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RESUMO

A mecanica respiratéria de roedores é amplamente avaliada por intermédio da im-
pedancia do sistema respiratério que pode ser obtida por meio da técnica de oscilagoes
forgadas (FOT), utilizando-se um ventilador mecanico para pequenos animais (SAV). Esse
método é intrinsecamente dependente de uma caracteristica fisica do animal, a massa
corporea, que é utilizada pelo SAV para ajustar as amplitudes das perturbacgoes venti-
latorias requeridas pela FOT. De modo a entender melhor a relagdo entre a avaliagao
da mecanica do sistema respiratério (via FOT) e as caracteristicas fisicas de roedores,
este trabalho relacionou as propriedades mecanicas do sistema respiratorio, utilizando
parametros do modelo de fase constante (MFC) (R,,, G e H), com medidas morfoldgicas
de camundongos BALB/c machos com 18 semanas de idade, como a massa corpdrea,
comprimento naso-anal (CNA), indice de Lee (IL) e volume dos pulmdes ex vivo. Para
estimar o volume total dos pulmoes ex vivo dos animais, foi desenvolvido um aparato que
aplica o principio de Arquimedes. Este estudo foi desenvolvido com um modelo animal
de inflamagao pulmonar e seu grupo controle. A mecanica respiratoria foi avaliada em
condigbes basais sob duas formas de administragao de solugao salina tampao fosfato (PBS)
via veia jugular direita: bolus (B) e infusdo continua (I). Dessa maneira, quatro grupos
foram avaliados: OVA-B (n=6), que representa o modelo animal de inflamagao pulmonar
com administracao de PBS por bolus; Controle-B (n=7), que simboliza o grupo controle
do OVA-B; OVA-I (n=8), modelo animal de inflamag¢ao pulmonar, mas com administragao
de PBS por infusao continua; e, por dltimo, o grupo Controle-I (n=10), que caracteriza
o controle do OVA-I. Correlagoes negativas e significativas foram observadas no grupo
Controle-I para os parametros G e H com a massa corpérea (p < 0,001 e p = 0,011,
respectivamente) e CNA (p = 0,001 e p = 0,001, respectivamente). Considera-se que
essas associacoes significativas observadas no grupo Controle-I estejam mais relacionadas
ao método aplicado para avaliar a mecanica respiratéria desses animais (FOT), onde os de
massa corpérea maior recebem amplitudes de perturbacoes ventilatérias maiores, do que
as variagbes no volume (tamanho) dos pulmoes entre esses animais, pois nao foi verificada
qualquer correlagao positiva e significativa do volume dos pulmoes estimado ex vivo com a
massa corporea ou CNA. Dessa forma, observou-se, também, que os parametros do MFC,
obtidos via FOT, sdo mais suscetiveis a variagoes devido ao volume/fluxo de ar dentro
dos pulmoes, capaz de alterar as condigoes funcionais das regides centrais e periféricas,
do que as pequenas variacoes anatomicas no volume dos pulmoes entre camundongos da
mesma linhagem.

Palavras-Chave: Camundongos BALB/c. Mecanica respiratéria. Modelo de fase cons-
tante. Volume dos pulmoes ex vivo. Medidas morfologicas.



ABSTRACT

The respiratory mechanics of rodents is widely assessed through the impedance of the
respiratory system, which might be attained by the forced oscillation technique (FOT),
using a mechanical ventilator for small animals (SAV). This method is intrinsically depen-
dent on a physical characteristic of the animal, the body mass, that is used by the SAV
to adjust the amplitude of flow perturbations required by the FOT. In order to better
understand the relationship between the assessment of the respiratory system mechanics
(by FOT) and the physical characteristics of rodents, this work assessed the relationship
of the mechanical properties of the respiratory system, using parameters of the constant
phase model (MFC) (R,,, G e H), with morphological measurements of male BALB/c
mice 18 week-old such as body mass, nose-to-anus length (CNA), Lee index (IL) and ez
vivo lung volume. To estimate the total ex vivo lung volume of the animals, it was develo-
ped an apparatus that uses the Archimedes’s principle. This study was conducted with an
animal model of lung inflammation and a control group. The respiratory mechanics was
assessed in the basal condition under two ways of injection of phosphate-buffered saline
(PBS) via right jugular vein: bolus (B) and continuous infusion (I). Hence, four groups
were assessed: OVA-B (n=6), which represents the animal model of lung inflammation
with PBS injection via bolus; Controle-B (n=7), which symbolizes the control group of
OVA-B; OVA-I (n=8), the animal model of lung inflammation, but with PBS injection
via continuous infusion; and, at last, the Controle-I, which indicates the control group
of OVA-I. Significant negative correlations were observed in the group Controle-I for the
parameters G and H with the body mass (p < 0,001 and p = 0,011, respectively) and
CNA (p = 0,001 and p = 0,001, respectively). We posit that these significant associ-
ations observed in the group Controle-I are more related to the method used to assess
the respiratory mechanics of these animals (FOT), where the ones with higher value of
body mass receive higher amplitudes of flow perturbations, than due to the changes in the
volume (size) of the lungs among these animals, because it was not observed any positive
and significant correlation of the ex vivo lung volume estimated with body mass or CNA.
Thereby, it was also noted that the parameters of the MFC, attained by FOT, are more
susceptible to changes due to the volume/flux of air within the lungs, capable of chan-
ging functional conditions in central and periphery regions, than due to small anatomical
changes in the volume of the lung among mice of the same strain.

Keywords: BALB/c mice. Respiratory mechanics. Constant phase model. Lung volume
ex vivo. Morphological measurements.
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1 INTRODUCAO

Neste manuscrito sao apresentados os estudos realizados como parte dos requisitos
para a obtencao do grau de Mestre em Ciéncias na area de Engenharia Biomédica do
Programa de Pés-Graduacao da Engenharia Elétrica (PPGEE) da Universidade de Sao
Paulo (USP). Esta dissertacao é fundamentada na avaliagao das propriedades mecanicas

do sistema respiratério e de medidas morfoldgicas obtidas em camundongos BALB/c.

A mecanica respiratoria foi avaliada por intermédio da impedancia de entrada do sis-
tema respiratorio, a qual relaciona a pressao de ar na entrada das vias aéreas com o fluxo
de ar imposto ao animal proveniente de um ventilador mecanico para pequenos animais
(SAV) (legacy flexiVent, SCIREQ Inc., Canadd), durante perturbagdes volumétricas
realizadas sob ventilagdo mecanica. A impedancia é uma ferramenta muito util na ava-
liacao do sistema respiratorio, pois é capaz de caracterizar, quantitativamente, o complexo

comportamento mecanico desse sistema.

No entanto, a melhor maneira de se compreender, fisiologicamente, como a impedancia
esta associada as propriedades mecanicas dos pulmoes e caixa toracica, é por meio da uti-
lizagao de modelos matematicos, como o modelo de fase constante (MFC) empregado neste
trabalho (BATES, 2009). Esse modelo matematico apresenta quatro parametros (R, I,
G e H) que sao amplamente aplicados na caracterizagao das propriedades mecanicas do
sistema respiratério. Trés desses parametros (R,, G e H) estdo presentes neste estudo
para avaliar possiveis correlagoes com dados morfométricos de camundongos BALB/c
como massa corporea, comprimento naso-anal, indice de Lee e volume dos pulmoes ex

V0.

Diversas andlises correlacionais entre varidveis morfolégicas como massa corpérea,
medidas de comprimento corporal do animal, ou até mesmo de area superficial, podem
ser encontradas na literatura (AGUH et al., 2013; HANSON; HEYS, 1924). Da mesma
forma, diversas relagoes alométricas ja foram verificadas para parametros funcionais como
frequéncia respiratéria ( f,.), capacidade pulmonar total (CPT), volume corrente (V,.), com-

placéncia pulmonar, etc., para uma grande variedade de mamiferos (BENNETT; TEN-
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NEY, 1982; STAHL, 1967).

No entanto, estudos avaliando possiveis correlagoes dos parametros mecanicos do sis-
tema respiratério (R,, G e H), ndo s6 com a massa corpérea do animal, mas também
com outros dados morfométricos, como os utilizados neste trabalho, sdo mais raros. Além
disso, o fato dos parametros R,, G e H apresentarem significado fisiolégico para a im-
pedancia do sistema, obtida com um ventilador mecanico, levanta uma preocupacao em
relacao as proporgoes alométricas dos animais sob avaliacao, pois todas as perturbagoes
ventilatérias impostas ao animal sao ajustadas em relagao a sua massa corpdrea, e nao
ao tamanho de seus pulmoes (GUIVARCH et al., 2018; SCHUESSLER; BATES, 1995).

Desse modo, este trabalho procurou avaliar as relacoes entre as medidas morfolégicas
(massa corpérea, comprimento naso-anal, indice de Lee e volume dos pulmoes ez vivo) e

os trés principais parametros do MFC.

Todos os procedimentos experimentais com animais foram realizados em colaboracgao
com o Laboratério de Fisiopatologia da Inflamacao Experimental do Departamento de
Farmacologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB-

USP), coordenado pelo Prof. Dr. Wothan Tavares de Lima.

Portanto, foram criados em biotério dois grupos de camundongos BALB/c machos:
um modelo de inflamagao pulmonar (induzida por ovalbumina) (OVA) e seu grupo con-
trole (Controle), os quais foram posteriormente subdivididos para anélise dos dados, to-

talizando quatro grupos para investigagao.

Tal divisao foi feita de acordo com o tipo de administracao de solugao salina tampao
fosfato (PBS) aplicado durante a avaliacao da mecénica respiratéria em condigbes basais:
injecao endovenosa (jugular direita) por bolus (OVA-B e Controle-B) ou infuséo continua
(OVA-I e Controle-I).

1.1 Objetivos

Nesta secao, sao apresentados os objetivos que motivaram a realizagao deste trabalho.

1.1.1 Objetivo principal

Investigar as relagoes entre os parametros da mecanica respiratéria (R, G, e H) e

mensuragoes morfoldgicas para os quatro grupos de camundongos BALB/c estudados:

OVA-B, Controle-B, OVA-I e Controle-I.
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1.1.2 Objetivos secundarios

a) Verificar alguns dados morfométricos, além da massa corpérea, passiveis de medigao

para relacionar com os parametros R,,, G e H;

b) Desenvolver um aparato para obter o volume dos pulmoes ex vivo em laboratério.

1.2 Justificativas

Atualmente, a avaliacao da mecanica respiratéria de animais é amplamente realizada
por meio da técnica de oscilagdes forgadas (FOT) com um ventilador mecéanico que, além
de ventilar o animal, gera as perturbacoes de volume de ar para estimar a impedancia do
sistema respiratério (BATES; SUKI, 2008; BATES, 2009; SCHUESSLER; BATES, 1995).

Nesse prisma, a amplitude do V. e as perturbagoes de volume de ar geradas pelo ven-
tilador mecanico sao ajustadas de acordo com a massa corpérea dos animais (SCHUES-
SLER; BATES, 1995), assim, a avaliacao da mecanica respiratéria é também dependente
da massa corporea, em que um animal obeso, por exemplo, é avaliado com perturbagoes
volumétricas de amplitude maior do que um nao obeso. Entretanto, nao hé evidéncias

que provem que somente a massa corpérea influencia no tamanho dos pulmoes.

No entanto, com seres humanos essa questao ¢é tratada por meio da adocao do peso
ideal /previsto (PBW), o qual considera outros fatores como idade, sexo e altura, além
da massa corporea dos pacientes no calculo do fluxo de ar a ser gerado pelo ventilador
mecanico (LINARES-PERDOMO et al., 2015; TROUTMAN, 2002).

J& para animais, essa ideia de peso ideal/previsto é inexistente e o fato da im-
pedancia do sistema respiratorio ser obtida com perturbacoes volumétricas indexadas
a massa corporea, cria-se, naturalmente, a necessidade de se compreender como fatores

morfoldgicos estao associados com a mecanica respiratéria.

Estudos que avaliam a associacao das propriedades mecanicas e de parametros fun-
cionais do sistema respiratério com a massa corpérea tanto de animais (BENNETT;
TENNEY, 1982; STAHL, 1967) quanto de humanos (COOK; HELLIESEN; AGATHON,
1958; STAHL, 1967) sao encontrados na literatura. Porém, para avaliar as propriedades
mecanicas do sistema respiratorio de diversas espécies, a maioria dos métodos usados nes-
sas pesquisas, nao empregaram a FOT ou um dos modelos matematicos mais utilizados e
recomendados: o MFC (BATES, 2009).

Assim, surgiu o interesse em realizar uma analise correlacional entre parametros mor-
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folégicos dos animais (comprimento naso-anal, indice de Lee e o volume dos pulmoes
ex vivo), nao se limitando & massa corpérea, com os principais parametros da mecanica

respiratéria provenientes do MFC (R,,, G e H).
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2 REVISAO DE LITERATURA

Neste capitulo é apresentada a sustentacgao tedrica para os temas abordados no estudo.
Inicialmente, expoem-se os topicos pertinentes a avaliacao da mecanica respiratéria em
roedores e ao ventilador mecanico para pequenos animais. Na sequéncia, os camundongos
BALB/c e 0 modelo animal de inflamacao pulmonar sdo introduzidos. Por ultimo, al-
guns métodos comumente utilizados para obter dados/medidas morfolégicas de roedores

também sdo mostrados.

2.1 Avaliacao da mecanica respiratoria em roedores

O sistema respiratorio de roedores, assim como o de humanos, é composto basica-
mente pelos pulmoes e pela caixa toracica, que sofre diversas influéncias dos musculos
respiratérios, controlados em parte pelo sistema nervoso autonomo, de modo a propiciar
a respiragao necessaria e adequada para cada animal/individuo (BRAUN et al., 2004;
WEST, 2012).

Tal sistema respiratorio apresenta uma acentuada natureza mecanica e sua carac-
teristica estrutural que envolve ossos, musculos, tecidos pulmonares e conjuntivos, con-
tribui para com as propriedades mecanicas resistivas, elasticas e inerciais, comumente

observadas no sistema respiratério (BATES, 2009; COTES; CHINN; MILLER, 2006).

Essencialmente, a avaliagao da mecanica respiratéria é um campo multidisciplinar da
ciéncia, que tem como objetivo principal investigar e estudar as propriedades mecanicas
do sistema respiratério do ser humano ou de animais de experimentagao, para que uma
melhor compreensao no quesito funcional do sistema seja obtida, inclusive em quadros

patolégicos (BATES, 2009).

