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RESUMO

As diferencas na administragdo de broncoconstritor afetam o desenvolvimento
subsequente da broncoconstricao, afetando, portanto, a avaliagdo da mecanica
respiratoria. A mecanica respiratéria é realizada por meio de modelagem
matematica e o modelo linear aqui empregado € o Modelo de Fase Constante
(MFC). Hipotetizou-se que variagbes na mecénica respiratoria com diferentes
protocolos de administracdo de Metacolina (MCh) poderiam ser observadas em
um modelo de envelhecimento normal e em um modelo de inflamacao
pulmonar por asma (Ovalbumina - OVA). Assim, este trabalho teve como
objetivo comparar protocolos de bolus e infusdao continua de MCh em dois
cenarios: 1) processo normal de envelhecimento; 2) camundongos inflamados
e nao inflamados. Além disso, como o MFC é um modelo linear, este estudo
teve como objetivo determinar quantitativamente os efeitos de néao linearidade
em cada protocolo. Para tal, usou-se um coeficiente de nao linearidade (k;).
Juntamente com a n&o linearidade, este estudo teve como objetivo comparar a
confiabilidade do modelo em cada protocolo. Foram encontradas diferencas
estatisticas entre grupos e doses em ambos os protocolos. As diferengas entre
grupos acerca dos parametros do MFC foram similares entre os protocolos
bolus e infusdo continua para a linhagem SAMR1, sendo a elastancia o
parametro mais influenciado pelo processo de envelhecimento. Além disso,
houve um incremento nos valores de k; nas primeiras mensuragdes apos a
injecdo de MCh, je. pico observado, para o protocolo bolus, bem como
menores valores de ajuste do modelo e uma maior incerteza dos parametros
do MFC comparado ao protocolo de infusdo continua. Para a linhagem Balb/c,
houve diferenca entre OVA e controle nas doses de 0,3 e 1 mg/kg para R,, no
protocolo bolus (p < 0,0001 e p < 0,001, respectivamente). Ja no protocolo de
infusdo continua, houve diferenca entre OVA e controle na dose de
192 pg.kg'.min' para R,, G e H (p < 0,01; p < 0,001; p < 0,001,
respectivamente). Ademais, assim como observado nos animais SAMR1,
houve um incremento nos valores de k; nas primeiras mensuragdes apos a
injecdo de MCh no protocolo bolus, bem como menores valores de ajuste do
modelo e uma maior incerteza dos parametros do MFC. Portanto, com base
nos resultados apresentados, o protocolo bolus mostrou-se mais nao linear e
menos confiavel nos momentos de maior interesse (pico observado) que o
protocolo de infusdo continua em ambas as linhagens. Para os animais
SAMRA1, as diferencas entre idades e doses encontradas foram semelhantes
nos bolus e infusdo continua. No entanto, o protocolo em bolus foi capaz de
melhor diferenciar o valor de resisténcia das vias aéreas de animais inflamados
e nao inflamados, i.e. Balb/c, e, neste cenario e linhagem, o protocolo de
infusdo continua foi mais sensivel as variaveis do MFC relacionadas ao
parénquima pulmonar. Logo, estes achados devem ser levados em
consideragao durante o delineamento, analises e discussdo nos estudos de
mecanica respiratoria.

Palavras-chave: Avaliagdo da mecanica respiratéria; Asma; Envelhecimento;
Modelo de fase constante; Impedancia respiratéria.



ABSTRACT

Differences in bronchoconstrictor administration affect the subsequent
development of bronchoconstriction, hence affecting the respiratory mechanics
assessment. Respiratory mechanics is performed via mathematical modeling
and the linear model used herein is the Constant Phase Model (MFC). It was
hypothesized that variations in respiratory mechanics with different
Methacholine (MCh) administration protocols could be observed in a normal
aging model and in a pulmonary inflammation (asthma) model (Ovalbumin -
OVA). Thus, this study aimed to compare MCh bolus and continuous infusion
protocols in two scenarios: 1) normal aging process; 2) inflamed and non-
inflamed mice. In addition, as the MFC is a linear model, this study aimed to
quantitatively determine the effects of non-linearity in each protocol. For this, a
non-linearity coefficient (k;) was used. Additionally to nonlinearity, this study
aimed to compare the model's reliability in each protocol. Statistical differences
were found between groups and doses in both protocols. The differences
among groups regarding the MFC parameters were similar between the bolus
and continuous infusion protocols for the SAMR1 lineage. The elastance was
the parameter most influenced by the aging process. In addition, there was an
increase in the k,; values at the first measurements after the MCh injection, i.e.
the observed peak, for the bolus protocol, as well as lower model adjustment
values and a greater uncertainty of the MFC parameters in comparison with the
continuous Infusion protocol. For the Balb/c lineage, there was a difference
between OVA and control at doses of 0.3 and 1 mg/kg for R, in the bolus
protocol (p < 0.0001 and p < 0.001, respectively). In the continuous infusion
protocol there was a difference between OVA and control at 192 pg.kg™.min™
dose for R,, G and H (p < 0.01; p < 0.001; p < 0.001, respectively).
Furthermore, as observed in the SAMR1 animals, there was an increase in the
ks values at the first measurements after the MCh injection in the bolus
protocol, as well as lower model adjustment values and a greater uncertainty of
the MFC parameters in comparison with the continuous Infusion protocol.
Therefore, based on the results presented, the bolus protocol proved to be
more non-linear and less reliable in the moments of greatest interest (observed
peak) than the continuous infusion protocol in both strains. For SAMR1 animals,
the differences between ages and doses were similar in bolus and continuous
Infusion protocols. However, the bolus protocol was able to better differentiate
the airway resistance value of inflamed and non-inflamed animals, i.e. Balb/c,
and, in this scenario and lineage, the continuous infusion protocol was more
sensitive to variables related to the lung parenchyma. Hence, these findings
must be considered during the design, analysis and discussion in respiratory
mechanics studies.

Keywords: Assessment of respiratory mechanics; Asthma; Aging; Constant
phase model; Respiratory impedance.
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funcao de transferéncia aparente. Consequentemente, esta
variavel consiste nos valores de impedancia conhecidos em

cada frequéncia de entrada

impedancia de entrada

funcao de transferéncia de um subsistema linear
impedancia modelada

impedancia dos tecidos

impedancia do sistema respiratorio
impedancia de vias aéreas

parametro que relaciona G e H no MFC
funcdo gama. Interpolacéo da funcéo fatorial
derivada parcial para 8; parametros do MFC
variancia do ruido observado

erro na estimacéo do modelo linear

fase



cada parametro do MFC

valores 6timos de cada parametro do MFC
autovalores da matriz Hessiana

constante pi

coeficiente de ajuste modelado no dominio da frequéncia.

Anéalogo ao COD no dominio da frequéncia

frequéncia angular. Equivalea 2w - f
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1 Introducéao

Na literatura corrente, h4 um grande numero de artigos que realizam a
avaliacdo da mecanica respiratéria em pequenos animais ventilados
mecanicamente (BURBURAN et al., 2014; HANIFI et al., 2012; MORIYA;
MORAES; BATES, 2003; SCHWARTZ et al, 2011; WALKER; KRAFT,
FISHER, 2012), assim como na presente tese, e isto ocorre devido a
necessidade de fomentar areas relacionadas a fisiologia respiratoria.

O modelo utilizado neste estudo para a avaliacdo da mecanica
respiratoria € o modelo de fase constante (HANTOS; SUKI; DAROCZY, 1987),
um modelo amplamente difundido e aplicado.

Modelos matematicos representam simplificadamente um sistema e no
caso da avaliacdo da mecanica respiratoria, o sistema respiratorio € modelado
por meio de valores de pressao, fluxo e volume. A avaliagdo da mecénica
respiratéria tem apresentado uma inexoravel associacdo com a modelagem
deste sistema (BATES, 2017).

A relevancia prima da modelagem respiratdria € a interpretacéo
fisiolégica do fendbmeno observado e/ou instaurado. Com a utilizacdo das
equacdes preditivas e das variaveis de entrada e saida é possivel, por
exemplo, modelar parametros como a elastancia do parénquima e a resisténcia
de vias aéreas (BATES, 2009; HANTOS; SUKI; DAROCZY, 1987;
VITORASSO, 2016), mesmo no modelo menos complexo.

Entretanto, estes parametros obtidos por meio da modelagem
matematica variam de acordo com diversos fatores. Ressalta-se dentre os
fatores: a escolha da linhagem animal; o modelo patofisiolégico; ou mesmo a
concentracéo da droga utilizada no estudo.

Todavia, além da concentracdo da droga, um dos fatores que
influenciam nos parametros obtidos € a maneira na qual o broncoconstritor (a
Metacolina (MCh), no caso do presente trabalho) é administrado (JONASSON
et al., 2009; PETAK et al., 1997; SALERNO; LUDWIG, 1996). No entanto, esta
influéncia que a administracdo do broncoconstritor tem nos parametros obtidos

pode n&o ser similar em linhagens saudaveis e, e.g., na inflamacg&o pulmonar.
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Uma vez que a forma de administracdo da MCh pode influenciar na
aplicacdo e resposta da mecanica respiratéria, este trabalho tem por objetivo
estudar as diferencas e similaridades de dois protocolos de injecdo de MCh
(bolus e infusdo continua) em uma linhagem higida e um modelo de inflamacgéo
pulmonar. Para tal, foram estudados camundongos SAMR1 em 3 diferentes

idades (3, 6 e 10 meses) e animais Balb/c em um modelo de asma eosinofilica.

1.1 Objetivos

Nesta secdo sdo apresentados 0s objetivos gerais e especificos do
presente estudo.

1.1.1 Objetivo geral

Comparar dois protocolos de injecdo de Metacolina (bolus e infuséo
continua), por meio do Modelo de Fase Constante (MFC), em duas linhagens
de camundongos: 1) SAMR1 em 3 diferentes idades e 2) camundongos Balb/c

controle e em modelo de inflamac&o pulmonar.

1.1.2 Objetivos especificos

- Avaliar as respostas dos parametros do Modelo de Fase Constante em
cada protocolo nas duas linhagens.

- Comparar as curvas e o padrdo de resposta de cada protocolo, bem
como avaliar se ha uma equivaléncia de doses entre protocolos.

- Avaliar a influéncia dos protocolos no MFC, como em exclusdo de
medidas ou valores de pico.

- Avaliar néo linearidade e critérios de aceitacdo do MFC em ambas as
linhagens e protocolos.

- Discutir as repercussbes que cada protocolo de injecdo de um

broncoconstritor tem na avaliagdo de mecénica respiratoria.
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2 Revisao de literatura

Nesta revisdo de literatura sdo apresentados os tdpicos relacionados a
ventilacdo mecanica, a modelagem do sistema respiratorio, a metacolina, e aos

protocolos de bolus e infusédo continua.

2.1 Ventilagdo mecanica em camundongos

A Ventilacdo por Pressdo Positiva (VPP) em pesquisa animal é
amplamente utilizada para se avaliar mecénica respiratoria (BATES, 2017).
Entretanto, ha um paradoxo descrito na literatura que declara que métodos
menos invasivos e menos precisos (e.g. pletismografia sem restricdo) e
métodos mais precisos e mais invasivos (e.g. VPP com anestesia e bloqueio
neuromuscular) ndo podem ser otimizados simultaneamente (BATES; IRVIN,
2003). Isto é, com a escolha de uma maior precisdo na avaliacdo, perder-se-a
em liberdade ao animal e o animal estara mais distante de sua ventilacdo
espontanea.

Neste trabalho apresentou-se um método mais preciso e,
consequentemente, mais invasivo. Foi utilizado um ventilador mecéanico para
pequenos animais (flexivVent, SCIREQ, Canadd) e este ventilador é

apresentado na figura 1 e sua versao mais recente € apresentada na figura 2.

Figura 1 - Imagem do modelo do ventilador mecénico utilizado no

presente estudo.

Fonte: Imagem adquirida no Laboratério de Inflamacdo Pulmonar.
Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da USP
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Figura 2 - Imagem do modelo atual do ventilador mecénico e seu aplicativo
de controle.

Fonte: Imagem acessada no website da Scireq (SCIREQ, 2015), modelo flexiVentFX.

Porém, desde a versdo mais antiga até a versao mais recente, 0
funcionamento e os parametros referentes a avaliagdo da mecéanica respiratoria
exportados séo similares (ROBICHAUD et al., 2015). Na figura 3 é apresentado
um diagrama funcional deste ventilador (VITORASSO, 2016).

Figura 3 - Diagrama do ventilador para pequenos animais (flexiVent, SCIREQ, Canada). PEEP
€ pressao positiva de final de expiracdo do inglés "Positive End-Expiratory Pressure". A/D é o
conversor analégico digital. v, e p.,, sdo volume e presséo do cilindro, respectivamente. p,, €
a pressao na saida das vias aéreas. v, € p, Sado volume e pressao traqueais,

respectivamente.

Controlador -----'---.-...-..__....‘:.,._.
. Ll
5 .

‘alvula Exp.

Vahoula Ins,

o
g
=

aEmEssEssEE e

SRR Y.+ T ™ [——

Fonte: Modificado do manual flexiVent.
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O software do ventilador apresenta em tempo real 0s sinais de pressao e
volume adquiridos junto ao animal. Porém, os parametros referentes a
mecanica respiratoria sdo obtidos por meio de modelagem matematica. Torna-
se entdo necessario utilizar perturbacbes especificas de volume para a
aplicacdo dos modelos matematicos. Durante essas perturbacdes, o ventilador
armazena os dados de pressao e volume com uma frequéncia de amostragem
de 256 Hz.

As perturbacdes em volume ocorrem com a valvula expiratéria fechada
para o0 animal e consistem em um somatdrio de sinais senoidais com
frequéncias e fases pré-estabelecidas. A duracdo de uma perturbacdo pode
variar de 1,5 segundos para uma unica senoide ou de 3 a 16 segundos para
uma composi¢cdo de senoides dependendo da perturbacdo (tabela 1). Ha
também uma perturbacédo de 2 segundos, bem como h& a possibilidade de se
compor perturbacdes mais curtas, entretanto estas sdo menos frequentes na

literatura.

Tabela 1 - Duracdo e composi¢do em frequéncia das perturbacdes disponiveis no aplicativo do

ventilador
Denominac8do Duracéo Frequéncias (Hz)
Snapshot 15s 2,5
Quick Prime 3s 1 1,5 2,5 3,5 55 6,5 8,5 9,5 11,5 14,5
15,5 18,5 20,5
. 0,5 0,75 1,25 1,75 2,75 3,25 4,25 4,75 5,75 7,25
Prime 8 8s
9,25 10,25 11,75 1475 16,75 18,25 19,75
. 0,25 0,625 1375 2,125 2875 3,875 5,125 5875 7,375 8,375
Prime 16 16s

9,125 10,375 12,125 12,875 13,625 15875 17,125 18,625 19,625
Fonte: Tabela realizada pelo proprio autor

Vale destacar que, quando o pistdo do ventilador move-se para realizar
a insuflacdo pulmonar, uma parte do volume de ar € comprimida. Como o
volume é calculado por meio da posi¢cdo do pistdo, o volume entregue ao
animal néo é igual ao volume calculado pelo movimento do pistdo. Para estimar
0 volume e presséo traqueais € necessario realizar uma série de calibracbes

antes de cada experimento (AOKI, 2013; BATES et al., 1997; VITORASSO,
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2016). Destaca-se que estas calibracbes pressupdem um comportamento

linear do sistema.

2.2 Modelagem do sistema respiratorio

Modelos matematicos representam um sistema utilizando hipoteses
simplificadoras. No caso da avaliacdo da mecanica respiratoria, as variaveis
utilizadas para o estudo do sistema respiratorio sdo: pressao, fluxo e volume.
Concomitantemente, sabe-se que as tentativas de se avaliar a mecanica
respiratoria € indissociada da modelagem matemética (BATES, 2017).

Um sistema € capaz de receber um sinal de entrada e prover um sinal
de saida. No caso do sistema respiratorio, em geral, é utilizado o volume ou

fluxo como entrada e a pressao como saida (BATES, 2009) (figura 4).

Figura 4 - Diagrama representando o sistema respiratorio como um sistema com entrada e

saida. v(t) é o volume em func¢do do tempo e p(t) é a pressdo em fungéo do tempo.

Entrada . Saida
> Sistema >
W) Respiratorio p(t)

Fonte: Diagrama realizado pelo préprio autor.

A maneira mais simples de se modelar o sistema respiratério € dada

pela equacdo 1. Este modelo também utiliza uma entrada (volume, v(t) ou

fluxo, v(t)) e uma saida (pressdo, p(t)) para representar o sistema respiratorio.

p(®) =E-v(t) + R v(t) (1)

onde E é a elastancia do sistema respiratorio € R é a resisténcia do sistema
respiratorio.

