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Resumo

ROCHA, T. L. A. Efeitos da interacao da doxiciclina e adrenomodulina
na embolia pulmonar aguda em ovinos anestesiados. 2016. 84 f.
Dissertacdo (Mestrado em Anestesiologia) - Faculdade de Medicina de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2016.

As metaloproteinases de matriz extracelular (MMPs) podem limitar a
vasodilatacao pulmonar e os efeitos inotrépicos positivos promovidos pela
adrenomedulina durante a hipertensédo pulmonar. O presente estudo teve
por objetivo avaliar os efeitos da administragdo combinada da doxiciclina
(inibidor ndo seletivo das MMPs) e da adrenomedulina sobre as alteracoes
hemodindmicas observadas durante a embolia pulmonar aguda em
ovinos. Alteragbes hemodinamicas e respiratérias foram mensuradas em
ovinos anestesiados, pré-tratados com doxiciclina (10 mg/kg por via
intravenosa), submetidos a EPA induzida pela injecao intravenosa (I1V) de
microesferas de silicone (500 mg) e posteriormente tratados com solucéao
salina (grupo Dox+PE) ou adrenomedulina (50 ng/kg/min) (grupo
Dox+PE+Adm). Os resultados deste estudo foram comparados com
grupos histéricos recentemente publicados por nosso grupo de pesquisa,
realizados sob as mesmas condigbes experimentais, onde foram utilizados
ovinos anestesiados nao submetidos a qualquer intervencdo (grupo
Sham) ou submetidos a EPA e tratados com solucao salina (grupo PE) ou

com adrenomedulina (50 ng/kg/min) (grupo PE+Adm). Doxiciclina nao



produziu efeitos adicionais sobre as diminui¢des significativas no indice de
resisténcia vascular pulmonar e aumento no indice cardiaco (ambos em
25%) observadas com o uso da adrenomedulina (grupo PE+Adm). A
administragdo da adrenomedulina (grupo PE+Adm e Dox+PE+Adm)
diminuiu significativamente a pressao arterial média e o indice de
resisténcia vascular sistémica, levando a uma hipotensédo sistémica
moderada. Redugdes significativas na pressao parcial de oxigénio arterial
foram observadas apds a doxiciclina e a EPA, que nao foram afetadas
pela administracdo da adrenomedulina. Estes resultados demonstram que
a administracdo combinada da doxiciclina e adrenomedulina ndo traz
beneficios hemodinadmicos adicionais quando comparada ao uso isolado
da adrenomedulina, sugerindo que esta combinacdo ndo se apresenta

vantajosa durante a EPA induzida por microesferas.

Palavras Chave: adrenomedulina, metaloproteinases de matriz

extracelular, embolia pulmonar aguda, hipertens&o pulmonar, doxiciclina.



Abstract

ROCHA, T. L. A. Effects of the interaction of doxycycline and
adrenomedullin in acute pulmonary embolism in anesthetized sheep.
2016. 84 f. Thesis (Master in Anesthesiology) — School of Medicine, Sao

Paulo State University, Botucatu, 2015.

Matrix metalloproteinases (MMPs) may limit severely the pulmonary
vasodilatory and inotropic effects of adrenomedullin during pulmonary
hypertension. Hemodynamic and respiratory changes were measured in
anesthetized bovine pre-treated with doxycycline (10 mg/kg intravenously),
subjected to APE induced by intravenous injection of silicone microspheres
(500 mg) and subsequently treated with physiological saline (Dox+PE
group) or adrenomedullin (50 ng / kg / min) (Dox+PE+ Adm group). The
results were compared with historical group recently published by our
research group, carried out under the same experimental conditions,
where anesthetized sheep were used not subjected to any intervention
(Sham group) or subjected to APE, and treated with physiological saline
(PE group) or with adrenomedullin (50 ng / kg / min) (PE+Adm Group).
Doxycycline produced no effect on significant temporal decreases in
pulmonary vascular resistance index and increases in cardiac index (both
by 25%) observed with adrenomedullin. The administration of
adrenomedullin  significantly decreased mean arterial pressure and
systemic vascular resistance index, leading to a moderate systemic

hypotension. Significant decreases in arterial oxygen partial pressure were



observed after doxycycline or APE, but these changes were not affected
by adrenomedullin. These results demonstrate that the combined
administration of doxycycline and adrenomedullin does not provide
additional hemodynamic benefits when compared to isolated use of
adrenomedullin, suggesting that this combination does not appear

advantageous for the APE-induced microspheres.

Keywords: Adrenomedullin, extracellular matrix metalloproteinases, acute

pulmonary embolism, pulmonary hypertension, doxycycline.
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1. INTRODUCAO

A embolia pulmonar aguda (EPA) € uma condi¢ao clinica grave,
de grande prevaléncia e elevada taxa de mortalidade, que resulta da
obstrucdo do leito arterial pulmonar por coagulos (émbolos) oriundos,
principalmente, do sistema venoso profundo dos membros inferiores. Nos
EUA, estima-se que anualmente cerca de 50.000 a 200.000 pacientes,
acometidos por EPA, evoluem para o ébito ( RIEDEL, 2001; WOOD, 2002;
SADOSTY; BOIE et al.,, 2003), tornando essa enfermidade a terceira
maior causa de morte entre os americanos. A hipertensdo pulmonar,
ocasionada pelo subito aumento da resisténcia vascular pulmonar (RVP),
e 0 consequente desenvolvimento de insuficiéncia ventricular direita séo
um dos principais fatores determinantes de morte apds a instalacdo da
EPA (SMULDERS, 2001; SANCHEZ et al., 2008).

A terapia usualmente utilizada em situacdes de EPA tem como
principal alvo a remocdo dos émbolos que provocam a obstrucao
mecanica da vasculatura pulmonar, o que inclui, cuidados de suporte,
administracdao de anticoagulantes, trombdlise sistémica e embolectomia
cirurgica (SADOSTY; BOIE et al., 2003; PENALOZA et al., 2012). Embora
recentemente tenha sido destacada a relevancia da vasoconstricao
arterial pulmonar que ocorre imediatamente apés a EPA (SMULDERS,
2001), ainda sao poucos os estudos que tém abordado a hipétese de que
a combinacdo de farmacos que atenuam a hipertensao pulmonar e que

melhoram o débito cardiaco podem produzir efeitos benéficos
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complementares, melhorando a sobrevida dos pacientes com EPA
(SMULDERS, 2000).

Estudos prévios tém demonstrado que a administracdo
intravenosa da adrenomedulina induz reducdo da resisténcia vascular
pulmonar e aumenta o indice cardiaco apds hipertensdo pulmonar em
humanos e em ovinos com endotoxemia ou EPA (NAGAYA et al., 2000;
ERTMER et al., 2007; LAGOS-CARVAJAL et al.,, 2015). Esses achados
suportam a hipétese de que a adrenomedulina pode ser um adjuvante
promissor na abordagem terapéutica utilizada no tratamento de
hipertensao pulmonar aguda.

De maneira interessante, tem sido sugerido que a
adrenomedulina pode ser degradada pelas metaloproteinases de matriz
(MMPs), resultando na inibigdo do seu efeito vasodilatador (MARTINEZ et
al., 2004). Além disso, a inibicdo das MMPs com doxiciclina (inibidor nao
seletivo das MMPs) foi associada a menores redugdes na circulacao da
adrenomedulina e, a diminuicao da hipertensao em ratos (NASCIMENTO
et al,, 2014).

Adicionalmente, a ativacdo das MMPs tem sido implicada no
desenvolvimento da hipertensdo pulmonar induzida por EPA (FORTUNA
et al., 2007; MUHL et al., 2007; CAU et al., 2013), uma vez que a inibicdo
delas pela doxiciclina produziu efeitos benéficos sobre os disturbios
hemodinamicos instalados apdés EPA (NETO-NEVES et al., 2013a).

Diante do exposto acima, o presente trabalho teve por objetivo

avaliar os efeitos hemodindmicos do uso combinado da doxiciclina e da
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adrenomedulina durante a hipertensao pulmonar induzida por EPA.

Revisdo Bibliogrdfica
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1Fisiologia da circulacao pulmonar

A circulacdo pulmonar possui algumas particularidades que a
diferencia, em certos aspectos, da circulacao sistémica. O leito vascular
pulmonar, ao contrario do sistémico, caracteriza-se por ser um circuito de
baixa pressao e elevada capacitancia, que lhe permite acomodar grandes
aumentos do fluxo sanguineo ao custo de elevacdes discretas na pressao
arterial pulmonar (PAP) (ELLIOT, 1992; BARNES, 1995). Esta habilidade
se deve, fundamentalmente, ao recrutamento de capilares e arteriolas
presentes em areas do pulmdo que sao ventiladas, porém pouco
perfundidas, denominadas de zonas pulmonares tipo | de West (WEST,
1977) Além disso, os vasos pulmonares sao finos e distensiveis, o que da
a arvore pulmonar grande complacéncia (REEVES; RUBIN, 1998)

Embora o volume de sangue que passa pelos pulmdes seja
essencialmente igual ao da circulacao sistémica, ou seja, igual ao DC, a
pressao da artéria pulmonar representa apenas, aproximadamente, 1/6 da
pressao arterial sistémica (LUMB, 2005). Em individuos sadios e ao nivel
do mar, a pressdo média da artéria pulmonar (PMAP), considerada
normal, € de aproximadamente 12 a 16 mmHg e a resisténcia vascular
pulmonar (RVP) menor que 320 dinas.s.cm™ (ELLIOT, 1992; WOOD,
2002).