Cabe ressaltar que a avaliacao da mecanica do sistema respiratério é amplamente
realizada por meio de estudos com animais de experimentacao (ALVAREZ, 2017), princi-

palmente com pequenos roedores, como por exemplo, ratos e camundongos, que oferecem
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boa reprodutibilidade da pesquisa realizada com um custo de criacdo e/ou manutengao

em biotério inferior ao dos mamiferos maiores (GOMES et al., 2000).

Os pequenos roedores possuem ainda outras vantagens: uma mecanica respiratoria
similar a de varios outros mamiferos, como a do cachorro, do porco e do humano; um sis-
tema imunolégico amplamente estudado, que proporciona um conveniente controle sobre
os modelos patoldgicos estudados; e um ciclo reprodutivo curto, possibilitando estudos

longitudinais (BATES; IRVIN, 2003; GOMES et al., 2000; GOMES et al., 2001).

No entanto, devido ao pequeno porte desses animais, desafios praticos sao comumente
encontrados pelo pesquisador para obter dados quantitativos com precisao, além de exigir
cuidados durante a interpretacao das informacoes quando se deseja extrapolar a avaliagao
para o sistema respiratério humano (BATES; IRVIN, 2003; GOMES et al., 2001).

Nesse contexto, de modo a reduzir ao maximo as imprecisoes nos dados quantitati-
vos adquiridos, diferentes técnicas foram desenvolvidas para avaliar a funcao pulmonar
e as caracteristicas mecanicas do sistema respiratorio dos roedores, principalmente, por
intermédio do processo de miniaturizacao das técnicas ja utilizadas em seres humanos ou

mamiferos maiores (BATES; IRVIN, 2003).

Apesar disso, independentemente da técnica utilizada, o custo de uma maior exatidao
nas informagoes obtidas estard diretamente relacionado ao distanciamento do animal de
suas condigoes fisiolégicas normais, ou seja, quanto mais precisao for requerida no ex-
perimento, mais distante o animal ficara de sua condicao fisiolégica natural, pois mais
invasivo serd o método (BATES; IRVIN, 2003).

Sendo assim, um método que pode ser considerado nao invasivo na avaliacao da funcao
pulmonar de roedores é a pletismografia sem restricao de corpo inteiro, em que o animal
nao é anestesiado e respira espontaneamente (BATES; IRVIN, 2003). No entanto, os dados
obtidos nao contam com a precisao e nem acuracia suficiente para expressar quaisquer
alteragoes praticas na mecanica respiratéria (BATES et al., 2004; LUNDBLAD et al.,
2002; MITZNER; TANKERSLEY, 2003).

Portanto, tal método nao é adequado quando se deseja avaliar e quantificar mudancas
intrinsecas as propriedades mecanicas do sistema respiratorio. Para tal objetivo, um
método muito mais invasivo é geralmente empregado, um que se baseia na respiracao
forgada (ventilacdo por pressao positiva) do animal, como o utilizado neste trabalho (BA-
TES; IRVIN, 2003; BATES, 2009).

Dessa maneira, esse método de avaliar a mecanica do sistema respiratorio é conside-
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rado o mais preciso disponivel (BATES; IRVIN, 2003), mas sob o custo de ser seriamente
invasivo para o animal, pois ele deve estar anestesiado, paralisado e traqueostomizado, ou

seja, em condigoes fisiologicas diferentes do seu estado natural.

O método é amplamente realizado com o auxilio de um ventilador mecanico para
pequenos animais, que € responsavel por induzir fluxos de ar via traqueia de maneira
controlada aos pulmoes e, simultaneamente, registrar os valores de pressao nesta regiao.
A partir desses valores medidos, propriedades mecanicas do sistema respiratorio podem ser
estimadas com exatidao, considerando-se um comportamento linear do sistema (BATES,
2009; MORIYA; MORAES; BATES, 2003).

2.1.1 Ventilador mecanico para pequenos animais

O ventilador mecanico para pequenos animais (SAV) é fruto do processo de miniatu-
rizacao e adaptacao de equipamentos médicos, ja utilizados com seres humanos e animais

de grande porte, para a crescente area de pesquisa com pequenos roedores (BATES; IR-
VIN, 2003; GOMES et al., 2000; SCHUESSLER; BATES, 1995).

O SAV utilizado neste estudo (legacy flexiVent, SCIREQ Inc., Canadd) foi proposto
por Schuessler e Bates (1995) devido & necessidade de se analisar com maior precisao
a mecanica respiratoria de pequenos animais, pois as avaliagoes mecanicas realizadas
até aquele momento dependiam de informacoes imprecisas, provenientes de dispositivos

inicialmente projetados para seres humanos, como o pneumotacégrafo (SCHUESSLER,;
BATES, 1995).

Logo, esse modelo de SAV, além de funcionar como um equipamento de suporte res-
piratorio, permite o uso de pertubacoes ventilatorias que podem ser caracterizadas como
um fluxo de ar gerado para mimetizar um sinal banda larga, com amplitude proporcional
ao V. ajustado, composto por diversas senoides de diferentes frequéncias (SCHUESSLER,;
BATES, 1995). Com isso, por meio dessas perturbagoes, o comportamento do sistema
respiratorio do animal pode ser avaliado por intermédio de técnicas de identificacao de
sistemas (BATES, 2009).

Assim, o SAV ¢é utilizado para investigar a mecanica respiratéria do animal como um
identificador de sistemas, ou seja, um sinal de entrada conhecido (fluxo de ar) é aplicado ao
sistema, o sinal de saida (pressao de ar na traqueia) é analisado, e entdo o comportamento

mecanico do sistema pode ser completamente avaliado pela sua impedancia (Zs, ), equagao



22

2.1, desde que o sistema apresente um comportamento linear (BATES, 2009).

S[ptr(t)]
Lo = _—= 2.1
)= Sowto) >
onde F[ps(t)] representa a transformada de Fourier da pressao na traqueia do animal e

[0 (t)] a transformada de Fourier do fluxo de ar imposto pelo SAV, determinado a partir

do deslocamento do volume de ar (v;.) na traqueia do roedor.

Por questao de metodologia, os parametros pressao, p,(t), e fluxo, 0.(t), serdo apre-
sentados como Py, (t) e Vi, (t), em letras maitsculas, tanto no dominio do tempo quando
no da frequéncia por Py, (f) e Vi(f), embora o termo V deste tltimo parametro denote
a primeira derivada em relacao ao tempo e nao a frequéncia. Tais notacoes simplificadas
serao adotadas para seguir a nomenclatura mais utilizada na literatura (BATES, 2009;
CARVALHO; ZIN, 2011).

Além disso, a impedancia do sistema respiratério pode ser fisiologicamente interpre-
tada como a dificuldade que o fluxo de ar enfrenta durante os movimentos de inspiragao
e expiracao do animal, e que de maneira geral é gerada a partir das forcas resistivas,

inertivas e elasticas do sistema respiratério (CARVALHO; ZIN, 2011).

Nesse contexto, o ventilador desenvolvido por Schuessler e Bates (1995) funciona por
meio de um motor linear que movimenta um pistao dentro de uma camara cilindrica,
e esse movimento gera o fluxo de ar necessdrio para o animal respirar (ventilagdo por

pressao positiva).

Assim, para que o ciclo respiratorio ocorra, duas valvulas de trés vias sao utiliza-
das para controlar os fluxos inspiratérios (valvula inspiratéria) e expiratérios (valvula
expiratéria). A valvula inspiratéria interliga a camara cilindrica com o pistdo, o meio
ambiente e a traqueia do roedor. Ja a valvula expiratéria conecta apenas a traqueia do
animal a uma camara com selo d’agua que estabelece a pressao positiva ao final da ex-
piracdo (PEEP), a terceira via nao é utilizada, é mantida fechada, conforme apresenta a

Figura 1.

Consequentemente, para realizar o movimento inspiratorio, a valvula expiratoria fecha
a conexao entre a traqueia e a camara com a pressao controlada, e a inspiratéria fecha a
conexao com o meio ambiente e conecta a traqueia com a camara cilindrica, para que o

pistao desloque o ar diretamente para a traqueia do animal.

Por outro lado, durante a expiragao o processo se inverte: a véalvula inspiratoria fecha

0 acesso para traqueia do animal e conecta a camara cilindrica ao ambiente; enquanto a
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Figura 1 — Diagrama de blocos do funcionamento do SAV (legacy flexiVent, SCIREQ
Inc., Canadd). Um motor linear desloca o ar do cilindro que é utilizado para ventilar o
animal. Duas vélvulas de trés vias controlam a direcao do fluxo de ar durante a respiracao:
a valvula inspiratéria que conecta a saida do cilindro a traqueia durante a inspiracao ou
ao meio ambiente durante a fase de expiracao; e a valvula expiratoria que conecta a
traqueia do animal a uma camara com pressao controlada (PEEP) durante a fase de
expiragao passiva do roedor. A/D é um conversor analégico-digital, que transmite os
sinais medidos, descritos a seguir, para um controlador configurado pelo computador.
P.;; e V,.; representam mensuracoes da pressao e o volume de ar deslocado no cilindro,
respectivamente, e P,, é a mensuracao da pressao na entrada das vias aéreas. Com esses
valores medidos P, e V., pressao e o volume de ar na traqueia, respectivamente, sao
estimados.

PEEP

Controlador - --- e memmaaa e
4 Vilvula Exp.

Valvula Ins.

Motor
Linear

”
L]
S Vil E Pl Pao
Ml D) """"""

flexiVent

Fonte: Adaptado do manual legacy flexiVent.

valvula expiratéria conecta a traqueia a camara com a PEEP preestabelecida para, assim,
realizar a expiragao passiva. Concomitantemente a expiracao do animal, o pistao recuara
para sua posi¢do inicial (obtendo ar do meio ambiente) para, em seguida, realizar um

novo movimento inspiratério e reiniciar o ciclo respiratorio.

Os fluxos de ar, ou volumes aplicados, sao controlados e mantidos em valores desejados
preestabelecidos por meio de malhas de realimentacao, que transmitem, via transdutores,
informagoes fisicas do sistema para o controlador como pressao na entrada das vias aéreas
(Pao) € pressao (P.;) e volume de ar deslocado (V.;) no cilindro, para assim, estimar os

valores de pressao (FP;,) e volume (V) na traqueia do animal (Figura 1).

2.1.1.1 Ajuste de volume corrente

A determinacao do valor adequado de V. é um fator crucial para proporcionar uma
ventilagao mecanica segura aos animais ou seres humanos, pois diversos efeitos danosos

podem surgir nos pulmoes saudaveis ou agravar quadros de patologias ja presentes, caso
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o V. seja sub ou superestimado (PINHEIRO DE OLIVEIRA et al., 2010; WALDER et
al., 2005; WARNER; PATEL, 2013).

A estimagao do V. para seres humanos é baseada, na maioria das vezes, no PBW, que
é calculado considerando fatores como a altura, idade, e o peso atual do paciente para,
assim, estimar o seu volume de ventilagao adequado (LINARES-PERDOMO et al., 2015;
TROUTMAN, 2002; YNDROME; ETWORK, 2000).

Em geral, é recomendado um V, entre 6 — 8 ml/kg (PBW) para pacientes com lesoes
pulmonares, como em quadros que apresentem sindrome da angustia respiratéria aguda
(SDRA), ou um V, mais elevado, entre 10 — 15ml/kg, para individuos sem lesoes pulmo-
nares ou sob anestesia (GUIVARCH et al., 2018; YNDROME; ETWORK, 2000).

Nesse prisma, a ideia principal ao se utilizar o PBW é compensar o fato de que uma
pessoa obesa ou com grave retencao de liquido, por exemplo, nao necessariamente possui
pulmoes maiores do que uma pessoa em melhor condigao fisica, o que acarretaria uma
superestimacao do V.. O caso oposto também é verdadeiro, em que um paciente desnu-
trido receberia um V, abaixo do ideal (LINARES-PERDOMO et al., 2015; YNDROME;
ETWORK, 2000).

Além disso, recentes estudos demonstram que os efeitos deletérios causados pela ven-
tilagao mecanica sao agravados quando o peso do paciente ¢é utilizado para estimar o V, ao
invés do PBW (GUIVARCH et al., 2018; O'BRIEN et al., 2016), principalmente quando

estao presentes lesoes pulmonares.

No entanto, nao existe um modelo para se definir o peso ideal para roedores e, dessa
forma, estabelecer um valor adequado de V. para determinado animal (WALDER et al.,
2005). Dessa maneira, o V. proporcionado pelo ventilador mecénico é estimado direta-
mente a partir de sua massa corporal sem considerar fatores morfolégicos, o que pode
gerar e/ou agravar lesdes pulmonares, principalmente, em animais obesos (GUIVARCH
et al., 2018).

Destarte, uma pratica comum encontrada em pesquisas com roedores € utilizar como
referéncia para o V. um valor geralmente encontrado na respiracao espontanea dos animais,
independentemente da sua condigao fisica ou patoldgica, o qual para ratos é em média de
8 — 10 ml/kg e para camundongos ao redor de 6 — 10 ml/kg (GOMES et al., 2000; GOMES
et al., 2001; GUIVARCH et al., 2018; MORIYA; MORAES; BATES, 2003; WALDER et
al., 2005).
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2.1.2 Modelo de Fase Constante (MFC)

Por meio da FOT, usando um ventilador mecanico como o SAV, é possivel induzir
diferentes perturbagoes ventilatdrias (frequéncias e amplitudes) no sistema respiratério
de um animal, como abordado na se¢ao anterior, e assim, obter a impedancia do sistema

para cada uma dessas perturbagoes (Equagao 2.1) (BATES, 2009).

Embora a Z,, caracterize muito bem o sistema respiratorio, considerando-o com com-
portamento linear, extrair informagoes de cunho fisiol6gico da Z,, nao é simples, pois ela
comprime diferentes informacoes provenientes de um sistema complexo que retine 0ssos,
musculos, tecidos pulmonares e conjuntivos (BATES, 2009; COTES; CHINN; MILLER,
2006).

As tentativas de obter significados fisiolégicos de Z,, vieram por intermédio de diver-
sos modelos matematicos (BATES; SUKI, 2008) que atribuem diferentes parametros no
dominio do tempo ou da frequéncia para explicar as propriedades mecanicas e fisiolégicas

do sistema respiratério como resisténcia e elastancia (BATES, 2009).

