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VELASQUEZ, D.R.B. Efeitos de diferentes fracdes inspiradas de oxigénio
sobre a acéao anti-hipertensiva pulmonar do sildenafil. Botucatu, 2015. 77 p.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O sildenafil € um agente anti-hipertensivo, cuja agdo pode ser modificada por
diferentes fragdes inspiradas de oxigénio (FiO2). Comparam-se os efeitos do
oxigénio puro (FiO2 > 90%) ou do ar ambiente (FiO2 = 21%) na agéo
cardiopulmonar do sildenafil em ovinos com embolia pulmonar aguda (EPA).
Trinta e dois ovinos anestesiados sob ventilagdo mecanica (34.9 + 5.4 kg)
foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos (n = 8): FiO2 > 90% sem
intervencdo (Controlego); EPA induzida com microesferas com FiO2 > 90%,
seguido 30 minutos apds por placebo (Embgo); ou EPA seguida apdés 30
minutos por sildenafil (0.7 mg/kg, IV durante 30 minutos) com FiOz2 > 90%
(Emb+Sildgo) ou FiO2 = 21% (Emb+Sild21). Os parametros foram coletados até
30 minutos apos o final da administracdo dos tratamentos. A administracao de
microesferas aumentou significativamente (P < 0.05) a pressdo média da
artéria pulmonar (PMAP) em todos os grupos embolizados (valores médios
111-140% acima do basal). Comparativamente aos valores obtidos 30 minutos
apo6s a indugao da EPA (E3o), o sildenafil induziu maior diminuigdo na PMAP no
grupo Emb+Sileo que no grupo Emb+Sil21 (valores médios 23% e 14% menores
que Eso, respectivamente). A hipotensdo (pressao arterial média < 60 mm Hg)
foi desencadeada com a administragdo do sildenafil no grupo Emb+Sil21. A
embolia diminuiu significativamente a relacdo PaO2/FiO2 e aumentou
significativamente a mistura venosa; muito embora o prejuizo na oxigenagéo
induzido pela EPA nao tenha sido modificado pelo sildenafil. Conclui-se que, na
EPA, o sildenafil administrado concomitante ao oxigénio puro induz efeito anti-
hipertensivo pulmonar mais consistente e com menor interferéncia na
circulacdo sistémica comparativamente a administragdo do sildenafil com
ambiente.

Palavras chave: Embolia Pulmonar Aguda; Sildenafil; Hipertensdo Pulmonar.



VELASQUEZ, D.R.B. Effects of different inspired oxygen fractions on
sildenafil induced pulmonary anti-hypertensive effects on a sheep model
of acute pulmonary embolism. Botucatu, 2015. 77 p. Dissertagao (Mestrado)
— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Sildenafil is a pulmonary anti-hypertensive agent whose action could be
modified by different fractions of inspired oxygen (FiOz2). The effects of pure
oxygen (FiOz2 > 90%) or room air (21% FiO2) on the cardiopulmonary actions of
sildenafil were compared in sheep with acute pulmonary embolism (APE). Thirty
two anesthetized, mechanically ventilated sheep (34.9 + 5.4 kg), were randomly
distributed into four groups (n = 8 per group): FiO2> 90% without intervention
(Shamgo); APE induced by microspheres with FiO2 > 90%, followed 30 min later
by placebo (Embgo); or APE followed 30 min later by intravenous sildenafil (0.7
mg/kg over 30 minutes) with FiO2 > 90% (Emb+Sildeo) or FiO2 = 21%
(Emb+Sild21). Variables were recorded until 30 min after the end of treatment
administration. Microsphere injection increased (P < 0.05) mean pulmonary
artery pressure (MPAP) in all embolized groups (111-140% higher than
baseline). Compared with values recorded 30 min after induction of APE (E3o),
sildenafil induced greater decreases in MPAP in the Emb+Silgo group than in
the Emb+Sil21 group (23% and 14% lower than Eso, respectively). Hypotension
(mean arterial pressure < 60 mm Hg) was precipitated by sildenafil due to
systemic vasodilation in the Emb+Sil21 group. Embolization significantly lowered
the PaO2/FiO2 ratio and significantly increased venous admixture. However,
sildenafil did not alter the oxygenation impairment induced by APE. Sildenafil
induces a more consistent pulmonary anti-hypertensive effect and causes less
interference with the systemic circulation with the concomitant use of pure
oxygen than with room air in the setting of APE.

Keywords: Acute pulmonary embolism; Sildenafil; Pulmonary hypertension.



1. INTRODUCAO

A embolia pulmonar aguda (EPA) é a terceira causa de morte por doengas
cardiovasculares nos Estados Unidos (REIBSCHEID, 2008). E uma patologia
de dificil diagnostico uma vez que a suspeita clinica € baseada em um quadro
clinico inespecifico e os métodos diagndsticos s&o limitados aos recursos
hospitalares. A precocidade do diagndstico da EPA, rapida estratificagcdo de
risco e correta instituicado do tratamento sao de vital importancia no prognostico
e sobrevida dos pacientes (PENALOSA et al., 2012).

No momento em que o trombo obstrui a vasculatura arterial pulmonar em
diferentes proporgdes, iniciam-se as alteragdes cardiovasculares e pulmonares
que dependem nao s6 do tamanho do émbolo, mas também da integridade da
funcdo cardiopulmonar paciente e dos reflexos neurogénicos e humorais
deflagrados (STRATMAN; GREGORY, 2003). A distribuigdo do fluxo
sanguineo, as pressdes e resisténcias destes sistemas determinam a
sintomatologia clinica dos pacientes acometidos, podendo ocasionar

instabilidade hemodinémica grave, choque e morte (WOOD, 2011).

Além da remocdo mecanica do trombo, a terapia da EPA inclui a
intervengao farmacolégica visando abolir a vasoconstricdo pulmonar de origem
neuro-humoral no periodo agudo (WOOD, 2011). O sildenafil € um farmaco
com agao vasodilatadora pulmonar que esta ganhando evidéncia no contexto
da EPA. Em pacientes previamente tratados com tromboliticos, o sildenafil
pode reverter a disfungao ventricular direita decorrente da EPA devido a sua
acdo vasodilatadora e anti-hipertensiva pulmonar (GANIERE et al., 2006;
BONATTI et al., 2010).

Entretanto, um aspecto ainda nédo explorado na terapia anti-hipertensiva
pulmonar com sildenafil € o seu uso concomitante com a oxigenoterapia. A
suplementacdo de oxigénio na mistura e gases inalados pode otimizar a agao
anti-hipertensiva pulmonar do sildenafil em pacientes criticos, uma vez que o
oxigénio pode inibir a vasoconstrigdo pulmonar hipdxica, a qual representa um
mecanismo associado a hipertensdo pulmonar decorrente da EPA
(BURROWES et al., 2014).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. FLUXO SANGUINEO PULMONAR

O sistema respiratério, em atuagcdo conjunta com o sistema
cardiovascular, é responsavel pela absorgdo do Oz para o sangue e eliminagéo
do COz2 para o meio externo (HALL, 2011a). As trocas gasosas efetuadas pelos
pulmbes dependem da perfusdao pulmonar. Portanto, alteracbes na
hemodinamica e/ou fluxo sanguineo pulmonar podem interferir com graus
variados de importancia na eliminacdo do CO2z e na oxigenacéo arterial (LUMB,
2005b).

Tendo-se em vista que em condi¢gdes normais o débito cardiaco (DC) é o
mesmo tanto na circulagdo pulmonar como na circulagao sistémica, observa-se
que os vasos arteriais pulmonares oferecem uma baixa resisténcia a passagem
do fluxo sanguineo uma vez que tipicamente a pressdo média da artéria
pulmonar (PMAP) é de 10-12 mmHg, enquanto que a pressao arterial média
(PAM) na artéria aorta é da ordem de 90-110 mmHg (FISHMANN, 1992).

Os pulmbes recebem todo o fluxo sanguineo gerado pelo coragéo direito.
Entretanto, este fluxo sanguineo néo se distribui equitativamente por todas as
regides pulmonares devido aos diferentes gradientes de pressao hidrostatica
nas artérias e veias, que ocorrem desde o apice (regidao ndo dependente) até a
base dos pulmdes (regido dependente) no humano em posicéo ereta. Além da
pressao hidrostatica, a pressado alveolar influencia a perfusdo dos capilares
pulmonares, resultando em 3 zonas distintas de distribuicdo do fluxo sanguineo
pulmonar, denominadas zonas de West (HALL, 2011b). No pulmao normal,
prevalecem as zonas 2 e 3, as quais representam areas de fluxo sanguineo
intermediario e continuo, respectivamente. A zona 1 (apice dos pulmdbes: regido
nao dependente) qual representa as regides pulmonares ndo perfundidas.
Embora a zona 1 n&o possua relevancia em individuos sadios, em pacientes
apresentando condi¢cdes patoldgicas como a EPA, havera maior prevaléncia

desta regido.



As particularidades dos vasos arteriais pulmonares na espessura,
diametro e modificacbes estruturais que resultam em maior complacéncia
geralmente acomodam todo o fluxo sanguineo gerado pelo ventriculo direito,
seja em repouso ou em exercicio, produzindo modificagées discretas na PMAP
(WEST, 2005).

2.2. CONTROLE DO TONUS VASCULAR PULMONAR

Diferentemente dos vasos da circulacdo sistémica, o tdnus da vasculatura
pulmonar nado € influenciado diretamente pelo sistema nervoso simpatico e
atualmente se reconhece que a vasculatura pulmonar € mantida em um estado
de vasodilatagao ativa (LUMB, 2005a).

A resisténcia vascular pulmonar (RVP) é modificada de forma passiva e
ativa por diferentes fatores. Os vasos pulmonares, em especial os capilares,
sao recrutados e distendidos passivamente para a condugdo do fluxo
sanguineo aumentado, levando a diminuicdes na RVP sem afetar a fungao
ventricular direita (WEST, 2005). Durante o ciclo respiratério a RVP é afetada
também pelos volumes pulmonares atuando de forma passiva sobre os vasos
alveolares e extra-alveolares (LUMB, 2005a). Em condigbes normais ha
evidéncias que a circulagdo pulmonar esta vasodilatada de forma ativa. A RVP
pode ser modificada por mecanismos celulares (vasodilatagao via liberacao de
prostaglandinas e oxido nitrico, entre outros), neurais (respostas adrenérgicas
ou colinérgicas), humorais (catecolaminas, eicosandides, aminas, e peptideos),
vasoconstricdo pulmonar hipodxica, entre outros. Estes mecanismos afetam a
RVP e causam vasoconstricdo ou vasodilatagdo dos vasos pulmonares

produzindo-se assim um rearranjo local do fluxo (LUMB, 2005a).

2.3. TROCAS GASOSAS PULMONARES

A difusdao do CO:2 entre o capilar e o alvéolo e do O2 entre o alvéolo e o
capilar depende das propriedades fisicas de cada gas, da area de superficie
disponivel para a troca gasosa, da espessura da barreira alvéolo-capilar, e da
diferenga entre a pressao parcial do gas entre o alvéolo e o capilar (HALL,

2011c). Em individuos sadios respirando ar ambiente, os gases se difundem



rapidamente pela membrana para obter pressdes parciais de O2 (PaOz2) e de
CO2 (PaCOz2) no sangue arterial de aproximadamente 85-100 mmHg, e 40
mmHg, respectivamente (ROBINSON, 1997).

A eliminagdo do CO:2 do capilar para o alvéolo ocorre de forma eficaz na
presenca gradiente de COz2 arterial-alveolar relativamente baixo (4-5 mmHg),
sendo facilitada pela elevada capacidade de difusdo do CO:2 através da barreira
alvéolo-capilar (HALL, 2011c). Muito embora a presenca de areas pulmonares
nao perfundidas (zona 1, espago morto alveolar) em determinadas condigbes
patologicas prejudique a eliminagéo do CO2 para o meio externo, 0 aumento da
ventilagdo para os alvéolos perfundidos (zonas 2 e 3) pode ser capaz de
prevenir a hipercapnia decorrente deste fenébmeno (GOLDHABER; ELLIOTT,
2003).

Enquanto a principal causa da eliminacao deficiente do COz2 (hipercapnia)
€ a hipoventilagdo alveolar, a oxigenagdo arterial inadequada (hipoxemia,
definida como PaO2 < 60 mmHg) pode ser de etiologia complexa e muitas
vezes dificil de ser corrigida, uma vez que a difusibilidade do O2 é cerca de 20
vezes menor que a difusibilidade do CO2 pela barreira alvéolo-capilar. A
hipoxemia pode ser atribuida a 6 fendbmenos que podem coexistir no mesmo
paciente ou nao: 1) hipoventilacao alveolar; 2) limitacdo na difusdo; 3)
diminuicdo da pressao parcial de O2 inspirado (PiO2); 4) areas de relagao
ventilagao/perfusdo (V/Q) reduzidas; 5) “shunts” pulmonares; 6) redugdo da
pressao parcial de oxigénio no sangue venoso (PvO2) (PETERSSON;
GLENNY, 2014; LUMB, 2005b).

A hipoventilagdo alveolar pode rapidamente causar hipoxemia em
individuos respirando ar ambiente devido a reducéo da pressao parcial de O:2
alveolar (PAO2) causada pela elevagao eliminagao deficiente do CO2 para o
meio externo, que por sua vez resulta em aumento da presséo parcial de CO2
alveolar (PACO2) (PETERSSON; GLENNY, 2014), de acordo com a férmula:



PAO2 = [FiO2 x (PBaArR — PH20)] — PACOg2, onde

PAO:2 (pressao parcial de Oz alveolar)

FiOz2 (fragdo de Oz inspirada)

Pear (pressdo barométrica) = 760 mmHg (nivel do mar)
PH20 (presséo de vapor de agua) = 47 mmHg

PACO: (presséo parcial de CO2 alveolar = PaC02/0.8

A limitacdo da difusdo ocorre em quadros de doenca pulmonar intersticial
com espessamento da membrana alveolar-capilar. A hipoxemia nestes casos
pode ocorrer durante o exercicio fisico uma vez que nesta condigcdo o aumento
do consumo de Oz resulta em redugao da PvO:. Este fator, combinado com o
aumento do fluxo sanguineo pulmonar associado ao exercicio fisico, precipita a
hipoxemia (PETERSSON; GLENNY, 2014). Apesar de mais oxigénio
necessitar ser absorvido para o sangue devido a PvOz2 reduzida, o tempo de
contato do sangue com o alvéolo oxigenado encontra-se reduzido devido ao
DC (fluxo sanguineo pulmonar) elevado; sendo que esta combinagdo de
fatores ocasiona a hipoxemia por limitacdo da difusdo (LUMB, 2005c;
PETERSSON; GLENNY, 2014).

A redugéo da pressao parcial de O2 inspirado (PiOz2) ocorre em altitudes
elevadas, as quais refletem em redugao da pressao barométrica (Psar) com
consequente redugao da PiO2 (PETERSSON; GLENNY, 2014). Tendo-se que
vista o volume percentual (vol%) ocupado pelo oxigénio (21%) € o mesmo na
atmosfera, independentemente da altitude, a reducao da Psar em altitudes
elevadas reflete em uma menor pressao exercida pelas moléculas de Oz contra
a superficie alveolar, uma vez em a Psar reduzida ocasiona menor colisdo

entre as moléculas de O2 e a membrana alveolar.

O fluxo sanguineo pulmonar (Q) deve ser equiparado com a ventilagéo
alveolar (V) para otimizagao das trocas gasosas. A relagao entre a ventilagao e
a perfusao pulmonar (relagao V/Q) varia entre zero (“shunt”) até infinito (espago

morto alveolar). A relagdo V/Q fisiolégica, em um pulméo ventilado com 4




litros/minuto com um fluxo sanguineo de 5 litros/minuto, situa-se entre 0,8 e 1,2
(LUMB, 2005b).

A hipoxemia é frequentemente observada quando a ventilagao alveolar e
o fluxo sanguineo pulmonar nao estdo equiparados (disparidade na relagéo
V/Q) (FISHMANN, 1992). As unidades alveolares onde o fluxo sanguineo se
encontra normal/aumentado, porém com ventilagdo diminuida (unidades com
baixa relagdo V/Q) causam hipoxemia devido a redugédo da PAO2 ocasionada
pelo comprometimento da ventilagao nesta regido. A relagdo V/Q nos alvéolos
que apresentam menor ventilagdo do que perfuséo varia entre 0,8 a 0 (“shunt”).
A relagdo V/Q = 0 ocorre quando as unidades alveolares n&o sdo ventiladas,

enquanto o fluxo sanguineo capilar € mantido (LUMB, 2005b).

O aumento de unidades alveolares com baixa relagdao V/Q levando a
hipoxemia ocorre na pneumonia, doenga pulmonar obstrutiva crénica e asma,
onde a presenca de bronco constricdo / vias areas parcialmente colapsadas
devido acumulo de secregdes/inflamacao resulta em aumento das areas com
relacao V/Q reduzida (ROBINSON, 1997).

As unidades alveolares ventiladas apresentando fluxo sanguineo reduzido
(areas de relagao V/Q elevada) ndo contribuem para a hipoxemia, uma vez que
0 sangue arterial que drena estes capilares apresenta PaO:z relativamente
elevada quando comparado a PaO2 de areas com relagédo V/Q reduzida. A
relacdo V/Q nos alvéolos que apresentam maior ventilagdo do que perfusao
varia entre 1,2 ao infinito (espago morto alveolar). A relagdo V/Q = infinito («)
ocorre quando as unidades alveolares, apesar de ventiladas, ndo apresentam
nenhum fluxo sanguineo capilar (ROBINSON, 1997).

Na embolia pulmonar, dependendo do grau de obstrucéo da rede arterial
pulmonar produzido pelos coagulos, pode-se observar tanto o aumento das
areas de relacdo V/Q elevada como do espaco morto alveolar
(SANTOLICANDRO et al., 1995; GOLDHABER; ELLIOTT, 2003). No entanto,
estas alteracbes ndo comprometem a oxigenacado arterial. Como o fluxo
sanguineo € desviado dos vasos embolizados para os vasos que irrigam outras
unidades alveolares, pode haver aumento das do fluxo sanguineo para areas

de relacao V/Q reduzida, com consequente comprometimento da oxigenacéao



arterial (hipoxemia) na embolia pulmonar (SANTOLICANDRO et al., 1995;
GOLDHABER; ELLIOTT, 2003; KONSTANTINIDES et al., 2014; ALTEMEIER
et al., 1998).

