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RESUMO

A microcirculagao refere-se ao conjunto dos vasos sanguineos com calibre inferior a
150 um responsaveis pelo transporte de oxigénio e nutrientes para as células e de produtos
do metabolismo para os sistemas de eliminagdo. O fluxo sanguineo microcirculatério é
regulado de forma complexa, por mecanismos intrinsecos e extrinsecos aos proprios
tecidos. Qualquer disfungdo que ocorra numa rede microvascular podera comprometer a
viabilidade tecidular

A pele tem sido explorada, desde ha vdrios anos, como um modelo potencialmente
representativo dos fendmenos de regulacdo normal e alterada do fluxo sanguineo
microcirculatdrio, em larga medida devido a facilidade de acesso a sua rede microvascular.
O estudo da microcirculagdo cutanea tem sido progressivamente facilitado pelo
desenvolvimento de diversas tecnologias ndo invasivas, como é o caso da fluxometria por
laser Doppler (LDF) e da gasimetria transcutanea, entre as mais utilizadas. Por ultimo, é cada
vez mais frequente realizar manobras de provocacdo que visam alterar as condicdes iniciais
de perfusdo e induzir respostas compensatérias, aumentando a sensibilidade da analise.
Contudo, muitas destas tecnologias registam fendmenos oscilatérios de natureza complexa
e de dificil interpretacdo, o que limita o acesso a esta informacao in vivo.

A exploragao do sinal de LDF, em particular dos seus componentes oscilatdrios,
torna-se essencial para o estudo da regulacdo da microcirculagdo em condi¢des de perfusao
normal e alterada, pelo que orientdmos o presente estudo no sentido de aprofundar o
nosso conhecimento sobre estes temas através da questdo “qual a contribuicdo dos
componentes oscilatdrios do sinal de LDF para a regulagdo da fungdo microcirculatoria”?

Para responder a esta pegunta estabelecemos os seguintes objetivos:

(i) desenvolver metodologias que permitam obter parametros funcionais
microcirculatdrios in vivo em individuos sauddveis de diferentes idades e caracterizar
eventuais alterag¢des relacionadas com o envelhecimento;

(ii) encontrar as melhores ferramentas de analise fina do sinal de LDF;

(iii) desenvolver um modelo animal que permita testar os intrumentos até aqui
desenvolvidos, olhando mais aprofundadamente, se possivel, para os fendmenos em

causa;
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Para o primeiro objetivo foram estudados dois grupos de individuos saudaveis — um

grupo de 35 individuos jovens, com idades compreendidas entre os 18 e os 30 anos (22,1 +

3,7), e um grupo de 30 individuos saudaveis, mais velhos, com idades compreendidas entre

os 40 e os 65 anos (50,8 + 7,6). Em ambos os grupos foram registados sinais de LDF, de

pressao transcutdnea de oxigénio (tcpO,) e de perda transepidérmica de agua (PTEA)
durante a realizagdo de trés protocolos experimentais — elevagdo passiva da perna, oclusao
supra-sistélica ao nivel do tornozelo e respiracdo de oxigénio a 100%. Para o segundo

objetivo foram aplicadas trés ferramentas de analise — a transformada de wavelet (WT), a

analise de flutuacdo retificada (DFA) e a andlise de entropia a multiescala (MSE). Para o

terceiro objetivo foi utilizado um grupo de 16 murganhos C57BL/6 com idades entre as 8 e

as 27 semanas, tendo sido submetidos a respiracdo de oxigénio a 100% enquanto sedados e

outro grupo de 9 murganhos de 16 semanas aos quais foi induzida isquémia unilateral do

membro posterior, submetidos ao protocolo de respiracdo de oxigénio a 100%, antes e

depois desta indugao.

Os resultados obtidos pelos objetivos, permitiram chegar as seguintes conclusoes:

(i) o protocolo de elevacdo passiva da perna provoca uma resposta vascular semelhante
a encontrada no protocolo de oclusdo supra-sistdlica, podendo ser utilizado como
alternativa a este; ambos induzem respostas hiperémicas compensatdrias
comparaveis. A oclusdao permitiu revelar uma relagdo inversa entre a amplitude do
sinal de LDF e a amplitude da PTEA, o mais importante indicador da funcdo de
“barreira” epidérmica;

(ii) o protocolo de respiracdo de oxigénio a 100% é o mais facil de aplicar no humano. O
padrdo de resposta envolve na maioria dos casos diminuicdo da perfusdo /
vasoconstricdo embora o aumento da perfusdo / vasodilatacdo também tenha sido
observado. No entanto, a andlise dos sinais de LDF ndo permitiu encontrar
diferencas estatisticamente significativas nas respostas vasculares entre individuos
de idades diferentes. J& a gasimetria transcutanea permitiu encontrar menores
niveis de tcpO, em individuos mais velhos, refletindo uma reducao da capacidade de
extracdo de oxigénio. A relacdo inversa entre o sinal de LDF e a PTEA foi aqui
consistentemente registada.

(iii) as andlises de WA e de MSE foram as que demonstraram maior interesse na

comparacgao das alteragdes das propriedades dos sinais de LDF entre as diferentes
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(iv)

(v)

fases de cada protocolo e na comparagdao de individuos de diferentes idades. O
protocolo de elevacdo passiva da perna foi o Unico que permitiu encontrar
diferengas nas respostas vasculares, avaliadas por LDF, entre individuos de
diferentes idades — individuos mais velhos apresentam um maior nivel de perfusao
basal, explicada por uma maior atividade miogénica, com menor nivel de entropia, e
respondem a manobra de elevagdo com uma maior atividade miogénica e simpdtica
juntamente com uma menor atividade endotelial independente de mondxido de
azoto (NO) face aos individuos mais jovens;
O modelo animal revelou:
Como no humano, um padrdo de resposta vascular a respiracdao de oxigénio a
100% semelhante, com diminui¢do da perfusdo / vasoconstricio e aumento da
perfusdo / vasodilatagdo;
Neste modelo, apds a inducdo da isquémia do membro posterior, o membro
controlo respondeu consistentemente com diminuicao de perfusdao enquanto que
o membro isquémico respondeu com aumento de perfusao;
Ainda como nos humanos, conseguimos identificar, no murganho, seis bandas
espetrais no sinal de LDF, compativeis com as seguintes atividades: cardiaca (5,3-
4,6 Hz), respiratéria (3,8-3,2 Hz), miogénica (0,17-0,059 Hz), simpatica (0,052-0,020
Hz), endotelial NO-dependente (0,017-0,0094 Hz), e endotelial NO-independente
(0,0084-0,0042 Hz);
Tratar-se de um modelo adequado para o estudo da fisiologia e da patofisiologia
circulatorias;
A andlise de wavelet é aquela que melhor permite compreender a contribuicao dos
diferentes determinantes que competem para a regulacdo da microcirculacao
durante a resposta as diferentes condicbes de perfusdo experimentalmente
desenvolvidas. A resposta de diminuicdo da perfusdo / vasoconstricdo relacionada
com a hiperdxia parece dever-se a reducdo de ambas as componentes endoteliais,

em ambos os modelos.

Palavras-chave: fluxometria por laser Doppler, andlise de componentes, transformada de

wavelet (WT), detrended fluctuation analysis (DFA), multiscale entropy analysis (MSE)



SUMMARY

Microcirculation refers to blood vessels with a diameter lesser than 150 um,
responsible for the transport of oxygen and nutrients and removal of waste products to
elimination systems to and from cells. The tissue’s microcirculatory blood flow regulation is
complex and involves intrinsic and extrinsic mechanisms. Any dysfunction occurring in a
given microvascular network might compromise the tissue viability and function. For many
years, the skin has been explored as a model to study normal and abnormal microcirculatory
blood, potentially representing flow regulation phenomena. The ease of access to its
microvascular network is a major favorable argument. Also, the study of microcirculation
has been progressively facilitated by the development of several non-invasive technologies,
such as the laser Doppler flowmetry (LDF) and the transcutaneous gasimetry, some of the
most used. Finally, provocation maneuvers aiming to change the initial perfusion conditions
through which reflex responses are evoked are also frequently used, and contribute to
increased analysis sensitivity. However, these technologies record oscillatory phenomena
complex in nature and difficult to interpret, which limits the in vivo utility of this

information.

To explore these oscillatory components of the LDF signal, in particular, it becomes
essential to look further into normal and altered perfusion regulation conditions. Thus, the
present study is designed to deepen our knowledge on these matters through the question
“how do LDF oscillatory components contribute to the regulation of microcirculatory

function”? To answer this question the following objectives were established:

(i) to develop methodologies that will allow to obtain functional microcirculatory
parameters in vivo in healthy patients of different ages, and to characterise
eventual changes related to ageing;

(ii) to find the best calculation tools to refine the analysis of LDF signal;

(iii) to develop an animal model that allows us to test the best instruments

developed, looking deeper, if possible, into the related phenomena;

For the first objective, two groups of healthy volunteers were studied — one group of 35

healthy volunteers, aged between 18 and 30 years old (22.1 + 3.7), and one other group of



30 volunteers, also healthy but older, aged between 40 and 65 years old (50.8 £ 7.6). In both
groups the LDF, transcutaneous oxygen pressure (tcpO,) and transepidermal water loss
(TEWL) signals were recorded following the application of three experimental protocols —
passive leg raising, suprasystolic occlusion at ankle level, and 100% oxygen breathing. For
the second objective, three analytical tools were applied — the wavelet transform (WT), the
detrended fluctuation analysis (DFA), and the multiscale entropy analysis (MSE). For the
third objective, one group of 16 C57BL/6 mice was used, aged between 8 and 27 weeks old,
submitted to a 100% oxygen breathing while anesthetized, and another group of 9 mice, 16
weeks old, submitted to an unilateral hindlimb ischemia, breathing 100% oxygen before

and after procedure.
Results obtained by objectives, allowed the following conclusions :

(i) the passive leg raising protocol provokes a similar vascular response to the one
obtained with the suprasystolic occlusion protocol, and might be used as an
alternative; they both induce comparable compensatory hyperemic responses.
Occlusion revealed a reciprocal relationship between LDF and TEWL, the most
important indicator of epidermal “barrier” function;

(i) the 100% oxygen breathing protocol is the easiest to apply in humans. The response
pattern consists in perfusion reduction/vasoconstriction in the majority of the cases,
although perfusion increase / vasodilation has also been observed. Nevertheless, LDF
signal analysis did not reveal statistically significant differences between vascular
responses of patients with different ages. Transcutaneous gasimetry have shown
lower tcpO, in older patients, reflecting a reduction in the capacity of extracting
oxygen. The reciprocal relationship between LDF and PTEA was clearly confirmed;

(iii) The WT and MSE analysis demonstrated higher value for comparing LDF changes in the
different phases of each protocol, and for comparing patients of different ages; the
passive leg raising found differences in the vascular responses, evaluated with LDF,
between patients of different ages. Older patients exhibited a higher baseline
perfusion level, explained by a larger myogenic activity, with a lower entropy level, and
responded to the raising maneuver with higher myogenic and sympathetic activities,
together with a lower NO independent endothelial activity, when compared with

younger patients;
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(iv) The animal model revealed:

a. a pattern of vascular response to the 100% oxygen breathing protocol similar to
humans, involving both perfusion reduction / vasoconstriction and perfusion
increase / vasodilation;

b. In this model, after the hindlimb ischemia procedure, the control limb responded
consistently with a perfusion reduction, while the ischemic limb responded with an
increase in perfusion;

c.  Again, as in human, we were able to identify, in the LDF signal, six spectral bands
compatible with the following activities - cardiac (5.3-4.6 Hz), respiratory (3.8-3.2
Hz), myogenic (0.17-0,059 Hz), sympathetic (0,052-0.020 Hz), endothelial NO-
dependent (0.017-0.0094 Hz) and endothelial NO-independent (0.0084-0.0042 Hz);

d. To be asuitable model to study circulatory physiology and pathophysiology.

(v) The Wavelet analysis is the best to understand how different determinants
contributions compete to regulate microcirculation as part of the response to the
perfusion changes experimentally developed. In both models, the flow reduction/
vasoconstrictor response related to hyperoxia seems to result from the activity

decrease of all endothelial components.

Keywords: laser Doppler flowmetry, components analysis, wavelet transform (WT),

detrended fluctuation analysis (DFA), multiscale entropy analysis (MSE)
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20-HETE — acido 20-hidroxieicosatetraendico

DAP — doenga arterial periférica

DCF — densidade capilar funcional

DFA — analise de flutuacao retificada (detrended fluctuation analysis)
DSPS — espetro da poténcia do desvio Doppler (Doppler Shift Power Spectrum)
FFT - transformada rapida de Fourier (fast Fourier transform)

HLI — isquémia do membro inferior (hindlimb ischemia)

IC — indice de complexidade

ITB — indice tornozelo-braco

LDF — fluxometria de laser Doppler (laser Doppler flowmetry)

LDI —imagem por laser Doppler (laser Doppler imaging)

L-NMMA - NG—monometiI—L—arginina

MRI —imagem por ressondncia magnética (magnetic resonance imaging)
MSE — analise de entropia a multiescala (multiscale entropy analysis)

NO — mondxido de azoto

p,0, — pressdo parcial arterial de oxigénio

PTEA — perda transepidérmica de 4dgua

ROS — espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species)

tcpO, — pressdo parcial transcutanea de oxigénio

UA — unidades arbitrarias

VEGF — fator de crescimento endotelial vascular (vascular endothelial growth fator)

WT — transformada de ondeleta (wavelet transform)
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diminuicdo do sinal de LDF (N=50). Comparacdo entre os sexos para cada fase (p<0,05; * -
estatisticamente significativo).

Tabela 30. Média * desvio-padrao do racio de amplitude das componentes do sinal de LDF nas trés
fases do protocolo de respiracdo de oxigénio a 100% para os individuos que responderam com
aumento do sinal de LDF (N=15). Comparagdo entre os sexos para cada fase (p<0,05; * -
estatisticamente significativo).

Tabela 31. Média * desvio-padrdo do racio de amplitude de cada componente do sinal de LDF nas
trés fases do protocolo de respiracdao de oxigénio a 100% para os individuos que responderam com
vasoconstricdo (N=50) e com vasodilatacdo (N=15). Comparacdo entre respostas para cada fase
(p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Tabela 32. Média e desvio-padrdo (dp) do expoente alfa do sinal de LDF e das suas componentes nas
trés fases do protocolo de elevagdo passiva da perna. Comparacdo com a fase de estabilizagdo
(p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Tabela 33. Média e desvio-padrao (dp) do expoente alfa do sinal de LDF e suas componentes nas
trés fases do protocolo de elevagdo da perna entre os grupos 1 e 2. Comparacgdo entre os grupos 1 e
2 para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Tabela 34. Média e desvio-padrdo (dp) do expoente alfa do sinal de LDF e suas componentes nas
trés fases do protocolo de elevagdo da perna entre os grupos 1 e 2. Comparagdo entre os sexos
feminino e masculino para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Tabela 35. Média e desvio-padrdo (dp) do expoente alfa do sinal de LDF e das suas componentes nas
trés fases do protocolo de oclusdo supra-sistélica. Comparagdo com a fase de estabilizagao (p<0,05;
* - estatisticamente significativo).

Tabela 36. Média e desvio-padrdo (dp) do expoente alfa do sinal de LDF e suas componentes nas
trés fases do protocolo de oclusdo supra-sistdlica entre os grupos 1 e 2. Comparagao entre os grupos
1 e 2 para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Tabela 37. Média e desvio-padrdo (dp) do expoente alfa do sinal de LDF e suas componentes nas

trés fases do protocolo de oclusdo supra-sistélica entre os grupos 1 e 2. Comparacdo entre 0s sexos
feminino e masculino para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).
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Tabela 38. Média e desvio-padrdo (dp) dos expoentes alfa do sinal de LDF e das respetivas
componentes nas trés fases do protocolo de respiracao de oxigénio a 100%. Comparacdo estatistica
com a fase de estabilizacdo (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Tabela 39. Média * desvio-padrao do expoente alfa do sinal de LDF e respetivas componentes nas
trés fases do protocolo de respiracao de oxigénio a 100% para os grupos 1 e 2. Comparacgdo entre os
grupos 1 e 2 para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Tabela 40. Média * desvio-padrao do expoente alfa do sinal de LDF e respetivas componentes nas
trés fases do protocolo de respiracdo de oxigénio a 100% para os sexos feminino e masculino.
Comparacdo entre os sexos para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Tabela 41. Média e desvio-padrdo (dp) do indice de complexidade do sinal de LDF e das suas
componentes nas trés fases do protocolo de elevacdo da perna. Comparacdo com a fase de
estabilizacdo (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Tabela 42. Média e desvio-padrdo (dp) do indice de complexidade do sinal de LDF e suas
componentes nas trés fases do protocolo de elevacdo da perna entre os grupos 1 e 2. Comparacao
entre os grupos 1 e 2 para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Tabela 43. Média e desvio-padrdo (dp) do indice de complexidade do sinal de LDF e suas
componentes nas trés fases do protocolo de elevacdo da perna entre os grupos 1 e 2. Comparacao
entre os grupos 1 e 2 para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Tabela 44. Média e desvio-padrdo (dp) do indice de complexidade do sinal de LDF e das suas
componentes nas trés fases do protocolo de oclusdo supra-sistdlica. Comparacdo com a fase de
estabilizacdo (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Tabela 45. Média e desvio-padrdo (dp) do indice de complexidade do sinal de LDF e suas
componentes nas trés fases do protocolo de oclusdo supra-sistélica entre os grupos 1 e 2.
Comparacdo entre os grupos 1 e 2 para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Tabela 46. Média e desvio-padrdo (dp) do indice de complexidade do sinal de LDF e suas
componentes nas trés fases do protocolo de oclusdo supra-sistélica entre os grupos 1 e 2.
Comparacdo entre os grupos 1 e 2 para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Tabela 47. Média e desvio-padrdo (dp) dos indices de complexidade das componentes do sinal de
LDF nas trés fases do protocolo de respiracdo de oxigénio a 100%. Comparagao estatistica com a fase
de estabilizagdo (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Tabela 48. Média + desvio-padrdo (dp) do indice de complexidade do sinal de LDF e respetivas
componentes nas trés fases do protocolo de respiracdo de oxigénio a 100% para os grupos 1 e 2.
Comparacdo entre os grupos 1 e 2 para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Tabela 49. Média *+ desvio-padrdo (dp) do indice de complexidade do sinal de LDF e respetivas
componentes nas trés fases do protocolo de respiragdo de oxigénio a 100% para os sexos feminino e

masculino. Comparagao entre os sexos para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Figura 41. Fluxo sanguineo das patas controlo (direita) e isquémica (esquerda), medido por LDI, no
dia O (dia anterior a cirurgia) e nos dias 4, 6, 9, 12, 15, 21 e 35 (em cima). O fluxo sanguineo (UA) é
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dado pela intensidade cromatica (em baixo). A drea de medicdo foi de 4.9cmx3.3cm, a velocidade de
varrimento foi de 10ms/pixel.

Tabela 50. Média = desvio-padrdo do fluxo sanguineo medido por LDF nos dois membros dos
murganhos (N=16) nas trés fases do protocolo de respiracdo de oxigénio a 100%. Comparacdo
estatistica com a fase de estabilizacdo e entre membros, para cada fase (p<0,005, NA — ndo
aplicavel).

Tabela 51. Contabilizacdo, em termos absolutos e percentuais, do nimero de registos de LDF em
cada tipo de classificacdo das respostas vasculares dos animais a provocacdo com 100% oxigénio,
para um total de 16 animais (32 membros posteriores) analisados.

Tabela 52. Evolugdo do fluxo sanguineo medido por LDF ao longo do periodo de acompanhamento.
Comparacdo estatistica entre a fase | de cada dia de medi¢gdo com a fase | do dia 0. Comparacdo
estatistica das fases Il e Il com a fase | em cada dia de medic¢do (p<0,05).

Tabela 53. Limites médios (em Hertz) esquerdo e direito das bandas detetadas no periodograma de
ondeleta em ambas as patas dos murganhos, N=16).

Tabela 54. Limites (em Hertz) das bandas detetadas no frequenciograma de Fourier em ambas as
patas dos murganhos, N=16).

Tabela 55. Média e desvio-padrdo (dp) do racio componentes do sinal de LDF nas trés fases do
protocolo de respiracdo de oxigénio a 100% (N=32).

Tabela 56. Média e desvio-padrao (dp) das componentes do sinal de LDF nas trés fases do protocolo
de respiracdo de oxigénio a 100% nos membros que responderam com diminui¢do do sinal de LDF
(p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Tabela 57. Média e desvio-padrao (dp) das componentes do sinal de LDF nas trés fases do protocolo
de respiragcdo de oxigénio a 100% nos membros que responderam com aumento do sinal de LDF
(p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Tabela 58. Evolucdo dos racios médio (+ desvio-padrdo) das componentes miogénica, simpatica e
endoteliais do sinal de LDF do membro isquémico ao longo dos varios dias de observacao.

Tabela 59. Evolugdo dos racios médio (+ desvio-padrdo) das componentes miogénica, simpatica e
endoteliais do sinal de LDF do membro controlo ao longo dos varios dias de observagao.

Tabela 60. Média e desvio-padrdo (dp) do expoente alfa do sinal de LDF e suas componentes nas
trés fases do protocolo de respiragao de oxigénio a 100% (N=32).

Tabela 61. Média e desvio-padrdo (dp) do expoente alfa do sinal de LDF e suas componentes nas
trés fases do protocolo de respiracdao de oxigénio a 100% nos membros que responderam com
diminuicdo do sinal de LDF (N=16, ambos os membros).

Tabela 62. Média e desvio-padrao (dp) do expoente alfa do sinal de LDF e suas componentes nas

trés fases do protocolo de respiracdo de oxigénio a 100% nos membros que responderam com
aumento do sinal de LDF (N=16, ambos os membros).
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Tabela 63. Expoente alfa das componentes miogénica, simpdatica, endotelial dependente de NO e
endotelial independente de NO para o membro isquémico nas trés fases do protocolo de respiracao
de oxigénio a 100% nos diferentes dias de analise (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Tabela 64. Expoente alfa das componentes miogénica, simpdtica, endotelial dependente de NO e
endotelial independente de NO para o membro controlo nas trés fases do protocolo de respiragao
de oxigénio a 100% nos diferentes dias de analise (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Tabela 65. Média e desvio-padrdo (dp) do indice de complexidade do sinal de LDF e suas
componentes nas trés fases do protocolo de respiracdo de oxigénio a 100% (N=16, ambos os
membros).

Tabela 66. Média e desvio-padrdo (dp) do indice de complexidade do sinal de LDF e suas
componentes nas trés fases do protocolo de respiracdo de oxigénio a 100% nos membros que
responderam com diminuic¢do do sinal de LDF (N=16, ambos os membros).

Tabela 67. Média e desvio-padrdo (dp) do indice de complexidade do sinal de LDF e suas
componentes nas trés fases do protocolo de respiracdo de oxigénio a 100% nos membros que
responderam com aumento do sinal de LDF (N=16, ambos os membros).

Tabela 68. indice de complexidade das componentes miogénica, simpatica, endotelial dependente
de NO e endotelial independente de NO para o membro isquémico nas trés fases do protocolo de
respiracdo de oxigénio a 100% nos diferentes dias de andlise (p<0,05; * - estatisticamente
significativo).

Tabela 69. indice de complexidade das componentes miogénica, simpatica, endotelial dependente
de NO e endotelial independente de NO para o membro controlo nas trés fases do protocolo de
respiracdo de oxigénio a 100% nos diferentes dias de andlise (p<0,05; * - estatisticamente
significativo).
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Capitulo I : Introducao

O Sistema Cardiovascular é um sistema fechado composto pelo coragdo e por vasos
sanguineos, sendo responsavel pela distribuicdo e recolha de sangue em todos os érgdos do
organismo. O coragao funciona como uma “bomba” hidraulica que impulsiona o sangue,
enquanto que os vasos sanguineos funcionam como estruturas de conducdo do sangue e de
trocas de matéria e energia entre este e os tecidos. O Sistema Linfatico é outro
componente, constituido pelos vasos linfaticos e ganglios, responsaveis pela drenagem
parcial do fluido intersticial para o sistema cardiovascular, com fung¢des imunitdrias. O

comportamento do sangue ao longo do seu trajeto no interior dos vasos sanguineos é

estudado pela Hemodinamica.

1.1. Fungao vascular™

Existem cinco tipos de vasos sanguineos, que se distinguem com base na estrutura
da sua parede e na sua fungao. S3o eles as artérias, as arteriolas, os capilares, as vénulas e
as veias. As artérias asseguram o transporte de sangue das camaras ventriculares cardiacas
para os 6rgaos, e as veias dos érgaos de volta para as camaras auriculares cardiacas. As
arteriolas, capilares e vénulas constituem os vasos mais pequenos do organismo,
coletivamente designados por microcirculacdo, e encontrados no interior dos prdprios

6rgaos, garantindo a sua nutricao.

Quanto a estrutura, todos os vasos a excec¢ao dos capilares sdo constituidos por trés
camadas ou tunicas — intima, média e adventicia, representadas na figura 1. A tunica intima,
a mais interna, é composta por uma camada de células epiteliais em permanente contacto
com o sangue, chamada endotélio. A tunica média é composta por uma camada de musculo
liso disposto circularmente, rodeada por uma camada de tecido conjuntivo elastico, rico em
fibras de elastina. O musculo liso contrai e relaxa, permitindo a alteracdo do calibre do vaso,

e o tecido eldstico permite ao vaso esticar e regressar a posicdo inicial. A tunica adventicia é



composta por uma camada de tecido conjuntivo rico em colagénio, que protege o vaso
sanguineo e o ancora a estruturas adjacentes. A espessura destas camadas varia entre os

diferentes tipos de vasos.

As artérias podem classificar-se quanto a estrutura em dois tipos — elasticas e
musculares. As artérias elasticas consistem essencialmente na artéria aorta e suas
ramificagdes. A sua tunica média é maioritariamente rica em elastina, permitindo-lhes
expandir quando recebem sangue com alta pressdo vindo do ventriculo esquerdo, bem
como regressar a sua posicao inicial. As artérias musculares surgem na arvore arterial no
seguimento das artérias eldsticas e apresentam uma tunica média rica em musculo liso, que
Ihes permite alterar ativamente o seu calibre. Nestas artérias a pressdo sanguinea comeca a

diminuir.

As arteriolas sdo as artérias mais pequenas de todas, e responsaveis pela entrega de
sangue a areas localizadas de tecido e pela regulacdo dessa taxa de entrega. E nelas que se
verifica uma queda mais acentuada na pressdo sanguinea, ou seja, sdo elas as principais
responsaveis pela resisténcia vascular periférica. As arteriolas de maior calibre apresentam
varias camadas de musculo liso, enquanto que as de menor calibre apresentam apenas uma
camada. As células musculares lisas e as células endoteliais apresentam juncdes
comunicantes (gap junctions) para comunicagdo célula-célula. As células musculares sao
ricamente inervadas por fibras pds-ganglionares do sistema nervoso simpatico, que regulam

o seu grau de contracdo e, portanto, o seu calibre.

Ja os capilares sdao apenas constituidos pela tunica intima, sendo esta composta pela
camada endotelial, que se apoia numa membrana basal rica em tecido conjuntivo, onde se
encontram também células pouco diferenciadas chamadas pericitos. O diametro dos
capilares é reduzido na extremidade arteriolar, sendo menor que o didmetro das proéprias
hemdcias, e aumentando no sentido da extremidade venular. Na sua maioria, os capilares

sdo desprovidos de contratilidade.

Da coalescéncia de varios capilares nascem as primeiras vénulas, chamadas vénulas
pos-capilares. A sua parede tem uma constituicdo muito semelhante a da parede dos
capilares, sendo desprovidas de musculo liso. A camada muscular surge e aumenta de

espessura a medida que o calibre das vénulas aumenta. A tunica intima das vénulas



proximais apresenta-se rodeada por alguns fibroblastos, mas as vénulas mais distais, de
maior calibre, possuem ja tunica média e uma fina tunica adventicia. Varias vénulas unem-
se para formar veias, constituidas pelas trés camadas tecidulares, sendo a adventicia a mais
espessa. Finalmente, as veias apresentam calibres superiores aos das artérias e, ao contrario
destas, apresentam valvulas que asseguram o fluxo unidirecional de sangue dos tecidos para

a auricula direita.

Artéria Veia

limen

valvula

endotélio
da tinica intima

tecido conjuntivo —
da tinica intima

tinica média

tlinica externa

Figura 1. Comparacdo anatomica de artéria e veia, dispostas em corte transversal (adaptado de
Shier et al., 2006'%).

1.1.1 Principios fisicos da circulagdo sanguinea(s)

Por forma a poder circular no interior do Sistema Cardiovascular, o sangue é movido
por gradientes de pressao, ou seja, por diferencas de pressdo entre dois pontos do seu
trajeto, sendo que o sangue se desloca sempre de um ponto de maior pressao para um
ponto de menor pressao. No entanto, o movimento do sangue ao longo de qualquer

estrutura é sempre contrariado pela resisténcia oferecida pela propria estrutura e pelas



interacdes da mesma com o sangue. A relagao entre qualquer gradiente de pressdao entre

dois pontos 1 e 2 e a resisténcia ao movimento do sangue é dada pela lei de Ohm:

P,-Pq

QZT [1]

onde Q representa o fluxo sanguineo, R a resisténcia, e P; e P, as pressdes nos pontos 1 e 2,
como por exemplo nas duas extremidades de um vaso sanguineo ou entre uma camara
cardiaca e um vaso sanguineo. Esta lei pode ser aplicada quer a vasos sanguineos individuais

qguer a redes de vasos.

Por sua vez, o fluxo sanguineo influencia a prdpria velocidade de circulagdo. A

relacdo entre estas variaveis representa-se por:

V= [2]

> O

onde v representa a velocidade e A a area de sec¢do transversal de um vaso sanguineo.
Existe, portanto, uma relacdo de proporcionalidade direta entre fluxo e velocidade. Caso se
considere o fluxo sanguineo a um érgao individual, a equagdo 1 passa a ter a seguinte
forma:
Pa—Py
Q(’)rgéo ~— "R [3]

onde P, representa a pressdo arterial e Py, a pressdo venosa desse 6rgao. Constata-se,
portanto, que o fluxo sanguineo é diretamente proporcional ao gradiente de pressdo e
inversamente proporcional a resisténcia. Por sua vez, a magnitude da resisténcia ao
movimento do sangue depende de fatores relacionados com o préprio sangue bem como o
vaso sanguineo, como mostra a lei de Poiseuille-Hagen:

8nL

onde R representa a resisténcia, n a viscosidade do sangue, L o comprimento do vaso
sanguineo e r o raio do mesmo. A resisténcia ao movimento do sangue é, entao,
diretamente proporcional a viscosidade do mesmo e ao comprimento do vaso sanguineo

onde circula, mas inversamente proporcional a quarta poténcia do raio do vaso.

4



A lei de Poiseuille-Hagen depende de varias assungdes — 0 vaso sanguineo assume-se
ser uniforme com uma darea de seccdo circular; o fluxo é estavel (invaridvel no tempo) e
laminar (no qual o fluido se desloca em camadas, sempre com a mesma dire¢dao); o sangue
assume-se comportar como um fluido Newtoniano, isto ¢, com uma viscosidade fixa. Na
pratica, estas condi¢Oes sdo raramente satisfeitas no sistema cardiovascular — a drea de
sec¢do dos vasos nao é circular, o fluxo é varidvel no tempo e turbulento em determinadas
zonas da arvore vascular e, por fim, o sangue comporta-se como um fluido ndo Newtoniano.
Ainda assim, esta lei é uma aproximacgao util a influéncia dos determinantes da resisténcia.

Substituindo a varidvel R da equacdo 3 pela equacdo 4 obtém-se:

_ (PpA—Py)mr*
a 8nL

Q [5]

A equacdo 5 representa, entdo, os determinantes major da perfusdo de um orgdo. A
modificacdo do raio dos vasos sanguineos é o mecanismo fisioldgico utilizado para modificar
o fluxo a um érgdo sem modificar as pressdes arterial e venosa, uma vez que devem ser
mantidas em intervalos estreitos. Da equacdo 5 decorre entdo que a vasodilatacdo aumenta

a perfusdo de um érgao enquanto que a vasoconstricao a diminui.

Quando se considera a movimentacdao de sangue ao longo de um conjunto de vasos
sanguineos ha que ter em conta o arranjo anatémico dos mesmos. Existem dois tipos
essenciais de arranjos vasculares — em série e em paralelo. O arranjo em série consiste na
disposicao longitudinal dos vasos sanguineos uns em seguimento dos outros. Este tipo de
arranjo é encontrado na macrocirculacdo e maioritariamente fora dos érgaos. Neste caso, a

resisténcia total do arranjo anatémico é dada pela equacao:
Rt=R1+R2+...+Rn [6]

O arranjo em paralelo consiste na disposicdo paralela de vdrios ramos de um mesmo vaso
sanguineo. Este tipo de arranjo vascular é encontrado sobretudo nos vasos da
microcirculacdo e, portanto, no interior dos 6rgdos. Neste caso, a resisténcia total do

arranjo é dada pela equacao:

— =ttt 7]



O fluxo sanguineo dentro de um vaso sanguieneo pode apresentar dois tipos de
comportamento — laminar ou turbulento, ilustrados na figura 2. No fluxo laminar o fluido
desloca-se em diferentes camadas, paralelas ao eixo do vaso, e sempre na mesma diregao,
mas com diferentes velocidades. Estas camadas deslizam umas sobre as outras, havendo
pouca mistura de sangue entre camadas. O perfil de velocidade ao longo da secc¢do
transversal de um vaso sanguineo é parabdlico, sendo a velocidade descrita em func¢do do

raio pela equacao:

. (PA—PV)(riZ—rZ) 1—-r?

anL = Vmax (r_z) [8]

1

r

onde v, representa a velocidade a um determinado raio r, r; representa a distancia de uma
camada de sangue ao centro do vaso, e vV, a velocidade maxima. Na parede do vaso (r =r;)
a velocidade assume-se ser zero, enquanto que no centro do vaso (r=0) ela € maxima (Vimax),
e dada por:

_ (Pa—Py)If

Vmax = = o0 [9]

Perfil parabdlico de velocidade

Figura 2. Representacdo esquematica do perfil parabdlico de velocidade no fluxo sanguineo laminar
(3 esquerda) e do fluxo sanguineo turbulento (a direita) (adaptado de Westerhof et al., 2010"®).