Um modelo amplamente empregado para descrever Z,,., ou apenas a impedancia dos
pulmées (Z,) para estudos com o térax aberto, ¢ conhecido como MFC, o qual representa o
modelo mais parcimonioso proposto atualmente (BATES, 2009; CARVALHO; ZIN, 2011)

e é representado pela equagao 2.2:

B , G- jH
Z(f) = Rn +]27Tf] + W (22)

onde R, representa a resisténcia Newtoniana e [ a inertancia do gés no sistema, fatores
que contribuem para a impedancia das vias aéreas do sistema respiratorio. G simboliza a
viscancia do sistema associada a perda de energia por dissipagao tecidual e H a elastancia
do sistema, que expressa a energia elastica armazenada nos tecidos, ambos constituem a
impedancia tecidual do sistema respiratério. O termo f indica as frequéncias em hertz

da perturbacao imposta ao sistema e j a unidade imaginéria.

O expoente a presente na equacao 2.2 é definido pela equacao 2.3, que justifica o
nome do modelo em questao, onde a fase da impedancia tecidual é explicitada por uma
relacao entre suas componentes dissipativas e elasticas, que vem a ser independente da
frequéncia (BATES, 2009; HANTOS et al., 1987).

2 H
= Zarctan — 2.
a = —arctan (2.3)
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Com esse modelo, é possivel avaliar, de maneira muito satisfatéria, a mecanica respi-
ratéria tanto de humanos quanto de animais até frequéncias ao redor de 20 Hz (BATES,
2009), em que observagoes e andlises podem ser realizadas acerca das vias aéreas (R, e I)
e/ou do tecido pulmonar (G e H) (BATES; SUKI, 2008).

De modo a proporcionar uma acuracia maior na avaliacao da mecanica do sistema
respiratorio, vale reiterar a necessidade da suspensao da respiracao espontanea do animal
durante o procedimento de identificacao do seu sistema, a modelagem inversa, ou seja,
enquanto o estimulo ventilatorio é aplicado, para assim garantir uma descricao fiel do
sistema respiratério analisado (BATES, 2009). Tal invasividade é o custo para se obter

uma avaliacdo mecanica adequada com apenas os parametros R,, I, G e H do modelo
(BATES; IRVIN, 2003).

Uma avaliacao quantitativa do quao bem o modelo se ajusta aos dados experimentais
medidos é comumente expressa pelo coeficiente de determinagao (COD) (Equagao 2.4)
(BATES, 2009), que fornece um valor entre 0 e 1, onde 1 denota um ajuste perfeito e 0

indica que o modelo nao representa os valores medidos:

COD=1-—"2" (2.4)

onde P; é a pressao medida, P é a pressao média do sinal medido e o termo SSR é a soma

dos residuos quadrados (Equacao 2.5).

SSR = i(ﬂ — P)? (2.5)

i=1
na qual P representa a pressao predita pelo modelo.

Por conseguinte, diversos estudos ja foram feitos utilizando o MFC de modo a se
analisar os impactos da f, sobre a mecanica do sistema respiratério (GOMES et al.,
2000; HANTOS et al., 1987; MORIYA; MORAES; BATES, 2003). No entanto, pouco se
conhece a respeito dos possiveis efeitos do volume pulmonar sobre o sistema respiratorio

(HIRAT et al., 1999).

Uma maneira de examinar o efeito do volume pulmonar na mecanica do sistema
respiratério foi proposta por Hirai et al. (1999), que investigou o sistema respiratério
de ratos, por meio do MFC, para diferentes volumes pulmonares por meio do aumento

gradual da PEEP de 0 a 9 cmH,0O (incrementos na capacidade residual funcional (CRF))
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em duas situagoes: com a caixa tordcica do animal fechada (intacta) ou aberta. Assim, a
analise da impedancia do sistema com o térax fechado representa a avaliacdo da mecanica
do sistema respiratério do animal na totalidade (Zs,), enquanto para o térax aberto, a

avaliagdo se restringe, apenas, as caracteristicas dos pulmoes do animal (Z,).

Com esse estudo, Hirai et al. (1999) puderam, também, obter a impedéancia da caixa
tordcica (Z.) por intermédio da diferenga entre Z, e Zp, o que possibilitou avaliar a
influéncia da caixa toracica, para diferentes valores de CRF, no sistema respiratorio dos

ratos.

Em geral, todos os parametros do MFC demonstraram ser afetados pelo volume pul-
monar ao qual a avaliacdo mecanica foi realizada, conforme podemos verificar na Figura 2,
com excecao do parametro I do modelo que foi negligenciado, sem perda de acuracidade
significativa, devido a sua baixa influéncia no estudo (HIRAI et al., 1999). Isso se deve ao
fato de que a inertancia é um fator diretamente relacionado a aceleracao do fluido nas vias
aéreas, ou seja, para estimulos com baixa frequéncia (aceleragoes) impostos ao sistema
respiratério em ventilagoes convencionais, a inertancia apresentara valores muito baixos

e costuma ser omitida (BATES, 2009; CARVALHO; ZIN, 2011).

Desse modo, Hirai et al. (1999) avaliaram apenas os parametros R,, G, e H através
dos diferentes volumes pulmonares e, com isso, demostraram que o R,, decresce conforme
a CRF dos pulmdes aumenta (Figura 2), tanto para o térax fechado quanto aberto, sem
diferencas significativas entre ambas as circunstancias estudadas. O fato de nao existir
diferencas significativas entre ambas as condigoes ¢é justificado pela quase nula influéncia
da caixa toracica sobre o valor de R, no sistema respiratério dos ratos (térax fechado),
sendo majoritariamente controlado pelas caracteristicas dos pulmées apenas (HIRAI et
al., 1999).

Quando a viscancia do sistema respiratério foi avaliada por Hirai et al. (1999), ou
seja, GG, notou-se que esse parametro nao sofre influéncia significativa do volume pulmo-
nar quando apenas a impedancia imposta pela caixa toracica é avaliada. No entanto,
embora seja essencialmente independente do volume, o valor de G para a caixa toracica é
significativamente maior do que apenas para os pulmoes, o que apresenta um decréscimo
com o aumento do volume pulmonar, elevando a viscancia do sistema respiratério na

totalidade, que se encontra ilustrado na Figura 2.

Em relacao ao parametro H do MFC, uma influéncia marcante é observada tanto para
os pulmoes quanto para a caixa tordcica isolada do sistema. Em ambas as situacoes, térax

fechado ou aberto, a elastancia tende a diminuir com o aumento do volume pulmonar
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Figura 2 — Efeito do volume pulmonar sobre os parametros R,, G, e
H com o térax fechado (Z,) e aberto (Z,). O volume zero adotado
nos graficos, corresponde ao valor da CRF do animal com o térax

fechado.
0,020
L 0,015 -
iz Térax fechado
E (Sistema respiratorio)
© - :
a 0010 Torax aberto
X i
= (Pulmao)
&
0,005 -
0’000 1 1 1 1 1
0,08
. 0,06 -
o
€
]
o 0,04
X
(U]
0.02 -
0,00 1 1 [ [ 1
0,4
0,3
2
€
© R
g 0,2
X
I
0,1 -
0,0 i 1 ] I I

40,1 40,2 +0,3 +0,4 +0,5
Volume pulmonar acima do CRF (ml)
Fonte: Adaptado de Hirai et al. (1999).

(Figura 2), evidenciando uma maior facilidade na sua expansdo (complacéncia maior),
devido ao seu estado ja parcialmente expandido, requerendo assim menos energia (HIRAI
et al., 1999). Essa queda na elastancia relatada por Hirai et al. (1999), tende a um valor

limite minimo, o qual é determinado pelas caracteristicas dos pulmoes, caixa toracica e de
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todos os musculos e tecidos envolvidos no sistema respiratorio. Apés tal valor, a elastancia
dos pulmoes, caixa toracica e do sistema respiratério na totalidade, comecam a aumentar

conforme se incrementa o volume pulmonar como evidenciado na Figura 2.

Esse aumento no valor de H, apds um valor minimo observado no trabalho de Hirai
et al. (1999), é devido as propriedades eldsticas dos diferentes elementos que formam o
sistema respiratorio (ossos, musculos, pulmoes, tecidos conectivos, etc.) que estao hipe-
restendidos, o que faz com que apresentem uma maior resisténcia a extensao (BATES,
2009; COTES; CHINN; MILLER, 2006).

Trabalhos semelhantes ao de Hirai et al. (1999) foram feitos também com camundon-
gos para avaliar a influéncia do volume pulmonar na mecanica respiratéria, por meio de

incrementos na PEEP, e comportamentos similares foram registrados para os principais

parametros do MFC (R,,, G e H) (CANNIZZARO et al., 2009; GOMES et al., 2000).

Assim, observa-se que as caracteristicas mecanicas do sistema respiratorio, que podem
ser muito bem avaliadas através do MFC, sao marcadamente influenciadas pelo volume
pulmonar ao qual o sistema é avaliado. No entanto, tal avaliacao mecanica é ampla-
mente realizada com a FOT, que aplica perturbacoes ventilatorias dependentes da massa
corpérea dos animais (Secao 2.1.1), e ndo do tamanho/volume de seus pulmoes (GUI-

VARCH et al., 2018).

Com isso, o entendimento sobre as caracteristicas mecanicas do sistema respiratorio
do animal pode ser comprometido, principalmente nos casos em que este estd fora da
faixa de peso para sua linhagem, como por exemplo, um animal magro pode possuir
uma perturbacao ventilatéria de amplitude menor do que para um animal obeso, ape-
nas por ele possuir uma massa corpdrea menor, mesmo que ambos possuam O mesmo

tamanho/volume de pulmoes.

2.2 Camundongos BALB/c

Um grande nimero de linhagens de camundongos, muito utilizadas atualmente em
pesquisas biomédicas, foram desenvolvidas e introduzidas em pesquisas bioldgicas a partir
do inicio do século XX, por meio de diversos cruzamentos entre irmaos, ou genitores e

prole (inbred strains) para se estabelecer homogeneidade genética das linhagens (LINDER,;
DAVISSON, 2004).

Dentre as linhagens de camundongos mais utilizadas estd a BALB/c, que conta com

diversas sublinhagens com caracteristicas genéticas distintas, desenvolvidas ao longo de
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um século, como o BALB/cJ, BALB/cBylJ e o BALB/cGn, produzidos e distribuidos por
diferentes laboratérios (POTTER, 1985).

Esses camundongos possuem uma estimativa de vida que varia entre 29 e 30 meses,
periodo também observado em outras linhagens muito utilizadas, como a C57BL/6 e a
Swiss-Webster (PINKERTON et al., 2014; JOHNSON, 2019).

Um exemplo do aumento da massa corpérea dos camundongos BALB/c com o en-
velhecimento (3 a 20 semanas) é apresentado na Figura 3 por meio da média £ desvio
padrao (SD) de 40 camundongos de cada sexo (THE JACKSON LABORATORY, 2007).

Figura 3 — Média £+ SD da massa corpérea de 80 camundongos BALB/cJ (40 machos e
40 fémeas), aferida semanalmente, de 3 a 20 semanas de idade.

10 IMéc\ia+-25D [— + 1 5D) - Macho
5 =

Massa corpdrea (g)

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Idade (semanas)

Fonte: Adaptado de The Jackson Laboratory (2007).

Conforme apresentado por Kawakami, Paul e Thurlbeck (1984), o volume dos pulmées
dos camundongos BALB/c também continua aumentando com a idade (Tabela 1), dife-
rentemente, por exemplo, do observado nos camundongos C57BL/6J fémeas, que comega

a diminuir a partir dos 6 aos 24 meses (PINKERTON et al., 2014).

Inicialmente, os camundongos BALB/c foram utilizados no estudo do céancer relaci-
onado ao virus da leucemia murina (POTTER, 1985), mas ao longo das décadas eles
se tornaram um modelo animal de propésito geral e muito usado em diversas dreas da

pesquisa de base como a genética, a cardiovascular, a respiratéria e a imunoldgica (JOHN-
SON, 2019; LINDER; DAVISSON, 2004).

Atualmente, devido ao amplo conhecimento obtido sobre o seu sistema imunoldgico e
a caracteristica e intensidade de resposta a presenca de antigenos, o BALB/c se tornou

o camundongo mais utilizado nas pesquisas sobre a inflamagao pulmonar, o que o torna
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Tabela 1 — Registro do aumento no volume dos pulmoes ez wvivo dos camundongos
BALB/cNNia (n=6) com o envelhecimento e a respectiva massa corpérea do grupo

(média + erro padrao da média (SEM)). Os volumes foram estimados por meio do
método de deslocamento de liquido (SCHERLE, 1970).

Idade 2 meses 9 meses 19 meses 28 meses
Massa corpérea (g) 23,98 £ 0,77 2846 + 0,83 31,27 £ 0,46 28,42 + 0,65
Volume dos pulmoées (ml) 1,14 + 0,03 1,47 £ 0,07 1,68 £ 0,03 1,87 £ 0,10

Fonte: Adaptado de Kawakami, Paul e Thurlbeck (1984).

o principal modelo animal empregado no estudo da asma humana (AUN et al., 2017;

KUMAR; HERBERT; FOSTER, 2008).

2.2.1 Asma: modelo de inflamacao pulmonar

A asma pode ser definida como uma doenga inflamatoéria cronica das vias aéreas, al-
tamente complexa, heterogénea e essencialmente observada em seres humanos (AUN et
al., 2017; MARQUES-GARCIA; MARCOS-VADILLO, 2016). Mais de 300 milhoes de in-
dividuos sofrem com essa patologia que é caracterizada por apresentar hiperresponsividade
bronquica (HRB), superprodugao de muco, estreitamento do limen e remodelamento da
parede das vias aéreas (AUN et al., 2017). Esta doenga, embora complexa e heterogénea,
é geralmente classificada em duas categorias: alérgica (atépica) que se desenvolve ainda
quando crianga e persiste na vida adulta; e nao alérgica (intrinseca) que se desenvolve

mais tardiamente (LAMBRECHT; HAMMAD, 2015).

Diversos endotipos de asma estao, continuamente, sendo revelados nas tltimas décadas
como suscetibilidade genética, fatores ambientais, idade e respostas a terapias, fazendo
com que surjam divergéncias entre especialistas sobre a enfermidade ser avaliada como
uma unica doenga ou uma sindrome (LAMBRECHT; HAMMAD, 2015; ZOSKY; SLY,
2007). Além disso, existem casos associados a doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC),
o que aumenta a complexidade do diagnédstico e dos tratamentos (GODBOUT; MACDO-
NALD; GIBSON, 2018).