Existem varios fatores que podem interferir na resisténcia

vascular pulmonar e, consequentemente, na pressao arterial pulmonar
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(LUALDI; GOLDHABER, 1995; SMULDERS, 2000; SMULDERS, 2001).
Um dos mais importantes a ser analisado é a vasoconstrigdo pulmonar
hipoxica. Esse fendbmeno ocorre quando a concentragdo de oxigénio no
interior dos alvéolos cai abaixo do normal (presséao arterial de oxigénio
(PaO,) abaixo de 73 mmHg) fazendo com que 0s vasos sanguineos
adjacentes se contraiam na tentativa de impedir a desoxigenacgao
sanguinea. Essa contracdo, que tem como intuito distribuir o fluxo
sanguineo para areas dos pulmdes melhores ventiladas, pode levar a
aumentos na RVP que chegam a atingir valores até cinco vezes maiores
do que os valores fisiolégicos. Curiosamente, esse efeito é oposto ao
observado nos vasos sistémicos, que se dilatam em resposta a baixa do
oxigénio (DANTZKER; WAGNER et al., 1978; VOELKEL; TUDER, 2000;
SOMMER, 2008).

Adicionalmente, os vasos sanguineos pulmonares apresentam
células endoteliais capazes de regular o ténus vasomotor por meio da
liberagcdo de diversos mediadores vasoativos e agentes que afetam o
crescimento e a diferenciacdo das células que compdéem o0s vasos
(ELLIOT, 1992). Dentre esses compostos vasoativos, alguns possuem
funcdo vasodilatadora como o 6xido nitrico e as prostaciclinas e outros
funcdo vasoconstrictora como a endotelina 1 (ET-1), angiotensina Il (Ang
Il) e tromboxano A2 (TxA2). Anormalidades na produg¢do ou degradacao
destes mediadores podem resultar em elevacado da RVP e,

consequentemente a hipertensédo pulmonar (HP) (RIEDEL, 2001).
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2.2 Hipertensao pulmonar durante a EPA

O quadro de hipertensdo pulmonar se caracterizada por
apresentar valores de PMAP acima de 25 mmHg em repouso, ou 30
mmHg durante o exercicio e valores de RVP superiores a 320
dinas.seg.cm-5 (WOOD, 2002).

Na EPA, a obstrucdo mecéanica do leito vascular pulmonar leva
ao aumento da PAP devido a subita elevacao da RVP. A magnitude desse
aumento dependera tanto do tamanho e do numero de émbolos
localizados nos vasos sanguineos pulmonares, como também do grau de
obstrucdo da rede arterial pulmonar (PENALOZA et al., 2012;
GOLDHABER; ELLIOT, 2013; RIEDEL, 2001). Em pacientes previamente
higidos a pressdao da artéria pulmonar aumenta consideravelmente
apenas em casos onde a obstrucdo compromete acima de 50% do leito
arterial pulmonar. Entretanto, em doencas cardiovasculares preexistentes
a presenca de émbolos relativamente menores é capaz de resultar em
instabilidade hemodinamica significativa (RIEDEL, 2001).

Embora a obstrugéo fisica do fluxo sanguineo pulmonar seja o
principal mecanismo responsavel pela HP durante a EPA, existem outros
fatores que contribuem para o agravamento do quadro clinico Sao eles: a
liberacdo de substancias vasoconstritoras e a vasoconstricdo pulmonar
hipdxica, ja mencionada anteriormente (LUALDI; GOLDHABER, 1995;
STRATMANN; GREGORY, 2003).

Sabe-se, que a influéncia de mediadores vasoativos, liberados

por estimulos neurais e humorais, € um fator importante na severidade da



23
hipertensdo pulmonar e do disturbio hemodindmico observado em
pacientes com EPA. (SMULDERS, 2000; STRATMANN; GREGORY,
2003). Segundo a literatura, uma vez que o émbolo obstrui a vasculatura
pulmonar, se inicia uma série de eventos complexos que levam ao
aumento na liberacao de agentes vasoconstritores e pré-coagulantes, bem
como a diminuicdo da concentragdo de substancias vasodilatadoras
(SMULDERS, 2001; WOOD, 2002; STRATMANN; GREGORY, 2003).
Dentre os vasoconstritores liberados, a serotonina e o tromboxano A2 sao,
provavelmente, os mais importantes nos quadros de EPA. A elevacao dos
niveis séricos desses dois agentes acompanha a queda do numero de
plaquetas circulantes, sugerindo que sua origem esteja na agregacao
plaquetaria resultante dos processos tromboembdlicos. (UTSONOMIYA et
al., 1982; REEVES; DEMERS, 1983; STRATMANN; GREGORY, 2003).

De maneira similar, a embolia pulmonar pode desencadear
vasoconstricdo pulmonar generalizada de origem neurogénica. Apesar
deste mecanismo nédo estar totalmente esclarecido, acredita-se que haja o
envolvimento dos nervos simpaticos eferentes e das inervacdes
parassimpatica e de NANC (n&o adrenérgica e nao colinérgicos)

(STRATMANN; GREGORY, 2003; DEN et al., 2014).

2.3Disfuncao ventricular direita durante EPA
A EPA provoca uma série de consequéncias hemodinadmicas
imediatas ou inter-relacionadas que, como visto acima, € proporcional a

magnitude da obstrucdo do leito vascular pulmonar. A insuficiéncia
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cardiaca direita € a consequéncia mais importante da HP e continua a ser
a causa mais frequente de morte em pacientes com EPA (PENALOZA et
al., 2012; GOLDHABER; ELLIOT, 2013; RIEDEL, 2001).

A insuficiéncia ventricular direita ocorre devido aos incrementos
na PAP e da RVP, causados pelos émbolos e pela reposta neuro-humoral,
que levam a um aumento significativo na pds-carga ventricular direita e,
consequentemente a uma maior tensao sobre a parede do ventriculo
direito (VD). Isso resulta em dilatacdo e disfuncéao ventricular direita que,
por fim, levam a diminuicdo do débito do VD (LUALDI; GOLDHABER,
1995). O desvio do septo interventricular, promovido pela dilatagdo do VD,
associado a diminuicao do débito do VD prejudicam o preenchimento da
camara ventricular esquerda que, compromete o débito cardiaco (DC) e a
pressao arterial sistémica, assim como a perfusao coronariana e a oferta
de oxigénio, produzindo isquemia do miocardio (JARDIN et al., 1987;
PIAZZA; GOLDHABER, 2010).

Todo esse processo se da em razdo do VD nédo estar
preparado para suportar os subitos aumentos de pressao, imposta pela
circulagdo pulmonar hipertensa, geralmente observada nos eventos

pulmonares embolicos (MEBAZAA et al., 2004).

2.4 Adrenomedulina
A adrenomedulina € um potente peptideo vasodilatador, que foi
descoberto inicialmente em tumores das células cromafins, presentes na

medula supra-renal humana, denominado feocromocitoma (KITAMURA,
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1993). Esse peptideo €& composto por 52 aminoacidos, sendo
estruturalmente similar ao peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP - calcitonin gene-related peptide) (RICHARD et al., 2000; HINSON
et al., 2000; BELTOWSKI; JAMROZ, 2004).

A adrenomedulina encontra-se amplamente distribuida pelo
corpo, estando seu gene expresso em uma variedade de tecidos, tais
como: rins, atrios, ventriculos e pulmao (HINSON et al., 2000; WESTPHAL
et al., 2004) . Além disso, a adrenomedulina é sintetizada e secretada por
células endoteliais e da musculatura lisa vascular presentes tanto na
circulacao pulmonar como na sistémica (WESTPHAL et al., 2004).

O reconhecimento de um grande numero de sitios de ligacao
da adrenomedulina, no miocardio ventricular e no pulmao, tem sustentado
a hipétese de que este peptideo desempenha um papel importante na
regulacdo da contratilidade miocéardica e do ténus vascular pulmonar
(LIPPTON et al.,, 1986; OWJI et al., 1995; NAGAYA et al., 2003).
Adicionalmente, niveis elevados de adrenomedulina foram observados no
plasma de pacientes com hipertensdo pulmonar (NAGAYA el al., 2000),
sugerindo que o organismo pode dispor da liberacdo desse peptideo para
contra balancear o intenso aumento da pressao nos vasos pulmonares.

Em razdo de sua acdo vasodilatadora pulmonar e inotrépica
positiva, a adrenomedulina tem se mostrado um farmaco com grande
potencial terapéutico em diversas condi¢cées patoldgicas, inclusive na
EPA. Estudos anteriores tém demonstrado que o0 uso intravenoso da

adrenomedulina (50 ng / kg / min) induz melhora do indice cardiaco, além
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de reduzir o indice de resisténcia vascular pulmonar, em pacientes com
HP (NAGAYA et al., 2003) e ovinos submetidos a endotoxemia (ERTMER
et al., 2007). Resultados similares foram encontrados recentemente por
nosso grupo de pesquisa, onde a administracao IV da adrenomedulina
também produziu diminuigdo significativa da RVP e aumento do indice
cardiaco, ambos em 25%, ap6s HP induzida por APE em ovinos
anestesiados (LAGOS-CARJAVAL et al., 2015).

Embora o mecanismo de agéo da adrenomedulina possa diferir
de acordo com a espécie animal e do tecido do organismo, acredita-se
que seus efeitos vasodilatadores sejam mediados, principalmente, pelos
aumentos na sintese do AMPc ( NISHIKIMI et al., 1998). Foi verificado
que a membrana das células musculares lisas vasculares apresenta um
receptor de sete dominios transmembranares, acoplado a adenilato
ciclase, especifico para adrenomedulina que quando ocupado estimula a
producdo do AMP ciclico (KAPAS et al., 1995; HINSON et al., 2000), um
importante mensageiro intracelular responsavel pelo relaxamento da
musculatura.

Outro possivel mecanismo de acdo da adrenomedulina envolve
a ativacdo da sintase endotelial do 6xido nitrico e a formagdo de GMP

ciclico (SZOKODI e al., 1998; HAYAKAWA et al., 1999).