Contrastando com as areas de relagao V/Q reduzida, onde a redugao da
oxigenagao do sangue arterial drenando os alvéolos pode ser de maior ou
menor intensidade, dependendo do grau de hipoventilagdo alveolar, nas
unidades alveolares onde ocorrem os “shunts”, a PaO2 na saida dos alvéolos &
igual a PvO2 devido a auséncia completa de ventilacédo (relagdo V/Q = 0)
(LUMB, 2005b). A severidade do comprometimento da oxigenac&o arterial
dependera da percentagem do fluxo sanguineo pulmonar (% do DC) que esta
passando por unidades alveolares ndo ventiladas. Areas extensas de
atelectasia, pneumonias graves, sindrome da angustia respiratéria aguda
edema pulmonar, fibrose e tumores pulmonares sao as principais causas de
“shunt” intrapulmonar (ROBINSON, 1997; LUMB, 2005b; PETERSSON;
GLENNY, 2014).

Tanto o “shunt” como a relagdo V/Q reduzida podem teoricamente
comprometer a eliminagdo do CO:2 e resultar em hipercapnia. Entretanto este
efeito ndo ocorre na pratica uma vez que a resposta hiperventilatoria nas
unidades alveolares com relagdo V/Q elevada é eficaz em promover a
eliminacao do CO2 para o meio externo (PETERSSON; GLENNY, 2014; LUMB,
2005b).

Enquanto hipoxemia causada por areas de relagdo V/Q reduzida é
facilmente revertida com o incremento da fracao de oxigénio inspirada (FiO2), a
eficacia da oxigenoterapia na correcdo de déficits de oxigenagao causados
pelos “shunts” é variavel (PETERSSON; GLENNY, 2014). Caso uma
percentagem significativa do fluxo sanguineo pulmonar esteja passando por
areas de “shunts” o incremento da FiO2 pode néo produzir o efeito desejado na

oxigenacao arterial.

2.4. EMBOLIA PULMONAR AGUDA

A trombose venosa profunda dos membros inferiores € a principal causa

da trombo embolia pulmonar no homem, estando associada a 50 a 81% dos



10

casos de EPA (REIBSCHEID, 2008). Esta ocorre quando um trombo ou
qualquer material estranho na circulagéo venosa flui em dire¢cdo da veia cava,
chega ao coracédo direito e entra na circulagdo pulmonar, alojando-se nas
artérias pulmonares. Devido a sua localizagdo o pulmao atua como filtro de
substancias, evitando que estas cheguem a dérgdos como coragao, rins e

cérebro.

Em um estudo multicéntrico incluindo 1001 pacientes diagnosticados com
embolia pulmonar aguda (EPA) grave, a taxa de mortalidade de toda a
populacdo acometida foi de 22%, variando de 8,1% em pacientes
hemodinamicamente estaveis a 65% em pacientes instaveis submetidos a
reanimacgao cardiopulmonar no momento da admissao hospitalar (KASPER et
al.,, 1997). Atualmente, apesar das medidas profilaticas na prevencdo da
trombose venosa profunda e a pronta instituicido do tratamento da EPA, a
embolia pulmonar pode ser a causa principal ou pode ser um fator contribuinte
para a morte de 15% dos pacientes hospitalizados. Em casos fatais de EPA,
dois tercos dos pacientes acometidos poderdo morrer dentro da primeira hora,
e a embolia pulmonar grave sera a responsavel pela metade destas mortes
(WOOD, 2011).

A gravidade das alteragdes hemodinamicas respiratérias depende do grau
da obstrucdo mecéanica da rede arterial pulmonar causada pelo émbolo, da
vasoconstricdo neuro-humoral deflagrada e da integridade cardiovascular do
paciente (STRATMAN; GREGORY, 2003).

Os reflexos neuro-humorais também contribuem no aumento da PMAP e
RVP (STRATMAN; GREGORY, 2003) na EPA. Estudos experimentais em caes
(TANUS-SANTUS et al., 2000; TUCKER et al.,1976) e ovinos (WEIDNER,
1979) demonstraram atenuacgao significativa da hipertensdo pulmonar quando
agonistas ou inibidores de agentes vasoativos ou seus receptores como
endotelina, prostaglandinas e histamina sado infundidos antes da EPA gasosa
ou induzida por microesferas. Em coelhos com EPA induzida através de
coagulos autdlogos, os valores de RVP e tromboxano B2 (metabdlito estavel do
vasoconstritor tromboxano A2) foram significativamente maiores nos coelhos

que morreram de forma prematura em relagdo aos coelhos que sobreviveram
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ao longo do experimento (REEVES et al, 1983), demonstrando a importancia

das respostas humorais na evolugédo da EPA.

A obstrugao do fluxo sanguineo pulmonar pelo émbolo aumenta a pressao
arterial pulmonar devido ao aumento da resisténcia vascular pulmonar (RVP),
com consequente elevagdo da pods-carga do ventriculo direito. O aumento
progressivo da poés-carga ventricular direita pode precipitar a dilatacdo e
disfungdo desta camara cardiaca, com consequente diminuicdo do DC e da
PAM nas formas graves de EPA. Mecanismos compensatdrios neuro-humorais
resultam em aumento do volume sanguineo que chega ao ventriculo direito, o
que resulta num abaulamento do septo interventricular para a esquerda
comprometendo mais a distensibilidade e enchimento da camara esquerda;
enquanto a perfusao coronaria também e prejudicada. A persisténcia deste
circulo vicioso leva a disfuncéo cardiaca, instabilidade hemodinamica e morte
(GOLDHABER, 2008).

Os disturbios respiratorios consequentes a EPA derivam das alteragcbes
hemodinamicas e do impacto do trombo no leito vascular pulmonar, afetando a
troca gasosa do Oz e do CO2 (GOLDHABER; ELLIOTT, 2003). A hipoxemia
apods o episddio tromboembdlico em humanos é frequentemente encontrada,
embora de 12 a 19% dos pacientes diagnosticados com embolia pulmonar

possam apresentar valores normais de PaO2 (WOOD, 2011).

Multiplos fatores podem contribuir para a hipoxemia na EPA. A obstrucao
mecanica do trombo nas artérias pulmonares em adultos diagnosticados com
embolia pulmonar resulta em uma distribuicdo anormal ventilagdo e perfuséo
pulmonares, criando-se areas do pulmao pouco ou nao perfundidas (areas com
relacdo V/Q elevadas), onde a ventilacdo é desperdigada. O desvio do fluxo
sanguineo de areas total ou parcialmente obstruidas pelo émbolo para areas
com relagéo V/Q reduzidas e/ou “shunt” pode explicar a redugao da oxigenagao
arterial causada pela EPA (SANTOLICANDRO et al., 1995; ITTI et al., 2002;
TSANG; HOGG, 2014).

Redugées no DC também podem contribuir para a hipoxemia nos
pacientes com EPA. O baixo DC resulta em aumento na taxa de extragao de

oxigénio pelos tecidos, diminuindo a PvO2 para valores abaixo dos normais. O
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sangue venoso misto pouco oxigenado pode agravar ainda mais a hipoxemia
ao passar por areas de relagdo V/Q reduzidas (GOLDHABER; ELLIOTT, 2003).

Tanto os desequilibrios na relagdo V/Q como valores reduzidos de PvO2
sao as principais causas da hipoxemia em pacientes humanos com embolia
pulmonar. Outros fatores que, em maior ou menor proporgido, também podem
contribuir para a hipoxemia na EPA sao o “shunt” pulmonar ocasionado por
areas atelectasicas e com edema que se desenvolvem ao redor das artérias
pulmonares ocluidas (FISHMANN; KELLEY, 1992; BRAUDE; MARTENS-
NIELSEN, 2012).

O espaco morto alveolar criado pelo émbolo impede a troca do CO2z entre
o capilar e os alvéolos, aumentando assim o gradiente entre o CO:2 arterial e
expirado [P(a-ET)COz2]. Entretanto, em pacientes conscientes, a hipercapnia é
raramente observada, uma vez que hiperventilacdo das unidades alveolares
perfundidas € capaz de compensar o prejuizo na eliminagdo do CO2 causado
pelo aumento espago morto alveolar. Devido a resposta hiperventilatéria na
EPA, a PaCOz2 pode se encontrar reduzida (< 35 mmHg) (SANTOLICANDRO et
al., 1995).

Além disso, a hipdéxia alveolar associada a EPA, pode induzir
vasoconstricdo pulmonar seletiva, reflexo conhecido por vasoconstricdo
pulmonar hipéxica (VCPH), a qual pode contribuir para o aumento da pressao
arterial pulmonar na EPA. A VCPH é uma resposta fisiolégica da musculatura
lisa da rede arterial pulmonar a baixas pressdes alveolares de O2 (PAO2 = 25-
50 mmHg) com o objetivo de desviar o fluxo sanguineo capilar de regides com
baixa PAO:2 para areas melhor oxigenadas, otimizando assim, a interface entre
0 sangue e o gas (SOMMER et al., 2008; SYLVESTER et al., 2012). Burrowes
e colaboradores (2014) observaram que a VCPH pode contribuir em até 14%
do aumento da PMAP em pacientes com trombo-embolia pulmonar, concluindo
que a VCPH é proporcional ao tamanho do coagulo, sendo menor a resposta
da VCPH em pacientes com obstrugdes maiores.

O tratamento da EPA é focado na prevencdo de novas formacdes de
trombos e na remocdo da obstrucdo mecanica mediante a terapia
farmacolégica e/ou cirurgica, concomitantemente a estabilizagdo do paciente

mediante oxigenoterapia, ventilagdo mecanica, vasopressores e fluido terapia.
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O bloqueio farmacoldgico da vasoconstricao/hipertensdo pulmonar de origem
neuro-humoral vem sendo uma terapia coadjuvante de grande importancia no
tratamento da EPA (PENALOZA et al., 2012).

2.5. SILDENAFIL

O sildenafil € um medicamento empregado no tratamento da disfuncao
erétil em homens e, apds ensaios clinicos em pacientes adultos, este farmaco
foi aprovado pela “Food and Drug Administration” dos Estados Unidos para o
tratamento da hipertensdo arterial pulmonar (SIOBAL, 2007). Este farmaco
atua como inibidor seletivo da isoenzima fosfodiesterase 5, a qual é encontrada
abundantemente no pulmdo e no corpo cavernoso do pénis. A funcdo da
fosfodiesterase 5 é degradar o monofosfato ciclico de guanosina, o qual € um
importante mensageiro que produz vasodilatagédo via oxido nitrico. O resultado
final do sildenafil é a vasodilatacdo localizada através de um aumento nos
niveis monofostato ciclico de guanosina (SIOBAL, 2007). O pico da
concentracdo plasmatica do sildenafil ocorre 30 a 120 minutos apds a sua
administragcdo pela via oral em humanos. Tanto o sildenafii como o seu
metabdlito ativo apresentam elevada ligacéo as proteinas plasmaticas (96%),
com uma meia vida plasmatica de 4 a 5 horas. O sildenafil € metabolizado no
figado pelo citocromo P450, e sua maior parte €& excretada pelo trato
gastrointestinal (ALVAREZ, 1999).

Inimeros estudos demonstraram o efeito anti-hipertensivo pulmonar do
sildenafil em patologias de etiologia variada. Em pacientes com hipertensao
pulmonar secundaria a fibrose pulmonar, relatou-se que o sildenafil diminuiu a
RVP e melhorou a oxigenacao arterial, muito embora o mecanismo deste
ultimo efeito ndo seja estabelecido (GHOFRANI et al., 2004). O sildenafil
também pode prevenir a hipertensdo pulmonar que ocorre como efeito rebote
da interrup¢do da administracdo do Oxido nitrico inalado em criangas (ATZ;
WESSEL, 1999), bem como pode atenuar a hipertensdo pulmonar em modelos
experimentais de EPA (DIAS-JUNIOR; TANUS-SANTOS, 2006; NETO-NEVES
et al., 2011).
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As principais vantagens apresentadas pelo sildenafil no tratamento da
hipertensdo pulmonar associada a EPA incluem: 1) rapida agédo vasodilatadora
pulmonar; 2) seletividade pela circulagdo pulmonar (efeito discreto sobre a
pressao arterial sistémica); 3) possivel melhora da oxigenagao arterial (DIAS-
JUNIOR et al., 2005b). Em pacientes diagnosticados com EPA que néao
apresentaram melhora no quadro clinico apds a administracao de fibrinoliticos,
a administracao do sildenafil foi associada a um aumento do indice cardiaco
(IC), diminuigao do indice de resisténcia vascular pulmonar (IRVP) e da PMAP
(GANIERE et al., 2006), além de melhora da disfungdo ventricular direita
(BONATTI et al., 2010).

A hipdxia alveolar e a VCPH em areas de baixa relagao V/Q podem ser
minimizadas através da suplementacédo de O2 visando elevar a FiO2. Como a
VCPH pode prejudicar a agéao vasodilatadora pulmonar do sildenafil, a hipotese
deste trabalho foi que o efeito anti-hipertensivo pulmonar deste farmaco seria
otimizado com o emprego concomitante de valores de FiO2 elevados em

ovelhas apresentando EPA induzida por microesferas.



3. OBJETIVOS

Objetivou-se comparar 0 uso oxigénio puro ou do ar ambiente sobre os
efeitos cardiopulmonares do sildenafil e um modelo de EPA em ovinos
anestesiados. Hipotetizou-se que o efeito anti-hipertensivo pulmonar do
sildenafil em ovelhas com EPA induzida por microesferas seria otimizado com

0 uso concomitante de FiO2 elevada durante a ventilagdo mecanica



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em investigagdo animal do

Instituto de Biociéncias de Botucatu sob o protocolo N° 457/2013.

Foram empregados 32 ovinos adultos da raga Santa Inés, machos nao
castrados, pesando 34,9 + 54 kg (média * desvio padrdao), com higidez
atestada por meio de exame fisico realizado por dois médicos veterinarios e
valores do hematocrito e proteina total plasmatica dentro da normalidade. No
minimo 10 dias antes da sua realizagdo dos experimentos, os animais foram
vermifugados com levamisol’ em dose Unica (8 mg/kg, via subcutanea) e

agrupados em um aprisco com a acesso a agua “ad libitum”, racéo e feno.

4.2 Preparo dos animais e parametros monitorados

Apos jejum alimentar de 24 horas e hidrico de 12 horas, os animais foram
conduzidos a sala de experimentagado. Cinco minutos apds a administracao da
medicagdo pré-anestésica (5 pug/kg de fentanil)?, através de um cateter 14 G3
inserido na veia jugular direita, procedeu-se a indugdo anestésica com
cetamina®* e midazolam® (7,5 e 0,35 mg/kg, respectivamente) pela via

intravenosa.

Imediatamente apds a intubacéo orotraqueal, iniciou-se a ventilagdo com
volume controlado®. O volume corrente ajustado em 15 mi/kg, com uma relagao
inspiragcao/expiracao de 1:2. O volume minuto ventilado foi modificado durante
a anestesia visando manter a normocapnia (PaCO:2 entre 35 e 45 mmHg) por

meio de alteracdes na frequéncia respiratoria.

! Ripercol® L 150, Fort Dodge Satude Animal, Campinas - SP
2 Fentanest, Cristélia, Itapira — SP

3 BD Angiocath™, Becton Dickinson, Juiz de Fora - MG

4 Vetaset, Fort Dodge Satide Animal, Campinas - SP

5> Dormire, Cristélia, Itapira — SP

6 Drager Primus, Dragerwerk AG & Co, Libeck, Germany
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Apds o posicionamento dos animais em decubito dorsal, um cateter 20G3
foi implantado na veia cefalica esquerda. Este acesso vascular foi empregado
para a manutencao da anestesia através da administracdo de infusdo continua
cetamina (20 mg/kg/hr) e midazolam (0,25 mg/kg/hr) por meio de bomba de
seringa’. O mesmo acesso vascular foi empregado para infusdo® de solugdo de
Ringer Lactato (2 ml/kg/hr) e para administragdo do bloqueador neuromuscular
atracurio® (bolus inicial: 0,3 mg/kg, seguido por 0,5 mg/kg/hr) com o auxilio de

uma segunda bomba de seringa®.

A pressdo arterial média (PAM) foi monitorada por meio de um
transdutor'® conectado a um cateter 18 G2 introduzido na artéria femoral
Através de um cateter introdutor 8.5 Fr'' inserido na veia jugular direita,
introduziu-se um cateter de Swan Ganz'? na artéria pulmonar. A certificagao do
posicionamento correto deste cateter foi verificada através da observacdo das
ondas caracteristicas de pressido ventricular direita e de pressdo da artéria
pulmonar na tela do monitor hemodinamico’®. Os lumens distal e proximal do
cateter de Swan-Ganz foram conectados a transdutores de pressdo para
obtencdo dos valores de pressdo média da artéria pulmonar (PMAP) e de
pressdo venosa central (PVC), respectivamente. A pressdo de oclusdo da
artéria pulmonar (POAP) foi obtida ao se inflar o balonete localizado na
extremidade do cateter de Swan-Ganz com 0,7 ml de ar. Os valores de
referéncia (0 mmHg) dos transdutores foram obtidos com os mesmos

posicionados na altura do coragao.

Amostras de sangue arterial e venoso-misto foram coletadas das artérias
femoral e pulmonar, respectivamente, para analises de gases sanguineos'®. Os
valores de pH, PO2 e PCO2 foram corrigidos de acordo com a temperatura do

sangue da artéria pulmonar fornecida pelo cateter de Swan Ganz.

7 Digipump SR 8X, Digicare Biomedical Technology, Boynton Beach, USA
8 Digipump LP8X, , Digicare Biomedical Technology, Boynton Beach, USA
% Tracur, Cristélia, Itapira — SP

10 Tru Wave PX 260, Edward Lifesciences, Irvine, USA

11 Referéncia 1300BF85 Edwards Lifesciences, Irvine, USA

12 Referéncia 131 HF7 Edwards Life Sciences, Irvine, USA

13 AS/3 Datex Engstrom, Helsinki, Finland

14348 pH Blood gas analyzer, Siemens, Halstead, UK
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A frequéncia cardiaca foi monitorada pelo eletrocardiograma na derivagao
II. O DC foi obtido através da técnica de termodiluigdo pulmonar com injegéao de
bolus de 5 ml de solugéo glicose a 5% resfriada (3 a 5°C) na via proximal do
cateter de Swan-Ganz. Para cada tempo, o DC foi calculado como a média de

curvas de termodiluicdo consecutivas.