Logo, isso torna a classificacao da asma em alérgica e nao alérgica um pouco sim-
plista diante da complexidade envolvida nessa doenca. No entanto, para se estudar os
mecanismos envolvidos no desenvolvimento e progressao da asma, essa divisao se torna
muita adequada e amplamente aplicada em pesquisas cientificas (MARQUES—GARCfA;
MARCOS-VADILLO, 2016; ZOSKY; SLY, 2007).



32

Com o proposito de se compreender melhor a fisiopatologia da asma e os mecanis-
mos imunolégicos envolvidos, é comum usar modelos animais (ZOSKY; SLY, 2007). No
entanto, eles nao desenvolvem asma naturalmente e, portanto, precisam ser induzidos
a desenvolver a patologia, experimentalmente, por intermédio de diferentes alérgenos e,
assim, estudar alguma caracteristica especifica da asma no animal, pois esse modelo nao
consegue reproduzir todas as caracteristicas envolvidas na asma humana (AUN et al.,
2017; MARQUES-GARCIA; MARCOS-VADILLO, 2016).

As caracteristicas da asma humana mais estudadas por modelos animais sao a in-
flamacao das vias aéreas e a HRB provocadas por reagoes alérgicas que sao induzidas por

alérgenos como o acaro, o polen e a ovalbumina, sendo esta ultima o alérgeno mais comum

(MARQUES-GARCIA; MARCOS-VADILLO, 2016).

Os protocolos aplicados nesses estudos sao, normalmente, compostos por duas fa-
ses: sensibilizacao e desafio, as quais sao necessarias para simular no animal o processo
inflamatorio observado na asma humana (AUN et al., 2017; ZOSKY; SLY, 2007). Na
sensibilizacao, o antigeno é apresentado ao sistema imunologico, geralmente via intra-
peritoneal (i.p.), para dar-se inicio a sintese de anticorpos especificos para este antigeno
(imunoglobulina E (I,E)). Ja no desafio, o alérgeno é exposto novamente ao animal, via ar,

instilacao intranasal ou intratraqueal, desencadeando uma reacao alérgica e inflamatdéria

(AUN et al., 2017; LAMBRECHT; HAMMAD, 2015).

De acordo com a duragao da fase dos desafios, dois principais tipos de modelo animal
podem ser formados para se estudar a asma: o modelo agudo (curto prazo) e o cronico
(longo prazo) (KUMAR; HERBERT; FOSTER, 2008; ZOSKY; SLY, 2007). No modelo
agudo, a exposicao do alérgeno ao animal geralmente é realizada em um curto intervalo de
tempo (dias ou semanas) (MARQUES—GARCfA; MARCOS-VADILLO, 2016), enquanto
no cronico o antigeno é apresentado ao animal em doses menores do que no agudo, mas
por um intervalo maior (meses), como relatado na literatura por meio de protocolos com

dois ou mesmo 12 meses de duragao (KUMAR; HERBERT; FOSTER, 2008).

Em pesquisas mais atuais, o modelo mais utilizado é o agudo, pois é bem conveniente
devido ao seu curto prazo de implementacao e por possibilitar o estudo dos mecanis-
mos envolvidos na inflamacao das vias aéreas e a HRB (NIALS; UDDIN, 2008), embora
nao apresente algumas caracteristicas observadas na asma humana, como o remodela-
mento das vias aéreas, processo mais explorado por meio do modelo cronico (AUN et al.,
2017; MARQUES-GARCIA; MARCOS-VADILLO, 2016; KUMAR; HERBERT; FOS-
TER, 2008).
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Com relacao as espécies, diversos modelos de animais sao empregados para estudar
a fisiopatologia da asma como ratos, cachorros, cavalos e outros, em que cada espécie
possui vantagens e desvantagens frente a asma humana, como por exemplo, custo de
manutencao da linhagem, semelhanca anatomica em relagdo ao ser humano ou o nivel
de conhecimento do seu sistema imunolégico (AUN et al., 2017; MARQUES-GARCIA;
MARCOS-VADILLO, 2016; ZOSKY; SLY, 2007).

Entretanto, hoje, usam-se mais os camundongos na pesquisa sobre a asma (AUN et
al., 2017) e as razoes sao variadas: sistema imunoldgico vastamente estudado, diferentes
linhagens conhecidas e diversos animais geneticamente modificados disponiveis. Além de
numerosos fatores economicos, como o baixo custo de manutencao em biotérios, grande

disponibilidade no mercado e ciclo de vida curto, o que facilita a realizacao de estudos
longitudinais (AUN et al., 2017; MARQUES-GARCIA; MARCOS-VADILLO, 2016).

Dentre os camundongos, a linhagem BALB/c é a mais amplamente utilizada, porque
além de possuir as vantagens citadas, esses animais sao muito uteis para se investigar a
asma humana mais comum, a alérgica (DEBEUF et al., 2016). Nesse tipo de asma, o
processo inflamatorio das vias aéreas é marcadamente regulado por células T auxiliares
(helper) tipo 2 (T52) do sistema imunolégico (AUN et al., 2017; LAMBRECHT; HAM-
MAD, 2015). Intmeros relatos da literatura mostram que essas células sao ativadas de
acordo com o tipo de alérgeno e podem produzir diferentes interleucinas (como IL-4, IL-5
e IL-13) que serdo responsaveis pela sintese de I,E e o recrutamento de eosindfilos, ca-
racterizando, assim, o processo inflamatério das vias aéreas (LAMBRECHT; HAMMAD,
2015; YANG et al., 2008; ZOSKY; SLY, 2007).

Tal caracteristica faz com que os camundongos BALB/c sejam adequados, pois além
deles poderem ser facilmente sensibilizados e sofrerem os desafios com o alérgeno oval-
bumina, que é de baixo custo e alta disponibilidade (MARQUES-GARCfA; MARCOS-
VADILLO, 2016), o seu sistema imunoldgico possui uma acentuada resposta alérgica e
inflamatoria via Ty2 a esse alérgeno (AUN et al., 2017; KUMAR; HERBERT; FOSTER,
2008), quando comparados, por exemplo, com os camundongos C57BL/6, que apresen-
tam uma resposta alérgica predominantemente regulada por células T auxiliares (helper)
tipo 1 (Ty1), ou ainda com os roedores C3H/HeJ e DBA /2, que apresentam baixa res-
posta alérgica e inflamatoéria induzida por alérgenos (MARQUES—GARCfA; MARCOS-
VADILLO, 2016).

Mediante um modelo animal de inflamagao pulmonar, é possivel avaliar a reacao

alérgica induzida de diferentes maneiras, pois ocorrem alteragoes significativas no ambito
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imunolégico, funcional e estrutural do seu sistema respiratério (AUN et al., 2017).

Logo, é comum avaliar a resposta inflamatéria provocada por meio da contagem total
e diferencial de leucécitos em uma amostra de lavado broncoalveolar (BAL) dos animais,
que apresentam um elevado aumento no numero de eosindfilos, nos modelos agudos e

cronicos de inflamagao pulmonar (AUN et al., 2017; YANG et al., 2008).

Vale ressaltar que, embora essa pratica seja tradicional para caracterizar a inflamagao
do modelo, em humanos asmaticos o aumento de eosindfilos conta com uma estimativa de
apenas 1 a 3% dos leucécitos do BAL, enquanto que nos modelos de curto prazo desafiados
com ovalbumina, esse numero é cerca de 40 a 80% (KUMAR; HERBERT; FOSTER,
2008). Outros parametros imunoldgicos que podem ser avaliados e quantificados sao a
presenca das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 encontrados no BAL e o nivel de I;E no plasma

sanguineo (AUN et al., 2017).

Alteracoes estruturais podem ser histologicamente observadas nos modelos animais
por meio do espessamento do musculo liso, presenca de células inflamatérias ao redor dos
bronquios, acimulo de fibras de colageno e elastina nas vias aéreas e o estreitamento do
limen (GUEDERS et al., 2009; SHINAGAWA; KOJIMA, 2003).

Essas mudancas estruturais contribuem para as alteracoes funcionais observadas no
sistema respiratério de humanos asmaticos e de animais induzidos a asma, como o aumento
da resisténcia das vias aéreas, elastancia e hiperresponsividade (BATES; SUKI, 2008;
PRIDE; MACKLEM, 2011; SHINAGAWA; KOJIMA, 2003). Porém, o remodelamento
das vias aéreas, bastante evidenciado em humanos, é percebido apenas quando se utilizam
modelos animais cronicos (MARQUES-GARCIA; MARCOS-VADILLO, 2016; KUMAR;
HERBERT; FOSTER, 2008).

2.3 Dados morfométricos em roedores

As medidas morfolégicas sao informagoes importantes e utilizadas por décadas para
caracterizar o estado ou um grupo de roedores (AGUH et al., 2013; BOHOUSSOU et al.,
2014), seja por simples afericdo de sua massa corpdrea, ou por meio da mensuragao de
comprimentos, ou areas superficiais no corpo do animal (FALEH; ANNABI; SAID, 2012;
KONOPELNIUK et al., 2018).

Ademais, quando dados morfolégicos e estruturais sao utilizados com informagoes
fisiologicas ou funcionais, seja do animal ou de um oérgao especifico, pode ser obtido

um entendimento mais detalhado e acurado sobre um fenomeno biolégico sob avaliagao



35

(WEIBEL, 2017).

No que tange ao sistema respiratério, diversos estudos realizados durante décadas,
notaram que variaveis respiratorias como a resisténcia, a complacéncia, o volume e a
massa pulmonar de mamiferos de diferentes dimensoes seguem leis alométricas (CASHA

et al., 2017; GOMES et al., 2000; STAHL, 1967), como a apresentada pela equagao 2.6:

X =ax M (2.6)

onde X representa a varidvel estudada, M a massa corpérea do animal (ou do 6rgao) e a

e b sao parametros determinados por regressao linear.

No trabalho de Gomes et al. (2000), por exemplo, é constatada uma acentuada relagao
alométrica (Equagao 2.6) entre os parametros do MFC (R,,, G e H), quando sao avaliados

quatro mamiferos de tamanhos distintos.

Nesse contexto, uma medida morfologica simples e comumente realizada ha anos em
roedores é o comprimento naso-anal (CNA): que mede a distancia da extremidade do
nariz até o anus do animal e proporciona uma informacao quantitativa sobre a morfologia

da linhagem em estudo (LANG et al., 2004; LEE, 1929).

Também sao reconhecidas na literatura, as relagoes alométricas significativas de diver-
sas medidas lineares dos roedores, como o CNA, comprimento da cauda e a circunferéncia
do cranio, com sua massa corporal (AGUH et al., 2013; HANSON; HEYS, 1924; LANG
et al., 2004).

No entanto, cabe mencionar que medidas lineares como essas, envolvendo parametros
da mecanica respiratéria, sao raras em pesquisas atuais (BENNETT; TENNEY, 1982;
COOK; HELLIESEN; AGATHON, 1958), principalmente, quando se trata de modelos

animais avaliados por meio do MFC.

Além disso, por intermédio dessas medidas basicas de comprimento, outros parametros
mais elaborados podem ser deduzidos, como o indice de massa corpérea (IMC), aplicado
para analisar se um individuo esta na faixa de peso ideal, e o indice de Lee que é semelhante

ao IMC, mas utilizado com animais.

2.3.1 Indice de Lee

O indice de nutrigao, ou indice de Lee (IL) como é popularmente conhecido, é utilizado

hé vérios anos para avaliar o nivel de obesidade em roedores e outros animais (HETHE-
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RINGTON, 1943; HIGA et al., 2014; LEE, 1929). Matematicamente, ele é descrito como
a razao entre a raiz cibica da massa do animal, pelo seu CNA (Figura 4), como mostrado

na equacao 2.7:

VM
~ CNA

IL (2.7)

onde M representa a massa do animal em gramas e CNA o seu comprimento naso-anal

em centimetros.

Figura 4 — Exemplo de um rato em posi¢gao supina para evidenciar a
distancia medida da extremidade do nariz ao anus (CNA).

Comprimento naso-anal (CNA)

L
N

Fonte: Adaptado de Yang et al. (2002).

Esse indice procura apresentar, de maneira quantitativa, os diferentes estados nu-
tritivos do corpo de um animal (ex.: saudédvel (/L = 0,3), gordo (/L > 0,3), ou ma-
gro (IL < 0,3), considerando-se o fato de que qualquer incremento no comprimento de

um corpo (linear) acarretard também em um aumento tridimensional (volume) sobre ele

(COWGILL; DRABKIN, 1927).

Com isso, se a gravidade especifica do corpo for considerada constante, a propria
massa do animal pode ser utilizada como unidade tridimensional dessa correlacao, e o
CNA o seu fator linear (COWGILL; DRABKIN, 1927), como apresentado na equagao
2.7.

Portanto, por ser considerado um indice adequado para avaliar a condi¢ao nutritiva
dos corpos, ele é muito utilizado como um fator de correcao para o célculo de area su-
perficial de diversos animais, que é comumente aplicado em trabalhos sobre o consumo
energético do corpo e sua respectiva taxa metabdlica (COWGILL; DRABKIN, 1927; LEE,
1929).
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Ademais, devido a sua praticidade, o IL é amplamente empregado na avaliacao quan-
titativa de quadros de obesidades em roedores, pois hé estudos que demonstraram uma
acentuada correlacao entre o IL e a porcentagem de gordura encontrada na carcaca dos ani-
mais (BERNARDIS; PATTERSON, 1968; HETHERINGTON, 1943; SIMSON; GOLD,
1982).

Entretanto, a sensibilidade desse parametro para determinar casos de obesidade é
questionada ha algum tempo, pois intimeros estudos reportam aumento significativo na
gordura visceral, gonadal e retroperitoneal de animais sob dietas hipercaldricas em relagao

a um grupo controle, no entanto, nao é observada diferenca significativa no IL entre os

grupos (BRESSAN et al., 2013; HIGA et al., 2014; STEPHENS, 1980).

Essa inconsisténcia pode ocorrer devido ao fato de que o IL leva em consideracao dois
termos distintos por meio da varidvel M da equagao 2.7: massa gorda (gordura) e a massa
magra (liquido e massa corporal sem gordura), que pode ser reescrita como na equagao

2.8 abaixo.

s/ Massa gorda L+ Massa magra
CNA3 CNA3

IL = (2.8)

Dessa forma, é evidente que o IL, para obter uma exatidao maior na mensuragao
da gordura corporal de um animal, o termo envolvendo a massa magra deve-se manter
relativamente invariavel quando comparado ao termo da massa gorda sob avaliacao.