2.5Metaloproteinases da matriz extracelular
As metaloproteinases (MMPs) constituem uma familia de

enzimas proteoliticas, zinco dependentes, cuja funcédo € a degradacgao de
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varios componentes da matriz extracelular (MEC). Essas enzimas sao
responsaveis por mediar uma ampla variedade de processos biolégicos,
tais como: desenvolvimento embriondrio, angiogénese, reparacao
tecidual, cicatrizacdo de feridas, entre outros (Llet al., 2000,
VANHOUTTE et al., 2006; KUPAI et al., 2010).

Baseado em sua afinidade por determinados substratos que
degradam, as MMPs podem ser classificadas em colagenases,
gelatinases, estromelisinas, matrilisinas e MMPs de membrana
(GEURTS et al., 2011). Em geral, elas sdo compostas por uma mesma
estrutura, contendo pré e pds-dominios, seguidos de um dominio catalitico
e uma por¢cao C terminal. O dominio catalitico é uma regido altamente
conservada, onde ocorre a ligagdo de um ion zinco, essencial para a
manutencdo da atividade enzimatica (SPINALE et al., 2000; PARKS et
al., 2004; GEURTS et al,. 2011).

As MMPs séo inicialmente secretadas como enzimas inativas,
denominadas pré-enzimas ou zimogénios, que permanecem latentes até
serem ativadas por clivagem proteolitica. (GEURTS et al., 2011). Esse
processo requer a remogao do pré-peptideo inibitério, permitindo o livre
acesso do substrato ao sitio catalitico do zinco (Zn2+) (BIRKEDAL-
HANSEN, 1995).

Embora as MMPS participem de uma série de processos
fisiolégicos, aumentos excessivos ou desequilibrados na atividade dessas
enzimas tém sido relacionados a diversas condicées patoldgicos tais

como: hipertensdo, aterosclerose, infarto do miocéardio, insuficiéncia
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cardiaca, entre outras (DOLLERY et al., 1995; SPINALE et al., 2000;
SPINALE, 2002; FATAR et al.,, 2005; SOUZA-COSTA et al.,, 2005;
THOMPSON; COCKERILL, 2006; FORTUNA et al., 2007).

Alguns estudos tém demostrado que a ativacdo das MMPs, em
especial da MMP-2 e a MMP-9, estdo envolvidas na fisiopatologia da EPA
(PALEI et al., 2005; FORTUNA et al., 2007; NETO-NEVES et al., 20113;
NETO-NEVES et al.,, 2011b). Essa afirmacdo tem sido apoiada por
estudos que sugerem a participacado de algumas MMPs na regulacao do
tébnus vascular pulmonar. Neste contexto, ha evidéncias apontando que as
MMP-2 podem contribuir para formacao de vasoconstritores, seja através
da clivagem da Big endotelina-1 em endotelina-1 (importante
vasoconstritor) (FERNANDEZ-PATRON et al., 1999) como da clivagem da
adrenomedulina (Fig 2) em peptideos menores eliminando assim sua a
acao vasodilatadora e formando um outro peptideo vasoconstrictor
(Martinez et al. 2004). Além disso, a MMP-2 parece degradar o CGRP, um
potente vasodilatador pulmonar (FERNANDEZ-PATRON et al., 2000).
Esses efeitos sobre alguns peptideos vasoativos sugerem que as MMPs
podem participar do controle do ténus vascular pulmonar, favorecendo a
vasoconstricdo e prejudicando a atuagdo de mediadores vasodilatadores,
contribuindo, dessa forma, para o agravamento da hipertensdo pulmonar

induzida por EPA.
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Figura 1. llustracdo das agbes da MMPs 2 sobre a adrenomedulina. A ativacdo das
MMP-2 pode clivar a adrenomedulina em dois peptideos menores. Adaptado de Martinez
el al., 2004.

2.6 Doxiciclina na EPA

A inibicado das MMPs tem se mostrado uma estratégia
terapéutica interessante em varios quadros patolégicos. Por esse motivo,
os inibidores farmacolégicos das MMPs tém sido, nos ultimos anos,
extensivamente estudados.

A doxiciclina é um antibiético da classe das tetraciclinas que
possui, além da atividade antimicrobiana, a habilidade de inibir de maneira
nao seletiva as MMPs (SCHULZ, 2007). Esse efeito é atribuido a
capacidade que esse farmaco possui em quelar o zinco presente na
estrutura e no sitio catalitico das MMPs, impedindo, dessa forma, sua
ativacao (GOLUB et al., 1998).

Além de ser considerado o mais potente inibidor das MMPs,
dentre as tetraciclinas (GOLUB et al., 1998), a doxicilina é o unico farmaco

capaz de inibir as MMPs aprovado para uso clinico pelo FDA (Food and
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Drug Administration) (SCHULZ, 2007).

Trabalhos recentes tem sugerido que a reducdo dos niveis
plasmaticos das MMPs est4d associada a atenuacdo dos disturbios
hemodinamicos instalados ap6s EPA. Esses estudos demonstraram que a
administragao IV da doxiciclina atenuou a hipertensédo pulmonar induzida
por EPA tanto em ovinos como em caes (NETO-NEVES et al., 2013;
FORTUNA et al., 2007). Adicionalmente, a inibicio das MMPs pela
doxiciclina produziu aumentos na taxa de sobrevivéncia de ratos

embolizados (CAU et al., 2013).
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

Levando-se em consideracdo que as MMPs podem clivar a
adrenomedulina eliminando sua acao vasodilatadora e formando outro
peptideo vasoconstritor (MARTINEZ et al., 2004), temos como hipdtese
que a prévia inibicdo das metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs)
com a doxiciclina pode potencializar os efeitos da adrenomedulina,
resultando na melhora dos disturbios hemodindmico instalado apds
embolia pulmonar aguda.

Para testar a hip6tese acima mencionada o presente estudo
teve por objetivo avaliar os efeitos da administragdo combinada da
Doxiciclina e Adrenomedulina, via intravenosa, sobre as alteragdes
hemodindmicas observadas durante embolia pulmonar aguda em ovinos

anestesiados.



33

Materiais e métodos




34
4.  MATERIAIS E METODOS
4.1. Animais

O protocolo e os procedimentos empregados no presente
estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais do
Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista - Botucatu
(CEUA, IBB-UNESP), com o protocolo numero 751 de 2015.

Foram utilizados dezesseis carneiros, sem raca definida, com
peso médio de 36,3 + 3,1 kg (média + desvio padrao), provenientes de
uma fazenda de criacao de ovinos do Distrito de Rubido Junior, Botucatu-
SP. Os animais foram considerados higidos apds a realizacao de um
exame clinico feito por dois médicos veterindrios e com base em valores
de hematécrito e proteina plasmatica total dentro do limite fisiolégico para

a espécie.

4.2. Preparo dos animais e anestesia

Dez dias antes da realizacdo do experimento, 0s carneiros
foram transferidos para o Hospital Veterindrio da UNESP de Botucatu e
alocados em baias com acesso a agua, feno e ragédo. A vermifugagéo foi
realizada por meio da administracdo de uma unica dose de Levamisol (10
mg/kg), via subcutanea.

AplGs a realizacdao de um jejum hidrico e alimentar 12 e 24
horas, respectivamente, os animais foram pré-medicados com fentanil |V,
na dose de 5 ug/kg e posteriormente anestesiados com cetamina (7,5

mg/kg) e midazolam (0,35 mg/kg) administrados por meio de um cateter
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14G posicionado na veia jugular direita. Em seguida, os animais foram
intubados, posicionados em decubito dorsal e conectados a um circuito
circular valvular com fluxo de oxigénio de 1,5 L/min e uma FiO; > 0,9. A
manutencdo da anestesia foi realizada por meio de infusdo continua de
cetamina (20mg/kg/h) e midazolam (0,25 mg/kg/h) utilizando-se uma
bomba de infusdo de seringa’.

Durante todo procedimento realizou-se a ventilagdo mecanica?
com um volume corrente de 15 ml/kg e relagao inspiragao/expiracao de
1:2. A fim de se evitar competicoes respiratérias durante a ventilacao, foi
administrado, por via intravenosa, um bloqueador neuromuscular
(Atracurio - 0,3 mg/kg, seguido por IC de 0,5 mg/kg/h). A frequéncia
respiratéria foi ajustada de forma a se manter a normocapnia, ou seja,
PaCO; entre 35 a 45 mmHg.

A administracdo de fluidoterapia (Solucdo de Ringer Lactato,
2mg/kg/h) e dos tratamentos experimentais (doxiciclina e solugéao
fisioldgica ou adrenomedulina), foi realizado por meio de um cateter 20G

inserido em uma das veias cefalicas.

4.3. Monitoracao hemodinamica
Para a obtencdo da medida direta da pressdo arterial média
(PAM), foi inserido um cateter 18G na artéria femoral. A veia jugular direita

foi canulada para a introducdo do cateter de Swan Ganz®, cuja

1
Digipump SR 8X, Digicare Biomedical Technology, Boynton Beach, USA.
Drager Primus, Dragerwerk AG & Co, Lubeck, Alemanha

3 Swan-Ganz Catheter 7.5F — Edwards Critical Care Division, U.S.A.
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extremidade distal foi posicionada em um dos ramos da artéria pulmonar.
A certificacao do posicionamento correto do cateter foi verificada por meio
da observacdo, na tela do monitor multiparamétrico’, de ondas
caracteristicas de pressado de oclusdo da artéria pulmonar (POAP) e de
pressdo média da artéria pulmonar (PMAP). 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. O lumen
proximal do cateter posicionado na veia cava caudal foi utilizado para
medir a pressdo venosa central (PVC). O débito cardiaco (DC) foi
mensurado em triplicata pela técnica de termodiluicao pulmonar injetando-
se 5ml de solucao salina resfriada a 3-5 °C. Para cada momento, o DC foi
calculado com a meédia de trés mensuracbes consecutivas que
apresentassem diferencas menores que 10% entre seus valores. Todos
os cateteres de pressdo foram acoplados a transdutores® que foram
zerados na altura da base do coracao antes do inicio da coleta de dados.

