-situ

Hipertensdao Pulmonar resultante de
desordens que afetam diretamente a
vasculatura pulmonar
Condicdes inflamatérias

Sarcoidose

Schistossomose

Hemangiomatose capilar pulmonar
Outros



ANEXOS 43

http://www.who.int/ncd/cvd/pph.html.

ANEXO Il

CLASSIFICAGAO FUNCIONAL DE PACIENTES COM HIPERTENSAO PULMONAR

Classe |: Pacientes com hipertensao pulmonar mas sem limitagdes resultantes de atividade fisica. Atividade fisica usual nao
causa dispnéia ou fadiga, dor toracica ou sincope.
Classe Il: Pacientes com hipertensao pulmonar resultando em leve limitacao da atividade fisica. Estes pacientes sentem-
se confortaveis ao repouso, mas atividade fisica usual causa dispnéia ou fadiga, dor toracica ou sincope.
Classe lll: Pacientes com hipertensao pulmonar resultando em marcada limitagao da atividade fisica. Estes pacientes sentem-
se confortaveis ao repouso, mas atividade fisica menor que a usual causa dispnéia ou fadiga, dor toracica ou

sincope.

1997
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Classe IV: Pacientes com hipertensao pulmonar resultando em inabilidade para desenvolver qualquer

sem sintomas. Estes pacientes

manifestam sinais de insuficiéncia ventricular direita. Dispnéia e/ou fadiga

podem estar presentes ao repouso, e desconforto € aumentado por qualquer atividade fisica.

*Modificado da classificacdo da New York Association para pacientes com doenca cardiaca.

http://www.who.int/ncd/cvd/pph.html

ANEXO 1li

atividade fisica
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Pressao de vapor de agua em diferentes temperaturas

Pressao de vapor de agua (P.,) em diferentes temperaturas®®

Temp Puw Temp Pw Temp Pw Temp P

0 46 | 10 92 | 20 175 | 30 31.8

1 49 | 11 98 | 21 18.7 | 31 33.7

2 53 | 12 105 | 22 19.8 | 33 35.7

3 57 | 13 1.2 | 23 211 | 33 37.7

4 6.1 | 14 12.0 | 24 224 | 34 39.9

5 6.5 | 15 12.8 | 25 238 | 35 42.2

6 70 | 16 13.6 | 26 252 | 36 44.6

7 75 | 17 145 | 27 267 | 37 47.1

8 8.0 | 18 155 | 28 28.3 | 38 49.7

9 8.6 | 19 16.5 | 29 300 | 39 52.4

10 9.2 | 20 175 | 30 31.8 | 40 53.0

1%
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@ Dados do Handbook of Chemistry and Physics.

b A pressao de vapor é dada por torr e a temperatura em °C.
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Tabela I - Valores de pressao sistélica maxima (PS max), pressao diastélica inicial (PDI), pressao diastélica final (PDF), e
derivadas positiva e negativa da pressdo / tempo do ventriculo direito em ratos dos grupos salina (n=10) e monocrotalina
(n=10).

Grupos
Parametros Salina Monocrotalina
PS max (mmHg) 26 £ 1 55 £+ 3**
PDI (mmHg) 2,4+ 0,2 7,4+1,3**
PDF (mmHg) 5+ 0,04 11,4 + 1,4%*
dP/dT (+) (mmHg/s) 569 £ 7 1206 + 51**
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dP/dT (") (mmHg/s)

589 + 10 1186 + 98**

** n<0,01 indica diferenca estatisticamente significante em relagéo ao grupo salina.
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Tabela Il - Valores de presséo sistolica maxima (PS max), pressao diastdlica inicial (PDI), pressao diastolica
final (PDF), e derivadas positiva e negativa da pressao / tempo do ventriculo esquerdo em ratos dos grupos

salina e monocrotalina.