Massa magra
CNA3

variavel entre animais de mesmo CNA, ou seja, o CNA nao é um determinante de massa

No entanto, o termo , presente na equacao 2.8, demonstra ser bem
magra conveniente (STEPHENS, 1980). Por conseguinte, certa variabilidade e inacurdcia

podem estar presentes nos resultados obtidos com o IL, o que limita o seu uso.

Por outro lado, nos casos em que a gordura corporal do animal é alta, é observada
que a influéncia da variabilidade do termo envolvendo a massa magra sobre o IL tem
menos importéancia, e com isso, o quadro de obesidade pode ser bem caracterizado (BER-
NARDIS; PATTERSON, 1968; STEPHENS, 1980). Ademais, se o cerne do trabalho for
sobre obesidade, é recomendado que se utilize outros marcadores de obesidade, como a
mensuracao de gorduras e colesterdis além do IL, para se obter uma caracterizacao mais

fidedigna da patologia.
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2.3.2 Estimativa do volume dos pulmoes ex vivo

Outros dados morfolégicos utilizados na avaliagao da mecanica respiratéria sao aqueles
provenientes dos pulmoes e da caixa toracica, os quais contém os principais fatores que
influenciam no funcionamento do sistema respiratério (BATES, 2009; HIRAT et al., 1999).
A vista disso, uma maneira de obter o volume dos pulmoes de roedores, por exemplo, é
por meio de sua fixacao, que garantird que o orgao esteja completamente insuflado, e
subsequente imersao em um liquido. Desse modo, mediante do principio de Arquimedes,
que afirma que a for¢ca de empuxo gerada sobre um corpo submerso é quantitativamente

igual ao peso do liquido deslocado pelo préprio corpo, ou seja,

E=M,x§ (2.9)

onde E simboliza o empuxo sobre o corpo, M, a massa do liquido deslocado por ele e § a
aceleracao da gravidade. E, considerando ainda que, M, = d; x V,,, onde d; é a densidade
do liquido e V, o volume do liquido deslocado pelo corpo imerso (ou do préprio corpo
submerso), o empuxo que age sobre ele também pode ser representado como na equagao
2.10 abaixo.

E=dxV,x§ (2.10)

E possivel deduzir o volume do corpo submerso, em funcao de M, e d;, igualando-se

as equagoes 2.9 e 2.10, e resolvendo a igualdade para V,, como é mostrado na equagao

2.11 abaixo:

(2.11)

Para se obter M, de maneira simples e pratica, pode-se usar uma balanca de precisao
em conjunto com uma haste presa a um suporte (Figure 5), para exercer uma forga externa
sobre o érgao e, desse modo, garantir a sua completa imersao no liquido (SCHERLE,
1970).

Com efeito, contanto que o érgao nao encoste no fundo ou nas laterais do recipiente
e que o volume da parte da haste mergulhada no liquido seja descontado, M, podera ser
obtida por meio da diferenca de duas medidas realizadas com a balanca: M; e My, onde

a primeira se refere a massa inicial do sistema utilizado sem o 6rgao estar submerso no
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liquido (Figura 5a) e a segunda quando o érgao esta completamente submerso (Figura 5b).
Vale ressaltar que a profundidade alcancada pela haste imersa na obtencao de M; deve
ser exatamente a mesma na obtencao de M, para evitar o acréscimo ou decréscimo de
massa em M,.

Figura 5 — (a) Sistema utilizado para medir a massa do liquido deslocado, com

uma massa inicial M; (ja considerando o volume adicional da haste imersa).

(b) Sistema com o érgao imerso ao liquido, com uma massa M, registrada.

A diferenga entre as massas (M,) corresponde a massa do liquido deslocado
pelo érgao de volume V.

s T
S—

Fonte: Adaptado de Weibel (1979).

Geralmente, em pesquisas bioldgicas, para evitar a degradacgao do tecido por osmose,
o liquido utilizado para submersao do érgao é uma solugao salina com aproximadamente
300mOsm, que possui densidade que difere em apenas 2 a 3% de 1g/ml, sendo assim,

uma precisao aceitavel na estimacao do volume pode ser alcancada mesmo assumindo-se

d; = 1g/ml (SCHERLE, 1970).

Consequentemente, a diferenca entre a massa final do sistema com o érgao submerso
(Ms) e a massa inicial sem o 6rgado submerso (M;) pode ser numericamente aproxi-
mada ao volume do préprio érgao, ou seja, V, ~ My = My — M;, quando d; = 1g/ml

(Equagao 2.11).

Isso torna o método rapido e pratico de ser executado em basicamente qualquer la-
boratério, além disso, proporciona maior precisao do que os métodos que se baseiam no
deslocamento ou extravasamento do liquido para medir volumes, os quais tém a exa-
tidao reduzida, principalmente, para o6rgaos pequenos como pulmoes de camundongos,

em que a tensao superficial do liquido pode causar imprecisoes significativas nas medidas
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(SCHERLE, 1970; WEIBEL, 1979).

Em suma, foi por meio dessa técnica proposta por Scherle (1970) que Kawakami, Paul
e Thurlbeck (1984) estimaram o volume dos pulmées ez vivo de camundongos BALB/c de

diferentes idades e constataram uma elevada correlacao positiva com a idade dos animais.

Esse método também ¢é bastante utilizado na estereologia pulmonar (ELLIOTT et
al., 2016; FEHRENBACH; OCHS, 1998; KNUDSEN et al., 2010), em que a obtengao do
volume total do 6rgao sob estudo é um referencial crucial para todos os outros parametros

que serao avaliados (OCHS, 2006; OCHS; MUHLFELD, 2013).
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3 MATERIAIS E METODOS

A seguir sao apresentados os animais de experimentacao utilizados neste trabalho,
assim como os procedimentos experimentais realizados para obter os dados morfolégicos

e fisiolégicos abordados no estudo.

3.1 Animais de experimentacao e o protocolo de asma

Os experimentos realizados com animais foram previamente aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA), do ICB-USP, sob o registro n°® 9782280518, obe-
decendo as diretrizes estabelecidas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL).

Para o desenvolvimento da pesquisa, foram utilizados um total de 57 camundongos
albinos BALB/c machos, com massa corpérea média de 28,1 +2,0g (média + SD) e 18
semanas de idade. Desses animais, 32 foram direcionados para compor um grupo de
modelo animal de inflamagao pulmonar (modelo animal de asma, grupo OVA) e 25 para

formar um grupo de referéncia, sem inflamagao (grupo Controle).

Para integrar o grupo OVA, os animais foram previamente induzidos a desenvolver in-
flamacao pulmonar com 14 semanas de idade por intermédio de um protocolo com duragao
de 29 dias, que ¢ utilizado no Laboratério de Fisiopatologia da Inflamacao Experimental

do Departamento de Farmacologia do ICB-USP.

Esse protocolo utilizou ovalbumina (Grau V, SIGMA, EUA) e hidréxido de aluminio
(AI(OH)3) para realizar a etapa de sensibilizacdo dos animais e, na sequéncia, apenas
ovalbumina na etapa de desafio (Figura 6). Como os animais iniciaram o protocolo (1°
dia) com 14 semanas de idade, todos concluiram-no com 18 semanas, para dar-se inicio

aos experimentos.

No inicio do protocolo, a primeira sensibilizacao é executada com 30 pg de ovalbumina

e 2,87mg de Al(OH); diluidos em 0,2ml de PBS (via i.p.), enquanto na segunda, sete
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Figura 6 — Formacao dos grupos OVA e Controle de camundongos BALB/c por
meio do protocolo de inducao de inflamacgao pulmonar desenvolvido no Laboratério
de Fisiopatologia da Inflamacao Experimental do Departamento de Farmacologia

do ICB-USP.

2 sensibilizagoes (i.p.): 3 desafios (intranasal): .
ovalbumina + Al(HO)3 ovalbumina Experimento
OVA
A 4 A4 A 4 A 4 A4
Inicio 7° dia > 14° dia 21° dia 28° dia > 29° dia

A A A A A

Controle
2 sensibilizacoes (i.p.): 3 desafios (intranasal):
PBS PBS

Fonte: Préprio autor.

dias apds, 50 ng de ovalbumina foram aplicados.

Os desafios iniciaram-se na semana seguinte, ao término das sensibilizacoes, com
aplicacoes intranasais a cada 7 dias de 10 pg de ovalbumina para o primeiro desafio e
de 20 png para o segundo e terceiro, todos diluidos em 30l de PBS. Os animais do grupo
Controle passaram pelo mesmo protocolo de indugao de inflamacao pulmonar que o grupo
OVA, no entanto, receberam PBS ao invés de ovalbumina e/ou hidréxido de aluminio,

tanto na fase de sensibilizacdo quanto na de desafios (Figura 6).

Ambos os grupos receberam agua e comida a vontade durante a estadia no biotério
até a data final do protocolo de indugao de inflamacao (dia do experimento). Assim, dois
grupos de camundongos foram formados para esse trabalho: o grupo OVA com 32 animais
e massa corpérea média de 284+ 1,6g e o Controle com 25 animais e massa corporea
média de 27,6 £ 24 g.

3.1.1 Preparacao dos animais

Inicialmente, os roedores tiveram sua massa corporea aferida e, entao, foram aneste-
siados com uma solu¢do de cetamina (120mg/kg) e xilazina (12mg/kg) via i.p.. Com o
animal completamente anestesiado, uma traqueostomia foi realizada para a insercao na
traqueia, por 9mm, de uma canula metalica 18G (BD Company, Brasil) serrada (3,2 cm
de comprimento e com o bisel suavizado) e realizar a conexao com o SAV para dar inicio

a sua ventilagao mecanica, conforme mostra a Figura 7.
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Figura 7 — Exemplo de um camundongo BALB/c traqueostomizado e
conectado ao ventilador mecanico durante experimento no Laboratorio
de Fisiopatologia da Inflamacao Experimental do Departamento de Far-
macologia do ICB-USP.

Fonte: Préprio autor.

Apoés a traqueostomia, a veia jugular direita de cada animal foi exposta para que
fosse inserida uma agulha, anexada a um tubo flexivel de PVC (PTY, Critchley Electrical

Products, Austrélia).

Através desse tubo, o PBS pode ser administrado via injecao por bolus, com o uso de
uma seringa de 1 ml (Figura 7), ou por infusao continua com o auxilio de uma bomba de
infusdo (11 Plus, Harvard Apparatus, EUA), que é capaz de injetar o PBS a uma vazao

constante (Figura 8), durante a avaliagao da mecanica respiratéria em condi¢oes basais.

Apbs os procedimentos cirdrgicos, os animais foram conectados ao ventilador mecanico
com uma ventilagdo quasi-senoidal (V. = 10ml/kg e f. = 150respiragoes/ min). Em
seguida, injetou-se brometo de pancurénio (1mg/kg i.p.) para realizar a paralisagao da

musculatura respiratéria.

Porém, se no decorrer de sete minutos, apds a injecao do paralisante, o animal nao
apresentasse respiracao espontanea, ele era considerado apto a ter sua mecanica respi-
ratéria avaliada. Caso o camundongo ainda apresentasse respiragao espontanea (em raras

situagoes), um reforco de 50% da dose inicial do paralisante era realizado e mais sete mi-
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Figura 8 — Bomba de infusao (11 Plus, Harvard Apparatus, EUA) utilizada para admi-
nistrar o PBS (5 minutos a uma vazao constante), via jugular direita, nos camundongos
BALB/c. Em (a) tem-se uma visdo frontal da bomba de infusdo durante o experimento.
Em (b) tem-se uma visao superior da bomba de infusao, que controla o émbolo da seringa
durante todo o procedimento.

Fonte: Préprio autor.

nutos eram aguardados novamente para dar-se inicio a avaliacao da mecanica respiratoria.

3.2 Avaliacao da mecanica respiratoéria

O sistema respiratério dos animais foi avaliado com o uso de um SAV (legacy flexiVent,
SCIREQ Inc., Canadéd), localizado no Laboratério de Fisiopatologia da Inflamagao Expe-
rimental do Departamento de Farmacologia do ICB-USP (Figura 9).

Duas manobras de recrutamento alveolar foram realizadas com duracao total de seis
segundos cada (Figura 10), para garantir a completa insuflagdo e homogeneizacao dos

pulmoes (recrutamento).

Cada manobra consistiu de um aumento pressérico, pressao traqueal (P,.), em rampa
por aproximadamente trés segundos a partir da PEEP preestabelecida de 3cmH,0 até a
pressdao maxima de 30 cmH,O, que foi sustentada por mais trés segundos (Figura 10a).
Na Figura 10b é apresentada a curva do volume de ar entregue aos pulmoes durante a

manobra.

Apés as manobras de recrutamento, 2ml/kg de PBS foram administrados aos animais
nos casos de injecao por bolus e um volume médio de 0,02 ml nos casos de infusao continua

(duragao de cinco minutos). O volume administrado por infusdo continua também foi
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Figura 9 — SAV utilizado na avaliagdo da mecanica respiratoria de roe-
dores, localizado no Laboratorio de Fisiopatologia da Inflamacao Expe-
rimental do Departamento de Farmacologia do ICB-USP.

Fonte: Préprio autor.

Figura 10 — Manobra de recrutamento alveolar realizada antes da avaliagao
mecanica. (a) A pressao foi monitorada pelo SAV na regiao da traqueia para realizar
a manobra (P;). (b) Volume de ar correspondente entregue aos pulmoes (V).
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Fonte: Préprio autor.

associado a massa corporea dos roedores, mas foi tido como referéncia o volume utilizado
para proporcionar uma dose de 48 ug/kg X min de metacolina a partir de uma solugao

mae de 320 pg/ml (estudo sobre broncoconstrigao realizado & parte pelo grupo). Ambas
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as aplicagoes foram via jugular direita do animal e caracterizaram o inicio da avaliacao

da mecanica respiratoria em regime basal.

Na sequéncia, a ventilacdo mecanica quasi-senoidal foi interrompida para mensurar a
impedancia do sistema respiratério (Zs,) por intermédio de uma perturbagao ventilatéria,
que consiste em um sinal banda larga, de amplitude proporcional ao peso do camundongo
avaliado (3ml/kg), composto por 13 sendides com frequéncias de 1, 1,5, 2,5, 3,5, 5,5 6,5,
8,5, 9,5, 11,5 14,5, 15,5, 18,5, e 20,5 hertz, nas quais Z,, foi computada (Figura 11).