A avaliacao da frequéncia cardiaca (FC) foi realizada por meio
do uso de um ECG de superficie (derivacao DIl) e a temperatura corpérea
monitorada a partir do termistor presente no cateter de termodiluicao.

A superficie corpérea, Indice Cardiaco (IC), indice de
Resisténcia Vascular Sistémico (IRVS) e o indice de Resisténcia Vascular
Pulmonar (IRVP) foram calculados mediante ao emprego das seguintes

formulas:

4 Dixtal DX 2020, Dixtal Biomédica, Brasil
> Tru Wave PX 260, Edward Lifesciences, Irvine, USA
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Superficie corpérea (m?) = peso®®” x 0,09
IC (mL/min/m?) = DC (mL) / superficie corpérea
IRVS (dinas/seg/m?cm™®) = (PAM — PVC/IC) x 79.9

IRVP (dinas/seg/m?/cm™®) = (PMAP — POAP)/IC x 79.9

Amostras de sangue arterial do cateter posicionado na artéria
femoral foram colhidas em seringas heparinizadas e imediatamente
submetidas a analise hemogasométrica® para determinagdo dos valores
de pH, pressao parcial de didxido de carbono (PaCO.,) e presséo parcial
de oxigénio (PaO,). Estes valores foram corrigidos com base na

temperatura do sangue na artéria pulmonar.

4.4. Grupos Experimentais
Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos
experimentais (n = 8 por grupo) como se segue:

Grupo Dox+PE: ovinos que receberam doxiciclina (10 mg / kg,

V), durante 10 min (NETO-NEVES et al., 2013) e 30 minutos depois foi
induzida a EPA mediante a administragdo de 500 mg de microesferas de
silicone’ (300 um de diametro), divididas em cinco injegées contendo 100
mg de microesferas diluidas em 10 mL de solucao fisiol6gica. Ap6s 30
minutos da embolizacdo, os animais receberam 10 mL de solucao

fisiolégica (placebo) durante 30 minutos.

6
Aparelho de hemogasometria Siemens 348, Sdo Paulo, Brasil

7
Sephadex G50; Pharmacia Fine Chemicals; Uppsala, Suécia
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Grupo Dox+PE+ADM: ovinos que receberam doxiciclina

(mesma dose que o grupo Dox + PE), seguida 30 minutos mais tarde pela
inducdo da EPA (conforme descrito acima). Ap6s 30 minutos da
embolizagdo os animais receberam, no lugar da salina, uma infusdo de
adrenomedulina® (50 ng / kg / min, iv (ERTMER et al., 2007), mantida por
30 minutos através de uma bomba de seringa®.

Para evitar o uso desnecessério de animais, os dados obtidos
neste estudo foram comparados com dados publicados anteriormente por
nosso grupo de pesquisa, realizados sob as mesmas condigdes
experimentais e utilizando o mesmo modelo de EPA induzida por
microesferas, sendo:

Grupo Sham: ovinos que nao foram embolizados e que nao

receberam nenhum tratamento
Grupo PE: ovinos submetidos a EPA induzida por microesferas
(conforme descrito anteriormente), seguido 30 minutos mais tarde por

infusdo de 10 mL de solucgao fisioldgica (placebo), ao longo de 30 minutos.

Grupo PE+Adm: ovinos submetidos a EPA (conforme descrito
anteriormente) que receberam 30 minutos apds a inducdo da EPA a
infusdo de adrenomedulina, administrada na taxa de 50 ng/kg/min (70) ao

longo de 30 minutos.

8 Adrenomedulina humana, Bachem AG, Bubendorf, Suica

9
Pump 11 Elite, Harvard Apparatus, Holliston, MA
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4.5. Protocolo Experimental
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Figura 2. Protocolo experimental

Conforme representado no esquema acima, apdés anestesia,
preparacao dos animais e estabilizacdo hemodindmica por 60 min, foi
coletada os parametros hemodinamicos iniciais (Basal) e amostras de
sangue arterial (em seringa heparinizada) para analise hemogasométrica.

Finalizada a coleta do momento basal (BL) os animais
pertencentes aos grupos Doxi (Doxi+PE e Doxi+PE+Adm) receberam o
pré-tratamento com doxiciclina (10 mg/kg). Novas medicdes foram
realizadas 15 e 30 min apds a administracdo da doxiciclina (Dox15 € Doxs,
respectivamente). Em seguida, foi induzida a embolia pulmonar aguda
através de injecdes intravenosas (a cada 15-30 segundos) de 10 ml
solugéo fisiolégica contendo microesferas de 300 uM de didmetro. Dados
hemodinamicos foram colhidos 15 e 30 min apds a indugéo da EPA (PE s
e PEjzo, respectivamente). No grupo Dox + PE + Adm, 30 minutos apés a
inducdo da EPA, uma infusdo de adrenomedulina por via intravenosa (50
ng / kg / min) foi mantida durante 30 minutos, enquanto que no grupo Dox

+ PE, um volume igual de solugéo salina fisiolégica foi administrada como
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placebo. Novos parametros foram coletados 15 e 30 minutos (Admss e
Admgp) apds o inicio do tratamento com adrenomedulina ou com placebo
(solucao fisiolégica) e apds 15 e 30 minutos (PT15 e PT3) do término da
administracao dos tratamentos.

Nos grupos Sham, PE e PE + Adm as coletas de dados foram
iniciadas antes da inducao da EPA (Doxzp). Os demais tempos de coleta
coincidiram com os descritos anteriormente. Comparado a esses grupos,
as avaliacdes cardiorrespiratérias nos grupos Dox + PE e Dox + PE +
Adm foram realizados por mais 30 minutos antes da inducdo EPA (BL e
Dox1s, respectivamente).

As amostras de sangue arterial para analise hemogasométrica
foram colhidas nos momentos BL, Doxsg, PE3g, Admsg e PT3g.

Ao final das avaliacbes hemodinamicas, os animais receberam
uma dose letal de tiopental sddico (30 mg/kg) seguida por cloreto de
potassio (150 mg/kg) administrados IV, enquanto os ovinos ainda

permaneciam anestesiados.

4.6. Analise estatistica

As analises foram realizadas com a utilizagdo de um software
estatistico’®. O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado para verificar a
normalidade da distribuicdo de dados. As variaveis hemodinamicas e
respiratérias foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) de duas

vias, com tempo e tratamento definidos como fatores de variagéo. O teste

10 Prism 6.02; GraphPad, San Diego, CA
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de Dunnet foi realizado posteriormente ao ANOVA de duas vias para
comparacao dos dados obtidos nos diferentes momentos, entre e dentro
de grupos, sendo que as diferencas entre os grupos foram avaliados em
relacdo ao grupo PE e os dados obtidos dentro de cada grupo foram
comparados com PEgz,. Todos os resultados foram apresentados como
média e seus respectivos erro padrdo da média (média + EPM). Foi
considerado estatisticamente significativo o valor minimo de probabilidade

<0,05.
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Resultados
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5. RESULTADOS

As variaveis hemodinamicas estdo apresentadas na Figura 3.
Apesar do grupo Sham ndo apresentar alteracbes ao longo do
experimento, seus valores de PMAP e IRVP foram significativamente
menores em comparacao ao grupo PE no momento PE3.

A administracdo de doxiciclina, por si s0O, induziu elevagdes
significativas no IRVP e na PMAP em ambos os grupos pré-tratados (Dox
+PE e Dox+PE+Adm) quando comparado ao mesmo momento do grupo
PE, sendo estes parametros registrados no momento Doxso, quando o
grupo PE ainda n&o tinha sido embolizado.

Os valores do IRVP e da PMAP obtidos no momento BL nos
grupos Dox+PE e Dox+PE+Adm foram significativamente menores do que
os valores registrados 30 min apds EPA (PE3p). J& os valores registados
nos momentos Doxi5 € Doxzgp em ambos os grupos nao diferiram do PEs,
com excecao do periodo de tempo Doxzp no grupo Dox+PE+Adm, quando
a PMAP neste momento foi 25% menor que o valor registado no momento
PEso.

Embora no grupo Dox+PE+Adm o tratamento com
adrenomedulina ndo tenha modificado o IRVP em relacdo ao momento
PEsp, no grupo PE+Adm sua administracdo diminuiu significativamente
esta variavel, além de aumentar significativamente o IC quando
comparado ao mesmo momento. Embora a adrenomedulina tenha
diminuido o IRVP ela ndo alterou os valores de PMAP em ambos os

grupos (PE+Adm e Dox+PE+Adm) em relacdo ao momento PEsy.
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Na comparagédo entre grupos, ndo houve diferenca no IRVP,
PMAP e nos valores de IC registrados apdés o tratamento com
adrenomedulina (PE+Adm e Dox+PE+Adm) em relagcdo aos valores
registados em controles embolizados (grupo PE).

O pré-tratamento com doxiciclina ndo alterou o IRVS e a PAM.
Ja& a administragdo da adrenomedulina nos grupos Dox+PE+Adm e
PE+Adm induziu redugdes significativas no IRVS em relagdo ao momento
PE3p desde o momento Admys até o final do estudo (PTs3p). Esta resposta
foi acompanhada por diminuigdo significativa na PAM em ambos os
grupos, com excecdo dos momentos Admis e PTis no grupo
Dox+PE+Adm. Os valores do IRVS recordados apdés a administracdo
adrenomedulina  nos grupos Dox+PE+Adm e PE+Adm foram
significativamente menores do que os valores registrados no grupo PE
(com excecdao do momento PTis no grupo Dox + PE + Adm). O valor
médio de pressao arterial no grupo PE+Adm foi significativamente menor
que o grupo PE apenas no momento Admsy.

Os parametros respiratorios estdo apresentados na tabela 1.
Os valores de PaCO, mantiveram-se dentro do limite fisiolégico (35 a 45
mmHg). Reduc¢des pequenas, porém significativas na PaCO, foram
registados em alguns intervalos de tempo, em comparacdo com o PEg
nos grupo Dox+PE (Doxzp € Admgp) e Dox+PE+Adm (BL).