A superficie corpérea (SC) foi calculada pela férmula SC = 0,084 * (peso
corpéreo em kg) #3 (SOLEIMANI et al., 2011). O indice cardiaco (IC = DC /
BSA), o indice de resisténcia vascular pulmonar [IRVP = (PMAP - POAP) / IC x
79.9], o indice de resisténcia vascular sistémica [IRVS = (PAM - PVC) / IC x
79.9], o volume minuto (VM = frequéncia respiratéria x Vt), o gradiente arterial-
expirado de diéxido de carbono [P(a-ET)CO2 = PaCO2 - ETCOz], a relagao
PaO2/FiO2, e a mistura venosa [Qs/Qt = (Ca02-CcOz2) / (CvO2-CcO2)] foram

calculadas por férmulas padréo.

4.3 Grupos experimentais

Os animais foram aleatoriamente distribuidos nos seguintes grupos (n = 8
por grupo).

1) Grupo Controlego: animais anestesiados sob ventilagdo mecanica com

oxigénio puro (FiO2 > 90%) sem intervengao ao longo do experimento.

2) Grupo Embgo: animais anestesiados sob ventilagdo mecanica com
oxigénio puro (FiO2 > 90%) submetidos a EPA com a administragdo de 500 mg
de microesferas de silicone’ (300 yum de diametro), divididas em cinco injegdes
contendo 100 mg de microesferas diluidas em 10 mL de solugao fisioldgica.
Cada injegao foi realizada com intervalos de 30 segundos pela veia jugular
direita. Apos 30 minutos da embolizagdo, os animais receberam 10 mL de
solugdo fisiologica (placebo) durante 30 minutos através de uma bomba de

seringa'®.

15 Sephadex® G50 300 — 100 G SIGMA ALDRICH Lifescience Lot # SLBB6637V Sweden
16 pump 11 Elite, Harvard Apparatus, Holliston, MA
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3) Grupo Emb+Sildgo: animais anestesiados sob ventilagdo mecanica com
FiO2 > 90%, submetidos a EPA (conforme descrito anteriormente). Apds 30
minutos da inducdo da EPA, os animais receberam tratamento com sildenafil'”
(0,7 mg/kg, IV durante 30 minutos) (NETO-NEVES et al., 2011), empregando-

se uma bomba de seringa.'®.

4) Grupo Emb+Sild21: animais anestesiados sob ventilagdo mecanica com
ar ambiente (FiO2 = 21%), submetidos a EPA (conforme descrito previamente),
seguida pela administragao da infusao do sildenafil (conforme descrito no grupo
Emb+Sildoo).

4.4 Protocolo experimental

Apds a inducdo da anestesia e preparo dos ovinos, foram coletados
parametros hemodinamicos e respiratdrios de acordo com os tempos descritos

na Figura 1.

Apods o término da coleta de dados foi realizada a eutanasia com 30 mg/kg

de tiopental sédico'® e 50 ml de solugdo saturada de Cloreto de Potassio.

17 Laboratdrios Pfizer LTDA, Guarulhos, SP
18 Thiopentax® Cristalia Itapira-SP



20

Embolizacédo Tratamento
*Solugao fisioldgica (placebo): | | *Solugéo fisiologica (placebo);
*Indugao Controlegy Controlegy, Embgy
da *Microesferas: -Sildenafil:
anestesia Embgo, Emb+Sildgy, Emb+Sild, | | Emb+Sildg, Emb+Silda
1 t *
( |
Preparo Parametros apos Parametros durante Parametros
dos microesferas ou infusd@o dos tratamentos apos ainfuséo
animais placebo (sildenafil ou placebo) dos tratIamentos
BASAL E15 E30 T15 T30 PT15 PT30

Figura 1. Protocolo experimental. As intervengdes nos diferentes grupos experimentais sao
indicadas pelas setas apontadas para cima, enquanto os tempos de coletas de parametros sao
indicados pelas setas apontadas para baixo. Os paradmetros hemodindmicos foram coletados
no momento BASAL (todos os grupos), aos 15 e 30 minutos apds a administragéo intravenosa
de placebo (Grupo Controless) ou apdés a embolizagdo com microesferas (Grupos Embago,
Emb+Sildeo € Emb+Sild21) (E1s e Eso, respectivamente), aos 15 e 30 minutos durante a infusdo
do placebo (Grupos Controleso € Embgo) ou de sildenafil (Grupos Emb+Sildeo Emb+Sildz21) (T1s,
e T30, respectivamente), e apés 15 e 30 minutos do término da infusdo dos tratamentos (PT1s e
PTs0, respectivamente). As variaveis respiratérias / hemogasometria foram coletadas nos
momentos BASAL, Eso, Tso € PTao.

4.5 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o emprego de um programa
estatistico’. A normalidade das variaveis estudadas foi verificada através do
teste de Shapiro-Wilk. Empregou-se a analise de variancia (ANOVA) de duas
vias, com o tempo e o grupo definidos como os fatores de variagcédo. Para as
medidas repetidas ao longo do tempo o teste de Dunnet foi empregado para
comparar as variaveis coletadas apds 30 minutos da embolizacdo ou da

administracao de placebo (Eso) com as variaveis obtidas nos outros momentos.

As comparacgodes entre grupos para cada momento foram realizadas através do
teste de Tukey. As variaveis estudadas sdo apresentadas como média £ erro

padrao da média. O nivel de significancia considerado foi de P < 0.05.

19 Prism 6.02;Graphpad, San Diego, CA



5. RESULTADOS

5.1. Variaveis hemodinamicas:

As variaveis hemodinamicas nao diferiram entre os grupos experimentais
no momento BASAL (Figuras 2 e 3). O grupo Controleso ndo apresentou
alteragdes significativas ao longo do experimento.

No grupo Embgo, a administragédo intravenosa de 500 mg de microesferas
com 300 ym de didametro induziu elevagdes significativas tanto da PMAP como
do IRVP até o momento final da coleta de parametros (Figura 2). Nos
momentos Ei1is e Es a embolizagdo resultou em valores de PMAP
significativamente maiores no grupo Emb+Sild21 do que no grupo Embgo.
Enquanto os animais do grupo Emboo ndo apresentaram alteragbes
hemodinamicas ao longo do tempo apds a hipertensdo pulmonar induzida
pelas microesferas, diminui¢gdes significativas da PMAP foram observadas apés
a administracao intravenosa do sildenafil nos grupos Emb+Sildeo € Emb+Sild2+
(Figura 2).

O tratamento com sildenafii no grupo Emb+Sildeo induziu redugdes
significativas na PMAP que se iniciaram mais precocemente (a partir de E15 até
PTs0) e que foram de maior magnitude (20% a 23% de redugéo nos valores
meédios de PMAP em relagdo a E3o) do que as redugdes na PMAP observadas
no grupo Emb+Sild21 (diminuigdo de 14% em relagdo a E3o nos momentos PT1s
e PTs0). A comparagdo entre grupos demonstrou que a PMAP foi
significativamente menor durante a infusdo do sildenafil (T3o) no grupo
Emb+Sildeo em relagdo ao grupo Emb+Sild21.

A administracdo das microesferas aumentou significativamente o IRVP em
relacdo ao momento BASAL em todos os grupos embolizados (Figura 2).
Comparativamente ao momento Eso, a administragdo do sildenafil reduziu
significativamente o IRVP em 18% no momento PT1s no grupo Emb+Sildgo;
enquanto no grupo Emb+Sildz21 o IRVP apresentou redugao significativa de 20 a
25% (de T30 a PTs0). Nao houve diferengas significativas no IRVP entre os

grupos embolizados.
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A indugdo da EPA diminuiu significativamente o IC em relagdo ao
momento BASAL nos grupo Emb+Sildeo (IC no momento Ezo 18% menor que o
momento BASAL). A diminui¢do do IC no momento E3 nos demais grupos
embolizados (17 a 13%) né&o foi estatisticamente significativa (P > 0,05). A
administracao do sildenafil foi associada a reducdes adicionais no IC somente
no grupo Emb+Sildeo (redugcdo de 17% em relacdo a E3 no momento T1s).
Neste mesmo momento, o IC foi significativamente menor no grupo Emb+Sildso
em relagao ao grupo Controlego (Figura 2).

A inducdo da EPA (momento Eso) elevou significativamente a FC em
relacdo ao BASAL no grupo Emb+Sild2i. A administracdo do sildenafil foi
associada a redugao significativa da FC em relacdo a Eso somente no grupo
Emb+Sildeo (de T1sa PTso) (Figura 3).

A infusdo do sildenafil diminuiu significativamente a PAM até o final do
experimento no grupo Emb+Sildeo (15 a 17% menor que Eso) € no grupo
Emb+Sild21 (20% a 27% menor que Eso) (Figura 3). As maiores reducdes na
PAM foram encontradas durante o uso da FiO2 de 21%, resultando em
hipotensdo (PAM < 60 mmHg). A comparacgao entre grupos demonstrou que 0s
valores da PAM foram significativamente menores no grupo Emb+Sild21 em
relacdo aos demais grupos nos momentos PT15 e PT3o.

Desde o inicio da sua administragcdo, o sildenafil induziu diminui¢cdes
significativas no IRVS no grupo Emb+Sild21 (reducéo de 19 a 32% em relagéo a
Es0). O IRVS foi significativamente menor no grupo Emb+Sild21 em relacéo ao

demais grupos nos momentos PT15 e PT3o0 (Figura 3).
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Figura 2: Média (+ erro padrdo da média) da pressdo média da artéria pulmonar (PMAP), indice de
resisténcia vascular pulmonar (IRVP) e indice cardiaco (IC) mensurados em ovinos anestesiados e
submetidos a ventilagdo mecanica. Nos grupos Controleso, Embgo, Emb+Sildeo empregou-se fragao
inspirada de oxigénio (FiO2) > 90%, enquanto que no grupo Emb+Sild21 empregou-se FiO2 = 21%. Nos
grupos com as iniciais “Emb”, induziu-se embolia pulmonar aguda (EPA) através da injecdo intravenosa
de microesferas (500 mg), enquanto que nos grupos com as iniciais “Sild” efetuou-se o tratamento da
EPA com sildenafil pela via intravenosa (0,7 mg/kg durante 30 minutos). Os parametros foram coletados
no momento basal (BASAL), 15 e 30 minutos apés a EPA, ou sem intervengdo (E1s e E3o), 15 € 30
minutos durante a infusdo dos tratamentos com sildenafil, placebo, ou sem intervengdo (T1se Ta3o0), e 15 €
30 minutos apés o final da administracdo dos tratamentos ou sem intervencéo (PT+1se PT3o).

ab.c Para um determinado momento: letras diferentes entre grupos indicam diferenca significativa.

* Diferenca significativa em relagdo a E3o
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Figura 3: Média (* erro padrdo da média) da presséao arterial média (PAM), indice de resisténcia vascular
sistémico (IRVS) e frequéncia cardiaca (FC) mensurados em ovinos anestesiados e submetidos a
ventilagdo mecanica. Nos grupos Controleso, Embgo, Emb+Sildeo empregou-se fragcdo inspirada de
oxigénio (FiO2) > 90%, enquanto que no grupo Emb+Sild21 empregou-se FiO2 = 21%. Nos grupos com as
iniciais “Emb”, induziu-se embolia pulmonar aguda (EPA) através da injegao intravenosa de microesferas
(500 mg), enquanto que nos grupos com as iniciais “Sild” efetuou-se o tratamento da EPA com sildenafil
pela via intravenosa (0,7 mg/kg durante 30 minutos). Os parametros foram coletados no momento basal
(BASAL), 15 e 30 minutos apds a EPA, ou sem intervengédo (E1s e Eso), 15 e 30 minutos durante a infuséo
dos tratamentos com sildenafil, placebo, ou sem intervencéo (T1s e Ts0), € 15 e 30 minutos ap6és o final da
administragéo dos tratamentos ou sem intervengéo (PT1s5e PTso).

ab.c Pgra um determinado momento: letras diferentes entre grupos indicam diferenga significativa.

* Diferenca significativa em relagcéo a Eso
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5.2. Variaveis hemogasomeétricas e respiratorias:

O volume minuto foi aumentado apds a administragdo das microesferas
em todos os grupos embolizados para manter o pH e a PaCO2 dentro dos
limites fisioldgicos (pH entre 7,35 a 7,45; PaCO:2 entre 35 a 45 mmHgq) (Figura 4
e Tabela 1).

A administragdo das microesferas diminuiu significativamente a PvO2 em
relacdo ao momento BASAL em todos os grupos embolizados (20 a 49% de
redugdo no momento Eso) (Figura 4). A PvOz2 foi significativamente menor no
grupo Emb+Sild21 em relagdo aos demais grupos em todos os momentos do
estudo. Apos a indugcao da EPA (desde T1s até PTso0), os grupos Embgo e
Emb+Sildeo apresentaram valores significativamente menores de PvO:
comparativamente ao grupo Controles, a exce¢cdo do momento T1s do grupo
Emb+Sildoo.

A PaO: foi significativamente menor no momento BASAL no grupo
Emb+Sild21 em comparagado aos demais grupos (Figura 4). A administragao das
microesferas diminuiu de forma significativa a PaO2 em relagdo ao momento
BASAL em todos os grupos embolizados (32 a 56% de redugdo nos valores
médios), no entanto a hipoxemia (PaO2 < 60 mmHg) foi detectada apenas no
grupo Emb+Sild21. Apés a embolizagdo com microesferas nos grupos
anestesiados com FiO2 > 90%, observaram-se valores da PaOz2
significativamente maiores em relagcdo aos valores observados no grupo
Emb+Sild21, muito embora estes valores tenham sido significativamente
menores que a PaO2 observada grupo Controlego.

A inducdo da EPA aumentou significativamente o P(a-ET)CO:2 (327 a
384% de elevacdo no momento E3zo em relacdo ao BASAL) (Figura 5); sendo
que a infuséo do sildenafil (Emb+Sildeo € Emb+Sild21) ou placebo (Embgo) ndo
alterou este gradiente.

Em todos os grupos com embolia induzida por microesferas observou-se
reducao significativa (32 a 56%) na relagédo PaO2/FiO2 em relagdo ao momento
BASAL (Figura 5). A relacdo PaO2/FiO2 no momento basal do grupo
Emb+Sild21 foi significativamente menor quando comparada a relagao
PaO2/FiO2 no momento basal dos grupos Controleso € Emb+Sildeo. Em todos
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0os grupos onde houve a indugcdo da embolia com microesferas a relagéo
PaO2/FiOz2 foi significativamente menor que no grupo Controleso.

A administragdo de microesferas aumentou significativamente os valores
de Qs/Qt em relagdo ao momento BASAL em todos os grupos embolizados (75
a 234% de elevagdo no momento Eazo) (Figura 5). Apds a embolizagdo com
microesferas (Eso), 0 Qs/Qt do grupo Embgo ndo diferiu do Qs/Qt dos grupos
Emb+Sild21 e Emb+Sild90. Neste mesmo momento, os valores de Qs/Qt dos
grupos embolizados foram significativamente maiores do que os valores
encontrados no grupo Controlego.

Apo6s a administragdo do sildenafil (momentos T30 € PT30) os valores de
Qs/Qt do grupo Emb+Sildeo ndo diferiram significativamente do grupo
Controleso. Nestes mesmos momentos, o Qs/Qt do grupo Emb+Silde foi

significativamente menor que no grupo Emb+Sild21 (Figura 5).
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Figura 4: Média (x erro padrdo da média) de presséo arterial de diéxido de carbono (PaCQOz2), presséo
venosa mista de oxigénio (PvOz), pressdo parcial arterial de oxigénio (PaO2) mensurados em ovinos
anestesiados e submetidos a ventilagdo mecanica. Nos grupos Controlego, Embgo, Emb+Sildeo empregou-
se fragao inspirada de oxigénio (FiO2) > 90%, enquanto que no grupo Emb+Sild21 empregou-se FiO2 =
21%. Nos grupos com as iniciais “Emb”, induziu-se embolia pulmonar aguda (EPA) através da injecao
intravenosa de microesferas (500 mg), enquanto que nos grupos com as iniciais “Sild” efetuou-se o
tratamento da EPA com sildenafil pela via intravenosa (0,7 mg/kg durante 30 minutos). Os parametros
foram coletados no momento basal (BASAL), 30 minutos apds a EPA, ou sem intervengdo (Eso), 30
minutos durante a infusdo dos tratamentos com sildenafil, placebo, ou sem intervengao (Ts0), € 30 minutos
ap6s o final da administragdo dos tratamentos ou sem intervengao (PT3o).

ab.c Para um determinado momento: letras diferentes entre grupos indicam diferenca significativa.

* Diferencga significativa em relagéo a Eso
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Figura 5: Média (+ erro padrdo da média) do gradiente arterial - expirado de diéxido de carbono
[P(@-ETC)Oz], relacdo Pressao arterial de O2 (PaO2)/fracdo inspirada de oxigénio (FiO2)
(PaO2/FiO2), e fracdo venosa (Qs/Qt) mensurados em ovinos anestesiados e submetidos a ventilagéo
mecanica. Nos grupos Controlego, Embgo, Emb+Sildeo empregou-se fragéo inspirada de oxigénio (FiO2) >
90%, enquanto que no grupo Emb+Sild21 empregou-se FiO2 = 21%. Nos grupos com as iniciais “Emb”,
induziu-se embolia pulmonar aguda (EPA) através da injecdo intravenosa de microesferas (500 mg),
enquanto que nos grupos com as iniciais “Sild” efetuou-se o tratamento da EPA com sildenafil pela via
intravenosa (0,7 mg/kg durante 30 minutos). Os parametros foram coletados no momento basal (BASAL),
30 minutos apdés a EPA, ou sem intervengao (Eao), 30 minutos durante a infusdo dos tratamentos com
sildenafil, placebo, ou sem intervencao (T3o0), € 30 minutos apds o final da administracao dos tratamentos
ou sem intervengao (PT3o).

ab.c Para um determinado momento: letras diferentes entre grupos indicam diferenca significativa.