Figura 11 — Exemplo de impedancia do sistema respiratério (Z.) de um BALB/c
computada nas 13 frequéncias compostas na perturbacao ventilatéria. Z. é re-
presentada pela sua parte real (R) por pontos em vermelho, e imaginaria (X) por

pontos em ciano. As 13 Z,, computadas sao, posteriormente, utilizadas para ajustar
o MFC (linha vermelha e ciano).
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Fonte: Imagem capturada durante experimento em laboratério pelo préprio autor.

Cada perturbacao ventilatoria possui duracao aproximada de trés segundos, periodo
no qual os dados de pressao e volume/fluxo sao obtidos pelo SAV e as impedancias do
sistema respiratorio nas 13 frequéncias computadas, para que o MFC seja ajustado pelo
préprio software de aquisigao de dados (flexiVent v5.2, SCIREQ Inc., Canadd) (Figura
11).

Para avaliar a qualidade do ajuste do modelo as impedancias, foi aplicado o COD que
varia de 0 a 1, onde o valor 0 representa que o modelo nao possui relagao com os dados

(Zs,) utilizados na regressao e o valor 1 indica um ajuste perfeito.

Foram executadas 15 perturbacoes ventilatérias para a avaliacao da mecanica respi-

ratéria, assim, os parametros avaliados do MFC (R,,, G, e H) foram computados 15 vezes
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para cada animal. Na Figura 12 sao apresentados oito registros desses parametros dos 15

a serem computados.

Figura 12 — Oito dos 15 registros a serem computados dos parametros R,,, G e H do MFC
fornecidos pelo software de aquisicdo de dados do SAV (flexiVent v5.2, SCIREQ Inc.,
Canadd) durante experimento em laboratério. Pontos preenchidos em vermelho possuem
COD > 0,9 e os vazados COD < 0,9.
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Fonte: Imagem capturada durante experimento em laboratério e editada pelo autor.

Os pontos preenchidos em vermelho na Figura 12 indicam um COD > 0,9, en-
quanto os pontos vazados representam COD < 0,9. Para este trabalho, utilizou-se como
parametros R,, G e H para as analises a média aritmética dos valores obtidos pelo SAV
com COD > 0,9 apenas.

3.3 Lavado broncoalveolar, comprimento naso-anal e
indice de Lee

Ao término da avaliacdo da mecanica respiratéria, os animais foram eutanasiados com
uma overdose de anestesia (3x a dose inicial) e, em seguida, um procedimento de BAL foi
realizado para caracterizar o modelo de inflamacao pulmonar utilizado, ou seja, o grupo
OVA e o grupo Controle. Apéds a coleta do BAL, foi feita a mensuracao do CNA dos

animais e calculado o IL.

3.3.1 Lavado broncoalveolar

Para realizar o BAL, 0,8 ml de PBS foram injetados nos pulmoes dos animais com
uma seringa, através da canula ja utilizada na traqueostomia, recolhidos e armazenados
em um tubo tipo Falcon. Esse procedimento foi realizado novamente e, entao, todo
o liquido coletado (= 1,5ml) foi centrifugado por 15min a 1500 rpm (Centrifuge 5810,
Eppendorf, Alemanha).
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Desprezado o sobrenadante, o precipitado foi ressuspenso em 1 ml de PBS. Em seguida,
451l dessa solugao foram acrescidos a 5l de cristal violeta para formar uma nova solucao,
da qual 10pl foram utilizados para realizar a contagem total do nimero de células em

uma camara de Neubaeur com laminula, contando-se os 4 quadrantes.

Para a contagem diferencial das células, 200 pul da amostra com o precipitado ressus-
penso foram colocados em uma citocentrifuga (Centrifuge 2400, Fanem, Brasil) a 400 rpm
por 5min. Depois de secas (24 horas), as laminas obtidas foram coradas utilizando-se
um kit com corantes para coloragao diferencial em hematologia (Instant Prov, Newprov,
Brasil).

A contagem diferencial foi feita com um microscépio 6tico (Eclipse E100, Nikon,
Japao) com a contagem minima de 400 células, diferenciando-as segundo o tipo celular:

mononucleares, neutréfilos e eosindfilos.

3.3.2 Comprimento naso-anal e indice de Lee

Ap06s o procedimento do BAL, o camundongo era colocado em uma placa retangular de
parafina para ter seu CNA mensurado com o auxilio de uma régua simples de poliestireno

(30 cm), como ilustrado na Figura 13.

Figura 13 — Mensuragao do comprimento naso-anal
(CNA) dos camundongos utilizados.

Fonte: Préprio autor.

Com o CNA e a massa corporea do animal, previamente obtida, o IL pode entao ser

calculado seguindo a equacao 2.7.
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3.4 Volume dos pulmoes ex vivo

Seguindo com o procedimento, os pulmoes do camundongo foram excisados (removendo-
se também o coragao, o esofago e tecidos conjuntivos da regiao do mediastino) e iniciou-se
o processo de fixacao dos pulmoes de modo a manteé-los completamente insuflados, para

realizar a estimativa volumétrica in totum.

O processo de fixagao foi realizado mediante instilacao traqueal de paraformaldeido
4% a 25 cmH50 de pressao por 15 minutos, com o auxilio de um aparato desenvolvido

para manter o liquido fixador na altura de 25 cm acima dos pulmoes (Figura 14).

Figura 14 — Diagrama esquematico do aparato de fixacao dos
pulmoes desenvolvido. Um funil de vidro é preenchido com
paraformaldeido 4% a uma altura de 25cm, em relacao aos
pulmoes, com o auxilio de um suporte universal e garras de
condensador. Assim, através de um registro e um tubo, o fixa-
dor ¢ instilado aos pulmoes previamente canulados.

_______________ o

Funil de vidro

Garras de
condensador

25 cm

universa

A A _
|
8

Fonte: Préprio autor.

Na Figura 15 sao apresentadas as imagens registradas desse procedimento durante o
experimento em laboratorio. Apds os 15 minutos de instilacao traqueal, a traqueia do
animal foi amarrada com uma linha de algodao e, entao, o volume dos pulmoes comple-

tamente insuflados pode ser medido.

A estimagao do volume dos pulmées ez vivo dos camundongos ocorreu com o auxilio de
uma técnica fundamentada no principio de Arquimedes (SCHERLE, 1970), que realiza a

imersao completa dos pulmoes excisados e fixados em um liquido com densidade conhecida
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Figura 15 — (a) Aparato montado para realizar a fixagdo dos pulmoes dos animais
em laboratério. (b) Pulmoes de um camundongo BALB/c completamente insuflados
durante o procedimento de fixagao.

Fonte: Préprio autor.

para estimar o seu volume, como abordado na se¢ao 2.3.2.

Neste estudo, o liquido que serviu para a imersao dos pulmoes foi a solucao PBS 1X
com pH = 7,4 e densidade cerca de 1g/ml. Para manter o érgdo submerso na solugao,
outro sistema com um suporte universal e uma haste foi desenvolvido (Figura 16), e para
medir a massa do liquido deslocado por eles, necessaria para estimar o volume, foi usada

uma balanca semianalitica (Micronal B400, EUA).

Com esse sistema, ocorreram trés procedimentos para estimar o volume dos pulmoes.
Primeiramente, apenas a haste foi mergulhada na solugao PBS abaixando-se a mufa gi-
ratéria até a altura de referéncia indicada no suporte universal e, entao, a balanca foi

zerada (Figura 17a).

Em seguida, a haste foi retirada da solucao, e os pulmoes foram anexados a argola
em sua extremidade (Figura 17b) e imersos novamente na solugao, até a mesma profundi-
dade atingida anteriormente (altura de referéncia), com isso, uma nova medida foi obtida

(Figura 17c).

Como foi considerada uma densidade de 1 g/ml para o PBS, o tltimo valor registrado
pela balanga em gramas (Figura 17c¢), foi, numericamente, igual ao volume dos pulmoes

do camundongo em mililitros (Equagao 2.11).



Figura 16 — (a) Diagrama do aparato desenvolvido para manter os pulmoes submer-
sos em solucao salina com um suporte universal e haste acoplada (com uma pequena
argola na extremidade). (b) Com esse aparato, os pulmoes foram imersos em PBS a
uma profundidade fixa, ponto onde a mufa dupla giratéria atinge a marca de altura
de referéncia em vermelho no suporte universal.
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Fonte: Préprio autor.

Figura 17 — (a) Processo de tara da balanca com apenas a haste imersa na
solugao salina. (b) Pulmoes fixados a haste com a prépria linha utilizada
para amarrar a traqueia apés a instilacdo traqueal. (c¢) Valor da massa do
liquido deslocado pelos pulmoes submersos, ou seja, o volume dos pulmoes
do camundongo (ml) considerando-se o PBS com densidade de 1g/ml.

Fonte: Préprio autor.

o1
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3.5 Analise dos dados

Conforme informado anteriormente, para desenvolver a pesquisa, foram utilizados 25
animais do grupo Controle e 32 do grupo OVA, os quais serviriam para coletar dados da
mecanica respiratéria (R,, G e H) e morfolégicos (massa corpdrea, volume dos pulmoes

ex vivo, comprimento naso-anal e indice de Lee).

No entanto, devido as perdas durante os procedimentos experimentais realizados,
como na estimativa do volume dos pulmoes (perfuracao do érgao durante procedimento
cirirgico) e/ou na avaliacdo da mecanica respiratéria (falecimento do animal durante o
procedimento), o niimero de animais utilizados para avaliar as relagoes entre os parametros

mecanicos e morfolégicos ficou comprometido.

Dessa forma, decidiu-se que os animais com algum comprometimento nos dados coleta-
dos, durante qualquer procedimento experimental, fossem retirados da andlise estatistica

e somente apresentados e comentados no APENDICE desta dissertagao.

No total, oito animais pertencentes ao grupo Controle e 18 ao grupo OVA foram
removidos da andlise principal do trabalho. Assim, toda a anélise de dados (estatistica)
foi realizada com 17 animais do grupo Controle (27,3 + 2,4 g) (média 4+ SD) e 14 do grupo
OVA 27,7+ 1/4¢g).

Na Tabela 2, os grupos que foram avaliados sao detalhados considerando-se também o
tipo de administracao de PBS utilizado na avaliagao da mecanica respiratéria, ou seja, os
grupos Controle com inje¢ao de PBS por bolus e infusao continua (Controle-B e Controle-
I, respectivamente) e os grupos OVA com injegao de PBS por bolus e infusdo continua
(OVA-B e OVA-I, respectivamente).

Tabela 2 — Numero de animais utilizados na analise estatistica com média +
SD da massa corpérea para os quatro grupos: Controle com administracao
de PBS via bolus (Controle-B) e infusao continua (Controle-I); e OVA com
administracao de PBS via bolus (OVA-B) e infusao continua (OVA-I).

Grupos
Controle-B  Controle-1 OVA-B OVA-I
n 7 10 6 8

Massa corporea (g)

(média + SD) 26,4+2,5 28,0£2,3 27,3+£1,4 28,0£1,4

Fonte: Préprio autor.
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A analise estatistica, assim como os graficos realizados, foi efetuada com o auxilio
de um software dedicado & andlise de dados (GraphPad Prism 7.00, GraphPad Software,
EUA), no qual uma avaliagao inicial, para os quatro grupos, foi feita de modo a excluir
possiveis outliers dos dados obtidos por meio do método ROUT (MOTULSKY; BROWN,

2006) com uma taxa de falso positivo maxima (@) de 5%.

Na sequéncia, uma anélise de variancia (ANOVA two-way) foi feita, seguida por um
teste de comparagoes miltiplas (Tukey-Kramer) (apenas para os resultados significativos
da ANOVA), para avaliar os parametros da mecanica respiratéria em relagao aos grupos.
Também foi realizada uma ANOVA one-way para verificar a variabilidade do volume dos

pulmoes ex vivo medido entre os quatro grupos de animais pesquisados.

Nesse contexto, as relagoes entre as varidveis da mecanica respiratoria e as medidas
morfoldgicas obtidas foram avaliadas por meio de gréaficos de dispersao e analise do grau de
correlagao linear por intermédio do coeficiente de Pearson (r). Todas as andlises realizadas

utilizaram como nivel de significancia o = 0,05.
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4 RESULTADOS

De modo a caracterizar os grupos estudados, foram elaboradas analises de celularidade
do BAL dos roedores, e a Tabela 3 detalha os valores encontrados para cada grupo.
Tabela 3 — Analise de celularidade do BAL dos grupos Controle-B, OVA-B, Controle-I e

OVA-I com contagem total (células x 10°/ml) e diferencial (em % do total das células).
Os valores sao apresentados na forma média + SD dos grupos analisados.

Total Diferencial
células x 10°/ml ~ Mononuclear (%) Neutréfilo (%) Eosindfilo (%)
Controle-B 1,8+ 1,0 97,9+ 3,1 0,5+1,1 1,6+ 2,4
OVA-B 4,6 £2,3 65,6 + 14, 8 3,0£5,7 31,44+16,9
Controle-I 0,8 40,5 98,2+ 1,7 0,6+1,0 1,2+ 1,4
OVA-I 2.540,6 50,54 17,7 43444  452+19.8

Fonte: Préprio autor.

Nao foram observados outliers entre os dados, portanto, o niimero de variaveis avaliado

permaneceu o mesmo para todos os camundongos pesquisados.

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos com a andlise de variancia (ANOVA two-
way) executada com os parametros R,, G e H, considerando como fatores da anélise o
grupo que o animal pertence em relagao a inflamacao pulmonar (Controle e OVA) e o
tipo de aplica¢do de PBS utilizada (bolus e infusdo continua). Nenhuma interacao entre
os fatores foi percebida e os trés parametros nao apresentaram diferenca significativa em

relagao a inflamagao pulmonar (Controle e OVA).

No tocante ao tipo de administracao de PBS, apenas com o parametro R,, verificou-se
uma diferenga significativa e, com isso, foi realizado o teste Tukey-Kramer (comparagoes
multiplas) com esse parametro, apés a ANOVA, de modo a investigar a localizagao dessa
diferenca significativa entre os quatro grupos analisados, que resultou em nenhuma va-

riagao significativa dentre as comparacoes feitas.
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Tabela 4 — Andlise de variancia (ANOVA two-way) dos
parametros R,, G e H com os fatores: tipo de administragao
de PBS (bolus e infusdo continua) e grupos relativos a in-
flamacao pulmonar (Controle e OVA). Onde, ns e * represen-
tam: nao significativo e significativo (p = 0,019), respectiva-

mente.
R, G H
Tipo de administragao de PBS «

. - , ns ns

(bolus e infusao continua)
Grupos relativos a inflamacao pulmonar s s s

(Controle e OVA)

Interacao entre os fatores ns ns ns

Fonte: Préprio autor.