A PaO2 registrada 30 min (Doxso) ap0ds a injecdo de doxiciclina
nos grupos Dox+PE e Dox+PE+Adm foi significativamente menor em

comparacdo com o mesmo periodo registrado no grupo PE. No grupo
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Dox+PE, a PaO: foi significativamente maior no momento BL e no Doxsg
em comparagcdo ao PEjsy, enquanto que no grupo Dox+PE+Adm, os
valores dessa variavel foram apenas maiores no momento BL. Apéds a
embolizacdo, ndo foram observadas diferencas significativas na PaO,
entre o grupo PE e os demais grupos embolizados.
A frequéncia cardiaca nao apresentou alteracbes entre o0s
momentos e nao diferiu entre 0s cinco grupos experimentais ao longo do

periodo de observagéo.
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Figura 3 Varidveis hemodindmicas (média + SEM) observadas em ovinos anestesiados, pré-tratados com
doxiciclina (10 mg/kg) submetidos a embolia pulmonar induzida por microesferas e tratados com solugéo salina
fisiologica (Dox+PE, n=8) ou adrenomedulina (50 ng/kg/min) (Dox+PE+Adm, n=8). Os dados foram registrados
ao término do preparo dos animais (BL); Apdés 15 min (Dox 15) e 30 min (Doxs) da administragdo da
doxiciclina; apds 15 min (PE;s) e 30 min (PEsy) de embolia pulmonar; apés 15 min (Adm1s) e 30 min (Admj) da
adrenomedulina ou infusao de solucéo salina, e 15 min (PT4s) € 30 min (PTs) apds o fim da infusdo de solugao
salina ou de adrenomedulina. Dados anteriores publicados foram apresentados para comparagédo (Lagos-
Carvajal et al, 2015). Neste estudo foram utilizados ovinos anestesiados nao submetidos a nenhuma
intervencéo (Sham); e ovinos submetidos a embolia pulmonar, induzida por microesferas, e tratados com
solugéo salina fisiolégica (PE) ou adrenomedulina (50 ng/kg/min) (PE+Adm).

IRVP = indice de resisténcia vascular pulmonar; IRVS = indice de resisténcia vascular sistémica; PMAP =
pressdo média da artéria pulmonar; PAM = pressao arterial média; IC = indice cardiaco; FC = frequéncia
cardiaca.

+ Diferenga significativa (P <0,05) do PE30 (Dox grupo + PE) * Diferenca significativa do PE30 (PE grupo + Dox
+ Adm); ** Diferenga significativa do PE30 (Grupo PE); ++ Diferenca significativa do PE30 (PE + Adm Group); #
Diferenca significativa do grupo PE.
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Tabela 1. Variaveis respiratorias (média + SEM) observadas em ovinos anestesiados,
pré-tratados com doxiciclina (10 mg/kg) submetidos a embolia pulmonar induzida por
microesferas e tratados com solucgéao salina fisiologica (Dox+PE, n=8) ou adrenomedulina
(50 ng/kg/min) (Dox+PE+Adm, n=8). Os dados foram registrados ao término do preparo
dos animais (BL); Ap6s 15 min (Dox 5 € 30 min (Dox3o) da administragao da doxiciclina;
apds 15 min (PE;s) e 30 min (PEj3) de embolia pulmonar; ap6s 15 min (Admys) € 30 min
(Admsg) da adrenomedulina ou infusao de solugao salina, e 15 min (PT;5) € 30 min (PT3g)
apés o fim da infusdo de solugcdo salina ou de adrenomedulina. Dados anteriores
publicados foram apresentados para comparacdo (Lagos-Carvajal et al, 2015). Neste
estudo foram utilizados ovinos anestesiados ndo submetidos a nenhuma intervencao
(Sham); e ovinos submetidos a embolia pulmonar, induzida por microesferas, e tratados

com solugao salina fisiologica (PE) ou adrenomedulina (50 ng/kg/min) (PE+Adm).

Momentos
Parametros Grupos
BL DOX30 PE30 Adm30 PT30
Dox+PE 41 +1 38+ 17 44 £ 1 40+ 1° 42+1
Dox+PE+Adm 40 +1" 42 +1 44 +1 43 +1 43 +1
PE . 42 + 1 43 +2 43 +2 41 +2
PaCoO, 3 3
PE+Adm - 42 +1 41 £2 39+2 41£2
(mmHg)
Sham - 43 +1 42 +1 41 +1 40 £ 1
Dox+PE 423 £26% 234 +66" 92+ 11 117 £27 109 + 26
PaO, Dox+PE+Adm 428 +15° 149 + 35" 97 £22 140 + 38 133 + 34
(mmHg)  PE - 390 +£38  171+33 185433  165+23
PE+Adm - 411 £307 262 +49 270 + 49 253 +45
Sham - 446 +24 434 +31% 449 +19* 441 + 16"

+ Diferenca significativa do PE30 (Dox grupo + PE);

* Diferenca significativa do PE30 (PE grupo + Dox + Adm);
** Diferenca significativa do PE30 (Grupo PE);

++ Diferenca significativa do PE30 (PE + Adm Group);

# Diferenca significativa do grupo PE;
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Discussdo
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6. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a administragdo combinada
da doxiciclina e da adrenomedulina nao traz beneficios hemodindmicos
adicionais quando comparada ao uso isolado da adrenomedulina,
sugerindo que esta combinag&do ndo se apresenta vantajosa no cenario de
EPA induzida por microesferas. Embora a adrenomedulina, por si so,
tenha reduzido o IRVP e aumentado o IC, no mesmo modelo
experimental, (LAGOS-CARVAJAL et al., 2015) a potencializagdo da sua
acao vasodilatadora pulmonar seria desejavel, pois poderia contribuir de
maneira mais eficaz na atenuacdo da hipertensao pulmonar durante a
EPA.

E importante ressaltar que o comprometimento do débito
cardiaco, resultante do aumento da péds-carga do ventriculo direito
imposta pela circulacdo pulmonar hipertensa, € o principal responsavel
pela alta incidéncia de morte ap6s EPA (SANCHES et al., 2008). A esse
respeito, os aumentos significativos no indice cardiaco induzido pela
adrenomedulina representa uma agdo vantajosa desse farmaco em
relacdo a outros ja testados na EPA, que apesar de terem sido capazes
de atenuar a hipertensao pulmonar, em até 25%, nao melhoraram o indice
cardiaco (NETO-NEVES et al. 2011 b; DIAS-JUNIOR et al., 2010).

Apesar dos niveis de AMPc nao terem sido avaliados no
presente estudo, é provavel que a resposta vasodilatadora e inotropica

positiva promovida pela adrenomedulina tenha sido mediada por este
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segundo mensageiro (SZOKODI et al., 1998; ERTMER et al., 2007;
NAGAYA et al., 2000; LAGOS-CARJAVAL et al., 2015).

No presente estudo, o pré-tratamento com doxiciclina n&o foi
associado a reducao da hipertensdo pulmonar durante a EPA. Embora o
objetivo n&o tenha sido avaliar os efeitos da doxiciclina muitas horas apos
a EPA, a administracao prévia da doxicicllina ndo produziu alteracdes
apoés a inducao da EPA (grupo Dox+PE), conforme relatado anteriormente
(NETO-NEVES et al., 2011; NETO-NEVES et al., 2013). Essa auséncia de
atenuacdo da hipertensdo pulmonar com a doxiciclina pode estar
relacionada ao tempo do protocolo experimental utilizado neste estudo (90
min de acompanhamento apds a inducédo da EPA), ou seja, o periodo de
avaliagdo pode nao ter sido suficiente para observar tal efeito. Essa
hipétese € apoiada por relatos anteriores onde os efeitos hemodinamicos
benéficos da inibicdo das MMPs com doxiciclina foram observados
apenas 2 horas apés a indugcdo da EPA (NETO-NEVES et al.,, 2011;
NETO-NEVES et al., 2013). Além disso, uma resposta inflamatéria com
influxo precoce de neutréfilos e macrofagos dentro da parede da artéria
pulmonar mostrou-se apenas 3 horas ap6s a embolia pulmonar em ratos
(EAGLETON et al., 2002). Dessa forma, é possivel que a laténcia
necessaria para que essas células inflamatérias liberem granulos
contendo grande quantidades de MMPs (especialmente a MMP-9) seja de
pelo menos 2 ou 3 horas depois da instalacdo da EPA. Estas sugestbes

podem explicar os efeitos benéficos da inibicdo da MMPs com doxiciclina
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ja encontrados em estudos anteriores (FORTUNA et al., 2007; NETO-
NEVES et al.,, 2011; NETO-NEVES et al., 2013), mas nao aqui. Esses
resultados sugerem que a combinagéo da doxiciclina com adrenomedulina
ndo conseguiu produzir efeitos sinérgicos, ao menos logo nas primeiras
horas (“Golden hour”), nao sendo, portanto, uma abordagem terapéutica
apropriada para o tratamento da hipertensao pulmonar induzida por EPA.
Os incrementos significativos nos valores do indice de
resisténcia vascular pulmonar e da pressdo da artéria pulmonar
observados logo apds a administracdo da doxiciclina (momentos Doxys e
Doxsp) podem nao estar relacionados diretamente a doxiciclina mas sim
ao veiculo no qual este farmaco foi diluido (propileno glicol), ja que a
mesma dose utilizada no presente estudo, porém sem o propileno glicol,
nao produziu efeitos cardiovasculares deletérios quando administrada por
via intravenosa em animais ndao embolizados (FORTUNA et al., 2007;
NETO-NEVES et al.,, 2011; NETO-NEVES et al., 2013). Esses achados
aparentemente conflitantes, podem ser explicados por estudos prévios
que demonstraram que o uso do propileno glicol em ovinos causa
hipertensdao pulmonar (QUINN et al., 1990). Vale ressaltar ainda que os
animais tratados, aqui, com doxiciclina também apresentaram reducao na
oxigenacao pulmonar, que nao foi relatada em outros estudos (FORTUNA
et al., 2007; NETO-NEVES et al., 2011; NETO-NEVES et al., 2013). Dado
ao fato de que esses animais estavam respirando uma fracao inspirada de

oxigénio >0.9, a diminuicao da PaO, observada, neste estudo, poderia ser



52

atribuida a um aumento do “shunt” intrapulmonar (maior porcentagem de
debito cardiaco em direcao as areas pulmonares ndo ventiladas). Além
disso, a atelectasia desenvolvida em ovinos durante a anestesia pode
contribuir para o aumento do “shunt” intrapulmonar e, consequentemente,
para a hipoxigenacdo (HEDENSTIERNA et al.,, 1989). Portanto, as
diminuigbes na PaO; registradas apos a doxiciclina podem ser atribuidas a
vasoconstricdo pulmonar induzida pelo veiculo (propileno glicol) que
levam ao desvio de uma fracdo do fluxo sanguineo para areas
atelectasicas do pulmdo, aumentando, assim o “shunt” intrapulmonar
(QUINN et al., 1990; PEARL et al., 1990).