Jd no fluxo turbulento as velocidades e pressdes locais no interior dos vasos
sanguineo flutuam aleatoriamente. A determinacdao do tipo de fluxo é feita por um

parametro chamado numero de Reynolds (R.), definido como:



pvd
R.=2- [10]
n
onde p representa a densidade do sangue, v a velocidade média, e d o didmetro do vaso
sanguineo. O numero de Reynolds é adimensional e reflete o racio da inércia e dos efeitos
viscosos. Para baixos niumeros de R. (<2200) os efeitos viscosos sdo dominantes e o fluxo

laminar prevalece, enquanto que para numeros de R. superiores a 2200 o fluxo é

turbulento.

A forca que impulsiona o sangue ao longo de um vaso é equilibrada pela tensdo
resultante do cisalhamento (atrito) gerada pelo gradiente de velocidade na parede do vaso.
A luz da lei de Poiseuille a tensdo de cisalhamento 1 é dada pela equagdo:

r(P,—Pq

T il

Substituindo a varidvel Q pela equacdo 5, passamos a ter:

4
"[:L(1

mir3 [12]

O sangue apresenta, como referido acima, propriedades ndo Newtonianas, sendo ja
conhecidas duas causas principais para este comportamento(4). A tensdes de cisalhamento
muito baixas, as hemdcias agregam-se e aumentam a resisténcia viscosa ao fluxo. A medida
gue a tensdo de cisalhamento aumenta, estes agregados quebram-se e a viscosidade
diminui. A tensdes ainda superiores, as hemacias sofrem maior deformacdo pelo fluxo
resultando numa maior diminuicdo da viscosidade. A viscosidade apresenta ainda uma forte

dependéncia do hematdcrito, aumentando de forma nao-linear quando aquele aumenta.

1.1.2. Circulagdo periférica

Os ventriculos ejetam pequenas quantidades de sangue para artérias eldsticas,
preparadas para receber sangue com uma pressdo muito elevada. A medida que o sangue é

transportado destas artérias eldsticas para as artérias musculares, a espessura da camada



eldstica da sua parede diminui, perdendo elasticidade®

. Ao longo de todo o trajeto arterial,
o fluxo sanguineo apresenta um perfil pulsatil, ou seja, o sangue é conduzido em pequenos
volumes de sangue chamados “pulsos”. Apresenta também um perfil laminar, a exce¢do das
zonas de ramificacdo, onde se torna turbulento. A pulsatibilidade do fluxo arterial é
explicada pela atividade de bomba cardiaca, sendo que cada pulso individual de sangue é
explicados por uma ejecao cardiaca. Devido a este carater oscilatério da pressao arterial, o
registo dos valores maximo e minimo de pressdo, a que se da os nomes de pressao arterial
sistdlica e diastdlica, respetivamente, é imprescindivel para a avaliagdo do estado geral de

saude e, em particular, da funcdo do sistema cardiovascular®™ ®.

Uma vez nas arteriolas e até alcancar os capilares, a pressdao sanguinea diminui
gradualmente até ser praticamente nula. E essencial que a pressdo sanguinea diminua para
gue o sangue nado alcance os capilares com uma pressdo suficientemente elevada para
provocar o seu rebentamento. A resisténcia criada pelas arteriolas ao fluxo de sangue torna-
se entdo extremamente importante para permitir trocas adequadas de matéria com os
tecidos, isto é, para que estes processos ocorram a pressoes e velocidades adequadas. De
facto, as arteriolas sdo os vasos que mais contribuem para a resisténcia vascular periférica.
Sdo vasos unicamente adequados para a regulacao do fluxo aos capilares uma vez que o seu
diametro pode sofrer grandes alteragbes percentuais de diametro, alteracbes essas
superiores as de qualquer outro segmento da vasculatura. Esta propriedade esta
intimamente associada a sua capacidade de responder a estimulos tanto fisicos como
guimicos. Os estimulos fisicos sdo, essencialmente, variacdes da pressdao intraluminal,
enquanto os estimulos quimicos dizem respeito a mediadores produzidos pelas préprias
tunicas vasculares, pelo parénquima e estroma dos érgdos, e até aos prdprios gases

dissolvidos.

Devido a sua elevada area de seccdo, a velocidade de fluxo nos capilares é a mais
baixa do sistema cardiovascular, o que permite trocas mais completas de substancias entre
o plasma e o intersticio tecidular. Estas trocas ocorrem por trés processos — difusdo,
escoamento integrado, e pinocitose. A maior parte deste plasma consegue regressar aos
capilares, sendo a restante absorvida pelos capilares linfaticos, formando o liquido chamado
linfa®. Depois de realizadas estas trocas o sangue passa para as vénulas e, de seguida, para

as veias, que o fazem retornar ao coragao. As vénulas sao também importantes para a troca
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de substancias com os tecidos, para a resisténcia vascular pds-capilar e para a defesa

imunoldgica.
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Figura 3. Evolugdo da pressao, velocidade e drea de sec¢do ao longo dos diferentes tipos de vasos
sanguineos (adaptado de Berne et al., 2008").

1.1.3. A microcirculagdo

O conceito de microcirculacdo evoluiu ao longo dos anos. A primeira definicdo era de
carater anatdmico, segundo a qual a microcirculagdo compreendia os vasos sanguineos com
diametro inferior a 150 um, isto &, arteriolas, capilares e vénulas. Mais tarde surgiu uma
nova definicdo, desta vez de carater funcional, que incluia na microcirculagdo também vasos

de maior didmetro que apresentassem atividade miogénicam.

A rede microcirculatéria de qualquer 6rgao apresenta varias funcdes:



(8)

- nutricdo das células e remogdo dos produtos de metabolismo™ através dos

processos de difusdo, escoamento integrado e pinocitose;

- contribuicdo para a resisténcia arterial periféricam.

Os trés processos de movimentagao de nutrientes do interior dos capilares para o
fluido intersticial obedecem a principios fisicos distintos. A difusdo refere-se a troca de
substancias entre sangue e intersticio por meio dos espagos intercelulares do endotélio,

troca esta que é explicada pela lei de Fick®:

Xtczq[x]a_ Q[X]v [13]

onde X representa o efluxo transcapilar de uma substancia X, Q o fluxo sanguineo, e [x],
[X]y as concentragdes arterial e venosa da substancia X, respetivamente. Segundo esta lei, a
subtracdo entre a quantidade de uma substancia que entra num 6rgao num dado periodo
de tempo pela quantidade que sai deve ser igual a taxa de utilizacdo da substancia pelo
6rgado. O processo de difusdo é dependente de quatro fatores — a drea de superficie; a
distancia de difusdo; a permeabilidade da membrana de difusdo; e a diferenca de
concentracdo da substancia entre os dois compartimentos entre os quais a substancia se

difunde.

O processo de escoamento integrado faz-se através de canais aquosos que
atravessam as proéprias células endoteliais, entre o sangue e o intersticio tecidular. A
movimentacdo de fluido do sangue para o intersticio denomina-se filtracdo, enquanto que
aquela que ocorre do intersticio para o sangue se denomina reabsor¢ao. O processo de
filtracdo é influenciado pelas pressdes hidrostaticas e osmodticas quer do sangue quer do

intersticio, como dita a lei de Starling da filtracdo, expressa pela equacdo seguinte:
] = K¢[(P. = P) — o1 — )] [14]

onde J representa a taxa de movimentagdo de fluido entre os dois meios, Kr o coeficiente de
filtracdo (relacionado com a condutividade da dgua e com a area de filtracdo), P. e P; as
pressOes hidrostaticas capilar e intersticial, respetivamente, o o coeficiente de reflexdo

(medida da permeabilidade endotelial), e ir. e t; as pressGes osméticas capilar e intersticial,
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respetivamente. Finalmente, o transporte por pinocitose é um tipo de transporte vesicular

utilizado para o transporte de proteinas e Iipidos(lo).

Todos os vasos sanguineos apresentam um determinado grau de contracao basal,
qgue influencia, segundo a lei de Poiseuille-Hagen, a resisténcia ao fluxo sanguineo e,
portanto, o valor do préprio fluxo sanguineo numa regido de um 6rgao a cada momento. A
esse grau de contracdo basal dd-se o nome de ténus vascular, sendo como que uma
expressao do nivel de ativagao da parede vascular, e que se pensa ser iniciado pelo préprio

1) Este grau basal de contracdo pode ser alterado pela

valor elevado da pressao arterial
acdo de estimulos vasoativos, isto é, aumentado por vasoconstritores e diminuido por
vasodilatadores, respetivamente. Os principais estimulos vasoativos sdo as hormonas
circulantes, os neurotransmissores libertados por terminagdes nervosas sensoriais e
autondmicas e os mediadores locais, nomeadamente substdncias produzidas pelas células

endoteliais, musculares lisas ou intersticiais™?.

Os principais determinantes da perfusdao capilar sdo o fluxo sanguineo capilar

)0 fluxo sanguineo capilar é um produto do

propriamente dito e a paténcia capilar
gradiente de pressao, do tdnus arteriolar e da hemorreologia. O fluxo num Unico capilar ndo
é um bom indicador do fornecimento de oxigénio aos tecidos devido a sua heterogeneidade
espacial e temporal(14' A paténcia capilar é dada pela densidade capilar funcional (DCF),
definida como o numero de capilares funcionais, isto é, preenchidos por hemacias em
movimento, por unidade de area. O fluxo sanguineo microcirculatério apresenta oscilagbes
em termos de magnitude, explicadas pela atuacdo a cada momento de varios sistemas de

(16)

regulacdo, quer intrinsecos ao proprio tecido/drgao quer extrinsecos ao mesmo' ", sendo

gue ambos estes mecanismos se influenciam mutuamente de forma complexa, embora

ainda mal percebida(17).

1.1.3.1. Regulacdo de curta duracdo da perfusdo

A regulacdo extrinseca da perfusdo é levada a cabo, sobretudo, por neurdnios pos-
ganglionares do sistema nervoso auténomo. De um modo geral, as fibras simpaticas

provocam vasoconstricdo por ativacdo dos recetores alfa adrenérgicos. Ha, no entanto,

11



excegOes — a primeira é a vasculatura do miocardio e do musculo esquelético, onde as fibras
simpaticas provocam vasodilatacdo atuando sobre recetores adrenérgicos 3,; a segunda é a
propria pele, cuja perfusdao é regulada por dois subsistemas de fibras simpaticas — fibras
noradrenérgicas e fibras colinérgicas. As fibras noradrenérgicas libertam noradrenalina, que
atua em recetores adrenérgicos a; e a, (estes ultimos sobretudo em artérias e veias)

provocando vasoconstrig50(19'21).

As fibras colinérgicas libertam acetilcolina e co-
transmissores, provocando vasodilatagcdo. Ainda ndo se sabe definitivamente quais os co-

transmissores libertados, existindo estudos que propdem o péptido intestinal vasoativo

(8 (88)

(VIP)®) 3 substancia P®®, a histamina®” e prostandides vasodilatadores

Outros neurdnios (ndo autondmicos) provocam vasodilatacdo através da libertacdo
de substancia P, e de péptido relacionado com o gene da calcitonina (calcitonin gene-related

peptide - CGRP)™®).

Enquanto os capilares se especializam na troca de substancias com o fluido
intersticial, as arteriolas sdo os vasos responsaveis pela regulacdo intrinseca da perfusdo a
cada momento. Podem fazé-lo por meio de duas atividades principais — atividade miogénica
e atividade endotelial, ou seja, através da acdo do seu musculo liso ou do seu endotélio,

respetiva mente'??),

Em alguns vasos sanguineos, o ténus vascular apresenta oscilacbes ao longo do
tempo, dizendo-se possuir atividade miogénica ou vasomotricidade. Esta atividade consiste
na oscilacdo ritmica do calibre dos vasos sanguineos, ou seja, numa sequéncia ritmica de
contragdes e dilatagdes que, como tal, confere um carater oscilatério ao préprio ténus
vascular. Estas oscilacbes ndo sdo estritamente periédicas mas também ndo sdo
aleatérias'®®), Esta descrita sobretudo em arteriolas mas foi ja identificada em artérias, veias,

, e psas 2
vénulas e vasos linfaticos??

, e sabe-se existir uma relacdo inversa entre esta atividade e o
comprimento do vaso, dentro da mesma rede vascular, sendo a circulacdo cerebral uma
exceg50(24). A vasomotricidade é encontrada tanto em vasos isolados como em organismos

2 . . s P ~ 2 ,
( 5), sendo a sua magnitude variavel entre orgaos( o Apesar de ser um fenédmeno

inteiros
intrinseco do musculo liso vascular, a vasomotricidade é influenciada pela acdo de
mediadores locais, vindos do endotélio, como extrinsecos, vindos do sistema nervoso

auténomo® . 0 padrdo de vasomotricidade é de elevada amplitude (50-100% de variacao
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de volume) e elevada frequéncia (5-25 ciclos por minuto - cpm) em pequenas arteriolas (<30
um), e de baixa amplitude (5-20% de variacdo de volume) e baixa frequéncia (0,3-3 cpm) em
arteriolas de tamanho intermédio (30-80 um). Estas altera¢des espontaneas de diametro
produzem alteracdes significativas na resisténcia vascular, perfusado capilar e fluxo, sendo as

alteragbes deste ultimo apelidadas de “fluxomotricidade” .

A frequéncia e a intensidade destas contra¢des/dilatagdes podem ser alteradas
fisiologicamente com o intuito de manter constante a perfusdao de um tecido em resposta a
alteracdes da pressdo arterial. Quando a pressdo arterial e, por conseguinte, a perfusdo
tecidular diminui, as arteriolas sofrem dilatacdo por forma tentar repor a perfusdo. Pelo
contrdrio, quando a perfusdo aumenta por um aumento de pressao arterial, ocorre uma
constricdo arteriolar, a que se chama fendmeno de Baylissm). Por este motivo, a atividade
miogénica é também vista como um mecanismo de defesa intrinseco do prdprio tecido, que
o defende da isquémia ou sobreperfusdo (e eventual rompimento de um vaso). Foi
demonstrado com recurso a lei de Poiseuille que o aumento da atividade miogénica provoca
a diminuicdo da resisténcia de um vaso ao fluxo sanguineo e, portanto, o aumento do

préprio fluxo®®?.

Atualmente pensa-se que a oscilagdo ritmica do calibre destes vasos esteja
intimamente ligada a oscilacdo da concentracdo citosdlica de calcio nas células musculares

(33, 34)

lisas . Vérios estudos mostraram existir oscilacGes no potencial de membrana das

55 bem

células musculares lisas a mesma frequéncia das oscilagdes no calibre vascular
como a ocorréncia de potenciais de acdo em rajada em fase com oscilacdes na tensdo da
parede vascular®®. Pensa-se que estas oscilagdes possam ser geradas por células pacemaker
neuronais, semelhantes as células de Cajal do intestino e localizadas na proximidade de
bifurcagdes, sendo comunicadas as células contiguas por juncdes comunicantes®” 38,
Outros estudos, no entanto, sugerem que o surgimento de potenciais pacemaker a partir de
pontos especificos da arvore vascular seja improvével(39' ) Outra possibilidade é a de que
qguase todas as células musculares lisas possuam um potencial de membrana oscilatério
assincrono entre si, mas que seja comunicado entre células, sofrendo um ajustamento
temporal(zs). Quanto a origem das proéprias oscilagdes do potencial de membrana, existem
também diferentes propostas. Enquanto alguns estudos sugerem que as oscilagdes sejam

(35)

provocadas pela prépria atividade eletrogénica das bombas de sédio-potdssio™, outros
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atribuem-no a atividade das bombas de calcio do reticulo endoplasmatico. Segundo esta
teoria, estas oscilagdes da concentracdo citosolica de calcio provocariam a ativacdo de
canais de cloreto dependentes de guanosina monofosfato ciclico (GMPc) que criariam
oscilacées no potencial de membrana. O mondxido de azoto (NO), importante mediador
vasoativo endotelial, teria um papel importante neste mecanismo uma vez que aumentando
a concentragao celular de GMPc, aumentaria a probabilidade de uma oscilagao sincronizada

entre a concentracdo citosdlica de cdlcio e o potencial de membrana'®®.

Quanto ao mecanismo de contracdo/dilatacdo miogénica induzida por altera¢do da
pressao de perfusdo, uma hipdtese é a de que as membranas das células musculares lisas
possuam canais iénicos associados a proteinas da matriz extracelular com funcdo
“mecanosensitiva”, detetando varia¢gGes na distensdo da prépria membrana®®. Em resposta
a um aumento de perfusdo, a distensdo vascular serd maior, o que ativara estas proteinas
de membrana, que responderdo por interacdo e abertura de canais de cdlcio, promovendo a
entrada deste ido na célula. A medida que a concentracdo citosdlica de célcio aumenta,
iniciar-se-4 uma ativacdo dos mecanismos contrateis celulares, que responderdao com

diminuicdo do calibre. Um mecanismo inverso acontecera perante a reduc¢do da perfusao.

O endotélio é capaz de sintetizar varios mediadores vasoativos. Os principais

mediadores vasodilatadores produzidos pelo endotélio sdo:

- 0 monoxido de azoto (NO), sintetizado pela mondxido de azoto sintase (MAS) e que
se difunde livremente para as células musculares lisas adjacentes'?;

- os fatores de hiperpolarizacdo derivado do endotélio (EDHF). Atualmente, pensam-

se existir varios mediadores, incluindo eicosandides, como a prostaciclina (PGl,), acidos
epoxieicosatriendicos (EETs), e o perdxido de hidrogénio(43).

Para além destes mediadores, o endotélio também é capaz de libertar substancias
vasoconstritoras. O principal mediador com esta acdo é a endotelina 1, que possui

igualmente acdo inflamatéria e fibrdtica. Em condigdes fisioldgicas normais, a endotelina 1

0(44)

ndo é secretada, provavelmente pela inibicdo levada a cabo pelo N , sendo

principalmente libertada em resposta a estimulos adequados, como seja, por exemplo, a

hiperc')xia(45’ 46),
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As hemdcias foram sempre vistas pela Ciéncia como células meramente
transportadoras de oxigénio ao longo do sistema cardiovascular. Recentemente mostrou-se
gue as hemacias possuem uma outra fungdo — a de atuar como sensores do nivel de
oxigénio tecidular através do seu grau de desoxigenacdo e, em funcao disso, induzir uma
modificagdo no ténus vascular. Esses estudos mostraram que durante um estado de hipdxia

as hemdcias sao capazes de libertar vasodilatadores como o NO“” %) ou o ATP“). Mostrou-

(50)

se que as hemdcias libertam ATP em resposta a hipdxia™’, em resposta a hipdxia na

(51) (52)

presencga de hipercapnia®’ e em resposta a deformagao mecanica

1.1.3.2. Regulacdo de longa duracio da perfusio®®*>*

Os mecanismos de regulacdo a longo termo sdao mais “completos” na regulacdo da
perfusdo, e prendem-se sobretudo com a alteragdo da vascularizacdo de um dérgdo em
resposta a alteracdes na atividade metabdlica dos mesmos. Esta alteracdo da vascularizacao
manifesta-se ndo sé por adaptagdes nos proprios vasos — geométricas, estruturais e
funcionais — mas também pela criacdo de novos vasos — angiogénese, e pelo alargamento de

vasos de circulagdes colaterais — arteriogénese.

A angiogénese define-se como a criacdo de capilares a partir de vasos sanguineos
pré-existentes, e é iniciada principalmente pela hipdxia em tecidos isquémicos. Estes novos
capilares consistem em tubos endoteliais desprovidos de estruturas vasculares proprias. Ja a
arteriogénese define-se como o alargamento de artérias colaterais pré-existentes e a sua
remodelacdo para se tornarem vasos de conducgdo. Este processo inicia-se pelo aumento de
fluxo sanguineo e, por conseguinte, da tensdao de cisalhamento, nas artérias colaterais.
Neste processo estdo envolvidas vias especificas de comunicacdo arteriais, fatores de

crescimento angiogénico, bem como células da parede vascular e circulantes.
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1.2. Estudo in vivo da microcirculagao

A avaliacdo in vivo da microcirculacdo recorre quer a avaliacdo de modelos humanos,
guer de modelos animais, apesar das particularidades que caracterizam cada espécie. No
presente estudo recorremos a ambos os modelos, humano e animal (murganho), pelo que
resumimos, nas paginas seguintes, algumas das diferencas anatomo-funcionais relevantes

gue registamos para ambas as espécies.

1.2.1. Anatomia funcional do membro inferior humano®

A arvore vascular do membro inferior do humano, ilustrada nas figuras 4 e 5, tem
inicio nas duas artérias iliacas comuns, que resultam da bifurcacdo da artéria aorta ao nivel
da quarta vértebra lombar. Cada artéria iliaca comum bifurca-se na artéria iliaca interna e
artéria iliaca externa, ao nivel da articulacdo sacroiliaca. A artéria iliaca interna irriga
principalmente a parede e visceras pélvicas, enquanto que a artéria iliaca externa irriga

principalmente o membro inferior.

A artéria iliaca externa envia ramos para a pele e musculos da parede abdominal e
cintura pélvica, depois passa profundamente ao ligamento inguinal e passa a denominar-se
artéria femoral. Esta localiza-se na parte anteriomedial da coxa e estende-se desde o
ligamento inguinal até ao hiato tendinoso do adutor, inferiormente ao qual se converte na
artéria popliteia. Origina seis artérias colaterais principais, entre as quais a artéria femoral
profunda, que nasce na face posterior da artéria femoral, descendo lateral e posteriormente

a mesma, e originando varios ramos que vascularizam os musculos e tegumentos da coxa.

A artéria popliteia origina-se no hiato tendinoso do adutor e termina no arco
tendinoso do sdleo, onde se divide em artéria tibial anterior e tibial posterior. A artéria tibial
anterior desce lateralmente a tibia no compartimento anterior da perna, onde irriga os
musculos extensores e chega ao ligamento anelar anterior do tarso, originando a artéria

pediosa.
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Da artéria popliteia nasce um segundo ramo que origina o tronco tibio-peroneal.
Este tronco divide-se em duas artérias principais, a artéria peroneal e a tibial posterior. A
artéria peroneal desce pela zona posterior da perna até as extremidades inferiores do
ligamento interdsseo, emitindo ramificacdes para os musculos correspondentes. A artéria
tibial posterior segue a face posterior da perna até alcancar o calcanhar. No seu trajeto
emite ramificacdes para os musculos e ossos correspondentes, e ao chegar ao calcanhar

ramifica-se nas artérias plantares interna e externa.

A plantar interna (medial) segue pela planta do pé, entre os musculos da regido
interna e média, até a cabega do primeiro metatarso, originando a artéria colateral interna
do dedo grande. No seu trajeto emite ramificacdes para o adutor obliquo do dedo grande e
para o 0sso, para o abdutor do dedo grande e tegumentos, para o flexor curto plantar e
para o flexor curto do dedo grande. A artéria plantar externa (lateral) dirige-se anterior e
lateralmente até a parte média do bordo lateral da planta do pé, onde passa a ter um
trajeto profundo e formando o arco plantar profundo, que passa na base dos metatarsos e
gue termina na extremidade posterior do primeiro espaco interdsseo do metatarso,
irrigando ossos e musculos do pé. Na sua por¢ao transversal forma o arco plantar. Da
concavidade do arco nasce a artéria colateral externa do dedo pequeno e quatro artérias
interdsseas plantares que passam pelos espacos interdsseos, dando origem as artérias

interdsseas dorsais.

A irrigacdao venosa do pé faz-se por duas redes vasculares, a rede venosa dorsal e a
rede venosa plantar. A rede venosa dorsal localiza-se sobre a face anterior dorsal do pé e
nela se destaca o arco venoso dorsal do pé que recebe sangue da rede superficial dorsal, das
veias digitais dorsais e das veias interdigitais que anastomosam o arco venoso dorsal com o
arco venoso dorsal, drenando-o para as veias safena maior e menor. A rede venosa plantar
localiza-se na planta do pé e nela se destaca um arco venoso plantar, que drena no arco
venoso dorsal. De cada lado da rede plantar nasce uma série de troncos coletores que

rodeiam o bordo do pé e desembocam na veia safena correspondente.

Desde o maléolo, a veia safena maior sobe verticalmente pela face medial da perna,
anteriormente ao bordo medial da tibia, e depois contorna posteriormente a face lateral do

condilo medial do fémur. Ao chegar a coxa, drena na veia femoral 4 cm inferiormente ao
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ligamento inguinal. A safena maior recebe algumas veias posteriores da rede dorsal do pé,
veias superficiais da regido anteriomedial da perna e a totalidade das veias subcutaneas da
coxa. A veia safena menor, depois de ter contornado o bordo posterior do maléolo, alcanga
a linha média da perna seguindo um trajeto obliquo supero-medial. Até a regido média da
perna, esta veia é subcutanea, depois atravessa a fascia e ascende verticalmente entre as
duas cabegas do gastrocnémio, posteriormente ao nervo cutdneo sural medial. Na fossa
popliteia a veia segue entre as fascias da regido. Ao alcancar o nivel da linha interarticular
dobra-se anteriormente e descreve uma curva, o arco da safena menor. Desemboca, depois,
na face posterior da veia popliteia. Recebe um grande numero de ramos venosos
superficiais provenientes da regido plantar lateral, do tornozelo, e das faces posterior e
lateral da perna. Anastomosa-se na pele com as veias plantares laterias, e no tornozelo com
as veias peroneais. Existe quase sempre uma veia anastomédtica que comunica com as duas
veias safenas, que nasce da safena menor ao nivel da fossa popliteia, contornando-a
obliquamente de baixo para cima e de tras para a frente na face medial da coxa, e abre-se
na safena maior a uma distancia varidvel da sua extremidade superior. Esta anastomose

pode desembocar na veia safena acessdria ou confundir-se com a mesma.

A veia popliteia resulta da unido do tronco venoso tibioperoneano e das veias tibiais
anteriores. E continuada pela veia femoral, recebe, por um lado, a veia safena maior. Os
outros afluentes da veia femoral coincidem com os colaterais da artéria, com excecdo das
veias epigastricas superficiais, circunflexa iliaca superficial e pudendas externa. A veia

femoral profunda segue ao lado anteriomedial da sua artéria correspondente.

Estas veias drenam sangue nas tributdrias profundas da iliaca externa, recebendo
esta sangue ainda pelas tributdrias superficiais. Existem ainda veias tributdrias da iliaca

interna, que drenam sangue para a veia cava inferior.
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A. femoral
A. circunflexa femoral medial

A. femoral profunda

/_._ Aa. perforantes (I, II, 1ll)

- A. femoral
__t

~ A. genicular descendente

R. safeno

\ - i R. articular

A. genicular lateral superior

P

A. genicular medial superior

A. genicular lateral inferior “1— Rede genicular articular

A. tibial anterior recorrente

A. tibial anterior

A. peroneal, R. perforante
A. maleolar lateral anterior
A. tarsal lateral -

_ A. maleolar anterior medial

4 - A tarsal medial
- A. dorsal pediosa

4 Aa. metatarsicas dorsais
A. arcuado

Figura 4. Arvore vascular arterial do membro inferior (A. — artéria, Aa. — artérias, R. — ramo)

(adaptado de Putz and Pabst, 2006"%).
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A. digitais plantares proprias

A. digitais plantares comuns

A. metatarsicas plantares
A. plantar profunda

Arco plantar profundo
R. superficial

R. profundo

A. plantar medial
A. plantar lateral

A. tibial posterior

Figura 5. Arvore vascular arterial do pé (A. — artéria, R. — ramo) (adaptado de Putz and Pabst,
2006"9).

1.2.2. Anatomia funcional do membro posterior do murganho(57 )

A arvore vascular do membro posterior do murganho, ilustrada nas figuras 6 e 7, tem
inicio no segmento abdominal da artéria aorta. Esta bifurca-se nas artérias iliacas comuns
esquerda e direita e artéria coccigea mediana, imediatamente apds originar a artéria

mesentérica caudal.

A artéria iliaca comum apresenta um trajeto caudolateral, fornecendo alguns ramos,
para se dividir de seguida em artérias iliacas interna e externa. A artéria iliaca externa tem
um trajeto caudal e passa a denominar-se artéria femoral apds passar por tras do ligamento
inguinal. A artéria iliaca comum origina a artéria glutea cranial, enquanto que a iliaca
externa origina a artéria glutea caudal. Estas artérias tém um trajeto caudodorsal lado a
lado e alcangam a regido dorsolombar. Proximalmente ao ponto de cruzamento com o
ligamento inguinal, a artéria iliaca externa origina o tronco pudendoepigdstrico, um tronco

curto que se divide na artéria epigastrica caudal e na artéria pudenda externa. A artéria
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epigastrica caudal distribui-se para a parede abdominal, enquanto que a pudenda externa
corre medialmente, paralela ao ligamento inguinal e termina na regido perineal. A meio da
coxa, as artérias caudal proximal e a epigastrica caudal superficial nascem da artéria femoral
como um tronco muito curto ou de forma separada. A artéria epigastrica caudal superficial
segue lateralmente ao longo do tecido muscular inguinal e forma uma anastomose com o
ramo terminal da artéria iliolombar em redor do ganglio linfatico subiliaco. A artéria safena
desce pela superficie medial da perna e divide-se em ramos cranial e caudal. Na regido distal
dos musculos mediais da coxa ocorre uma distribuicdo aprecidvel de pequenos vasos que

nascem da artéria safena.

A artéria iliacofemoral nasce da extremidade distal da artéria iliaca comum, dorsal a
artéria iliaca interna e segue um curso lateral enviando ramos para os musculos que a
rodeiam. Ai a artéria iliacofemoral desce até a regido proximal do quadricipede apds enviar
ramos para os musculos gliteos. A artéria femoral da origem a artéria femoral circunflexa
lateral (femoral anterior) a partir da sua porgao central. A femoral circunflexa penetra na
regido central do musculo quadricipede femoral juntamente com o ramo muscular do nervo
femoral. A artéria femoral bifurca-se nas artérias popliteia e safena, proximais ao joelho e
distais a artéria epigastrica caudal superficial. A artéria popliteia segue um curso lateral
entre os musculos quadricipede e adutor até a fossa popliteia. A artéria femoral profunda
ramifica-se na regido proximal dos musculos adutores, isquiossurais e obturador externo.
Na regido glutea, a artéria glutea caudal termina na artéria pudenda interna e na artéria
coccigea lateral. Perto do joelho a femoral caudal distal, a partir da popliteia, envia ramos
para a regido distal do bicipede femoral. A artéria femoral caudal distal dd também origem a

proximal lateral geniculada que cursa a porg¢ao distal-lateral do quadricipede femoral.

A artéria safena origina dois ramos ao nivel do joelho, a artéria marginal lateral, que
origina as artérias digitais para cada um dos cinco digitos, e a artéria medial tarsal que irriga

a regido posterior da pata.
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Artéria e veia tibial anterior
Artéria e veia popliteias

Artéria e veia tibiais posteriores

p Artéria e veia surais externas
Tibia

Veia pequena safena Artéria sural superficial

Musculo gastrocnémio —

Veia grande safena

Artéria safena

Figura 6. Arvore vascular do membro posterior do murganho, com destaque para a coxa (adaptado
de Cook, 1965"%).

— Veia grande safena
Artéria safena

— Veia marginal medial
Veia marginal lateral

Artéria e veia medial tarsal

Veias metatarsicas _—
dorsais ——=A

\

Figura 7. Arvore vascular arterial do membro inferior, com destaque para a perna e pata coxa
(adaptado de Cook, 1965°%).
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1.2.3. A pele como modelo de estudo da microcirculagdo

Pelo facto de ser o local onde a fungdo principal da arvore vascular ocorre, isto &, a
nutricdo e oxigenagdao dos tecidos e remogdo de produtos de metabolismo, a

microcirculacdo é um alvo interessante para a investigacdo de mecanismos de instalacdo e

(59)

progressdo de doencas cardiovasculares e metabdlicas De facto, a disfungao

microcirculatéria é encontrada em determinadas doencas ainda antes de manifestacdes

)

macrovasculares ou de érgéos—alvo(sg. Estd estabelecida uma co-linearidade no

desenvolvimento e progressdo de doenca macrovascular e microvascular. Esta relacdo tem
sido alvo de intensa investigacdo, com o objetivo de se estabelecer se é de natureza causal

ou se se tratam de fatores de risco partilhados. A opinido atual é de que exista uma relacao

complexa e bilateral entre doen¢a macrovascular e microvascular®®,

Pela sua acessibilidade, a pele tem sido proposta como um modelo de funcado e
disfungdo microcirculatéria geral, estando implicada uma associagdo entre a doenca
microvascular na pele e noutros leitos vasculares. De facto, nos ultimos anos, foi
demonstrada a associacdao da disfungdao microvascular cutdnea na doenc¢a coronaria, na
doenca renal de ultimo estadio e na diabetes tipo 2. A pele tem recentemente sido usada

como modelo de estudo de diversas doencas, cardiovasculares e metabdlicas, como por

61) 2(62)

exemplo  hipertensao, hipercolesterolémia(eo’ , diabetes tipo hiper-

(63) (64)

. .« 7 . 2 e . s .
homocisteinémia™’, doenca renal®?, doenca vascular periférica””, doenca corondria

)

aterosclerética(65, insuficiéncia cardiaca®® ®”

(68)

, esclerose sistémica e envelhecimento

(69-72)

primario . Pela facilidade de acesso a sua rede vascular e da aplicacdo de técnicas ndo

invasivas a pele tem sido tomada como um modelo potencialmente representativo de

doencas vasculares, mas tal pressuposto é alvo de contestagéom).
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1.2.4. A circulagdo cutdnea humana

A pele possui uma rede vascular rica, com um nivel de perfusao que excede
largamente as suas necessidades nutritivas. Efetivamente, a atividade metabdlica cutanea é
reduzida, estando o excesso de perfusdo envolvido na termorregulacao, por forma a manter

(74)

a temperatura interna num intervalo estreito O fluxo sanguineo cutaneo acaba,

portanto, por oscilar entre os 7-8 L/min (¥60% do débito cardiaco) em circunstancias de

dissipacdo de calor, e perto de zero, em circunstancias de conservagdo de calor”>7®),

Os vasos sanguineos da pele fazem parte das circula¢des arterial, venosa, bem como
da microcirculacdo e da circulacgao linfatica. A rede vascular cutanea, representada na figura
8, origina-se nas artérias perfurantes vindas dos musculos, e que formam o primeiro de dois
plexos microvasculares horizontais — o plexo profundo, localizado préximo da juncao dermo-
hipodérmica, que fornece artérias nutritivas para os apéndices cutdneos. Deste plexo
emergem arteriolas que formam o segundo plexo, denominado superficial ou subpapilar, na
interface derme papilar - derme reticular. Aqui nascem novas arteriolas, estreitas, que
originam capilares em forma de gancho que ascendem verticalmente até as papilas
dérmicas, originando de seguida vénulas pds-capilares largas e que descem verticalmente
de volta ao plexo superior. As ansas capilares seguem as linhas das impressées digitais

77 A unido dos dois plexos vasculares

(chamadas as “impressdes digitais vasculares”)
completa-se com a emissdo de vénulas do plexo superficial que descendem verticalmente

para o plexo profundo.