Grupos
Parametros Salina Monocrotalina
PS (mmHg) 126 + 1 124 + 2
PDI (mmHg) -1,5+ 0,07 -1,7+ 0,1
PDF (mmHg) 9+0,2 9+0,2
dP/dT (') (mmHg/s) 2680 + 32 2720 + 54
dP/dT () (mmHg/s) 2756 + 22 2805 + 62
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Tabela lll — Valores de presséo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC), platdés de bradicardia e
taquicardia, amplitude, PAsy, e ganho médio, de ratos submetidos a avaliagdao do barorreflexo pela infusdo

continua de fenilefrina e nitroprussiato de sédio dos grupos salina (n=8) e monocrotalina (n=8).

Grupos
Parametros Salina Monocrotalina
PAM (mmHg) 11213 1076
FC (bpm) 34819 402+16*
Platé de bradicardia (bpm) 250+12 276+16
Platé de taquicardia (bpm) 45417 466117
Amplitude (bpm) 204+7 189117
PAso (MmHg) 11713 11615
Ganho médio (bpm/mmHg) -5,22+1 -2,67+0,2*

PAso, presséao arterial média no ponto médio da curva. *p<0,05 indica diferencga estatisticamente significante em relagéo ao grupo salina.
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Tabela IV - Parametros morfométricos vasculares do grupo MCT comparado com o grupo salina.

Grupos
Parametros Salina MCT
Numero de casos 4 6
Numero de vasos 20 55
Espessura média da tunica média (um) 9+3,2 1217
Raio médio (um) 71+28 59,3+27,3
Quociente espessura média/raio médio 0,138+0,063 0,212+0,097**

**p<0,01 indica diferenga estatisticamente significante em relagéo ao grupo salina.

APENDICE |
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Peso corporal inicial e final dos ratos do grupo Salina e MCT

Salina Peso inicial |Peso 1?sem | Peso 2?%sem | Peso 3?sem
1 234 250 293 309
2 233 257 293 307
3 218 258 285 310
4 230 240 250 261
5 228 260 280 290
6 238 250 292 309
7 242 238 297 314
8 240 240 313 337
9 236 243 292 308
10 244 249 308 330
11 242 303 324 325
12 236 260 281 289
13 230 290 305 286
14 228 268 295 258
15 210 228 239 290
16 250 270 286 306
17 226 270 274 326
18 222 247 252 288
19 228 259 256 298
20 238 279 276 324
21 228 263 264 318

MEDIA 232,43 258,19 283,57 303,95
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EPM 2,03 3,91 4,79 4,55
Rato MCT | Peso inicial |[Peso 1°sem| Peso 22sem | Peso 3%sem
1 224 235 258 283
2 220 242 251 315
3 221 236 242 294
4 213 239 255 300
5 212 228 236 293
6 212 229 252 253
7 222 267 271 270
8 238 283 298 314
9 222 267 287 292
10 226 256 256 269
11 216 275 283 280
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12 218 236 246 276
13 222 228 244 282
14 228 235 252 276
15 226 227 238 258
16 232 254 278 312
17 242 264 288 290
18 258 270 280 274
19 240 272 282 296
20 262 270 290 302
21 266 296 318 320
22 236 264 270 282
23 228 226 226 243
24 244 262 278 274
25 254 274 300 322
26 240 258 278 258
27 228 254 264 302
28 226 246 282 275
29 256 266 306 300
30 244 268 266 280
31 232 250 260 245
MEDIA 232,5 2541 268,9 284,8
EPM 2,69 3,37 4,00 4,13
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APENDICE Il