Devido a pouca informacgdo existente na literatura sobre os
efeitos hemodindmicos da infusdo intravenosa da doxiciclina (RIOND et
al., 1992; FORTUNA et al.,, 2007; NETO-NEVES et al., 2011; NETO-
NEVES et al.,, 2013; FERRAZ et al., 2013), é importante considerar a
substituicdo do veiculo utilizado na diluicdo da doxiciclina (QUINN et al.,
1990; RIOND et al., 1992). Além disso, outras vias de administracao,
como por exemplo, a via oral (TYNAN et al., 2015), podem ser utilizadas a
fim de se evitar tais efeitos desvantajosos.

Embora os mecanismos que conduzem a estes resultados
contraditérios com doxiciclina (um inibidor ndo seletivo das MMPs) nao
estejam totalmente claros, os possiveis efeitos terapéuticos dos inibidores
de MMPs na EPA (NETO-NEVES et al.,, 2013) devem ser melhores

examinados, considerando o importante papel desempenhado pelas
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MMPs horas apds o inicio da EPA.

O presente estudo apresenta algumas limitagbes que devem
ser levadas em consideracao. Por exemplo, os pacientes com EPA, na
maioria dos casos, somente sao tratados apos varias horas do inicio dos
sintomas, o que torna impossivel a administracao prévia da doxiciclina.
Além disso, embora a adrenomedulina produza efeitos hemodinamicos
benéficos apds EPA (claramente observado pela diminuigdo da resisténcia
vascular pulmonar e aumento do indice cardiaco), os ovinos utilizados
neste estudo (grupo PE) ndo apresentavam instabilidade hemodinamica,
dessa forma, o efeito vasodilatador sistémico moderado da
adrenomedulina poderia ser um motivo de preocupagédo em pacientes com
embolia pulmonar macica, j& que a hipotensdo observada nessas
circunstancias pode ser agravada por esse peptideo vasodilatador.
Portanto, a adrenomedulina deve ser cuidadosamente utilizada em
pacientes hemodinamicamente instaveis e o uso concomitante de drogas
vasopressoras deve ser considerado, uma vez que a agao vasodilatadora
sistémica induzida pela adrenomedulina poderia agravar quadros

hipotensivos pré-existentes.
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Conclusdo
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Conclusao
Nossos resultados permitem concluir que a administracéo intravenosa
de doxiclina ndo atenua a hipertensao arterial pulmonar, assim como
nao potencializa os efeitos hemodindmicos benéficos da
adrenomedulina, a0 menos nas primeiras horas, durante a EPA
induzida por microesferas. Por conseguinte, a administracdo
combinada de doxiciclina e adrenomedulina ndo se apresenta
vantajosa quando comparada ao uso isolado da adrenomedulina, no

disturbio hemodinamico instalado apés EPA.
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APENDICE

Apéndice A- Valores individuais da frequéncia cardiaca (FC) (bpm) registrada
em ovinos do grupo Dox+PE e Dox+PE+Adm e nos grupos histéricos Sham, PE,

PE+Adm.

FC Grupo Dox+PE

BL DOXilS DOXi30 PE15 PE30 Adm15 Adm30 PT15 PT30
Animal 1 | 99 113 133 122 118 113 109 109 113

Animal 2 | 97 96 89 96 75 71 71 72 74
Animal 3 | 85 99 92 85 89 89 86 82 80
Animal4 | 79 83 69 90 98 93 89 90 89
Animal 5 | 101 96 95 89 89 73 73 73 71

Animal 6 | 120 122 115 98 101 112 109 103 101
Animal 7 | 88 139 122 130 140 125 120 120 115
Animal 8 | 110 127 136 140 124 115 109 113 109

FC Grupo Dox+PE+Adm

BL Doxi;s Doxisg PEis PEsy, Admi;s Admsy  PTys PT30
Animal 1 89 130 118 100 93 86 80 77 73
Animal 2 95 100 95 95 86 83 77 75 74
Animal 3 76 100 92 95 92 109 114 105 100
Animal4 | 136 122 107 101 107 114 125 117 113
Animal 5 | 103 109 96 85 95 89 93 91 92
Animal 6 | 107 92 89 85 85 85 90 89 86
Animal 7 | 103 101 96 98 103 103 113 111 107
Animal 8 87 108 109 105 116 121 103 101 100




FC Grupo Sham
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BL PE15 PE30 Admls Adm30 PT15 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 PE

BL PE,s PE4, Admy;s  Adms, PTys PT4
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 PE+Adm

BL PEys PEs Admy;s  Adms, PTys PT4
Animal 1 132 120 117 122 125 125 125
Animal 2 96 98 100 113 117 115 113
Animal 3 130 134 125 136 146 130 125
Animal 4 126 117 117 120 113 113 113
Animal 5 80 83 81 84 90 96 92
Animal 6 70 77 75 72 70 74 73
Animal 7 88 81 84 85 84 82 78
Animal 8 96 108 106 92 82 72 66
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Apéndice B- Valores individuais da area da superficie corporal (ASC) calculada
em ovinos do grupo Dox+PE e Dox+PE+Adm e dos grupos histéricos Sham, PE,
PE+Adm,. A superficie corpbérea para carneiros foi calculada com base na
seguinte formula: Superficie Corpérea (m2) = peso 0,67 x 0,09. (74)

ASC Grupo Dox+PE

BL DOXi15 DOXi30 PE15 PE30 Admls Adm30 PT15 PT30

Animal 1| 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85
Animal 2| 0,97 0,97 0,97 0,97 0,97 0,97 0,97 0,97 0,97
Animal 3| 0,86 0,86 0,86 0,86 0,86 0,86 0,86 0,86 0,86
Animal 4| 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98
Animal 5| 0,97 0,97 0,97 0,97 0,97 0,97 0,97 0,97 0,97
Animal 6| 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85
Animal 7| 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93
Animal 8| 0,92 0,92 0,92 0,92 0,92 0,92 0,92 0,92 0,92

ASC Grupo Dox+PE+Adm

BL DOXi15 DOXigO PE15 PE30 Adm15 Adm30 PT15 PT30

Animal 1| 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Animal 2| 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Animal 3| 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88
Animal 4| 0,97 0,97 0,97 0,97 0,97 0,97 0,97 0,97 0,97
Animal 5| 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88
Animal 6| 0,92 0,92 0,92 0,92 0,92 0,92 0,92 0,92 0,92
Animal 7| 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90
Animal 8| 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88
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ASC Grupo Sham

BL PE4s PEsg Adm;s Admg, PTys PTs3o
Animal 1 0,53 0,53 0,53 0,53 0,53 0,53 0,53
Animal 2 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93
Animal 3 0,83 0,83 0,83 0,83 0,83 0,83 0,83
Animal 4 0,89 0,89 0,89 0,89 0,89 0,89 0,89
Animal 5 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84
Animal 6 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84
Animal 7 0,86 0,86 0,86 0,86 0,86 0,86 0,86
Animal 8 0,96 0,96 0,96 0,96 0,96 0,96 0,96

ASC Grupo PE

BL PEs PEsg Admys Adms PTys PT3o
Animal 1 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98
Animal 2 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82
Animal 3 1,05 1,05 1,05 1,05 1,05 1,05 1,05
Animal 4 0,94 0,94 0,94 0,94 0,94 0,94 0,94
Animal 5 0,79 0,79 0,79 0,79 0,79 0,79 0,79
Animal 6 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07
Animal 7 0,95 0,95 0,95 0,95 0,95 0,95 0,95
Animal 8 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88

ASC Grupo PE+Adm

BL PEs PEso Admis Adms, PT1s PT30
Animal 1 0,81 0,81 0,81 0,81 0,81 0,81 0,81
Animal 2 0,81 0,81 0,81 0,81 0,81 0,81 0,81
Animal 3 0,63 0,63 0,63 0,63 0,63 0,63 0,63
Animal 4 0,74 0,74 0,74 0,74 0,74 0,74 0,74
Animal 5 0,89 0,89 0,89 0,89 0,89 0,89 0,89
Animal 6 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82
Animal 7 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82
Animal 8 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90
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Apéndice C- Valores individuais da média de trés mensuragdes do débito
cardiaco (DC) (L/min) através da técnica da termodiluigdo pulmonar registradas
em ovinos anestesiados dos grupos Dox+PE e Dox+PE+Adm e dos grupos
histéricos Sham, PE, PE+Adm.