Na pele das regides distais glabras (sem pelo), como os dedos, a prega ungueal, o
nariz e as orelhas, as arteriolas e vénulas comunicam diretamente por estruturas vasculares
chamadas anastomoses arteriovenosas (AAV). Estas estruturas tém tipicamente um
comprimento reduzido e uma parede muscular mais espessa que a das arteriolas que as
originaram. De facto, para além de uma camada muscular lisa circular, as AAV possuem uma
segunda camada muscular de orientacao longitudinal. As AAVs localizam-se em ambos os
plexos microvasculares e sdo estruturalmente heterogéneasm' 78 Nas AAV o sangue faz um

(79, 80)

bypass as ansas capilares nutritivas , hdo existindo, portanto, transporte de substancias

para os tecidos e vice-versa. Como tal, pensa-se que a sua funcdo principal seja a de
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(79, 80), transportando o calor de regides profundas do

contribuir para a termorregulagao
corpo (core) para regides superficiais. Quando é necessario conservar calor, as AAVs
mantém-se predominantemente fechadas, enquanto que durante a eliminagdo de calor
sofrem dilatacdo completa® #?. As zonas da pele ricas em AAVs est3o expostas a atividade
simpatica adrenérgica mais intensa em condi¢bes termoneutras, bem como durante

ativagao simpadtica reflexa e durante a exposi¢ao ao frio®®,

O sistema linfatico cutaneo origina-se em capilares linfaticos que formam um plexo
superficial na derme sub-papilar, e um plexo profundo abaixo do plexo vascular profundo
sanguineo. A rede linfatica estd particularmente bem desenvolvida na pele dos dedos,

palmas, plantas e escroto.

A vasculatura cutanea recebe tanto inervagao sensorial como inervagao autonémica. Os
nervos sensoriais distribuem-se pela epiderme, derme e hipoderme numa rede
tridimensional, encontrando-se a maioria na derme média e derme papilar. A distribuicao
de nervos autondmicos, pelo contrdrio, estd restringida apenas a derme, inervando vasos
sanguineos, AAVs, vasos linfaticos, glandulas écrinas e apdcrinas, foliculos pilosos e
musculos eretores do pelo. Como tal, a inervagdo autondmica esta associada a regulacdo do

fluxo sanguineo, da fungao linfatica e da fun¢do dos apéndices cutaneos®.

O controlo autondmico da perfusdo cutanea depende do tipo de pele. Na pele nao
glabra a inervagdo vascular é simpatica dual, feita por fibras adrenérgicas constritoras e
fibras colinérgicas dilatadoras. J4 a pele glabra, encontrada nas palmas, plantas e labios,
recebe apenas inervacdo simpatica adrenérgica que, na maior parte dos casos gera

®9) Outra distincdo entre pele

vasoconstricdo mas pode também provocar vasodilatacdo
glabra e nao glabra é a densidade de AAV. Na pele glabra, as AAV s3o numerosas e
ricamente inervadas por fibras simpaticas vasoconstritoras. Portanto, nessas zonas, a
abertura ou encerramento destas AAV pode causar alteracdes substanciais no fluxo
sanguineo. Em contraste, a pele ndo-glabra contém poucas AAV e é inervada por ambas as

divisdes simpéticas(sg).
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Ansa capilar
.

Arteriola

~

\ ] Plexo superficial
’

Vénula

g ] Plexo profundo

Figura 8. Esquema ilustrativo da arquitetura da microcirculagcdo cutdanea. O plexo inferior envia
arteriolas para o superior que, por sua vez envia ansas capilares no sentido superior e vénulas para o
plexo inferior (adaptado de Zakharov et al., 2010°?).

1.2.5. Diferengas andtomo-funcionais cutdneas do humano e do murganho(gl)

A pele do murganho organiza-se, tal como a do humano, em trés camadas — a
epiderme, a derme e a hipoderme. A epiderme é muito fina em todas as regides nao
glabras, e consideravelmente mais espessa nas regides glabras, como os mamilos, anus,

caudae patas(gl).

A pele mais espessa consiste em quatro camadas®?. A mais profunda, o estrato
germinativo, consiste numa camada celular Unica apoiada numa membrana basal adjacente
a derme. Imediatamente acima encontra-se o estrato espinhoso, constituido por quatro a
cinco camadas celulares. De seguida encontra-se o estrato granuloso e acima deste, o
estrato corneo. A derme consiste sobretudo de tecido conjuntivo, bem como de vasos
sanguineos, terminagdes nervosas e adipécitos(gl). A pele dos machos é consideravelmente
mais forte, o que se deve a maior espessura da derme, enquanto a das fémeas apresenta

maior espessura ao nivel da epiderme e hipoderme.

Em comparacdo com o humano, a epiderme do murganho é mais fina, com menor

nimero de camadas celulares, e a derme é igualmente mais fina®

. A pele do murganho
possui ainda uma camada paniculosa difusa, que no humano é encontrada apenas na regiao

do pescoco. A pele do murganho parece ser também mais complacente que a do humano,
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em termos mecanicos. A pele do murganho é desprovida de glandulas sudoriparas apdcrinas

e de cristas epidérmicas/papilas dérmicas, que sdo encontradas na pele humana.

a. Pele do murganho
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Figura 9. Representacdo esquematica da pele do murganho (a) e do humano (b) (adaptado de
Pasparakis et al., 2014%%).

1.2.6. Principais técnicas e métodos de avalia¢do ndo-invasiva da microcirculagdo

A utilizagdo de técnicas para monitorizar a microcirculagdo é um desenvolvimento
recente em medicina e tem crescido exponencialmente nos ultimos 75 anos. Foram
desenvolvidas técnicas que permitem distinguir alteragGes na morfoldgicas e funcionais em
leitos vasculares superficiais e profundos. Cada técnica apresenta as suas vantagens e
desvantagens(59). A principal desvantagem das técnicas de monitoriza¢gdao da microcirculagao
é o elevado tempo de utilizagcdo, que limita a sua utilizagcdo na clinica bem como em estudos
populacionais(sg). Idealmente, a medicdo da microcirculacdo deveria ser ndo invasiva,
deveria fornecer medi¢Oes continuas e reprodutiveis, independentes das caracteristicas do
tecido, e fornecer resultados num curto espaco de tempo. Para além disso, para ser aplicada
a pratica clinica, deverd apresentar resultados compreensiveis com intervencdo minima.

Abaixo discute-se sucintamente o principio fisico das principais técnicas ndo invasivas de

avaliacdo da microcirculacao.
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1.2.6.1. Capilaroscopia

A capilaroscopia é uma técnica que consiste na visualizagdo dos capilares in vivo por
microscopica 6tica®. No inicio, a técnica dependia da utilizacdo de epiluminacado de luz fria,
com um intervalo de ampliagcdao de 15 a 100x, uma elevada profundidade de campo que

permitia a avaliacdo das diferentes profundidades dos capilares. Este set-up experimental

(95) (96)

permitia apenas a observacdo os capilares da prega ungueal dos dedos das maos*™’ e pés
Na verdade, o que se observava ndo eram as paredes dos capilares, mas sim as hemacias
alinhadas junto as mesmas'®”, definindo ansas paralelas entre si e apontadas para a ponta
dos dedos. A técnica evoluiu no sentido de utilizar cAmaras de video miniaturizadas munidas
de fonte de luz, sistema de amplificacdo e software de analise de imagem, permitindo
analisar varios parametros morfoldgicos dos capilares, como o diametro, o comprimento, a
area e a densidade'®®. Estes avancgos permitiram a aplicacdo da técnica a todas as zonas da
pele. Avancos mais recentes permitiram ainda a quantificacdo do fluxo sanguineo nos
capilares do plexo cutaneo superior pela determinacdo do tempo de transito das hemacias

num unico capilar(gg).

1.2.6.2. Fotopletismografia 1°*

A fotopletismografia mede as variacdes do volume vascular cutaneo. Utiliza uma
fonte de luz (vermelha, infravermelha, azul ou verde) e um fotodetetor. A medida que a luz
entra na pele, é desviada, refletida, refratada e absorvida antes de alcangar o fotodetetor,
sendo o grau de absorcdao dependente do volume de sangue no tecido. Por sua vez, o
volume de tecido é inversamente proporcional ao sinal registado. Os parametros medidos
com a fotopletismografia incluem o volume sanguineo venoso, o volume sanguineo arterial
pulsatil, e ainda parametros da morfologia da onda de pulso, usada para a avaliacao da
rigidez arterial. As suas principais vantagens sdo o seu custo reduzido e facilidade de

operacao, e as suas limitacdes sdo a sua baixa sensibilidade e reprodutibilidade.
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1.2.6.3. Fluxometria por laser Doppler (LDF)“O”

A fluxometria por laser Doppler (laser Doppler flowmetry - LDF) tornou-se, ao longo
dos ultimos 20 anos, uma das mais populares técnicas de avaliagcdo da microcirculacdo
cutanea. E uma técnica ndo invasiva que permite um registo sensivel, continuo e em tempo
real do fluxo sanguineo cutdneo sem ser influenciado pelo fluxo sanguineo dos tecidos
musculares adjacentes. Baseia-se na emissdao de uma luz laser monocromdtica e com
coeréncia temporal e espacial. Esta luz, ao atravessar a pele, colide com as hemdcias em
movimento e sofre uma alteracdo de frequéncia (desvio de Doppler), proporcional a
velocidade de movimento das hemacias. A luz refletida detetada é convertida em output
elétrico, que é alimentado por um filtro de passas-altas e amplificadores para ser obtido o
sinal como uma flutuacdo de voltagem, expressa em milivolt. O sinal de LDF é uma
representagdo estocdstica do nimero de hemacias no volume de amostra multiplicado pela
sua velocidade, sendo referido como “fluxo”. Dado existir uma correlagao linear entre o
verdadeiro fluxo sanguineo cutaneo e o sinal de LDF, este é usado como uma estimativa do

fluxo sanguineo.

1.2.6.4. Imagem por laser Doppler (LDI)(IOZ)

A imagem por laser Doppler (laser Doppler imaging - LDI) é uma técnica que faz uso,
tal como o LDF, do principio de Doppler, mas, ao contrario daquele, ndo envolve o contacto
entre a sonda e a pele. A técnica utiliza um laser, um sistema de detec¢do 6tico e um
computador. A regido de interesse é definida e mapeada, na qual os fotdes colidem com as
hemacias em movimento e a sua frequéncia Doppler é alterada consoante a velocidade e
concentracdo das hemacias no tecido. Esta alteracdo de frequéncia é detetada no
fotodetetor e o software de andlise gera um perfil de perfusdo colorido da regido definida,
permitindo o mapeamento do fluxo sanguineo através da superficie da pele. E vantajoso em
relacdo ao LDF por permitir a avaliacdo do fluxo numa regido do corpo ao invés de um unico

ponto, para além de ndo requerer o contacto direto entre a sonda e a pele, evitando
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eventuais alteragdes no fluxo. No entanto, ndo permite fazer registos continuos nem avaliar

o efeito dos mecanismos de regulacao do fluxo num dado momento.

1.2.6.5. Imagem por ressonancia magnética(ms)

A imagem por ressonancia magnética (magnetic resonance imaging - MRI) utiliza um
campo magnético para alinhar os spin dos nucleos atémicos que possuem um numero impar
de protdes, neutrdes ou ambos. Neste estado, os protdes sao capazes de absorver energia,
gue é aplicada na forma de ondas de radio. Esta absorgdo de energia causa o realinhamento
do spin nuclear na direcdo desta fonte de energia mais forte. Quando a fonte de ondas radio
é desligada, os nucleos emitem frequéncias rddio enquanto retornam ao seu estado de
energia mais baixa. E esta movimentacdo que é usada para construir uma camada da
imagem final de ressonancia magnética. Para se construir uma imagem tridimensional sdo
usadas multiplas camadas, conseguidas pela transmissdo de multiplas ondas radio a
diferentes frequéncias no espaco. A resolucdo espacial das imagens é determinada pela
distribuicdo dos nucleos nos diferentes tecidos, mas também pelas taxas de retorno ao
estado inicial, a taxa de recupera¢ao do spin axial e também pelos diferentes alinhamentos
destes nucleos em relagdo a energia aplicada. A MRI permite também estimar a velocidade
sanguinea. Para isso utiliza-se a variante MRI por contraste de fase, que estima o desvio de
fase dos nucleos de hidrogénio a medida que estes passam por um campo magnético, sendo
este desvio de fase proporcional a velocidade. As principais limitacdes desta técnica sdo o
elevado custo por medicdo, o elevado tempo de analise, a utilizagdo de um campo
magnético, e o facto de se poderem avaliar apenas estados basais e ndo alteracGes

dinamicas circulatorias.

1.2.6.6. Imagem por polarizacio espetral ortogonal**¥

A imagem por polarizacdo espetral ortogonal permite a visualizacdo dos vasos

sanguineos superficiais sem recurso a um microscopio. O tecido é iluminado com luz verde
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polarizada, sendo a luz refletida detetada por uma camara de video com um filtro
polarizante orientado a 90° em relacdo a luz emitida. Pelo facto deste segundo polarizante
bloquear a luz refletida por camadas superficiais, apenas a luz refletida por camadas mais
profundas no tecido podera passar o segundo polarizante, aumentando a visibilidade das
hemacias. Os movimentos das hemdcias e a perfusdo podem ser quantificados

dinamicamente por software de analise de imagem.

1.2.7. Métodos

As medicoes do fluxo sanguineo cutaneo em condicGes basais ndo sdo
particularmente Uteis para a avaliagdo dos mecanismos de regulacao, pois mostram grandes
flutuagdes dependendo de varios condicionantes intrinsecos (do individuo) e extrinsecos
(ambientais, por exemplo). Como tal, sdo utilizados frequentemente testes de provocacao

envolvendo a aplicacdo de estimulos nao invasivos, sendo o fluxo sanguineo medido antes,

(59, 105)

durante e depois desta aplicacdo . Estes testes visam alterar as condicGes basais de

perfusdo, evocando respostas compensatdrias, cujo perfil permite distinguir estados
fisioldgicos de fisiopatologicos. Desta forma, os testes de provocacdo aumentam a

capacidade discriminatdria das técnicas de monitoriza¢ao utilizadas.

Os testes de provocacao utilizados in vivo podem ser divididos, de uma maneira

geral, em provocacgdes sistémicas e locais. As provocagdes sistémicas incluem alterag¢des da

(106-108) (107-110)

posicdo dos membros , oclusdo supra-sistélica de um membro , manobras

(111) (112)

respiratdrias, como a manobra de Valsalva'" ", a inspira¢do profunda'""“, e a respiracao de

(108, 113-115) (116, 117)

oxigénio a diferentes concentracbes , testes de stresse mental e o

(69) (118)

aquecimento ou arrefecimento de todo o corpo. Ja nas provocacbes locais

(119, 120) (121-124)
7

encontram-se a aplicacdo de farmacos por via tdpica ou por iontoforese o

aquecimento®'%®) bem como o arrefecimento de partes do corpo™?’- %%,

31



Capitulo II : Objetivos, Materiais e Métodos

O estudo da microcirculagao in vivo esta facilitado pela utilizagdo de tecnologias
sensiveis e ndo invasivas. No entanto, devido a interferéncia de diversos fendmenos
bioldgicos, os sinais de fluxo sanguineo obtidos sdo complexos e de dificil interpretacao,
representando, por isso, um desafio a compreensdao dos mecanismos de regulacdo da
funcdo microcirculatéria. A exploragao do sinal de LDF, em particular das suas componentes
oscilatdrias, torna-se, entdo, essencial para o estudo da regulacdo da microcirculacdo em
condicdes de perfusdo normal e alterada, pelo que orientdmos o presente estudo, no
sentido de aprofundar o nosso conhecimento sobre a fisiologia circulatdria, através da
questdo “qual a contribuicdo das componentes oscilatorias do sinal de LDF para a regulagdo
da func¢do microcirculatoria“?

Para responder a esta pergunta estabelecemos os seguintes objetivos:

(i) desenvolver metodologias que permitam obter pardmetros funcionais
microcirculatérios in vivo em individuos sauddveis de diferentes idades, e
caracterizar eventuais alteracdes relacionadas com o envelhecimento;

(ii) encontrar as melhores ferramentas de analise fina do sinal de LDF;

(iii) desenvolver um modelo animal que permita testar os instrumentos até aqui

desenvolvidos, olhando mais aprofundadamente, se possivel, para os fendmenos em

causa.

2.1. Primeiro objetivo: desenvolver metodologias que permitam obter

parametros funcionais microcirculatorios in vivo em individuos
saudaveis de diferentes idades, e caracterizar eventuais alteragoes

relacionadas com o envelhecimento
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2.1.1 Tecnologias de medicao

2.1.1. Técnicas

2.1.1.1. Fluxometria por laser Doppler (LDF)

A técnica de fluxometria por laser Doppler (LDF) baseia-se na quantificacdo da
variagdo de frequéncia sofrida por uma luz laser emitida quando atravessa um tecido e é
refletida pela colisdo com estruturas mdveis, como seja o caso das hemadcias, os elementos

mais numerosos em circulagéo(ml’ 129)

. A maior parte dos aparelhos de LDF utilizam
elementos de gdas hélio-néon ou de arsenieto de galio para produzir um feixe de luz laser
fraco, monocromatico, com coeréncia temporal e espacial e com baixa penetragao tecidular.
Este tipo de luz laser ndo altera os tecidos sob avaliagio nem produz nos mesmos um

aumento de temperatura!®®?.

Quando a luz laser atravessa um tecido, colide com varias estruturas. Se essas
estruturas estiverem em movimento irdo refletir a luz a uma frequéncia diferente daquela
com que foi emitida. Essa diferenca de frequéncias toma o nome de efeito de Doppler e é
proporcional a velocidade de fluxo das hemacias''®. A maioria dos tecidos, entre os guais
os da pele, é relativamente opaca, dado que contém materiais que refratam a luz em varias
e aleatédrias dire¢bes. O sangue constitui uma pequena fracdo do volume de um tecido,
exceto aquele contido nos grandes vasos, e a maior parte da refracdo da luz deve-se a
pequenas particulas e elementos tecidulares estaciondrios. Como tal, apenas elementos
moveis do tecido iluminado, maioritariamente hemacias, causardo um desvio de Doppler na

frequéncia da luz™°Y,

Considere-se uma hemacia a mover-se na diregdo V com velocidade |V|. Um feixe
laser de frequéncia f; (nimero de vibracdes eletromagnéticas/s) incide nesta hemdcia,
fazendo um angulo a; com V. A hemacia dispersa a luz laser em varias direcoes. Na direcdo
de dispersao definida pelo angulo as que faz com V, a frequéncia da luz difere de f; pela

guantidade:
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nV(cosag—cosaj)

Af = " [15]

em que Af é o desvio de Doppler e A; é o comprimento de onda do laser no sangue, dado

por:

_c
Tl.fi

A [16]

correspondendo ¢ a velocidade da luz no vacuo e n ao indice de refragdo da luz no

sangue?,

Figura 10. Esquema ilustrativo simplificado da emissdo de um feixe fotdnico que incide numa
hemacia em movimento com uma determinada frequéncia (f;), sendo refletida com uma outra
frequéncia (f,).

Quando um feixe de laser ilumina hemacias a moverem-se numa rede de capilares
com vdrias velocidades e direcdes, a luz dispersada pelas hemacias e que alcanca o detetor
consiste na somacao de ondas com varios desvios de Doppler (4f;). O espetro da poténcia do
desvio Doppler (Doppler Shift Power Spectrum - DSPS) é a representacdo grafica da poténcia
das ondas desviadas pelo efeito de Doppler em funcdo da frequéncia do desvio. Em geral, o

(130)

DSPS é uma funcdo que decresce monotonicamente com a frequéncia'™ . As seguintes

consideracdes aplicam-se:

(2) a maior parte da luz que emerge do tecido ndo apresenta desvio de Doppler
porque sofreu dispersdo por componentes estruturais estaticos. Apenas 1-5% da

luz detetada foi dispersa pelas hemdcias em movimento;

(2) a luz que nao sofreu desvio atua como sinal de referéncia (frequéncia f,), que é

oticamente misturado a superficie do fotodetetor com a luz dispersada pelas
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hemacias em movimento com velocidade v; (frequéncia f+Af;). Este processo
toma o nome de mistura de heterddinos. Como a luz de referéncia tem muito
mais poténcia que a luz dispersada pelas hemadcias, esta mistura produz uma
corrente no output do detetor que consiste numa somacdo de ondas oscilando
entre as frequéncias (f+Af)-f,, Como tal a corrente no fotodetetor contém
precisamente os desvios de Doppler que se pretendem medir. O DSPS é extraido

do sinal por analise de Fourier da fotocorrente™?.

A andlise do DSPS permite a determinacdo dos seguintes parametros

hemodinamicos:

- Vel (em Hz), proporcional a velocidade média das hemacias no volume “percorrido”

pela luz laser;
- Vol, proporcional ao numero de hemdcias neste volume.
O fluxo, F, serd entdo dado pela expressao:
F = constante X Vel X Vol [17]

Tanto Vol como F sdo expressas em unidades arbitrarias. Isto deve-se ao facto de a luz laser
incidente no tecido ser refletida, dispersada e absorvida em varias quantidades. Estes
ultimos dois processos influenciam a penetracao no tecido, que pode diferir de uma regiao
para outra. Assim, variagdes temporais ou espaciais na estrutura e vascularizacdo dos
tecidos vao afetar a medicdo dos pardametros hemodindmicos. Para além disso, a
compara¢ao dos parametros hemodinamicos de diferentes tecidos pressupde que estes

(130)

possuem propriedades dticas iguais™ . A determinacdo destes parametros é baseada na

)(131), gue constitui a base do LDF. Esta teoria requer que a

teoria de Bonner e Nossal (1990
luz dispersada pelas hemacias seja “recolhida” a uma distancia r do local de incidéncia do

feixe de laser. No caso da perfusdo cutanea r estd entre 1 e 2 mm.

Os angulos de refracdo e velocidades das hemacias sdo variaveis, e sé podem ser
determinadas em sentido estatistico. Como tal, o sinal de LDF é uma representacdo
estocastica do numero de células do volume de tecido amostrado multiplicado pelas suas

velocidades'’®. A luz refletida é transmitida através de uma ou mais fibras recetoras, e os
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feixes que sofreram desvio e os de referéncia (sem desvio Doppler) sdo misturados num
fotodetetor e processados. O sinal é depois convertido num output elétrico que é

alimentado em filtros de alta passagem e amplificado(ml).

As limitagOes a utilizagao regular da técnica de LDF, particularmente na area clinica,
podem dividir-se em limitagcdes de natureza técnica e metodoldgica. A principal limitagdo
técnica é a impossibilidade de se quantificar fluxo sanguineo real. Apesar de se ter mostrado
uma correlagdo linear entre o sinal de LDF e o fluxo sanguineo medido por outras

(101)

técnicas'™ "/, o sinal de LDF é, na realidade, uma estimacao do fluxo sanguineo, uma vez que

nao se conhecem varidveis como o volume exato de tecido avaliado, a direcdo do fluxo

(132, 133) N30 existe

sanguineo, a quantidade e o tamanho dos vasos no volume medido
consenso entre fabricantes quanto a adog¢ao de um Unico termo que se refira aos valores
extraidos do LDF. Em termos fisicos, o termo mais correto é de unidades relativas de
perfusdo (URP), sendo também usados os termos volt, milivolt, unidades de perfusao (UP)
ou unidades arbitrarias (UA). Apesar destas limitacGes é também aceite o termo “fluxo” na
comunidade cientifica. O prdprio algoritmo de calculo da perfusdo — velocidade x
concentragdo — constitui também uma limitacdo a utilidade do LDF. Duas situagdes ilustram
esta limitacdo: numa rede capilar rarefeita, mas com uma elevada velocidade de circulacdo
das hemacias, o sinal de LDF medido podera ter uma amplitude normal ou elevada; ja numa
rede capilar de didmetros elevados, a concentracdo de hemacias sera elevada, mas a sua
velocidade baixa, sendo medido também um sinal de LDF com amplitude normal. Por
conseguinte, mesmo em redes microcirculatdrias com compromisso estrutural, esse efeito
poderd nao ser visivel em registos basais de perfusdo. Outra limitacdo técnica encontrada é
a falta de um padrdo-ouro contra o qual possa ser comparada, em particular para o estudo
da pele. Finalmente, cada fluximetro dd os seus proprios valores, ndo podendo ser

comparados diretamente os valores de diferentes aparelhos.

A principal limitacdo metodoldgica do uso do LDF é a necessidade de tempos de
medicdo muito elevados para se obterem registos estaveis e, sobretudo, para se fazer
determinado tipo de anélise dos registos obtidos, como sejam as andlises espectrais(m’ 134)
Este elevado tempo de medicdo é também a causa da limitada utilizacdo do LDF na clinica.
Por outro lado, é frequente encontrarem-se artefactos conhecidos como picos (spikes) ou

“TRAnsient Signal Highvalues” (TRASH)(BS). Estes TRASH podem dever-se a movimentos das
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fibras oticas, da cabeca da sonda sobre o tecido, ou mesmo de fenédmenos fisioldgicos de
curta duracdo (movimentos tecidulares, deslocamento de sangue arterial pela compressao
pneumatica no inicio de uma oclusao vascular)®*%) por forma a minimizar artefactos de
movimento, as medi¢cdes devem ser feitas com os individuos/animais tdo imdveis quanto

possivel.

* Capilares

Figura 11. Esquema ilustrativo dos trajetos da luz laser na pele, numa medi¢do feita por LDF
(adaptado de Perimed™?).

2.1.1.2. Gasimetria transcutanea

A gasimetria transcutdnea permite determinar o valor da pressao parcial de oxigénio
(pO,) na epiderme vidvel, ou seja, a sua pressao parcial transcutanea (tcpO;) com recurso a
polarigrafia. O sensor de gasimetria transcutanea estd equipado com um elétrodo de Clark,
que consiste num catodo de platina, um anodo de prata (Ag/AgCl) e um eletrdlito (ex.:
cloreto de potassio), coberto por uma membrana hidrofdbica (ex.: teflon, polipropileno)
permedvel apenas a gases. Quando é aplicada uma voltagem adequada (voltagem de

polarizacdo) entre o catodo e o anodo ocorrem as seguintes reagoes:

0,+2H,0+4e =40H [18]

4Ag+4CI=4AgCl+4¢ [19]
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A corrente elétrica gerada, representada nas equagdes 18 e 19 por e, é proporcional
a concentracdo de oxigénio no tecido medido. Para converter a corrente gerada em
unidades de pressao (ex.. mm Hg), o sistema tem de ser calibrado com um gas cuja
concentracdo em oxigénio seja conhecida. Para que o oxigénio do sangue se possa difundir,
é necessaria a presenca de um elemento de aquecimento no sensor, geralmente controlado
por termistores. Modelos recentes destes sensores combinam elétrodos para a detegao

simultanea de oxigénio e de diéxido de carbono!***.

A maior parte dos sensores é capaz de gerar temperaturas entre os 27 e os 45 °C,
sendo utilizado frequentemente o intervalo entre 43 e 45°C. Esta temperatura promove
simultaneamente a vasodilatacdo, criando uma hiperémia local, mas também facilita a
dissociacdo do oxigénio da hemoglobina, explicado pelo deslocamento da curva de

(145 " Através de ambos estes mecanismos,

dissociacdo da oxi-hemoglobina para a direita
estard aumentado o fluxo de oxigénio dos capilares para a pele. Por conseguinte, quanto
maior a temperatura do sensor, maior o valor de tcpO,; e, portanto, mais préximo estara o
valor de tcpO, préximo do valor de pO, arterial (p,O,). Por outro lado, a temperatura
promove a dissolu¢ao da estrutura lipidica em torno das células queratinizadas mortas da
epiderme, tornando-a mais permedvel a difusdo gasosa. Apesar disso, o valor de tcpO, é
sempre ligeiramente inferior ao de p,0, devido ao consumo de oxigénio pela pele e pelo
elétrodo. Em individuos adultos, o espessamento do estrato cdrneo dificulta a difusdo do
oxigénio através da pele e, portanto, diminui o valor de tcpO,. Apesar destes fatores, a
correlacdo entre tcpO; e p0O, é considerada excelente. Uma vez colocado na pele o elétrodo

aquecido, é necessario um periodo de 15-20 min para que ocorra hiperémia maxima e,

como tal, a estabilizacao dos valores de tcpO,.

2.1.1.3. Evaporimetria

A evaporimetria é a técnica mais utilizada atualmente para quantificar a perda
transepidérmica de dgua (PTEA). A PTEA refere-se atualmente a quantidade total de vapor
de dgua que passa através da pele para o ar ambiente. Este vapor de agua tem duas

proveniéncias, a perda por difusdo passiva através do estrato cérneo, e a perda por
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sudorese. Por conseguinte, a PTEA so reflete a fungdo de “barreira” do estrato cérneo na
auséncia de sudacdo. E uma varidvel particularmente Gtil no estudo de condicdes onde se
verifique a alteragcdao funcional do estrato cérneo, como sejam a exposicdo a substancias

irritantes, em contexto laboratorial ou ocupacional.

Na auséncia de forcas de convecgao a superficie da pele estd coberta por uma
camada de vapor de dgua, que constitui uma “zona de transicdo” para o transporte de
humidade e calor entre a pele e o ar ambiente. Assumindo a superficie da pele como sendo
impermedvel a dgua, o processo de troca de agua nesta “zona de transicdo” é explicado pela
lei de Fick da difusdo:

dm d
D p

dt dx [20]

onde:

dm

o transporte de dgua (g)
m = agua transportada

t =tempo (h)

D = constante de difusdo (=0.0877 g/m(h(mmHg)))
A = superficie (m?)

p = pressao de vapor atmosférica (mm Hg)

x = distancia da superficie da pele ao ponto de medicdo (m)

e o dm. . . p
O fluxo de difusao d—T indica a massa de agua transportada por centimetro quadrado

por periodo de tempo. Este fluxo de difusdo pode ser expresso em termos de gradiente de
pressdo de vapor, que é aproximadamente constante na auséncia de forcas de conveccao e
em condicOes estaveis. Este gradiente é calculado a partir da diferenca entre os valores de
pressdo de vapor medidos a duas alturas diferentes situadas acima da superficie da pele,

perpendiculares a mesma, e dentro da zona de difusao.
A pressao de vapor em cada um desses pontos é calculada por

p=HRp [21]

sat
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onde:

p = pressao de vapor de agua
HR = humidade relativa (%)

Psat = pressao de vapor de saturacao

A humidade relativa (HR) é medida por sensores de capacitancia baseados num
polimetro organico com sensibilidade dielétrica (higrossensores). A pressdo de vapor de
saturacdao é determinada exclusivamente a partir da temperatura medida por um
termémetro. Estes sensores (higrossensores e termdémetro) estdo montados na cabega de
uma sonda de medicdo. A diferenca de vapor de agua calculada as duas alturas é o valor
estimado para o gradiente de vapor de dgua da camada de difusdo. Deste gradiente, o valor
de PTEA, expresso em g/m?%/h, é calculado pelas unidades de processamento do aparelho e
mostrado digitalmente. Esta estimativa sé é vélida dentro dos limites da camada de difusao,
sendo que a espessura desta varia com a zona da pele, com a velocidade e convec¢bes do
ar, sejam livres ou forcadas. Na auséncia de correntes de convec¢do ou de correntes de ar, o

valor médio de espessura da camada de difusdo é aceite como sendo de 10 mm.

Pele

Figura 12. Esquema ilustrativo da colocagdo da sonda de evaporimetria a superficie da pele (a
esquerda) (adaptado de Pinnagoda et al., 1990**%); destaque da cabeca da sonda de evaporimetria
(3 direita) (adaptado de Courage + Khazaka, electronic GmbH"").

40



2.1.2. Métodos experimentais

2.1.2.1. Participantes do estudo

Para este estudo foi escolhida uma amostra de conveniéncia de acordo com
determinados critérios de inclusdo e nao-inclusao previamente definidos e apresentados na
tabela 1. Todos os individuos deram o seu consentimento informado por escrito, constante
no anexo 1, antes da sua inclusdo no estudo. Os individuos eram sauddveis e ndo estavam
sujeitos a qualquer medicacdo regular, a excecdo de sete mulheres que tomavam
anticoncecionais orais. Os individuos abstiveram-se de consumir bebidas alcodlicas e
cafeinadas, bem como de aplicar medicamentos tépicos com acdo vasoativa e, ainda,
produtos cosméticos, nas 24 horas que antecederam o estudo. O projeto experimental foi
previamente submetido e aprovado pela Comissdo de Etica institucional (ULHT), tendo sido
respeitados os principios da Declaragdo de Helsinquia e emendas posteriores a

experimentacdo em humanos**®).

Tabela 1. Critérios de inclusdo e exclusdo definidos para o estudo.

Critérios de inclusao Critérios de ndo-inclusao
e Consumo regular de tabaco

e 18-65anos e Apresentar febre nos 5 dias anteriores a participagdo no
e Sem doenca cardiovascular estudo

conhecida e Toma de medicacdo vasoativa nas 24 horas anteriores a
e Sem doenca metabdlica conhecida participag¢ao no estudo
e Normotensos e Presenca de lesdes cutaneas nos dedos ou dorso dos pés ou
e Genericamente sauddveis e sem tornozelos

qualquer medicacao regular e Pratica desportiva nas 24 horas anteriores a participacdo no

estudo
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Para o modelo humano foram definidos dois grupos de avaliagdo - grupo 1,
composto por homens e mulheres saudaveis com idades compreendidas entre os 18 e os 30
anos (22,1 + 3,7), e grupo 2, composto por homens e mulheres sauddveis com idades
compreendidas entre os 40 e os 65 anos (50,8 + 7,6). A tabela 2 apresenta as caracteristicas

demograficas e antropométricas da amostra estudada.

Tabela 2. Caracterizacdo demografica e antropométrica da amostra estudada.