Valores basais de PAM e FC de ratos dos grupos Salina e MCT

Ratos FC Salina | FEMCT | PA Salina [ PAMCT
1 395 400 120 120
2 300 350 120 83
3 350 350 120 115
4 395 365 110 120
5 330 300 110 132
6 350 445 100 105
7 340 420 100 100
8 352 450 107 85
9 350 330 100 123
10 320 310 100 113
11 388 350 104 110
12 370 332 116 106
13 362 387 118 115
14 319 420 111 123
15 358 300 117 93
16 427 405 120 82
17 319 440 111 117
18 300 390 119 80
19 423 380 115 110
20 395 390 118 125
21 350 310 100 100
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22 348 420 113 112
23 350 440 100 107
24 373 450 120 85
25 340 379 100 107
26 341 472 118 93
27 340 428 110 84
28 340 404 120 96
29 375 360 93 95
30 356 482 97 92
31 357 97
32 375 99
33 386 95
34 388 83
35 369 133
36 347 134
Média 357,7278 388,6333 | 109,6667 |104,2667
EPM 4,95 9,44 1,90 2,69
APENDICE Iil
Peso umido e seco de VD e VE, com correcao por peso corporal, dos ratos dos qrupos Salina e MCT
Peso Peso umido Peso seco Peso Peso umido Peso seco
Rato umido de de VD Peso Seco de VD umido de de VE Peso seco de VE
Salina VD corrigido de VD corrigido VE corrigido de VE corrigido
1 0,129 0,507 0,031 0,118 0,458 1,8 0,106 0,413
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2 0,109 0,49 0,028 0,127 0,412 1,873 0,095 0,432
3 0,119 0,502 0,029 0,123 0,421 1,791 0,096 0,408
4 0,14 0,427 0,036 0,109 0,648 1,976 0,154 0,17
5 0,181 0,603 0,043 0,14 0,519 1,73 0,122 0,41
6 0,134 0,447 0,04 0,13 0,595 1,98 0,158 0,526
7 0,091 0,384 0,022 0,093 0,442 1,861 0,102 0,43
8 0,119 0,502 0,029 0,123 0,421 1,791 0,096 0,408
9 0,129 0,507 0,031 0,118 0,458 1,803 0,106 0,413
10 0,164 0,6 0,04 0,143 0,57 2,036 0,14 0,5
MEDIA 0,13 0,5 0,033 0,12 0,49 1,86 0,12 0,41
EPM 0,01 0,02 0 0 0,03 0,03 0,01 0,03
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Peso
Peso Peso umido seco de Peso umido Peso seco
umido de de VD Peso Seco vD Peso umido de VE Peso seco de VE
Rato MCT VD corrigido de VD corrigido de VE corrigido de VE corrigido
1 0,3 1,02 0,064 0,217 0,62 2,1 0,135 0,457
2 0,424 1,54 0,094 0,342 0,457 1,66 0,101 0,37
3 0,323 1,2 0,062 0,23 0,568 2,104 0,125 0,463
4 0,46 1,7 0,091 0,34 0,502 1,86 0,103 0,38
5 0,424 1,894 0,11 0,049 0,441 1,967 0,116 0,518
6 0,31 1,2 0,117 0,45 0,453 1,74 0,076 0,29
7 0,292 0,973 0,088 0,292 0,422 1,41 0,138 0,46
8 0,37 1,275 0,077 0,265 0,6 2,07 0,138 0,475
9 0,26 0,9 0,04 0,138 0,49 1,69 0,11 0,379
10 0,21 0,8 0,05 0,178 0,55 1,964 0,13 0,464
MEDIA 0,34 1,25 0,08 0,25 0,51 1,86 0,12 0,43
EPM 0,03 0,11 0,01 0,04 0,02 0,07 0,01 0,02
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Peso Umido e seco de pulmao e figado, com corregcao por peso corporal, dos ratos dos grupos salina e MCT

slzllait:a Pupul Pupulcor | PsecPul | PsecPulcor PuFig Pufigcor | PsecFig | PsecFigcor
1 1,345 5,291 0,286 1,122
2 1,168 5,310 0,262 1,190
3 1,094 4,655 0,220 0,932
4 2,094 6,384 0,435 1,326 14,378 43,830 6,190 18,872
5 11,483 38,277 4,822 16,070
6 1,768 5,890 0,463 1,540 13,452 44,840 4,710 15,700
7 1,102 4,650 0,231 0,975 14,800 49,300 6,186 20,620
8 1,094 4,655 0,220 0,932 13,550 15,630 5,784 18,220
9 1,345 5,291 0,286 1,122 14,214 52,640 5,554 19,500
10 1,160 5,536 0,300 1,071 11,600 41,428 4,280 15,280
MEDIA 1,35 5,30 0,30 1,1 13,4 40,8 5,4 17,8
EPM 0,12 0,20 0,03 0,07 0,50 4,57 0,29 0,79
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Rato MCT Pupul Pupulcor | PsecPul | PsecPulcor PuFig Pufigcor | PsecFig PsecFigcor