* Diferenga significativa em relagdo a E3o
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TABELA 1. Média (£ erro padrao da média) do pH arterial e volume minuto (VM) mensurados em ovinos anestesiados e
submetidos a ventilagdo mecéanica. Nos grupos Controleso, Embgo, Emb+Sildeo empregou-se fragdo inspirada de oxigénio
(FiO2) > 90%, enquanto que no grupo Emb+Sild21 empregou-se FiO2 = 21%. Nos grupos com as iniciais “Emb”, induziu-se
embolia pulmonar aguda (EPA) através da injecdo intravenosa de microesferas (500 mg), enquanto que nos grupos com
as iniciais “Sild” efetuou-se o tratamento da EPA com sildenafil pela via intravenosa (0,7 mg/kg durante 30 minutos). Os
parametros foram coletados no momento basal (BASAL), 30 minutos apds a EPA, ou sem intervengéo (Eso), 30 minutos
durante a infusdo dos tratamentos com sildenafil, placebo, ou sem intervengéo (Ts0), € 30 minutos apos o final da
administragéo dos tratamentos ou sem intervencéo (PT3o).

Variavel Grupo MOMENTO
BASAL Eso T30 PT3o
Controlego 7.43 £0.02 7.44 +0.01 7.45+0.02 7.44 £0.02
Embgo 7.43 +0.01 7.42 +0.01 7.43 +£0.02 7.44 +0.01
pH Emb+Sildgo 7.42 +0.01 7.43 +£0.01 7.43 +0.01 7.43 £0.01
Emb+Sild24 7.44 +0.01 7.41+0.02 7.41+0.01 7.40 £ 0.03
Controlego 2782 £ 200 3023 £ 2182 3203 £ 234 @ 3128 £ 208 4
VM Embgo 3513 £ 306" 7032 + 648" 7405 + 546 ° 7487 £ 601 ¢
(mL/min) Emb+Sildgo 2754 + 159* 5197 + 265 5662 + 507 ° 5367 + 274
Emb+Sild24 3299 + 187" 7076 £ 943" 7515+ 994 ° 6872 £ 816 1c

ab.c Para um determinado momento: letras diferentes entre grupos indicam diferenca significativa.
* Diferenca significativa em relagédo a E3o



6. DISCUSSAO

A administragdo intravenosa de 0,7 mg/kg de sildenafil atenuou a
hipertensdo pulmonar independentemente da FiO2 empregada. No entanto, a
acao anti-hipertensiva pulmonar do sildenafil ocorreu mais precocemente e foi
otimizada quando este farmaco foi empregado concomitantemente ao oxigénio
puro (FiO2 > 90%). Estes resultados combinados com o fato que o sildenafil
com FiO2 > 90% resultou em menores hemodinémicas sistémicas e produziu
algum beneficio na fungdo pulmonar (diminuigdo da mistura venosa, Qs/Qt) em
comparagao ao uso deste medicamento com ar ambiente, favorece o seu uso
em associagdo com FiOz elevada na EPA.

Estudos prévios demonstraram que o sildenafil causa vasodilatagcao
pulmonar de forma dose-dependente (GHOFRANI et al., 2004; DIAS-JUNIOR
et al., 2005a; WEIMANN et al., 2000). Em um modelo de EPA em caes
submetidos a ventilagdo mecanica respirando ar ambiente, doses similares de
sildenafil diminuiram a PMAP e o IRVP em aproximadamente 25 e 45%,
respectivamente (DIAS-JUNIOR et al., 2005b). No presente estudo o sildenafil
diminuiu a PMAP e o IRVP em de 14 e 25%, respectivamente, apds a inducao
da EPA em ovinos sob ventilagdo mecanica com FiO2 = 21%. Em um modelo
de hipertensdo pulmonar aguda induzida mediante a administracdo de um
analogo do tromboxano, a administracéo oral de 12,5, 25 e 50 mg de sildenafil
diminuiu na PMAP em cerca de 21%, 28% e 42%, respectivamente; enquanto a
resisténcia vascular pulmonar se reduziu em 19%, 23% e 45% (WEIMANN et
al., 2000). Embora possa se argumentar que um real efeito do sildenafil no
IRVP e na PMAP pode nao ter sido detectado devido a auséncia de diferencas
entre o grupo embolizado tratado com placebo (Embgo) e os grupos
embolizados tratados com sildenafil (Emb+Sildeo € Emb+Sild21), a diminuigédo
temporal destes valores durante e apds a administracdo do sildenafil nos
grupos Emb+Sildeo e Emb+Sild21 corrobora a com a hipoétese que o sildenafil
possui efeito anti-hipertensivo e vasodilatador pulmonar, uma vez que no grupo
Embgo a elevagdo da elo IRVP e PMAP induzidos pelas microesferas se

manteve estavel ao longo do experimento.
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Comparativamente ao uso do sildenafil durante a ventilagdo com ar
ambiente, a efeito anti-hipertensivo pulmonar do sildenafil teve inicio mais
precoce e foi de maior magnitude quando os animais foram ventilados com
oxigénio puro. Embora estes resultados confirmem em parte a hipotese desta
investigacdo, as maiores redugcdes da PMAP observadas com a utilizacdo de
FiO2 > 90% né&o pode ser atribuida a um maior efeito vasodilatador pulmonar
nos animais estudados. Além da ac&o vasodilatadora pulmonar, o emprego do
sildenafil com FiO2 > 90% também foi associado a redugédo do IC (IRVP e IC
18% e 17% menores que E3o nos tempos PT1s e T1s, respectivamente). Assim
foi possivel compreender que o maior efeito anti-hipertensivo pulmonar do
sildenafil associado ao oxigénio puro, pode ser explicado pela reducédo no IRVP
somada a reducéao do IC.

Como base nos resultados do presente estudo, o emprego do sildenafil
requer cuidado caso este seja administrado em pacientes hipoxémicos ou que
nao estejam recebendo suplementacdo de oxigénio, pois este farmaco pode
causar hipotensdo (PAM < 60 mmHg) devido a um efeito vasodilatador da
sistémico nestas circunstancias. Em individuos sadios a hipoxemia grave
(PaO2 = 40 mmHg) causa vasodilatagdo sistémica, porém um aumento
compensatoério no IC / FC previne alteragdes substanciais na pressao arterial
(KONTOS et al., 1967). Em ovinos conscientes, a hipoxemia aguda (PaO:2 25 =
mmHg) causou aumentos significativos da FC (60%), DC (60%), PAM (11%)
acompanhados de diminui¢des significativas da resisténcia vascular total (34%)
(NESARAJAH et al., 1983). No presente estudo, os animais apresentaram
hipoxemia grave ap6s a embolia com 21% de FiO2 (valores médios de PaO2 =
36 - 37 mmHg) e o sildenafil pode ter induzido vasodilatacdo sistémica
provavelmente devido a presenca de hipoxemia. Entretanto, elevacoes
compensatérias no IC ndo ocorrerem devido ao aumento da pds-carga
ventricular direita ocasionada pela embolizagdo dos vasos pulmonares,
favorecendo a ocorréncia de hipotensao.

Ao contrario de outros estudos em que o sildenafil melhorou a oxigenagao
arterial sem afetar a circulagédo sistémica em humanos e cdes (GHOFRANI et
al., 2004; DIAS-JUNIOR et al., 2005b), nao foi possivel observar um impacto
positivo do Sildenafil sobre a PaO2. Entretanto, ha a necessidade de se

esclarecer os as doses para tratamento através estudos clinicos, pois ha
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diferengas na resposta ao sildenafil entre as espécies, bem como variagdes
nas respostas a diferentes doses para cada cenario clinico associado com a
EPA.

O aumento significativo dos valores de P(a-ET)CO2 apdés a EPA foi
causado pelo incremento no espago morto alveolar devido a obstrucao
mecanica dos capilares pulmonares pelas microesferas (ELLIOTT, 1992). Apos
a administragdo de tromboliticos em um paciente humano diagnosticado com
embolia pulmonar grave, houve uma reducdo dos valores de P(a-ET)CO2, o
que foi interpretado como indicativo do restabelecimento na perfuséo
sanguinea pulmonar (reducdo do espac¢o morto alveolar) (THYS et al., 2001).
Neste relato de caso, o uso de tromboliticos também aboliu a hipertensao
pulmonar e normalizou da disfungéo ventricular direita (THYS et al., 2001). No
presente estudo, observou-se que a administracdo de sildenafil, por ndo atuar
na obstrugdo mecanica gerada pelo émbolo durante a EPA, ndo influenciou os
valores de P(a-ET)CO..

Em pacientes conscientes com embolia pulmonar moderada uma resposta
hiperventilatéria leva a hipocapnia; enquanto que individuos com embolia
pulmonar grave a hipercapnia pode estar presente apesar da resposta
hiperventilatéria. (GOLDHABER; ELLIOTT, 2003). No presente estudo, um
aumento do VM foi obtido com o aumento na frequéncia a fim de manter a
PaCOz2 e pH nos limites fisioldgicos.

Na presente investigacdo, a indugdo da EPA através da injecdo de
microesferas foi associada a um prejuizo da oxigenag¢ao pulmonar (diminuicao
da PaOz2 e na relagdo PaO2/FiO2) devido a um incremento na mistura venosa
(Qs/Qt). A relagao V/Q em individuos com embolia pulmonar de ocorréncia
natural, avaliada por meio da técnica de eliminagdo multipla de gases inertes,
foi caracterizada pelo desvio da distribuicido da ventilacdo e perfuséo
pulmonares para areas de maior relagcdo V/Q, bem como por um
redirecionamento de uma menor fracdo do fluxo sanguineo pulmonar para
areas de baixa relacédo V/Q (SANTOLICANDRO et al., 1995). Neste estudo, a
presenga “shunt” verdadeiro foi insignificante; por esta razdo os autores
concluiram que o prejuizo na oxigenagao da populacao estudada foi atribuido a
desequilibrios na relagdo V/Q e baixa PvO2 (SANTOLICANDRO et al., 1995).

No cenario experimental da EPA induzida por microesferas em suinos, a
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hipoxemia observada apdés a embolia pulmonar foi atribuida ao
redirecionamento do fluxo pulmonar para areas de baixa relagdo V/Q
(ALTEMEIER et al., 1998). O redirecionamento do fluxo sanguineo para areas
de baixa relacao V/Q auxilia na compreensao da hipoxemia grave induzida pela
EPA nos animais respirando ar ambiente do presente estudo. Outra provavel
causa do prejuizo na oxigenagao apdés a EPA no grupo Emb+Sild21 foram os
baixos valores de PvO2 obtidos nestes animais (valores médios PvO2 de 20 a
24 mmHg no momento Eso). No entanto, o desvio do fluxo para areas de baixa
relacdo V/Q ndo pode ser o responsavel pelo prejuizo da oxigenagao (relagcao
PaO2/FiO2 reduzida) e aumento no Qs/Qt encontrado apos a EPA em animais
respirando oxigénio puro, sendo a principal causa provavel deste fendmeno, o
“shunt” (LUMB, 2005b). Um grau importante de atelectasia pode ser gerado
durante a anestesia em ovinos sadios, 0 que pode acarretar aumentos na
fracao de “shunt” (Qs/Qt) e causar prejuizo na oxigenagao (HEDENSTIERNA et
al., 1989). E provavel que a reducdo da relacdo PaO2/FiO2 e o aumento na
mistura venosa (fracdo de “shunt”) causada pela EPA em animais respirando
oxigénio puro, tenha sido o resultado do redirecionamento de uma fragéo
importante do fluxo sanguineo pulmonar para regides atelectasicas.

O prejuizo na oxigenagao induzido pela EPA néao foi influenciado pela
administracdo do sildenafil no presente estudo, diferindo assim de outros
relatos que descrevem uma melhora nos niveis de PaO2 apds o uso deste
farmaco no tratamento da EPA experimentalmente induzida (DIAS-JUNIOR et
al., 2005b). Apesar do mecanismo da possivel melhora da oxigenacao arterial
associada com a administracdo do sildenafil ndo ter sido esclarecido até o
presente momento, tal efeito pode envolver uma redistribuicdo do fluxo
sanguineo de areas com baixa relagao V/Q para areas com alta relagéo V/Q.

A mistura venosa (Qs/Qt) foi menor em animais respirando oxigénio puro
em relacdo aos animais respirando ar ambiente, durante e apds a infusao do
sildenafil. Este efeito pode ser explicado pelo fato de que, nos animais que
respiraram ar ambiente, a mistura venosa envolve a contribui¢cao tanto areas de
baixa relacdo V/Q como de areas de “shunt” (relagdo V/Q = zero) para a
oxigenacgao arterial (LUMB, 2005b). Por outro lado, em individuos respirando
oxigénio puro, a mistura venosa reflete apenas as areas de “shunt” pulmonar.

Outro fator que contribuiu para o aumento da mistura venosa no grupo de
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animais respirando do ar ambiente foi a baixa PvO2 (BISHOP; CHENEY, 1983).
Embora o uso de oxigénio puro teve um impacto positivo na fungéo pulmonar
por meio da diminuigdo da mistura venosa com o uso concomitante de
sildenafil, este farmaco n&o diminuiu o prejuizo causado pela EPA na
oxigenagao arterial (relagdo PaO2/FiOz).

A embolizagdo pulmonar induzida por microesferas pode se distanciar das
condic¢des clinicas em que ocorrem a EPA, sendo esta a limitagao principal do
estudo (CLARK et al., 2011). A indugao da EPA foi realizada com o emprego
da FiO2 de 21% ou > 90%, o que ndo ocorre em condigdes clinicas, onde os
pacientes estdo respirando ar ambiente e depois sdo suplementados com
oxigenoterapia, quando a EPA é diagnosticada. Os efeitos da oxigenoterapia
na acgao anti-hipertensiva pulmonar do sildenafil poderiam ser melhor definidos
caso este farmaco fosse associado a diferentes valores de FiO2 em animais
onde a EPA foi induzida com o emprego de ar ambiente nos gases inalados.
Uma vez que os ovinos sdo propensos a sofrer prejuizo na oxigenacgao devido
a ocorréncia de atelectasia durante a anestesia, o colapso alveolar com
consequente aumento do “shunt” pulmonar é um fator de confusdo que pode

limitar a extrapolacao das variaveis respiratorias para outras espécies.



7. CONCLUSOES

O sildenafil atenua a hipertensdo pulmonar induzida pela embolia
pulmonar aguda independentemente da fragcao inspirada de oxigénio.

O uso deste do sildenafil resulta em efeito anti-hipertensivo mais precoce
e consistente (maior magnitude) com o uso concomitante de oxigénio puro no
gas inalado.

O maior efeito anti-hipertensivo pulmonar do sildenafii com o uso de
oxigénio puro ndo pode ser atribuido a maior agdo vasodilatadora pulmonar.
Valores mais reduzidos do débito cardiaco também podem ter contribuir para
atenuacao da hipertensao pulmonar induzida pelo sildenafil neste caso.

O uso do sildenafil deve ser cuidadosamente considerado em pacientes
com EPA respirando ar ambiente ou apresentando hipoxemia, uma vez que
este farmaco pode causar vasodilatacdo sistémica e hipotensdo nestas

condigoes.
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ABSTRACT

Aims: Sildenafil is a pulmonary anti-hypertensive agent whose action could be
modified by different fractions of inspired oxygen (FiO2). We compared the effects of
pure oxygen (Fi02 > 90%) or room air (21% FiO2) on the cardiopulmonary actions of
sildenafil in sheep with acute pulmonary embolism (APE).

Main methods: Forty anesthetized, mechanically ventilated sheep (34.9 + 5.4
kg), were randomly distributed into four groups (n = 4 per group): FiO2> 90% without
intervention; APE induced by microspheres with FiO2> 90%, followed 30 min later by
placebo (Embo); or APE followed 30 min later by intravenous sildenafil (0.7 mg/kg
over 30 minutes) with Fi02 > 90% (Emb+Sildgo) or 21% FiO2 (Emb+Sildz1). Variables
were recorded until 30 min after the end of treatment administration.

Key findings: Microsphere injection increased (P < 0.05) mean pulmonary artery
pressure (MPAP) in all embolized groups (111-140% higher than baseline). Compared
with values recorded 30 min after induction of APE (E3¢), sildenafil induced greater
decreases in MPAP in the Emb+Silgg group than in the Emb+Sily; group (23% and 14%
lower than E3o, respectively). Hypotension (mean arterial pressure < 60 mm Hg) was
precipitated by sildenafil due to systemic vasodilation in the Emb+Sily; group.
Embolization lowered the PaO/FiO; ratio and increased venous admixture, but
sildenafil did not alter the oxygenation impairment induced by APE.

Significance: Sildenafil induces a more consistent pulmonary anti-hypertensive
effect and causes less interference with the systemic circulation with the concomitant
use of pure oxygen than with room air in the setting of APE.

Keywords: Acute pulmonary embolism; Sildenafil; Pulmonary hypertension.

Introduction

The abrupt increase in pulmonary vascular resistance index (PVRI) observed in
acute pulmonary embolism (APE) is caused by the mechanical obstruction of
pulmonary vessels by emboli together with reactive arterial vasoconstriction (via neural
reflexes and release of humoral factors), potentially leading to right ventricular failure
and cardiogenic shock (Stratmann and Gregory 2003; Wood 2011). Additionally,
alveolar hypoxia associated with APE may induce vasoconstriction of the pulmonary
vasculature by an important autoregulatory reflex known as hypoxic pulmonary
vasoconstriction, which may contribute to the elevation of pulmonary arterial pressure
in the APE setting (Burrowes et al. 2014).

Although treatment of APE is focused on removing the mechanical obstruction,
the relevance of pulmonary vasoconstriction in APE has been valued and the
pharmacological blockade of this neurohumoral phenomenon has been suggested as a
coadjuvant therapy of APE (Wood. 2011). The usual therapeutic approaches of APE
include oxygen therapy (Goldhader and Elliott, 2003), however, it has been suggested
that the failure of supplemental oxygen to correct arterial hypoxemia accompanying
APE often reflects the existence of severe right to left shunting of venous blood through
the lungs (Bateman and Leach 1998). Therefore, it is of great interest to investigate the
effects of vasodilators which selectively dilate the pulmonary capillaries in alveoli that
are well-ventilated, thus reducing pulmonary hypertension while improving gas
exchange in the presence and absence of enriched inspired oxygen fractions (FiO»).