Grupo 1 Grupo 2
Parametro
Homens Mulheres Homens Mulheres

Idade

Minima 18 18 40 41

Mdxima 28 30 61 65
IMC (kg/m?)

Minimo 19,4 17,4 24,2 19,9

Maximo 29,0 26,4 28,7 29,4

2.1.2.2. Testes dinamicos

Nos humanos foram aplicados trés protocolos experimentais - a elevagao passiva da
perna (protocolo 1), a oclusdo supra-sistdlica no tornozelo (protocolo 2) e a respiracdo de

oxigénio a 100% (protocolo 3).

Todos os registos foram obtidos em sala climatizada (temperatura de 21 + 2°C,
humidade relativa de 40-60%). Antes de se iniciarem os registos os individuos
aclimatizaram-se as condicGes da sala, na posi¢cdo de sentado, durante 30 minutos, com os

pés expostos, usando vestuario leve.

Cada protocolo implicou trés fases de registo - a fase de estabilizacdo (fase 1), na qual
se fez um registo basal das varidveis, a fase de provocacao (fase Il), e a fase de recuperacao
(fase 111), que consistiu no restabelecimento das condig¢bes iniciais. Os protocolos 2 e 3 foram

realizados em primeiro lugar, mas de uma forma aleatéria, sendo o protocolo 1 realizado
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em ultimo lugar por questdes logisticas. Entre cada dois protocolos foi deixado um periodo
de estabilizacdo (washout) de 10 minutos. As varidveis foram registadas num membro
escolhido aleatoriamente em diferentes regides do pé, como ilustrado na figura 13. A sonda
de LDF foi colocada na face inferior do segundo dedo do pé e fixada por meio de uma fita
adesiva dupla (PF 105-3, Perimed, Suécia) para evitar a introducdo de artefactos de
movimento. A sonda de tcpO, foi colocada no dorso do pé, no primeiro espaco
intermetatarsico, apos limpeza com alcool etilico a 95% (v/v). A sonda de PTEA foi colocada
também no dorso do pé, na projecdo da raiz do terceiro e quarto dedos. Foram escolhidas
regioes distais do pé por razdes de ordem tedrica e técnica. Por um lado, os dedos sao
regides dos pés com elevada perfusﬁo(m), tornando-se convenientes para medir o fluxo
sanguineo e levar a cabo testes de provocacdo de longa duracdo. Por outro lado, os dedos
sdao também regides sujeitas a elevado grau de disfuncdo microvascular, bem evidente em

(150) & 3 doenca arterial periférica®®". Finalmente, o dorso

doencas como a diabetes mellitus
do pé possui zonas com uma superficie suficientemente grande e aplanada para permitir a
colocacdo das sondas de gasimetria transcutanea e de PTEA. Estas regidoes de medicao
foram mantidas em todos os protocolos. Em cada teste foi pedido aos individuos que

evitassem movimentar os membros inferiores.

Figura 13. Esquema ilustrativo das zonas de colocagdo das sondas a superficie do pé (1 - sonda de

PTEA, 2 - sonda de LDF, 3 - sonda de tcpO,).
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Foi utilizada uma sonda de LDF com aquecimento (457 small angled probe, Perimed,
Suécia), representada na figura 14, acoplada a um sistema de aquisicdo PF 5010 que
equipava o aparelho Periflux 5000 (Perimed, Suécia). A sonda apresentava um diametro de
10 mm, o comprimento de onda da luz laser era de 780 nm e a distancia entre a fibra
emissora e sensora da sonda era de 0,25 mm. Com estas caracteristicas a luz laser apresenta
uma capacidade de penetragdo entre 0,5 e 1 mm. O sinal de laser foi adquirido a uma
frequéncia de 32 Hz (i.e., 32 amostras a cada segundo) com uma constante de aquisicdo

temporal de 0,2.

Figura 14. llustracdo da sonda de LDF utilizada para as medi¢cdes em humanos (457 small angled
probe, Perimed, Suécia) (reproduzido a partir de Perimed™?).

Para o registo da pressao parcial de oxigénio, foi utilizado como gasimetro um
elétrodo duplo tcpO,/tcpCO, (Radiometer, Copenhaga), acoplado ao sistema de aquisi¢do
PF 5040 (Perimed, Suécia). Para a quantificacdo da perda transepidérmica de agua (PTEA),
utilizou-se uma sonda de evaporimetria acoplada ao sistema de aquisicdo Tewameter
TM300 (Courage & Khazaka, Coldnia, Alemanha). A cabeca da sonda possui uma forma
cilindrica, com um diametro de 10 mm e uma altura de 20 mm, estando os sensores a uma
distancia de 4,5 e 10,5 mm da superficie da pele. O sinal foi adquirido a uma frequéncia de

amostragem de 0,1 Hz (i.e., uma amostra a cada 10 segundos).
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2.1.2.3. Protocolo 1 - Elevagao passiva da perna(ms' 153, 154)

A manobra foi realizada a partir da posicdo de supinagdao, tendo os individuos
estabilizado nesta posicdo durante 10 minutos antes do inicio do registo. Foi feito um
registo basal de 10 minutos com ambas as pernas ao nivel do cora¢do, ao fim dos quais se
elevou passivamente uma das pernas a um angulo aproximado de 45 graus com o plano
horizontal, como ilustrado na figura 15. Esta posi¢cdo foi mantida por mais 10 minutos, no

final dos quais a posi¢do inicial foi reposta.

Figura 15. Esquema ilustrativo da postura adotada no protocolo de elevacdo passiva da perna
durante a fase de provocacao.

2.1.2.4. Protocolo 2 - Oclus3o supra-sistélica no tornozelo™>>

Os individuos encontravam-se na posicao sentada com os pés apoiados no chao. Foi
colocada uma manga de pressdo (SC12 Segmental Cuff 13 por 85 cm, Hokanson, EUA) a
volta de um dos tornozelos com o seu bordo inferior em contacto com o bordo superior dos
maléolos tibiais medial e lateral, tendo permanecido durante todo o protocolo, como
ilustrado na figura 16. Foi feito o registo de estabilizacdo com 10 minutos de duragao, ao fim
do qual se aumentou manualmente a pressdo de ar na manga por meio de uma pera de

insuflacdo, a um ritmo de 20 mmHg por segundo até ser atingida a pressao de 200 mmHg,
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mantida durante um periodo de 3 minutos. No fim deste periodo, a manga foi desinsuflada
por completo, manualmente em aproximadamente 5 segundos, mantendo-se o registo por

mais 10 minutos.

Figura 16. Esquema ilustrativo da postura adotada no protocolo de oclusdo supra-sistélica.

2.1.2.5. Protocolo 3 - respiracio de uma atmosfera de oxigénio a 100% 5158

Os individuos realizaram a manobra na posi¢ao sentada com os pés apoiados no
chdo. Foi feito um registo basal de 10 minutos, com o individuo a respirar normalmente o ar
ambiente. Findo este periodo, aplicou-se uma mascara facial nos individuos (AGA
MedControl 45 Bar Oxygen Demand Valve facemask, AGA AB, Suécia), ligada a uma botija
contendo oxigénio puro (AirLiquide, Portugal), como ilustrado na figura 17. Foi pedido aos
individuos que respirassem apenas pela boca. Esta mdscara garantia que o ar inspirado
provinha apenas da botija e ndo da atmosfera da sala, e que o ar expirado era eliminado
apenas para a atmosfera (fracdo de inalacdo = 100%). Apds 10 minutos de respiracdo o

individuo voltava a respirar a atmosfera da sala por mais 10 minutos.
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Figura 17. Esquema ilustrativo da postura adotada no protocolo de respiragdo de oxigénio a 100%
durante a fase de provocacao.

2.1.2.3. Determinacdo do indice tornozelo-braco (ITB)

O indice tornozelo-brago (ITB) foi descrito pela primeira vez por Winsor em 1950 e
foi proposto como um teste ndo invasivo de diagndstico da doenca arterial periférica (DAP)

|(159)

dista Mais tarde foi descoberto que o ITB tem interesse como indicador de

aterosclerose, bem como um marcador de progndstico de doencas cardiovasculares e

insuficiéncias funcionais diversas, mesmo na auséncia de sintomas da DAP{160

O ITB faz uso da constatacao fisioldgica de que a pressao arterial é mais elevada na
regido inferior do corpo que na regiao superior. A onda de pulso arterial sofre amplificacdo a
medida que se propaga distalmente do coracdo, resultando num aumento progressivo da
pressdo sistélica e numa diminuicdo progressiva da pressdo diastdlica. Tal ocorre pela
reflexdo retrégrada da onda de pulso a partir de arteriolas distais resistentes, que se soma a
onda anterégrada(lsg). Para além disso, as artérias do membro inferior sofrem remodelacao
morfoldgica, com espessamento da parede mas sem alteracdo do raio, o que resulta num

aumento da pressao intraluminal®®.

A medicdo das pressOes arteriais sistélica e diastodlica e o cdlculo do ITB foram feitos

segundo as recomendacOes da American Heart Association (AHA)(IGO), segundo a qual, em

47



individuos assintomaticos, sdo considerados normais valores de ITB acima de 1,0 mas abaixo
de 1,49 A medicio da press3o arterial foi feita apés um periodo de estabilizagio de 5
minutos, com os individuos em supinag¢do, com a cabeca e calcanhares apoiados. A manga
de pressao foi colocada aproximadamente 1 cm acima da fossa antecubital e 2 cm acima do
bordo do maléolo tibial medial. Foi usado um tensiémetro digital (Tensoval®, Hartmann,
Alemanha) em ambos os membros superiores e inferiores, duas vezes em cada membro, e
sempre pela mesma ordem, comecando pelo braco. Foi pedido aos individuos que ndo se
movimentassem nem falassem durante as medi¢des. O ITB de cada individuo foi
determinado pela divisdo do maior valor de pressao sistdlica medida no tornozelo pelo

maior valor de pressao sistélica medida no braco.

2.1.2.4. Caracterizacao dos protocolos experimentais — determinaciao de parametros
descritivos

Cada protocolo experimental foi dividido em trés fases de registo. Para o cdlculo de
parametros de caracterizacao de cada protocolo foi feita uma “condensa¢ao” dos sinais de
LDF e de tcpO,, correspondendo cada ponto do sinal “condensado” a média aritmética de
cada intervalo de 10 segundos do sinal original. Com base na bibliografia mais relevante
foram escolhidos diversos parametros de quantificacdo do fluxo sanguineo, tcpO, e PTEA,

apresentados nas tabelas 3 e 4.

AT~

R}

Fluxo sanguineo (UA)

00:05:00 ' 00:10:00 00:15:00 © 00:2000 '
Tempo (min)
Figura 18. Registo de um sinal de LDF ilustrativo pelo software PeriSoft for Windows ao longo do dos

23 minutos do protocolo de oclusdo supra-sistdlica num individuo (#27, masculino, 23 anos), com
destaque para os parametros de andlise.

48



Tabela 3. Lista de parametros, calculados a partir do sinal de LDF, usados para a caracterizacao das
respostas aos protocolos de elevagao passiva da perna e de oclusao supra-sistdlica.

RF Fluxo basal —a média do sinal de fluxometria durante toda a fase de estabilizacdo (UA)
BZ Zero biolégico — a média do sinal de fluxo durante a fase de oclusdo (UA)

PF Pico de fluxo — o valor maximo de fluxo observado durante a hiperémia (UA)
RF-BZ Variagao percentual do fluxo basal para o zero bioldgico

BZ-PF Variagao percentual do zero biolégico para o pico de fluxo

RF-PF Variacdo percentual do fluxo basal para o pico de fluxo

TL Tempo até a laténcia (s)

TR Tempo até a resposta (s)

TH1 Tempo até metade do fluxo méximo antes da hiperémia (s)

™ Tempo até ao fluxo méximo (s)

TH2 Tempo até ao fluxo méximo apds a hiperémia (s)

AO Area de oclusdo — drea sob a curva do periodo de oclusdo (AU.s)

AH Area de hiperémia — drea sob a curva do periodo hiperémico (AU.s)

AH/AO Récio da area de hiperémia pela area de oclusdo

Tabela 4. Lista de parametros, calculados a partir do sinal de tcpO,, usados para a caracterizagao das
respostas aos protocolos de elevagdo passiva da perna e de oclusdo supra-sistélica.

Velocidade de decremento — taxa de variagdo media do tcpO, (entre os minutos 10 e
14 para o protocolo de elevagdo passiva da perna; entre os minutos 10 e 13 para o

vd
protocolo de oclusdo e entre os minutos 20 e 24 para o protocolo de respiragdao de
oxigénio a 100% (mmHg/min)
Velocidade de incremento — taxa de variagdo média do tcpO, (entre os minutos 20 e
Vi 24 para o protocolo de elevagdo passiva da perna; entre os minutos 13 e 16 min para o

protocolo de oclusdo e entre os minutos 10 e 14 para o protocolo de respira¢do de
oxigénio a 100% (mmHg/min)

tcpO, méx Pico de tcpO, — valor maximo de tcpO, (apenas para o protocolo de respiracdo de

oxigénio a 100%) (mmHg)

Tempo até ao pico de tcpO, — tempo necessario para atingir o valor maximo de tcpO,
(apenas para o protocolo de respiragdo de oxigénio a 100%) (min)
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2.2. Sequndo objetivo: encontrar as melhores ferramentas de andlise fina do

sinal de LDF

Os sinais biolégicos fornecem informacdo sobre o funcionamento de vdrios
orgdos/sistemas de o6rgdos, todos eles apresentando diferentes escalas temporais. Por
exemplo, a atividade neuronal opera na escala temporal dos milissegundos, os ritmos
circadianos na escala das horas, os ciclos reprodutivos na escala das semanas e a
remodelacdo dssea na escala dos meses. Pelo funcionamento integrado do organismo, cada
fenédmeno fisioldgico interage com outros fendmenos mais rapidos e mais lentos que o seu
proprio, produzindo sinais complexos, frequentemente multiescalados*®Y). De acordo com a
escala a que sdo analisados, os sinais bioldgicos podem apresentar diferentes
comportamentos (ex.: nao-linearidade, dependéncia sensivel de pequenas perturbacgoes,

memdria longa, variacbes extremas e n3o estacionaridade)®?.

De acordo com o conhecimento atual, o fluxo sanguineo microcirculatério é explicado
pela atividade de seis sistemas biolégicos que, no contexto de uma analise espetral,
recebem o nome de “componentes”. Cada componente esta relacionada com a atividade de
um determinado sistema e apresenta uma gama de frequéncias ja identificada no humano —
cardiaca (0,4-2 Hz), respiratdria (0,15-0,4 Hz), miogénica (0,052-0,15 Hz), simpatica (0,021-
0,052 Hz) endotelial dependente de NO (0,0095-0,021 Hz) e endotelial independente de NO
(0,0050-0,0095 Hz)(163). As componentes situadas entre 0s 0,4 e 2 Hz e entre 0s 0,15 e 0,4 Hz

devem-se a transmissdo a microcirculacdo das modificacdes hemodinamicas sincronas com

(164) (165)

a frequéncia cardiaca e frequéncia respiratéria™”’, respetivamente. A alteracdo nas
contribuicGes da amplitude relativa (normalizada) das componentes cardiaca e respiratoria
ndo espelha necessariamente alteracbes em termos de frequéncia(lss). A atividade
miogénica apresenta uma gama de frequéncias bem definida, entre os 0,052 e os 0,15

Hz(lss), podendo, no entanto, ser confundida pela atividade respiratdria, sobretudo se as

(163) - p componente

oscilagdes mecanicas desta atividade ocorrerem a baixa frequéncia
simpatica oscila entre os 0,021 e os 0,052 Hz, tendo sido proposta na sequéncia de registos
de LDF feitos apds estimulacdo elétrica cutanea’®”). Mais tarde, com registos de LDF feitos
em pele inervada e em pregas musculocutaneas desnervadas, constatou-se a presenca de
uma banda espetral no referido intervalo nos registos de pele intacta mas ndao nos registo
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da prega musculocutanea®®. As bandas endoteliais foram identificadas na sequéncia de
registos de LDF apds a administracdo de farmacos por iontoforese. Constatou-se que a
administragao de acetilcolina provocava o aumento da amplitude do espetro do sinal de LDF
compreendido entre os 0,0095 e os 0,021 Hz"* 3% Mais tarde, constatou-se que a
administragdo de NG—monometiI—L—arginina (L-NMMA) diminuia a amplitude espetral entre
os 0,0095 e os 0,021 Hz, mas nao a amplitude entre 0,0095 e 0,0050 Hz. Por outro lado, a
administracdo de aspirina ndo afetava nenhuma das regides espectrais, deduzindo-se que
essa regido espetral diria respeito a uma atividade endotelial independente de NO,

provavelmente relacionada com os fatores de hiperpolarizacdo derivado do endotélio*??.

Como os mecanismos de regulacdo do fluxo sanguineos sdo complexos na sua
natureza mas também na forma como interagem e se modulam mutuamente!”®), surge a
necessidade de avaliar a contribuicdo individual de cada componente para o sinal global. Por
outro lado, dado que cada componente do sinal de LDF apresenta uma gama de frequéncias
de atividade Unica, o préprio sinal, bem como cada componente, apresenta
multiescalaridade. Com o objetivo de avaliar diferentes propriedades do sinal de LDF tendo
em conta esta multiescalaridade, propde-se a utilizacao de ferramentas que levam a cabo
analises a diferentes escalas — a analise de flutuacdo retificada (detrended fluctuation

analysis — DFA) e a andlise de entropia a multiescala (multiscale entropy analysis — MSE).

Uma propriedade dos sinais bioldgicos que tem sido alvo de estudo é a fractalidade.
Sinais considerados fractais apresentam invariancia a dilatagdo no tempo ou no espaco. A
figura 19 representa um processo ondulatério aleatdrio cuja estrutura se mantém a
diferentes escalas. De um modo geral, os sinais fractais podem ser unidimensionais ou

multidimensionais, bem como discretos ou continuos em relacdo ao tempo e em relacdo a

(169) (170, 171)

amplitude' ™. O sinal de LDF foi ja caracterizado quanto a sua fractalidade e

(172, 173)

entropia . No entanto, a caracteriza¢do destas propriedades nas componentes do

sinal de LDF é ainda escassa.
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Figura 19. Registo ondulatdério de um processo aleatdrio estatisticamente invariante a escala,
representado em trés escalas diferentes. Observa-se a manutencdo da estrutura do registo
independentemente da escala (adaptado de Wornell, 1998*¢%).

A par da fractalidade, outra propriedade dos sinais biolégicos que tem ganho relevo
nos ultimos anos é a sua imprevisibilidade ou complexidade. Esta imprevisibilidade pode ser
estimada por ferramentas matematicas que quantificam a entropia do sinal. Existem
diferentes parametros de quantificacdo da entropia, mas apenas a MSE permite avaliar a

entropia a diferentes escalas temporais. A MSE tem encontrado aplicacdes na analise de

, . . .. e s . . . . . ~ A , 174
varios tipos de sinais bioldgicos, incluindo a monitorizagio da frequéncia cardiaca'*’?),

(176) e

inclusive a fetal™®) de sinais de eletroencefalografia na doenca de Alzheimer na

(177)

avaliacdo da profundidade anestésica'™""’, na classificacdo de sinais de eletromiografia em

(178)

doencgas neuromusculares’™ '™, andlise da frequéncia cardiaca para prever a mortalidade

hospitalar(m), e andlise dos intervalos do batimento cardiaco e do fluxo sanguineo para

. . ~ . s . . . s . (1
caracterizar dimensdes psicolégicas em individuos sem patologla( 80)
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2.2.1. Transformada rapida de Fourier (FFT)“SI)

Em resumo, a transformada de Fourier (Fourier transform — FT) de uma funcdo

continua aperiodia f(t) é expressa por:

X(f) = [ x(@®eI2mmtdt [22]
onde x(t) pode ser recuperada de X(f) como

x(t) = - [, X(f)elmImtdf (23]

onde n representa a amostra a analisar, x(t) o valor do sinal no tempo t, f a frequéncia
considerada, e X(f) a quantidade de frequéncia k no sinal (amplitude e fase).

A transformada discreta de Fourier (discrete Fourier transform — DFT) utiliza janelas
temporais finitas da fungdo original para extrair a contribui¢cdo do sinal a cada frequéncia.
Uma forma mais rapida de aplicar a DFT é a transformada rdpida de Fourier (fast Fourier
transform — FFT), que necessita de um numero bastante menor de amostras. A FT
transforma uma série temporal num dominio de frequéncia sem reter qualquer informacéao

temporal, o que constitui uma desvantagem para a analise de sinais bioldgicos.

2.2.2. Transformada de ondeleta (WT)“SZ)

Uma ondeleta (wavelet) é definida como uma onda pequena ou oscilacdo que decai
rapidamente. Morlet considerou as ondeletas como uma familia de fun¢des construidas de
traducdes e dilatagcdes de uma unica fungdo chamada “ondeleta mae” Yi(t). Essas fungbes

sdo definidas por:

wa,b(t)z\/%tp(%),a,beR,ath [24]
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Em que o parametro a é o parametro de escalonamento, e mede o grau de
compressao, e o parametro b é o parametro de traducdo que determina a localizacdo
temporal da ondeleta. Se |a| < 1, entdo a ondeleta da equagdo acima é a versao
comprimida da “ondeleta mae” e corresponde principalmente a frequéncias mais altas. Por
outro lado, quando |a| > 1, entdo Y, ;, (t) tem uma maior largura temporal e corresponde a

frequéncias mais baixas.

2.2.3. Analise de Flutuacdo Retificada (DFA)!*%%

A andlise de flutuacdo retificada (Detrended Fluctuation Analysis — DFA) é um
método desenvolvido por Peng et al. (1994) e fornece um parametro quantitativo, o
expoente de escalonamento a, que representa as propriedades de correlagdo de uma série

temporal. O procedimento seguinte é usado para calcular o expoente a:

Em primeiro lugar, para uma dada série temporal de pontos x;, i=1,...,N, obtém-se:

y(k) = Xisa[x; — %], [25]
onde

— 1 onN

X =—Yic1 X [26]
corresponde a média da série de valores x;.

De seguida, a série somada cumulativamente y(k) é dividida em caixas ndo
sobrepostas de igual dimensdo, n. Em cada caixa é ajustada y(k), usando um ajustamento

linear de minimos quadrados, que representa a tendéncia local naquela caixa.

A coordenada y da linha ajustada em cada caixa é denotada por y,(k). Ao sinal
somado cumulativamente y(k) é subtraida a tendéncia local y,(k), em cada caixa de

dimensdo n.

Para um dado comprimento de caixa n, a flutuacdo da raiz quadratica média (rgm)

para este sinal somado cumulativamente e subtraido de tendéncia é:
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P = [AEIL00 - P 271

Repetindo este calculo para todos os tamanhos de caixa obtém-se uma relacdo entre
F(n) e o comprimento de caixa n. Para sinais fractais, auto-similares, F(n) comporta-se como

uma lei de poténcia de n, e os dados podem ser descritos por:

F(n)&cn® [28]

e

onde C é a constante de proporcionalidade e o simbolo representa que as propriedades

estatisticas de ambos os lados da equacgdo anterior sdo idénticos apenas em distribuicdo.

O coeficiente de escalonamento a representa as propriedades de correla¢ao do sinal

e de [F(n)] para log n, log[F(n)] = log C + a log n.

A classificacio de um sinal fractal pela DFA é possivel com base no valor de a*®¥. A

0<a< 1 corresponde o ruido Gaussiano fracional (rGf). Um valor de a=0,5 indica que o sinal é
completamente ndo correlacionado (ruido branco — white noise). Quando a>0,5 o sinal
indica correlagbes de curto alcance. CorrelacGes de longo alcance estdo presentes quando
0,5<a<1. No caso de a>1, a série temporal é analoga de outra classe de sinal temporal
fractal, o movimento Browniano fracional (mBf). O valor de a=1,5 corresponde a
correlagdes de longo-alcance que nao estdao necessariamente relacionadas com processos

estocasticos e podem refletir correlagdes deterministicas.

A vantagem da DFA sobre métodos convencionais é que permite a dete¢do de
correlacbes de longo alcance incorporadas numa série temporal aparentemente ndo-
estaciondria, e evita também a detecdo espuria de aparentes correlacdes de longo alcance
qgue sdo artefactos da n3o-estacionaridade!*®. Os expoentes alfa da DFA tém sido usados
para distinguir condicdes fisioldgicas de condicbes fisiopatoldgicas, mostrando alguma

utilidade como ferramenta diagnéstica(17°).
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2.2.4. Analise de entropia a multiescala (MSE)“SB)

Costa et ql.!*®®

propuseram o conceito de entropia a multiescala (multiscale
entropy), que permite analises de séries fisioldgicas temporais curtas e ruidosas. A MSE
consiste na obtencdo de valores de entropia, que sdao uma medida de incerteza, ao longo de
vdrias escalas. Para este propdsito, dada uma série temporal x;, i=1,...,N, é construida uma

série temporal coarse-grained consecutiva y(®:

™ _ 1yt
Yi T Tdi=(-vear Xi [29]

onde T representa o fatorde escalae 1 < j < N/T. A entropia da amostra (SampEn) de cada
coarse-grained é entdo computada. SampEn(m,r,N) é o logaritmo natural negativo da
probabilidade condicional de um conjunto de dados de comprimento N, tendo-se repetido
com uma tolerancia r por m pontos, se ird repetir também por m+1 pontos, sem permitir
auto-semelhancas:

A™(r)
B™(r)

SampEn(m,r,N)=-In [30]

onde A™(r) é a probabilidade de duas sequéncias se corresponderem por m+1 pontos e B"(r)

a probabilidade de duas sequéncias se corresponderem por m pontos.

Portanto, uma série temporal contendo muitos padrdes repetitivos sera mais regular
e previsivel, e menor serd o seu valor de SampEn. Quanto mais aleatéria a série temporal,

ou seja, quanto mais desordenada, maior sera o seu valor de SampEn.

2.2.5. Estratégia para o processamento do sinal de LDF e analise estatistica

Todas as ferramentas de analise fina do sinal de LDF foram implementadas no
software MATLAB 2014b (MathWorks Inc, EUA). A primeira ferramenta aplicada no modelo

humano foi a WT, a partir da qual se procedeu a determinac¢ao da contribuicdo de cada

56



componente do sinal de LDF usando como referéncia os intervalos de frequéncia atras

descritos.

No modelo animal, uma vez que a posicdo espetral das suas componentes era
desconhecida, e com o intuito de aumentar a robustez na sua determinacgao, os sinais de
LDF foram decompostos pela FFT e pela WT. Ambas as ferramentas criaram registos
espetrais das componentes de atividade do sinal, que consistem na representacao grafica da
evolugao da amplitude do sinal transformado em fungao da frequéncia, no caso da FFT, ou
do periodo, no caso da WT. As bandas de atividade foram identificadas visualmente e os
seus periodos-limite foram marcados manualmente. As representacdes espetrais obtidas

por ambas as transformadas foram sobrepostas para melhor observacado dos valores-limite.

Por forma a encontrar-se, no caso da WT, uma expressao de conversao dos valores
de periodo em valores de frequéncia comecou-se por criar um sinal artificial com 57600
amostras (o0 mesmo nimero de amostras que um sinal de LDF de 30 minutos de duragdo
adquirido a frequéncia de 32 Hz), composto pela sobreposicdo de vdrios sinais

trigonométricos “seno” de diferentes frequéncias, como mostra a seguinte equacgao:

S(x) = Y.7_, seno(2mc;x)
2 1 0145 _ _ 0052 _ _ 0021 _ _ 00095 _ _ 0.005
A= 3BT 5 T 5 6T 5 6T 5 77 5 (31]

em que S(x) representa a funcdo do sinal artificial, e os valores de c; a ¢; representam os
valores das frequéncias fundamentais, em Hz. De seguida usou-se a WT para decompor o

|ll

sinal “seno” nas suas componentes principais. Cada componente possui uma determinada
atividade, avaliada por um coeficiente, numa determinada gama de escalas. A
representacdo do coeficiente de atividade a cada gama de escalas ao longo da extensdo do

sinal denomina-se escalograma, como ilustrado na figura 20, no caso do sinal “seno”.
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Figura 20. Escalograma do sinal artificial “seno” que representa a atividade de cada frequéncia
fundamental (1 -2 Hz, 2 -0,6 Hz, 3 -0,145 Hz, 4 — 0,052 Hz, 5 - 0,021 Hz, 6 — 0,0095 Hz, 7 — 0,0050
Hz) com 57600 amostras. A amplitude é dada visualmente pela intensidade cromatica.

A atividade de cada componente ao longo de uma série temporal do sinal pode ser
também representada tridimensionalmente, como mostrado na figura 21. Neste caso, ao

invés da escala, utilizou-se o periodo para representar o intervalo espetral de atividade de

cada componente.

Amplitude

Periodo

Amostra

Figura 21. Representacdo tridimensional da amplitude do sinal artificial “seno” em fung¢do do

periodo e do nimero de amostras.

A representacdao tridimensional da figura 21 pode ser transformada numa
representacdo bidimensional, fazendo-se uma média de cada periodo ao longo da série

temporal, como mostra a figura 22. Esta representacdo, o ja referido periodograma, é

analoga do espetro da FFT.
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Tabela 5. Correspondéncia entre os valores de periodo e frequéncia fundamentais do sinal artificial
“" ”
seno”.

Periodo (p) 36 57 82 100 115 129 140
Frequéncia (f, Hz) 2 0,6 0,145 0,052 0,021 | 0,0095 | 0,005
100 T T T T T T T
0 0.0050 Hz b
ol 0.0095Hz )
I 60| ”h'l |
2 0.145 Hz | |
B s / " _
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E sl | / \ | —
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Figura 22. Periodograma do sinal artificia
fundamental do sinal.

seno”. Cada maximo local corresponde a uma frequéncia

De seguida foram encontrados os periodos correspondentes aos valores maximos de
amplitude de cada pico, como mostrado na tabela 5. Fazendo-se uma representacdo grafica
dos valores de frequéncias f, previamente conhecidas, em funcdo dos periodos p,
descobertos manualmente, obteve-se a relacdo exponencial mostrada na figura 23 e

representada pela equacdo 32.

f=16,101e"0058p [32]

A equacao 32 foi entdo usada para converter os valores de periodo em valores de

frequéncia.
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Figura 23. Relagdo exponencial entre os valores de periodo e frequéncia de um sinal.

A partir dos intervalos de frequéncia das componentes do sinal de LDF, a amplitude
de cada componente foi determinada como o valor absoluto do numero de onda, sendo de
seguida normalizada, através da divisdo (rdcio) da area sob a curva da onda “seno” de cada

componente pela area sob a curva das ondas “seno” de todas as componentes.

O expoente a da DFA e o indice de complexidade (IC) da MSE foram determinados
para cada segmento (fase) do sinal de LDF original e para cada componente de WT
utilizando “toolboxes” do MATLAB. O algoritmo de DFA foi implementado de tal modo que
qguer o sinal de LDF quer as suas componentes foram divididas em 100 caixas de 5000
amostras cada. O algoritmo de MSE foi implementado com os parametros t=36, m=2 e

r=0,15 x DP, onde DP é o desvio padrao da série temporal.

A estatistica descritiva foi obtida com Microsoft Excel 2010 (versdo 14.0, EUA). Todos
os testes estatisticos restantes foram executados no software IBM SPSS Statistics (versao 21,
EUA). Para a estatistica descritiva, cada amostra dos sinais de PTEA, LDF e tcpO,
correspondeu a média destes sinais a cada 10 segundos. Para efeitos de comparacdo
estatistica de fases e de grupos foi considerada a média os ultimos 5 minutos de cada fase
no caso dos sinais de PTEA, LDF e tcpO,. No caso da WT, a atividade de cada componente do
sinal de LDF em cada fase foi calculada tendo em conta os limites do cone de influéncia do
escalograma, tendo sido excluidos os segmentos do sinal que se encontrassem fora do

mesmo.
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A distribuicdo ndo-normal das varidveis e parametros escolhidos para analise foi
confirmada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para as comparag¢des entre as diferentes fases de
cada protocolo foi utilizado o teste ndao paramétrico de Wilcoxon para amostras
emparelhadas. Para as comparagdes entre sexos e para as comparagoes entre protocolos
diferentes foi aplicado o teste ndao paramétrico de Mann-Whitney para amostras
independentes. As correlagbes entre diferentes varidveis e/ou parametros foram
determinadas pelo teste de correlacdo de Spearman. Em todos os testes estatisticos foi

adotado um nivel de significancia de 0,05.

2.3. Terceiro objetivo: desenvolver um modelo animal que permita testar os

instrumentos ate aqui desenvolvidos, olhando mais
aprofundadamente, se possivel, para os fenomenos em causa

No segundo objetivo elencdmos ferramentas para a andlise fina do sinal de LDF
obtido em individuos humanos sauddveis. Surgiu, portanto, a necessidade de se aplicar as
ferramentas escolhidas num contexto fisiopatoldgico, por forma a testar a sua utilidade. O
contexto fisiopatoldgico escolhido foi a isquémia. Por questdes de ordem ética e

deontolégica, este estudo foi levado a cabo em modelos animais.

Tanto quanto seja do nosso conhecimento ndo existem ainda modelos animais para
o estudo da microcirculacdo periférica com a técnica de LDF utilizando a inalacdo de
oxigénio como provocac¢ao, seja em condicdes fisioldgicas seja em condi¢des de isquémia-
reperfusdo do membro inferior. Existem varios modelos que utilizam a isquémia unilateral
do membro posterior e avaliam a recuperagdo com a técnica de imagem por laser

(187-189)

Doppler . O Unico modelo que utilizou o LDF para avaliar a isquémia do membro

. . A 1
inferior focou-se na prega cutanea™®

. Existe, portanto, a necessidade de se explorar a
microcirculacdo num modelo de isquémia do membro posterior, com registos de LDF feitos

no proprio membro.

Este estudo foi conduzido no Institut National de la Santé et de la Recherche
Meédicale (INSERM) U1034, em Pessac, Franca. Foram utilizados dois grupos de murganhos

para a realizacdo de diferentes protocolos experimentais:
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- um grupo controlo, composto por 16 murganhos C57 black 6 (C57BL/6) jovens e
saudaveis, que ndo sofreu qualquer intervencao cirdrgica — 8 murganhos com 8 semanas de

idade e 8 murganhos com 27 semanas de idade (idade média de 17 semanas)

- um grupo de 9 murganhos C57BL/6 com 16 semanas de idade submetidos a cirurgia

para inducdo de isquémia do membro posterior (hindlimb ischemia - HLI).