O grafico de barras da Figura 18 exibe a média £+ SD dos volumes dos pulmoes ez
vivo estimados para os quatro grupos. A ANOVA one-way, efetuada para esses grupos,

nao mostrou resultados significativos.

Figura 18 — Volume dos pulmoes ez vivo para os quatro gru-
pos: Controle-B, OVA-B, Controle-I e OVA-I. Média + SD.
Nao houve diferenca significativa entre os grupos, segundo a

ANOVA.

N
(3]
1

Controle
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N
o
1

1.0
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%773

T
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Fonte: Préprio autor.

As relagoes dos parametros da mecanica respiratéria (R,, G, e H) com as medidas
morfométricas dos camundongos pertencentes ao grupo Controle-B sao evidenciadas pelos
graficos das Figuras 19 a 21. Na sequéncia, as relagoes para o grupo Controle-I sao

apresentadas (Figuras 22 a 24).



Figura 19 — Relagao do parametro R,, com medidas morfométricas
dos camundongos BALB/c pertencentes ao grupo Controle-B.
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Figura 20 — Relagao do parametro G com medidas morfométricas
dos camundongos BALB/c pertencentes ao grupo Controle-B.
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Figura 21 — Relacao do parametro H com medidas morfométricas
dos camundongos BALB/c pertencentes ao grupo Controle-B.
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Figura 22 — Relagao do parametro R,, com medidas morfométricas
dos camundongos BALB/c pertencentes ao grupo Controle-1I.
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Figura 23 — Relagao do parametro G com medidas morfométricas
dos camundongos BALB/c pertencentes ao grupo Controle-I.
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Figura 24 — Relacao do parametro H com medidas morfométricas
dos camundongos BALB/c pertencentes ao grupo Controle-1.
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Os valores der e p (bicaudal) das andlises correlacionais, entre as varidveis da mecanica
respiratoria e medidas morfométricas, sao explicitados nas figuras para conhecimento,

apenas para os graficos que apresentaram correlacao significativa entre as varidveis.

Anélises de correlagao entre o volume dos pulmées ex vivo dos animais com suas res-

pectivas medidas morfométricas também foram feitas para o grupo Controle-B e Controle-

I, Figuras 25 e 26, respectivamente.

Figura 25 — Relagao do volume dos pulmoes ez vivo com medidas
morfométricas dos camundongos BALB/c do grupo Controle-B.
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Figura 26 — Relacao do volume dos pulmoes ez vivo com medidas
morfométricas dos camundongos BALB/c do grupo Controle-I.
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As mesmas analises entre os parametros mecanicos R,, G e H com as medidas mor-
fologicas dos camundongos foram feitas para o grupo OVA-B e sdo mostradas pelos graficos

das Figuras 27, 28 e 29. Em seguida, as andlises obtidas com o grupo OVA-I também sao

apresentadas (Figuras 30, 31 e 32).



Figura 27 — Relagao do parametro R,, com medidas morfométricas
dos camundongos BALB/c pertencentes ao grupo OVA-B.
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Figura 28 — Relagao do parametro G com medidas morfométricas
dos camundongos BALB/c pertencentes ao grupo OVA-B.
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Figura 29 — Relagao do parametro H com medidas morfométricas
dos camundongos BALB/c pertencentes ao grupo OVA-B.
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Figura 30 — Relacao do parametro R,, com medidas morfométricas
dos camundongos BALB/c pertencentes ao grupo OVA-I.
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Figura 31 — Relagao do parametro G com medidas morfométricas
dos camundongos BALB/c pertencentes ao grupo OVA-I.
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Figura 32 — Relacao do parametro H com medidas morfométricas
dos camundongos BALB/c pertencentes ao grupo OVA-I.
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As relacgoes do volume dos pulmoes ex vivo dos roedores com sua respectiva massa
corporea, CNA e IL, para os grupos OVA-B e OVA-I, sao evidenciados nas Figuras 33 e
34.

Figura 33 — Relagao do volume dos pulmoes ez vivo com medidas
morfométricas dos camundongos BALB/c do grupo OVA-B.
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Figura 34 — Relacao do volume dos pulmoes ez vivo com medidas
morfométricas dos camundongos BALB/c do grupo OVA-I.
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5 DISCUSSAO

Este trabalho investigou a relagdo entre medidas morfolégicas provenientes de ca-
mundongos BALB/c com parametros amplamente empregados na avaliacdo da mecanica
respiratéria. Por meio da alometria, verificou-se que existem relagoes entre as diversas
variaveis estruturais e funcionais dos mamiferos como volume sanguineo, ossos, massa dos
pulmoes, f,., V., etc, com sua massa corpérea (GOMES et al., 2000; LINDSTEDT, 1987,
STAHL, 1967).

Desse modo, este manuscrito teve como objetivo avaliar a relacao entre diferentes
medidas morfolégicas de camundongos BALB/c como CNA, volume dos pulmoes ez vivo,
IL e massa corpérea com os principais parametros do MFC (R,,, G e H), que caracterizam

as propriedades mecanicas do sistema respiratorio.

Para conduzir este estudo, inicialmente, desenvolveram-se dois grupos de animais: um
grupo modelo animal de inflamagao pulmonar (OVA) e um grupo controle (Controle). Em
seguida, devido ao tipo de procedimento realizado para administrar o PBS aos roedores
(bolus (B) ou infus@o continua (I)) durante a avaliagdo da mecanica respiratdria, esses dois

grupos iniciais foram novamente separados em dois, formando-se, entao, quatro grupos:

OVA-B, OVA-I, Controle-B e Controle-I.

Os animais receberam PBS porque se trata da primeira etapa de uma avaliacao do tipo
concentracao-resposta a metacolina e, normalmente, é considerada a situacao basal. Esse
tipo de avaliacao é amplamente empregada em estudos de modelo animal de inflamacao

pulmonar.

O grau de inflamacgao pulmonar foi avaliado por meio da anélise do BAL para esses
quatro grupos, conforme apresentado na Tabela 3, em que é possivel observar que a
implementacao do modelo eosinofilico de inflamacao pulmonar foi bem sucedida, ou seja,
aumento no numero de eosinéfilos em relagao ao grupo controle, para ambos os tipos de

administragao de PBS (bolus e infusdo continua).

Tal separagao dos grupos OVA e Controle entre os tipos de administracao de PBS
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foi resultado da andlise de variancia efetuada com esses fatores (ANOVA two-way), em
que foi observada uma diferenca significativa (R,, p = 0,019) em relagdo ao tipo de

administragdo de PBS implementado na avaliagdo da mecanica respiratéria (Tabela 4).

Uma possivel explicagao para essa diferenca percebida nesse parametro pode vir da
constatacao de que o grupo OVA-I apresentou uma inflamacdo pulmonar mais intensa
(45,2+ 19,8 % eosindfilos) (média + SD), em comparagao ao grupo OVA-B (31,4 £ 16,9
% eosinéfilos). Dessa forma, as vias aéreas mais inflamadas seriam representadas por um

R, mais elevado, mesmo quando avaliadas em condicoes basais.

A razao pela qual os animais do grupo OVA-I responderam mais ao protocolo de
inflamacao utilizado nao é clara, no entanto, uma possivel causa esta no fato de que os
camundongos que formavam os grupos Controle-I e OVA-I vieram de um lote de animais
distinto dos roedores dos grupos Controle-B e OVA-B. Isso pode ter introduzido no es-
tudo um fator distinto e inerente de responsividade inflamatéria (ao protocolo de asma
implementado) aos animais dos grupos bolus e infusdo continua, tornando os animais do
grupo OVA-I mais responsivos a indugao da inflamagao pulmonar quando comparado aos

camundongos do grupo OVA-B.

Entretanto, nenhuma diferenca significativa foi observada por meio do pés-teste reali-
zado (Tukey-Kramer) para o parametro R, entre os quatro grupos pesquisados (Controle-
B, OVA-B, Controle-I e OVA-I), de modo a determinar a possivel localizagao dessa dispa-
ridade constatada pela ANOVA. Contudo, mantiveram-se os grupos separados devido o
entendimento de que esse resultado é proveniente do cardter mais conservador do teste de
comparacao aplicado, que controla o nivel de significancia global « entre as comparagoes
par a par desempenhadas e a diminuicao do poder estatistico devido a redugao do niimero

de amostra dos grupos.

Durante a avaliacao dos volumes dos pulmoes ex vivo, foi observado que nao existe
distingao significativa entre os grupos pesquisados (Figura 18), ou seja, o volume do érgao
nao aparenta sofrer alteracoes em relacao a inflamacao pulmonar a qual foi induzido ou a

administracao de PBS utilizada durante a avaliacao da mecanica respiratoéria.

As médias dos volumes dos pulmoes estimados nos quatro grupos sao maiores que
o observado por Kawakami, Paul e Thurlbeck (1984), que utilizaram um procedimento
experimental semelhante ao empregado neste trabalho para camundongos BALB/c de
mesma faixa etaria (Tabela 1). A média da massa corpérea dos roedores do estudo de
1984 estd abaixo dos valores encontrados para as linhagens de camundongos BALB/c que

sdo comercializadas atualmente (Figura 3). Por exemplo, a média da massa corpérea dos
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animais de nove meses encontrada na pesquisa de Kawakami, Paul e Thurlbeck (1984),

hoje, é semelhante & dos animais com somente 18 semanas (4,5 meses) (Tabela 2).

Considera-se que as diferentes condigoes de criagao e manejo desses animais em locais
distintos (Charles River Laboratories, EUA; Biotério Central da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo, Brasil) e possiveis alteragoes genéticas apds quase quatro
décadas, podem estar associadas ao desenvolvimento mais acelerado desses camundongos
utilizados atualmente, em comparacao aos anos de 1980, e como o volume dos pulmoes
estd associado ao crescimento e envelhecimento do animal (KAWAKAMI; PAUL; THURL-

BECK, 1984), é provavel que esse 6rgao também se desenvolva mais rapidamente.

Com uma analise individual dos quatro grupos, diferentes correlacoes dos parametros
da mecanica respiratéria com as medidas morfolégicas foram observadas envolvendo tanto

a condicao inflamatoéria dos animais quanto o método de aplicacao de PBS empregado.

Dentre esses quatro grupos, apenas o Controle-I apresentou correlagoes significativas
entre os parametros do MFC (G e H) e as medidas morfolégicas obtidas dos camundongos
(massa corpérea e CNA) (Figuras 23 e 24). Os grupos com inflamacao pulmonar (OVA-
B e OVA-I) ndo apresentaram correlagoes significativas e se distinguem muito bem dos

grupos controles (Controle-B e Controle-I) em questao de variabilidade dos dados.

Os pontos mais agrupados, observados nos grupos de inflamacao pulmonar nos gréficos
de dispersao das Figuras 27 a 32, refletem a intensa caracterizacao do modelo de asma
induzido, que fez com que as respostas obtidas durante a avaliacdo da mecanica respi-
ratéria fossem bem homogeéneas. Como nos grupos controles nao houve homogeneizagao
de resposta, uma maior variabilidade dos pardmetros (inerente aos animais) foi notada

(Figuras 19 a 24).

Além disso, foi observado que esse agrupamento é mais intenso no grupo OVA-I do
que no OVA-B, o que representa o fato de que os animais desse primeiro grupo estavam
mais inflamados do que o outro (Tabela 3) e podem ter produzido uma resposta mais

intensa na avaliacao da mecanica respiratoria.

Os gréficos de dispersao dos grupos Controle-B e Controle-I tiveram um comporta-
mento correlacional semelhante entre as variaveis analisadas, embora somente no Controle-
I foram observadas correlagoes negativas significativas. A excecao, no entanto, é o parametro
H do grupo Controle-B que se comportou, praticamente, de forma independente das me-

didas morfoldgicas realizadas (Figura 21).

A razao pela qual o grupo Controle-B nao apresentou qualquer correlacao significa-
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tiva, além do fato das correlagoes serem menos intensas comparadas ao grupo Controle-1,
nao esta muito clara, pois nao foram observadas diferencas significativas entre esses dois
grupos em relagao ao volume dos pulmoes (Figura 18) e ao tipo de administragao de PBS.
Entretanto, nota-se um numero de amostras menor para o grupo Controle-B (n=7), em
relagao ao Controle-1 (n=10), o que poderia justificar uma leve queda do poder estatistico.
No entanto, é provavel que essa diferenca de trés camundongos nao justifique, por exem-
plo, as baixas correlacoes percebidas com o parametro H. Assim, acredita-se que um novo
estudo, com o objetivo de compreender melhor o impacto desses dois tipos de aplicacao de

PBS (bolus e infusdo continua) seria o mais adequado para tentar elucidar essa questao.

Assim sendo, em relagdo aos grupos OVA-B e OVA-I, a inflamacdo imposta aos
pulmoes limitou a capacidade de encontrar alguma associacao entre as variaveis mecanicas
com as morfométricas, pois estabeleceu uma resposta a avaliacao da mecanica respiratéria
padronizada entre os animais, impossibilitando a observacao de alguma variagao tenden-

closa.

Cabe ressaltar que nas Figuras 23 e 24, relativas ao grupo Controle-I, nota-se que
os parametros G e H estdao marcadamente associados a massa corpérea (r = —0,901 e
p < 0,001, r =—0,759 e p = 0,011, respectivamente) e ao CNA (r = —0,860 e p = 0,001,
r=—0,861 e p = 0,001, respectivamente) dos animais, o que evidencia a relagao desses

parametros com o tamanho do animal sob avaliagao.

Nesse ambito, correlacoes negativas envolvendo os parametros do MFC com o tama-
nho dos animais (massa corpdrea) ja foram observadas quando sdo avaliados mamiferos
de diferentes espécies como camundongos, ratos, coelhos e cachorros (BATES et al., 2011;
GOMES et al., 2000). Isso pode estar relacionado ao fato de que, em geral, mamiferos
maiores (entre espécies) possuem pulmoes, caixa tordcica e complacéncia pulmonar maio-
res (WEST, 2012), o que resulta em valores de resisténcia e elastancia pulmonar menores,
assim como a magnitude dos parametros do MFC associados a Z, (R, G ¢ H) (BATES,
2009; BATES, 2015; SUDY et al., 2019).