Sildenafil has been shown to reduce pulmonary vascular resistance and improve
arterial oxygenation in patients with lung fibrosis and secondary pulmonary
hypertension (Ghofrani et al. 2004). Interestingly, sildenafil was reported to prevent
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rebound pulmonary arterial hypertension following withdrawal of inhaled nitric oxide in
infants (Atz and Wessel 1999). Sildenafil has been shown to attenuate APE-induced
pulmonary hypertension (Dias-Junior and Tanus-Santos 2006; Neto-Neves et al. 2011;
Zaca et al. 2011). The main advantages presented by sildenafil for treating APE-induced
hypertension include its kinetics of pulmonary vasorelaxation (rapid effect), selectivity
for the pulmonary circulation (slight effects on systemic blood pressure) and its positive
impact on arterial oxygenation (Ghofrani et al. 2004; Dias-Junior et al. 2005b).
Together, these data suggests that sildenafil improves the matching between ventilation
and perfusion in the lungs.

Alveolar hypoxia and hypoxic pulmonary vasoconstriction in areas of low
ventilation-to-perfusion (V/Q) ratios could be minimized by the use of high FiO, during
mechanical ventilation. Because the presence of hypoxic pulmonary vasocontriction
may alter the pulmonary vasodilating actions of sildenafil, we hypothesized that the
anti-hypertensive effect of sildenafil would be enhanced by the concomitant use of
higher FiO> in mechanically ventilated sheep presenting APE. In order to confirm this
hypothesis we evaluated whether the effects of sildenafil on pulmonary and systemic
haemodynamics and respiratory parameters could be modified by different fractions of
inspired oxygen (FiO2). We compared the effects of pure oxygen (FiO2 > 90%) or room
air (FiO; set at 21%) on the pulmonary antihypertensive action of sildenafil in a model
of APE in anesthetized sheep.

Materials and Methods
Animal

Previous approval was obtained by the Institutional Animal Care Committee
(protocol number 457/2013) and guiding principles published by the European Union
Directive 2010/63/EU and the ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo
Experiments) guidelines were followed. Forty rams of the “Santa Inés” breed, weighing
34.9 £ 5.4 kg (mean £+ SD) were grouped in pens (3 m? per animal) with free access to
food and water for at least 10 days before the experiments.

Animals were selected for this study on the basis of a normal health status
determined by physical examination performed by two veterinarians, and by packed cell
volume and total plasma protein values within normal ranges to avoid animals with
chronic anemia and hypoproteinemia associated with chronic gastrointestinal parasite
infestation.

Instrumentation

Animals were kept off food and water for 24 and 12 h before the experiment,
respectively. Five minutes after intravenous (i.v.) fentanyl (5 pg/kg) administration,
anaesthesia was induced and maintained with i.v. ketamine (7.5 mg/kg, bolus, followed
by 20 mg/kg/h) and midazolam (0.35 mg/kg bolus, followed by 0.25 mg/kg/h) through a
14-gauge catheter placed in the jugular vein. After orotracheal intubation, volume
controlled ventilation (Driager Primus, Drigerwerk AG & Co, Liibeck, Germany) was
commenced with two inspired oxygen fractions (FiO», as detailed below), under
neuromuscular blockade produced by atracurium (0.3 mg/kg, followed by 0.5 mg/kg/h,
1.v.). The tidal volume was set to 15 mL/kg with a fixed inspiration-to-expiration ratio
(1:2). The minute volume ventilation (MVV) was adjusted to maintain eucapnia
(arterial carbon dioxide tension, PaCO; between 35 and 45 mm Hg) by changes in the
respiratory rate.

Treatment drugs (sildenafil or placebo) and fluid therapy (2 mL/kg/h of Lactated
Ringer’s were administered through a 20-gauge catheter placed in the cephalic vein.
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Mean arterial pressure (MAP) was monitored via a fluid-filled pressure transducer
system (Tru Wave PX 260, Edward Lifesciences, Irvine, CA) connected to an 18-gauge
femoral artery catheter implanted percutaneously.

An 8.5 Fr introducer sheath was placed in the left jugular vein for the
introduction of a balloon tipped Swan Ganz thermodilution catheter (Model 131HF7
Edwards Lifesciences, Irvine, CA) into the pulmonary artery. Correct position of the
catheter was confirmed by verifying the typical pressure waveforms on the screen of the
monitor (AS/3, Datex Engstrom, Helsinki, Finland). The proximal and distal ports of
the thermodilution catheter were used for monitoring mean pulmonary arterial pressure
(MPAP) and central venous pressure (CVP), respectively, via fluid filled pressure
transducers zeroed at the level of the heart. The distal port of the catheter was used for
measuring pulmonary artery wedge pressure by temporarily insufflating the balloon
with 0.7 mL of air.

Mixed-venous and arterial blood samples were collected from the pulmonary
and femoral artery catheters, respectively, for temperature corrected blood gas analysis
(348 pH Blood gas analyzer, Siemens, Halstead, UK).

Heart rate was monitored by a lead II electrocardiogram. Cardiac output (CO)
was measured by the injection of 5 mL of cold (3 to 5°C) 5% dextrose into the CVP
port. For each time point CO was averaged from 3 consecutive measurements. Body
surface area was measures as BSA = 0,084*(body weight kg)*?. Cardiac index (CI),
pulmonary vascular resistance index (PVRI), systemic vascular resistance index
(PVRI), arterial-to-end-tidal carbon dioxide gradient [P(a-ET)CO:], minute volume
ventilation (MVV), PaO>/FiO; ratio, and venous admixture (Qs/Qt) were calculated
using standard formulae.

Group assignments

Animals were randomly assigned to one of the following groups (n = 8 per
group)

1) Shamgo group: Anesthetized sheep breathing pure oxygen (FiO2 > 90%) that
did not undergo any intervention.

2) Embgo group: Anesthetized sheep breathing pure oxygen (FiO2 > 90%) that
underwent APE induced by administration of 500 mg of silicone microspheres (300 pm
of diameter, 10 mg/ml) divided in five bolus injections separated by 30 seconds
intervals (Sephadex G50; Pharmacia Fine Chemicals; Uppsala, Sweden); followed 30
minutes later by physiological saline (placebo) administered over 30 min by a syringe
pump (Pump 11 Elite, Harvard Apparatus, Holliston, MA).

3) Emb+Sildgy group: Anesthetized sheep breathing pure oxygen (FiO2 > 90%)
that underwent APE (as described before), followed 30 minutes later by infusion of
sildenafil (0.7 mg/kg ) administered over 30 min (Neto-Neves et al. 2011) by a syringe
pump.

4) Emb+Sildy; group: Anesthetized sheep breathing room air (FiO2 = 21%) that
underwent APE (as described before), followed 30 minutes later by infusion of
sildenafil (as described before).

Experimental protocol

Haemodynamic data were collected at baseline (BL), 15 and 30 min (Ei5s and
Eso, respectively) after induction of microembolism (Emboy, Emb+Silde, or
Emb+Sildyi, respectively) or no intervention (Shamgo), 15 and 30 min (Sis and Sso,
respectively) of physiological saline (Embyg) or sildenafil administration (Emb+Sildoo,
or Emb+Sildz1) or no intervention (Shamoo) (S5 and S3o, respectively), and 15 and 30
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min after placebo or sildenafil were interrupted or no intervention (W15 and W3o). Blood
gas derived data were determined at BL, E3o, S30, and W3o.

After the end of data collection animals were euthanized by a lethal dose of
sodium thiopental (30 mg/kg) and potassium chloride (20 mg/kg) while still
anesthetized.

Statistical analysis

Using a commercially available statistical software (Prism 6.02; GraphPad, San
Diego, CA), a Shapiro Wilk test was applied to verify normality of data distribution.
Data were analyzed using a two-way ANOVA, with time and group as main factors.
The repeated measures over time was incorporated into the analysis and a Dunnet’s test
was used to compare data recorded at 30 minutes after induction of embolization
(Embgo, Emb+Sildoo and Emb+Sildz; groups) or 30 minutes without any intervention
(Shamgo) (E30) with data recorded at the other time points. Between group comparisons
was performed by a Tukey’s test. All values are expressed as mean + S.E.M. Statistical
significance was considered at P < 0.05.

Results

Baseline hemodynamic variables did not differ among experimental groups (Fig.
1). The hemodynamic data from Sham animals did not show time related changes
throughout the observational period.

Compared to baseline, stepwise injections of 300 um microspheres into the
jugular vein induced sustained increases (P < 0.05) in MPAP and PVRI in the Embog
group (Fig 1.) without other significant hemodynamic changes. Embolization resulted in
significantly higher MPAP values in the Emb+Sild2: group than in the Embgo group at
the Ei5 and E3o time points (before sildenafil or placebo administration). The animals in
the Embgg group showed no further hemodynamic changes after the APE-induced
pulmonary hypertension. Significant decreases in MPAP from Ejg started earlier during
the course of sildenafil administration and were of greater magnitude in the Emb+Sildgo
(20% to 23% lower than E3g from Sis to W3¢) than in the Emb+Sild2; groups (14%
lower than E3o at Wis and W30). The MPAP was significantly lower 30 min after
commencing the Sildenafil infusion (S30) in the Emb+Sildgo group in comparison to the
Emb+Sildy; group.

Injection of microspheres significantly increased the PVRI from baseline in all
embolized groups. Compared with the E3p time point, administration of sildenafil
significantly decreased PVRI by 18% at Wis in the Emb+Sildgo group; while in the
Emb+Sildz1 group the PVRI was significantly decreased by 20 to 25% (S15 to W30). No
significant differences in PVRI were observed among embolized groups.

Induction of APE significantly increased HR from baseline in the Emb+Silda;
group. Sildenafil administration was associated with a significant decrease in HR from
E30 in the Emb+Sildyg group only. No differences among groups were recorded for HR.
Induction of APE significantly decreased CI from baseline in the Emb+Sildgo group (Eso
time point 18% lower than baseline). The decrease in CI from baseline recorded at the
E3o time point in the Emb and Emb+Sildz; groups (17 and 13%, respectively) was not
statistically significant (P > 0.05). Administration of sildenafil was associated with
further decreases in CI only in the Emb+Sildgo group (17% lower than E3o at the Sis
time point). At the same time, CI was significantly lower in the Emb+Sildoo group in
comparison to the Shamgo group.

Infusion of sildenafil induced significant decreases in MAP from the E3o time
point until the end of the observational period in the Emb+Sildeo group (15 to 17%
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lower than E3p) and in the Emb+Sildz2; group (20 to 27% lower than Es). The greater
reductions in MAP recorded during the use of FiO2 = 21% resulted in MAP values that
were in the hypotensive range (MAP < 60 mm Hg). Group comparisons showed that
MAP values were significantly lower in the Emb+Sild2; group than in the other groups
at the W15 and W3 time points.

Sildenafil induced a significant decrease in SVRI only in the Emb+Sild>; group,
which persisted throughout the observational period (19 to 32% lower than E3p). The
SVRI was significantly lower in the Emb+Sild21 group than in the other groups at the
Wis and W3 time points.
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Figure 1. Mean (+ SEM) values of mean pulmonary arterial pressure (MPAP), mean arterial pressure
(MAP), pulmonary vascular resistance index (PVRI), systemic vascular resistance index (SVRI), cardiac
index (CI), and heart rate (HR) recorded in mechanically ventilated anaesthetized sheep that did not
undergo any intervention with an inspired oxygen fraction (FiO2) > 90% (Shamgy group, n = 8) or that
underwent acute pulmonary embolism (APE) induced by microspheres, followed 30 min later by i.v.
physiological saline infusion over 30 min (placebo) with an FiO, > 90% (Emby, group, n = 8), or by i.v.
sildenafil (0.7 mg/kg over 30 min) while breathing an FiO, > 90% ( Emb+Sildyy group, n = 8) or an FiO»
=21% (Emb+Sild,; group, n = 8). Data were recorded at baseline (BL), 15 and 30 min after APE, or no
intervention (Es and E3p), 15 and 30 min after sildenafil, placebo, or no intervention (S5 and Sso), and 15
and 30 min after the end of treatment administration or no intervention (Wsand W3o).

abC For a given time point: group means followed by different letters are significantly different.
#Significant difference from Esy (Embgy group).*Significant difference from E;p (Emb+Sildgy group).
*Significant difference from E3p (Emb+Sild,; group).
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TABLE 1. Arterial pH and minute volume ventilation (MVV) recorded in mechanically ventilated
anaesthetized sheep that did not undergo any intervention with an inspired oxygen fraction (FiO2) > 90%
(Shamgo group, n = 8) or that underwent acute pulmonary embolism (APE) induced by microspheres,
followed 30 min later by i.v. physiological saline infusion over 30 min (placebo) with an FiO2 > 90% (Emboo
group, n = §), or by i.v. sildenafil (0.7 mg/kg over 30 min) while breathing an FiO; > 90% ( Emb+Sildoo
group, n = &) or FiOz = 21% (Emb+Sildz; group, n = 8). Data were recorded at baseline (BL), 30 min after
APE, or no intervention (E30), 30 min after sildenafil, placebo, or no intervention (S30), and 30 min after the
end of treatment administration, or no intervention (W3o).

Variable Group Time point
BL Ezo Sao W30
Shamoo 7.43 +0.02 7.44 +0.01 7.45 +0.02 7.44 +0.02
pH Emboo 7.43 +0.01 7.42 +0.01 7.43 +£0.02 7.44 +0.01
Emb+Sildoo 7.42 +0.01 7.43 +0.01 7.43 +£0.01 7.43 +£0.01
Emb+Silda; 7.44 +0.01 7.41 +0.02 741 +0.01 7.40 +0.03
Shamo 2 782 + 200 3023+218°? 3203 +234 2 3128 £208 ,
MVV  Emby 3513 + 306* 7032 + 648 ° 7 405 + 546 ° 7487 + 601 .
(mL/min) Emb+Sildoo 2 754 + 159% 5197 £ 265 5662+ 507" 5367 +274
Emb+Sildy; 3299 + 187* 7076 +943° 75154994 " 6 872 + 816 i

Values are expressed as mean + S.E.M.
ab.¢ Column (group) means followed by different letters are significantly different (Tukey’s, P < 0.05)

* Significant difference from E3¢ within a group.
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The MVV was increased from baseline after embolization in all groups to
maintain pH and PaCO; within physiological limits (35-45 mm Hg and 7.35 to 7.45,
respectively) (Fig. 1 and Table 1).

Induction of APE significantly increased the P(a-ET)CO2 (327% to 384% at E30)
from baseline in all groups, but sildenafil (Emb+Sildoo and Emb+Sild21) or placebo
(Embgo) did not alter the P(a-ET)CO,. Microsphere injection significantly decreased
PvO; from baseline in all embolized groups (20 to 49% lower at the E3o time point). The
PvO» was lower in the Emb+Sildz; group in comparison to the other groups throughout
the study. The Embgo and Emb+Sildgy presented lower PvO, than the Shamgo group
after embolization (from Sis to W3p), except for the Sis time point in the Emb+Sidoo
group.

The PaO> was significantly lower at baseline in the Emb+Sild2; group in
comparison to the other groups. Induction of microembolism significantly decreased
PaO; from baseline in all groups (32% to 56%) but hypoxemia (PaO2 < 60 mmHg) was
recorded only in the Emb+Sildz; group. The PaO; in embolized groups with Fi02 > 90%
(Emb+Sildeo and Emboo) was significantly higher than the PaO, in Emb+Sild>; group
but was significantly lower than the PaO> in the Shamoo group.

The PaO»/FiO> ratio was decreased from baseline in all embolized groups by 32
to 56%. Baseline PaO2/FiO; ratio was significantly lower at baseline in the Emb-Sild:
group in comparison to the Shamgy and Emb+Sildyo groups. After embolization, all
groups presented PaO/FiO; ratios that were significantly lower than in the Shamoo
group.

Microsphere injection significantly increased Qs/Qt from baseline in all
embolized groups (from 75% to 234% at E3p). In the Emb+Sildgy group the Qs/Qt did
not differ significantly from the Shamgo group but was lower than the Qs/Qt in the
Emb+Sildz1 group at S3p and W3 time points. The Qs/Qt in the Embgg group did not
differ from the Qs/Qt in the Emb+Sild21 group after embolization but was significantly
higher values recorded in the Shamog group.
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Figure 2. Mean (= SEM) values of arterial carbon dioxide partial pressure (PaCO,), arterial-to-end tidal
dioxide carbon gradient [P(a-ET)CO;], mixed-venous oxygen venous pressure (PvO,), arterial oxygen
partial pressure (PaO,), PaO2/inspired oxygen fraction (FiO;) ratio (PaO,/FiO;), and venous admixture
(Qs/Qt) recorded in mechanically ventilated anaesthetized sheep that did not undergo any intervention
with an inspired oxygen fraction (FiO2) > 90% (Shamg group, n = 8) or that underwent acute pulmonary
embolism (APE) induced by microspheres, followed 30 min later by i.v. physiological saline infusion
over 30 min (placebo) with an FiO, > 90% (Embgy group, n = 8), or by i.v. sildenafil (0.7 mg/kg over 30
min) while breathing an FiO; > 90% ( Emb+Sildg group, n = 8) or FiO, = 21% (Emb+Sild,; group, n =
8). Data were recorded at baseline, 30 min after APE or no intervention (E3o), 30 min after sildenafil,
placebo or no intervention (S30), and 30 min after the end of treatment administration (W3o).

abC For a given time point: group means followed by different letters are significantly different (Tukey’s,
P <0.05)

#Significant difference from Esy (Embgy group).*Significant difference from E;p (Emb+Sildgg group).
*Significant difference from E3p (Emb+Sild,; group).
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Discussion

Intravenous administration of sildenafil (0.7 mg/kg over 30 min) attenuated
APE-induced pulmonary hypertension regardless of different inspired oxygen fractions
(Fi02) employed. However the pulmonary antihypertensive effect occurred earlier and
was more consistent when sildenafil was administered with the concomitant use of pure
oxygen (FiO2. > 90%). These results, together with the fact that the use of sildenafil
with FiO; > 90% resulted in less interference with the systemic hemodynamics and
resulted in some evidence of improved pulmonary function (reduction in venous
admixture) in comparison to the use of this drug with room air favor its use in
association enriched inspired oxygen fractions in the setting of APE.