Todas as técnicas e métodos utilizados respeitaram as Boas Praticas em

(191)

Experimentacdo Animal em vigor na Unido Europeia'~”"', sendo previamente aprovadas pela

Comissdo de Etica Institucional (INSERM U1034).

2.3.1. Animais

Foram utilizados 16 murganhos (Mus musculus) C57BL/6 machos, com uma idade
média de 18 semanas (8 murganhos com 8 semanas e 8 murganhos com 27 semanas). A
nove desses murganhos foi induzida cirurgicamente isquémia unilateral do membro
posterior, enquanto aos oito restantes ndo foi feita qualquer intervencdo. Os murganhos
foram criados no biotério do INSERM U1034, alimentados ad libitum, expostos a ciclos de
luz/escuriddo de 12 h num ambiente com 21 + 1°C de temperatura e 40 + 20% de humidade

relativa.

2.3.2. Tecnologias de medicao

2.3.2.1. Fluxometria por laser Doppler (LDF)

O fluxo sanguineo foi medido usando as técnicas de LDF e de LDI. Para a medicao por
LDF foram usados dois modulos PF5010 do aparelho PeriFlux 5000, acoplados a duas sondas
407 (small straight probe, Perimed, Suécia) acoplada a um disco fixador (PH 07-5 Small Tape
Fixated Probe Holder, Perimed, Suécia) que por sua vez se fixava a zona de medi¢do por

meio de uma fita adesiva dupla (PF 105-3, Perimed, Suécia). A sonda apresenta um didmetro
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de 10 mm, o comprimento de onda da luz laser era de 780 nm e a distancia entre as fibras
emissora e recetora era de 0,25 mm. O sinal foi adquirido a uma frequéncia de amostragem

de 32 Hz com uma constante temporal de 0,05.

2.3.2.2. Imagem por laser Doppler (LDI)

As analises de LDI foram realizadas no final da manobra de respiragao de oxigénio,
com o murganho ainda anestesiado, numa sala com condicdes de temperatura e humidade
de 22 £ 1 °Ce 40 £ 20%, respetivamente. Foi utilizado um dispositivo moorLDI Laser Doppler
Imager (Moor Instruments, Reino Unido). O murganho foi colocado na posi¢do de decubito
ventral numa placa apropriada para a leitura por laser orientando-se os membros
posteriores de tal modo que a face inferior da pata ficasse orientada superiormente, por
forma a poder receber o feixe de luz do aparelho. O fluxo sanguineo regional de cada pata,
expresso em unidades arbitrdrias (UA), foi determinado pela quantificacdo da intensidade

cromatica da imagem produzida.

Camara

Fotodiodos ' » <

¥ Lentes

.iura'
Laser
L(—

Y

processador I
do sinal de Doppler

> pelho de varrimento

\% Area analisada

Computador

Figura 24. Esquema ilustrativo do trajeto da luz laser numa medicdo a pele por LDI (adaptado
de Moor Instruments'*®?).
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2.3.3. Testes dinamicos

2.3.3.1. Respira¢ao de uma atmosfera saturada em oxigénio

Os murganhos foram anestesiados com uma administracdo intraperitoneal de
guetamina (125 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Uma vez anestesiados foram colocados em
pronacdo numa placa de plastico aquecida a temperatura de 36°C. A cabeca dos murganhos
foi colocada num respiradouro cilindrico embutido na placa, e os membros inferiores foram
lateralizados. As sondas de LDF foram coladas na zona central da face inferior de cada pata,
adjacentes ao limite posterior das almofadas plantares, como ilustrado na figura25. Ao fim

de 10 minutos de estabilizagdo deram-se inicio as medigdes de LDF.

Sonda de LDF

I Almofadas plantares

Figura 25. Face inferior do membro posterior do murganho, com destaque para as almofadas
plantares (Adaptado de Cook, 1965"%).

Foi feito um registo de estabilizacdo de 10 minutos no qual os animais respiraram a
atmosfera da sala (fase | - estabilizacdo), no final dos quais era inserido um tubo no
respiradouro da placa, ligado a uma botija contendo oxigénio puro (AirLiquide, Franca), e
aberta a vélvula de escoamento da botija para o respiradouro. Os murganhos respiraram a
atmosfera saturada em oxigénio (fragao de inalagdo = 100%) durante 10 minutos (fase Il -
provocacao), no final dos quais a torneira foi fechada e os animais voltaram a respirar a

atmosfera da sala (fase Il - recuperacgdo).

Os murganhos do grupo controlo foram sujeitos a este protocolo apenas uma vez. Os

murganhos do modelo de isquémia do membro posterior foram acompanhados ao longo de
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@iias, tendo realizado este protocolo nos seguintes dias: 0 (dia anterior a cirurgia), e 4, 6,

9,12, 15@1 apods a cirurgia.

2.3.3.2. Indugao da isquémia do membro posterior

Foi induzida isquémia no membro posterior esquerdo dos animais pela remogao
cirlrgica da artéria e veia femorais superficiais, como descrito por Niiyama et al.'). Os
animais foram colocados em supinacdo numa placa operatéria com o focinho adaptado ao
respiradouro embutido na prépria placa, e foi feita a indugdo anestésica com 5% de
isoflurano em 100% de oxigénio. Uma vez anestesiados reduziu-se a concentracdo de
isoflurano para 3% em 100% de oxigénio durante o periodo restante da cirurgia. Foi
removido o pelo do quadrante abdominal inferior esquerdo do animal pela aplicacdo breve
(1 min) de creme depilatério. O excesso de creme e pelo foram removidos da zona da
cirurgia. Foi feita uma incisdao longitudinal de 2 cm com o auxilio de um bisturi e tesoura
cirargicos, desde o joelho até a regidao medial da coxa. O campo cirlrgico manteve-se aberto
com férceps. O tecido conjuntivo foi removido segurando-o com um férceps e removendo-o
com um segundo. Uma vez expostos, a artéria e veia femorais superficiais e o nervo femoral
foram ligados com fio cirdrgico e excisados em todo o seu trajeto a partir das suas

extremidades com uma tesoura. A incisdo foi fechada com fio cirurgico.

=pne)

Figura 26. Diagrama esquematico ilustrando os vasos principais do membro posterior do murganho
(1 — artéria femoral, 2 — artéria femoral profunda, 3 — artéria epigastrica, 4 — musculo gastrocnémio).
(Adaptado de Jia et al., 2011"%%).
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Capitulo III : Resultados e Discussao

3.1. Primeiro objetivo: desenvolver metodologias que permitam obter

parametros funcionais microcirculatérios in vivo em individuos
saudaveis de diferentes idades, e caracterizar eventuais alteragdes
relacionadas com o envelhecimento

3.1.1. Elevagdo passiva da perna

A manobra de elevacdo passiva da perna a 45° é usada, clinicamente, como uma

199 Esta

forma de prever a responsividade de individuos a administracdo de fluidos
alteracdo postural causa uma transferéncia gravitacional de sangue do compartimento
circulatério periférico para o compartimento circulatério central, reduzindo a perfusao
periférica. Esta provocacao é ilustrada, portanto, como uma “autoadministracao de fluidos”.
Estima-se que a elevacdo de ambas as pernas provoque a transferéncia de

(195)

aproximadamente 150 mL de sangue'~”’, pelo que a elevacdo de uma perna apenas devera

provocar a mobilizagdao de um volume significativamente inferior.

Este protocolo foi realizado com os individuos em supinagdo, posicdo esta na qual a
volémia sofre distribuicdo por todo o corpo, diminuindo a perfusdo basal do membro
inferior face a posicao de sentado'™®®). A transferéncia gravitacional de sangue aquando da
elevacdo da perna provoca uma reducdao de perfusdo no membro inferior, que explica a
reducdo significativa dos valores de LDF e tcpO, entre as fases | e Il (p<0,001 em ambos os
casos). Por seu lado a PTEA aumentou de forma ndo significativa. Ao retomar a posicdo
inicial observou-se um aumento rapido e intenso da perfusdo, resposta esta que é

compativel com uma hiperémia(los)

. Dado a provocacgdo ndo ter consistido numa oclusdo
arterial, a hiperémia observada ndo se podera classificar formalmente de “hiperémia

reativa”. Ainda assim, tendo em conta as manifestacdes apresentadas por alguns individuos
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(parestesia e arrefecimento do membro inferior), admitiu-se a possibilidade de uma

compressao parcial da artéria femoral durante a elevacdo com esta angulacao.
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Figura 27. Evolugdo dos valores médios (+ desvio padrdo) de PTEA (em cima), fluxo sanguineo (ao
centro) e tcpO, (em baixo) ao longo dos 30 minutos de medi¢do no protocolo de elevacgdo passiva da
perna (N=65). A estabilizacdo da-se dos 0 aos 10 minutos, a elevacdo dos 11 aos 20 minutos, e a
recuperacgao entre os 21 e os 30 minutos.
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Tabela 6. Estatistica descritiva (média + desvio-padrdo) para os ultimos 5 minutos de cada fase do
protocolo de elevacdo passiva da perna (fase | — estabilizacdo, fase Il — elevacdo, fase Il —
recuperacdo) para todos os individuos Comparacdo estatistica com a fase | (p<0,05, * -
estatisticamente significativo).

Grupos 1 e 2 (N=65) p
Fase | 6,6 +£2,5 -

Fase Il 6,9+3,0 0,266

PTEA Fase Ill 6,8+3,0 0,648
All-1 (%) 6,0 £ 28,7 -
Alll-11 (%) 4,8 +39,5 -
Fase | 20,1+21,8 -

Fase Il 9,3+5,6 <0,001*

Fase Ill 12,9+9,0 <0,001*
All-1 (%) -38,1+21,9 -
Al (%) 47,2+82,6 -
RF 21,8 24,9 -
BZ 9,5+6,0 -
PF 52,1+ 47,4 -
RF-BZ (%) 44,6 £22,1 -
LDF BZ-PF (%) 668,4 + 700,2 ;
RF-PF (%) 318,2 + 342,6 -
TL 4,4+4,5 -
TR 7,4+7,0 -
TH1 22,5+33,8 -
™ 52,5+61,0 -
TH2 63,5+ 63,7 -
AO 5741,3 £ 8000,0 -
AH 1583,4 + 2206,2 -
AH/AO 0,6+1,0 -
Fase | 70,9 £ 16,2 -

Fase ll 46,5+ 15,9 <0,001*

Fase lll 69,3+17,0 0,003*
tcpO; All-1 (%) 34,4 £17,6 -
Alll-11 (%) -2,6+6,0 -
Vd (mmHg/min) -6,0+3,2 -
Vi (mmHg/min) 5,7%+3,0 -
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Foi encontrada uma correlagdo negativa entre o valor de tcpO, da fase de
estabilizacdo e a velocidade de decremento (Rho=-0,490, p<0,001), mas uma correlacdo
positiva com a velocidade de velocidade de incremento (Rho=0,512, p<0,001). Estes
resultados sugerem que um tecido com um maior nivel basal de tcpO, sofre uma reducao
mais lenta desta varidvel e um incremento mais rapido, isto é, perde menos viabilidade
durante o periodo isquémico e recupera mais rapidamente do mesmo. Por outro lado, foi
encontrada uma relacdo positiva entre o valor de fluxo durante a fase de estabilizacdo e o
valor maximo de fluxo durante a resposta hiperémica (PF) (Rho=0,423, p<0,001). J4 entre o
nivel basal de fluxo e a drea hiperémica a relacdo encontrada foi negativa, mas sem
significancia. Estes resultados sugerem que quanto maior o fluxo basal mais exuberante sera
a resposta hiperémica. Em resumo, estes resultados sugerem que os valores basais destas
varidveis possuem um valor preditivo quanto a resposta fisioldgica registada neste

protocolo.

Tabela 7. Coeficiente Rho da correlacdo de Spearman entre parametros do protocolo de elevacado
passiva da perna (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Rho p
tcpO, fase 1 vs Vd -0,490 | <0,001*
tcpO, fase | vs Vi 0,512 | <0,001*

tcpO, fase | vs AH 0,294 0,023*

LDF fase | vs PF 0,423 0,001*

LDF fase | vs AH -0,207 0,112

3.1.1.1. Comparacdo de grupos

A média das pressdes arteriais registadas nos individuos jovens foi de 121,0 / 77,4
mm Hg no brago e de 139,8 / 76,3 mm Hg ao nivel do tornozelo. Ja os individuos mais velhos

apresentaram como média das pressdes arteriais 121,8/80,1 mm Hg no braco e 144,9/82,3
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mm Hg no tornozelo. Verificaram-se, portanto, valores mais elevados de pressao arterial

nos individuos mais velhos, apesar desta diferenca ndo ser estatisticamente significativa.

Todos os individuos apresentaram valores de ITB dentro da normalidade. Em cada
grupo as mulheres apresentaram valores de ITB inferiores aos dos homens, diferencas estas
gue ndo se revelaram significativas. Os individuos jovens apresentaram um valor médio de
1,16 enquanto que os séniores um valor médio de 1,20, mas ndo foram encontradas
diferengas estatisticas entre os valores de ITB dos individuos dos dois grupos. Estas
diferencas do ITB relacionadas com o sexo e com a idade estdo de acordo com resultados ja

apresentad os!¥7),

Tabela 8. Estatistica descritiva (média + desvio-padrao) da pressdo arterial sistélica (PS) e diastélica
(PD), medidas no brago e tornozelo, e de ITB, nos individuos dos grupos 1 e 2 (N=65). Comparagdo

estatistica entre grupos (p<0,05).

~ rupo
Pressao Grupo 1 Grupo 2 P (grup
. 1lvs
arterial
(mm Hg) Feminino Masculino Total Feminino Masculino Total grupo 2)
PS
116,6 £ 11,5 125,6 +5,3 121,0+10,0 | 122,8+18,5 | 120,9+12,0 | 121,8+15,2 0,628
brago
PD
78,1+9,4 77,549 77,472 78,5+9,4 81,6+8)9 80,1+9,1 0,341
braco
PS
132,6 +13,6 | 146,9+11,7 | 139,8+14,4 | 139,4+16,1 | 1499+124 | 1449+ 15,0 0,225
tornozelo
PD
74,0+9,0 78,6 +8,4 76,389 74,1+9,3 82,3+9,0 78,3+9,9 0,425
tornozelo
ITB 1,15+ 0,07 1,17 £ 0,09 1,16 £ 0,06 1,14+ 0,09 1,25+0,10 1,20+£0,11 0,182
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Figura 28. Evoluc¢do dos valores médios (+ desvio padrdo) da PTEA (em cima), fluxo sanguineo (ao
centro) e tcpO, (em baixo) ao longo dos 30 minutos de medicdo nos grupos 1 (azul) e 2 (roxo) no
protocolo de eleva¢do passiva da perna. A estabilizagdo da-se dos 0 aos 10 minutos, a elevagdo dos
11 aos 20 minutos, e a recuperagao entre os 21 e os 30 minutos.
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Tabela 9. Estatistica descritiva (média + desvio-padrdo) para os ultimos 5 minutos de cada fase do
protocolo de elevacdo passiva da perna (fase | — estabilizacdo, fase Il — elevacdo, fase Il —
recuperacdo) para os individuos dos grupos 1 e 2. Comparacdo estatistica entre grupos (p<0,05, * -
estatisticamente significativo).

Grupo 1 (N=35) Grupo 2 (N=30) valor p
Fase | 57+2,0 7,9%2,7 0,001*
Fase I 6,2+2,6 7,9+3,3 0,033*
PTEA Fase Il 59+2,1 8,0+£35 0,024*
All-1 (%) 10,6 +33,1 -0,1+21,0 0,196
AllI-I1 (%) 6,6 £ 50,2 2,3+18,6 0,177
Fase | 12,7+11,1 28,9+27,8 0,002*
Fase Il 7,2+43 11,9+5,9 0,001*
Fase Ill 10,8+ 6,7 15,4 +£10,8 0,061
All-1 (%) -344+19,4 -42,6 £ 24,1 0,093
Alll-11 (%) 63,5+97,9 27,5+54,8 0,018*
RF 14,2 + 12,2 31,4+12,4 0,003*
BZ 7,1+4,1 12,4+6,8 <0,001*
PF 59,8 +44,9 42,6 £49,6 0,399
RF-BZ (%) -39,6 +18,4 -50,9 £ 24,8 0,048*
LDF BZ-PF (%) 897,5 + 837,7 382,0 +298,7 0,002*
RF-PF (%) 430,5 +405,0 172,7 + 148,3 <0,001*
TL 4,5+4,7 4,2+4,3 0,975
TR 6,415,1 8,8+9,0 0,660
TH1 21,6 +26,5 23,8+42,6 0,409
™ 48,3+42,7 58,3 +80,7 0,863
TH2 59,4 + 46,7 69,6 + 84,2 0,886
AO 5034,8 + 8445,5 6977,7 £ 7192,0 0,062
AH 1864,5 £ 2370,1 1091,4 + 1838,8 0,004*
AH/AO 09+1,0 0,2+0,8 0,001*
Fase | 75,5+ 15,9 65,5+ 14,5 0,012*
Fase Il 443+17,1 49,2 +14,0 0,136
Fase IlI 73,4+17,0 64,3 + 15,8 0,073
tcpO, All-1 (%) -42,0 £ 18,2 -25,2+11,6 <0,001*
Alll-11 (%) 2,955 -2,2+6,8 0,531
Vd (mmHg/min) -7,7+3,0 -4,1+2,2 <0,001*
Vi (mmHg/min) 7,2+2,8 3,9+2,1 <0,001*
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Foram encontradas diversas diferengas estatisticas em diversas varidveis e
pardmetros entre os dois grupos de individuos. Os individuos mais velhos apresentaram
consistentemente valores de PTEA mais elevados durante todo o protocolo (fase | —
p=0,001, fase Il — p=0,033, fase Il — p=0,024). Estes resultados ndo estdo de acordo com a
literatura, que refere, de um modo geral, uma independéncia desta varidvel em relagdo a
idade*®. Alguns estudos notaram que, em individuos acima dos 60 anos de idade, os
valores de PTEA se encontravam diminuidos face a individuos mais jovens™®%%. No
entanto, a maior parte destes estudos, usou areas anatémicas diferentes da considerada no
presente estudo, pelo que é plausivel que, os nossos resultados espelhem de forma fiel

eventuais alteracdes na funcdo de “barreira” epidérmica entre individuos de diferentes

idades.

O fluxo sanguineo notou-se ser significativamente mais elevado (p=0,002) nos
individuos mais velhos na fase de estabilizac3o, de acordo com resultados ja publicados'?®®.
Tal diferenca pode atribuir-se a modificacdo da atividade dos mecanismos de regula¢do da
perfusdo cutdnea com a idade, nomeadamente, a perda de mecanismos vasoconstritores

(202-204) ¢ individuos mais velhos

por sobre-regulacdo de recetores a-adrenérgicos
apresentaram um valor de fluxo mais elevado durante a provocacdo (p=0,001), mas
sofreram igualmente, um maior decréscimo em termos de fluxo basal, como observado nos
valores de All-l e de RF-BZ (p=0,093 e p=0,048, respetivamente). A resposta hiperémica
apresentada pelos individuos mais velhos foi menos exuberante que a dos individuos mais

jovens, uma vez que apresentaram valores de RF-PF, BZ-PF e AH significativamente

inferiores (p<0,001, p=0,002 e p=0,004, respetivamente).

Os valores basais de tcpO, foram significativamente mais baixos nos individuos mais
velhos (p=0,012). Como mencionado na sec¢do 2.1.1.2. do Capitulo 2, os valores de tcpO,
medidos sdo valores registados apds o aquecimento artificial pelo préprio elétrodo. Um dos
fatores que influencia a tcpO, é o fluxo sanguineo que, durante o aquecimento, se encontra

aumentado. O aquecimento acima dos 42 °C constitui um estimulo ndxico que provoca uma

(205)

resposta inflamatdria neurogénica mediada pelas fibras C-polimodais*’, acompanhando-se

de vasodilatacdo. Portanto, os valores de tcpO, acabam por monitorizar a pressao parcial

n .. . ~ .. ~ .~ . (2
transcutanea de oxigénio durante a inflamacdo neurogénica e ndo em condicdes basais!?®.

(206)

Sabe-se que esta resposta inflamatdria neurogénica diminui com a idade ™', pelo que se

73



supde que a observagdo de niveis de tcpO, mais baixos em individuos mais velhos seja

explicada pela menor intensidade desta resposta inflamatoria.

Ndo foram encontradas diferencas na tcpO, durante a fase de provocagdao, mas
notou-se uma taxa de variacdo (All-1) significativamente maior nos individuos jovens
(p=0,001). De igual modo, a velocidade de decremento da tcpO, foi significativamente mais
elevada nos individuos jovens (p<0,001). Estes resultados da taxa de variacdo da tcpO; ndo
concordam com os da taxa de variagdo do fluxo sanguineo, ou seja, os individuos jovens
apresentaram um menor decréscimo de fluxo, mas um maior decréscimo da tcpO, face aos
individuos mais velhos_Este aparente desacordo reforca a nogao de que os sinais de LDF e
de tcpO, refletem diferentes fendmenos fisiolc')gicos(zm). Durante o aquecimento a 44 °C a
regido da pele situada abaixo do sensor de gasimetria esta a sob vasodilata¢do e, como tal, a
taxa de variacdo da tcpO, deveria seguir, em termos de magnitude, a taxa de variacdo do
fluxo sanguineo. Durante a fase de elevacdo o membro inferior apresenta menor perfusao
pelos motivos enunciados acima. Como tal, durante esta fase os valores de tcpO, deverdo
espelhar, de uma forma indireta, a taxa de consumo de oxigénio pela pele, que se sabe
diminuir com a idade'®®”). Desta forma torna-se légico que, quer a taxa de variagcdo quer a
velocidade de decremento, sejam maiores no grupo dos individuos jovens. A velocidade de
incremento também foi significativamente maior no grupo dos individuos jovens (p<0,001),

0 que sugere uma maior velocidade de reperfusdo neste grupo.

3.1.1.2. Comparacdo de sexos

Foram encontrados valores de PTEA significativamente mais elevados nos homens
em todas as fases do protocolo (estabilizacio — p=0,001, provocacdo — p=0,007,
recuperacdo — p=0,005), o que estd de acordo com resultados ja publicados(zos). No
entanto, a influéncia do sexo nos valores de PTEA é controversa, existindo varios outros

(209, 210)

estudos que ndo encontraram relacdo entre as duas variaveis . Foi encontrado um

fluxo sanguineo mais elevado nos homens em todas as fases (estabilizacdo — p=0,003,
provocacdao — p=0,005, recuperacdo — p=0,002), estando estes resultados de acordo com

(211)

resultados previamente publicados Por outro lado, verificou-se que a resposta
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hiperémica foi equiparavel entre os sexos, apresentando as mulheres uma resposta inicial
de maior duracdo, como evidenciado no valor significativamente mais elevado de TH2
(p=0,013). As mulheres apresentaram valores de tcpO, mais elevados em todas as fases,
mas sem significancia estatistica. Ndao foram encontradas diferengas nos valores da
velocidade de decremento e incremento, o que sugere que ambos 0s sexos produzem
alteragdes equiparaveis nos valores de tcpO,.
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Figura 29. Evolugdo dos valores médios (mais desvio padrdo) da PTEA (em cima), fluxo sanguineo
(ao centro) e tcpO, (em baixo) ao longo dos 30 minutos de medicdo nos individuos de sexo feminino
(vermelho) e masculino (azul). A estabilizacdo da-se dos 0 aos 10 minutos, a elevacdo dos 11 aos 20
minutos, e a recuperag¢ao entre os 21 e os 30 minutos.
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Tabela 10. Estatistica descritiva (média + desvio-padrdo) para os Ultimos 5 minutos de cada fase do
protocolo de elevacdo passiva da perna (fase | — estabilizacdo, fase Il — elevacdo, fase Il —
recuperacdo) para os individuos do sexo feminino e masculino. Comparagao estatistica entre sexos
(p<0,05, * - estatisticamente significativo).

Feminino (n=33) Masculino (n=32) valor p

Fase | 55+%2,0 7,8%2,6 0,001*
Fase Il 5824 8,1+3,2 0,007*
PTEA Fase Ill 56+1,8 8,1+34 0,005*
All-1 (%) 6,5+315 5,5+26,2 0,978
AllI-11 (%) 5,4 +39,3 4,1+40,2 0,938
Fase | 17,3+£26,0 22,9+16,6 0,003*
Fase Il 8,1+6,0 10,6 £4,8 0,005*
Fase Ill 10,3+£7,6 15,5+9,6 0,002*
All-1 (%) -33,5+235 -42,7£19,5 0,086
AllI-11 (%) 45,0 + 95,2 49,3 + 69,3 0,428
RF 20,4 +£31,5 23,2+16,6 0,010*
BZ 8,6+6,8 10,3+5,1 0,020*
PF 43,7 +44.8 60,2 £ 49,2 0,098
RF-BZ -41,9+24,2 -47,3+19,7 0,240
LDF BZ-PF 757,1+863,8 582,5+493,1 1,000
RF-PF 405,0 +452,6 236,9 +158,9 0,314
TL 4,7+4,6 4,1+45 0,690
TR 7,6+8,0 7,2+6,0 0,850
TH1 30,0 £ 46,5 15,6 +11,1 0,379
™ 71,9+81,8 343+19,4 0,058
TH2 84,2 + 83,2 44,1 +27,1 0,036*
AO 44482 +8530,1  6900,6 + 7451,0 0,013*
AH 1394,1 + 1500,8 1753,1+2704,3 0,739
AH/AO 0,8+1,2 0,4+0,7 0,067
Fase | 72,6 +17,1 69,3 £ 15,0 0,541
Fase Il 48,1+14,9 45,0+ 16,9 0,568
Fase Il 71,8+17,9 66,8 £ 16,0 0,347
tcpO, All-1 (%) -33,6 £14,5 -35,1+20,4 0,995
AllI-I1 (%) -1,3+4,8 -3,8+6,9 0,424
Vd (mmHg/min)  -5,9+2,8 -6,2+3,6 0,638
Vi (mmHg/min) 58+2,8 55+3,.2 0,587
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3.1.2. Oclusdo supra-sistolica

A oclusdao supra-sistélica é uma manobra classica para avaliar a reatividade
endotelial, isto é, a producdo de substancias vasoativas pelo endotélio. No entanto, dado
qgue os varios sistemas de regulacdo da perfusdo se influenciam mutuamente, é necessaria
prudéncia na andlise de resultados. Na realidade, no lugar de reatividade endotelial o termo
mais correto a ser utilizado é “reatividade microvascular”’, ou seja, a capacidade de

vasodilatagdo. O membro superior é largamente preferido sobre o inferior para este tipo de

(110, 212)

procedimento experimental , sendo considerado por muitos como um gold standard

da metodologia(sg). O membro inferior, apesar de menos utilizado, tem sido também alvo de

vérios estudos (132 133,213, 214)

No teste de oclusdo supra-sistdlica provoca-se temporariamente a compressao de
artérias e regista-se a resposta vascular a remocdo dessa compressao. A resposta tipica de
individuos saudaveis consiste no atingimento de um valor maximo de fluxo (“pico”) ao fim
de poucos segundos, que diminui até se manter por alguns minutos (“resposta
hiperémica”)®?*®. O valor maximo de fluxo reflete o seu aumento subito apds a remoc3o da

compressao e pode ser considerado um indicador do aumento da tensdo de cisalhamento

(216, 217)

na parede vascular . A fase hiperémica que se segue a este valor maximo é mais

(215)

prolongada e reflete a “caréncia de perfusao” do tecido*"”’, podendo ser considerado um

indice de reperfusdo. A hiperémia pds-oclusiva tem vindo a ser explicada pela acumulacao

(218)

de vasodilatadores produzidos durante a oclusdao, como a adenosina™™’, a libertacao de

vasodilatadores em resposta ao aumento da tensdo de cisalhamento imediatamente apds a

(217, 219)

remocao da oclusdo, como prostaglandinas , 0 relaxamento do musculo liso dos vasos

N ~ ~ . . \ ~ (22
em resposta a reducdo de pressdo transmural nos vasos distais a zona de compressao( o

Estudos recentes suportam este uUltimo mecanismo, sugerindo que a hiperémia pds-pico

parece dever-se ao aumento da atividade miogénica(m).

O principal aspeto negativo do protocolo de oclusdo supra-sistdlica é a sua falta de
padronizacdo, dado a sua resposta ser influenciada por varios fatores, como a zona e tempo
de oclusdo, a forma de expressiao de resultados (valores ndo processados versus

| (215, 222)

processados), a idade, o sexo, e a fase do ciclo menstrua . A dor ou desconforto
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associados a esta manobra sdao também um aspeto importante a ser considerado, quer no
delineamento do proprio protocolo, quer na interpretacdo de resultados. Por forma a
minimizar o desconforto do individuo, e por produzir respostas comparaveis a periodos de

oclusdo superiores, foi entdo escolhida uma duracao de oclusdo de 3 minutos.
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Figura 30. Evolucdo dos valores médios (+ desvio padrdo) de PTEA (em cima), fluxo sanguineo (ao
centro) e tcpO, (em baixo) ao longo dos 30 minutos de medigdo (N=65) no protocolo de oclusdo
supra-sistdlica. A estabilizagdo dd-se dos 0 aos 10 minutos, a elevagdo dos 11 aos 20 minutos, e a
recuperagao entre os 21 e os 30 minutos.
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Tabela 11. Estatistica descritiva (média + desvio-padrao) para os ultimos 5 minutos de cada fase do
protocolo de oclusdo supra-sistdlica (fase | — estabilizacdo, fase Il — elevacdo, fase Ill — recuperacao)
para todos os individuos. Comparagdo estatistica com a fase | (p<0,05, * - estatisticamente

significativo).

Grupos 1 e 2 (n=65) p
Fase | 8,1+4,2 -
Fase Il 8,7+4,5 0,053
PTEA Fase Il 8,2+3,3 0,086
All-1 (%) 9,7 £36,8 -
AlI-1 (%) 4,5+24,0 -
Fase | 61,0 £ 65,5 -
Fase Il 11,0+7,5 <0,001*
Fase Il 55,0+£57,8 0,016*
All-1 (%) -63,3+28,3 -
Alll-11 (%) 7,9+70,1 -
RF 58,6 £ 59,7 -
BZ 6,2%+28 -
PF 182,1+£110,7 -
LDF RF-BZ -76,3+£21,3 -
BZ-PF 3005,5 £ 1598,6 -
RF-PF 435,5 £ 330,2 -
TL 2315 -
TR 4,6+4,3 -
TH1 13,4+36,4 -
™ 65,8 +130,8 -
TH2 79,7 £130,3 -
AO 8315,0 £9326,6 -
AH 6116,5 £ 8068,3 -
AH/AO 2,5+10,2 -
Fase | 81,6+17,4 -
Fase Il 46,9 £ 16,6 <0,001*
Fase Il 80,7+17,1 0,089
tepO; All-1 (%) 42,4 +15,7 -
AllI-1 (%) -0,9 4,2 -
Vd (mmHg/min) -21,5+7,6 -
Vi (mmHg/min) 19,7+8,1 -

A compressdo pneumatica da regido acima do tornozelo terd provocado uma
oclusdo arterial, levando a uma reducao significativa da perfusdo do pé, dadas pela reducao
significativa do fluxo sanguineo (p<0,001) e do tcpO, (p<0,001). O fluxo sofreu uma reducao
média de 76,3% a partir da fase de estabilizagdo, atingindo um valor médio de 11 UA

durante a oclusdo e ndo um “zero absoluto”. O valor obtido denomina-se “zero biolégico”
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(223) e

(biological zero — BZ) e parece ter diversas causas. Estudos em tecido excisado em

(22

cadaver®¥ sugerem que o BZ se deve ao movimento browniano das hemacias aprisionadas,

bem como a atividade de outros constituintes do tecido vivo, como a atividade da parede

(225)

vascular, foliculos pilosos e glandulas sudoriparas'“~’, movimentos de estruturas tecidulares

(137)

e macromoléculas dos espacgos intersticiais'"""/, a ndo interrupgao total da perfusao e, até

(226)

mesmo ao proprio ruido elétrico do aparelho“”. Os valores de tcpO, decresceram em

média 42.4% em relacdo a fase de estabilizacdo e a velocidade média de 21,5 mm Hg/min. A
velocidade de decremento da tcpO, reflete a taxa de consumo cutaneo de oxigénio(m' 228)
De facto, pode ser convertida na prdpria taxa de consumo pela multiplicacdo pelo

(144)

coeficiente de dissolugdo de oxigénio a temperatura da sonda Esta velocidade de

consumo reflete ndo sé a respiracdo das células da epiderme mas também a de células

(229, 230)

inflamatdrias que infiltram a derme . Durante a oclusdo foi ainda detetado um

aumento dos valores de PTEA, ainda que sem significancia estatistica.

Apds a descompressdo, os valores de tcpO, aumentaram a Vi média de 19,7
mmHg/min, valor este muito préoximo do da Vd. Ndo foram encontradas diferengas
significativas entre os valores de PTEA, fluxo e de tcpO, registados das fases de estabilizagdo

e recuperacao, sugerindo uma recuperacao funcional das condi¢des basais de perfusao.