Em geral, sdo utilizados modelos lineares para representar o sistema
respiratorio. Para que um sistema seja considerado linear, ele deve obedecer

ao principio da superposicao.
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Este principio, ja aplicado ao sistema respiratério, denota que para um
fluxo (v(t)) constituido, por exemplo, por dois sinais senoidais com frequéncias
fi e f,, dadas em Hz, aplicadas simultaneamente, produzem na pressao (p(t))
as mesmas frequéncias com variagcédo de amplitude e fase (BATES, 2009). Isto

€, se a onda pressorica resultante da primeira frequéncia f1 for (equacgao 2):

p1(t) = Aisen(2rfit + ¢q) (2)

onde A é a amplitude, t € o tempo e ¢ € a fase e, por sua vez, se a onda

pressorica resultante da segunda frequéncia f2 for (equagéo 3):

p2(t) = Aysen(2rfot + ¢3) )

a saida na presséao, quando as duas ondas de fluxo sdo aplicadas na entrada

do sistema sera (equacéo 4):

p(t) = Asen(2ufit + 1) + Aysen(2ufot + ¢,) 4)

Ha modelos em que a analise é realizada no dominio da frequéncia, uma
vez que para se obter a resposta frente a diversas frequéncias é utilizada uma
onda composta por um somatoério de senoides com frequéncias conhecidas.

Logo, é possivel utilizar a transformada de Fourier, seja para utilizacdo
direta ou em qualquer um dos métodos utilizados para a obtencdo do espectro
de poténcia (BATES, 2009; OPPENHEIM; SCHAFER; BUCK, 1998). Um
exemplo bastante utilizado na area de saude é o método de Welch,
principalmente em areas relacionadas ao estudo de Eletroencefalograma
(EEG) e Eletrocardiograma (ECG) (RATTI et al.,, 2017; SOSNOWSKI; CZYZ,
TENDERA, 2002).

O conteudo espectral € importante para a determinacdo da impedancia
respiratoria. A impedancia em qualquer sistema € uma funcdo que relaciona

saidas (respostas as excitacbes) e entradas (excitacbes ao sistema) de um
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sistema e no sistema respiratorio ndo € diferente (HANTOS et al., 1992). No
entanto, a impedéancia é obtida partindo do pressuposto que o sistema se
comporta de maneira linear. Para tal, alguns pré-requisitos devem ser
satisfeitos, a exemplo de perturbacdo de baixa amplitude (KACZKA; DELLACA,
2011; MORIYA; MORAES; BATES, 2003).

Portanto, a impedancia respiratéria é calculada apds o uso de Técnica
de Oscilacdes Forcadas (FOT). Esta técnica utiliza variagbes de pressdo ou
fluxo a frequéncias determinadas aplicadas ao sistema respiratorio e posterior
investigacdo do conteudo espectral do fluxo ou presséo resultantes (PESLIN,
1999).

A impedancia respiratoria (eq. 5), comumente, relaciona pressao e fluxo

a frequéncias conhecidas (BATES, 2009). A equacédo 5 é uma equacao geral:

J[p(t)

onde Z(f) denota a impedancia respiratéria no dominio da frequéncia, J[p(t)]
ou P(f), como é mais comumente utilizado, denota a transformada em
frequéncia da presséo e J[v(t)] é a transformada em frequéncia do sinal de
fluxo excitatorio.

Variacdes do local onde o sinal de pressdo € mensurado podem gerar
interpretaces distintas na impedancia. Hantos e colaboradores mediram o
sinal de pressao na saida das vias aéreas (ps,,) € 0 sinal da presséo alveolar
(po) utilizando um cateter aderido a pleura visceral. A fim de calcular a
impedancia de entrada (Z.,.trqaaq) (€quacéo 6), toma-se como saida a P,,,(f),

isto é ja no dominio da frequéncia (HANTOS et al., 1992):

Psva(f)
entrada (f ) 3[w()] (6)

Consequentemente, a impedancia dos tecidos (Zieciqos) (€QUacao 7)
toma como saida a presséo alveolar medida por meio de uma capsula alveolar
(TOMIOKA; BATES; IRVIN, 2002):
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Py(f)
Ztecidos(f) = 3] (7)

Ademais, € possivel obter a impedéancia de vias aéreas (Z,,,,) por meio

da equacao 8:

Zyva (f) = Zentrada (f) — Ztecidos(f) (8)

A impedéancia de entrada sera obtida no momento em que o fluxo de ar
for aplicado na abertura das vias aéreas e a pressao resultante for medida
(MORIYA; MORAES; BATES, 2003). Por sua vez, a impedancia das vias
aéreas (eq. 9) pode ser calculada da seguinte maneira (BATES, 2009;
HANTOS et al., 1992; MORIYA; MORAES; BATES, 2003):

Zvva(f):Rn'l'j'Z'T['f'I )

onde R, é a Resisténcia Newtoniana, o I é a Inertancia, j € a unidade
imaginaria e f sédo as frequéncias das ondas que compdem o sinal. A
Inertdncia € o analogo a Indutdncia no modelo Elétrico (ALCIATORE;
HISTAND, 2014).

2.3 Modelo de fase constante

O sistema respiratorio apresenta caracteristicas viscoelasticas (BATES
et al., 1994). Com isto, por meio do modelo viscoelastico (figura 5), o tecido

pulmonar pode ser representado como um corpo de Kelvin, consistido de E, e
E, (Elastancias) e R, (Resisténcia), como apresentado na figura 6 (BATES,

2009).
A representacdo do parénquima pulmonar por meio de corpos de

Maxwell (E e R em série) mostra-se satisfatoria e pode ser estendida
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adicionando um numero incontavel destes corpos, assim como exibido na

figura 7.

Figura 5 - Representacdo do modelo viscoelastico. E; e E, sao Elastancias; R, Resisténcia do
tecido pulmonar; p(t) pressdo em funcdo do tempo; v(t) volume em funcdo do tempo e R,

Resisténcia de vias aéreas.

Ez
E1

R 2w
plt), v(t)

Fonte: Bates, 2009.

Figura 6 - E, e E, (Elastancias); R, Resisténcia do tecido pulmonar. a) Corpo de Kelvin. b)
Corpo de Maxwell

a) b)

Ez Es
E1

Fonte: Modificado de Bates, 2009.



33

Figura 7 - Adicdo de corpos de Maxwell suficientes para mimetizar o comportamento do tecido

pulmonar. E; e E, (Elasténcias); R; Resisténcia do parénquima pulmonar.

Fonte: Bates, 2009.

O tecido pulmonar desinflado, quando devidamente preparado, ao ser
tracionado obedece a lei de poténcia (equacdo 10) (BATES et al., 1994;
BATES, 2009):

Tensdo(t) = Tot™" (10)

onde T, e k sd@o constantes e t € o instante de tempo. Logo, a tensao realizada
sobre o tecido apresenta um decaimento exponencial. Esta lei poderia ser
aplicada a todos os corpos de Maxwell considerando uma constante de tempo
(R/E) para cada corpo. Porém, para tal, seriam necessarios infinitos corpos
para modelar o estresse e relaxamento de todo o parénquima (BATES, 2009).

Foi encontrada, na década de 1960 em um estudo de estresse e
relaxamento, uma queda logaritmica na pressdo e com isso obteve-se uma
aproximacéo da lei de poténcia para a pressao (p(t)) (HILDEBRANDT, 1969)
(equacao 11):

p(t) = pot " (11)

Além disso, utilizando-se do subterfagio abaixo (equacédo 12):

t =e"® = p(t) = po(e™)* (12)
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€ possivel expandir a equacéo 11 em série de Taylor (equagéo 13):

2 3 4
(kIn@)? _ (kIn@)® | (kIn®) _] (13)
2! 3! 4!

p(t) = po |1 — k In(t) +

Como o k & muito menor que 1 a pressdao se comporta de maneira
praticamente linear com o In(t) (BATES et al., 1994).

A lei de poténcia na pressdo descreve a resposta pulmonar a um
aumento ou diminuicdo de volume (BATES, 2009). Logo, a lei de poténcia,
quando substituida a tensdo por pressdo, pode ser tomada como saida do
sistema respiratorio e a variacdo do volume no tempo (fluxo) como entrada.
Utilizando a transformada de Fourier (3) (OPPENHEIM; SCHAFER; BUCK,
1998) na lei de poténcia (BATES, 2009) obtém-se a impedancia (equacéo 14):

Z(w) = 3{pot ™"}

_ <p0 \/%) (1 k) {COS[(l_k)gl_f_ien[(l_k)ﬂ} (14)

onde T é a funcdo gama (equacdo 15), uma integral que interpola a funcéo
fatorial de numeros inteiros, com isto, é possivel obter valores fatoriais de

ndmeros reais ou mesmo complexos.

I'(t) = fooo xt~le *dx (15)

Por fim, G e H s&o (equacdes 16 e 17):

G = <p0\/%) I'(1 — k)cos [(1 — k) g] (16)
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H = (po\/%) I'(1—k)sen [(1 —k) g] a7)

e a é (equacéo 18):

a=1—k (18)

= (19)

Como o k é muito pequeno, o a tende a ser 1.

O termo fase constante advém do fato de a raz&o entre parte imaginaria
e a parte real da impedéancia ser tangente a fase da mesma (equacédo 20). Com
isso, independe da frequéncia (BATES, 2009).

1H

¢=um—5=(1—m§ (20)

Diferentemente do proposto na figura 7 em que o comportamento do
parénquima é modelado por infinitos corpos de Maxwell, o modelo de fase
constante modela o tecido pulmonar com apenas os parametros G e H
(BATES, 2009) (figura 8). Mesmo que o termo fase constante esteja
relacionado ao parénquima, o modelo apresentado na figura 8 como um todo é
conhecido como modelo de fase constante (BATES, 2009; MORIYA; MORAES;
BATES, 2003). Isto &, inclui a modelagem das vias aéreas.

Sendo assim, os parametros relacionados ao parénquima ndo sao 0s
anicos a serem modelados por meio dos valores da impedancia. O modelo de

fase constante é descrito como (Equagéo 21):

G—-j-H
(Z'H‘f)a

Zsr(f)an+j'2'n'f'I+ (21)

onde R, € a Resisténcia Newtoniana, o I é a Inertancia e j € a unidade

imaginaria. G denota a caracteristica de Viscancia, associada a dissipacéo de
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energia. H caracteriza o armazenamento de energia potencial elastica nos
tecido pulmonares (MORIYA; MORAES; BATES, 2003).

Figura 8 - Parénquima pulmonar modelado com a impedancia do tecido é descrito por G € H.

R, é a Resisténcia Newtoniana ao fluxo e I € a Inertancia.

Fonte: Bates, 2009.

A equacéo 21 descreve o0 modelo como um todo e como ele é aplicado
atualmente. Este foi primeiramente proposto em 1987 (HANTOS; SUKI;
DAROCZY, 1987).

Matematicamente, a importancia da impedancia torna-se mais evidente
neste momento, uma vez que o sistema respiratorio € modelado com base na
impedancia respiratoria (Zs,) medida a cada frequéncia (f) de onda conhecida
da perturbacdo aplicada ao sistema, por isso a relevancia do estudo do
contelido espectral das perturbacoes.

Adicionalmente, como interpretacdo clinica, a impedancia respiratéria
pode ser compreendida facilmente como uma dificuldade a passagem do ar
(CARVALHO; TOUFEN JUNIOR; FRANCA, 2007). Entretanto, o motivo cerne
de seu calculo € a obtencdo dos coeficientes (R,, I, G e H) da equacgdo
preditiva (equacdo 21) que sdo os parametros com significado fisiologico de

interesse.
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2.3.1 Ajuste do modelo

Da mesma maneira que h& critérios de ajuste em uma analise de
regressdo (PEREIRA, 2010), como o Coeficiente de Determinagdo (R?) de uma
regressdo em estatistica, ha critérios de aceitagcdo para os valores de
modelagem.

O ajuste do modelo, ainda no dominio do tempo, pode ser medido por
meio do Coeficiente de Determinacédo (COD) (equacao 22) (BATES, 2009). O
COD pode variar de 0 a 1, na qual, 1 € o ajuste perfeito e 0 denota que o
modelo ndo possui relacdo com os valores (BATES, 2009; VITORASSO, 2016).

SSR

COD =1 =5

(22)

onde p; € a pressao mensurada, p € a pressdo meédia do sinal e SSR é a Soma

dos Residuos Quadrados (equagéo 23):

SSR = YL, [p; — B (23)

onde p, é a pressao predita pelo modelo. Como critério de aceitabilidade foi
utilizado um valor de corte de 0,9 do COD (ROBICHAUD; FEREYDOONZAD;
SCHUESSLER, 2015). Além de um critério de ajuste no dominio do tempo, ha
um coeficiente de ajuste modelado no dominio da frequéncia (BATES, 2009)

(equacao 24):

Ca (i
O(f) = P(NH 3] 24
) Cr.P(NCs13M0(0)] (24)
onde Cpp(f) € a densidade espectral de poténcia de p(t); Cpn3[ve)] €
Cxrm 3] S0, respectivamente, a densidade espectral média da correlacéo

cruzada (pressdo e fluxo) e da autocorrelagédo (fluxo). Por fim, o ®(f) € o

analogo no dominio da frequéncia do COD.



38

2.4 Indice de distor¢do harmoénica (k)

O Indice de distor¢cdo harménica (k,;) (ZHANG; SUKI; LUTCHEN, 1995)
quantifica o quao nédo-linear esta o sistema perturbado por um ruido pseudo-
aleatorio esparso de banda larga (broadband sparse pseudorandom noise -
SPRN). Portanto, este indice é utilizado nos sinais provenientes de oscilacdes
forcadas.

Ele mostra, em porcentagem, quao nao linear um sistema estd em um
dado momento, comparando a poténcia total do sinal de saida com a poténcia
das frequéncias que diferem das de entrada, quando um sinal de banda larga é

aplicado ao sistema respiratorio (equacao 25).

ky = |2M%100% (25)

Prot

onde P,,; € a poténcia total do sinal de saida e Py; € a poténcia das frequéncias
que diferem das frequéncias de entrada. Para estimar o Py, relativo apenas a
nao linearidades uma série de correcfes sao feitas e estas sdo descritas nos

meétodos da presente tese.
2.5 Regiao de confian¢ca dos parametros do modelo e sensibilidade

Nesta subsecdo sdo apresentados os célculos relacionados aos 95% de
confiangca das conjungbes dos parametros do MFC. Estes calculos séo
baseados nos estudos de Thamrin e colaboradores (THAMRIN et al., 2004) e
Lutchen e Jackson (LUTCHEN; JACKSON, 1987). Primeiramente, tem-se o

calculo da matriz Jacobiana (equacéo 26):

aZsr i
Jij = %}D (26)
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onde o i é o indice das frequéncias e o0 j indexa os parametros do modelo.
Como é uma matriz Jacobiana o d representa a derivada parcial, portanto esta
matriz € composta pelas derivadas parciais da impedancia do sistema
respiratorio (Z,) com respeito a cada parametro do modelo de fase constante
(6). Esta matriz € relevante uma vez que a sensibilidade do modelo a cada
parametro (R,, G e H) é dada pela variacdo esperada do modelo a cerca de
cada parametro que o compde.

Subsequentemente, esta matriz pode ser utilizada para o calculo da
matriz Hessiana H, que por sua vez € uma matriz de derivadas parciais de

segunda ordem. Esta pode ser aproximada por:

H~2-JT-W-J (27)

sendo W uma matriz de ponderacdo onde os elementos de sua diagonais
foram definidos de tal modo que cada elemento de H seja ponderado pelo
reciproco do quadrado de |Z,,.| em cada ponto de frequéncia correspondente.