1 11,600 41,428 4,280 15,280

2 14,000 47,460 6,985 23,678

3 2,250 7,63 0,507 1,719 12,615 45,870 5,316 19,330

4 2,750 10,0 0,437 1,589 13,496 49,985 5,573 20,640

5 2,777 10,3 0,574 2,126 14,214 52,640 5,554 20,570

6 1,930 6,430 0,447 1,490 12,300 41,000 6,148 20,494

7 2,420 8,345 0,591 2,038 13,200 45,520 6,461 22,280

8 1,690 5,827 0,480 1,655 10,070 33,566 3,370 11,230

9 1,800 6,430 0,420 1,500 10,500 37,500 4,320 15,430
MEDIA 2,23 7,8 0,49 1,73 12,4 43,9 5,3 18,8
EPM 0,17 0,67 0,03 0,10 0,49 2,02 0,39 1,33

APENDICE V
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Gasometria dos ratos dos grupos Salinae MCT

Rato
Salina pH pCO, pO, HCO; | SatO,
1 7,519 34,3 90,5 27,7 97,5
2 7,489 33,3 103,9 25,1 98,2
3 7,551 23,0 81,3 20,2 97,1
4 7,505 31,5 93,2 24,7 97,7
5 7,469 27,1 113,3 19,4 98,5
6 7,497 31,8 83,9 24 .4 96,9
7 7,450 35,6 101,6 24 4 97,9
8 7,481 33,3 92,6 24,5 97,5
9 7,502 25,8 107,2 20,0 98,4
10 7,501 30,0 96,8 23,2 97,9
MEDIA | 7,496 30,6 96,4 23,4 97,8
EPM 0,01 1,29 3,21 0,84 0,17

Grupo Monocrotalina
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Rato
MCT pH pCOz p02 HCO3- Sat02
1 7,512 31,7 89,8 25,2 97,5
2 7,481 33,3 92,6 24,5 97,5
3 7,393 31,5 71,4 18,8 94,1
4 7,484 36,2 86,4 26,9 97,0
5 7,478 33,0 91,2 241 97,4
6 7,414 35,2 85,2 22,1 96,4
7 7,484 33,1 77,9 24,6 96,1
8 7,459 34,2 77,4 23,9 95,8
MEDIA | 7,463 33,5 83,9 23,7 96,4
EPM 0,01 0,57 2,69 0,85 0,41
APENDICE VI

Alteracoes da PAM e FC promovidas pela ativacdo do Reflexo de Bezold-Jarisch nas doses de 1,5, 3, 6, 12 e 24 pag/kg em ratos dos grupos

Salinae MCT
Grupo Salina
Rato# | PAMbasal | 15 | 3 | 6 | 12 | 24pug/kg
1 115 31 54 .55 .75 77
2 118 26 69 -76  -103 -99
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3 125 -80 70 79  -81 -110
4 114 -67 -110 -67  -94 -94
5 118 25  -68  -77  -103 -98
6 118 -68 -67 -51  -88 -97
7 106 33  -87 72 -T2 -76
8 100 40 -24  -83 49 -49
9 106 11 -3 -83 26 -26
MEDIA 113 42 | -65 | 11 | 77 -81
EPM 2,61 7,87 | 841 | 3,88 | 849 | 9,10
Rato# | FCbasal | 15 | 3 6 12 | 24 uglkg
1 411 -182  -226 -238 -248  -213
2 362 -160 -240 -267 -280  -333
3 380 -285 -300 -305 -300  -314
4 368 -279  -283  -292 290  -305
5 371 156 242 -270 275  -325
6 344 -243  -207 -235 263  -294
7 368 -63 -202 -258 -268  -280
8 352 -184  -224 139 239 -260
9 313 -82 157 -200 -168  -191
MEDIA 363 181 | -231 | -244 | -259 | -279
EPM 8,89 26,10 | 14,26 | 16,87 | 13,04 | 16,51
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Grupo Monocrotalina