Por forma a avaliar se os valores basais das varidveis permitiam prever a sua
evolucdo ao longo do protocolo, foi feita uma correlacdo de Spearman entre estes e
determinados parametros funcionais. Foi encontrada uma correlagao negativa entre o nivel
basal de tcpO; e a velocidade de decremento (Rho=-0,688, p<0,001), mas uma correlacao
positiva com a velocidade de incremento (Rho=0,612, p<0,001). Estes resultados sugerem
gue um tecido com um maior nivel de tcpO, sofre uma reducdo mais lenta de O, e um
incremento mais rapido, isto é, sofre menos com a isquémia e recupera mais rapidamente
da mesma. Por outro lado, foram encontradas relages positivas entre o nivel de fluxo basal
com o valor maximo de fluxo durante a resposta hiperémica (Rho=0,763, p<0,001), bem
como com a area hiperémica (Rho=0,350, p=0,05). Estes resultados sugerem que quanto
maior o fluxo basal mais exuberante serd a resposta hiperémica. Em resumo, estes
resultados de correlagcbes realcam a importancia dos valores basais das varidveis medidas

para a previsdo do desfecho do protocolo.
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Tabela 12. Coeficiente Rho da correlagdo de Spearman entre parametros do protocolo de oclusdo
supra-sistolica (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Rho p
tcpO, fase 1 vs Vd -0,688 <0,001*
tcpO, fase I vs Vi 0,612 <0,001*
tcpO, fase | vs AH -0,260 0,039*

LDF fase | vs PF 0,763 <0,001*
LDF fase | vs AH 0,350 0,05*

3.1.2.1. Comparacao por grupo

Os valores da velocidade de decremento foram consistentemente mais elevados que
os de incremento nos dois grupos. Assumindo que a velocidade de decremento reflete de
forma direta a taxa de consumo de oxigénio pela pele e que a velocidade de incremento se
relaciona diretamente com a velocidade de reperfusdo, estes resultados sugerem que a
velocidade de extracdo de oxigénio pelos tecidos é superior a velocidade de reposi¢cdo aos
mesmos durante a reperfusdao. Por outro lado, ambos os valores se apresentaram
consistentemente mais elevados no grupo 1 do que no grupo 2, o que sugere que individuos
jovens apresentam uma maior taxa de consumo cutaneo de oxigénio bem como uma maior
velocidade de reperfusdao pds-isquémia. Estes resultados reforcam aqueles encontrados
para o protocolo de elevacdo passiva da perna, sugerindo ambos que a taxa de consumo de
oxigénio é dependente da idade, como ja mencionado na literatura®’”). Para além disso, ndo
se detetaram diferencas nas varidveis entre as fases de estabilizacdo e de recuperacao,
sugerindo uma recuperagao funcional nos dois grupos nas presentes condigdes

experimentais.

O grupo 2 revelou consistentemente valores de PTEA e fluxo sanguineo mais
elevados que os do grupo 1, juntamente com valores mais baixos de tcpO,, tal como
encontrado e justificado no protocolo de elevagao passiva da perna. Por outro lado,
verificou-se que na fase de recuperacdo o nivel de tcpO, foi mais baixo nos individuos mais
velhos, sugerindo uma diminuicdo na capacidade de perfusao distal pds-isquémia, apesar da

auséncia de diferencas estatisticamente significativos.
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A respeito da hiperémia reativa o parametro RF-PF apresentou valores
significativamente maiores no grupo 1 (p=0,039), sugerindo uma maior exuberancia da
resposta hiperémica. O parametro TH2 apresentou valores significativamente maiores no
grupo 2 (p=0,040), o que sugere que a descida da perfusdo apds atingimento do pico de

fluxo é mais lenta em individuos mais velhos.

18.0
16.0
14.0
12.0 H

10.0 *W

8.0 -

PTEA (g/hfm2)

6.0

4.0 T T T T
0 5 10 15 20

Tempo (min)

250.0
200.0
150.0

100.0 -

Fluxo sanguineo (UA)

50.0 -

0.0 — T T T T
0.0 50 10.0 15.0 20.0

Tempo (min)

120.0

100.0 -

80.0 -

60.0

tcpO2 (mmHg)

40.0

20.0 H

0.0 T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0
Tempo (min)

Figura 31. Evolucdo dos valores médios (+ desvio padrado) da PTEA (em cima), fluxo sanguineo (ao
centro) e tcpO, (em baixo) ao longo dos 30 minutos de medicdo nos grupos 1 (azul) e 2 (roxo) no
protocolo de oclusdo de supra-sistélica. A estabilizagdo da-se dos 0 aos 10 minutos, a oclusdo dos 11
aos 13 minutos, e a recuperagao entre os 14 e os 23 minutos.
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Tabela 13. Estatistica descritiva (média + desvio-padrao) para os ultimos 5 minutos de cada fase do
protocolo de oclusdo supra-sistdlica (fase | — estabilizacdo, fase Il — elevacdo, fase Ill — recuperacao)
para os individuos dos grupos 1 e 2. Comparacdo estatistica entre grupos (p<0,05, * -

estatisticamente significativo).

Grupo 1 (N=35)  Grupo 2 (N=30) valor p
Fase | 7,0+2,9 9,6+5,2 0,217
Fase Il 7,9+4,5 9,7+4,4 0,048*
PTEA Fase lll 7,533 9,0+3,2 0,084
All-1 (%) 13,2 +45,6 5,0+19,5 0,776
All-11 (%) 9,5+27,8 -2,3+15,8 0,366
Fase | 47,2 £53,8 77,7749 0,086
Fase Il 9,4+4,1 13,0+9,9 0,167
Fase Ill 43,0 £50,3 69,4 + 63,7 0,019*
All-1 (%) -59,1+28,9 -68,5 £ 27,1 0,100
All-11 (%) -1,0+42,1 18,6 £93,2 0,845
RF 45,1 + 48,0 75,5+69,0 0,116
BZ 5823 6,7%3,3 0,372
PF 172,4 £118,3 194,3+101,4 0,203
RF-BZ -74,6 £ 18,8 -78,4 £24,3 0,109
LDF BZ-PF 2902,7 £1638,7 3130,4 £1569,1 0,300
RF-PF 485,2 +302,9 373,3+357,2 0,039*
TL 2,4+1,3 2,1+1,7 0,171
TR 4,6+4,0 4,7+4,7 0,409
TH1 8,6+10,6 19,4 £ 53,3 0,353
™ 23,7 £ 26,9 116,8 £181,2 0,050
TH2 38,3 +£35,2 129,9+179,1 0,040*
AO 6304,6 £ 8065,0 10827,9 + 10298,1 0,062
AH 6274,1 £8280,5 5919,6 + 7941,5 0,619
AH/AO 1,4+1,3 3,9+15,7 0,191
Fase | 87,0+17,6 75,1+15,0 0,003*
Fase Il 47,8 +17,1 45,8 + 16,3 0,594
Fase Il 85,7+17,0 74,7 £ 15,4 0,004*
tcpO, All-1 (%) -45,4 + 12,6 -38,8 + 18,4 0,161
Alll-11 (%) -1,3+4,3 -05+4,1 0,535
Vd (mmHg/min) -24,3+5,8 -18,1+8,2 0,005*
Vi (mmHg/min) 22,2+6,3 16,6 +9,0 0,014*
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3.1.2.2. Comparacoes de sexo

Ambos os sexos responderam com reducdo da perfusdo entre as fases | e Il. J4 na
fase de recuperacgdo, as mulheres apresentaram diferencas face a fase |, enquanto que para
os homens tal ndo se verificou. Tal sugere que nas mulheres o atingimento do valor basal de
perfusdao é mais lento. Quanto a tcpO, foram verificados decréscimos em ambos os sexos
entre as fases | e Il, ndo existindo, no entanto, diferencas entre as fases | e lll, sugerindo que
os valores de tcpO,; estabilizam em tempos equivalentes em ambos os sexos. Os valores da
velocidade de decremento foram consistentemente mais elevados que os da velocidade de

incremento em ambos 0s sexos.

Estes resultados sugerem diferencas na resposta entre sexos. As mulheres
apresentaram valores de PTEA significativamente mais baixos que os dos homens em todas
as fases do protocolo (p fase | = 0,002, p fase Il = 0,002, p fase lll = 0,001). Estes resultados

(190)

sugerem diferencas basais entre sexos, ja descritas na bibliografia'™', e também uma

diferente resposta em termos de dinamica de dgua na pele entre sexos.

As mulheres apresentaram também valores de tcpO, significativamente mais
elevados que os homens, o que se atribui a menor espessura da pele do sexo feminino,

conforme descrito!?

. Em virtude da sua menor espessura, a pele das mulheres podera
apresentar uma taxa metabdlica menor e, por conseguinte, uma menor taxa de consumo de
oxigénio como a pele dos homens. Ja a velocidade de decremento e o valor durante a fase
de oclusdo ndo revelaram diferengas entre sexos. Nao foram, contudo encontradas
diferencas significativas entre o fluxo entre as fases de estabilizacdo e recuperacdo. Ja
durante a oclusdao, os homens registaram um valor de BZ mais elevado, sugerindo uma
relacdo direta entre o valor basal de perfusdo e o registado durante a oclusdo. Encontraram-
se diferencas também na resposta hiperémica, tendo as mulheres apresentado valores
significativamente mais elevados de RF-PF e de TL e TR mais baixos. Estes resultados

sugerem que, nestas condicdes experimentais, as mulheres responderam de forma mais

rapida e intensa que os homens a remocao da oclusdo no tornozelo.
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Figura 32. Evolucgdo dos valores médios (+ desvio padrdo) da PTEA (em cima), fluxo sanguineo (ao
centro) e tcpO, (em baixo) ao longo dos 30 minutos de medi¢do nos individuos de sexo feminino
(tracado vermelho) e masculino (tracado azul) no protocolo de oclusdo supra-sistdlica. A
estabilizacdo da-se dos 0 aos 10 minutos, a oclusdo dos 11 aos 13 minutos, e a recuperag¢do entre os
14 e os 23 minutos.
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Tabela 14. Estatistica descritiva (média + desvio-padrao) para os ultimos 5 minutos de cada fase do
protocolo de oclusdo supra-sistdlica (fase | — estabilizacdo, fase Il — elevacdo, fase Ill — recuperacdo)
para os individuos do sexo feminino e masculino. Comparagdo estatistica entre sexos (p<0,05, * -
estatisticamente significativo).

Feminino (N=33) Masculino (N=32) valorp

Fase | 6,6+3,4 9,6+4,5 0,002*

Fase Il 7,0+3,3 10,4 £ 4,9 0,002*

PTEA Fase Il 6,83,0 9,5+3,1 0,001*
All-1 (%) 7,4+18,9 12,0 £ 48,5 0,395
Alll-11 (%) 7,2+27,3 1,9 +20,5 0,729
Fase | 57,5+73,1 64,5+ 57,9 0,157
Fase Il 10,6 £ 8,3 11,4 £6,7 0,340
Fase Il 49,3 + 63,9 60,7 + 51,4 0,051
All-1 (%) -58,2 + 31,2 -68,5 + 24,5 0,129
Alll-11 (%) -1,5+ 44,3 17,2 £ 88,6 0,568
RF 56,1+ 67,0 60,9 + 52,8 0,165
BZ 5,9+ 3,0 6,6+2,6 0,180
PF 181,5 + 129,7 182,7 +90,8 0,417
RF-BZ 73,7 +22,2 -78,9 + 20,4 0,254
LDF BZ-PF 3178,8 +1929,4  2832,5+1188,2 0,847
RF-PF 497,6 + 343,2 375,2 +310,7 0,149
TL 20+1,1 2,5+1,8 0,172
TR 3,8+3,6 541+4,8 0,067
TH1 10,0 £ 16,3 16,7 £ 48,7 0,283
™ 61,6 + 118,1 69,9 + 144,2 0,747
TH2 75,5+ 116,9 83,9+ 144,3 0,752
AO 7821,9+9726,4  8792,6 £ 9052,6 0,357

AH 5397,4 £9207,9  6813,1 + 6864,9 0,043*
AH/AO 3,8+14,3 1,1+1,3 0,541

Fase | 86,4+ 17,6 76,8 + 16,0 0,045*
Fase Il 49,2 +17,9 44,6 + 15,2 0,274
Fase Il 85,1+17,3 76,4 + 16,0 0,059
tcpO; All-1 (%) 43,2+ 15,6 -41,5 + 16,0 0,663
Alll-11 (%) -1,4+4,6 -0,4t3,7 0,460
Vd (mmHg/min) -23,0+7,6 -19,9+7,4 0,051
Vi (mmHg/min) 21,3%7,5 18,1+8,4 0,080
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3.1.3. Respiragdo de oxigénio a 100%

Nos contextos experimental e clinico a respiracdo de oxigénio tem sido realizada em
terapia normobarica (a pressdo atmosférica)!®®> %8 207 ¢ terapia hiperbarica (acima da
pressao atmosférica)(lss). A terapia normobarica apresenta como vantagens a boa adesdo
por parte dos individuos, relagdo custo-beneficio favoravel, menores complicacdes e

menores requerimentos técnicos'3?.

Ambas as terapias provocam a saturagdo da
hemoglobina, aumentando a quantidade de oxigénio dissolvida no plasma, criando
hiperdxia. Em termos estritos “hiperdxia” é um termo inespecifico que se refere a elevacao
da tensdo de oxigénio em qualquer compartimento tecidular, seja o alveolar ou qualquer
compartimento extrapulmonar, enquanto que o termo “hiperoxémia” pode ser definido
como uma tensdo de oxigénio elevada no sangue. Apesar desta diferenca ambos os termos
sdo usados na pratica intermutavelmente®™>). Neste texto serd usado o termo “hiperdxia”.
Tomando o intervalo definido por normoxémia como 10,7-13,3 kPa (80,3-99,8 mmHg),
hiperoxémia é definida como p,0,>13,3 kPa (99,8 mmHg). No entanto, devido as diferencas

III

na interpretacdo do termo “normal”, varios autores escolheram definir hiperoxémia como
p.0,>16 kPa (120 mmHg)(234’ 235 A saturacao de hemoglobina ndao é util na definicao de
hiperoxémia, ja que o oxigénio se pode dissolver no sangue e aumentar a Pa0, mesmo apds

(236)

a ter atingido a saturagdo de 100% da hemoglobina Sabe-se que a hiperdxia provoca

vasoconstricdo em diversos orgaos, incluindo o encéfalo, a retina, o musculo esquelético,

(237)

miocardio e a propria pele'””. No entanto, os mecanismos que estdo na origem desta

vasoconstricdo nao estdao completamente esclarecidos.

Os individuos iniciaram a respiragao de oxigénio a 100% a partir da botija no 11°¢
minuto do registo. A respiracdo a partir da botija provocou o aumento significativo da tcpO,
durante a fase de provocacdo em comparacdo com a de estabilizacdo (p<0,001), criando
hiperdxia. A velocidade média de incremento foi de 36,7 mmHg/min, sendo atingido o valor
maximo médio de 268,0 mmHg ao tempo médio de 19,4 min. Verificou-se uma diminuicao
significativa do fluxo sanguineo na fase de provocacdo em comparacdo com a de
estabilizacdo (p<0,001), provavelmente por vasoconstricdo, e atribuida a hiperdxia. De
facto, sabe-se que altera¢des de tcpO,, sejam aumentos ou diminui¢des, evocam respostas

vasculares'®®). A anlise individual das respostas revelou que, dos 65 individuos estudados,
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50 responderam com redugdo de perfusdo / vasoconstricdo, enquanto que 15 responderam
com aumento de perfusdo / vasodilata¢do. Utilizam-se ambos os termos uma vez que a
tecnologia de LDF ndo permite avaliar a variagao do calibre dos vasos, mas apenas o fluxo
sanguineo. Como tal, e em rigor, ndo se poderd garantir que a reducao de fluxo se deva a
uma vasoconstricdo e o aumento a uma vasodilatagdao. No entanto, segundo resultados
publicados por varios autores que utilizaram outras tecnologias, a hiperdxia provoca
vasoconstricdo, pelo que se considerou provavel, no nosso caso, que a reducdo se fluxo se

deva efetivamente a uma vasoconstricao e 0 aumento a uma vasodilatacgdo.

Durante a provocacgao verificou-se ainda o aumento da PTEA, mas sem significancia
estatistica. A respiracdo de oxigénio a 100% cessou ao 212 minuto. Em alguns individuos os
valores de tcpO, continuaram a aumentar mesmo apds a cessagao da respiragcdo a partir da
botija, o que se deve a passagem para o sangue do oxigénio constante no espac¢o anatémico
morto. A velocidade de decremento foi de 46,8 mmHg/min, um valor significativamente
mais elevado que o de 36,7 mm Hg/min da velocidade de incremento (p<0,001). Durante a
fase de recuperacdo, os valores de tcpO, diminuiram e os de LDF aumentaram, mas sem
atingir os valores de estabilizacao, tendo sido encontradas diferencas significativas entre os
valores das duas fases (p<0,001 e p=0,007, respetivamente). Perante estes resultados
considera-se que as condi¢des iniciais de perfusdo nao foram atingidas, sendo

provavelmente necessario um maior periodo de recuperacao.
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Figura 33. Evolucdo dos valores médios (+ desvio padrdao) de PTEA (em cima), fluxo sanguineo (ao
centro) e tcpO, (em baixo) ao longo dos 30 minutos de medicdo (N=65) no protocolo de respiracdo
de oxigénio a 100%. A estabilizagdo da-se dos 0 aos 10 minutos, a respiracao de oxigénio dos 11 aos
20 minutos, e a recuperacgao entre os 21 e os 30 minutos.
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Tabela 15. Estatistica descritiva (média + desvio-padrao) para os ultimos 5 minutos de cada fase do
protocolo de respiracdo de oxigénio a 100% (fase | — estabilizacdo, fase Il — elevacgdo, fase Ill —
recuperacdo) para todos os individuos. Comparacdo estatistica com a fase | (p<0,05, * -
estatisticamente significativo).

Gruposle2 p
Fase | 8,1+3,7 NA
Fase Il 8,2+3,4 0,062
PTEA Fase llI 8,1+3,3 0,200
All-1 (%) 2,9+12,6 NA
Alll-11 (%) -0,5+12,4 NA
Fase | 45,7 +51,6 NA
Fase Il 34,5+34,8 <0,001*
LDF Fase Il 41,1 + 44,0 0,007*
All-1 (%) -15,2+42,9 NA
AllI-11 (%) 48,8 £+132,4 NA
Fase | 80,0+ 16,5 NA
Fase Il 241,2 £105,2 <0,001*
Fase lll 86,0+17,8 <0,001%*
All-1 (%) 199,1+110,2 NA
tcpO, Alll-11 (%) -59,2 + 15,2 NA
Vi (mmHg/min) 36,7 £27,3 <0,001%
Vd (mmHg/min) -46,8 £32,0
tcpO, max (mmHg)  268,0 +112,8 NA
t-max (min) 19,4+2,6 NA

Por forma a determinar eventuais relacGes entre parametros funcionais, testou-se a
correlagdo entre varios parametros. O valor basal de tcpO, correlacionou-se negativamente
com a velocidade de incremento de tcpO, (p=0,041), e positivamente com o valor maximo
de tcpO, (p=0,005). Estas correlagdes sugerem o valor preditivo do tcpO, para a evolugdo do
mesmo durante a fase de estabilizacdo. Por outro lado, verificou-se uma correlacdo negativa
entre velocidade de incremento e o valor maximo de tcpO, (Rho=-0,918, p<0,001). Estes
resultados sugerem que um tecido com um maior valor basal de tcpO, conseguird captar
uma maior quantidade de oxigénio, mas a uma velocidade mais baixa em comparagdo com
um tecido com um valor de tcpO, mais baixo. Dado que a sonda de tcpO, estd aquecida e,
portanto, a aumentar a perfusdo local e a favorecer a quebra entre hemoglobina e oxigénio,

o conteddo deste gds no tecido depende quase exclusivamente da sua velocidade de
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consumo. Dado que o aporte de oxigénio ao tecido foi constante (quer da sala, quer da

botija), um elevado nivel basal de tcpO, reduz a velocidade da difusdo deste gas ao tecido.

Tabela 16. Coeficiente Rho da correlacdo de Spearman entre parametros do protocolo de respiracdo
de oxigénio (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Rho p

tcpO, fase | vs pico de tcpO, 0,348 0,005*

tcpO, fase | vs Vi -0,258 0,041*

Vi vs pico de tcpO, -0,918 | <0,001*

3.1.3.1. Comparacao de grupos

N3o foram encontradas diferencas significativas entre os dois grupos quanto aos
valores basais de PTEA e fluxo sanguineo. Ja os valores basais de tcpO, foram
significativamente mais baixos no grupo 2 (p=0,008), sugerindo uma diminuicdo da
capacidade de oxigenacdo periférica com o aumento da idade. Os valores da velocidade de
incremento dos dois grupos nao apresentaram diferencgas significativas (grupo 1 - 41,3
mmHg/min; grupo 2 - 31,0 mmHg/min). J& as velocidades de decremento foram
significativamente diferentes (p=0,029). Os valores de tcpO, do grupo 1 diminuiram a média
de 54,3 mmHg/min, enquanto que as do grupo 2 a média de 27,5 mmHg/min. Ja os valores
maximos de tcpO, foram-se significativamente diferentes nos dois grupos. O grupo 1 atingiu
um pico médio de 297,7 mmHg, significativamente mais elevado que o pico médio de 230
mmHg do grupo 2 (p=0,025). O facto de ndo existirem diferencas na velocidade de
incremento pode ser explicado pelo facto de este ser um parametro essencialmente
dependente da velocidade de inalacdo de oxigénio, assumindo ndo existir diferencas na
capacidade de transporte de oxigénio entre ambos os grupos. O aparato que permite a
inalacdo inclui a prépria mascara e o tubo que conecta a mascara ao redutor de pressao da
botija. O volume deste aparato leva ao aumento do espac¢o anatémico morto e, como tal, ao
aumento da resisténcia inspiratéria(239). Isto provoca a diminuicdo dos niveis de tcpO,, o que
conduz a ativacdo dos quimiorrecetores e a um aumento da frequéncia e profundidade
ventilatéria®®. Por outro lado, pelo facto de a hemoglobina estar saturada com oxigénio,
terd menos capacidade de se ligar ao diéxido de carbono — o chamado efeito de
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Haldane®*?. Este gas passa a ser transportado preferencialmente na forma de bicarbonato e
dissolvido como CO, no plasma. O aumento consequente da pCO, no sangue venoso e,
posteriormente, no encéfalo, estimula também a ventilag50(241). Existindo este aumento de
ventilacdo nos dois grupos, é légico que nao se verifiguem diferencas na velocidade de
incremento. J4 a velocidade de decremento ndo depende da ventilagdo, uma vez que esta
retomou o padrao da fase de estabilizagdo. Como tal, pode-se atribuir a menor velocidade
de decremento do grupo 2 a reducdo da taxa de consumo de oxigénio, ou seja, da taxa
metabdlica cutanea. Para além de uma possivel redu¢do na taxa metabdlica pode assumir-
se também que a prépria capacidade de captacdo de oxigénio é menor em individuos mais

velhos uma vez que o pico de tcpO, foi significativamente inferior no grupo 2.

Tabela 17. Estatistica descritiva (média + desvio-padrao) para os ultimos 5 minutos de cada fase do
protocolo de respiracdo de oxigénio a 100% (fase | — estabilizacdo, fase Il — elevacdo, fase Ill —
recuperacdo) para os individuos dos grupos 1 e 2. Comparacdo estatistica entre grupos (p<0,05, * -

estatisticamente significativo).

Grupo 1 (N=35) Grupo2(N=30) Valorp
Fase | 7,2+2,7 9,4+4,5 0,616
Fase I 7,4+2,9 9,3+3,7 0,085
PTEA Fase Il 73+2,8 9,2+3,6 0,641
All-1 (%) 2,7+12,7 3,2+12,8 0,980
All-11 (%) -05+7,8 -0,4+17,8 0,786
Fase | 40,7 £45,3 52,0+ 58,8 0,287
Fase Il 28,0 £27,6 42,7 +41,3 0,089
LDF Fase Il 39,6 +48,3 43,0+38,7 0,251
All-1 (%) -14,1+50,8 -17,1+ 26,2 0,634
AllI-I1 (%) 41,3+ 80,0 61,2 +£192,2 0,576
Fase | 84,4 +15,3 74,6 + 16,6 0,008*
Fase I 269,7 + 108,6 205,5 + 90,5 0,034*
Fase IlI 89,6 +17,2 81,4+17,7 0,066
All-1 (%) 213,0+118,7 176,0 + 92,8 0,218
tcpO, AllI-I1 (%) -61,4+15,1 -55,6 + 15,0 0,143
Vi (mmHg/min) 41,3 +28,9 31,0+24,4 0,180
Vd (mmHg/min) -54,3+31,8 -37,5 +30,2 0,029*
tcpO, (mmHg) 297,7 +114,2 230,8+101,0 0,025*
t-méx (min) 19,8 +2,2 18,9+2,9 0,289
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Figura 34. Evolucdo dos valores médios (+ desvio padrdo) de PTEA (em cima), fluxo sanguineo (ao
centro) e tcpO, (em baixo) ao longo dos 30 minutos de medi¢do para os grupos 1 (tragcado azul) e 2
(tracado roxo) no protocolo de respiracdo de oxigénio a 100%. A estabilizacdo da-se dos 0 aos 10
minutos, a respiracdo de oxigénio dos 11 aos 20 minutos, e a recuperagao entre os 21 e os 30
minutos.
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3.1.3.2. Comparacoes de sexo

Foram encontrados valores de fluxo sanguineo significativamente maiores nos
homens que nas mulheres nas fases de estabilizacdo de recuperacdo (p=0,014), como foi ja
reportado anteriormente®?). Tal diferenca tem sido atribuida a um maior ténus vascular de

(243 Esta explicacdo faz sentido assumindo que o reflexo

origem simpatica nas mulheres
venoarteriolar se encontra em atua¢ao nesta posi¢ao anatémica. Na posi¢ao de sentado, o
sangue acumula-se no membro inferior pelo efeito da gravidade, elevando a pressao

(244)

venosa Este aumento, por sua vez, induz o reflexo venoarteriolar, que causa

vasoconstricdo arteriolar e, consequentemente, reducdo de perfusdo. O sistema nervoso

(245), portanto, o valor de perfusao

simpatico estd envolvido na modulacdo deste reflexo
diminuido nas mulheres pode dever-se efetivamente a um maior ténus vascular simpatico,
mas também ao efeito do reflexo venoarteriolar. Assumindo esta “vasoconstricao
venoarteriolar” mais pronunciada no sexo feminino, o facto de ndao se encontrarem
diferengas significativas nos valores basais de tcpO, parece contraditério. No entanto, sabe-
se que este reflexo é eliminado pelo efeito da temperatura. O facto de a sonda de tcpO, se
encontrar a 44°C pode ter provocado “simpatdlise térmica”, impedindo a atuacdo do

sistema vasoconstritor'?*®

. Pelo contrario, esta temperatura causa vasodilatagcdo, o que
maximiza o aporte de oxigénio a sonda. O facto de nao existirem diferengas entre sexos
para estes valores de tcpO, pode ser explicado pelo facto da vasodilatacao induzida pelo
aquecimento ter sido equivalente entre sexos, o que terd causado um aporte equivalente de
oxigénio a zona de medigdao. Os homens apresentaram valores de velocidade de incremento
e decremento de tcpO, superiores aos das mulheres, bem como valores maximos de tcpO,
maiores e atingidos mais tarde. No entanto, nenhuma destas diferencas foi estatisticamente

significativa. Os homens apresentaram valores de PTEA significativamente mais elevados

gue os das mulheres em todas as fases, diferencas estas que ja discutidas atras.
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Tabela 18. Estatistica descritiva (média + desvio-padrao) para os ultimos 5 minutos de cada fase do
protocolo de respiracdo de oxigénio a 100% (fase | — estabilizacdo, fase Il — elevagdo, fase Il —

recuperacdo) para os individuos do sexo feminino e masculino. Comparacgdo estatistica entre sexos
(p<0,05, * - estatisticamente significativo).

Feminino (N=33) Masculino (N=32) p
Fase | 6,2+2,3 10,0 +3,9 <0,001*
Fase Il 6,6+2,8 9,7+3,2 <0,001*
PTEA Fase IlI 6,5+ 2,4 9,8+3,3 <0,001*
All-1 (%) 2,4+10,5 3,5+14,7 0,317
Alll-1 (%) 1,0 +13,3 -2,0+11,4 0,665
Fase | 34,0+47,3 57,1+53,7 0,014*
Fase Il 29,7+36,9 39,1+32,6 0,059
LDF Fase Il 29,3 +39,1 52,6 + 46,0 0,011*
All-1 (%) -12,4+53,3 -18,2+ 29,3 0,402
AllI-1 (%) 30,6 + 75,1 67,7 +172,8 0,324
Fase | 84,1+ 15,5 76,1+ 16,8 0,092
Fase Il 225,6+97,1 256,4 +111,9 0,196
Fase Il 87,2+ 16,5 84,8+ 19,2 0,505
All-1 (%) 171,6 + 109,9 227,6 +105,0 0,019*
tcpO, Alll-1 (%) -56,4 + 16,0 62,1+ 14,0 0,032*
Vi (mmHg/min) 33,0+25,3 40,3 +29,0 0,398
Vd (mmHg/min) -43,5+29,6 -50,0 £ 34,3 0,466
tcpO, max (mm Hg) 250,3 + 108,7 285,1 +115,7 0,248
t-max (min) 19,2 £3,0 19,6 + 2,1 0,788
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Figura 35. Evolucdo dos valores médios (+ desvio padrdo) de PTEA (em cima), fluxo sanguineo (ao
centro) e tcpO, (em baixo) ao longo dos 30 minutos de medi¢do para o sexo feminino (tragado
vermelho) e masculino (tragado azul) no protocolo de respiragdo de oxigénio a 100%. A estabilizagdo
da-se dos 0 aos 10 minutos, a respiracdo de oxigénio dos 11 aos 20 minutos, e a recuperag¢do entre
0s 21 e os 30 minutos.
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3.1.4. Relagoes de perfusdo - barreira epidérmica

Por forma a determinar se as altera¢Oes de perfusdao estavam relacionadas com as
alteracGes da PTEA observadas, fez-se um teste de correlacdo de Spearman (duas caudas,
p<0,05). Testou-se a correlagdo entre a variagdo percentual de fluxo e a variagao percentual
de PTEA entre as fases de estabilizacdo e provocacdo, e entre as fases de recuperagao e

provocacgao de cada um dos trés protocolos experimentais.

Tabela 19. Coeficiente Rho da correlagdo de Spearman entre as variagdes percentuais do fluxo
sanguineo e da PTE para os trés protocolos experimentais (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Elevagao passiva Oclusao supra- Respiracao de

da perna sistdlica oxigénio

Rho valor p Rho valor p Rho valor p

Var LDF I-Il (%) vs Var PTEA -1 (%) | -0,031 | 0,811 | 0,112 | 0,379 | -0,264 | 0,051

Var LDF II-11l (%) vs Var PTEA II-I11 (%) | -0,063 | 0,626 | 0,023 | 0,862 | 0,100 | 0,471

No protocolo de elevacdo passiva da perna foi encontrada uma relacdo inversa nas
variacoes entre as fases | e Il e entre as fases | e lll, apesar de ndo apresentarem
significancia estatistica. No protocolo de oclusdao supra-sistdlica verificaram-se relagdes
diretas nas variagOes entre as fases | e Il e entre as fases Il e lll, mas igualmente sem
significancia estatistica. No protocolo de respiracao de oxigénio verificou-se uma relagao
inversa nas variagdes entre as fases | e Il. J4 entre as fases Il e lll verificou-se uma relagao
positiva, mas sem significancia. Estes resultados sugerem a existéncia de correlacdes diretas
e inversas entre variacbes de perfusdo e de PTEA. Apesar da auséncia de alteracdes
estatisticamente significativas, a alteracdo das condi¢cdes de perfusdo local pode induzir
altera¢Oes na dinamica da agua epidérmica por modificacGes nas forcas de Starling locais.
Estes diferentes perfis de correlacdo podem dever-se as diferencas posturais, mas também
as diferencas na magnitude de alteracdao da perfusdo. A relacdo entre perfusdo local e
funcdo de barreira cutdnea parece ser complexa, merecendo estudos posteriores e de maior

robustez.
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3.2. Segundo objetivo: encontrar as melhores ferramentas de analise fina
do sinal de LDF

A presente secgdo apresenta os resultados da aplicagdao das ferramentas de andlise
do sinal de LDF recolhido durante as trés manobras dinamicas aplicadas ao modelo humano.
Uma vez que o presente estudo se foca na contribuicdao das ferramentas de andlise para a
compreensao dos componentes do sinal de LDF, os resultados estdo agrupados por cada

ferramenta de analise aplicada.

3.2.1. Transformada de ondeleta (WT)

3.2.1.1. Elevacao passiva da perna

Numa primeira analise, a WT revelou que as contribui¢cdes relativas das vdrias
componentes aumentaram progressivamente da componente de mais alta frequéncia, para
a componente de mais baixa frequéncia. Tal observacdo permite concluir que o sinal de LDF
é predominantemente de origem endotelial. Observou-se um aumento significativo da
atividade cardiaca (p=0,039), um aumento ndo significativo da atividade endotelial
independente de NO, uma diminuicdo significativa das atividades respiratdria e miogénica
(p<0,001 e p=0,035, respetivamente) e uma diminuicdo ndo significativa das atividades
simpatica e endotelial dependente de NO. A elevagdao passiva da perna provoca, como
mencionado acima, uma transferéncia gravitacional de sangue para o compartimento
circulatério central, aumentando sequencialmente a pré-carga e o volume de ejecao dos
ventriculos direito e esquerdo de acordo com a lei de Frank—StarIing(246' 4 0 aumento da
atividade cardiaca do sinal de LDF na fase de provocacdo pode refletir, portanto, a resposta
cardiaca a esta provocacao hemodinamica. A diminuicdo da atividade respiratéria pode ser
explicada pela alteracdo postural propriamente dita. E I6gico que a elevacdo da perna a 45°

1?%®) & aumente o peso exercido pelos

promova uma reducdo da pressdo intra-abdomina
o6rgdos abdominais sobre o diafragma, diminuindo a amplitude dos movimentos

respiratorios. A diminuicdo da atividade miogénica durante a elevacdo sugere uma
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diminuicdo na intensidade deste mecanismo. Aparentemente este resultado estd em
oposicdo ao que é conhecido acerca deste mecanismo, uma vez que aquando de uma
reducdo de perfusdo seria esperado encontrar-se uma vasodilatacao de natureza miogénica,

neste caso, um aumento do racio desta amplitude®" 2%

. A observacdo de uma reducdo
desta atividade sugere o envolvimento de outros mecanismos. A diminui¢do da atividade
simpatica, ainda que sem significancia estatistica, faz igualmente sentido a nivel fisiolégico.
O aumento da pressdo circulatdria central iniciada pela alteracdo postural estimula os
barorrecetores de alta e baixa pressao que, em resposta, diminuem as eferéncias simpaticas
a0s vasos sanguineos(zso). As alteracdes ao nivel endotelial ocorreram em dois sentidos — a
atividade dependente de NO sofreu uma diminuicdo, enquanto que a independente de NO
sofreu um aumento. Estes resultados sugerem que durante o periodo em que o membro
inferior recebe menor perfusdo, a producao endotelial de vasodilatadores que ndo o NO,
provavelmente prostaglandinas, aumenta, com o intuito de provocar vasodilatacdo e, assim,
tentar manter uma perfusdao adequada. Esta hipdtese faz sentido se se considerar que um

estimulo para a producdo de NO é o aumento da tensdo de cisalhamento endotelial®®?.