Assim, obtém-se que:

. —\ym 1 ORe[Zsr(fr)] . ORe[Zsr(fr)] | 0ImlZsr(fi)] . OIm|[Zsy (fr)l
Hij = 2ie=1 |Zsr (F10)I2 [ 26; 26, t %, 26 (28)

Para critérios absolutos a diagonal de W é ajustada como 1. A matriz
Hessiana é utilizada na resolucdo da equacado referente a um elipsoide p-
dimensional (equacdo 29), na qual a p-dimensionalidade esta atrelada ao
namero de parametros do modelo. Este elipsoide, basicamente, € uma
representacdo da conjuncdo dos intervalos de confianca dos parametros

estudados.
50THSO = 5¢ (29)
Sendo 6 o vetor com os parametros do modelo e o 66 um vetor

(equacgédo 30) que representa o desvio dos reais parametros do modelo e seus

valores 6timos (6*) que minimizam o erro quadratico. Este vetor relaciona-se
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com a variancia do ruido observado §¢ (a variancia do ruido observado -

equacao 31).
60 =60—-06" (30)

§p=2p-s? F_o(p2-n—p) (31)

onde 6* refere-se ao conjunto ideal de parametros assumidos para dar o
melhor ajuste de modelo; p € o numero de parametros; n o namero de
frequéncias; F refere-se a distribuicio F (PEREIRA, 2010). O valor s? é

estimado por meio da equacéao 32.

s2 = —”;”Tff; (32)

O ¢ € o erro, podendo ser um erro absoluto ou relativo, no qual é
possivel tomar o médulo da impedancia como realizado no artigo de Thamrin e
colaboradores (THAMRIN et al., 2004).

Para o calculo do tamanho dos eixos do elipsoide (L;) calculam-se 0s p

autovalores (4;) da matriz Hessiana (equagao 33).
L= 2 (33)

A contribuicdo maxima de cada parametro ao longo de qualquer eixo é
considerada a incerteza maxima do determinado parametro. Esta € a maxima
variacdo permitida no parametro sob a qual ainda as mudancas
correspondentes na impedancia podem ser atribuidas a ruido.

Ademais, como o elipsoide é uma representacdo da conjuncdo dos
intervalos de confianca dos parametros modelados por meio do MFC, o volume

deste elipsoide refere-se ao tamanho da incerteza dos parametros modelados.
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2.6 Metacolina

Uma das maneiras de se desafiar o sistema respiratério é por meio da
administracdo de MCh. Ela mimetiza a acdo da Acetilcolina (ACh) causando
broncoconstricdo, que por sua vez € um estreitamento brénquico que pode ser
causado farmacologicamente (KATZUNG, 2012). A ACh ¢é um
neurotransmissor que age em receptores nicotinicos e muscarinicos
(HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 2000). Isto é, neurbnios pés-ganglionares do
sistema parassimpatico.

Portanto, a MCh é uma droga parassimpatomimética de acdo direta,
sendo assim, age diretamente nos receptores de ACh, em especial os
receptores muscarinicos. Logo, tanto a ACh quanto a MCh sinalizam a
musculatura lisa de brénquios para causar a broncoconstricao.

A MCh difere da ACh em termos do duracédo e seletividade. A MCh
possui uma duracdo maior devido a degradacdo mais lenta pela
Acetilcolinesterase e possui uma maior seletividade a receptores muscarinicos
(HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 2000)

2.7 Bolus

A grande parte dos estudos de mecanica respiratéria, quando nao é
utilizada via inalatéria ou em comparacdes destas (JONASSON et al., 2009;
PETAK et al., 1997), utiliza-se de uma injec&o do tipo bolus, isto &€, uma injecao
nao sustentada da MCh (BATES et al., 1997, 2012; BATES; LAUZON, 2007,
DAVEY; BATES, 1993; WALKER; KRAFT; FISHER, 2012).

A MCh apresenta sua maxima acdo broncoconstritora em questdo de
segundos. Isto foi descrito tanto na administracdo por via inalatoria (BATES et
al., 2012) quanto por intravenosa (i.v.) (COJOCARU et al., 2008). Ainda que a
acdo da MCh i.v. ndo seja totalmente homogénea (BATES; LAUZON, 2007)

Visto que a agdo da MCh é rapida, a curva caracteristica de
broncoconstricdo possui uma subida rapida, um valor de “pico” de
broncoconstricdo entre 15 e 30 segundos (BATES et al.,, 1997, 2012) e uma

gueda acentuada ap6s o pico.
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Todavia, como a avaliacdo da mecanica respiratoria exige um intervalo
de tempo ndo desprezivel entre e durante as perturbacdes, € possivel e
provavel que o valor de pico real ndo corresponda ao valor efetivamente
mensurado na avaliacdo da mecanica respiratéria em uma curva dose-

resposta.

2.8 Infusdo continua

A infusdo continua tem como semelhanca ao protocolo bolus a via de
acesso. Em ambos os casos a droga, no caso a MCh, é injetada de maneira i.v.
e, quase que impreterivelmente, € injetada via jugular. Entretanto, a diferenca
reside na manutencdo da injecdo de MCh na infusdo continua. Sendo assim,
faz-se necesséaria a utilizacdo de uma bomba de infusdo continua.

Com isto, a curva de dose-resposta na infusdo continua obtida
apresenta um platdé apds 5 minutos (BOZANICH et al., 2007) e n&o um pico
com queda acentuada, como ocorre em um protocolo bolus. Esta maneira de
se injetar a MCh é menos utilizada que a inje¢do por bolus (BOZANICH et al.,
2007; COLLINS et al., 2007; LARCOMBE et al., 2008; SUKI et al., 1997).

Bozanich e colaboradores compararam a mecéanica respiratéria de
camundongos Balb/c de 2 a 8 semanas de vida e ndo encontraram diferencas
relevantes. Para tal, utilizaram infusdo continua de MCh com doses variando
de 4 a 48 pg.kgt.min™, dobrando a dose a casa estagio. Neste estudo foi
citado que a MCh atinge o platd em 5 minutos (BOZANICH et al., 2007).

Neste ultimo estudo a ultima dose utilizada pelo grupo correspondeu a
menor dose utilizada no presente trabalho. Entretanto, a dose de
48 pg.kg™t.min™ ndo é a maior utilizada na literatura. No estudo de Collins e col.
foram estudados camundongos Balb/c e foi utilizada uma dose maxima de
96 pug.kg™.min™* (COLLINS et al., 2007).

No trabalho de Collins e col. e no estudo de Larcombe e col. foi utilizado
Sulfato de Atropina para a abolicdo da resposta colinérgica (LARCOMBE et al.,
2008), ja o presente estudo ndo fez uso deste farmaco, uma vez que utiliza

uma curva com efeito cumulativo.
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Todos os artigos citados nesta subsecao (infusdo continua) fazem parte
ou tem colaboracdo com um mesmo grupo hdngaro e a principal motivacdo
para o uso da infusdo continua é duracao temporal da perturbacdo. O método
de avaliacdo da mecanica respiratéria (wavetube) utilizado por este grupo
hangaro aplica uma perturbacdo de 16 segundos, sendo assim, uma curva
dose-resposta de MCh injetada como bolus ndo pode ser realizada, devido a

sua rapida resposta.

2.9 Comparacao bolus e infusdo continua

Como citado, existem dois estudos que comparam i.h. e i.v. MCh
(JONASSON et al, 2009; PETAK et al, 1997). Essencialmente, em
camundongos (JONASSON et al., 2009) a administracéo intravenosa de MCh
leva a uma broncoconstricio mais homogénea e, em ratos (PETAK et al.,
1997), a MCh i.v. esta associada a uma predominancia da contracdo das vias
aéreas em relagéo ao parénquima pulmonar.

Ha um estudo anterior aos trabalhos de Petak et. al. e Jonasson et. al.
que compara a administracdo de MCh (inalada; i.v. - bolus e i.v. - infuséo
continua) em ratos (SALERNO; LUDWIG, 1996). Neste estudo, Salerno e
Ludwig modelaram a resisténcia e elastancia com o modelo unicompartimental
e sem um ventilador comercial.

Eles descobriram uma maior incidéncia de vias aéreas altamente
contraidas no grupo aerossol em comparacdo com o grupo de infuséo
continua. Além disso, a incidéncia de hiperinflacdo dinamica local foi mais alta
nos grupos i.v. em relagéo ao grupo aerossol.

Finalmente, em um estudo de protocolo de imagem (THOMAS et al.,
2009), verificou-se que o grau de broncoconstricdo e o numero de defeitos de
ventilagdo eram consistentemente menores na administracdo de MCh por
infusdo continua do que em doses semelhantes entregues via protocolo bolus.
Além disso, os defeitos de ventilagdo se recuperaram mais rapidamente apos a
infusdo continua do que apods a injecdo em bolus. Os “defeitos de ventilagao”
foram as regides em que a ventilacdo € prejudicada ou inexistente (ALTES et
al., 2001; THOMAS et al., 2009).
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3 Métodos

Neste capitulo sdo apresentados os métodos empregados nesta tese de

doutorado.

3.1 Preparacao dos animais

O protocolo deste estudo estd em conformidade com as diretrizes do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (USP) (n° 15 nas fls. 16 do livro 3,

27/03 de 2014 para os animais SAMR1 e protocolo 9782280518 para os
Balb/c).

Foram estudadas duas linhagens de camundongos: 1) SAMR1 machos
de 3, 6 e 10 meses de idade; 2) Balb/c machos com 18 semanas de vida (no
dia do experimento) em um modelo de inflamacéao por Ovalbumina (OVA) e um
grupo controle. Ambas as linhagens foram submetidas aos dois protocolos de
administracdo de um broncoconstritor, MCh: protocolo bolus e de infuséo
continua.

Os animais foram anestesiados com Cetamina (120 mg/kg) e Xilazina
(12 mg/kg) via intraperitoneal (i.p.). Quando o animal (figura 9) ndo mais
apresentava sensibilidade a dor, foi realizada a traqueostomia e canulagédo da
traqueia com uma canula metalica 18 G (BD Company, Brasil), serrada
totalizando 3,2 cm de comprimento e com o bisel suavizado ( figura 10).

Encerrada a tragueostomia, o animal foi conectado ao ventilador
mecanico para pequenos animais (flexiVent, SCIREQ, Canada). Em seguida, a
veia jugular direita foi dissecada para insercdo de uma agulha com diametro
externo de 0,28 mm, inserida a um tubo flexivel de PVC (PTY, Critchley
Electrical Products, Australia) com diametro externo de 0,61 mm, diametro

interno de 0,28 mm e comprimento de 10 cm.
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Figura 9 - Animal tragueostomizado e com veia
jugular dissecada.

Fonte: Imagem adquirida durante experimento
realizado no Laboratério de Fisiopatologia da
Inflamacéo do Departamento de Farmacologia
do ICB-USP.

Figura 10 - Canula utilizada na tragueostomia.

Fonte: Préprio autor

Para o blogueio da musculatura respiratéria, injetou-se brometo de
pancurénio (1 mg/kg i.p.). Apds a injecdo do pancurbnio, aguardou-se 7
minutos para a agédo do farmaco e entéo foi dado o inicio da avaliagdo. Caso o
animal apresentasse sinais de respiracdo espontanea, era realizada uma

suplementacao de 30% da dose de pancurénio.
3.2 Protocolo bolus

Antes do inicio da injecdo do PBS (uma solucdo tampdo, do inglés
"Phosphate Buffered Saline”), foram realizadas duas manobras de
recrutamento. Cada manobra de recrutamento alveolar apresentou duracéo de
6 segundos e consistia em um aumento pressorico em rampa, partindo do valor

da Presséo ao final da expiracéo (Positive End-Expiratory Pressure - PEEP) até
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atingir o valor de 30 cmH;0, sendo sustentado até o final da manobra. Em
seguida o PBS foi injetado pela jugular com um volume (2 pylL/g do animal)
correspondente a de cada dose de MCh.

Durante o PBS foram realizadas 15 perturbacdes, portanto o modelo de
fase constante foi aplicado 15 vezes com intervalo de 5 segundos entre cada
perturbacdo. Apds o término da bateria de mensuragfes, o animal é ventilado
em uma ventilacdo quasi-senoidal por dois minutos com PEEP de 3 cmH,0 e
frequéncia respiratéria de 150 respiracdes por minuto.

Cada perturbacédo foi composta por um somatério de 13 senoides. O
intervalo de tempo de uma perturbacdo € igual a 2,991 segundos. A
impedancia do sistema respiratério e o subsequente ajuste do modelo de fase
constante foram calculados por meio do aplicativo de controle do ventilador
para pequenos animais.

As mesmas 15 perturbacgOes realizadas no PBS foram realizadas em
todas as doses de MCh: 0,03, 0,1, 0,3 e 1 mg/kg. Ao final das 15 perturbacdes
de uma dose, assim como no PBS, o animal era ventilado por 2 minutos em
uma ventilagdo quasi-senoidal até a injecdo da dose subsequente. Antes da
Ultima dose o animal era suplementado com 30 % da dose de anestesia. Entre
cada injecdo de MCh, a via de acesso a jugular foi clampeada a fim de evitar a
entrada de doses prévias. A via era aberta somente no momento da injecao
das doses, isto €, imediatamente antes de realizar as mensuracées. A figura 11
apresenta um diagrama esquematico de todo o experimento.

Para a padronizacdo das avaliagbes, foram utilizadas rotinas de

automatizacao préprias no programa de controle do ventilador.

3.3 Protocolo de infusado continua

Assim como protocolo bolus, antes do inicio da injecdo do PBS, foram
realizadas duas manobras de recrutamento. As manobras de recrutamento
foram as mesmas do protocolo descrito acima, isto €, duracdo de 6 segundos e

pressao de recrutamento de 30 cmH,0.
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Em seguida, o PBS era injetado, também pela jugular, durante 5
minutos por meio de uma bomba de infusdo continua (11 Plus, Harvard
Apparatus, EUA) e novamente 15 perturbagfes foram aplicadas.

Figura 11 - Diagrama do protocolo bolus.

2x Manobras
de recrutamento

Tragueostomia e MCh MCh Mch MCh
Anestesia
Ventilagdo mecanica PBS 0,03 ma/kg 0,1 mg/kg 0,3 mg/kg 1 mg/kg
0
0' 5' 7' 16" 17 20" 22' 25" 27" 30' 32' 35' 37 400 41
f e e e O O O O N
Canulagdo da Mecanica Mecanica Mecénica Mecanica Mecanica
jugular direita respiratéria respiratdria respiratdria respiratdria respiratdria

15x PerturbagBes)(15x Perturbages)(15x Perturbacdes) (15x Perturbagdes) (15x Perturbacdes

Rotina: 5" entre cada perturbagdo +

Tempo perturbagdo: 3"

Fonte: Diagrama realizado pelo proprio autor.

Logo ap6s a administracdo do PBS, a solu¢do de MCh foi infundida por
2 minutos (“wash out”) antes do inicio das mensuragdes da primeira dose de
MCh. No protocolo de infusdo continua, a dose foi incrementada com o
aumento da vazado e ndo da concentragado da solucdo (BOZANICH et al., 2007;
LARCOMBE et al., 2008).

A concentracdo da solucdo de MCh era de 320 ug/mL e as doses de
MCh injetadas foram: 48, 96 e 192 ug.kg™.min™. Com isto, a cada incremento
da dose, a vazéo era dobrada e o célculo da vazéo foi realizado com base na
massa de cada animal. Na tabela 2 sdo apresentados os valores de volume e
vazao para um animal de 25 g.

No protocolo de infusédo continua ndo houve o intervalo de 2 minutos
entre o final das mensuracfes de uma dose e o inicio da dose subsequente,
logo, para manter do tempo de 5 minutos por dose (BOZANICH et al., 2007)

com 15 perturbacdes o tempo inter perturbacao foi de 17 segundos.
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Tabela 2 - Valores de volume e vazdes em cada dose para um animal exemplo de 25 g.

Animal modelo de 25 g

Dose (ug.kg*.min™

Volume a cada min (mL)

Vazao (mL/h)

PBS 0,00375 0,225
48 0,00375 0,225
96 0,00750 0,450
192 0,01500 0,900
Fonte: Tabela realizada pelo préprio autor.
Assim como no protocolo bolus, foram utilizadas rotinas de

automatizacdo proprias no programa de controle do ventilador. A figura 12

abaixo mostra um diagrama esquematico do protocolo de infusédo continua.

Figura 12 - Diagrama do protocolo de infusdo continua.

Anestesia

Traqueostomia e
Ventilagdo mecanica

v

v

2x Manobras
de recrutamento

Wash out]

MCh
48 pg/kg.min

MCh
96 pg/kg.min

MCh

192 pg/kg.min

v

V

0

5 7'

-

:

29’

34

)

Canulagdo da
jugular direita

t 1

1

)

A

)

Mecénica
respiratdria

Mecénica
respiratdria

Mecénica
respiratoria

Mecénica
respiratdria

15x Perturbagées) 15x Perturbagtes) (15x Perturbagbes)(15x Perturbagdes

Rotina: 17" entre cada perturbagdo +

Fonte: Diagrama realizado pelo proprio autor.