DC Grupo Dox+PE

BL Doxi;s Doxizg  PEgs PEsy Admys Admzy  PTys PT3o

Animal1| 2,81 2,36 3,64 2,01 1,99 2,32 2,30 2,40 2,36
Animal 2| 2,49 2,28 2,66 1,72 1,51 1,44 1,48 1,50 1,47
Animal 3| 3,08 2,25 2,34 2,41 2,64 2,68 2,53 2,03 1,94
Animal 4| 2,66 2,19 1,99 2,69 2,55 2,24 2,10 1,90 1,86
Animal 5| 3,12 2,69 2,86 1,98 1,63 1,64 1,90 1,69 1,63
Animal 6| 1,96 1,81 1,97 1,89 2,48 3,72 2,61 2,32 2,02
Animal 7| 2,96 1,99 2,32 2,91 3,00 3,00 2,87 2,51 2,74
Animal 8| 3,44 3,27 2,54 3,15 2,84 2,99 3,57 3,54 4,31

DC Grupo Dox+PE+Adm

BL DOXilS DOXigo PE15 PE30 Adm15 Adm30 PT15 PT30

Animal1| 3,33 352 354 246 2,19 266 1,89 2,01 2,02
Animal2| 3,35 2,55 2,47 259 2,02 236 224 1,32 1,22
Animal3| 2,91 2,79 2,63 285 267 4,60 448 351 3,65
Animal4| 3,81 2,83 233 290 403 502 553 445 3,80
Animal5| 2,74 264 228 161 1,93 1,87 2,24 2,10 2,07
Animal6| 2,48 1,47 161 2,02 220 234 2,76 326 3,16
Animal7| 3,86 2,42 2,18 2,87 261 485 611 398 3,16
Animal8| 3,80 1,82 208 1,82 3,64 359 265 253 230




DC Grupo Sham
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BL PEys PEso Admgs Admsg PTys PTs0
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 PE

BL PEys PEso Admgs Admsg PTys PTs0
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 PE+Adm

BL PEys PEso Admgs Admsg PTys PTs0
Animal 1 2,40 1,18 1,59 1,86 2,09 2,03 1,91
Animal 2 2,44 2,40 2,58 3,34 3,81 3,61 3,46
Animal 3 2,95 2,71 2,47 3,08 3,26 2,88 2,66
Animal 4 2,25 2,18 2,87 2,84 2,79 2,88 2,77
Animal 5 2,19 1,75 1,89 2,76 3,38 3,25 3,26
Animal 6 2,09 2,05 2,00 2,26 2,42 2,68 2,47
Animal 7 2,43 2,44 2,30 3,08 2,97 3,34 3,18
Animal 8 2,51 3,15 3,03 3,12 2,70 2,22 2,00
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Apéndice D- Valores individuais do IC calculado a partir do DC e area de

superficie corpbérea em ovinos anestesiados dos grupos Dox+PE e

Dox+PE+Adm e dos grupos histéricos Sham, PE, PE+Adm.

IC Grupo Dox+PE

BL Doxi;s Doxisp  PEgs PEsy, Adm;s Adms,  PTys PT5o
Animall| 3,04 258 257 236 234 2,73 271 2,83 2,77
Animal 2 2,57 2,58 2,74 1,78 1,55 1,48 1,53 1,54 1,51
Animal3| 3,558 2,62 2,72 280 3,07 3,12 294 236 2,26
Animal 4 2,71 2,23 2,03 2,74 2,60 2,29 2,14 1,94 1,90
Animal5| 3,22 2,77 295 2,04 1,68 169 1,96 1,74 1,68
Animal 6 2,31 2,13 2,32 2,22 2,92 4,38 3,07 2,73 2,38
Animal7| 3,17 2,13 2,48 312 3,21 322 3,07 2,69 294
Animal8| 3,75 357 2,77 3,44 310 326 390 38 470

IC Grupo Dox+PE+Adm

BL Doxi;s  Doxizg PEss PEs; Admis  Admgg PTis PT3o
Animall| 3,33 3,52 3,54 2,46 2,19 2,66 1,89 2,01 2,02
Animal 2 | 3,35 2,55 2,47 2,59 2,02 2,36 2,24 1,32 1,22
Animal 3 | 3,31 3,17 2,99 3,24 3,03 5,23 5,09 3,99 4,15
Animal 4 | 3,93 2,92 2,40 2,99 4,15 5,18 5,70 4,59 3,92
Animal 5 | 3,11 2,99 2,59 1,83 2,19 2,12 2,54 2,38 2,35
Animal 6 | 2,71 1,60 1,75 2,21 2,41 2,56 3,01 3,55 3,45
Animal 7 | 4,29 2,69 2,42 3,19 2,90 5,40 6,80 4,43 3,51
Animal 8 | 4,31 2,06 2,36 2,06 4,13 4,07 3,00 2,87 2,61
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IC Grupo Sham
BL PEss PEso Admgs Admsg PTis PTso
Animal 1 2,82 3,94 4,31 4,99 4,23 3,84 3,42
Animal 2 3,72 3,45 3,1 2,76 2,26 2,26 2,34
Animal 3 2,42 2,71 3,21 2,69 2,93 2,33 2,72
Animal 4 2,29 2,51 2,61 2,36 2,23 2,39 2,28
Animal 5 3,74 5,4 6,67 6,98 6,48 6,54 5,04
Animal 6 3,35 3,37 3,41 3,82 3,45 3,0 2,4
Animal 7 4,28 3,93 3,69 4,19 3,36 3,37 4,4
Animal 8 2,33 2,02 2,11 2,26 2,44 1,91 2,2
IC Grupo PE
BL PE4s PEso Admys Adms PTys PT3o
Animal 1 3,14 2,5 2,14 2,14 2,21 2,35 2,49
Animal 2 4,22 2,11 2,2 2,05 2,17 2,33 2,35
Animal 3 2,69 1,98 2,41 2,57 2,3 2,52 1,67
Animal 4 3,83 3,95 4,22 4,5 4,52 4,52 4,2
Animal 5 4,78 4,44 4,67 4,53 4,58 4,5 4,0
Animal 6 2,57 2,03 1,98 1,98 2,11 2,35 1,95
Animal 7 1,94 1,39 1,4 1,53 1,61 1,61 1,75
Animal 8 2,16 2,01 1,93 2,26 2,22 2,17 2,25
IC Grupo PE+Adm
BL PE;s PEso Adm;s  Adms,  PTys PTso
Animal 1 2,96 1,46 1,97 2,3 2,58 2,51 2,36
Animal 2 3,01 2,96 3,18 4,12 4,7 4,46 4,27
Animal 3 4,68 4,29 3,92 4,88 5,18 4,57 4,23
Animal 4 3,04 2,94 3,88 3,84 3,77 3,89 3,74
Animal 5 2,46 1,97 2,12 3,1 3,79 3,65 3,66
Animal 6 2,55 2,49 2,44 2,76 2,96 3,26 3,02
Animal 7 2,97 2,97 2,8 3,75 3,62 4,08 3,88
Animal 8 2,79 3,5 3,37 3,47 3,0 2,47 2,22
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Apéndice E- Valores individuais da pressdo média da artéria pulmonar (PMAP)
(mmHg) para cada tempo experimental (grupo Dox+PE e Dox+PE+Adm e grupos
histéricos Sham, PE, PE+Adm).

PMAP Grupo Dox+PE

BL Doxi;s Doxizg  PEjs PEsy Admgs Admsz,  PTys PTs0
Animal 1 9 24 20 16 15 15 15 15 15
Animal 2 11 24 22 19 22 20 20 20 20
Animal 3 8 23 22 22 26 24 22 22 21
Animal4| 12 27 22 27 26 23 24 22 22
Animal 5 9 20 18 26 24 23 24 24 23
Animal 6| 10 29 21 26 28 31 31 30 29
Animal 7 7 15 14 22 23 22 22 22 21
Animal 8 8 29 20 19 19 21 22 24 22

PMAP Grupo Dox+PE

BL Doxi;s Doxizg  PEgs PEsy Admg;s Admsz,  PTys PTs0
Animal 1 10 18 15 22 20 26 20 17 14
Animal 2 13 21 18 25 22 22 21 20 19
Animal 3 6 18 11 17 16 18 20 19 18
Animal 4 7 20 18 20 22 25 28 26 25
Animal 5 11 18 14 22 24 23 26 25 25
Animal 6 6 16 16 17 17 19 21 20 20
Animal 7 7 17 15 16 17 19 20 20 21
Animal 8| 12 32 25 30 37 37 28 29 29




PMAP Grupo Sham

BL PEss PEso Admgs Admsg PTis PTso
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 PE

BL PEys PE3o Admgs Admsg PTys PT3o
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 PE+Adm

BL PEs PE3o Admis Admso PTss PT30
Animal 1 14 23 29 28 31 32 33
Animal 2 8 26 28 32 33 29 29
Animal 3 8 28 22 24 24 26 24
Animal 4 10 20 22 22 14 22 21
Animal 5 11 20 19 20 21 22 22
Animal 6 8 18 19 18 18 18 18
Animal 7 8 15 15 16 16 16 16
Animal 8 6 25 23 21 21 19 18
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Apéndice F- Valores individuais da pressao de oclusdo da artéria pulmonar

(POAP) (mmHg) registrados em ovinos anestesiados dos grupos Dox+PE e

Dox+PE+Adm e dos grupos histéricos Sham, PE, PE+Adm.