We and others showed that sildenafil causes strong and dose-dependent
pulmonary vasodilation (Ghofrani et al. 2004; Dias-Junior et al. 2005a). In a model of
microsphere-induced APE in dogs breathing room air under mechanical ventilation,
sildenafil reduced MPAP by wand PVRI by 25 and 45% (Dias-Junior et al. 2005b);
while in the present study in sheep breathing room air decreases MPAP and PVRI from
values recorded after APE were in the order of 14% and 25%. Although one may argue
that a real treatment effect of sildenafil on PVRI and MPAP could not be detected
because these variables did not differ from placebo treated sheep with APE, the
temporal decreases in PVRI and MPAP recorded after during and/or after sidenafil
administration support the hypothesis of a real treatment effect because the increases in
PVRI and MPAP recorded after embolization remained stable over time in placebo
treated animals (Emboo group).

Overall, the insights gained from the present model of pulmonary
microembolization could be relevant for clinical APE because postmortem autopsy
studies in patients who had undergone surgery demonstrated that more than 40% of
pulmonar embolism are, in fact, pulmonary microembolisms (Shurmann 1992).
However, naturally occurring episodes of APE are caused by blood clots and it is well
known that a significant portion of the pulmonary hypertension that immediately
follows blood clot embolization is mediated by vasoconstrictive influences, which are
mainly induced by platelet-derived mediators related to platelets coating the emboli
(Malik 1983). In the present study, the pulmonary vascular changes recorded after APE
may be caused predominantly caused by mechanical vascular obstruction rather than by
pulmonary vasoconstriction of neurohumoral origin. Because sildenafil is expected to
antagonize mainly the vasoconstriction of neuro-humoral origin and not the obstruction
of the pulmonary vessels, the effects of this drug on PVRI were less than one would
expect in the clinical scenario of APE.

The pulmonary anti-hypertensive effect of sildenafil was initiated earlier during
the course of drug injection and was of greater magnitude when animals were breathing
pure oxygen than when breathing 21% FiO». Although this confirms in part the study
hypothesis, the greater reductions in MPAP induced by sildenafil with FiO, values >
90% could not be explained by a greater pulmonary vasodilatory action. In addition to
pulmonary vasodilation, sildenafil was also associated with decreased CI (PVRI and CI
18% and 17% lower than Eszp at the Wis and Sis time points, respectively) and the
greater efficacy of the pulmonary anti-hypertensive effect of sidenafil with pure oxygen
can be explained by both of these factors.

Based on this sheep model of APE, intravenous sildenafil requires caution when
administered to hypoxemic patients or to individuals that are not receiving oxygen
supplementation because it may lead to a systemic hypotensive effect (MAP < 60 mm
Hg) due to a systemic vasodilatory action under these circumstances. In conscious
healthy individuals severe hypoxemia (PaO2 = 40 mm Hg) is known to cause systemic
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vasodilation, but a compensatory increase in CI/HR prevents arterial pressure from
changing (Kontos et al. 1967). In our study, animals were severely hypoxemic (mean
PaO; values of 36-37 mm Hg) after embolization with 21% FiO; and sildenafil
precipitated a significant systemic vasodilatory effect under these circumstances
probably because of the associated hypoxemia. However, compensatory increases in CI
could not take place because of the increase in right ventricular afterload due to
embolization of pulmonary vessels and this combination factors resulted in hypotension.

Conversely, we and others previously observed that sildenafil selectively
reduced pulmonary hypertension and improved arterial oxygenation without affecting
systemic circulation in humans and dogs (Ghofrani et al. 2004; Dias-Junior et al.
2005b). Nonetheless, the clinical dosing regimen remains to be defined in clinical trials
because of the species differences and the dose variances in response to the specific
clinical scenario or pathology associated with APE.

In this present study, increased P(a-ET)CO> values were caused by the increases
in alveolar dead space due to the obstruction of pulmonary capillaries by the
microspheres (Elliott 1992). Because sildenafil is not expected to counteract the
mechanical obstruction component of APE, its administration did not reduce P(a-
ET)CO> values. In patients with pulmonary thromboembolism, administration of
thrombolytic agents associated with the lysis of the thrombus may reestablish the blood
flow to the obstructed lung areas and reduce the P(a-ET)CO. gradient (Thys et al.
2001).

In conscious individuals with submassive APE a hyperventilatory response leads
to hypocapnia; while individuals with more severe forms of APE, hypercapnia may be
present in spite of substantial hyperventilatory response (Goldhaber and Elliott 2003).
In the present experimental setting, an increase in MVV achieved was by increasing the
ventilator respiratory rate in order to maintain PaCO?2 levels within physiological limits.

This model of APE was also associated with an impairment of arterial
oxygenation (decreases in PaO> and PaO/FiO> ratio) because of an increase in venous
admixture. The V/Q distribution in individuals with pulmonary embolism evaluated by
the multiple inert gas elimination technique was characterized by a shift to areas of
higher V/Q ratio and to a fraction of blood flow being directed to areas of low V/Q ratio
(Santolicandro et al, 1995). Because true shunt was generally insignificant, authors
concluded that the oxygenation impairment in the studied population was mainly
attributed to V/Q inequalities and low PvO; (Santolicandro et al, 1995). In the
experimental setting of APE induced by microspheres in pigs, the hypoxemia observed
after lung embolization was attributed to the blood flow being directed to areas of low
V/Q ratios (Altemeier et al. 1998) and this phenomenon could at least in part explain the
severe hypoxemia and the increase in venous admixture induced by embolization we
observed in our animals breathing room air. Another likely cause of the oxygenation
impairment recorded after embolization in the Emb+Sild»1 group was the low PvO»
recorded in these animals. However, a shift of V/Q distribution towards areas of low
V/Q ratios cannot contribute to the oxygenation impairment (decreased PaO»/FiO; ratio)
and increased venous admixture recorded after embolization in animals breathing pure
oxygen and the main cause of this phenomenon in this setting is shunt (blood flowing
though non-ventilated lung areas) (Lumb, 2005). Atelectasis will develop during
anesthesia in sheep and this will lead to an increase in shunt fraction and oxygenation
impairment (Hedenstierna et al, 1989). It is possible that the oxygenation impairment
and the increase in venous admixture (shunt fraction) caused by APE in animals
breathing pure oxygen was the result of a greater fraction of blood flow being towards
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atelectatic regions. However the present study was ill instrumented to test this
hypothesis.

The oxygenation impairment recorded after APE was not affected by sildenafil
in our study and these results differ from other reports where a mild improvement in
PaO; levels (9%) were reported after the use of this drug in the setting of APE
(Ghofrani et al. 2004; Dias-Junior et al. 2005b). The mechanism of the improvement in
arterial oxygenation associated with sildenafil has not been clarified but it might involve
a reditribuition of blood flow towards from arcas with low V/Q ratios towards areas
with high V/Q ratios.

The venous admixture in animals breathing pure oxygen was lower in
comparison to animals breathing room air during and after sidenafil administration. This
effect might be explained by the fact that in animals breathing room air the degree of
venous admixture involves the contribution of areas of low V/Q and of shunt (V/Q ratio
= zero) to arterial oxygenation, while in animals breathing pure oxygen, venous
admixture reflects only shunted flow. Another factor that contributed to the higher
venous admixture recorded in the room air group was the low PvO> (Bishop and
Cheney, 1983). Although the use of pure oxygen had a positive impact on pulmonary
function by decreasing venous admixture with the concomitant use of sildenafil, it did
not minime the oxygenation impairment induced by APE.

The pulmonary embolization induced by microspheres does not mimic the
clinical conditions found in naturally occurring APE and this is a main limitation of this
study (Clark et al. 2011). Induction of APE was performed with the use of either 21% or
> 90% FiO: values and these conditions do not approach the clinical scenario where
individuals are breathing room air when affected by an episode of APE and then receive
oxygen supplementation once APE is diagnosed or suspected. The effects of oxygen
supplementation on the pulmonary anti-hypertensive actions of sildenafil could have
been better defined if this drug had been co-administered with different FiO2 values in
animals with APE that were previously breathing room air. Finally, because sheep are
prone to develop oxygenation impairment during anesthesia due to the occurrence of
atelectasis, the alveolar collapse is an additional confounding factor that could limit the
extrapolation of the respiratory data to other species.

Conclusion

We found that intravenous sildenafil can attenuate APE-induced pulmonary
hypertension regardless of different inspired oxygen fractions employed. However, the
pulmonary anti-hypertensive effect took place earlier during the course of sildenafil
infusion and was and more consistent with the concomitant use of pure oxygen. The use
of sildenafil in hypoxemic individuals or in individuals breathing room air that are
presented with APE should be carefully considered because of the potential for this drug
to cause systemic vasodilation and hypotension in this setting.
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APENDICES

Apéndice 1. Valores individuais da pressdo meédia da artéria pulmonar (PMAP)
(mmHg) para cada momento. Os grupos Controlegy, Embgy, Emb+Sildgy foram
ventilados com fragdo inspirada de oxigénio (FiO2) > 90% e no grupo Emb+Sild>1 com
FiO2 = 21%. Nos grupos com as iniciais “Emb”, induziu-se embolia pulmonar aguda
(EPA), enquanto que nos grupos com as iniciais “Sild” efetuou-se o tratamento da EPA
com sildenafil.

PMAP GRUPO Controlegg

BASAL E1s Eso Tis Tao PTis PT30
Animal 1 11 10 11 12 11 12 9
Animal 2 13 13 12 10 8 8 7
Animal 3 11 12 14 13 14 12 13
Animal 4 5 5 5 5 5 5 5
Animal 5 6 6 6 8 7 8 8
Animal 6 15 15 16 16 15 14 13
Animal 7 10 11 11 12 12 12 12
Animal 8 6 7 6 8 8 6 6

PMAP GRUPO Embygo

BASAL E1s Ezo Tis Tao PTis PT30
Animal 1 13 21 22 20 19 20 21
Animal 2 11 24 25 25 27 30 28
Animal 3 10 21 21 22 21 21 19
Animal 4 8 20 19 18 18 17 16
Animal 5 8 19 18 24 18 17 18
Animal 6 14 29 30 30 29 29 27
Animal 7 10 20 20 22 23 23 23
Animal 8 7 14 16 17 17 16 16

PMAP GRUPO Emb+Sildgo

BASAL E1s Ezo Tis Tao PTis PTz0
Animal 1 14 24 28 20 21 21 19
Animal 2 11 25 25 16 17 16 16
Animal 3 9 25 25 23 23 22 22
Animal 4 9 20 19 18 17 18 18
Animal 5 10 31 31 24 24 23 24
Animal 6 11 20 20 16 17 17 16
Animal 7 9 24 23 18 18 20 18
Animal 8 7 19 19 17 14 13 13

PMAP GRUPO Emb+Sildz;

BASAL E1s Ezo T1s T30 PTis PTso0
Animal 1 10 22 23 20 21 20 20
Animal 2 15 26 26 26 27 25 25
Animal 3 9 24 27 22 22 21 21
Animal 4 12 30 28 25 26 26 27
Animal 5 11 42 34 31 30 23 22
Animal 6 10 24 22 21 22 22 22
Animal 7 13 28 30 26 26 28 27
Animal 8 9 23 24 18 19 19 19
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Apéndice 2. Valores individuais da pressao arterial média (PAM) (mmHg) para cada
momento. Os grupos Controlegy, Embgy, Emb+Sildgy foram ventilados com fracao
inspirada de oxigénio (FiO2) > 90% e no grupo Emb+Sild21 com FiO2 = 21%. Nos
grupos com as iniciais “Emb”, induziu-se embolia pulmonar aguda (EPA), enquanto
que nos grupos com as iniciais “Sild” efetuou-se o tratamento da EPA com sildenafil.

PAM GRUPO Controlegy

BASAL E1s Ezo Tis Tao PTis PT30
Animal 1 87 89 83 120 92 84 89
Animal 2 93 89 87 75 62 59 60
Animal 3 86 92 81 85 83 80 75
Animal 4 84 78 73 70 76 66 65
Animal 5 92 92 93 93 94 96 94
Animal 6 93 95 98 96 95 93 98
Animal 7 98 99 104 106 109 106 110
Animal 8 91 95 90 91 83 87 79

PAM GRUPO Embygo

BASAL E1s Eso T1s T30 PTis PTa30
Animal 1 102 100 102 101 102 97 96
Animal 2 82 90 89 85 88 90 87
Animal 3 81 98 98 103 105 105 105
Animal 4 108 97 103 106 105 103 100
Animal 5 91 90 90 89 94 85 84
Animal 6 104 102 102 95 92 87 82
Animal 7 91 69 55 55 58 56 59
Animal 8 91 76 72 75 77 68 65

PAM GRUPO Emb+Sildgo

BASAL E1s Eso T1s T30 PTis PTa3o0
Animal 1 96 95 102 73 76 83 79
Animal 2 93 99 103 101 101 100 96
Animal 3 96 87 88 67 71 67 64
Animal 4 74 48 45 40 38 35 35
Animal 5 108 97 94 88 88 91 96
Animal 6 84 83 81 69 71 70 68
Animal 7 102 100 100 71 64 66 69
Animal 8 107 105 111 98 103 103 97

PAM GRUPO Emb+Silda;

BASAL E1s Ezo Tis Tao PTis PTz0
Animal 1 68 60 64 53 56 53 56
Animal 2 104 51 52 54 52 52 48
Animal 3 69 65 68 59 62 56 56
Animal 4 88 83 80 62 62 59 66
Animal 5 99 101 81 60 65 34 31
Animal 6 84 75 81 61 59 56 55
Animal 7 107 78 79 58 63 64 62

Animal 8 96 79 84 55 54 54 54
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Apéndice 3. Valores individuais do indice de resisténcia vascular pulmonar (IRVP)
(dinas/seg/cm™/m?) para cada momento. Os grupos Controlegs, Embgo, Emb+Sildgo
foram ventilados com fracdo inspirada de oxigénio (FiO2) > 90% e no grupo
Emb+Sild2s com FiO2 = 21%. Nos grupos com as iniciais “Emb”, induziu-se embolia
pulmonar aguda (EPA), enquanto que nos grupos com as iniciais “Sild” efetuou-se o
tratamento da EPA com sildenafil.

IRVP GRUPO Controlego

BASAL E1s Ezo Tis Tao PTis PTa0
Animal 1 284 182 185 128 170 166 187
Animal 2 236 278 310 289 248 248 171
Animal 3 264 236 249 267 273 241 235
Animal 4 175 159 153 170 215 167 210
Animal 5 107 59 60 69 74 49 79
Animal 6 262 237 258 251 255 213 233
Animal 7 149 163 217 153 238 190 127
Animal 8 137 158 114 142 131 125 109

IRVP GRUPO Embygg

BASAL E1s Eso Tis Tao PT1s PT30
Animal 1 153 416 411 411 361 373 385
Animal 2 132 720 725 778 885 856 749
Animal 3 179 605 564 528 591 508 670
Animal 4 104 344 284 248 265 247 247
Animal 5 134 324 291 406 297 284 340
Animal 6 405 983 1087 1049 945 817 900
Animal 7 247 805 343 523 646 695 686
Animal 8 111 358 414 389 395 404 355

IRVP GRUPO Emb+Sildgo

BASAL E1s Eso Tis Tao PT1s PT30
Animal 1 403 889 827 825 874 687 719
Animal 2 264 503 456 417 445 374 362
Animal 3 82 685 663 624 542 451 555
Animal 4 291 1084 863 674 553 625 540
Animal 5 175 896 774 692 639 662 691
Animal 6 184 489 485 457 460 511 486
Animal 7 170 582 632 588 487 523 508
Animal 8 101 336 313 344 257 254 258

IRVP GRUPO Emb+Sild2;

BASAL E1s Eso T1s T30 PTis PTso0
Animal 1 157 573 526 482 477 484 446
Animal 2 353 975 868 594 577 598 695
Animal 3 228 670 735 427 387 414 412
Animal 4 218 849 768 692 658 677 595
Animal 5 229 927 790 653 604 731 820
Animal 6 154 508 449 365 345 366 323
Animal 7 206 538 561 506 425 451 466

Animal 8 9 508 507 411 421 404 422
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Apéndice 4. Valores individuais do indice de resisténcia vascular sistémica (IRVS)
(dinas/seg/cm™/m?) para cada momento. Os grupos Controlegs, Embgo, Emb+Sildgo
foram ventilados com fracdo inspirada de oxigénio (FiO2) > 90% e no grupo
Emb+Sild2s com FiO2 = 21%. Nos grupos com as iniciais “Emb”, induziu-se embolia
pulmonar aguda (EPA), enquanto que nos grupos com as iniciais “Sild” efetuou-se o
tratamento da EPA com sildenafil.