3.4 Modelo

fase constante e variaveis de

Newtoniana (Rn),

a Viscancia (G),

Tempo perturbagao: 3"

Conforme apresentado no capitulo de revisdo, as variaveis do modelo de

interesse deste estudo sdo: Resisténcia

Elastancia (H) e Coeficiente de
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Determinacéo (COD). Todos estes parametros podem ser calculador por meio
dos dados brutos ou exportados diretamente pelo aplicativo do ventilador.
Foram utilizados os valores exportados diretamente pelo software de controle

do ventilador mecanico.
3.5 Protocolo de asma

Os camundongos Balb/c foram separados em grupo controle e OVA. Foi
utilizado um protocolo de inflamacdo pulmonar que visa mimetizar a asma
eosinofilica (UMANA; TAVARES-DE-LIMA, 2019). Na figura 13 é apresentado

um diagrama referente ao protocolo de inflamagao pulmonar.

Figura 13 - Protocolo de asma.OVA: Ovalbumina.

Sensibilizacao
OVA e AI2(OH)3 Desafio OVA
subcutanea intranasal
Grupo OVA —_ # * * ¢ *
I 0 dias 7 dias I E> I 14 dias 21 dias 28 dias 29 dias I
(  Grupocontrole ) —» f f f f T
Sensibilizagdo Desafio PBS

PBS subcuténea intranasal

Fonte: Diagrama realizado pelo proprio autor.

Os animais deste protocolo foram recebidos com 7 semanas de vida e
mantidos no biotério por mais 7 semanas, com isto o inicio do protocolo (marco
0) da-se no 14° semana de vida. O grupo OVA foi sensibilizado com uma
injecdo subcutanea de 0,2 mL de uma solugcédo de ovalbumina (OVA) (Grau V,
SIGMA, EUA) e Al;(OH); 6%.

Foram duas sensibiliza¢cdes subcutaneas sendo a solucdo da primeira
composta por: 450 uL de uma solucdo mae (0,001 g de OVA + 1 mL de PBS),
1850 uL de PBS e 700 uL do hidroxido de aluminio. A solugdo da segunda
sensibilizacao foi: 750 uL de uma solucdo mae (0,001g de OVA + 1mL de
PBS), 1550 uL de PBS e 700 pL do hidroxido de aluminio. Com isto e com

base no volume de 0,2 mL distribuido, os animais receberam 30 ug de OVA na
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primeira e 50 pg na segunda. Nas duas sensibilizagbes os animais receberam
2,8 ug de Aly(OH)3.

Os animais receberam o antigeno (desafio) por trés vezes (14, 21 e 28
dias apos o inicio do protocolo). Os desafios foram administrados via intranasal
e 0 volume administrado foi de 30uL. A solucéo do primeiro desafio foi: 150uL
da solucdo mée (a mesma composi¢ao da solugdo mée da sensibilizagdo) e
300uL de PBS. No segundo e terceiro desafios: 300uL da solucdo mae (a
mesma composicdo da solucdo mae da sensibilizacdo) e 150uL de PBS.
Sendo assim, cada animal recebeu 10ug de OVA no primeiro desafio e 20ug
no segundo e terceiro desafios.

Os animais do grupo controle foram imunizados e desafiados conforme

descrito, porém sendo utilizado PBS.

3.6 Lavagem Broncoalveolar

ApoGs a finalizag&o da avaliagcdo de mecénica respiratéria e eutanasia, 0s
camundongos foram submetidos a Lavagem Broncoalveolar (Bal). Os pulmdes
foram lavados duas vezes por meio da canula de traqueostomia com lavagens
de 0,8 mL de PBS. O volume total era o obtido nas duas lavagens. O fluido do
lavado foi entdo imediatamente centrifugado (15 min, 1500 rpm). ApGs remocéao
do sobrenadante, o sedimento celular foi ressuspenso com 1,0 mL de PBS.
Nas amostras de 45 uL desta solugao de Bal, foram adicionados 5 uL de cristal
violeta (0,2% de violeta de cristal em 30 % de acido acético). Na sequéncia,
10 yL dessa solucdo foram colocados na camara de Neubauer para a
contagem total de células. Para a quantificacdo diferencial de células, amostras
de 200 pL foram colocadas em uma citocentrifuga (Citospin, Fanem) e
centrifugadas a 1.000 rpm por 5 min. As preparacdes citocentrifugadas foram
coradas com um reagente (solucdo de ciclohexatrieno a 0,1%, solucéo
azobenzenossulfénica a 0,1% e solucdo de fenotiazina a 0,1%) e a contagem

diferencial foi realizada por microscopia éptica.
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3.7 Correcbes e estimativas do kg,

Os célculos descritos nesta se¢do foram guiados pelo trabalho de
Zhang e colaboradores (ZHANG; SUKI; LUTCHEN, 1995). O Z;;,, € a funcao de
transferéncia de um subsistema linear. Caso o contetdo espectral de entrada
(X(f)) contiver energia nas frequéncias diferentes das de entrada, & possivel
predizer a contribuicdo do subsistema linear, Y;;,,(f), para a saida das mesmas

frequéncias (equacéo 34):

Yin(f) = Zun (f) - X(),  (F # fu), (34)

onde f & um inteiro multiplo de f,, a frequéncia fundamental de entrada,
entretanto f é diferente de qualquer uma das frequéncias de entrada (fy).
Salientando que, no caso do presente estudo, as frequéncias de entrada da
perturbacado sao (Hz): 1, 1,5, 2,5, 3,5, 5,5, 6,5, 8,5, 9,5, 11,5, 14,5, 15,5, 185 e
20,5.

Uma vez que a impedancia respiratoria calculada para o modelo de fase
constante € P(f)/3[V(t)], o Y;;,(f) seria a Pressdo no dominio da frequéncia e
X(f) o fluxo:

X(f=v(f)-w-j (35)

onde w é a frequéncia angular e o0 j € a unidade imaginaria. O wj surge devido
a transformada de Fourier de uma derivada. Como o fluxo é a primeira derivada
no tempo do volume, a transformada de Fourier do fluxo pode ser obtida
diretamente do volume na frequéncia.

Em seguida, admite-se o que o erro no ajuste do modelo linear ira
produzir uma incerteza em Y;;,,(f), portanto assume-se o erro (€) na estimacao

do modelo linear como (Equacéo 36):

€= \/%Zf#zv({Re[Zapp] - Re[Zm]}Z + {Im|Zypp| — ImlZ,1})2, (36)
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onde N é o numero de frequéncias de entrada, neste trabalho sdo 13, 0 Re e
Im correspondem a parte real e imaginaria do Zg,, € Z,,. O Z,,, € a funcéo de
transferéncia aparente. Consequentemente, esta variavel consiste nos valores
de impedancia conhecidos em cada frequéncia de entrada. O Z,, torna-se a
impedancia modelada, isto € os dados de impedancia calculados por meio dos
parametros obtidos pelo modelo de fase constante, R,,, G e H (a inertancia foi
desprezada).

O erro maximo de pressdo por frequéncia até a frequéncia de entrada
méaxima (20,5 Hz) que difere das frequéncias de entrada é (equacéao 37):

8Yun(f) = 75 (IRe[X (D] + I Im[X (O (37)

A poténcia do sinal de saida nas frequéncias espurias (ndo de entrada)

(Py;) foi estimada por meio da equacéo 38:

Py, = Zf:th({Re[Y(f)] — Re[Yin (N1} Gre (f) + UMY ()] — Im[Yin (N1} 9im ()
(38)

onde:

gre(f) =1, se |Re[Y(f)] = Re[Yin ()] > [Re[8Y;:n (]I

39
gre(f) =0, se |Re[Y(f)] = Re[Yin (]I < [Re[8Yy:n ()] %9

O fator g,,,(f) apresenta a mesma expressao, entretanto aparece o I'm

no lugar de Re. O Py; é corrigido (P'y,) retirando-se o ruido:
P,NI:(PNI_NP'L)'U,(PNI_NP'L) (40)

onde L é o numero de frequéncias dentro do intervalo das frequéncias com

modelo de fase constante, porém que diferem das 13 conhecidas (N). A fungéo
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degrau unitario u(.) garante frequéncias ndo negativas. NP é a média da
poténcia de saida acima do intervalo das frequéncias conhecidas e estima o
ruido médio por frequéncia sobreposta ao sinal verdadeiro. O intervalo de
frequéncias foi escolhido arbitrariamente entre 50 e 100 Hz, mas outros
intervalos apresentaram resultados similares.

Finalmente, a poténcia total de saida (P,,) no intervalo de frequéncias

de entrada € estimado como (equacéao 41):
Pror = ZrIY()I? = NP - (L + N) (41)

Por meio do P,,; € P'y; é possivel avaliar o k; (equacdo 25). Foram
realizadas rotinas de automacdo para o célculo do indice de distor¢cao
harmonica (Matlab, The MathWorks, EUA).

3.8 Volume do elipsoide da regido de confianca dos parametros

Para o calculo do volume do elipsoide da regido de confianca dos
parametros do modelo de fase constante, utilizou-se a equac¢do do volume de
um elipsoide e o tamanho dos eixos foram os descritos por meio dos eixos do

elipsoide (L;) apresentados na equacao 33. Assim, obtém-se (equacéao 42):

417" 5¢3
3-VdetH

Volume do elipsoide = (42)

onde o detH € o produto dos autovalores (1) e o 6¢ (variancia do ruido
observado) pode ser obtido por meio da equacao 31. O célculo tanto da regido
de confianga quanto do volume foram feitos em um ambiente de programacéo
(Matlab, The MathWorks, EUA).
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3.9 Analise estatistica

As principais variaveis deste estudo foram os parametros do MFC. Os
valores de pico e platd foram selecionados a partir dos protocolos de bolus e
infusdo continua, respectivamente. As comparacdes de pico vs platd foram
realizadas nas duas linhagens estudadas.

Para avaliar a capacidade de discriminar doses de MCh e as diferentes
idades (SAMR1) e grupos inflamado e nado inflamado (Balb/c) em ambos os
protocolos (bolus e infusdo continua), foi utilizada a analise de variancia
bidirecional (two-way ANOVA) como teste estatistico e a analise foi realizada
em um pacote estatistico (Prism 6, GraphPad Software, EUA). Além disso, o

Bonferroni foi selecionado como pdés-teste.

3.9.1 Analise do incremento da resposta

A fim de se comparar em uma mesma analise o protocolo infusédo
continua e bolus foi analisada a resposta dos parametros do modelo de fase
constante frente a um determinado incremento na dose. Foi analisada a
variacdo na resposta dos parametros quando a dose de MCh era duplicada ou
quadruplicada. Como as doses no o protocolo de infusdo continua estavam em
poténcia de 2, foram utilizadas as doses de 48 a 96 e 48 a 192 ug.kg™*.min™
para verificar, respectivamente, a resposta frente ao dobro e quadruplo da
dose. Para o protocolo bolus, foi realizada uma interpolacédo dos valores de
pico de resposta para obter valores de resposta correspondentes a doses de
100, 200 e 400 pg/kg.

Utilizou-se uma interpolacdo cubica por partes (Piecewise Cubic Hermite),
portanto ndo linear, e esta interpolacdo também foi realizada em um ambiente
de programacao (Matlab, The MathWorks, EUA). A mesma interpolacéo foi
aplicada para encontrar as doses necessarias para atingir 150, 200 e 300% da
resposta basal do R,, nos protocolos de bolus e infuséo continua.

Logo, as variaveis a serem comparadas e utilizadas no modelo estatistico

foram as respostas frente as variacdes nas doses, por exemplo, a resisténcia
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na dose 2 dividida pela resisténcia na dose 1 e as doses necessarias para 0s
incrementos de 150, 200 e 300%. Para a comparacdo destas respostas de um
dos parametros do modelo de fase constante, utilizou-se uma analise de
variancia bidirecional (two-way ANOVA) e como pos teste o método de Sidak
(recomendado para esta analise pelo aplicativo do pacote estatistico).

Novamente, a significancia estatistica adotada foi de p < 0,05.



4 Resultados

Nesta secdo sédo apresentados os resultados referentes aos animais
SAMRL1 nas 3 idades (3, 6 e 10 meses) e referentes aos animais Balb/c nos

grupos controle e OVA.

4.1 Massacorporea e lavado bronco-alveolar

Na tabela 3 sédo apresentados os dados de massa corpérea e contagem

total do lavado broncoalveolar (Bal) dos camundongos da linhagem SAMR1 em

ambos os protocolos (bolus e infusdo continua).

Tabela 3 - Massa corpérea e lavado broncoalveolar (Bal) dos animais SAMR1 no protocolo

bolus e infusdo continua. Houve significancia estatistica na analise de variancia (p < 0,0001)

para a comparac¢do do Bal nas idades no protocolo bolus.

infusdo continua bolus
Massa g (x 10° Massa g (x 10°
Idade n corpérea 3 n corpérea 3
cel/lcm®) cellcm”)
9) (9)

3 meses 10 38,6+4,0 1,1+£0,7 15 44,1 + 3,6 23%+0,6
6 meses 13 40,5+2.8 1,0+£0,7 13 448+5,0 28+1,1
10 meses 7 43,1+ 4,6 09+0,6 11 45,7+ 4,7 1,2+0,6

Fonte: Préprio autor

Subsequentemente, os mesmos dados (massa corpdrea e Bal) séo

apresentados para os Balb/c (tabela 4).

Tabela 4 - Massa corporea e lavado broncoalveolar (Bal) dos animais Balb/c no protocolo

bolus e infusdo continua. O nimero de células na comparacdo OVA e Controle foram

diferentes nos protocolos bolus (p = 0,0170) e infusdo continua (p < 0,0001).

Infusdo continua bolus
Massa Bal (x 10° Massa = g, (x 10°
n corporea 3 n corporea 3
cel/cm) cellcm”)
(9) 9)
OVA 15 285+1,7 25+0,9 11 28,1+16 4,0%£20
Controle | 11 28,3+2,2 0,8+0,5 9 269+24 20%1,2

Fonte: Préprio autor
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Além disso, como a linhagem Balb/c fez parte de um protocolo de
inflamacdo por Ovalbumina visando & instauracdo de uma inflamacéo
semelhante a asma eosinofilica, na tabela 5 é apresentada a contagem

diferencial de células no lavado broncoalveolar.

Tabela 5 - Contagem diferencial de células no lavado broncoalveolar dos animais Balb/c.

Houve diferenca (p < 0,05) entre Controle e OVA em ambos os protocolos e todas as células.

infusdo continua bolus

Monécito Neutrofilo Eosinéfilo | Monécito  Neutr6filo  Eosinéfilo
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

OVA 64,79 4,63 30,58 54,30 5,40 40,30

Controle 98,40 0,39 1,21 97,80 0,70 1,50
Fonte: Préprio autor

4.2 Curva dose-resposta

Nesta subsecado sdo apresentadas as curvas de dose-resposta das duas
linhagens em ambos os protocolos. As variaveis utilizadas como resposta para

as curvas dose-resposta sdo os parametros obtidos por meio do MFC.

4.2.1 Curvadose-resposta - bolus

Inicialmente, sdo apresentados os gréficos relativos ao protocolo bolus.
Na figura 14 sdo apresentados os parametros do MFC para os animais SAMR.
Subsequentemente, na figura 15 sdo apresentados os parametros do modelo
de fase constante para os animais Balb/c controle e OVA. Como os dados sao
apresentados como média e erro padrao, a excluséo de valores da curva dose-
resposta pode gerar um aumento no erro como observado. Os animais e
valores excluidos serao reportados ainda nos resultados.

Na figura 16 sé@o apresentados os valores de COD dos animais SAMRL1.
Na figura 17 sdo apresentados os valores de COD para os animais SAMR1 nas
3 diferentes idades. Foi tragada uma linha no valor de COD igual a 0,9 para

pontuar o valor de corte.
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Figura 14 - Parametros do MFC durante uma curva de dose-resposta para 0os animais SAMR1 em

todas as idades no protocolo bolus. Média e erro-padréo.
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Figura 15 - Parametros do MFC para os animais Balb/c controle e OVA no protocolo bolus. Média e erro-

padréo.
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Figura 16 - Valores de COD para os animais SAMR1 no protocolo bolus. Foi tracada uma

linha no valor de COD igual a 0,9 para pontuar o valor de corte. Média e erro-padrao.

COD - bolus

O TR e -

Sl w S LI

0,85+

0,89 T T T T T
PBS 0,03 mg/kg 0,1 mg/kg 0,3 mg/kg 1 mglkg

Fonte: Préprio autor.

Figura 17 - Valores de COD no protocolo bolus para os animais Balb/c. Foi tragada uma

linha no valor de COD igual a 0,9 para pontuar o valor de corte. Média e erro-padrao.

COD - bolus

= OVA

i }l # < controle

9,80 T T T T T
PBS 0,03 mg/kg 0,1 mglkg 0,3 mgikg 1 malkg

Fonte: Préprio autor.