POAP Grupo Dox+PE

BL Doxi;s Doxisg PEs PE;, Adm;s  Admsg PTs PT3
Animal 1 3 5 1 -1 -1 0 0 1 0
Animal 2 3 5 4 7 9 11 5 4 4
Animal 3 3 6 7 5 5 4 5 7 6
Animal 4 6 8 9 6 6 7 7 8 9
Animal 5 2 6 7 8 7 9 10 10 9
Animal 6 3 3 3 7 8 9 10 9 9
Animal 7 1 4 5 5 4 5 6 5 6
Animal 8 3 5 3 2 3 6 8 9 8

POAP Grupo Dox+PE

BL Doxi;s  Doxisg PEs PE; Adm;s  Admsg PTys PT;
Animal 1 5 6 5 5 8 10 9 12 7
Animal 2 6 4 4 5 6 6 7 7 6
Animal 3 3 3 0 3 2 3 3 4 5
Animal 4 3 7 8 10 14 10 12 12 12
Animal 5 3 5 4 5 4 5 5 5 5
Animal 6 1 2 3 3 3 5 5 6 6
Animal 7 2 5 5 6 6 6 6 7 9
Animal 8 6 8 4 6 6 7 6 7 6




POAP Grupo Sham

BL PEs PE; Admys Admsg PTs PT3
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 PE

BL PE;s PEso Admy;s  Admy, PTys PT0
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 PE+Adm

BL PE;s PEso Adm;s  Admgy, PTis PT0
Animal 1 0 5 3 3 3 3 4
Animal 2 0 2 2 4 2 1 1
Animal 3 0 1 1 2 3 3 2
Animal 4 4 9 4 5 6 6 7
Animal 5 6 7 8 8 7 8 8
Animal 6 3 2 3 4 5 4 4
Animal 7 3 4 4 4 4 4 4
Animal 8 1 3 2 4 5 6 7
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Apéndice G- Valores individuais do indice de resisténcia vascular pulmonar
(IRVP) (dinas/seg/cm-s/mz2) coletados de ovinos anestesiados dos grupos
Dox+PE e Dox+PE+Adm e dos grupos histéricos Sham, PE, PE+Adm,

IRVP Grupo Dox+PE

BL DOXi15 DOXigO PE15 PE30 Adm15 Adm30 PT15 PT30

Animal 1| 173 588 590 574 546 439 442 396 433
Animal 2| 249 588 524 540 669 486 786 829 845
Animal 3| 112 519 440 485 547 513 462 508 531
Animal 4| 177 679 512 611 614 559 634 577 547
Animal 5| 174 403 298 705 808 662 571 642 666
Animal 6| 243 976 621 683 548 402 546 615 672
Animal 7| 151 413 290 435 473 422 416 504 408
Animal 8| 106 537 491 395 412 367 287 310 238

IRVP Grupo Dox+PE+Adm

BL DOXilS DOXigO PE15 PE30 Adm15 Adm30 PT15 PT30

Animal1| 120 272 226 552 438 481 465 199 277
Animal 2| 167 533 453 617 633 542 499 787 851
Animal 3| 72 378 204 345 369 229 267 300 250
Animal4| 81 356 333 267 154 232 224 244 265
Animal 5| 206 347 309 743 729 679 659 672 681
Animal 6| 148 698 592 507 465 437 424 315 324
Animal7| 93 357 330 251 303 192 164 235 273
Animal 8| 111 931 710 931 600 589 586 612 704




IRVP Grupo Sham
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BL PEss PEso Admgs Admsg PTis PTso
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 PE

BL PEss PEs Adm;; Admg, PTis PTs3o
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 PE+Adm

BL PEys PE3o Admg;s Admg, PTis PT3o
Animal 1 378 987 1056 868 866 923 983
Animal 2 212 649 653 543 527 502 524
Animal 3 137 502 429 360 324 402 416
Animal 4 158 299 371 354 170 328 299
Animal 5 195 487 414 335 274 285 284
Animal 6 157 513 524 406 351 318 344
Animal 7 135 296 314 255 265 235 247
Animal 8 143 502 498 392 427 420 396
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Apéndice H- Valores individuais da pressao arterial média (PAM) (mmHg) para
cada momento (grupos Dox+PE e Dox+PE+Adm e grupos histéricos Sham, PE,
PE+Adm).

PAM Grupo Dox+PE

BL DOXi15 DOXigO PE15 PE30 Adm15 Adm30 PT15 PT30

Animal 1| 98 106 96 86 87 94 95 96 95
Animal 2| 111 106 114 92 63 46 40 37 32
Animal 3| 95 101 103 115 114 115 113 108 106
Animal4| 94 108 107 106 99 103 111 115 110

Animal 5| 94 99 102 94 90 92 91 84 81
Animal 6| 110 111 112 104 109 120 123 121 120
Animal 7| 78 91 96 101 96 100 101 97 93

Animal 8| 104 124 103 93 100 112 118 113 113

PAM Grupo Dox+PE+Adm

BL Doxi;s Doxizg  PEgs PEsy Admg;s Admsz,  PTys PTs0
Animal1| 89 101 97 94 91 78 54 52 48
Animal2| 85 105 102 93 81 79 55 41 33
Animal 3| 88 107 102 114 109 104 112 115 117
Animal 4| 104 98 89 94 98 94 86 95 96
Animal 5| 83 89 87 61 86 55 50 53 50
Animal6| 94 89 88 90 89 79 79 83 81
Animal 7| 101 98 99 93 105 101 92 121 117
Animal 8| 102 81 72 54 96 85 43 46 41
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PAM Grupo Sham

BL PEss PEso Admgs Admsg PTis PTso
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 PE

BL PEs PEso Admis Adms, PTis PT30
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 PE+Adm

BL PEss PEsg Adm;;s Admg, PTys PTs3o
Animal 1 89 62 76 49 53 52 55
Animal 2 78 100 88 62 64 73 72
Animal 3 101 97 101 86 79 92 98
Animal 4 102 99 98 83 80 85 89
Animal 5 68 56 59 53 53 54 59
Animal 6 93 91 88 66 51 54 53
Animal 7 94 85 90 85 76 68 66
Animal 8 105 108 106 98 81 71 64




81

Apéndice |- Valores individuais do indice de resisténcia vascular sistémica
(IRVS) (dinas/seg/cm-/m?) para cada momento (grupos Dox+PE e Dox+PE+Adm
e grupos histéricos Sham, PE, PE+Adm).

IRVS Grupo Dox+PE

BL DOXi15 DOXigO PE15 PE30 Adm15 Adm30 PT15 PT30

Animal 1| 2630 3213 3043 2940 3037 2752 2802 2741 2769
Animal 2| 3393 3213 3263 4003 3035 2212 1780 1657 1427
Animal 3| 2119 2932 2878 3165 2863 2872 2960 3520 3613
Animal4| 2679 3575 3935 2940 2917 3461 3952 4533 4420
Animal 5| 2310 2708 2656 3445 3994 3970 3345 3439 3471
Animal 6| 3777 4127 3792 3557 2848 2081 3018 3366 3833
Animal 7| 1939 3226 2929 2507 2339 2385 2521 2788 2418
Animal 8| 2193 2708 2944 2137 2549 2692 2337 2276 1853

IRVS Grupo Dox+PE+Adm

BL DOXilS DOXigO PE15 PE30 Adm15 Adm30 PT15 PT30

Animal 1| 2087 2202 2122 2956 3174 2193 1987 1789 1622
Animal 2| 2003 3227 3202 2746 3046 2505 1712 2058 1703
Animal 3| 2102 2697 2700 2788 2844 1574 1726 2264 2215
Animal 4| 2095 2574 2827 2379 1789 1359 1107 1550 1836
Animal 5| 2082 2321 2626 2490 2988 1887 1350 1580 1497
Animal 6| 2744 4291 3871 3152 2856 2342 1935 1776 1784
Animal 7| 1862 2853 3232 2305 2837 1436 1022 2093 2549
Animal 8| 1891 2987 2333 1900 1761 1511 905 1057 1011
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IRVS Grupo Sham

BL PEss PEso Admgs Admsg PTis PTso
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 PE

BL PEss PEs Admg; Admg PTis PT3o
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 PE+Adm

BL PEss PE3o Admgs Admg, PTis PT3o
Animal 1 2349 2962 2803 1459 1391 1401 1559
Animal 2 2071 2621 2160 1164 1055 1272 1292
Animal 3 1706 1768 2020 1374 1172 1556 1796
Animal 4 2575 2608 1959 1664 1611 1642 1814
Animal 5 2044 1947 1919 1187 948 986 1092
Animal 6 2884 2851 2785 1797 1244 1200 1272
Animal 7 2451 2179 2453 1746 1766 1529 1483
Animal 8 2951 2441 2512 2190 2053 2167 2121
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Apéndice J- Valores individuais da pressao venosa central (PVC) (mmHg) para
cada momento (grupos, Dox+PE e Dox+PE+Adm e grupos histéricos Sham, PE,
PE+Adm).

PVC Grupo Dox+PE

BL Doxi;s Doxisp  PEgs PEsy, Adm;s Adms,  PTys PT5o
Animal 1 1 5 -2 -1 -2 0 0 -1 -1
Animal 2 2 5 2 3 4 5 6 5 5
Animal 3 0 5 5 4 4 3 4 4 4
Animal 4 3 8 7 5 4 4 5 5 5
Animal 5 1 5 4 6 6 8 9 9 8
Animal 6 1 1 2 5 5 6 7 6 6
Animal 7 1 5 5 3 2 4 4 3 4
Animal 8 1 3 1 1 1 2 4 3 4

PVC Grupo Dox+PE+Adm

BL  Doxi;s Doxixy PE;s  PEy Admgs Admsy  PTys  PTy
Animal 1 2 4 3 3 4 5 7
Animal 2 1 2 3 4 4 5 7 7 7
Animal 3 1 0 1 1 1 1 2 2 2
Animal 4 1 4 4 5 5 6 7 6 6
Animal 5 2 2 2 4 4 5 7 6 6
Animal 6 1 3 3 3 3 4 6 4 4
Animal 7 1 2 1 1 2 4 5 5 5
Animal 8 0 4 3 5 5 8 9 8 8




PVC Grupo Sham

BL PE;5 PE3 Adm;s Admg, PTys PTs
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 PE

BL PE;s PE3 Admi;s Admg, PTys PTs
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 PE+Adm

BL PE;s PE3 Admis Admg, PTys PTs0
Animal 1 2 8 7 7 8 8 9
Animal 2 0 3 2 2 2 2 3
Animal 3 1 2 2 2 3 3 3
Animal 4 4 3 3 3 4 5 4
Animal 5 5 8 8 7 8 9 9
Animal 6 1 2 3 4 5 5 5
Animal 7 3 4 4 3 4 4 6
Animal 8 2 1 0 3 4 4 5