No entanto, as correlacoes observadas dos parametros G e H com o volume dos
pulmoes ex vivo no grupo Controle-I nao foram consideradas significativas, embora seja
possivel perceber uma tendéncia correlacional negativa entre essas varidveis (Figura 23c

e 24c), principalmente para o parametro G (r = —0,605 e p = 0,065).

Além disso, para os camundongos avaliados desse grupo (Controle-I), apenas cor-
relagoes (nao significativas) moderadas/fracas foram observadas entre o volume dos pulmoes
ex vivo e a massa corporea (r = 0,502 e p = 0,123) ou CNA (r = 0,411 e p = 0,237)
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(Figuras 26a e 26b). Assim, sugere-se que devido a esses animais serem da mesma linha-
gem e nao possuirem uma variagao significativa de massa corpérea (SD = £+ 2.2 g), o
volume de seus pulmées estimados ex vivo nao variam o suficiente (SD = + 0,2 ml) para
obter a acentuada correlagao presente entre mamiferos de diferentes espécies (BENNETT;

TENNEY, 1982; GOMES et al., 2000; LEITH, 1983).

Desse modo, as marcantes correlagbes negativas dos parametros G e H com a massa
corporea e o CNA, verificadas neste trabalho, devem estar sob a influéncia de outro
fator, além do tamanho dos pulmoes dos animais, provavelmente, introduzido pelo método

aplicado para obter esses parametros (FOT).

A hipétese levantada é que, como o volume dos pulmdes nao possui uma associa¢ao
significativa com a massa corpérea dos animais, podem existir situagoes em que um au-
mento de massa corporea nao seja acompanhado de um acréscimo no volume dos pulmoes
do animal de mesma proporcao. Caso isso ocorra, o V. e as perturbacoes ventilatérias
utilizadas nos roedores de maior massa corpérea serao maiores durante a avaliacao da
mecanica respiratéria, o que pode causar um recrutamento maior de unidades alveolares
ou até mesmo hiperdistensao de tecidos pulmonares, quando comparado aos camundongos
com o mesmo volume pulmonar (ou de varia¢do nao relevante), mas com massa corporea

menor (V. = 10ml/kg).

Esse recrutamento maior de distintas unidades alveolares nos pulmoes pode diminuir
o valor de G e H, pois mais regioes do parénquima estarao disponiveis para receber
as perturbagoes ventilatérias impostas pelo SAV (BATES, 2009; HIRAI et al., 1999).
Portanto, entende-se que esse recrutamento maior, constatado nos animais maiores, com
a pequena variagao no tamanho de seus pulmoes devem justificar a consideravel correlagao

negativa encontrada nos parametros GG e H com a massa corporea e o CNA.

Quando é avaliada a relacao do parametro R, do MFC com as medidas morfolégicas
realizadas para os quatro grupos (Figuras 19, 22, 27 e 30), nenhuma correlagao significa-
tiva é verificada, provavelmente devido a sua principal associacao a resisténcia das vias
aéreas centrais dos pulmdes de camundongos (BATES, 2009). Acreditamos que, como os
animais sao da mesma linhagem, é improvavel que se encontrem diferencas anatomicas
significativas, como o calibre das vias aéreas, com pequenas variagoes no tamanho do roe-
dor e volume dos pulmoes para, assim, observar alguma tendéncia do R, com o tamanho
do animal, como é reportado em estudos entre mamiferos de diferentes espécies (BATES;
IRVIN, 2003; GOMES; BATES, 2002).

Dessa forma, os pontos mais dispersos e sem tendéncia correlacional, registrados em



71

todos os graficos que relacionam R, com as medidas morfolégicas, simbolizam apenas
uma variabilidade inerente dos animais (e aleatéria) em relacao ao R,,. Essa variabilidade
é reduzida nos grupos OVA-B e OVA-I devido a inflamacao pulmonar induzida, como

comentado anteriormente.

Uma observagao interessante ¢ que nenhum parametro do MFC apresentou correlagao
significativa com o volume dos pulmoes ez vivo estimado, o que contrasta com trabalhos
que avaliaram o comportamento desses mesmos parametros durante a variacao do volume

pulmonar por incrementos no valor da PEEP (GOMES et al., 2000; HIRAT et al., 1999).

Isso evidencia a maior relevancia que o volume de ar dentro dos pulmoes tem na
avaliacao da mecanica respiratoria, quando se compara com o volume do 6rgao na tota-
lidade. Ou seja, o V. utilizado pelo SAV e, consequentemente, a perturbacao ventilatéria
aparentam possuir uma relagao mais sensivel com os parametros do MFC, por meio da ca-
pacidade de alterar as condigoes funcionais das regides centrais e periféricas dos pulmoes,

do que pequenas variagoes anatomicas entre camundongos de mesma linhagem.

Logo, essa observacao real¢a ainda mais a necessidade de se ajustar corretamente o V,
para os camundongos, quando ventilados por algum ventilador mecanico, quando o intuito
for de se avaliar a mecanica respiratoria, principalmente, nos casos em que a variagao de

massa corpérea ¢é relevante entre os animais (GUIVARCH et al., 2018).

Foi por intermédio do IL, indice simples e de facil obtencao em laboratério, que
procurou-se avaliar a relagao do estado fisico dos animais (obeso/magro) com a mecanica
respiratéria (Figuras 19 a 24; Figuras 27 a 32) e o volume de seus pulmdes (Figuras 25 e

26; Figuras 33 e 34).

Entretanto, nenhuma correlacao significativa ou mesmo alguma tendéncia correlacio-
nal pode ser apontada nos quatro grupos avaliados, embora existam estudos que reportam
a influéncia da obesidade nas propriedades mecanicas dos pulmoes e caixa toracica, tanto
em humanos quanto em animais, inclusive atuando como um agravante em patologias

como a asma (PETERS et al., 2018; SHORE, 2007).

Contudo, deve-se considerar que o cerne deste trabalho nao foi avaliar a relagao da
mecanica respiratoria com medidas morfolégicas de animais obesos ou subnutridos, ou
seja, nenhum modelo animal utilizado foi desenvolvido para estudar essas condicoes. As-

sim, nao é possivel extrair informacoes acuradas dos resultados obtidos envolvendo o IL.

Como pode ser observado, todos os animais utilizados se situam, praticamente, no

mesmo nivel de obesidade, de acordo com esse indice (IL ~ 0,31 — 0,33g'/3/cm), o que
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revela a impossibilidade de se analisar as possiveis correlagoes entre camundongos obesos
e magros, por exemplo, com os parametros do MFC ou volume dos pulmoes. Portanto,
uma pesquisa a parte poderia ser desenvolvida para que se avalie em outros aspectos as

possiveis implicagoes do estado fisico do animal sobre a mecanica do sistema respiratorio.

Outra limitacao esta no que tange a acuracia do valor medido do volume dos pulmoes
ex vivo, pois a densidade do PBS foi considerada como 1g/ml, mas é sabido que esse
valor varia entre 1,02 — 1,03 g/ml, o que pode subestimar o volume estimado em até 3%.
Essa variagdo nao teve muito impacto nas andlises feitas no trabalho (sempre o mesmo
PBS utilizado), mas caso seja necessario o valor exato (real) do volume do érgao essa

aproximagcao pode ser indesejada.

Entretanto, apesar das limitagoes encontradas para o desenvolvimento da pesquisa,
com os importantes resultados obtidos foi possivel avaliar/estudar como algumas medidas
morfolégicas de camundongos BALB/c, amplamente utilizadas em estudos com roedores,
se correlacionam (ou nao) com fatores funcionais da mecénica respiratéria por meio de

parametros do MFC, correlacoes essas que sao pouco exploradas na literatura.

Com isso, foi observado que nao ha uma associagao direta significativa da massa
corpérea dos animais com o volume de seus pulmoes estimado ez vivo e que, por outro
lado, percebeu-se uma acentuada correlacao negativa dos parametros G e H do MFC
com o tamanho do animal (massa corpérea e CNA), que provavelmente estd associada ao

método utilizado para avaliar a mecanica respiratéria (FOT).
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6 CONCLUSAO

Esta dissertacao de mestrado foi desenvolvida com o objetivo de avaliar as relagoes
entre os parametros do MFC, que caracterizam as propriedades mecanicas do sistema
respiratorio, e mensuragoes morfolégicas de quatro grupos de camundongos BALB/c:
OVA-B, Controle-B, OVA-I e Controle-I. De modo a relacionar o volume dos pulmoes
dos animais com a mecanica respiratoria, como propdsito secundario foi apresentada uma

técnica para estimar o volume dos pulmoes ex vivo por meio do principio de Arquimedes.

Foram observadas correlagoes negativas significativas dos parametros G e H do MFC
com a massa corpérea e CNA dos camundongos BALB/c do grupo Controle-1. De acordo
com os resultados obtidos, sugere-se que o método utilizado para avaliar a mecanica

respiratéria (FOT) tenha influenciado nas correlagdes significativas verficadas.

Para pesquisas futuras, recomenda-se avaliar essas mesmas relagoes estudadas, mas
em um modelo animal de obesidade (e seu grupo controle) para que o IL possa oferecer
uma maior acuracia em seus resultados e, também, compreender melhor o impacto da

FOT na avaliacao da mecanica respiratoria de animais obesos e nao obesos.
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APENDICE

Animais removidos da analise estatistica

Um total de 26 animais (R1 a R26) foram removidos da analise estatistica deste
trabalho devido as complicacoes nos procedimentos cirtirgicos de remocao dos pulmoes e

preparacao para a avaliacao da mecanica respiratoria.

Ademais, o grupo do laboratério, seguindo recomendacoes da CEUA, ponderou a pos-
sibilidade de acrescentar um pré-anestésico (Acepromazina) ao protocolo de avaliagao da
mecanica respiratéria ja em uso. No entanto, verificou-se que a droga interferia na res-
posta da mecanica respiratéria sob investigacao. Com isso, a Acepromazina foi suspensa
do protocolo (apds acordo com a CEUA) para nao prejudicar o trabalho em andamento,
pois uma grande parte dos animais foi avaliada sem pré-anestésico, e os animais que foram

avaliados sob o efeito do pré-anestésico foram removidos das analises.

A Tabela 5 revela os animais retirados da analise estatistica e a razao de tal remocao,
seja por perfuragao nos pulmoes ou traqueia, 6bito durante a avaliacao da mecanica res-
piratdria ou terem recebido Acepromazina como pré-anestésico. Nas Tabelas 6 e 7, os
valores obtidos para os parametros do MFC e medidas morfoldgicas com esses camundon-

gos, quando puderam ser aferidos, sao apresentados para consulta.

Tabela 5 — Animais removidos da andlise estatistica (R1 a R26) de acordo com as com-
plicacoes encontradas nos experimentos.

Razao da remocao da analise estatistica Animais

R1, R2, R5, R6, R9 a R12,
R14, R15, R17 e R19 a R26.

a) Perfuracdo nos pulmées ou traqueia:

b) Obito durante avaliacao da mecanica respiratoria: R4, R7, R16, R17 e R18.

¢) Administragdo de Acepromazina: R3, R8, R13, R14 e R19.

Fonte: Préprio autor.



Tabela 6 — Valores obtidos para os parametros do MFC R,,, G e H com 0s animais
que foram removidos da analise estatistica.

Parametros do MFC

Animal Grupo R, G H
(emH,0-s/ml)  (cmH0-s%% /ml)  (emH,0-s%) /ml)

R1 Controle-B 0,23 2,86 15,34
R2 Controle-B 0,20 3,35 15,71
R3 Controle-B - - -
R4 Controle-B - - -
R5 Controle-I 0,12 4,26 15,80
R6 Controle-I 0,17 3,00 12,70
R7 Controle-1 - - -
RS Controle-1 — - -
R9 OVA-B 0,24 3,65 922.19
R10 OVA-B 0,23 2,86 14,88
R11 OVA-B 0,29 3,43 14,88
R12 OVA-B 0,22 2,99 14,89
R13 OVA-B - - -
R14 OVA-B - - -
R15 OVA-B 0,26 3,77 22,14
R16 OVA-I - - -
R17 OVA-I 0,19 4,69 19,37
R18 OVA-I - - -
R19 OVA-I - - -
R20 OVA-I 0,16 3,93 15,79
R21 OVA-I 0,16 3,96 16,52
R22 OVA-I 0,16 2,89 13,94
R23 OVA-I 0,20 4,54 13,76
R24 OVA-I 0,18 3,63 15,02
R25 OVA-I 0,17 3,67 16,54
R26 OVA-I 0,21 3,33 13,15

Fonte: Préprio autor.



Tabela 7 — Valores obtidos para as medidas morfolégicas realizadas com os animais

que foram removidos da analise estatistica.

Medidas morfolégicas

Animal Grupo Massa corporea Volume dos CNA IL
(g) pulmoes ez vivo (ml) (cm) (g'/?/cm)
R1 Controle-B 28,0 - 10,0 0,30
R2 Controle-B 29.0 - 9,9 0,31
R3 Controle-B 29,0 1,45 9,6 0,32
R4 Controle-B 22,0 1,80 9,3 0,30
R5 Controle-1 29,0 - 9,8 0,31
R6 Controle-I 30,0 - 9,8 0,32
R7 Controle-I 30,0 1,81 9,7 0,32
RS Controle-1 28,0 1,76 9,4 0,32
R9 OVA-B 30,0 - 9,8 0,32
R10 OVA-B 28,0 - 9,7 0,31
R11 OVA-B 28,0 - 9,7 0,31
R12 OVA-B 31,0 - 9,8 0,32
R13 OVA-B 29,0 1,85 9,5 0,32
R14 OVA-B 30,0 - 10,0 0,31
R15 OVA-B 28,0 - 9,5 0,32
R16 OVA-I 31,0 1,86 9,7 0,32
R17 OVA-I 29,0 - 9,7 0,32
R18 OVA-I 28,0 1,59 9,2 0,33
R19 OVA-I 26,0 - 94 0,32
R20 OVA-I 26,0 - 9,3 0,32
R21 OVA-I 28,0 - 9,4 0,32
R22 OVA-I 32,0 - 9,6 0,33
R23 OVA-I 29,0 - 9,4 0,33
R24 OVA-I 29,0 - 9,4 0,33
R25 OVA-I 30,0 - 9,5 0,33
R26 OVA-I 30,0 - 9,6 0,32

Fonte: Préprio autor.
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