4.2.2 Curvadose-resposta - infusdo continua

Aqui sdo apresentadas as curvas dose-resposta do protocolo de infuséo
continua em ambas as linhagens. Na figura 18 sdo apresentados o0s

parametros do MFC para os animais SAMR1 nas 3 idades estudadas.
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Figura 18 - Parametros do MFC para os animais SAMR1 em todas as idades no protocolo de

infusdo continua. Média e erro-padréo.
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Na figura 19 sdo apresentados os parametros do MFC dos animais

Balb/c.

Figura 19 - Parametros do MFC para os animais Balb/c controle e OVA no protocolo de infusédo

continua. Média e erro-padréo.
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Na figura 20 sédo apresentados os valores de COD no protocolo de
infusdo continua para os animais SAMR1. Novamente, foi tragada uma linha no
valor de COD igual a 0,9 a fim de pontuar o valor de corte.

Figura 20 - Valores de COD no protocolo de infusdo continua para os animais SAMRL1. Foi

tracada uma linha no valor de COD igual a 0,9 para pontuar o valor de corte. Média e erro-

padrao.
COD - Infuséo
1,00~ TTHIT I MIMTE i 155‘2 % ¥ =§ o 3 meses
N L =

Fonte: Préprio autor.

Na ultima figura desta subsecao (figura 21) sdo apresentados os valores
de COD dos animais Balb/c.

Figura 21 - Valores de COD dos animais Balb/c no protocolo de infusdo continua. Foi tracada

uma linha no valor de COD igual a 0,9 para pontuar o valor de corte. Média e erro-padréo.
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Fonte: Préprio autor.
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4.3 Pico e platd

Outra maneira de se comparar 0S grupos em uma curva dose-resposta,
principalmente em estudos de mecanica respiratéria, € por meio do valor
méaximo encontrado em cada dose, no caso de um protocolo na qual a MCh é
injetada em bolus. No protocolo de infusdo continua utilizam-se os valores de
resposta do modelo de mecéanica respiratéria referentes ao platé. Portanto, sao
apresentadas as comparagdes por meio do pico para o protocolo bolus e do

platd no protocolo de infusédo continua.

4.3.1 Pico - bolus

Na figura 22 sdo apresentadas as comparacdes dos parametros R, G e
H referentes aos valores de pico para os animais SAMR1 no protocolo bolus.
Os valores de p das andlises de variancia sdo apresentados nas figuras e os
valores de p dos poOs-testes serdo apresentados em uma subsecao a parte.

A andlise apresentada acima para os animais SAMR1 é apresentada
para os animais Balb/c na figura 23. Entretanto, como muitos valores de R,, G
e H no pico de cada dose foram excluidos devido ao baixo ajuste do MFC, dois
modelos de analise de variancia foram utilizados. Em um deles foram
consideradas medidas repetidas nas doses (0 mais recomendado) e, para tal,
caso o animal apresentasse um valor de COD abaixo de 0,9 em ao menos um
pico de resposta este mesmo animal era excluido da andlise. O segundo
modelo foi andlise de variancia sem medidas repetidas e com isso foi possivel
utilizar um animal mesmo que houvesse a exclusdo de um valor de pico
referente a uma dose especifica (COD<0,9), assim as demais doses eram

utilizadas.
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Figura 22 - Comparac¢6es dos valores de pico dos parametros R,, G e H dos animais SAMR1

no protocolo bolus. Os valores de p foram menores que 0,05 para idade e doses em todos os

parametros, exceto para idade no R, (p = 0,0597). Média e erro-padrao.
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Figura 23 - Comparacdes dos valores de pico dos parametros R,,, G e H dos animais Balb/c no
protocolo bolus. No modelo sem medidas repetidas (graficos abaixo) os valores de p foram
menores que 0,001 para doses, grupos e interacao para o R,,, menores que 0,0001 em doses
para G e ndo significativo para H. No modelo de medidas repetidas os valores de p para doses
(r < 0,0001), interacdo (p = 0,011) e grupos (p = 0,0062) foram estatisticamente significante
para o R,, foram menores que 0,05 para doses e interacdo para G, o valor de p nao foi

significativo para grupos, doses e interacéo para H. Média e erro-padrao.
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Fonte: Préprio autor.
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4.3.2 Platd - infusdo continua

Nesta subsecdo sdo apresentados os graficos referentes as
comparacdes das duas linhagens no protocolo de infusdo continua via
comparacao dos valores de resposta no platé.

Na figura 24 sdo apresentadas as comparacdes dos parametros R, G e
H referentes aos valores de platd dos animais SAMR1 no protocolo infusédo
continua. Os valores de p das analises de variancia sdo apresentados nas
figuras e os valores de p dos poés-testes, novamente, serdo apresentados
emoutra subsecao. Por fim, as comparacdes foram feitas para a Gltima medida
de cada dose e para a média de duas e trés ultimas medidas de cada dose.

A figura 25 mostra a comparacgao dos parametros por meio do platd para
0s animais Balb/c. Porém, como foram aplicados dois modelos de anadlise de
variancia no protocolo bolus dos animais Balb/c (devido ao numero de animais
excluidos), o mesmo foi realizado para o protocolo de infusdo continua nesta
linhagem. Além disso, as comparacdes da infusdo continua, assim como no
SAMR1, foram feitas para a ultima medida de cada dose e para a média de
duas e trés ultimas medidas de cada dose.

Os graficos apresentados na figura 24 (SAMR1) e na figura 25 (Balb/c)
foram realizados com o ultimo ponto de cada dose, uma vez que mostraram um

comportamento similar entre si.

4.4 Andlise estatistica - pico vs platd

Esta subsecdo tem por objetivo apresentar os valores tabelados dos
pos-testes relativos as comparacdes realizadas por meio do pico ou platd dos
animais SAMR1 e Balb/c. Como os resultados dos pos-teste das comparagdes
realizadas por meio do pico/platd apresentam informacdes relevantes a
discusséo do tema, estes terdo destaque nesta subsecao.

Na tabela 6 sdo apresentados os valores de p das comparacdes dos
picos de resposta e do platd dos animais SAMR1 e na tabela 7 sé&o

apresentados os valores de p dos pos-testes dos animais Balb/c.
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Figura 24 - Comparacdes dos valores de platd dos parametros R,, G e H dos animais SAMR1

em todas as idades no protocolo de infusé@o continua. Os valores de p foram menores que 0,05

para idade e doses em todos os parametros. Média e erro-padréo.
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 25 - Comparag8es dos valores de platd dos pardmetros R,, G e H dos animais Balb/c no
protocolo de infusdo continua. No modelo sem medidas repetidas os valores de p foram
menores que 0,05 para doses, grupos e interacdo na comparagdo do Ultimo ponto e das
médias em todos os pardmetros, exceto o R,, ha comparacao utilizando o ultimo ponto de cada
dose (p = 0,065). No modelo de medidas repetidas os valores de p para doses e interagdo e
sujeitos foram menores que 0,05 em todos 0s cenarios, entretanto para grupos os valores ndo

foram estatisticos (0,086 + 0,039). Média e erro-padréo.
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Fonte: Préprio autor.



Tabela 6 - Valores de p dos pés-testes das analises via pico (a) e

platd (b) dos animais SAMR1. NS - s&o significantivo.

a)

bolus - Pico

Parametros Doses

3 vs 6 meses

6 vs 10 meses

3 vs 10 meses

PBS NS NS NS
0,03 mg/kg NS NS NS
R, 0,1 mg/kg NS NS NS
0,3 mg/kg <0,05 NS NS
1 mg/kg <0,05 NS NS
PBS NS NS NS
0,03 mg/kg NS NS NS
G 0,1 mg/kg NS NS NS
0,3 mg/kg <0,01 NS NS
1 mg/kg <0,001 NS <0,001
PBS <0,01 NS <0,01
0,03 mg/kg <0,001 NS <0,001
H 0,1 mg/kg <0,001 NS <0,001
0,3 mg/kg <0,001 NS <0,01
1 mg/kg <0,001 NS <0,001

b)

Infusdo continua — Plat6

Parametros Doses

3 vs 6 meses

6 vs 10 meses

3vs 10 meses

PBS NS NS NS
R 48 pg.kg™t.min™ NS NS NS
n 96 pg.kg ™ .min™ <0,001 NS <0,001
192 pg.kg .min™ <0,001 NS <0,001
PBS NS NS NS
G 48 pg.kg™t.min™ NS NS NS
96 pg.kg ™ .min™ NS NS <0,05
192 pg.kg*.min™ <0,001 NS <0,001
PBS <0,01 NS <0,001
H 48 pg.kg™t.min™ <0,001 NS <0,001
96 pg.kgt.min™ <0,001 NS <0,001
192 pg.kg™*.min™ <0,01 NS <0,001

Fonte: Préprio autor.
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Tabela 7 - Valores de p dos poés-testes das analises via pico (a) e platd (b) dos

animais Balb/c. NS - s&o significantivo.

a)
Pico - Controle vs OVA
Par&metros Doses N&o repetidas Medidas repetidas
PBS NS NS
0,03 mg/kg NS NS
R, 0,1 mg/kg NS NS
0,3 mg/kg <0,0001 <0,01
1 mg/kg <0,001 <0,001
PBS NS NS
0,03 mg/kg NS NS
G 0,1 mg/kg NS NS
0,3 mg/kg NS NS
1 mg/kg NS <0,01
PBS NS NS
0,03 mg/kg NS NS
H 0,1 mg/kg NS NS
0,3 mg/kg NS NS
1 mg/kg NS NS
b)
Infusdo continua - Platd
Parametros Doses Controle vs OVA  Controle vs OVA Controle vs OVA
Gltimo ponto média 2 pontos  média 3 pontos
PBS NS NS NS
R 48 pg.kg™t.min™ NS NS NS
n 96 ug.kg™*.min™ NS NS NS
192 pg.kg*.min™ <0,01 <0,001 <0,001
PBS NS NS NS
G 48 pg.kg™t.min™ NS NS NS
96 ug.kg™*.min™ NS NS NS
192 pg.kg™t.min™ <0,001 <0,0001 <0,0001
PBS NS NS NS
H 48 pg.kg'i.min'i NS NS NS
96 pg.kg™.min’ NS NS NS
192 pg.kg™t.min™ <0,001 <0,0001 <0,01

Fonte: Préprio autor.

4.5 Comparagéo das curvas - bolus vs infusdo continua

Nesta secdo sédo apresentados os dados do incremento (raz&o entre as
respostas) dos parametros do MFC quando as doses foram duplicadas e

quadruplicadas. No protocolo de infusdo continua foram utilizadas as doses de
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48 a 96 e 48 a 192 pg.kgt.min™ para verificar, respectivamente, a resposta

frente ao dobro e quadruplo da dose nos animais SAMRL1 (figura 26) e Balb/c

(figura 27). Para o protocolo bolus foi realizada uma interpolacdo dos valores

(ver descricdo nos métodos) de pico para obter as doses de 100, 200 e
400 ug/kg.

Figura 26 - O incremento de cada parametro quando as doses s&o dobradas para os animais

SAMRL1 (p < 0,03 para idades em R,, e G; p < 0,001 para protocolos em R,, e H) e quando séo

quadruplicadas (p < 0,05 para idades em G; p < 0,0001 para protocolos em R, e H). Infusédo
continua: 48 a 96 e 48 a 192 pg.kg™min™. Bolus: 100 a 200 e 100 a 400 pg/kg. *** corresponde
ap <0,001.
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Figura 27 - O incremento de cada pardmetro quando as doses séo dobradas para os animais Balb/c
(p < 0,05 para protocolos em R, e G) e quando sdo quadruplicadas (p = 0,0084 para protocolos em
R,; € p < 0,05 para controle vs OVA em e H) infusdo continua: 48 a 96 e 48 a 192 pg.kg™.min™.
Bolus: 100 a 200 e 100 a 400 pg/kg. Valores nao significativos no pés teste.
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Fonte: Préprio autor

Por fim, a tabela 8 apresenta as doses necessarias, mediana e intervalo
interquartilico, para atingir 150, 200 e 300% da resposta basal do R, nos
protocolos de bolus e infusdo continua. Nesta tabela é possivel verificar as

doses em cada protocolo frente a uma resposta padronizada por animal em um
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conjunto de incrementos fixos. Vale ressaltar que as doses em ambos o0s
protocolos ndo sdo equivalentes, uma vez que a dose no protocolo bolus ndo &
uma correcdo linear da dose no protocolo infusdo continua, isto €, ndo basta

calcular a dose administrada ao longo do tempo de infuséo.

Tabela 8 - Doses necessarias para atingir 150, 200 e 300% da resposta basal do R,, nos
protocolos de bolus e infusdo continua dos animais a) SAMR1 e b) Balb/c. Mediana e Intervalo

interquartilico (1Q).

a)
infusdo continua
bolus (ug/kg) (ug/kg/min)
Dose necessaria para | Mediana (1Q) Mediana (1Q)

150% do basal 44.8 (40,0 a 49,7) 33,0 (26,05 a 39,8)

3 meses 200% do basal 68,7 (59,15a 77,8) 51,6 (40,5 a 56,6)
300% do basal 1111 (89,35 a127,9) 69,9 (59,1a75,0)

150% do basal 62,9 (54,9 a 83,2) 47,0 (38,0 a2 53,8)

6 meses 200% do basal 95,4 (87,9 2 119,3) 66,9 (60,6 a 74,9)

300% do basal 164,4 (140,4 a 186,1) 95,0 (79,1 118,5)

150% do basal 59,9 (44,5a70,7) 40,6 (34,5a51,2)

10 meses 200% do basal 95,8 (72,8 a 116,7) 56,6 (53,5 a63,8)
300% do basal 150,1 (108,9 a 194,2) 76,1 (69,4 a 80,7)

b)
infusdo continua
bolus (ug/kg) (ug/kg/min)
Dose necessaria para | Mediana (1Q) Mediana (IQ)

150% do basal 60,6 (35,9a83,5) 43,5 (34,3 a52,0)

Controle 200% do basal 113,4 (96,0 a 132,6) 68,4 (59,4 a91,9)
300% do basal 189,9 (153,6 a 206,3) 103,3 (82,4 a 142,9)

150% do basal 68,5 (48,4 a 70,6) 53,8 (36,8 a 75,9)

OVA 200% do basal 105,2 (67,1a113,5) 79,4 (55,02 96,7)
300% do basal 159,0 (96,3a170,1) 113,8 (80,0 a 125,3)

Fonte: Préprio autor
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4.6 Indice de distor¢cdo harménica (kg)

Serdo apresentados os valores de k; referentes as curvas dose-

resposta das duas linhagens e dos dois protocolos.

4.6.1 k,-bolus

Na figura 28 sdo apresentados os valores do indice de distor¢édo

harménica (k;) dos animais SAMR1 no protocolo bolus.

Figura 28 - Valores do k,; dos animais SAMRL1 no protocolo bolus. Média e erro-padréo.

SAMR1 - bolus
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30~
2 254
;; 20-

Wi Sl i e e
10

5 t 3 3 1 1
PBS 0,03 my/kg 0,1 mglkg 0.3 my/kg 1 mglkg

Fonte: Préprio autor.

Na figura 29 apresentam-se os valores do k; dos animais Balb/c no

protocolo bolus.

4.6.2 kg, -infusdo continua

Na figura 30 sdo apresentados os valores do indice k; dos animais
SAMR1 no protocolo infusdo continua e na figura 31 dos camundongos

camundongos Balb/c.
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Figura 29 - Valores do k,; dos animais Balb/c no protocolo bolus. Média e erro-padréo.

Balb/c - bolus

s Confrole
li = OVA

I ¥ I ¥ T
PBS 0,63 mg/kg 0,1 mg/kg 0,3 mg/kg 1 mygikg

Fonte: Préprio autor.

Figura 30 - Valores do k; dos animais SAMR1 no protocolo de infusdo continua. Média e

erro-padrao.
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 31 - Valores do k; dos animais Balb/c no protocolo de infusédo continua. Média e erro-

padrao.
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Fonte: Préprio autor.
4.7 Volume do elipsoide

A figura 32 tem por objetivo representar graficamente o conceito do
elipsoide descrita nos métodos. As curvas gaussianas representam, cada uma,
o intervalo de confianca de um parametro do MFC. Caso fossem 3 parametros,

a representacao seria de um elipsoide.

Figura 32 - As curvas gaussianas representam, cada uma, o intervalo de confian¢a de dois

parametros do MFC. A conjuncao destes intervalos de confianga gera uma elipse tracejada.