IRVS GRUPO Controlego

BASAL E1s Ezo Tis Tao PTis PTa0
Animal 1 2410 1661 1447 1842 1623 1643 1962
Animal 2 1999 2015 2167 2171 2229 2088 2052
Animal 3 2777 2627 1918 2435 2129 2611 2056
Animal 4 2933 2515 2262 2407 2761 2240 2308
Animal 5 1924 1347 1102 1054 1146 1160 1474
Animal 6 2194 2208 2251 1967 2152 2424 3164
Animal 7 1831 2014 2253 2002 2570 2491 1960
Animal 8 3082 3756 3373 3189 2648 3553 2833

IRVS GRUPO Embygg

BASAL E1s Eso Tis Tao PT1s PT30
Animal 1 2469 2976 3548 3479 3428 3021 2820
Animal 2 1495 3257 3082 3153 3061 2911 2793
Animal 3 2321 3670 3084 3041 3476 3175 4785
Animal 4 2232 1942 1911 1863 1819 1783 1844
Animal 5 1506 1565 1557 1571 1658 1527 1700
Animal 6 3115 3736 3866 3590 3212 2725 3069
Animal 7 3616 3680 2859 2565 2536 2431 2378
Animal 8 3183 2866 2777 2473 2587 2315 2131

IRVS GRUPO Emb+Sildg

BASAL E1s Eso Tis Tao PT1s PT30
Animal 1 2764 3675 3182 3083 3235 2784 3036
Animal 2 2205 2120 2002 2780 2755 2445 2269
Animal 3 1908 2878 2787 2068 2018 1775 1818
Animal 4 2690 3180 2526 1734 1447 1385 1156
Animal 5 2697 3241 2710 3169 2895 3274 3421
Animal 6 1635 2446 2335 2512 2368 2595 2593
Animal 7 2454 3002 3260 2938 2190 2392 2619
Animal 8 1533 1765 1752 1872 1763 2011 2085

IRVS GRUPO Emb+Sild2;

BASAL E1s Eso T1s T30 PTis PTso0
Animal 1 1516 1478 1716 1445 1582 1541 1575
Animal 2 3274 1907 1735 1532 1397 1338 1391
Animal 3 2430 1856 1882 1356 1298 1409 1399
Animal 4 1914 2546 2364 1776 1688 1678 1586
Animal 5 2065 2248 1902 1306 1388 1010 1148
Animal 6 1442 1710 1796 1153 952 958 872
Animal 7 2400 1990 1753 1367 1234 1288 1242

Animal 8 1753 1862 1889 1304 1216 1235 1218
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Apéndice 5. Valores individuais da média de trés a cinco mensuracdes do débito
cardiaco (DC) (lts/min) para cada momento. Os grupos Controlegy, Embgg, Emb+Sildgg
foram ventilados com fracdo inspirada de oxigénio (FiO2) > 90% e no grupo
Emb+Sild2s com FiO2 = 21%. Nos grupos com as iniciais “Emb”, induziu-se embolia
pulmonar aguda (EPA), enquanto que nos grupos com as iniciais “Sild” efetuou-se o
tratamento da EPA com sildenafil.

DC GRUPO Controlegg

BASAL E1s Ezo Tis Tao PTis PTa0
Animal 1 1,49 2,09 2,28 2,64 2,24 2,04 1,81
Animal 2 3,46 3,21 2,88 2,57 2,10 2,10 2,17
Animal 3 2,01 2,25 2,66 2,23 2,43 1,93 2,26
Animal 4 2,04 2,23 2,33 2,10 1,98 2,13 2,03
Animal 5 3,14 4,53 5,60 5,86 5,45 5,50 4,23
Animal 6 2,81 2,83 2,86 3,21 2,90 2,52 2,02
Animal 7 3,68 3,38 3,17 3,60 2,89 2,90 3,79
Animal 8 2,24 1,94 2,02 2,17 2,35 1,84 2,11

DC GRUPO Embgo

BASAL E1s Eso T1s T30 PT1s PTso
Animal 1 3,08 2,45 2,10 2,09 2,17 2,31 2,44
Animal 2 3,46 1,73 1,81 1,68 1,78 1,91 1,92
Animal 3 2,82 2,08 2,53 2,70 2,41 2,64 1,75
Animal 4 3,60 3,71 3,97 4,23 4,25 4,25 3,95
Animal 5 3,92 3,64 3,83 3,71 3,76 3,69 3,28
Animal 6 2,69 2,13 2,08 2,08 2,22 2,46 2,05
Animal 7 1,85 1,32 1,33 1,45 1,53 1,53 1,66
Animal 8 1,90 1,77 1,70 1,99 1,96 1,91 1,98

DC GRUPO Emb+Sildgo

BASAL E1s Eso T1s T30 PT1s PTso
Animal 1 2,14 1,52 1,93 1,42 1,41 1,79 1,54
Animal 2 2,47 2,71 2,98 2,13 2,13 2,37 2,45
Animal 3 3,66 2,19 2,26 2,29 2,49 2,67 2,44
Animal 4 1,80 0,91 1,06 1,36 1,54 1,47 1,70
Animal 5 2,94 2,13 2,47 2,02 2,18 2,00 2,02
Animal 6 3,64 2,43 2,45 1,95 2,10 1,89 1,83
Animal 7 3,19 2,53 2,33 1,85 2,23 2,07 1,98
Animal 8 4,59 3,95 4,24 3,47 3,88 3,40 3,09

DC GRUPO Emb+Sild2;

BASAL Eis Eso Tis Tao PTis PT3o
Animal 1 2,92 2,53 2,76 2,70 2,56 2,53 2,57
Animal 2 2,28 1,73 1,94 2,34 2,41 2,57 2,21
Animal 3 2,04 2,55 2,63 3,08 3,40 2,80 2,82
Animal 4 3,62 2,50 2,56 2,62 2,75 2,67 3,18
Animal 5 3,66 3,30 3,09 3,28 3,41 2,19 1,86
Animal 6 4,39 3,26 3,36 3,92 4,59 4,32 4,67
Animal 7 3,29 2,80 3,22 2,97 3,54 3,50 3,39

Animal 8 4,08 3,08 3,24 3,09 3,19 3,14 3,18
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Apéndice 6. Valores individuais da area da superficie corporal (ASC) calculada em

ovinos do grupo Controlegy, Embgy, Emb+Sildgy € Emb+Silda1.

ASC
Controlego Embao Emb+Sildeo Emb+Sildo1
ANIMAL ASC ANIMAL ASC ANIMAL ASC ANIMAL ASC
1 0,53 1 0,98 1 0,77 1 0,96
2 0,93 2 0,82 2 0,74 2 0,92
3 0,83 3 1,05 3 0,94 3 0,97
4 0,89 4 0,94 4 0,82 4 0,98
5 0,84 5 0,82 5 0,92 5 0,96
6 0,84 6 1,05 6 0,93 6 0,94
7 0,86 7 0,95 7 0,97 7 0,94
8 0,96 8 0,88 8 0,83 8 0,93
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Apéndice 7. Valores individuais da pressao de oclusao da artéria pulmonar (POAP)
(mmHg) para cada momento. Os grupos Controlegy, Embgy, Emb+Sildgy foram
ventilados com fragdo inspirada de oxigénio (FiO2) > 90% e no grupo Emb+Sild>1 com
FiO2 = 21%. Nos grupos com as iniciais “Emb”, induziu-se embolia pulmonar aguda
(EPA), enquanto que nos grupos com as iniciais “Sild” efetuou-se o tratamento da EPA
com sildenafil.

POAP GRUPO Controlegy

BASAL E1s Eso Tis Tao PTis PT30
Animal 1 1 1 1 4 2 4 1
Animal 2 2 1 0 0 1 1 2
Animal 3 3 4 4 4 4 5 5
Animal 4 0 0 0 0 -1 0 -1
Animal 5 1 2 1 2 1 4 3
Animal 6 4 5 5 4 4 6 6
Animal 7 2 3 1 4 2 4 5
Animal 8 2 3 3 4 4 3 3

POAP GRUPO Embgg

BASAL E1s Ezo Tis Tao PTis PTz0
Animal 1 7 8 11 9 9 9 9
Animal 2 4 5 5 5 3 5 6
Animal 3 4 6 4 5 4 5 5
Animal 4 3 3 4 4 3 3 3
Animal 5 0 1 1 1 1 1 1
Animal 6 1 4 3 4 4 5 5
Animal 7 4 6 14 12 10 9 8
Animal 8 4 5 6 6 6 5 6

POAP GRUPO Emb+Sildgg

BASAL E1s Eso T1s T30 PTis PTa3o0
Animal 1 0 2 2 1 1 1 1
Animal 2 0 2 2 1 1 1 1
Animal 3 5 5 5 4 5 6 4
Animal 4 1 5 5 4 4 4 4
Animal 5 3 5 5 5 5 5 5
Animal 6 2 4 4 4 4 4 4
Animal 7 2 5 4 4 4 6 5
Animal 8 0 -1 -1 -1 -1 0 1

POAP GRUPO Emb+Sildz;

BASAL E1s Ezo Tis Tao PTis PTso0
Animal 1 4 3 4 3 5 4 5
Animal 2 4 3 3 7 8 4 4
Animal 3 3 2 2 5 5 6 6
Animal 4 2 3 3 2 3 3 3
Animal 5 0 2 2 3 3 2 2
Animal 6 1 2 2 2 1 1 2
Animal 7 4 8 6 6 6 7 6
Animal 8 4 2 2 1 1 2 1
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Apéndice 8. Valores individuais da presséo venosa central (PVC) (mmHg) para cada
momento. Os grupos Controlegy, Embgy, Emb+Sildgy foram ventilados com fracao
inspirada de oxigénio (FiO2) > 90% e no grupo Emb+Sild2s com FiO2 = 21%. Nos
grupos com as iniciais “Emb”, induziu-se embolia pulmonar aguda (EPA), enquanto
que nos grupos com as iniciais “Sild” efetuou-se o tratamento da EPA com sildenafil.

PVC GRUPO Controleg

BASAL Eis Eso Tis T30 PTis PT3o0
Animal 1 2 7 5 5 6 5 5
Animal 2 0 2 3 0 -1 0 0
Animal 3 2 3 4 3 5 4 5
Animal 4 0 -1 -1 -1 -1 -1 -1
Animal 5 2 1 1 1 1 1 1
Animal 6 1 2 2 2 2 2 3
Animal 7 0 0 0 1 1 1 2
Animal 8 1 0 1 1 2 2 1

PVC GRUPO Embygg

BASAL Eis E3o Tis T30 PTis PT3o0
Animal 1 5 7 7 8 7 8 8
Animal 2 3 4 4 4 5 5 5
Animal 3 3 7 5 5 5 5 5
Animal 4 1 1 2 1 2 2 3
Animal 5 1 3 -1 0 -1 -1 -1
Animal 6 4 7 6 6 7 7 7
Animal 7 3 5 5 6 7 7 7
Animal 8 5 4 5 5 5 5 5

PVC GRUPO Emb+Sildgo

BASAL E1s E3o T1s T30 PTis PTa0
Animal 1 0 4 2 2 2 2 3
Animal 2 1 2 2 1 2 2 2
Animal 3 3 3 4 4 4 4 5
Animal 4 0 4 4 4 4 4 5
Animal 5 0 3 3 1 2 2 2
Animal 6 4 3 4 3 4 4 4
Animal 7 1 2 2 1 1 2 2
Animal 8 1 0 -1 0 0 0 0

PVC GRUPO Emb+Sild2;

BASAL Eis Eso T1s T30 PT1s PT3s0
Animal 1 10 11 2 2 3 2 3
Animal 2 2 6 6 5 6 5 6
Animal 3 5 4 4 5 5 5 5
Animal 4 0 2 3 3 3 2 2
Animal 5 0 4 4 4 3 5 3
Animal 6 0 1 1 1 1 1 1
Animal 7 2 4 4 4 5 4 6
Animal 8 0 2 2 1 2 2 2
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Apéndice 9. Valores individuais da frequéncia cardiaca (FC) (bpm) para cada
momento. Os grupos Controlegy, Embgy, Emb+Sildgy foram ventilados com fracao
inspirada de oxigénio (FiO2) > 90% e no grupo Emb+Sild2s com FiO2 = 21%. Nos
grupos com as iniciais “Emb”, induziu-se embolia pulmonar aguda (EPA), enquanto
que nos grupos com as iniciais “Sild” efetuou-se o tratamento da EPA com sildenafil.

FC GRUPO Controlegg

BASAL E1s Eso Tis Tao PTis PT30
Animal 1 120 122 122 121 117 115 109
Animal 2 94 95 95 85 76 75 75
Animal 3 90 89 88 84 83 78 75
Animal 4 102 87 88 86 93 86 87
Animal 5 101 103 111 115 128 124 125
Animal 6 100 95 97 100 94 88 79
Animal 7 103 103 100 99 99 95 95
Animal 8 99 93 93 92 88 85 84

FC GRUPO Embgo

BASAL E1s E3o Tis Tao PTis PT30
Animal 1 85 87 89 83 82 81 80
Animal 2 112 103 101 101 103 101 100
Animal 3 76 83 88 91 89 85 76
Animal 4 103 105 117 117 117 119 113
Animal 5 110 120 117 116 122 115 115
Animal 6 126 130 136 120 113 111 105
Animal 7 82 65 62 63 62 65 67
Animal 8 105 85 80 78 81 75 75

FC GRUPO Emb+Sildgg

BASAL  Ess Eso Tis T PT1s PTs0
Animal 1 101 99 109 88 86 98 85
Animal 2 103 113 115 101 103 101 100
Animal 3 77 77 75 71 73 73 74
Animal 4 103 99 95 97 100 101 100
Animal 5 89 89 90 83 82 82 80
Animal 6 116 111 103 95 93 92 90
Animal 7 111 95 97 83 75 74 79
Animal 8 125 127 125 109 105 103 95

FC GRUPO Emb+Sild21

BASAL E1s Eso Tis T30 PTis PTso0
Animal 1 77 86 90 88 86 85 84
Animal 2 100 107 105 101 98 96 94
Animal 3 71 86 90 88 89 90 89
Animal 4 100 103 98 92 93 98 100
Animal 5 96 115 127 126 129 127 119
Animal 6 101 101 98 100 103 105 109
Animal 7 104 117 130 121 117 126 122
Animal 8 93 88 95 88 86 84 84
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Apéndice 10. Valores individuais da pressao arterial de oxigénio (PaO2) (mmHg) e
pressdo venosa de oxigénio (PvO:) (mmHg) para cada momento. Os grupos
Controlegs, Embgo, Emb+Sildgy foram ventilados com fragdo inspirada de oxigénio
(FiO2) > 90% e no grupo Emb+Sild21 com FiO2 = 21%. Nos grupos com as iniciais
“Emb”, induziu-se embolia pulmonar aguda (EPA), enquanto que nos grupos com as
iniciais “Sild” efetuou-se o tratamento da EPA com sildenafil.

GRUPO Contoleg
PaO2 PvO:2
BASAL E3o LEY PTso BASAL Ezo Tso PTso0

Animal 1 311,6 238,3 341,3  356,3 51,1 58 59 53,2
Animal 2 509,0 520,4 513,6 493,6 83,7 79,9 72,2 771
Animal 3 501,7 452,4 475,2 4553 47,6 55,8 53,7 51,6
Animal 4 500,3 448,2 450,6 4834 45,3 46,8 48,8 48,4
Animal 5 418,0 412,2 4286 4144 52 62,7 65,9 111,5
Animal 6 414,2 457,2 432,0 4270 58,6 58,8 55,9 47,4
Animal 7 433,7 4421 467,4 4237 60,6 59,3 61,9 58,1
Animal 8 4829 504,3 502,8 4772 52,5 54,2 49,9 50,2

GRUPO Emb 90
PaO2 PvO2
BASAL E3o Tao PT3o BASAL Eao Tao PT3o

Animal 1 422,4 199,2 2151 235,2 54,20 4520 4470 41.00
Animal 2 153,0 60,5 60,8 64,6 53,90 33,60 38,80 37,40
Animal 3 385,9 277,8 329,9 147,2 59,00 51,30 49,60 41,10
Animal 4 453,3 98,1 119,8 107,8 61,10 47,60 50,00 47,10
Animal 5 4231 225,6 2272 213,77 64,90 56,50 67,00 53,00
Animal 6 469,4 123,4 147,6 1950 55,40 39,80 40,70 41,50
Animal 7 337,0 81,1 98,6 113,8 38,00 2410 25,60 28,50
Animal 8 479,0 301,6 278,0 2450 51,50 39,60 41,20 39,60

GRUPO Emb+Sildgo
PaO2 PvO:2
BASAL E3o T30 PTso BASAL Ezo Tso PTso

Animal 1 457,2 145,0 100,5 92,5 54,75 42,20 33,10 33,00
Animal 2 468,6 374,6 337,0 3171 - - - -
Animal 3 423,40 202,20 149,20 122,50 | 56,10 42,40 41,90 41,50
Animal 4 455,4 445,0 434,9 3704 49,20 34,00 43,50 44,40
Animal 5 141,7 249,3 221 193 55,20 54,70 50,00 47,90
Animal 6 428,6 295,3 223,9 231 60,30 42,20 39,50 38,50
Animal 7 491,9 255,3 213,9 202 64,00 56,70 50,80 48,30
Animal 8 472,7 315,2 317,9 272 70,10 55,20 50,50 48,50

GRUPO Emb+Sild2:

PaO:2 PvO2

BASAL Ezo Tao PT3o0 BASAL Eao Tao PTz0
Animal 1 81,6 46,6 49,2 417 439 24,7 35,3 30
Animal 2 73,4 36,0 36,2 34,2 42,6 16,9 21,5 18,4
Animal 3 69,3 26,9 36,2 33,5 30,7 12,3 23,7 22
Animal 4 71,3 38,7 36,0 35,3 38,4 23,3 21,8 22,3
Animal 5 59,9 29,4 28,8 29,7 37,7 12 16,3 14,8
Animal 6 66,4 36,8 32,6 35,2 42 1 22,1 22,3 23,3
Animal 7 65,5 31,3 31,5 31,4 36,5 17,7 19,3 18,1
Animal 8 80,0 52,0 49,0 47,0 45 34 35 33
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Apéndice 11. Valores individuais da pressao arterial de didoxido de carbono (PaCO,)
(mmHg) e de diéxido de carbono ao final da expiragdo (ETCO: - end tidal CO,) para
cada momento. Os grupos Controlegy, Embgo, Emb+Sildeg foram ventilados com fracéo
inspirada de oxigénio (FiO2) > 90% e no grupo Emb+Sild21 com FiO2 = 21%. Nos
grupos com as iniciais “Emb”, induziu-se embolia pulmonar aguda (EPA), enquanto
que nos grupos com as iniciais “Sild” efetuou-se o tratamento da EPA com sildenafil.