Durante a elevacdo da perna, a pressdo de perfusdo é menor e, consequentemente,
também o serd a tensdo de cisalhamento, o que provocara a diminui¢cao da sintese de NO.
Esta resposta endotelial dual sugere que o endotélio apresenta um mecanismo autécrino de
regulacdo, mais concretamente, que o NO iniba a produgdo de outros vasodilatadores,

inibicdo esta que desaparece durante a elevacdo da perna.

Escala

0.5 1 15 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 Sl

Amostra x10

Figura 36. Escalograma do sinal de LDF de um individuo representativo (#27, masculino, 23 anos) ao
longo dos 30 minutos (1800 segundos, correspondendo a 57600 amostras) do protocolo de elevagao
passiva da perna.
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Figura 37. Evolucdo da amplitude (expressa em unidades arbitrarias) de cada componente do sinal
de LDF de um individuo representativo (#27, masculino, 23 anos) ao longo dos 30 minutos (1800
segundos, correspondendo a 57600 amostras) do protocolo de elevagdo passiva da perna.

Tabela 20. Média e desvio-padrio (dp) do racio de amplitude das diferentes componentes do sinal
de LDF (N=65). Comparacdo com a fase de estabilizacdo (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Componente Estabilizacdo | Provocacao | Recuperagao
, média 4,0 4;5 314
Cardiaca
dp 1,8 2,3 113
p - 0,039* 0,600
s média 3,3 3,0 3,0
Respiratdria
dp 1,5 1,7 114
p - <0,001* 0,603
P média 11,9 7,4 12,2
Miogénica
dp 4,2 5,4 5,1
p - 0,035* 0,538
s média 20,6 12,8 18,3
Simpatica
dp 5,2 7,5 53
p - 0,654 0,262
Endotelial média 28,5 22,2 25,8
dependente de NO dp 6,5 6,3 >,1
p - 0,286 0,218
Endotelial média 31,7 50,1 37,4
independente de NO dp 7,5 171 2,5
p - 0,334 0,193
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3.2.1.1.1. Comparagao de grupos

O grupo de individuos mais velhos apresentou valores de atividade miogénica
significativamente mais elevados na fase de estabilizagdo face ao grupo de individuos mais
jovens (p=0,014). Esta diferenga parece explicar o maior valor de fluxo encontrado nos
individuos mais velhos. Apesar da hipdtese apresentada atrds de uma redugao do ténus
simpatico com o avanco da idade, estes resultados sugerem que em supinacdo a
contribuicdo simpatica para o fluxo sanguineo foi equivalente nos dois grupos de individuos.
Ndo foram encontradas também diferencas significativas nas componentes endoteliais
durante esta fase. Durante a provocacdo, os individuos mais velhos apresentaram valores de
atividade miogénica (p<0,001) mais elevados, bem como de atividade simpatica (p=0,001).
Estes resultados sugerem que durante a elevacdo estas atividades sao afetadas em menor
extensdo em individuos mais velhos. A atividade endotelial dependente de NO foi maior nos
individuos mais velhos, mas sem significancia estatistica, sugerindo a presenca de um
estimulo indutor da producdo de NO mais forte neste grupo. Efetivamente, durante a
provocacao, o maior fluxo sanguineo registado para os individuos mais velhos pode ter
provocado uma maior tensdo de cisalhamento e, por conseguinte, uma maior producao
endotelial de NO. Em oposicdo, a atividade independente de NO foi maior nos individuos
mais jovens durante a provocacdo. Assumindo novamente uma capacidade de regulacao
autdcrina da atividade endotelial, estes resultados sugerem que individuos mais velhos
apresentam uma resposta vasodilatadora local compensatéria diminuida face a individuos

mais jovens.
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Tabela 21. Média e desvio-padrao (dp) da amplitude das componentes do sinal de LDF nas trés fases
do protocolo de elevacdo da perna entre os grupos 1 e 2. Comparacao entre os grupos 1 e 2 para
cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Amplitude Estabilizacdao Provocacao Recuperagdo
Grupol | Grupo2 | Grupol | Grupo2 | Grupol | Grupo2
, média 4,1 3,8 3,9 5,2 3,4 3,3
Cardiaca
dp 1,8 1,9 1,8 2,7 1,2 1,4
p 0,296 0,067 0,594
s média 3,5 3,1 3,2 2,9 3,1 2,9
Respiratdria
dp 1,7 1,3 2,0 1,2 1,4 1,4
p 0,298 0,909 0,414
L média 11,1 12,9 51 10,2 11,5 13,0
Miogénica
dp 4,8 3,2 3,3 6,2 5,4 4,5
p 0,014* <0,001* 0,090
L média 20,5 20,8 10,0 16,1 18,8 17,6
Simpatica
dp 4,7 5,8 6,7 7,1 3,9 6,6
p 0,995 0,001* 0,275
Endotelial média 28,9 28,0 20,6 24,2 25,5 26,2
dependente de NO dp 6,2 7,0 2,2 6,8 4,7 2,6
p 0,553 0,050 0,756
Endotelial média 31,9 31,5 57,4 41,4 37,9 36,9
independente de NO dp 6,9 8,2 15,8 14,6 8,6 10,5
p 0,656 <0,001* 0,517
3.2.1.1.2. Comparagao de sexos

Na fase de estabilizacdo, a atividade cardiaca apresentou-se significativamente mais
elevada nas mulheres (p=0,040). A atividade respiratéria também se apresentou mais
elevada neste sexo, mas sem significancia estatistica. Estas diferencas podem ser
entendidas como manifestacdes de stresse. As atividades endoteliais apresentaram valores
ligeiramente mais elevados nas mulheres, mas sem significancia estatistica. Ja as atividades
miogénica e simpdtica apresentaram-se ligeiramente mais elevadas nos homens, mas
também sem significancia. Tendo em conta a contribuicio destes mecanismos para a
regulacdo da perfusao local, o facto de o fluxo sanguineo se encontrar mais elevado nos
homens parece, a partida, ser atribuido a atividade miogénica. Na fase de provocacdo a
atividade respiratdria continuou mais elevada nas mulheres face aos homens, diferenca essa

que agora se tornou estatisticamente significativa (p=0,026). As restantes atividades nao
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apresentaram diferengas significativas entre sexos durante a provoca¢do. Estes dados
sugerem que ambos os sexos apresentam atividades semelhantes durante a estabilizacdo e

gue respondem de forma semelhante a elevagao passiva da perna.

Tabela 22. Média e desvio-padrao (dp) da amplitude das componentes do sinal de LDF nas trés fases
do protocolo de elevagdao da perna entre os grupos 1 e 2. Comparacao entre os sexos feminino e
masculino para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Amplitude Estabilizagdo Provocacao Recuperagao
Feminino | Masculino | Feminino | Masculino | Feminino | Masculino
, média 4,4 3,6 4,6 4,4 3,6 3,1
Cardiaca
dp 1,9 1,7 2,5 2,1 1,4 1,2
p 0,040%* 0,783 0,202
s média 3,6 3,0 3,6 2,5 3,4 2,7
Respiratdria
dp 1,7 1,1 2,0 1,1 1,7 0,8
p 0,172 0,026* 0,204
., média 11,1 12,7 7,8 7,0 11,3 13,0
Miogénica
dp 3,7 4,6 6,4 4,2 4,3 5,7
p 0,165 0,941 0,224
. - média 19,6 21,6 11,2 14,4 17,9 18,6
Simpatica
dp 4,4 5,8 7,0 7,8 4,7 5,8
p 0,122 0,091 0,596
Endotelial média 28,9 28,0 21,5 23,0 26,6 25,0
dependente de NO dp 6,7 64 /1 >4 4,5 2,6
p 0,524 0,173 0,222
Endotelial média 32,3 31,2 51,5 48,8 37,3 37,6
independente de NO dp 7,0 8,0 17,9 16,5 9,0 10,1
p 0,448 0,528 0,946

3.2.1.2. Oclusdo supra-sistdlica

Observou-se novamente que as contribuicOes relativas das varias componentes
aumentaram progressivamente da componente de mais alta frequéncia, para a componente
de mais baixa frequéncia. Durante o periodo de oclusdo, a amplitude do sinal de LDF
diminuiu significativamente, o que explica a reducao significativa do racio das amplitudes
das componentes cardiaca (p<0,001), respiratoria (p<0,001), miogénica (p<0,001) e

simpdtica (p<0,001). Verificou-se, no entanto, o aumento significativo do rdcio das
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componentes endotelial dependente de NO (p<0,001) e independente de NO (p<0,001).
Esta disparidade da resposta das componentes endoteliais face as restantes pode ser

explicada de duas maneiras:

- 0 aumento da contribuicdo destas componentes pode ser real e espelhar o
processo fisiolégico em curso, isto é, o aumento da produg¢dao de NO e outros mediadores
endoteliais, presumivelmente vasodilatadores, que colaborem para a criacdo da resposta

hiperémica;

- 0 aumento da contribuicao destas componentes pode ser aparente e resultar de
picos no sinal de LDF que tenham ocorrido imediatamente antes do inicio da oclusdo, mas
qgue, devido a resolucdo finita da WT, surgem progressivamente mais largos a medida que se

exploram as componentes de frequéncia mais baixa.

Durante a fase de recuperacao verificou-se o aumento significativo do racio das
componentes respiratoria (p=0,008), miogénica (p=0,014) mas a diminuicdo do racio da
componente endotelial independente de NO (p=0,0013). O aumento da contribuicao
respiratoria pode dever-se a uma variacao na ventilacdo entre as duas fases e ndo parece
estar envolvida na resposta vascular em curso. J4 o aumento da contribuigao miogénica
parece estar ligado a resposta hiperémica, uma vez que a fase pds-pico da hiperémia reativa
é precisamente explicada pelo relaxamento vascular de origem miogénica(zos). A diminuicdo
da contribuicdao endotelial independente de NO pode dever-se a cessacao da atividade

endotelial.
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Figura 38. Escalograma do sinal de LDF de um individuo representativo (#27, masculino, 23 anos)
durante os 23 minutos (1380 segundos, correspondendo a 44160 amostras) do protocolo de oclusdo
supra-sistdlica.
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Figura 39. Evolucdo da amplitude (expressa em unidades arbitrarias) de cada componente do sinal

de LDF de um individuo representativo (#27, masculino, 23 anos) ao longo dos 30 minutos (1380

segundos, correspondendo a 44160 amostras) do protocolo de oclusdo supra-sistélica.
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Tabela 23. Média e desvio-padrao (dp) do racio de amplitude das diferentes componentes do sinal
de LDF (N=65). Comparacdo com a fase de estabilizacdo (p<0,05; * - estatisticamente significativa).

Componente Estabilizagao Provocacao Recuperagao
, média 2,60 0,45 2,69
Cardiaca

dp 1,58 0,29 1,51

p - <0,001* 0,254

S média 4,11 1,21 4,70
Respiratdria

dp 3,24 0,93 4,09

p - <0,001* 0,008*

P média 11,47 3,52 12,48
Miogénica

dp 4,67 1,93 4,64

p - <0,001* 0,014*

s média 18,69 10,19 19,20
Simpatica

dp 4,99 3,61 4,53

p - <0,001* 0,317

Endotelial média 27,56 30,41 28,57

dependente de NO dp 2,57 6,36 2,96

p - <0,001%* 0,227

Endotelial média 35,60 54,29 32,42

independente de NO dp 8,86 9,46 8,89

p - <0,001* 0,013*

3.2.1.2.1. Comparagao de grupos

Na fase de estabilizacdo ndo foram encontradas diferencas

significativas entre os

dois grupos. O grupo 2 apresentou atividades miogénica, simpatica e endoteliais menores

. 252
qgue o grupo 1 nesta fase, o que corrobora achados anteriores®?. No entanto, apesar de

presentes, estas diferencas sdo muito pouco expressivas em termos estatisticos, como se

observa pelos seus elevados valores de p. A oclusdo provocou um efeito semelhante e

indistinguivel do ponto de vista estatistico nas atividades de todas as componentes do sinal

de LDF. As atividades de ambos foram semelhantes também na fase de recuperacao,

sugerindo que a recuperacdo das condicOes iniciais de perfusdo dos dois grupos foi

semelhante.
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Tabela 24. Média e desvio-padrdo (dp) do racio da amplitude das componentes do sinal de LDF nas
trés fases do protocolo de oclusdo supra-sistélica entre os grupos 1 e 2. Comparagao entre os grupos
1 e 2 para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Racio de amplitude Estabilizagcao Provocagao Recuperagao
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
, média 2,4 2,8 0,5 0,4 2,6 2,8
Cardiaca
dp 1,4 1,8 0,3 0,3 1,4 1,7
p 0,388 0,593 0,585
L média 3,8 4,6 1,2 1,2 4,1 5,4
Respiratdria
dp 2,8 3,7 0,8 1,1 2,8 5,2
p 0,909 0,651 0,642
. média 11,5 11,4 3,5 3,6 12,7 12,3
Miogénica
dp 5,0 4,3 1,8 2,1 4,8 4,5
p 0,803 0,930 0,716
s média 18,7 18,6 9,6 10,9 18,6 19,9
Simpatica
dp 5,4 4,6 3,0 4,2 49 4,0
p 0,798 0,235 0,157
Endotelial média 27,7 27,4 30,0 30,9 27,8 29,5
dependente de NO dp 24 2,9 6,5 6,2 2,6 6.3
p 0,957 0,356 0,328
Endotelial média 35,9 35,2 55,4 53,0 34,3 30,1
independente de NO dp 3,5 81 8,5 10,5 2,2 81
p 0,741 0,332 0,062
3.2.1.2.2. Comparagao de sexos

As atividades miogénica e endoteliais foram mais elevadas no sexo masculino,
enquanto que as atividades cardiaca, respiratéria, e simpatica foram menos elevadas, ndo
se tendo observado significancia estatistica para nenhuma destas diferengas. Durante as
fases de provocacdo e recuperacdo ndo foram notadas diferencas significativas em
nenhuma atividade entre sexos, sugerindo que a resposta microcirculatéria a oclusdo e a

recuperacao da mesma é idéntica entre sexos.
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Tabela 25. Média e desvio-padrao (dp) do racio de amplitude das componentes do sinal de LDF nas
trés fases do protocolo de oclusdo supra-sistdlica entre os grupos 1 e 2. Comparacdo entre 0s sexos
feminino e masculino para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Racio de amplitude Estabilizacdao Provocagao Recuperagao
Feminino | Masculino | Feminino | Masculino | Feminino | Masculino
, média 2,7 2,5 0,5 0,4 2,7 2,6
Cardiaca
dp 1,4 1,7 0,4 0,2 1,3 1,7
p 0,330 0,083 0,280
P média 4,2 4,0 1,4 1,1 5,0 4,4
Respiratdria
dp 3,2 3,3 1,2 0,6 4,8 3,3
p 0,707 0,397 0,658
., média 11,4 11,5 3,5 3,6 12,2 12,8
Miogénica
dp 4,7 4,7 1,7 2,1 4,6 4,7
p 0,952 0,979 0,605
L média 19,6 17,8 10,6 9,8 18,6 19,8
Simpatica
dp 5,2 4,6 4,0 3,1 4,5 4,6
p 0,119 0,624 0,375
Endotelial média 27,1 28,1 29,7 31,1 29,4 27,7
dependente de NO dp 4,2 6,2 6,0 6,7 6,1 2,7
p 0,768 0,368 0,262
Endotelial média 35,0 36,2 54,4 54,2 32,0 32,8
independente de NO dp 8,2 8, 3,2 2,2 24 8,5
p 0,809 0,946 0,783

3.2.1.3. Respiracdo de oxigénio

Sdo varios os mecanismos mencionados na literatura que visam explicar a reducdo
de perfusao associada a hiperdxia. A maioria dos autores aponta para uma inativacao do NO
pelas espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species - ROS) criadas em maior
guantidade durante o periodo hiperdxico, diminuindo a sua agao vasodilatadora®?). Estdo

também mencionados o aumento da producdo de endotelina-1> %9

e para uma
modificacdo do tdnus simpético(m). Outros estudos propdem um papel do citocromo P450
4A. Este citocromo é encontrado nas células musculares lisas das arteriolas e parece atuar
como um sensor do nivel de oxigénio(254’ 2% Catalisa a formacdo de 20-HETE (4cido 20-
hidroxieicosatetraendico) a partir de acido araquidénico (AA) a uma taxa que é dependente
da pOz(ZSG). Dados recentes mostraram que a hiperdxia induz a producdo vascular de 20-
HETE®”). Um dos moduladores fisioldgicos da formacao de 20-HETE é o proprio NO, que

.. . ~ (2 2 . , .
inibe tonicamente esta produgao( 58, 259) Portanto, especula-se que durante a hiperdxia o

aumento da concentracdo de 20-HETE se deva a auséncia de inibicdo pelo NO. Por sua vez, o
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20-HETE leva a cabo um efeito constritor, provavelmente por modulagdo da atividade

miogénica(zeo).

Notou-se o aumento significativo da atividade cardiaca (p=0,039) durante a fase de
provocacdo, o que pode ser atribuido a uma estimulacdo simpdtica cardiaca de origem
ansiogénica, provavelmente associada a experiéncia incomum de respiracdo a partir de uma
mascara. Notou-se um aumento significativo da componente respiratdria durante a fase de
provocagao (p<0,001), provavelmente devida ao aumento da transmissdo a circulagdo
periférica das oscilagdes hemodindmicas associadas ao aumento da ventilagdo. Verificou-se
uma diminuicdo ndo significativa das componentes simpdatica e ambas as componentes
endoteliais. Estes resultados suportam outros previamente publicados que mencionam que
a hiperdxia bloqueia os efeitos do sistema nervoso simpdatico sobre a vasculatura e a

(238, 253)  Notou-se

producdo endotelial de vasodilatadores como o NO e prostaglandinas
ainda o aumento significativo da componente miogénica (p=0,035). Sabe-se que o aumento
desta atividade provoca, segundo a lei de Poiseuille, a diminuicdao da resisténcia vascular e,
portanto, vasodilatagéo(zsl). Como tal, supde-se que o aumento da atividade miogénica ndo
seja, nestas condicdes, atribuida ao eventual aumento da secrecao de 20-HETE. Sabe-se
também que a atividade miogénica sofre forte modulacdo por parte dos mediadores
vasoativos de origem endotelial. De facto, tanto o NO como outros vasodilatadores

262, 2 e .
(262, 263) yma vez gue se verificou um aumento da atividade

diminuem o ténus miogénico
independente de NO mas uma diminuicdo da dependente de NO, supde-se que seja esta

ultima a responsavel pelo aumento da atividade miogénica.

Assim sendo, a reducdo de perfusdo / vasoconstricdo induzida pela hiperdxia podera
aparentemente ser explicada pela reducdo das atividades endoteliais, ainda que desprovida

de significancia estatistica.
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Figura 40. Escalograma do sinal de LDF de um individuo representativo (#27, masculino, 23
anos) durante os 30 minutos do protocolo de respiracdo de oxigénio a 100%.
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Figura 41. Evolucdo da amplitude (expressa em unidades arbitrarias) de cada componente do sinal
de LDF de um individuo representativo (#27, masculino, 23 anos) ao longo dos 30 minutos do
protocolo de oxigénio a 100%.
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Tabela 26. Média e desvio-padrao (dp) do racio de amplitude das componentes do sinal de LDF nas
trés fases do protocolo de respiragdo de oxigénio a 100% (N=65). Comparacdo estatistica com a fase
de estabilizacdo (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Componente Estabilizacdo | Provocagdo | Recuperacgao

média 2,6 2,9 2,5

Cardiaca dp 1,5 1,6 1,3
p - 0,039* 0,600

média 4,3 5,8 4,5

Respiratoria dp 2,7 3,3 2,7
p - <0,001* 0,603

média 12,4 13,6 12,3

Miogénica dp 4,6 5,2 43
p - 0,035* 0,538

média 19,4 18,8 18,5

Simpatica dp 5,1 5,2 4,4
p - 0,654 0,262

Endotelial média 28,7 27,6 28,2

d 6,8 5,8 6,6

dependente de NO P

p - 0,286 0,218

Endotelial média 32,6 31,3 34,0

d 9,8 8,9 79

independente de NO d

p - 0,334 0,193

3.2.1.3.1. Comparagao de grupos

Na fase de estabilizagdo, o grupo 2 apresentou niveis de atividade cardiaca,
respiratdria, miogénica e endotelial independente de NO superiores as do grupo 1 e niveis
de atividade simpatica e endotelial dependente de NO inferiores. Nenhuma destas
diferencgas foi significativa. Durante a fase de provocacdo as tendéncias de alteracdo das
componentes foram semelhantes nos dois grupos a excecdo da componente simpatica, que
diminuiu no grupo 1 e aumentou no grupo 2. Durante a fase de recuperagdo nao foram
detetadas diferencas significativas entre as componentes. Apesar de util para explorar os
mecanismos associados a determinadas varia¢des do sinal de LDF, a WT ndo se revelou util

para detetar diferencas entre os dois grupos de individuos.
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Tabela 27. Média * desvio-padrdo do racio de amplitude das componentes do sinal de LDF nas trés
fases do protocolo de respiracdao de oxigénio a 100% para os grupos 1 e 2. Comparacdo entre os
grupos 1 e 2 para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Racio de amplitude Estabilizacao Provocagao Recuperagao
Grupol | Grupo2 | Grupol | Grupo2 | Grupo 1l | Grupo 2
média 2,6 2,8 2,8 3,0 2,8 2,6
Cardiaca dp 1,4 1,5 1,7 1,4 1,7 1,4
p 0,594 0,543 0,561
média 4,1 4,6 5,3 6,5 4,0 4,6
Respiratéria dp 2,0 3,4 2,1 4,2 1,7 2,5
p 0,683 0,426 0,729
média 12,3 12,6 13,5 13,7 12,3 11,9
Miogénica dp 3,8 5,5 5,5 4,9 3,5 4,2
p 0,906 0,704 0,485
média 19,8 18,5 18,8 18,7 19,0 18,2
Simpatica dp 4,2 4,7 4,9 5,6 4,1 4,3
p 0,077 0,750 0,326
Endotelial média 29,2 28,6 27,8 27,4 28,1 27,1
dependente de NO dp 6,5 6,9 >.6 6.1 >4 >1
p 0,643 0,890 0,361
Endotelial média 32,0 33,0 31,8 30,6 34,1 35,6
independente de NO dp 88 9.4 5,0 89 7.9 84
p 0,604 0,699 0,434
3.2.1.3.2. Comparagoes de sexos

Durante a fase de estabilizacdo, as mulheres apresentaram uma atividade cardiaca
significativamente mais elevada que os homens (p=0,045), o que podera ser atribuido a uma
possivel elevacdo da frequéncia cardiaca de causa ansiogénica. As mulheres apresentaram
ainda atividades simpdtica e endotelial dependente de NO superiores as dos homens, mas
sem significancia estatistica. As diferencas observadas na atividade simpdatica estdo de
acordo com o conhecimento de que as mulheres apresentam maior ténus vascular

%3 Durante a fase de provocacdao os homens apresentaram uma atividade

simpatico
miogénica significativamente mais elevada que as mulheres (p=0,004). Estes resultados
sugerem que a resposta a respiracao de oxigénio a 100% pode ser distinguida entre sexos
guanto a resposta miogénica. Nenhuma outra diferenca foi notada nas restantes
componentes do sinal de LDF durante a fase de provocacdo. Durante a fase de recuperagao

ndo foram notadas quaisquer diferencas significativas entre sexos.
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Tabela 28. Média + desvio-padrdo do racio de amplitude das componentes do sinal de LDF nas trés
fases do protocolo de respiracdo de oxigénio a 100% para os sexos feminino e masculino.
Comparacdo entre os sexos para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Componente Estabilizagcao Provocagao Recuperagao
Feminino | Masculino | Feminino | Masculino | Feminino | Masculino
média 2,8 2,6 2,9 3,0 2,6 2,6
Cardiaca dp 1,2 1,3 1,1 1,8 1,0 1,5
o] 0,045%* 0,293 0,136
média 4,9 4,7 5,5 6,4 4,6 4,7
Respiratéria dp 3,3 2,9 3,0 2,7 2,3 2,4
o] 0,312 0,406 0,350
média 12,8 13,1 12,1 14,6 12,1 13,0
Miogénica dp 5,6 5,6 5,2 5,8 4,3 4,8
o] 0,956 0,004* 0,858
média 18,6 17,5 18,0 17,0 18,1 16,8
Simpatica dp 4,2 4,6 4,8 5,0 4,2 3,9
o] 0,226 0,501 0,243
Endotelial média 28,6 26,5 27,8 26,0 28,2 26,1
dependente de NO dp 78 6.1 >.6 6.7 > 6.4
o] 0,559 0,923 0,660
Endotelial média 32,3 33,5 33,6 30,9 34,4 34,5
independente de NO dp 9,9 9,9 9.6 88 8,6 8,4
o] 0,973 0,067 0,869

3.2.1.3.3.

Comparagao de respostas

Como mencionado na secg¢ao 3.1.3., dos 65 individuos estudados, 50 responderam

com aumento de perfusdo / vasoconstrigdo, enquanto que 15 responderam com aumento

de perfusdo / vasodilatacdo. Com o intuito de se distinguir as respostas quanto aos

mecanismos envolvidos, fez-se a comparacdo das atividades das componentes entre as

duas. Nos individuos que responderam com diminuicdo de perfusdo / vasoconstricdo notou-

se um aumento significativo das componentes cardiaca (p=0,02), respiratéria (p<0,001) e

miogénica (p=0,019). J4 as atividades simpatica e endoteliais diminuiram, mas sem

significancia estatistica. Estes resultados sugerem que a reducao de perfusdao causada pela

hiperdxia induz uma reducdo na producdo de vasodilatadores endoteliais, com efeito de

reducdo de perfusdo, e que se sobrepde ao aumento da atividade miogénica, com efeito

oposto.
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Nos individuos que responderam com aumento de perfusdo / vasodilatacdo notou-
se o aumento ndo significativo das componentes cardiaca, respiratdria, miogénica e
endotelial independente de NO. Verificou-se uma redugdo nao significativa das
componentes simpatica e endotelial dependente de NO. Estes resultados sugerem que
nestes individuos a vasodilatacdo poderd ser explicada pelo aumento da producdo de
vasodilatadores como prostaglandinas, mas nao pelo NO, bem como pela diminui¢ao das
eferéncias simpaticas. Apesar de também se verificar uma reducdo na atividade miogénica,
qgue contribui para o aumento da perfusdo, esta resposta também foi encontrada nos
individuos que responderam com diminuicdo de perfusdo, pelo que ndo poderad ser
considerada a mais contributiva. Comparando as duas respostas, verificou-se que os
individuos que respondem com aumento de perfusdao apresentam uma atividade miogénica
significativamente mais baixa durante a provocacdao em relagdo aos que respondem com
constricdo (p=0.03). Por outro lado, nos individuos que responderam com aumento da
perfusdo, a atividade endotelial independente de NO foi significativamente superior a dos
individuos vasoconstritores (p=0,009). Estes resultados sugerem que os individuos
dilatadores respondem com uma atividade miogénica menor, mas com uma maior producao
de vasodilatadores endoteliais.
Tabela 29. Média * desvio-padrao do racio de amplitude das componentes do sinal de LDF nas trés
fases do protocolo de respiragao de oxigénio a 100% para os individuos que responderam com

diminuicdo do sinal de LDF (N=50). Comparagdo entre os sexos para cada fase (p<0,05; * -
estatisticamente significativo).

Componente Estabilizacdo Provocacao Recuperagao
i média 2,6 2,8 2,5
Cardiaca dp 13 11 12
p - 0,020* 0,726
o média 4,5 6,1 4,5
Respiratdria dp 28 34 27
p - <0,001* 0,785
L média 12,8 14,2 12,5
Miogénica dp 4,7 5,1 44
p - 0,019* 0,382
L média 19,7 19,2 18,9
Simpatica dp 4,9 5,0 4,7
p - 0,906 0,334
Endotelial média 28,2 27,9 27,6
dp 6,2 5,7 6,4
dependente de NO b N 0,500 0,321
Endotelial média 32,2 29,8 34,1
. dp 9,7 7,9 8,3
independente de NO p ) 0,094 0,299
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Tabela 30. Média * desvio-padrdo do racio de amplitude das componentes do sinal de LDF nas trés
fases do protocolo de respiracdao de oxigénio a 100% para os individuos que responderam com
aumento do sinal de LDF (N=15). Comparagdo entre os sexos para cada fase (p<0,05; * -
estatisticamente significativo).

Componente Estabilizacdo | Provocacao | Recuperagao
média 2,6 3,2 2,6
Cardiaca dp 2,0 2,7 1,9
P - 0,929 0,533
média 3,4 4,8 4,3
Respiratoria dp 2,2 2,8 2,8
p - 0,091 0,477
média 10,6 11,5 11,7
Miogénica dp 41 5,2 41
p - 1,000 0,657
média 18,5 17,0 17,0
Simpatica dp 5,8 5,4 2,8
p - 0,534 0,594
Endotelial média 30,9 26,6 30,7
dp 8,8 6,2 7,0
dependente de NO 0 . 0,286 0,424
Endotelial média 34,0 36,9 33,7
. dp 10,6 10,6 6,8
independente de NO 0 3 0,424 0,477

Tabela 31. Média * desvio-padrao do racio de amplitude de cada componente do sinal de LDF nas
trés fases do protocolo de respiragdo de oxigénio a 100% para os individuos que responderam com
diminuicdo de perfusdo (DP) / vasoconstricio (N=50) e com aumento de perfusdo (AP) /
vasodilatagdo (N=15). Comparagdo entre respostas para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente
significativo).

Componente Estabilizagdo Provocagao Recuperagao
DP AP DP AP DP AP
. média 2,6 2,6 2,8 3,2 2,5 2,6%
Cardiaca dp 1,3 1,2 1,1 27 | 12 | 1,9
p 0,447 0,285 0,458
o média 45 | 34 6,1 48 | 45 | 43
Respiratoria dp 2,8 2,2 3,4 2,8 2,7 | 28
p 0,324 0,103 0,463
o média 12,8 | 106 | 142 | 115 | 12,5 | 11,7
Miogenica dp 4,7 4,1 5,1 5,2 44 | 41
p 0,205 0,030* 0,474
o média 19,7 | 185 | 192 | 17,0 | 189 | 17,0
Simpatica dp 4,9 5,8 5,0 54 | 47 | 28
p 0,277 0,099 0,166
Endotelial média 28,2 30,9 27,9 26,6 27,6 30,7
dp 6,2 8,8 5,7 6,2 6,4 7,0
dependente de NO 0 0,395 0,550 0,526
Endotelial média 32,2 34,0 29,8 36,9 34,1 33,7
. dp 9,7 10,6 7,9 10,6 8,3 6,8
independente de NO 0 0,828 0,009* 0,480
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A WT permitiu identificar os determinantes de perfusdo em cada uma das trés

manobras dindmicas aplicadas ao modelo humano:

- no protocolo de elevagao passiva da perna, mostrou, durante a provocagao, o
aumento das atividades cardiaca e endotelial independente de NO, bem como a diminuicdo
das atividades respiratdria, miogénica, simpatica e endotelial dependente de NO. Mostrou
ainda existir uma atividade endotelial independente de NO reduzida nos individuos mais

velhos face aos mais jovens;

- no protocolo de oclusdo supra-sistdlica, mostrou, durante a provoca¢ao, uma

reducdo das atividades de todas as componentes, a excecao das endoteliais;

- no protocolo de respiracdo de oxigénio, mostrou, durante a provocag¢ao, um
aumento das atividades cardiaca, respiratéria e miogénica, mas uma reducdo das atividades
simpatica e endoteliais. Mostrou ainda que a reducdo de perfusdo / vasoconstrigdo
encontrada parece dever-se a reducdo de ambas as atividades endoteliais, enquanto que o
aumento de perfusdo / vasodilatacdo se parece dever ao aumento da atividade endotelial

independente de NO.

3.2.2. Andlise de Flutuagdo Retificada (DFA)

3.2.2.1. Elevacdo passiva da perna

Na fase de estabilizacdo, o sinal de LDF n3o processado, bem como todas as suas
componentes, apresentaram expoentes alfa com valores superiores a 0,5, o que significa
gue todos estes sinais apresentam autocorrelagdes positivas. O sinal ndo processado e as
suas componentes cardiaca e respiratéria apresentaram expoentes alfa com um valor
aproximadamente igual a 1,0, o que sugere um comportamento semelhante a um ruido do
tipo 1/f (ruido cor de rosa — pink noise). Este comportamento é caracterizado por uma
relacdo de proporcionalidade inversa entre a densidade de poténcia espetral e a frequéncia
do sinal. Estes resultados estdo de acordo com resultados publicados, e que identificaram

F(171)

valores semelhantes do expoente alfa para o sinal de LD . Este comportamento fractal
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do tipo 1/f foi igualmente identificado em sinais de frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratéria, pressio arterial e eletroencefalografia'®®® 2%°). Est4 estabelecido que sinais que
apresentem um comportamento 1/f resultam da interagdo de varios sistemas de controlo
fisiolégico que atuam a diferentes escalas temporais, que lhes confere resiliéncia e
adaptabilidade. Ja as componentes miogénica, simpdtica e ambas as endoteliais
apresentaram expoentes alfa com valores préoximos de 1,5, sugerindo um comportamento
semelhante ao do ruido browniano (ruido vermelho). Este comportamento é caracterizado
por uma relagdo de proporcionalidade inversa entre a densidade de poténcia espetral e o

guadrado da frequéncia do sinal.

Durante a fase de provocacdo verificou-se uma diminuicdo significativa do expoente
alfa do sinal de LDF (p=0,009), fazendo-o adquirir caracteristicas mais préximas de um ruido
branco (a=0,5). Esta diminuicdo pode dever-se a alteracdo da atuacdo dos mecanismos de
regulacdo de perfusdo local. J& para as componentes cardiaca e respiratéria, o valor do
expoente alfa aumentou significativamente (p<0,001 em ambos os casos), fazendo os sinais
adotar caracteristicas mais proximas do ruido browniano. Os expoentes alfa das
componentes miogénica e ambas as endoteliais aumentaram, mas sé de forma significativa
para a endotelial dependente de NO (p=0,004), o que sugere uma alteracdo nesta atividade.

Ja o expoente alfa do componente simpatico diminui de forma nao significativa.