Fonte: Préprio autor.
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Nesta secdo sdo apresentados os dados de volume relativos ao

protocolo bolus. Na figura 33 sdo apresentados os valores de volume do

elipsoide em cada dose de MCh dos animais SAMR1. Ressalta-se a

importancia de verificar a escala de cada gréfico.

Figura 33 - Valores dos volumes dos elipsoides dos animais SAMR1 em todas as doses do

protocolo bolus. Média e erro-padréo.
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Fonte: Préprio autor.
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Na figura 34 sdo apresentados os valores de volume do elipsoide no

protocolo bolus dos animais Balb/c.
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Figura 34 - Valores dos volumes dos elipsoides dos animais Balb/c em todas as doses do

protocolo bolus. Média e erro-padréo.
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Fonte: Préprio autor.



4.7.2 Volume do elipsoide - infusédo continua
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Nesta subsecdo séo apresentados os valores de volume do elipsoide

referentes ao protocolo de infusdo continua. Na figura 35 sédo apresentados os

valores de volume do elipsoide em cada dose de MCh dos animais SAMRL.

Figura 35 - Valores dos volumes dos elipsoides dos

protocolo de infuséo continua. Média e erro-padréo.
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Fonte: Préprio autor.
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Por sua vez, na figura 36 tém-se os dados de volume do elipsoide no

protocolo de infusdo continua para os animais Balb/c.
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Figura 36 - Valores dos volumes dos elipsoides dos animais Balb/c em todas as doses do

protocolo de infusdo continua. Média e erro-padréo.
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Fonte: Préprio autor.

4.8 Exclusao dos animais - COD

Nesta secdo sédo apresentadas as tabelas que sumarizam as exclusdes

em decorréncia de valores ndo aceitaveis de COD, isto é, valores de COD
abaixo de 0,9 (ROBICHAUD; FEREYDOONZAD; SCHUESSLER, 2015). A

tabela 9 apresenta os animais excluidos no protocolo bolus dentre os SAMR1

Tabela 9 - Animais excluidos no protocolo bolus dentre os SAMRL.

3 meses 6 Meses 10 Meses

Animais excluidos 7 2 2

Animais nao excluidos 8 11 9
Fonte: préprio autor

Na tabela 10 sdo apresentados os animais que foram ou nao excluidos

no protocolo bolus dentre os camundongos Balb/c. N&do foi realizada uma
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tabela para os animais infusdo continua, uma vez que para um unico animal
apresentou COD<0,9 na ultima medida da ultima dose. Neste animal, foi
utilizada a pendltima medida. Ademais, outro animal apresentou um valor de
COD insatisfatério nas penultimas medidas da dltima dose e neste a ultima

mensuracgao representou os valores de média para a analise.

Tabela 10 - Animais excluidos no protocolo bolus - Balb/c.

Controle OVA
Animais excluidos 5 8

Animais ndo excluidos 4 3
Fonte: préprio autor.

Além disso, como um mesmo animal pode apresentar valores
insatisfatorios de ajuste do modelo em quaisquer medidas da curva de dose-

resposta, na tabela 11 sdo apresentados os valores totais de medidas
excluidas no protocolo bolus.

Tabela 11 - Medidas excluidas no protocolo bolus - Balb/c.

Controle OVA
Medidas excluidas 7 17

Medidas nao excluidas 38 38
Fonte: préprio autor.

4.9 Amostragem e valor de pico

Nas figura 37-39 sdo apresentados os valores de pressao traqueal de
um animal exemplo do protocolo bolus na ultima dose de uma curva dose-
resposta e uma interpolacédo de seus pontos. Em vermelho é apresentado o
intervalo de tempo correspondente aos 3 segundos necessarios para a
perturbacdo utilizada. Na figura 40, mostra-se um exemplo de uma possivel

curva (ultima dose de uma curva dose-resposta) e a perda do pico de resposta.



Figura 37 - Valores de pressao traqueal de um animal exemplo na
Ultima dose e uma interpolacdo de seus pontos. Protocolo bolus. Em
vermelho é apresentado o intervalo de tempo correspondente aos 3
segundos necessarios para a perturbacdo utilizada para o MFC.
Perturbacéo aplicada na subida.
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Fonte: Gréficos realizados pelo préprio autor.

Figura 38 - Valores de pressao traqueal de um animal exemplo na
tltima na dltima dose e uma interpolacdo de seus pontos. Protocolo
bolus. Em vermelho € apresentado o intervalo de tempo
correspondente aos 3 segundos necessarios para a perturbacdo

utilizada para o MFC. Perturbacao aplicada antes do pico.
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Fonte: Gréficos realizados pelo proprio autor.

83



Figura 39 - Valores de pressao traqueal de um animal exemplo na
Ultima dose e uma interpolacdo de seus pontos. Protocolo bolus. Em
vermelho é apresentado o intervalo de tempo correspondente aos 3
segundos necessarios para a perturbacdo utilizada para o MFC.
Perturbacéo aplicada na descida.
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Fonte: Gréficos realizados pelo préprio autor.

Figura 40 - Exemplo de uma possivel curva e a perda do pico de
resposta.
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5 Discussao

Neste trabalho foram utilizadas duas linhagens de camundongos:
linhagem SAMRL1 e Balb/c. Assim, foi possivel estudar as diferencas entre o
protocolo de aplicagdo em bolus e de infusdo continua em um modelo de
envelhecimento e em um protocolo de inflamacdo pulmonar por ovalbumina.
Nos animais SAMR1 esperava-se obter diferencas entre as idades
principalmente na elastancia, por sua vez, na linhagem Balb/c esperava-se
obter diferencas entre OVA e controle principalmente na resisténcia de vias
aéreas.

Inicialmente utilizou-se a linhagem SAMR1 (“accelerated senescence-
resistant mice”) (KUROZUMI et al., 1994; TERAMOTO et al., 1994) para a
qualificacdo deste doutoramento. Além disso, neste ano e com esta linhagem,
foi publicado um trabalho na revista “Experimental Biology and Medicine”.
intitulado: “Respiratory mechanics evaluation of mice submitted to intravenous
methacholine: bolus vs. continuous infusion”. Este trabalho encontra-se na
integra no APENDICE | deste manuscrito.

Os animais SAMRL1 séo resistentes ao envelhecimento e sdo utilizados
em estudos coorte, em geral, como controle de uma linhagem de senescéncia
acelerada (SAM). Os animais da linhagem SAM e SAMR apresentam algumas
caracteristicas do sistema respiratério descritas na literatura, tais como
comportamento de curva PV e analises morfolégicas do tecido pulmonar
(TERAMOTO et al.,, 1994), o que a torna uma linhagem passivel de ser
elencada em estudos do sistema respiratorio no envelhecimento.

O processo de envelhecimento torna-se um cenario apropriado para se
comparar os protocolos de inje¢cdo de MCh uma vez que a populagcdo mundial
apresenta um aumento na expectativa de vida e hd um aumento da prevaléncia
de doencas associadas ao envelhecimento (BEARD et al., 2016; TINDALE;
SALEMA; BROOKS-WILSON, 2019).

No presente estudo, os animais da linhagem SAMR1 foram estudados

com 3, 6 e 10 meses de vida. Sendo assim, foi possivel comparar a mecanica
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respiratoria em animais de diferentes idades e, com isto, verificar as diferencas
e similaridades nos protocolos de aplicacdo em bolus e de infusdo continua.

A segunda linhagem estudada neste trabalho foi a linhagem Balb/c. Esta
linhagem é prevalente na literatura e é utilizada em modelo de inflamacao
pulmonar por OVA (MORI et al., 2017; VITORASSO et al., 2020a; ZOSKY et
al.,, 2008). O modelo de OVA na inflamacdo pulmonar tem por objetivo
mimetizar a asma humana, que por sua vez é prevalentemente eosinofilica,
assim como o protocolo do presente trabalho (UMANA; TAVARES-DE-LIMA,
2019).

Esta predominéncia eosinofilica pode ser vista na tabela 5. Ainda acerca
do lavado broncoalveolar (Bal), houve diferenca na contagem total dos
controles e OVA entre os protocolos bolus e infusdo continua e isto pode ter
ocorrido devido aos lotes dos animais. Mais animais chegaram para completar
a amostra dos animais do protocolo de infusdo continua. Entretanto, ressalta-
se que as comparacbes foram pareadas, isto €, no mesmo dia, animais
controle e OVA foram estudados. Quanto aos animais SAMR1, houve uma
diminuicdo nado estatistica da contagem total nos animais do protocolo infusédo
continua e uma diminuicdo estatistica na contagem total dos animais mais
velhos no protocolo bolus.

O cenario de estudo para o modelo OVA é propicio uma vez que a asma
pode afetar de 1 a 16% (ROTHE et al., 2018) da populacdo mundial e pode
apresentar casos nao diagnosticados e nao tratados (REHMAN; AMIN;
SADEEQA, 2018). Nao obstante, ela pode ser estudada tanto em humanos
guanto em modelos com outros animais. O principal objetivo de se estudar a
asma ou outra inflamacdo pulmonar é fomentar a pesquisa base com o fim
altimo de se modelar ou entender a asma em humanos.

Ambas as linhagens foram submetidas aos mesmos protocolos de MCh
(bolus e infusdo continua). A MCh torna-se necessaria, uma vez que para a
avaliacdo da mecanica respiratoria, em muitos casos, € necessario desafiar o
sistema respiratério a fim de evidenciar diferencas entre grupos. Uma das
maneiras de realizar este desafio € por meio da MCh, seja em humanos
(SUMINO et al., 2012) ou em animais (KIM et al., 2015).
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Apesar de esta droga parassimpatomimética ter sua acdo descrita na
literatura, a resposta do sistema respiratorio frente a esta pode ser diferente em
diversas situacbes. Os fatores que influenciam na resposta podem ser
intrinsecos ao animal (como a linhagem, idade e inflamacédo, no caso do
presente estudo) ou externos como administracdo da droga em uma curva
dose-resposta.

Como citado na revisdo de literatura, dois estudos que comparam a
administracdo de MCh i.n. e i.v. (JONASSON et al., 2009; PETAK et al., 1997)
apontam para a importancia de se estudar a maneira em que o broncoconstritor
é administrado.

O estudo do Petak et. al. (PETAK et al., 1997) foi conduzido em ratos
utilizando um dispositivo “wavetube” na avaliagdo da mecanica respiratoria.
Por sua vez, Jonasson et. al. (JONASSON et al., 2009) utilizaram um ventilador
comercial para pequenos animais, 0 mesmo utilizado no presente estudo.

Ha um estudo que compara os resultados obtidos por estas diferentes
técnicas de avaliacdo da mecanica respiratéria (MORI et al., 2017) e eles
encontraram que os parametros do MFC obtidos por meio das diferentes
técnicas ndo sao comparaveis, isto €, ndo sao intercambiaveis, a0 menos sem
alguma corregéo.

As diferencas entre o presente estudo e dois estudos anteriores
(SALERNO; LUDWIG, 1996; THOMAS et al., 2009) que, de alguma forma,
compararam bolus e infusdo continua séo, para o presente trabalho: o uso de
um ventilador comercial (em comparagao com o estudo do Salermo e Ludwig);
uso do MFC, as linhagens utilizadas; os modelos bioldgicos escolhidos; e o
foco no estudo e na repercussao dos protocolos frente o0 modelo matematico
aplicado, como, e.g., perda dos valores de pico.

Os resultados aqui apresentados indicam que as diferengas na resposta
dos parametros relacionados as vias aéreas e ao parénquima, em ambos os
protocolos, foram similares nos animais SAMR1. Ademais, principal parametro
afetado pela idade foi a elastancia (H).

Entretanto, o protocolo bolus, para os animais Balb/c, mostrou-se mais
sensivel as diferencas entre grupos nos parametros relacionados as vias

aéreas, enquanto o protocolo de infusdo continua foi mais sensivel aos
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parametros relacionados ao parénquima pulmonar. Assim, dependendo das
variaveis de interesse (relacionadas as vias aéreas ou ao parénquima), o
pesquisador pode selecionar o protocolo (bolus ou infusdo continua) de acordo
com o modelo animal e o delineamento do estudo. Além disso, essas
informacdes devem ser levadas em consideracdo durante a interpretacdo dos
resultados.

Uma explicagdo possivel para esse fendmeno € o instante de tempo em
que os parametros sao medidos. Durante o protocolo bolus, as medidas
observadas foram os valores de pico (até 15 s), enquanto os valores de infusédo
continua foram obtidos durante o platé, ou seja, apés 5 minutos (BOZANICH et
al., 2007). Em uma comparagéao inflamacgao vs nao inflamacao, a absorgéo e o
intervalo de tempo de degradacdo da MCh influenciaram nas diferencas
observadas entre bolus e infusdo continua nos animais Balb/c. Logo,
hipotetiza-se que para distinguir os parametros do parénquima pulmonar em
uma comparagao de grupo inflamado e nao inflamado, o tecido pulmonar deve
estar sob influéncia da MCh por um maior intervalo de tempo.

Outra caracteristica de curva a ser destacada é o fato de, na ultima dose
(figura 19), alguns animais OVA nao terem apresentado um platd totalmente
desenvolvido (andlise qualitativa). Portanto, pode-se aumentar o intervalo de
tempo da avaliagdo nos grupos inflamados em um novo trabalho.

Além disso, no presente trabalho, foi proposta uma comparacéo direta
de ambos os protocolos (padrdao da curva). Estudou-se o incremento dos
parametros quando as doses sdo dobradas e quadruplicadas, a fim de
comparar o comportamento de resposta a dose.

Por meio da figura 26 verifica-se que o protocolo de infusdo continua
apresentou, em geral, nos animais SAMR1, um maior incremento na elastancia
(H) e resisténcia (R,,) quando comparado ao bolus. Quanto aos animais Balb/c,
nao houve diferenca estatisticamente significante entre os incrementos no
protocolo bolus e infusdo continua. Apesar de, visualmente, apresentar um
maior incremento no protocolo de infusdo continua para os parametros de
parénquima pulmonar.

Complementarmente, a tabela 8 apresenta as doses necessarias para

um mesmo conjunto de incrementos em ambos 0s protocolos. Esta tabela
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mostra que nado é possivel calcular de forma direta uma dose equivalente entre
bolus e infusdo continua. Isto ocorre em ambas as linhagens.

Esse fenbmeno pode estar associado a rapida absor¢do e degradacgéo
da droga (KATZUNG, 2012), especialmente no protocolo de bolus. Como a
MCh € injetada continuamente no protocolo de infusdo continua, o incremento
de resposta observado com o incremento na concentracdo do farmaco pode
ser maior neste protocolo devido a uma homeostasia na degradacao e infuséo
continua. Para o protocolo bolus, o efeito é rapidamente instaurado e a MCh é
logo degradada. Contudo, essas andlises ndo fornecem uma correspondéncia
de dose, o que exigiria 0os coeficientes farmacocinéticos e sua posterior
aplicacdo na modelagem da degradacao e absorcdo, mas este ndo é o escopo
do presente manuscrito.

Além da capacidade de diferenciacdo de grupos, a confiabilidade dos
parametros € imperativa. Como o MFC é um modelo linear (BATES, 2009;
MORIYA; MORAES; BATES, 2003), este sO deve ser aplicado quando o
sistema respiratorio se comportar linearmente. Uma maneira pratica de avaliar
0 ajuste do modelo se da por meio do Coeficiente de Determinacdo (COD).
Esse coeficiente esta disponivel na aplicacao de controle do ventilador.

Um limiar sugerido é COD > 0,9 (ROBICHAUD; FEREYDOONZAD;
SCHUESSLER, 2015). Este limiar influenciou diretamente nos modelo de
ANOVA elencados, uma vez que a exclusdo de valores influencia no modelo
selecionado. A analise relacionada ao protocolo bolus foi mais impactada,
devido as exclusdes pelo COD, que a andlise relacionada ao protocolo de
infusdo continua. Como o presente texto pode apresentar uma exposicdo dos
resultados mais detalhada, foram apresentados nos resultados os desfechos
da ANOVA com medidas repetidas (ideal) e sem medidas repetidas (figura 23,
figura 25 e tabela 7).

Apesar de o COD ser um parametro facilmente encontrado em
ventiladores comerciais para pequenos animais e ser um critério de ajuste do
modelo, este ndo mensura diretamente a linearidade do sistema. No entanto, a
associacao entre COD e k,; foi demonstrada durante uma alta dose de MCh (a
altima dose aqui utilizada) na inflamacéo pulmonar (VITORASSO et al., 2020a).

Para avaliar, especificamente, a néo linearidade foram utilizados os valores de
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kg4, que quantificam o grau de nao linearidade do sistema nas entradas do
SPRN.