FBG-MCT
Rato # | GRUPO |PAM basal 1,5 3 6 12 24ug/kg
1 MCT 121 -25 -63 -75 -92 -89
2 MCT 128 -61 -58 -91 -73 -59
3 MCT 125 -39 -43 -51 -50 -53
4 MCT 117 -50 -38 -36 -44 -50
5 MCT 129 -74 -51 -73 -70 -75
6 MCT 100 -82 -79 -64 -80 -89
7 MCT 103 -38 -79 -62 -74 -65
8 MCT 81 -25 -10 -33 -24 -43
9 MCT 98 -47 -62 -60 -59 -61
MEDIA 111 -49 -54 -60 -63 -65
EPM 5,53 6,70 7,22 6,19 6,94 5,47
Rato # | GRUPO | FC basal 1,5 3 6 12 24ug/kg
1 MCT 423 -220 -371 -209 -371 -383
2 MCT 324 -216 -238 -247 -257 -276
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MCT 394 -243 -192 -261 -238 -247
MCT 433 -259 -265 -372 -329 -390
MCT 426 -190 -196 -207 -192 -246
MCT 368 -223 -256 -224 -286 -321
MCT 410 -227 -345 -329 -334 -360
MCT 422 -210 -220 -245 -267 -283
MCT 406 -247 -283 -332 -330 -332
MEDIA 401 -226 -263 -269 -289 -315
EPM 11,63 6,99 20,70 19,99 18,84 18,46
APENDICE VII
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Alteracoes da PAM e FC promovidas pela ativacdo do Quimiorreflexo nas doses de 10, 20, 40 e 80 pg/0,05 ml (1) em ratos dos grupos Salina e

MCT
KCN - Grupo Salina
Rato # [GRUPO| PAbasal | 10 20 40 80 pg/kg
1 CONT 104 7 18 23 35
2  CONT 116 3 37 30 39
3 CONT 118 0 63 65 68
4  CONT 111 10 60 69 61
5  CONT 117 0 61 60 81
7  CONT 120 24 44 46 46
8  CONT 111 10 60 65 64
9 CONT 119 0 29 37 40
10 CONT 115 0 42 51 48
MEDIA | 114 6 46 49 53
EPM | 1,69 2,66 5,37 5,56 5,21
Rato # [GRUPO| FCbasal | 10 20 40 80 ug/kg
1 CONT 388 -22 -275 -283 -285
2 CONT 370 -5 -213 -255 -250
3  CONT 362 0 -279 -246 -372
4  CONT 319 -30 -175 -234 -302

5 CONT 358 0 -221 -238 -240
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7 CONT 427 -24 -266 -270 -305
8  CONT 319 -15 -169 -242 -248
9  CONT 300 0 -105 -161 -180
10 CONT 423 0 -247 -234 -303
MEDIA | 363 -11 -217 -240 -276
EPM | 1502 | 4,06 | 1942 | 11,38 18,07
KCN-MCT
Rato# [GRUPO| PAbasal| 10 | 20 | 40 | 80 pgkg

1 MCT 123 40 250 330 34,0

2 MCT 113 50 360 390 43,0

3 MCT 110 30 290 340 30,0

4 MCT 106 23 242 257 32,0

5 MCT 115 30 30,0 330 35,0

6 MCT 123 00 260 340 42,0

7 MCT 93 00 340 350 28,0

8 MCT 82 62 420 250 19,0

MEDIA 108 29 31,0 323 33

67
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| EPM | 506 | 078 [ 218 | 167 | 273 |