GRUPO Contoleg

PaCO: ETCO:2
BASAL E3o Tao PTs | BASAL Eao T30 PTa0
Animal 1 47,2 45,6 41,0 38,8 37 33 31 29
Animal 2 39,7 40,6 44 1 442 34 34 35 36
Animal 3 36,1 36,8 37,2 32,3 32 33 33 32
Animal 4 47,0 43,7 445 442 39 36 35 36
Animal 5 42,6 41,6 41,8 36,9 32 32 35 32
Animal 6 44,8 40,4 40,7 40,8 40 36 36 36
Animal 7 42,6 39 38,7 40,2 32 33 34 32
Animal 8 40,3 44,6 36,6 39,3 32 33 27 28
GRUPO Embgo
PaCO:2 ETCO2
BASAL E3o T30 PTs | BASAL Eso T30 PT3o
Animal 1 49,7 39,0 37,0 443 41 20 19 23
Animal 2 45,7 53,5 55,0 49,6 39 14 14 15
Animal 3 44,2 42,3 42 1 40,6 38 22 23 19
Animal 4 40,9 422 459 41,2 33 17 18 16
Animal 5 41,6 41,7 39,2 41,2 36 23 22 22
Animal 6 39,3 44.8 41,5 36,1 43 25 21 20
Animal 7 374 449 43,3 41,2 29 23 22 23
Animal 8 40,7 37,2 36,7 37,2 37 16 16 17
GRUPO Emb+Sildgo
PaCO: ETCO2
BASAL Ezo T30 PTs | BASAL Eao T30 PTs0
Animal 1 42,6 39,3 39,3 41,9 38 19 17 18
Animal 2 44 .4 43,5 46,8 43,6 40 22 26 26
Animal 3 36,8 38,3 42 1 442 33 17 18 19
Animal 4 37,3 37,3 38,3 38,2 37 20 23 23
Animal 5 41,2 458 43,9 424 40 22 21 19
Animal 6 41,3 35,9 36 36 32 17 18 17
Animal 7 41 453 36,2 442 34 27 18 24
Animal 8 44,7 35,4 35,1 31,3 39 17 20 22
GRUPO Emb+Sild2;
PaCO:2 ETCO2
BASAL Ezo T30 PTso | BASAL Eao T30 PTso
Animal 1 39,3 39,2 42,3 445 36 29 24 25
Animal 2 37,0 41,2 35,7 39,6 35 17 15 16
Animal 3 44,2 445 37,2 36,9 37 19 15 16
Animal 4 38,9 36,6 39,8 40,9 36 19 21 21
Animal 5 43,6 43,6 36,0 48,0 39 11 10 15
Animal 6 40,2 40,3 43,6 39,1 36 19 20 15
Animal 7 43,8 38,4 36,4 35,5 35 15 15 16
Animal 8 36,5 32,5 35,8 37,8 34 18 21 23
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Apéndice 12. Valores individuais da fragdo inspirada de oxigénio (FiO2) (%) e de
hemoglobina (Hb) (mg/dl) para cada momento. Os grupos Controlegy, Embgo,
Emb+Sildgy foram ventilados com fragdo inspirada de oxigénio (FiO2) > 90% e no
grupo Emb+Sild21 com FiO2 = 21%. Nos grupos com as iniciais “Emb”, induziu-se
embolia pulmonar aguda (EPA), enquanto que nos grupos com as iniciais “Sild”
efetuou-se o tratamento da EPA com sildenafil.

GRUPO Contoleg

FiO2 Hb
BASAL E3o Tao PTa0 BASAL Eao Tao PTa0
Animal 1 94 93 93 94 8,9 8,8 8,2 8,1
Animal 2 95 95 95 95 11,7 12 11,3 8
Animal 3 95 94 94 95 8,6 8,3 8,4 8,6
Animal 4 95 94 94 94 9,3 8,9 8,1 8,5
Animal 5 94 94 93 93 8 7,7 7.8 7,5
Animal 6 95 94 94 94 10 10,5 9 10,5
Animal 7 95 94 95 96 6,1 6,2 6,3 6,2
Animal 8 94 95 95 94 8,6 8,1 8,1 10,3
GRUPO Embgo
FiO2 Hb
BASAL E3o T30 PTiz | BASAL Eao T30 PTso
Animal 1 96 95 95 96 8,6 9 8,7 8,5
Animal 2 95 94 94 94 8,6 9 8,7 8,5
Animal 3 95 94 94 95 8,2 8,4 8,3 8,2
Animal 4 93 94 93 95 6 6 59 6,4
Animal 5 93 94 94 94 7.4 8,2 7.4 7,7
Animal 6 93 93 93 93 8,7 9,6 9 8,2
Animal 7 94 94 94 94 8,7 7,2 7.9 7,8
Animal 8 96 95 95 95 10,6 10,3 10,4 9,2
GRUPO Emb+Sildg
FiO2 Hb
BASAL Ezo T30 PTa0 BASAL Eao Tao PT30
Animal 1 95 94 94 94 10,1 10,5 9,3 9,6
Animal 2 96 96 95 95 10 10,6 9,7 9,9
Animal 3 94 94 94 94 8,5 9,3 9 8,9
Animal 4 95 94 94 94 9,9 9,8 8,9 8,7
Animal 5 93 93 94 94 8,3 8,3 8,1 8,5
Animal 6 95 94 94 96 6,4 6,7 6 6,2
Animal 7 92 93 94 94 11,6 11,3 10,9 11,7
Animal 8 95 92 95 95 9,5 8,6 7,2 9,6
GRUPO Emb+Sild2;
FiO2 Hb
BASAL Ezo Tao PTao BASAL Eao Tao PTz0
Animal 1 21 21 22 21 9,8 10,2 9,6 10,2
Animal 2 21 21 21 21 9 9,2 9 9,2
Animal 3 21 21 23 22 5,6 6,5 49 5,8
Animal 4 22 21 20 21 10 10,3 9,7 9,9
Animal 5 21 21 21 22 9,3 10,2 9.1 10,1
Animal 6 21 21 20 21 9,5 9,4 9.1 9,8
Animal 7 22 21 21 20 8,4 9,4 9.1 8,8
Animal 8 21 20 22 21 8,5 7,8 7,9 7,9
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Apéndice 13. Valores individuais da saturagdo arterial de oxigénio (Sa0O,) (%) e
saturacdo venosa mista de oxigénio (SvO) (%) para cada momento. Os grupos
Controlegs, Embgo, Emb+Sildgy foram ventilados com fragdo inspirada de oxigénio
(FiO2) > 90% e no grupo Emb+Sild21 com FiO2 = 21%. Nos grupos com as iniciais
“Emb”, induziu-se embolia pulmonar aguda (EPA), enquanto que nos grupos com as
iniciais “Sild” efetuou-se o tratamento da EPA com sildenafil.

GRUPO Contoleg

Sa0:2 SvO2
BASAL Ezo Tao PTao | BASAL Ezo T30 PTao
Animal 1 99,9 99,8 99,9 99,9 85,7 89,7 90,2 87
Animal 2 100 100 100 100 96,1 95,6 94,3 95,2
Animal 3 100 100 100 100 82,6 88,2 87 85,7
Animal 4 100 100 100 100 80,7 81,7 83,4 83,4
Animal 5 100 100 100 100 86,4 91,4 91 98,3
Animal 6 100 100 100 100 89,7 89,7 88,2 82,6
Animal 7 100 100 100 100 90,8 90,2 91 89,7
Animal 8 100 100 100 100 86,4 87,6 84,2 85
GRUPO Embgo
Sa0: SvO>
BASAL Eso T30 PTs | BASAL Eso T30 PTso
Animal 1 100 99,7 99,8 99,8 87,6 80,7 99,1 99
Animal 2 994 90,6 90,6 921 87 63,6 721 70,6
Animal 3 100 99,9 99,9 99,3 90,2 85,7 84,2 76,2
Animal 4 100 97,6 98,6 98,1 91 82,6 85 82,6
Animal 5 100 99,8 99,8 99,8 921 88,7 93 87
Animal 6 100 98,8 99,3 99,7 88,2 73,6 74,9 76,2
Animal 7 99,9 95,9 97,6 98,4 721 427 45,3 52,8
Animal 8 100 99,9 99,9 99,8 85,7 73,6 76,2 73,6
GRUPO Emb+Sildg
Sa0:2 SvO2
BASAL Ezo Tao PTao | BASAL Ezo T30 PT3o0
Animal 1 100 99,2 97,7 971 87,6 77,5 63,6 63,6
Animal 2 100 100 100 99,9 - - - -
Animal 3 100 99,7 99,3 98,7 88,7 77,5 76,2 76,2
Animal 4 100 100 100 100 84,2 65,5 78,6 79,7
Animal 5 99,2 99,8 99,8 99,7 88,2 87,6 85 82,6
Animal 6 100 99,9 99,8 99,8 90,6 77,5 73,6 721
Animal 7 100 99,9 99,8 99,7 921 88,7 85 83,4
Animal 8 100 99,9 99,9 99,9 93,8 88,2 85 83,4
GRUPO Emb+Sild2;
Sa0:2 SvO2
BASAL Ezo Tao PTao | BASAL Ezo T30 PT3o0
Animal 1 95,9 81,7 84,2 76,2 78,6 427 67,3 57,4
Animal 2 94,5 69 69 65,5 77,5 21,7 34,7 26,7
Animal 3 93,5 47,9 69 63,6 57,4 13,1 40 37,3
Animal 4 94 72,1 69 67,3 72,1 40 34,7 37,3
Animal 5 90,2 55,1 52,8 55,1 70,6 13,1 21,7 17,2
Animal 6 92,7 69 61,6 67,3 77,5 37,3 37,3 40
Animal 7 924 59,5 59,5 59,5 69 24,2 29,3 26,7
Animal 8 95,7 86,4 84,2 82,6 80,7 65,5 67,3 63,6
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Apéndice 14. Valores individuais de potencial de hidrogeniénico (pH) para cada
momento. Os grupos Controlegy, Embgy, Emb+Sildgy foram ventilados com fracao
inspirada de oxigénio (FiO2) > 90% e no grupo Emb+Sild2s com FiO2 = 21%. Nos
grupos com as iniciais “Emb”, induziu-se embolia pulmonar aguda (EPA), enquanto
que nos grupos com as iniciais “Sild” efetuou-se o tratamento da EPA com sildenafil.

pH GRUPO Controlegg

BL E3o T3o PTao0
Animal 1 7,46 7,48 7,50 7,52
Animal 2 7,428 7,423 7,376 7,374
Animal 3 7,494 7,451 7,452 7,489
Animal 4 7,389 7,424 7,420 7,413
Animal 5 7,422 7,432 7,441 7,419
Animal 6 7,36 7,42 7,43 7,41
Animal 7 7,425 7,456 7,473 7,428
Animal 8 7,46 7,447 7,516 7,484

pH GRUPO Embgo

BL Eso Tao PTso
Animal 1 7,40 7,48 7,50 7,44
Animal 2 7,400 7,350 7,360 7,400
Animal 3 7,38 7,39 7,40 7,42
Animal 4 7,414 7,380 7,378 7,421
Animal 5 7,448 7,474 7,485 7,474
Animal 6 7,45 7,37 7,44 7,49
Animal 7 7,502 7,433 7,439 7,452
Animal 8 7,419 7,443 7,448 7,442

pH GRUPO Emb+Sildgo

BL E3o T30 PTao0
Animal 1 7,450 7,460 7,460 7,450
Animal 2 7,400 7,410 7,380 7,380
Animal 3 7,402 7,420 7,401 7,385
Animal 4 7,460 7,447 7,410 7,410
Animal 5 7,412 7,412 7,426 7,444
Animal 6 7,407 7,474 7,453 7,456
Animal 7 7,417 7,377 7,470 7,428
Animal 8 7,376 7,465 7,453 7,468

pH GRUPO Emb+Sild2;

BL Eso Tao PTao
Animal 1 7,430 7,423 7,413 7,412
Animal 2 7,469 7,389 7,442 7,392
Animal 3 7,429 7,390 7,434 7,465
Animal 4 7,428 7,389 7,372 7,393
Animal 5 7,434 7,317 7,347 7,224
Animal 6 7,467 7,469 7,383 7,410
Animal 7 7,432 7,444 7,451 7,468
Animal 8 7,424 7,464 7,395 7,395
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Apéndice 15. Valores individuais da frequéncia respiratoria (FR) (rpm) e do volume
corrente (Vt) (ml) para cada momento. Os grupos Controlegy, Embgy, Emb+Sildgy foram
ventilados com fragdo inspirada de oxigénio (FiO2) > 90% e no grupo Emb+Sild>1 com
FiO2 = 21%. Nos grupos com as iniciais “Emb”, induziu-se embolia pulmonar aguda
(EPA), enquanto que nos grupos com as iniciais “Sild” efetuou-se o tratamento da EPA
com sildenafil.

GRUPO Controlegg

FR Vit
BASAL E3o Tao PTso | BASAL Eao Tao PTao0
Animal 1 11 12 13 13 235 239 236 237
Animal 2 3 4 4 4 523 546 540 536
Animal 3 6 6 6 6 448 451 452 449
Animal 4 7 7 7 7 466 480 476 458
Animal 5 7 7 7 7 479 454 477 440
Animal 6 7 9 9 9 455 476 472 469
Animal 7 6 6 6 7 475 477 478 468
Animal 8 5 5 7 6 553 548 557 553

GRUPO Embgo

FR Vit
BASAL E3o LE PTs | BASAL Eso T30 PTso
Animal 1 6 14 14 11 575 578 595 589
Animal 2 8 18 18 20 456 432 429 441
Animal 3 7 12 12 12 653 668 661 668
Animal 4 8 14 14 18 530 534 554 541
Animal 5 6 11 11 11 394 398 399 399
Animal 6 5 12 14 15 491 490 490 492
Animal 7 8 9 12 12 553 539 547 535
Animal 8 6 19 19 17 492 515 510 509

GRUPO Emb+Sildgo

FR Vit
BASAL Ezo Tao PTso | BASAL Eao Tao PT30
Animal 1 6 13 13 13 411 413 409 408
Animal 2 6 12 10 10 376 392 388 384
Animal 3 7 12 11 11 511 511 517 524
Animal 4 5 12 12 12 448 419 426 419
Animal 5 6 10 12 13 502 496 499 503
Animal 6 6 12 11 11 505 518 510 516
Animal 7 5 7 16 10 554 559 552 564
Animal 8 6 12 12 12 447 438 406 429

GRUPO Emb+Sild2;

FR Vit
BASAL Ezo Tao PTso | BASAL Eao Tao PTz0
Animal 1 7 7 9 8 570 504 480 571
Animal 2 7 13 16 12 552 565 529 534
Animal 3 5 9 15 15 509 525 539 519
Animal 4 6 11 10 10 548 561 555 550
Animal 5 6 23 25 11 525 534 531 532
Animal 6 7 13 13 22 486 513 514 518
Animal 7 7 17 17 17 507 527 500 510
Animal 8 5 13 10 9 520 533 524 533
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Apéndice 16. Valores individuais da relacdo pressado arterial de oxigénio/fracao
inspirada de oxigénio (PaO./FiO2) e mistura venosa (Qs/Qt) (%) para cada momento.
Os grupos Controlegy, Embgy, Emb+Sildgy foram ventilados com fragcéo inspirada de
oxigénio (FiO2) > 90% e no grupo Emb+Sild21 com FiO2 = 21%. Nos grupos com as
iniciais “Emb”, induziu-se embolia pulmonar aguda (EPA), enquanto que nos grupos
com as iniciais “Sild” efetuou-se o tratamento da EPA com sildenafil.

GRUPO Controlegg

PaO/FiO2 Qs/Qt
BASAL Eso T30 PT3o0 BASAL Eso T30 PTao0
Animal 1 331,5 256,2 367,0 379,0 22,40 35,00 24,80 21,00
Animal 2 | 535,8 547,8 540,6 519,6 7,80 5,70 5,60 9,70
Animal 3 | 528,1 481,3 505,5 479,3 5,50 11,40 8,40 10,90
Animal4 | 526,6 476,8 479,4 514,3 4,00 8,30 9,00 5,90

Animal 5 | 4447 4385 460,9 445,6 13,60 17,90 14,90 27,80
Animal 6 | 436,0  486,4 459,6 454,3 14,80 10,00 12,60 9,60
Animal 7 | 456,5  470,3 472,7 441,4 16,70 14,90 14,90 18,10

Animal 8 513,7 530,8 529,3 507,7 7,00 5,40 5,80 6,60
GRUPO Embgo
PaO2/FiO2 Qs/Qt
BASAL E3o T30 PTso BASAL Eso T30 PTso

Animal 1 | 440,0 209,7 226,4 245,0 13,67 29,06 64,45 59,89
Animal 2 | 161,1 64,4 64,7 68,7 42,47 43,49 53,17 48

Animal 3 | 406,2 295,5 351,0 154,9 19,92 26,83 20,8 31,58
Animal 4 | 487,4 104,4 128,8 113,5 12,98 53,41 51,72 50,15
Animal 5 | 454,9  240,0 2417 227,3 16,66 36,78 46,59 36,61

Animal 6 | 504,7 132,7 158,7 209,7 8,44 28,8 28,22 26,72
Animal 7 | 358,5 86,3 104,9 121,1 14,05 25,34 21,88 22,85
Animal 8 | 499,0 317,5 292.6 257,9 7,41 15,42 17,95 20,4
GRUPO Emb+Sildgo
PaO2/FiO2 Qs/Qt
BASAL Ezo Tao PT30 BASAL Ezo T30 PT3o0

Animal 1 | 4813 154,3 106,9 98,4 17,88 76,79 27,09 28,11
Animal 2 | 488,1 390,2 354,7 333,8 - - - -
Animal 3 | 450,4 2151 158,7 130,3 14,58 25,37 29,41 32,95
Animal4 | 479,4 473,44 462,7 394,0 9,04 5,59 8,98 14,38
Animal 5 | 1524  268,1 2351 205,3 46,83 31,67 32,28 31,82
Animal 6 | 451,2 3141 238,2 240,6 17,12 22,51 27,83 26,6
Animal 7 | 534,77  274,5 227,6 2149 5,56 27,66 28,71 26,57
Animal 8 | 4924 342,6 334,6 286,3 11,87 25,03 25,33 24,67

GRUPO Emb+Silda;
PaO2/FiO2 Qs/Qt

BASAL Ezo Tao PT3o0 BASAL Ezo T30 PT3o0
Animal 1 388,6 221,9 223,6 198,6 3,73 28,41 43,98 51,62
Animal 2 | 349,5 171,4 172,4 162,9 13,14 37,19 4577 45,07
Animal 3 | 330,0 128,1 157,4 152,3 6,52 58,38 51,81 57,51
Animal 4 | 3241 184,3 180,0 168,1 14,01 44,31 44,35 49,84
Animal 5 | 285,2 140,0 1371 135,0 22,96 49,61 59,22 52,32
Animal 6 | 316,2 175,2 163,0 167,6 20,78 47,02 58,16 52,41
Animal 7 | 297,7 149,0 150,0 157,0 16,19 51,90 55,95 53,51
Animal 8 | 381,0 260,0 2227 223,8 7,83 34,81 45,87 44,03