A figura 29 apresenta um aumento dos valores de k,; logo ap0és a injecéo
de MCh. Estes sdo os momentos de maior interesse no protocolo bolus e o
aumento no k; foi maior no grupo OVA gque nos SAMR1. No protocolo de
infusdo continua, os valores de k; permanecem praticamente constantes.

Em ambos os protocolos, os valores de k; mostraram-se mais baixos na
primeira dose em comparacdo a aplicacdo do PBS, marcadamente no
protocolo de infuséo continua. Possivelmente, esse fenémeno esta relacionado
ao blogueio muscular. Apesar de ter se esperado 7 minutos, utilizado
previamente, apos a injecdo do paralisante muscular (brometo de pancurénio)
para o inicio do protocolo de avaliacdo da mecénica respiratoria, seu pico de
acdo pode ocorrer apés um intervalo de tempo maior; e musculos respiratérios
nao completamente bloqueados podem aumentar a ndo linearidade.

Outra analise de confiabilidade, no caso uma medida de incerteza, foi a
medida do volume do elipsoide da regido de confianca dos parametros do
MFC. Ao que tudo indica, esta maneira de se verificar a conjuncdo dos
intervalos de confianca dos parametros do modelo ainda nédo foi apresentada
na literatura vigente. Assim, este método ainda carece de um aporte da
literatura cientifica.

Entretanto, uma vez que o0s parametros utilizados no céalculo deste
elipsoide foram devidamente publicados (THAMRIN et al., 2004); e que o0s
dados obtidos estdo em conformidade com os valores do k,, parece razoavel
gue esta maneira de se exprimir os dados de confiabilidade seja confiavel.

A hipo6tese de que estes valores estivessem em conformidade com os
valores de k; surge da expectativa de que a incerteza aumente com o
incremento da heterogeneidade e da nado-linearidade do sistema. Assim como
o percebido, principalmente, nos animais Balb/c no grupo OVA e protocolo
bolus.

Outrossim, além da confiabilidade dos dados medida direta ou
indiretamente por meio do COD, k; e volume do elipsoide; outros pontos
tornam-se relevantes no que concerne a avaliacdo da mecanica respiratoria por

FOT. A mecanica respiratoria é realizada por meio de uma perturbacao
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volumétrica aplicada ao sistema respiratorio. A perturbacdo utilizada neste
trabalho tem uma duracéo de 3 segundos.

Este fato é relevante na discussédo do protocolo bolus, uma vez que a
MCh possui um efeito muito rapido apos administracdo (BATES et al., 2012).
Com isto, o segmento da curva dose resposta referente a uma dose possui
uma ascensdo rapida e um decaimento caracteristicos da figura 14. Logo,
como a perturbacdo ndo possui uma duracdo desprezivel, na avaliacdo de
mecanica em um protocolo bolus podem ocorrer flutuacdes ndo modeladas no
sinal de presséo.

A MCh, como citado, apresenta uma ac¢ao rapida (BATES et al., 2012;
COJOCARU et al., 2008). Assim, a perturbacdo pode ocorrer em uma fase
ascendente, descendente ou contendo o pico da dose (figuras 37-39) de cada
segmento de curva (ainda que esta Ultima seja pouco provavel). Ainda que
estas repercussdes ndo tenham sido estudadas no presente estudo,
conjectura-se que os parametros do MFC possam sofrer alteracdes
dependendo do momento que é aplicado no segmento de curva.

Outro erro pode ocorrer devido ao fato de ser realizada uma
amostragem e nao uma medi¢cdo continua, ou seja, pode ocorrer a nao
correspondéncia entre o valor maximo de um parametro (figura 40) e o pico de
resposta verdadeiro, pelo simples fato de a avaliacdo nao ser realizada com um
intervalo de tempo desprezivel entre mensuracoes. Isto é, ha um intervalo de
tempo consideravel entre cada perturbacdo. Este intervalo corresponde ao
intervalo de tempo dado entre duas perturbacbes consecutivas e o0 tempo
correspondente a perturbacdo em si.

Portanto, a comparacdo dos protocolos foi feita a luz das diferencas
destes em duas linhagens de camundongos. Foi apresentada a comparacéo
dos parametros e padrao de curva e como estes diferiam nos modelos animais
apresentados. Ademais, foi estudada a confiabilidade do modelo em mais de
uma maneira, nas diferentes situagOes apresentadas e, por fim, foram
discutidas as problematicas referentes ao protocolo bolus.

O protocolo bolus apresentou menor ajuste do modelo; maior nao
linearidade; e menor confiabilidade que o protocolo de infusdo continua em

ambas as linhagens, mas mais especificamente nos Balb/c. Estes achados
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foram encontrados nos momentos de maior interesse, isto €, no pico de
resposta observados no protocolo bolus.

Além disso, para animais SAMR1, a capacidade de discriminar os
parametros de vias aéreas e parénquima nas idades estudadas foi similar nos
protocolos bolus e infusdo continua. No entanto, para os Balb/c, o protocolo
bolus foi mais sensivel para diferenciar a resisténcia das vias aéreas (R,)
durante a comparacdo controle vs inflamac&o. Por sua vez, nesse cenario e
linhagem, o protocolo de infusdo continua foi mais sensivel a elastancia (H) e a
dissipacdo de energia dos tecidos (G), logo, variaveis relacionadas ao
parénquima pulmonar. Portanto, essas informagdes devem ser levadas em
consideragao durante o delineamento do estudo de um modelo de inflamagéo

pulmonar.

5.1 Conclusdes

O objetivo da presente tese foi comparar dois protocolos de injecao de
Metacolina (bolus e infusdo continua), por meio do MFC, em duas linhagens de
camundongos. Os animais estudados foram da linhagem SAMR1 e da
linhagem Balb/c. Consequentemente, os animais SAMR1 fizeram parte de um
modelo de envelhecimento e os animais Balb/c participaram de um modelo de
inflamacdo pulmonar. Este objetivo foi cumprido por meio dos resultados
apresentados nesta tese, por meio do artigo publicado na Experimental Biology
and Medicine (VITORASSO et al, 2020b) e por meio dos resultados
apresentados no artigo com os animais Balb/c que se encontra em revisao na
Respiratory Physiology & Neurobiology.

Teve-se como objetivo especifico aplicar e detalhar as técnicas de bolus
e infusdo continua em ambos os modelos e protocolos aqui citados. Acredita-
se que este objetivo foi inteiramente alcangado por meio das experimentacdes
em animais realizadas no Instituto de Ciéncia Biomédicas da USP.

O objetivo de se instaurar um modelo de inflamagdo pulmonar
eosinofilica foi cumprido neste trabalho uma vez que o lavado broncoalveolar

demonstrou uma predominéancia eosinofilica no grupo inflamado.
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Um dos objetivos especificos do presente manuscrito foi avaliar as
respostas dos parametros do MFC em cada protocolo nas duas linhagens.
Associado a este, teve-se por objetivo comparar as curvas e o padrao de
resposta de cada protocolo, bem como avaliar se ha equivaléncia de doses
entre protocolos.

Estes objetivos foram atingidos nas comparagfes dos parametros do
MFC, na comparacdo dos padrbes de curvas e nas respostas frente aos
incrementos de dose. Por meio destas analises percebeu-se que para animais
SAMR1 ndo houve distincdo dos protocolos entre capacidade discriminatoria
dos paradmetros de vias aéreas e parénquima. Todavia, para o modelo de
inflamacdo pulmonar, o protocolo bolus foi mais sensivel para diferenciar a
resisténcia das vias aéreas (R,,) durante a comparacao controle vs inflamacéo.
Por sua vez, o protocolo de infusdo continua foi mais sensivel aos parametros
relacionados ao parénquima pulmonar. Adicionalmente, mostrou-se a nao
equivaléncia de doses entre os protocolos, a0 menos na auséncia dos
coeficientes farmacocinéticos.

Finalmente, tiveram-se como objetivos especificos: avaliar a influéncia
dos protocolos no MFC; e avaliar ndo linearidade e critérios de aceitacdo do
MFC em ambas as linhagens e protocolos. Assim, percebeu-se que o protocolo
bolus apresentou um maior nimero de medidas excluidas devido a um baixo
ajuste do modelo quando comparado ao protocolo de infusdo continua.
Adicionalmente, além de estas exclusfes terem ocorrido predominantemente
no pico de resposta observado, foram associadas a um maior grau de nao
linearidade e uma maior incerteza do MFC comparado ao protocolo de infuséo
continua.

Portanto, os objetivos propostos para esta tese de doutoramento foram
cumpridos ainda no escopo deste texto, bem como nos artigos cientificos.
Espera-se que os achados desta tese possam fomentar a literatura cientifica
relacionada a mecanica respiratoria e a modelagem matematica em modelo

animal.
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Respiratory mechanics evaluation of mice submitted to intravenous

methacholine: bolus vs. continuous infusion

Abstract: The application of a bronchoconstrictor, usually Methacholine (MCh), in
respiratory mechanics studies is usually accompanied by the assessment of respiratory
mechanics in a dose-response curve. The MCh used in the dose-response curve can
be applied intravenously (i.v.) or inhalational (i.h.) and there are studies comparing i.v.
bolus and i.h. MCh in both mice and rats. However, MCh i.v. can be injected at short
time interval (bolus) or in continuous infusion. This comparison is relevant since the
way MCh is applied influences the mathematical model. We chose an aging process
scenario to compare both protocols. This study aims to compare respiratory mechanics
of 3, 6 and 10-month SAMR1 mice and how both administration methods (continuous
infusion and bolus) impact respiratory mechanics evaluation. Both protocols were
capable of assessing the difference among ages and doses in: peak or plateau; and
area under the curve analysis. The respiratory mechanics parameters were Rn, G and
H (two-way ANOVA: groups and doses with a p<0.05 for all). Also, the infusion protocol
presented a higher sensitivity to dose increment. In conclusion, both protocols were
able to discriminate intra and inter group differences. In the bolus protocol, the highest
value of each curve dose may not correspond to the highest real value, and the loss of
this point may be a problematic factor in the sample size. These factors are not present
in the infusion protocol. Additionally, at this lineage and age screening, the infusion
protocol appeared to be more sensitive to differences among ages when compared to

the bolus protocol.
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Impact Statement: Respiratory mechanics studies are associated with fundamental
research and translational studies; the present work thus investigates this particular
matter. Our current research describes differences and similarities between two
different ways of administrating a very prevalent Bronchoconstrictor (Methacholine) in
an aging process scenario. The core issue of our work is related with troubles we find
with the bolus protocol and the application of the mathematical model used to assess
the respiratory mechanics. Our findings reveal the continuous infusion as an
alternative to these problems and we hope to provide the proper foundations to a more

reliable assessment in the respiratory field.

Introduction

In the current literature, there are a large number of studies that assess
respiratory mechanics in small animals mechanically ventilated.’™ These studies aim to
describe the physiological mechanisms associated with the changes of lung function

as, for example, observed in the aging process.®

The Constant Phase Model (CPM) is the mathematical model, a frequency
domain one, used herein and is widely applied in the literature.” Respiratory mechanics
studies may be carried out with a mathematical model as the response of a dose-
response curve, which is plotting the drug effects as a function of its concentration.

These curves present important parameters, such as maximum effect; the modeling of
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drug response;® assessment of responsiveness;’ reactivity and sensitivity’® and many

others.

Nevertheless, parameters of respiratory mechanics, such as elastance and
airway resistance, obtained through mathematical modeling may vary during the dose-
response curve according to different factors. Among these factors are: the selection of
the animal lineage; the pathophysiological model and, as expected, the concentration

of the delivered drug reaching the target organ.

The cholinergic agent methacholine (MCh) is a bronchoconstrictor usually
applied in respiratory mechanics studies or in order to assess the reactivity in asthma'*
both in in vitro and in vivo experiments. The route of administration in vivo affects how
the drug reaches the target organ and the respiratory mechanics evaluation. Indeed,
there are studies that compare inhaled (i.h.) and intravenous (i.v.) routes in mice'* and

in rats.®®

Most of the studies of respiratory mechanics employing i.v. MCh use it through
a bolus protocol, i.e. a rapid injection of the drug. Yet there are some works that apply
a continuous infusion protocol.***" The way the MCh is injected intravenously, bolus or
infusion, may alters the dose-response curve (presence of a peak or plateau) and may

influence the respiratory mechanics evaluation.

As the world longevity increases18 and the lung diseases are associated with
the aging process,* this particular subject becomes more prevalent in the literature.
Hence, a description of the respiratory mechanics aging process should provide a
proper scenario to study the two protocols of i.v. MCh. Moreover, it is relevant to
describe how each protocol is able to describe respiratory mechanics in the aging

process.
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In order to compare the protocols, we chose a screening of age with a health-

20,21

aging resistant strain (SAMR1) generally used in cohort studies as a control over
Senescence-Accelerated Mouse (SAM), once the SAMR strain presents a normal

aging process.

Therefore, this study aims to compare respiratory mechanics of 3, 6 and 10-
month SAMR1 mice submitted to MCh administration and to compare continuous
infusion and bolus protocols. Additionally, this work aims to determine how both

protocols impact the respiratory mechanics evaluation.

Methods

Animals

All the experiments involving laboratory animals were evaluated and approved
by the ‘Ethics Committee for Animal Use’ (protocol number 59/2016) from the Institute
of Biomedical Sciences - University of Sdo Paulo. The procedures abide by Brazilian
National Law number 11794 from 08/10/2008, which regulates all the research

activities involving animal use in the country.

Insert Table 1

The mice (Infusion animals: 3 months: 10; 6 months: 13; 10 months: 7. Bolus
animals: 3 months: 15; 6 months: 13; 10 months: 11) were anesthetized with an
intraperitoneal (i.p.) injection of ketamine (120 mg/kg) and xylazine (12 mg/kg). After
the proper anesthesia, tracheostomy and cannulation were performed with a metal
cannula 18G (BD Company, USA), and the animal was ventilated (flexiVent, SCIREQ,
Canada) with a tidal volume of 10 mL/kg, PEEP of 3 cmH20 and 150 breaths per
minute. Then, a needle attached to a flexible PVC tube (Critchley Electrical Products

PTY, Australia) was inserted through the right jugular vein.
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The respiratory muscles were blocked with pancuronium bromide (1 mg/kg i.p.).
After 7 minutes, two alveolar recruitment (volume ramp up to the value of 30 cmH20)

maneuvers were performed.

Bolus protocol

After the recruitments, PBS (Phosphate Buffered Saline) was injected through
the right jugular vein. Then, 15 perturbations of 3 seconds each were performed, in
apnea, with a 5-s programed interval between each assessment. The CPM parameters
peak values were the measurements associated with the highest values of airway
resistance after the bolus injection. Usually, the maximum value occurred at the second

measurement (second perturbation).

The perturbation consisted in a sum of 13 sinusoids (Hz): 1, 1.5, 2.5, 3.5, 5.5,
6.5, 8.5, 9.5, 11.5, 14.5, 15.5, 18.5 and 20.5. After the measurements, the animals

were ventilated for two minutes until the next injection (Fig 1).

The same perturbations were performed for all doses of MCh: 0.03, 0.1, 0.3, 1
mg/kg. Automation routines of the ventilator control program were used to perform the

perturbations.

Insert Figure 1

Continuous infusion protocol

The animals of the infusion protocol were anesthetized, tracheostomized,
blocked with pancuronium bromide and recruited in the same way as those in the bolus
protocol. After the recruitments, PBS was injected, also through the right jugular vein,
for 5 minutes with a continuous infusion pump (11 Plus, Harvard Apparatus, USA).
Then, the MCh solution was injected for 2 minutes ("wash out") before the

measurement set-up.
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In the continuous infusion protocol, the dose was increased by incrementing
the volume, rather than the solution concentration. The concentration of the MCh
solution was 320 pg/mL and the injected MCh doses were: 48, 96 and 192 pg.kg™*.min™
and the infusion time was 5 minutes and CPM parameters used as plateaus were
assessed at the final of the each dose infusion (5 min). Thus, at each dose increment,
the flow rate was doubled and the flow calculation was performed based on the weight

of each animal.

The same 15 perturbations performed in the bolus protocol were executed in
the continuous infusion protocol. However, the inter-perturbation time was increased to
17 s. As in the bolus protocol, automation routines were used in the ventilator control

program (Fig 2).
Insert Figure 2

The constant phase model — is a frequency domain model with parameters
endowed with physiological meaning. This model has been widely applied to studies on

the assessment of respiratory mechanics Eq 1-2.