Rato # |[GRUPO| FCbasal | 10 20 | 40 | 80ugkg |
1 MCT 328 -80  -100 -17,0 -23,0
2 MCT 307 -60  -480 -109,0  -151,0
3 MCT 350 -30  -30,0 -80,0 -100,0
4 MCT 332 0,0 00 -52,0 -56,0
5 MCT 387 -40 470 -850 -105,0
6 MCT 420 00 03 -470 -51,0
7 MCT 298 00 -230 -830 -103,0
8 MCT 405 -60  -820 -180,3  -220,0
MEDIA| 353 -3,4 | -30,0 | -81,6 -101,1
EPM | 16,13 | 1,12 | 9,95 | 17,30 22,08
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APENDICE Vil

Alteracoes da FC promovidas apés bloqueio autondmico com atenolol e metil-atropina na dose de 2 mg/kg/ ml (1) em ratos dos grupos Salina e

MCT

\ Rato # | GRUPO | FC basal | atenolol | atropina | A atenolol | A atropina ]

1 salina 375 349 405 -26 56
2 salina 356 325 390 -31 65
3 salina 357 325 401 -32 76
4 salina 375 359 395 -16 36
5 salina 386 351 374 -35 23
6 salina 388 358 430 -30 72
7 salina 369 321 377 -48 56
8 salina 347 321 376 -26 55

MEDIA 369 339 393 -30,5 55

EPM 5,21 6,04 6,67 3,22 6,29
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Rato # | GRUPO | FC basal | atenolol | atropina | A atenolol | A atropina

1 MCT 379 283 297 -96 14
2 MCT 472 394 400 -78 6
3 MCT 428 364 377 -64 13
4 MCT 404 351 365 -53 14
5 MCT 360 345 366 -15 21
6 MCT 482 428 434 -54 6

MEDIA 421 361 373 -60 12

EPM 20,12 20,02 18,58 11,17 2,32
APENDICE IX

Estimativa de parametros quantimétricos vasculares de arteriolas pulmonares de ratos dos grupos Salina e MCT

0.



ANEXOS

71

RATO| GRUPO | FOTO VASO R ™ TM/R
RO1 MCT 19 191 50,63 10,31 0,2036
RO1 MCT 20 20-1 79,11 32,48 0,4106
RO1 MCT 21 21-A 107,59 26,35 0,2449
RO1 MCT 21 21-B 41,14 10,79 0,2623
RO1 MCT 22 2241 39,87 12,94 0,3246
RO1 MCT 23 23-A 20,25 5,81 0,2869
RO1 MCT 23 23-B 41,77 11,35 0,2717
RO1 MCT 24 24-A/42-B 65,19 8,96 0,1374
RO1 MCT 24 24-B/42-A 126,58 22,47 0,1775
RO1 MCT 25 25-A/43-A 104,74 31,72 0,3028
RO1 MCT 25 25-B/43-B 28,75 6,99 0,2431
RO1 MCT 26 26/44/69 68,99 11,57 0,1677
RO1 MCT 27 27/45/70 41,77 8,27 0,1980
RO1 MCT 41 41-A 18,35 5,25 0,2861
RO1 MCT 41 41-B 36,07 11,68 0,3238
RO1 MCT 47 47/71 24,68 8,47 0,3432
R02 MCT 13 131 38,61 10,09 0,2613
R02 MCT 14 141 65,19 6,95 0,1066
R02 MCT 15 151 54,43 4,95 0,0909
R02 MCT 16 16-1 44,94 8,00 0,1780
R02 MCT 17 1741 70,88 17,10 0,2413
R02 MCT 18 18-1 62,66 7,55 0,1205
RO3 MCT 10 101 30,38 7,53 0,2479
RO3 MCT 11 111 29,11 8,77 0,3013
RO3 MCT 12 121 75,31 9,34 0,1240
RO3 MCT 03 03-1 44,94 6,60 0,1469
RO3 MCT 04 04-1 38,61 5,62 0,1456
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RO3 MCT 05 05-1 36,07 5,66 0,1569
RO3 MCT 06 06-1 34,81 7,32 0,2103
RO3 MCT 07 07-1 112,02 29,71 0,2652
RO3 MCT 08 08-1 99,36 14,68 0,1477
RO3 MCT 09 09-1 43,04 6,36 0,1478
R04 MCT 01 01-1 84,17 23,02 0,2735
R04 MCT 02 02-1 50,63 11,70 0,2311
R04 MCT 48 48-1 56,96 11,51 0,2021
R04 MCT 49 49-A 62,66 7,90 0,1261
R04 MCT 49 49-B 34,18 8,88 0,2598
R04 MCT 50 50-1 58,23 11,83 0,2032
R04 MCT 51 51-1 94,93 13,26 0,1397
R04 MCT 52 52-1 37,97 8,94 0,2354
RO5 MCT 53 53-1 59,49 9,70 0,1631
RO5 MCT 54 54-1 86,71 12,01 0,1385
RO5 MCT 55 55-1 32,91 13,30 0,4041
R05 MCT 56 56-1 55,06 7,69 0,1397
RO5 MCT 57 571 77,21 17,51 0,2268
RO5 MCT 58 58-1 98,10 31,12 0,3172
RO5 MCT 59 59-1 53,16 8,72 0,1640
RO5 MCT 60 60-1 53,80 8,04 0,1494
R05 MCT 61 61-1 72,15 12,78 0,1771
R06 MCT 62 62-1 94,93 17,91 0,1887
R06 MCT 63 63-1 17,09 10,87 0,6360
R06 MCT 64 64-1 63,92 8,95 0,1400
R06 MCT 65 65-1 126,58 5,40 0,0427
R06 MCT 66 66-1 50,63 7,01 0,1385
R06 MCT 67 67-1 62,66 8,76 0,1398
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RO7 SALINA 35 35-1 60,12 14,53 0,2417
RO7 SALINA 36 36-1 75,95 9,41 0,1239
RO7 SALINA 37 371 120,25 9,69 0,0806
RO7 SALINA 38 38-1 46,20 5,74 0,1242
RO7 SALINA 68 68-1 120,25 12,21 0,1015
RO8 SALINA 30 30-1 71,52 9,32 0,1303
RO8 SALINA 31 311 67,09 6,11 0,0911
R0O8 SALINA 32 3241 48,10 14,97 0,3112
RO8 SALINA 33 33-1 62,02 9,19 0,1482
R08 SALINA 34 34-1 69,32 7,98 0,1151
R09 SALINA 28 281 131,64 12,85 0,0976
R09 SALINA 29 29-1 84,81 12,12 0,1429
R09 SALINA 39 39-1 70,25 5,85 0,0833
R09 SALINA 40 401 76,58 8,05 0,1051
R10 SALINA 72 721 41,77 8,75 0,2095
R10 SALINA 73 73-1 67,72 7,04 0,1040
R10 SALINA 74 741 48,73 4,56 0,0936
R10 SALINA 75 75-1 16,46 3,98 0,2418
R10 SALINA 76 76-1 51,26 5,44 0,1061
R10 SALINA 77 771 91,77 10,23 0,1115
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APENDICE X

Estimativa de pardmetros quantimétricos vasculares de arteriolas pulmonares de ratos dos grupos Salina e MCT

RAIO ™ TM/R

SALINA MCT SALINA MCT | SALINA MCT

MEDIA:| 71,09 59,27 8,90 11,97 0,1382 | 0,2166

S: 28,37 27,30 3,21 7,03 0,0629 | 0,0971

p25: 50,63 38,61 6,05 7,62 0,1006 | 0,1462

p50: 68,52 54,43 8,97 9,34 0,1133 | 0,2021

p75: 78,64 73,73 10,70 12,86 0,1442 | 0,2637
R = Raio

TM = Tudnica média
TM / R = Relacgao tunica média / raio
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