G-j-H
(2'mf)e (1)

Zsr(f)an+j'2'7T'f'I+

2, .-1H
a=—tan"" - 2)

where Z 4 is the respiratory system input impedance, Ry, is the Newtonian Resistance,

I is the airway inertance, j is the imaginary unity and f the frequency. Parameter G

is associated with tissue energy dissipation and H is associated with the potential

elastic energy storage in lung tissue.*



107

This model is adjusted to the estimated impedance values.? The model fit was
accepted when the coefficient of determination (COD) was higher than 0.9.%°
Therefore, this threshold was used as an exclusion criterion and, particularly for the
bolus group, in case of low COD value at the highest value of a particular dose, this
dose could not be used as it would jeopardize the experiment. This exclusion process
is less adverse in the infusion protocol, since the analysis was performed using 3
scenarios: using the last value of each dose; the mean of the last 2 values and the

mean of the last 3 values.

Statistical analysis — The main variables of this study were the constant phase
model (CPM) parameters. The peak and plateau values were selected from the bolus
and infusion protocols, respectively. In addition, for both protocols, the Area Under the
Curve (AUC) was calculated for all the doses using trapezoidal integration (Matlab, The

MathWorks, USA).

In order to assess the capacity of discriminating doses of MCh and the
different ages of both protocols (bolus and infusion), the two-way Analysis of Variance
(two-way ANOVA) was used as a statistical test. Additionally, the Bonferroni was

selected as posttest.

In the case of increment response, when the doses were doubled or
quadrupled, we used two-way ANOVA and Sidak's multiple comparisons test. Since
the doses of the bolus protocol were not in a scale of 2, we used a Piecewise Cubic
Hermite Interpolating Polynomial to find the corresponding response to the interpolated
doses of 100, 200 and 400 ug/kg. The same interpolation was applied to find the doses
required to achieve 150, 200 and 300% of R,, baseline response in bolus and infusion

protocols. The statistical significance was p<0.05.
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Results

Dose-response curves — Figures 3 shows the characteristics of R,;, G and H
from bolus and infusion protocols, respectively. As expected, in the bolus protocol, a
rapid increase of R,, and G is perceptible, followed by a sharp decrease. In turn, in the
infusion protocol, an increase of the same parameters was observed with a plateau
instead of the bolus characteristic decrease. H remains practically constant in both

protocols responding to MCh only at the last dose.
Insert Figure 3

Area under the curve — The graphs of Figures 4 presents the behavior of the
AUC of R,, G and H from the bolus and infusion protocols, respectively. Visually, there

is congruence between the peak or plateau and the AUC behavior.
Insert Figure 4

Bolus vs infusion — In order to compare both protocols behaviors, we
assessed the increment (ratio between the responses) of the CPM model parameters
(R, G and H) when the doses where doubled and quadrupled. This analysis should
provide a proper understanding of sensitivity to drug variation in each protocol. Infusion
(last measure of each dose): 48 to 96 and 48 to 192 ug.kg™.min™. Bolus: interpolation
of the peak values of each bolus protocol dose. Figure 5 presents the interpolation of
one animal per group (each age) in the bolus protocol in order to obtain the doses of
100, 200 and 400 pg/kg. Finally, the Figure 6 presents the graphs of the increment of

each parameter along with the statistical analysis.
Insert Figure 5

Insert Figure 6
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Additionally, the table 2 presents the doses required, median and
interquartile range, to achieve 150, 200 and 300% of R, baseline response in bolus

and infusion protocols.

Insert Table 2

Statistical Analysis — The p value relative to doses and age in the two-way
ANOVA was lower than 0.05 to all parameters and protocols, except for p, value
relative to age in peak comparison of R, in the bolus protocol. Therefore, tables 3 and

4 show all the statistical analyses relative to posttest.

Table 3 presents the statistics of the comparison relative to the bolus protocol.
The first part summarizes the comparison associated to peak values, whereas the
second depicts the comparison relative to AUC. The post-test values presented in table
3 were only presented when the source of variation, for example age, was statistically
significant. There was one p value (R,, in the peak comparison, p=0.0597) that was
considerate in table 3. However, since this value is not strictly below 0.05, it needs to

be mentioned.

Insert Table 3

Table 4 describes the statistics of the comparison regarding the infusion
protocol. The first part summarizes the comparison associated to plateau values,

whereas the second depicts the comparison concerning the AUC of the same protocol.

Insert Table 4

Data exclusion — Animal exclusion from the bolus protocol is presented in
Table 5. The exclusion criterion was, mainly, the COD<0.9 at the peak response in any

dose of MCh.

Insert Table 5
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No animal needed to be excluded from the analysis of the continuous infusion

protocol, even with a few low COD values.
Discussion

In order to compare bolus and infusion protocols in an aging process scenario,
we used the SAMR1 strain (“accelerated senescence-resistant’).??" This lineage is an
aging-resistant strain and presents a few respiratory system characteristics described
by the literature, such as PV curve behavior and morphological analyses.?’ The aging
process is an appropriate scenario since the world’s population is presenting a higher
life expectation and, with that, the age-associated diseases become more

prevalent.'®*?

We used a dose-response curve to MCh and this drug is usually applied to
challenge the respiratory system in respiratory mechanics. There are two studies that
compare i.h. and i.v. MCh.***® Essentially, in mice,** the i.v. MCh leads to a more
homogeneous bronchoconstriction and, in rats,*® the i.v. MCh is responsible for the

predominance of airway contraction rather than parenchyma.

Petak et. al."® compared i.h with i.v. in rats using an infusion protocol with a
wavetube device to assess the respiratory mechanics. Jonasson et. al."> compared the
i.h. in mice with a bolus protocol and they used the same small animal ventilator we

used in this work.

One study compared wavetube and flexiVent?*; its authors found that the CPM
parameters obtained through wavetube and flexiVent are not comparable in an
experimental protocol or without correction. Therefore, we used the modeled

parameters obtained via flexiVent for both protocols.
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There is one study previous to Petak’s et. al. and Jonasson’s et. al. works that
compares the route (inhaled, i.v. - bolus and i.v. - infusion) of MCh in sham rats.? In
this work, Salerno and Ludwig modeled the Resistance and Elastance with the

equation of motion and without a commercial ventilator.

They found that the overall incidence of highly constricted airways was higher in
the aerosol group compared with the continuous infusion group. In addition, the overall

incidence of local dynamic hyperinflation was higher in the i.v. groups vs the aerosol

group.

Finally, in an imaging protocol study®, it was found that the degree of
bronchoconstriction and number of ventilation defects were consistently less in infusion
of MCh than for similar doses delivered as a bolus. Moreover, ventilation defects

recovered more quickly following infusion than after bolus injection.

The characteristics of the dose-response curves are described in figure 3. In the
bolus protocol, the rapid increase?” and decrease of R, and G was present. In the

infusion protocol, an increase of these parameters with a plateau was observed.

H remains practically constant in both protocols responding to MCh only at the

last dose, meaning that the tissue elastance only increases with a high dose of MCh.

There was a notable difference in CPM parameters among ages in both
protocols. The tissue elastance must be highlighted since there is a decrease of the
elastic recoil associated with the aging process.” The airways enlargement associated
with aging process should be related with lower resistance. Thus, both protocols should

be able to discriminate the parameters of CPM.

Indeed, both protocols managed to assess the difference among doses and

ages. The infusion protocol appeared to be more sensitive to differences between ages
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and doses, as seen in the statistical analysis of Table 4 as compared with Table 3.
However, further analyses with different scenarios, e.g. with a lung inflammation,

should be carried out.

So far, we can realize that in an aging process screening, both protocols
performed according to expectations. However, once the pharmacokinetics of MCh is
different between bolus and infusion, due to absorption and degradation, it may not be
feasible to directly compare the doses in both protocols. In future work, it may be
relevant to assess the required concentration of MCh in each protocol for a given

response.

In the current literature, we may perceive that comparisons of intermittent vs
infusion of, for example, an antibiotic delivery to humans has been published.??*
Additionally, in these studies the comparisons were carried out in a parallel analysis,

thus comparing the outcomes of one protocol vs the other.

In our present work, we proposed a direct comparison of both methods (not of
doses but the pattern of the curve). We studied the increment of the parameters when
the doses are doubled and quadrupled, so that we could compare the behavior of the
dose response itself. Figure 6 allows verifying that the infusion protocol presented,
overall, a higher increment in the elastance and airway resistance when compared with
bolus. Complementarily, table 2 presents the doses required to a same set of
increments in both protocol. This table shows that one could not simply calculate the

amount of MCh delivered in each protocol in order to find a dose correspondence.

This phenomenon can be associated with the fast absorption and degradation
of the drug,® especially in the bolus protocol. Since the MCh is continuously injected in
the infusion protocol, the response increment observed with the increment of the drug

may be higher in this protocol due to the balance between degradation and infusion.
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For the bolus protocol, the effect is rapidly observed and the MCh is soon degraded.
Unfortunately, these analyses do not provide a dose correspondence, which would
require the pharmacokinetics coefficients to fully model the degradation, but this is not

the scope of this work.

Hence, there was difference in the increments of the dose response curves of
both protocols and the protocols were capable of discriminating groups. However,
those findings are not the only relevant issues regarding respiratory mechanics. For
example, the perturbation used herein lasted 3 seconds; however, the constant phase
model can be applied to longer perturbations® and this is important to the bolus

protocol discussion.

A major error would be the non-matching of the maximum value of a parameter
to the true response peak simply because the evaluation is not performed with a
negligible time interval between measurements. Furthermore, if the maximum
measurement presents a COD<0.9 or low signal to noise ratio, the entire experiment

may be compromised, as can be seen from the number of animals excluded (Table 5).

The continuous infusion protocol does not present these errors, since the
values used are associated to the “steady state” condition after 5 minutes.'” For
example, in case the last measurement presents an exclusion criterion, it is possible to
use the penultimate or to standardize the use of the average of the last points, since
the statistical analysis was not different using the last point or the mean of the 2 or 3

last points as we can see in legend of Table 4.a.

Consequently, the exclusion of one measurement would not jeopardize the
analysis. However, the implementation of continuous infusion presents some

milestones that should be taken into consideration when designing the study.
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In conclusion, both protocols were capable of evaluating intra and inter group
differences. Nonetheless, in the bolus protocol, the highest value of each curve dose
may not correspond to the highest real value, and the loss of this point may be a
problematic factor in the sample size. These factors are not present in the infusion
protocol. Additionally, at this lineage and age screening, the infusion protocol
presented a higher sensitivity to dose increment and it appeared to be more sensitive

to differences among ages when compared to the bolus protocol.
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Figure Legends

Figure 1 — Diagram of bolus protocol.
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Figure 2 — Diagram of infusion protocol.

Figure 3 — The bolus (left) and infusion (right) dose response curves of all ages

and doses. Mean and error.

Figure 4 — Comparison of the Area Under the Curve (AUC) of the bolus (left)

and infusion (right) protocols. Mean and error.

Figure 5 - Interpolation of one animal per group (each age) in the bolus protocol
in order to obtain the doses of 100, 200 and 400 ug/kg. Along with the interpolation it is

shown the measured and the interpolated values.

Figure 6 —The increment of each parameter when the doses are doubled
(p<0.03 for ages in R, and G; p<0.001 for protocols in R, and H) and quadrupled
(p<0.05 for ages in G; p<0.0001 for protocols in R, and H). Infusion: 48 to 96 and 48 to
192 pg.kg-1.min-1. Bolus: 100 to 200 and 100 to 400 pg/kg. *** corresponds to

p<0.001.
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Tables

Table 1 — Characteristics of groups.

Infusion Bolus
Age n Weight (g) Bal (x 10°cel/lcm®) | n  Weight (g) Bal (x 10° cel/cm®)
3 Months 10 38.6+x4.0 1.1+0.7 15 44.1+36 2.3+0.6
6 Months 13 405+28 1.0+0.7 13 448+5.0 28+1.1
10 Months | 7 43.1+4.6 0.9+0.6 11 45747 1.2+0.6

Weight in grams and bronchoalveolar lavage (Bal). Mean and Standard deviation
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Table 2 - Doses required to achieve 150, 200 and 300% of R,, baseline response in bolus and infusion

protocols.
R, bolus (ug/kg) Infusion (ug/kg/min)
Dose required to achieve Median (IQ) Median (IQ)
150% of baseline response 44.8 (40.0to 49.7) 33.0 (26.0 to 39.8)
3 months | 200% of baseline response 68.7 (59.1to 77.8) 51.6 (40.5 to 56.6)
300% of baseline response 111.1 (89.3t0127.9) 69.9 (59.1t0 75.0)
150% of baseline response 62.9 (54.9t0 83.2) 47.0 (38.0to 53.8)
6 months | 200% of baseline response 95.4 (87.9t0 119.3) 66.9 (60.6 to 74.9)
300% of baseline response 164.4 (140.4 to 186.1) 95.0 (79.1 118.5)
150% of baseline response 59.9 (44.5t0 70.7) 40.6 (34.5t051.2)
10 months | 200% of baseline response 95.8 (72.8 10 116.7) 56.6 (53.5t0 63.8)
300% of baseline response 150.1 (108.9 to 194.2) 76.1 (69.4 t0 80.7)

IQ - Interquartile Range.



Table 3 — Posttest statistical values of CPM parameters in the bolus protocol.

a)
Bolus - Peak
3vs 6 months 6 vs 10 months 3 vs 10 months
PBS NS NS NS
0.03 mg/kg NS NS NS
R, 0.1 mg/kg NS NS NS
0.3 mg/kg <0.05 NS NS
1 mg/kg <0.05 NS NS
PBS NS NS NS
0.03 mg/kg NS NS NS
G 0.1 mg/kg NS NS NS
0.3 mg/kg <0.01 NS NS
1 mg/kg <0.001 NS <0.001
PBS <0.01 NS <0.01
0.03 mg/kg <0.001 NS <0.001
H 0.1 mg/kg <0.001 NS <0.001
0.3 mg/kg <0.001 NS <0.01
1 mg/kg <0.001 NS <0.001
b)
Bolus - AUC
3vs 6 months 6 vs 10 months 3 vs 10 months
PBS NS NS NS
0.03 mg/kg NS NS NS
R, 0.1 mg/kg NS NS NS
0.3 mg/kg <0.01 NS NS
1 mg/kg <0.001 NS <0.05
PBS NS NS NS
0.03 mg/kg NS NS NS
G 0.1 mg/kg NS NS NS
0.3 mg/kg <0.05 NS NS
1 mg/kg <0.001 NS <0.01
PBS <0.01 NS <0.01
0.03 mg/kg <0.001 NS <0.001
H 0.1 mg/kg <0.001 NS <0.001
0.3 mg/kg <0.001 NS <0.001
1 mg/kg <0.001 NS <0.001

a) Comparison of peak values. b) Comparison of AUC.
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Table 4 - Posttest statistical values of CPM parameters in the infusion protocol.

a)
Infusion - Plateau
3vs 6 months 6 vs 10 months 3 vs 10 months

PBS NS NS NS

R 48 mg.kg™*.min™* NS NS NS
" 96 mg.kgt.min™ <0.001 NS <0.001
192 mg.kg™*.min™* <0.001 NS <0.001

PBS NS NS NS

c 48 mg.kg™.min™ NS NS NS
96 mg.kg™.min™ NS NS <0.05
192 mg.kg™*.min™* <0.001 NS <0.001
PBS <0.01 NS <0.001
by 48 mg.kg™*.min™* <0.001 NS <0.001
96 mg.kg™*.min™ <0.001 NS <0.001
192 mg.kg™*.min™ <0.01 NS <0.001

b)
Infusion - AUC
3vs 6 months 6 vs 10 months 3 vs 10 months

PBS NS NS NS

R 48 mg.kg™*.min™* NS NS NS
" 96 mg.kgt.min® <0.001 NS <0.01
192 mg.kg™*.min™ <0.001 NS <0.001

PBS NS NS NS

c 48 mg.kg™*.min™* NS NS NS
96 mg.kg™*.min™" NS NS <0.05
192 mg.kg™*.min™ <0.001 NS <0.001
PBS <0.01 NS <0.001
by 48 mg.kg™*.min* <0.001 NS <0.001
96 mg.kg™.min™ <0.001 NS <0.001
192 mg.kg™*.min™ <0.001 NS <0.001

123

a) Comparison of plateau values - last value; mean of two last values and mean of three fast

values of each dose. The statistics was the same for the three scenarios. b) Comparison of

AUC.
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Table 5 - Excluded and non-excluded animals from bolus protocol.

The exclusion criterion was COD<0.9 in a peak response.

3 Months 6 Months 10 Months

Excluded animals 7 2 2
Non-Excluded animals 8 11 9

Number of animals excluded due low noise signal ratio or
COD<0.9
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Figure 4
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