Os expoentes alfa do sinal de LDF ndo processado e de todas as suas componentes
tenderam a retornar aos valores da fase de estabilizacdo. No entanto, verificou-se uma
diferenca significativa para o sinal de LDF (p=0,009), para a componente cardiaca (p=0,035)
e para a componente endotelial independente de NO (p=0,037). Estas diferengas sugerem
uma alteracdo na atividade dos sistemas que regulam as atividades mencionadas na fase de

recuperacao face a de estabilizacao.
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Tabela 32. Média e desvio-padrdo (dp) do expoente alfa do sinal de LDF e das suas componentes nas
trés fases do protocolo de elevacdo passiva da perna. Comparacdao com a fase de estabilizacao
(p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Componente Estabilizacdo | Provocacdo | Recuperagao
Sinal de LDF média 1,04 0,94 0,96
dp 0,18 0,21 0,16
¢} - 0,009* 0,009*
, média 0,96 1,11 0,91
Cardiaca
dp 0,16 0,17 0,13
p - <0,001* 0,035*
e média 1,01 1,12 0,98
Respiratéria
dp 0,10 0,13 0,10
p - <0,001* 0,065
. média 1,45 1,49 1,43
Miogénica
dp 0,10 0,14 0,11
p - 0,127 0,270
s média 1,66 1,61 1,65
Simpatica
dp 0,12 0,14 0,10
p - 0,057 0,556
Endotelial dependente média 1,61 1,70 1,63
de NO dp 0,15 0,17 0,13
p - 0,004* 0,426
Endotelial independente | média 1,60 1,65 1,66
de NO dp 0,15 0,16 0,16
p - 0,072 0,037*
3.2.2.1.1. Comparagao de grupos

Os valores dos expoentes alfa para o sinal de LDF e suas componentes foram
semelhantes entre os dois grupos de individuos nas trés fases do protocolo de oclusdo. A
Unica diferenca estatistica revelada foi para a componente respiratéria durante a fase de
provocacdo, na qual o expoente alfa foi significativamente maior no grupo 1. Tal pode
dever-se a diferente atuacdo dos mecanismos que influenciam a frequéncia e profundidade

respiratoria.
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Tabela 33. Média e desvio-padrao (dp) do expoente alfa do sinal de LDF e suas componentes nas

trés fases do protocolo de elevacao da perna entre os grupos 1 e 2. Comparacao entre os grupos 1 e
2 para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Estabilizagao Provocagao Recuperagao
Expoente alfa
Grupol | Grupo2 | Grupo1l | Grupo 2 | Grupo1 | Grupo 2
média 1,04 1,03 0,98 0,89 0,96 0,97
Sinal de LDF dp 0,20 0,16 0,23 0,17 0,16 0,16
p 0,599 0,111 0,726
] média 0,94 0,98 1,13 1,08 0,91 0,90
Cardiaca dp 0,15 0,17 0,17 0,18 0,13 0,14
p 0,418 0,184 0,589
o média 1,01 1,02 1,18 1,06 0,97 1,00
Respiratoria dp 0,10 0,11 0,11 0,12 0,09 0,11
p 0,442 0,001* 0,308
o média 1,47 1,44 1,51 1,46 1,43 1,43
Miogenica dp 0,11 0,10 0,16 0,13 0,10 0,13
p 0,211 0,426 0,893
o média 1,66 1,66 1,63 1,59 1,66 1,64
Simpatica dp 0,12 0,12 0,15 0,12 0,10 0,11
p 0,925 0,430 0,585
Endotelial média 1,60 1,62 1,74 1,66 1,62 1,64
dependente de NO dp 0,14 0,16 0,18 0,16 0,14 0,12
p 0,862 0,092 0,479
Endotelial média 1,59 1,62 1,67 1,63 1,69 1,62
independente de dp 0,16 0,13 0,14 0,18 0,17 0,15
NO p 0,351 0,509 0,059
3.2.2.1.2. Comparagao de sexos

Os expoentes alfa do sinal de LDF e das suas componentes foram semelhantes entre
sexos nas trés fases do protocolo. A Unica diferenca estatistica verificada foi na fase de
recuperacao para a componente respiratdria, revelando os individuos do sexo masculino um
expoente alfa significativamente menor (p=0,002), o que sugere que os mecanismos de
controlo da funcdo cardiaca pds-provocacdo parecem ser diferentes entre sexos. De um
modo geral a analise de DFA ndo revelou diferencas expressivas no comportamento fractal

do sinal de LDF e suas componentes entre sexos.
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Tabela 34. Média e desvio-padrao (dp) do expoente alfa do sinal de LDF e suas componentes nas
trés fases do protocolo de elevacao da perna entre os grupos 1 e 2. Comparacdo entre os sexos
feminino e masculino para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Expoente alfa Estabilizacdo Provocagao Recuperagao
Feminino | Masculino | Feminino | Masculino | Feminino | Masculino
Sinal de LDF média 1,08 1,00 0,90 0,98 0,98 0,95
dp 0,16 0,19 0,21 0,20 0,15 0,16
p 0,078 0,280 0,596
" média 0,99 0,92 1,09 1,13 0,96 0,86
Cardiaca
dp 0,15 0,16 0,18 0,17 0,14 0,11
p 0,068 0,485 0,002*
e média 1,02 1,00 1,15 1,10 0,98 0,99
Respiratdria
dp 0,11 0,10 0,13 0,13 0,09 0,10
p 0,350 0,111 0,882
L média 1,44 1,46 1,52 1,46 1,43 1,42
Miogénica
dp 0,09 0,12 0,16 0,12 0,11 0,11
p 0,572 0,164 0,702
S média 1,67 1,65 1,60 1,63 1,66 1,63
Simpatica
dp 0,13 0,10 0,15 0,13 0,09 0,12
p 0,248 0,256 0,214
Endotelial média 1,63 1,59 1,71 1,70 1,64 1,61
dependente de NO dp 0,15 0,14 0,18 0,17 0,13 0,13
p 0,232 0,768 0,310
Endotelial média 1,58 1,62 1,66 1,64 1,68 1,64
independente de dp 0,16 0,13 0,17 0,16 0,17 0,16
p 0,493 0,762 0,256

3.2.2.2. Oclusdo supra-sistdlica

Na fase de estabilizacdo, os valores dos expoentes alfa do sinal de LDF bruto e suas
componentes foram semelhantes aos encontrados no protocolo de elevagdo passiva da
perna. O sinal de LDF e as componentes cardiaca e respiratéria apresentaram valores de alfa
préximos de 1,0, refletindo fendmenos do tipo 1/f, enquanto que as restantes componentes
apresentaram valores préximos de 1,5, refletindo fendmenos com um comportamento
browniano. Na fase de oclusdo o expoente alfa do sinal de LDF ndo processado aumentou
significativamente (p=0,014), bem como os das componentes respiratéria (p<0,001),

miogénica (p<0,001), simpatica (p<0,001) e endotelial independente de NO (p<0,001). As
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componentes cardiaca e endotelial dependentes de NO foram as Unicas cujos expoentes
alfa ndo aumentaram de modo significativo. O sinal de LDF registado durante oclusdo é
devido largamente pelo movimento browniano das hemacias aprisionadas, o que pode
explicar o aumento dos expoentes alfa do sinal de LDF e das componentes cardiaca e
respiratdria para valores mais préximos dos do ruido browniano. Na fase de recuperagdo
verificou-se a tendéncia de retorno aos valores da fase de estabilizacdo, nao se tendo
verificado diferencas significativas entre as duas fases sendo para a componente respiratoéria

(p=0,045).

Tabela 35. Média e desvio-padrdo (dp) do expoente alfa do sinal de LDF e das suas componentes nas
trés fases do protocolo de oclusdo supra-sistdlica. Comparacdo com a fase de estabiliza¢do (p<0,05);
* - estatisticamente significativo.

Componente Estabilizacdo | Provocacao | Recuperagao

Sinal LDE média 1,04 1,14 1,03
dp 0,20 0,19 0,21

p - 0,014* 0,530

Cardiaca média 0,98 1,04 0,96
dp 0,16 0,19 0,15

p - 0,055 0,752

Respiratéria média 1,10 1,27 1,05
dp 0,13 0,15 0,10

p - <0,001* 0,045*

Miogénica média 1,48 1,61 1,46
dp 0,12 0,18 0,11

p - <0,001* 0,074

Simpética média 1,67 1,81 1,66
dp 0,13 0,17 0,13

p - <0,001* 0,899

Endotelial dependente | média 1,67 1,74 1,62
de NO dp 0,15 0,23 0,18

p - 0,087 0,112

Endotelial média 1,65 1,79 1,63
independente de NO dp 0,13 0,16 0,16
p - <0,001* 0,312
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3.2.2.2.1. Comparagao de grupos

Os expoentes alfa foram semelhantes entre os dois grupos na fase de estabilizacao.
Todas as componentes se alteraram no mesmo sentido na fase de provocag¢do. Na fase de
provocacdo a Unica diferenca significativa encontrada foi para a componente endotelial
independente de NO, que apresentou um expoente alfa superior no grupo 2 (p=0,007). J&
na fase de recuperacdo nao se encontraram diferencas significativas entre grupos, o que

sugere uma recuperag¢ao dos mecanismos de regulagao.

Tabela 36. Média e desvio-padrdo (dp) do expoente alfa do sinal de LDF e suas componentes nas
trés fases do protocolo de oclusdo supra-sistdlica entre os grupos 1 e 2. Comparacgdo entre os grupos
1 e 2 para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Expoente alfa Estabilizagao Provocacao Recuperacgao
Grupol | Grupo2 | Grupol | Grupo2 | Grupol | Grupo 2
Sinal de LDF média 1,05 1,04 1,17 1,10 1,03 1,03
dp 0,21 0,18 0,22 0,14 0,21 0,22
p 0,930 0,138 0,751
. média 0,98 0,98 1,07 1,01 0,94 0,99
Cardiaca
dp 0,18 0,14 0,19 0,19 0,14 0,16
p 0,962 0,220 0,121
.. média 1,08 1,11 1,28 1,25 1,06 1,05
Respiratoria
dp 0,15 0,12 0,14 0,17 0,09 0,12
p 0,369 0,345 0,720
N média 1,47 1,50 1,63 1,59 1,47 1,45
Miogénica
dp 0,13 0,10 0,17 0,19 0,11 0,11
p 0,641 0,331 0,454
s média 1,67 1,67 1,78 1,85 1,67 1,65
Simpatica
dp 0,11 0,14 0,18 0,16 0,12 0,15
p 0,761 0,126 0,445
Endotelial média 1,65 1,69 1,78 1,69 1,61 1,64
dependente de NO dp 0,14 0,17 0,21 0,25 0,18 0,18
p 0,230 0,169 0,548
Endotelial média 1,66 1,63 1,75 1,85 1,63 1,62
independente de NO dp 0,12 0,15 0,17 0,12 0,15 0,18
p 0,526 0,007* 0,761
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3.2.2.2.2. Comparagao de sexos

Os expoentes alfa do sinal de LDF e das suas componentes apresentaram-se mais
elevados nos individuos do sexo masculino durante a fase de estabilizacdo, a excecdo da
componente endotelial independente de NO. No entanto, estas diferencas ndo foram
estatisticamente significativas. Durante a fase de provocacao, verificaram-se, pelo contrario,
valores de expoente alfa mais elevados nos individuos do sexo feminino, a exce¢do da
componente miogénica, mas igualmente sem significancia estatistica. Na fase de
recuperacao, o sinal de LDF e as componentes cardiaca, respiratéria e endotelial
dependente de NO apresentaram novamente expoentes alfa mais elevados nos individuos
do sexo masculino, enquanto que o oposto foi encontrado para a componente simpatica.

Novamente, estas diferengas ndo foram estatisticamente significativas.

Tabela 37. Média e desvio-padrdo (dp) do expoente alfa do sinal de LDF e suas componentes nas
trés fases do protocolo de oclusdo supra-sistélica entre os grupos 1 e 2. Comparagao entre 0s sexos
feminino e masculino para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Expoente alfa Estabilizagao Provocacao Recuperagao
Feminino | Masculino | Feminino | Masculino | Feminino | Masculino
Sinal de LDF média 1,03 1,06 1,15 1,13 1,02 1,04
dp 0,19 0,20 0,18 0,20 0,23 0,19
p 0,541 0,577 0,856
, média 0,96 1,00 1,05 1,03 0,96 0,97
Cardiaca
dp 0,15 0,16 0,18 0,20 0,16 0,14
p 0,214 0,629 0,648
s média 1,07 1,12 1,27 1,26 1,05 1,06
Respiratoria
dp 0,14 0,12 0,17 0,13 0,11 0,10
P 0,204 0,687 0,444
N média 1,47 1,49 1,61 1,62 1,46 1,46
Miogénica
dp 0,12 0,12 0,19 0,17 0,10 0,12
p 0,638 0,888 0,962
s média 1,64 1,69 1,81 1,80 1,67 1,66
Simpatica
dp 0,13 0,12 0,17 0,18 0,14 0,13
P 0,107 0,909 0,882
Endotelial média 1,64 1,70 1,79 1,68 1,59 1,66
dependente de NO dp 0,16 0,14 0,22 0,23 0,16 0,19
P 0,271 0,077 0,121
Endotelial média 1,65 1,65 1,80 1,79 1,63 1,63
independente de NO dp 0,12 0,14 0,15 0,17 0,17 0,15
p 0,893 0,995 0,712
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3.2.2.3.

Respiracao de oxigénio

Os expoentes do sinal de LDF ndo processado e dos sinais das componentes cardiaca
e respiratéria sdo muito proximos de 1,0, o que significa que apresentam um
comportamento do tipo 1/f. J& os sinais miogénico, simpatico e endoteliais apresentam
expoentes préoximos de 1,5, traduzindo processos fisioldgicos com caracteristicas proximas
das do ruido Browniano. O expoente alfa do sinal de LDF diminui significativamente entre as
fases de estabilizacdo e provocagdao (p<0,001). A Unica componente cujo expoente alfa

também diminuiu significativamente foi a cardiaca (p<0,039). Ndao foram encontradas

diferencas significativas nas restantes componentes.

Tabela 38. Média e desvio-padrdao (dp) dos expoentes alfa do sinal de LDF e das respetivas
componentes nas trés fases do protocolo de respiragdo de oxigénio a 100%. Comparagao estatistica

com a fase de estabiliza¢do (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Componente Estabilizagdo | Provocacao | Recuperagdo
média 1,02 0,95 1,09
Sinal LDF dp 0,19 0,19 0,17
o] - <0,001* 0,098
média 0,96 0,90 0,98
Cardiaca dp 0,22 0,13 0,18
p - 0,039* 0,224
média 1,09 1,08 1,07
Respiratdria dp 0,09 0,14 0,11
p - 0,273 0,339
média 1,42 1,45 1,44
Miogeénica dp 0,14 0,08 0,13
p - 0,982 0,484
média 1,68 1,63 1,70
Simpatica dp 0,12 0,13 0,12
p - 0,407 0,262
Endotelial média 1,62 1,57 1,62
dependente de NO dp 014 916 0,16
P - 0,340 0,347
Endotelial média 1,63 1,56 1,62
independente de NO dp 0.19 916 0.16
p - 0,367 0,477
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3.2.2.3.1. Comparagao de grupos

Os expoentes alfa apresentaram valores semelhantes entre os dois grupos nas trés
fases do protocolo. Em ambos os grupos os expoentes sofreram altera¢des ndo significativas
entre fases, pelo que, nestas condig¢des, os dois grupos ndo puderam ser distinguidos com

base nas propriedades fractais dos sinais de LDF.

Tabela 39. Média * desvio-padrao do expoente alfa do sinal de LDF e respetivas componentes nas
trés fases do protocolo de respiracdo de oxigénio a 100% para os grupos 1 e 2. Comparac¢ao entre os
grupos 1 e 2 para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Expoente alfa Estabilizagao Provocagao Recuperagao
Grupol | Grupo2 | Grupol | Grupo2 | Grupol | Grupo 2

média | 1,02 1,02 0,91 0,95 1,04 1,09

Sinal de LDF dp 0,14 0,19 0,15 0,19 0,15 0,17
p 0,485 0,184 0,281

média | 0,93 0,96 0,87 0,90 0,94 0,98

Cardiaca dp 0,15 0,22 0,15 0,13 0,14 0,18
p 0,632 0,306 0,104

média | 1,09 1,09 1,06 1,08 1,08 1,07

Respiratéria dp 0,10 0,09 0,12 0,14 0,10 0,11
p 0,809 0,574 0,589

média | 1,45 1,42 1,43 1,45 1,46 1,44

Miogénica dp 0,09 0,14 0,13 0,08 0,10 0,13
p 0,162 0,426 0,272

média | 1,65 1,68 1,65 1,63 1,68 1,70

Simpatica dp 0,14 0,12 0,15 0,13 0,12 0,12
p 0,322 0,375 0,387

Endotelial média | 1,62 1,62 1,64 1,57 1,65 1,62

dependente de NO dp 0,14 0,14 0,13 0,16 0,16 0,16
p 0,868 0,082 0,387

Endotelial média | 1,58 1,63 1,58 1,56 1,62 1,62

independente de NO dp 0,16 0,19 0,15 0,16 0,14 0,16
p 0,110 0,687 0,719
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3.2.2.3.2.

Comparagao de sexos

Os expoentes alfa apresentaram valores semelhantes entre os dois sexos na fase de

estabilizacdo. Durante a fase de provocagdo as componentes cardiaca e endotelial

independente de NO apresentaram valores significativamente mais baixos nos individuos do

sexo masculino (p cardiaca = 0,050; p endotelial independente de NO = 0,041), sugerindo

diferencas na atividade destes mecanismos entre sexos. Durante a fase de recuperacdo nao

foram novamente encontradas diferengas entre sexos, sugerindo um retorno semelhante a

atividade basal em ambos os sexos.

Tabela 40. Média * desvio-padrdo do expoente alfa do sinal de LDF e respetivas componentes nas
trés fases do protocolo de respiracdo de oxigénio a 100% para os sexos feminino e masculino.
Comparacdo entre os sexos para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Expoente alfa Estabilizagdo Provocacao Recuperagao
Feminino | Masculino | Feminino | Masculino | Feminino | Masculino

média 1,00 1,04 0,96 0,90 1,04 1,09

Sinal LDF dp 0,18 0,15 0,19 0,14 0,17 0,14
o] 0,417 0,125 0,286

média 0,90 0,98 0,92 0,85 0,93 0,99

Cardiaca dp 0,20 0,16 0,13 0,15 0,17 0,13
o] 0,082 0,050%* 0,245

média 1,08 1,10 1,07 1,07 1,06 1,09

Respiratoria dp 0,09 0,10 0,12 0,13 0,10 0,11
o] 0,421 0,962 0,559

média 1,45 1,42 1,45 1,42 1,45 1,45

Miogénica dp 0,11 0,12 0,10 0,12 0,13 0,10
p 0,429 0,245 0,972

média 1,66 1,67 1,66 1,62 1,66 1,72

Simpatica dp 0,14 0,12 0,11 0,16 0,14 0,10
p 0,783 0,308 0,141

Endotelial média 1,64 1,60 1,61 1,60 1,60 1,67

dependente de NO dp 0,13 0,14 0,14 0,16 0,18 0,13
p 0,304 0,863 0,161

Endotelial média 1,60 1,60 1,62 1,53 1,61 1,62

independente de NO dp 0,17 0,17 0,13 0,17 0,17 0,13
p 0,842 0,041* 0,896
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A DFA permitiu encontrar diferentes comportamentos fractais nos sinais de LDF e
suas componentes, independente do teste dindmico durante o qual foram registados. As
componentes cardiaca e respiratéria apresentaram um comportamento 1/f, enquanto que a
miogénica, a simpatica e as endoteliais apresentaram um comportamento préximo do
browniano. Mostrou, sobretudo, que o comportamento fractal dos sinais se altera em
diferentes sentidos em diferentes testes aplicados, a semelhanca de outros estudos ja

publicados!*% 7%,

- durante a elevacdo passiva da perna, o expoente alfa do sinal de LDF e da sua componente
simpatica sofre uma diminuicdo, enquanto que o das restantes componentes sofre um

aumento;

- durante a oclusdo supra-sistdlica, o expoente alfa do sinal de LDF e de todas as suas
componentes sofre um aumento. Mostrou, ainda, que individuos mais velhos apresentam
expoentes alfa da componente endotelial independente de NO menores que os de

individuos jovens;

- durante a respiracdo de oxigénio o expoente alfa do sinal de LDF e das componentes

cardiaca e endoteliais sofreu uma diminuicdo, enquanto as restantes sofreu um aumento.
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3.2.3. Andlise de entropia a multiescala (MSE)

3.2.3.1. Elevacao passiva da perna

A tabela 41 mostra os valores do IC do sinal de LDF nao processado e de cada uma
das suas componentes. O sinal ndo processado apresentou um valor de IC superior aos
valores das suas componentes. A componente que apresentou maior IC é a cardiaca,
diminuindo os valores a medida que se consideram componentes de frequéncia
progressivamente menor. Constata-se, portanto, que a complexidade das componentes
depende da frequéncia da mesma. Durante a fase de provocacao o IC do sinal bruto sofreu
um aumento significativo (p<0,001). J4 o IC de todas as componentes sofreu uma
diminuicdo, sendo significativa para as componentes cardiaca (p<0,001), respiratdria
(p<0,001), simpdtica (p<0,001) e endotelial dependente de NO (p<0,001). Estes resultados
sugerem que a entropia do sinal bruto e das componentes ndo é exclusivamente

dependente do racio da amplitude de cada componente.

O IC do sinal bruto sofreu um aumento da fase de provocacao para a fase de
recuperacdao, mas permaneceu significativamente inferior que o da fase de estabilizacdo
(p<0,001). J4 o IC de todas as componentes sofreu um aumento da fase de provocacdo para
a fase de recuperacdo, mas permaneceu significativamente inferior ao valor de estabilizacdo
(p cardiaca<0,001, p respiratdria<0,001, p miogénica<0,001, p simpdtica=0,002, p endotelial
dependente de NO<0,001, p endotelial independente de NO<0,001).
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Tabela 41. Média e desvio-padrdo (dp) do indice de complexidade do sinal de LDF e das suas
componentes nas trés fases do protocolo de elevacdo da perna. Comparacdo com a fase de
estabilizacdo (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Componente Estabilizacdao Provocagao Recuperagao
Sinal de LDF média 39,17 47,58 22,08
dp 11,38 12,13 10,99
p - <0,001* <0,001*
. média 35,74 21,60 27,74
Cardiaca
dp 8,89 9,18 8,00
p - <0,001* <0,001*
. média 16,38 11,22 12,53
Respiratoria
dp 3,52 4,47 3,55
p - <0,001* <0,001*
L média 6,86 5,09 6,37
Miogénica
dp 1,79 2,83 2,05
p - 0,181 <0,001*
s média 4,65 3,46 3,71
Simpatica
dp 1,95 2,04 1,67
p - <0,001* 0,002*
Endotelial média 5,83 3,85 4,05
dependente de NO dp 3,02 2,64 1,95
p - 0,001* <0,001*
Endotelial média 5,59 4,79 3,63
independente de NO dp 3,14 2,60 2,35
p - 0,086 <0,001*
3.2.3.1.1. Comparagao de grupos

Na fase de estabilizacdo, o sinal de LDF apresentou um valor de IC significativamente
mais baixo no grupo 2 (p=0,050). Durante a provocac¢ao, o grupo 2 apresentou valores de IC
mais baixos para o sinal de LDF em bruto (p=0,011), mas valores de IC superiores para as
componentes respiratéria (p=0,013), miogénica (p=0,001), simpdatica (p<0,001) e endotelial
dependente de NO (p=0,050). Na fase de recuperacdo, verificaram-se valores de IC
superiores no grupo 2 para o sinal de LDF ndo processado (p=0,009) e para as componentes
miogénica (p=0,019), endotelial dependente de NO (p=0,024) e independente de NO
(p=0,02). Estes resultados suportam outros previamente publicados para outros sinais
bioldgicos, no sentido em que sugerem que a entropia dos mesmos diminui com o avango
da idade™®. No entanto, estes resultados mostram também que os individuos mais velhos

apresentam valores de entropia mais elevados durante a fase de provocacao.
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Tabela 42. Média e desvio-padrdo (dp) do indice de complexidade do sinal de LDF e suas
componentes nas trés fases do protocolo de elevacdo da perna entre os grupos 1 e 2. Comparacgao
entre os grupos 1 e 2 para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

indice de complexidade Estabilizacdao Provocagao Recuperagao
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
Sinal de LDF média 42,0 35,8 51,2 43,2 18,7 26,1
dp 11,0 11,1 12,7 9,9 10,7 10,1
p 0,050* 0,011* 0,009*
Cardiaca média 37,3 33,8 20,7 22,7 26,2 29,6
dp 8,1 9,5 10,1 8,0 8,5 7,0
p 0,078 0,212 0,083
s média 16,7 16,0 10,0 12,7 12,4 12,7
Respiratdria
dp 3,5 3,6 4,5 4,1 4,0 3,0
p 0,161 0,013* 0,454
L média 6,8 6,9 4,1 6,3 5,8 7,0
Miogénica
dp 1,9 1,7 2,7 2,6 1,9 2,1
p 0,647 0,001* 0,019*
s média 4,6 4,7 2,7 4,4 3,5 4,0
Simpatica
dp 1,9 2,0 1,8 1,9 1,8 1,5
p 0,716 <0,001* 0,081
Endotelial média 6,1 5,5 3,4 4,5 3,6 4,6
dependente de NO dp 3,2 2,8 2,6 2,6 1,8 2,0
p 0,500 0,050* 0,024*
Endotelial média 6,0 5,1 4,4 5,2 3,0 4,4
independente de NO dp 3,3 2,3 2,0 31 2,5 2,5
p 0,142 0,466 0,002*
3.2.3.1.2. Comparagao de sexos

Os IC calculados para o sinal bruto e para cada componente estdo apresentados na
tabela 43. Durante a fase de estabilizacdo verificou-se que o IC do sinal ndo processado, das
componentes cardiaca e ambas as endoteliais foi mais elevado no sexo feminino. O IC das
componentes respiratdria, miogénica e simpatica foi mais elevado no sexo masculino. No
entanto, nenhuma destas diferencas foi estatisticamente significativa. Durante a fase de
provocacdo, o sexo feminino apresentou valores de IC do sinal ndo processado e das
componentes simpatica e endotelial independente de NO mais elevados, apresentando o
sexo masculino valores mais elevados para as restantes componentes. Nesta fase verificou-

se uma diferenga significativa — o IC da componente miogénica foi significativamente maior
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no sexo masculino (p=0.037). Na fase de recuperagcdao ndo foi encontrada nenhuma

diferenca significativa entre sexos. Estes resultados sugerem que a entropia do sinal da

componente miogénica é diferente entre sexos e, dependendo esta irregularidade dos

processos bioldgicos, é legitimo assumir que a prépria atividade miogénica apresente

diferentes propriedades nos dois sexos.

Tabela 43. Média e desvio-padrdo (dp) do indice de complexidade do sinal de LDF e suas
componentes nas trés fases do protocolo de elevagdo da perna entre os grupos 1 e 2. Comparagao
entre os grupos 1 e 2 para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

indice de complexidade Estabilizagdo Provocacao Recuperagdo
Feminino | Masculino | Feminino | Masculino | Feminino | Masculino
. média 40,51 37,82 49,85 45,31 22,23 21,93
Sinal de LDF
dp 12,76 9,83 12,18 11,85 12,03 10,04
p 0,292 0,133 0,957
. média 36,25 35,23 21,41 21,80 26,31 29,17
Cardiaca
dp 7,87 9,91 9,58 8,90 8,24 7,60
p 0,830 0,893 0,155
s média 16,31 16,45 10,72 11,71 12,18 12,88
Respiratoria
dp 4,13 2,85 4,55 4,39 3,89 3,19
p 0,963 0,398 0,235
L média 6,83 6,89 4,46 5,71 6,19 6,55
Miogénica
dp 1,75 1,86 2,99 2,56 2,20 1,92
p 0,856 0,037* 0,460
S média 4,23 5,07 3,47 3,45 3,68 3,74
Simpatica
dp 1,83 2,00 2,09 2,02 1,69 1,68
p 0,052 1,000 0,968
Endotelial média 5,95 5,70 3,79 3,90 4,40 3,69
dependente de NO dp 3,23 2,84 2,61 2,71 2,06 1,78
p 0,788 0,904 0,140
Endotelial média 6,02 5,17 5,05 4,52 4,24 3,03
independente de NO dp 3,80 2,29 2,78 2,42 3,24 1,37
p 0,788 0,515 0,417
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3.2.3.2. Oclusdo supra-sistdlica

Quanto a magnitude, os valores de IC encontrados ordenam-se da seguinte forma:
cardiaco > ndo processado > respiratoria > miogénica > simpatica > endotelial independente
de NO > endotelial dependente de NO. O valor de IC quer do sinal ndo processado, quer das
componentes sofreu uma redu¢dao muito significativa (p<0,001 para todos os casos) da fase
de estabilizacdo para a fase de provocacdo. Esta diminuicdo deve-se provavelmente a
reducdo da irregularidade do sinal de LDF durante a provocacao. De facto, nesta fase, o sinal
de LDF ndo reflete o normal fluxo sanguineo, mas sim o movimento browniano das
hemacias. Os IC dos sinais ndo processado e componentes aumentaram durante a
recuperacao, mas ndo foram significativamente diferentes dos valores de estabilizacdo, com
a exce¢do da componente endotelial independente de NO, cujo IC foi significativamente
mais elevado (p=0,002), traduzindo uma maior irregularidade deste processo.

Tabela 44. Média e desvio-padrdo (dp) do indice de complexidade do sinal de LDF e das suas

componentes nas trés fases do protocolo de oclusdo supra-sistélica. Comparacdo com a fase de
estabilizacdo (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

indice de complexidade Estabilizagdao Provocacao Recuperagao
Sinal LDF média 33,81 12,82 33,49
dp 11,17 15,67 13,30
p - <0,001* 0,939
. média 35,88 11,38 35,45
Cardiaca
dp 7,73 9,76 7,71
p - <0,001* 0,512
e média 13,95 3,60 13,87
Respiratdria
dp 2,83 3,02 3,15
p - <0,001* 0,792
L, média 6,92 1,40 7,17
Miogénica
dp 1,99 1,47 1,91
p - <0,001* 0,356
L média 4,24 2,09 4,01
Simpatica
dp 1,58 0,71 1,89
p - <0,001* 0,247
Endotelial média 4,09 3,09 4,96
dependente de NO dp 2,15 2,13 2,95
p - 0,019* 0,088
Endotelial média 4,23 2,64 5,16
independente de NO dp 2,13 1,00 2,99
p - <0,001* 0,002*
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3.2.3.2.1. Comparagao de grupos

Na fase de estabilizacdo, os IC do sinal de LDF e suas componentes revelaram-se
consistentemente mais elevados no grupo 2, a exce¢do da endotelial dependente de NO. No
entanto, nenhuma destas diferencas foi significativa. Estes resultados revelam maiores
niveis de complexidade nos individuos mais velhos e, como tal, opdem-se aos apresentados
no protocolo de elevagao passiva da perna, onde se encontraram IC menores no grupo 2. As
discrepancias nestas diferengas entre grupos na fase de estabilizacdo podem dever-se ao
efeito da postura, apresentado o grupo 2 maiores niveis de entropia na posicao de sentado
e menores em supinacdo. Na fase de provocacdo, ndo foram encontradas diferencas ente
grupos, sugerindo que a complexidade dos sinais é semelhante durante o periodo de
oclusdo. Finalmente, na fase de recuperacdo, ndo se encontraram mais uma vez diferencas
entre grupos, o que reforga a no¢do de ter existido uma idéntica recuperagdo funcional nos

dois grupos.

Tabela 45. Média e desvio-padrdo (dp) do indice de complexidade do sinal de LDF e suas
componentes nas trés fases do protocolo de oclusdo supra-sistélica entre os grupos 1 e 2.
Comparacdo entre os grupos 1 e 2 para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

indice de complexidade Estabilizagao Provocacao Recuperacao
Grupol | Grupo2 | Grupol | Grupo2 | Grupol | Grupo2

sinal de LDF média 33,7 33,9 14,4 11,0 33,7 33,3
dp 10,8 11,8 15,6 15,8 14,3 12,2

p 0,925 0,198 0,782
Cardiaca média 35,5 36,4 12,2 10,4 36,7 34,0
dp 7,6 8,0 9,0 10,6 7,4 7,9

p 0,623 0,263 0,066
Respiratéria média 13,7 14,2 3,7 3,5 14,0 13,8
dp 3,3 2,2 2,5 3,6 3,1 3,2

p 0,458 0,370 0,919
Miogénica média 6,8 7,0 1,2 1,7 6,8 7,6
dp 1,9 2,1 0,8 2,0 1,9 1,9

p 0,721 0,941 0,182
Simpatica média 4,2 4,3 2,1 2,1 4,0 4,0
dp 1,6 1,5 0,7 0,7 1,9 1,9

p 0,808 0,898 0,746
Endotelial média 4,1 4,1 2,7 3,6 5,4 4,5
dependente de NO dpp 1,9 0,526 2,5 2,0 0,180 2,3 3,0 0,131 2,
Endotelial média 3,4 4,2 2,7 2,7 5,1 5,4
independente de NO dpp L7 0,149 2,2 0.9 0,777 10 2.8 0,772 3.0
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3.2.3.2.2.

Comparagao de sexos

Os IC calculados para o sinal bruto e para cada componente estdo apresentados na

tabela 46. Durante a fase de estabilizagdo ndo foram encontradas diferencas significativas

nos valores de IC entre sexos. Durante a fase de provocacdo, e apesar de diminuicdo sofrida

face a fase de estabiliza¢dao, ndo foram encontradas diferencgas significativas nos valores de

IC entre sexos. Durante a fase de recuperacdao os valores de IC de ambos os sexos

aumentaram novamente, mas mais uma vez voltaram a ndo se encontrar diferencas

significativas entre sexos. Estes resultados sugerem que a manobra de oclusdo altera de

forma semelhante nos dois sexos a regularidade do sinal de LDF e das suas componentes.

Tabela 46. Média e desvio-padrdo (dp) do indice de complexidade do sinal de LDF e suas
componentes nas trés fases do protocolo de oclusdo supra-sistélica entre os grupos 1 e 2.

Comparacdo entre os grupos 1 e 2 para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

indice de complexidade Estabilizagdo Provocacao Recuperagdo
Feminino | Masculino | Feminino | Masculino | Feminino | Masculino
Sinal de LDE média 33,3 34,3 16,3 9,4 32,0 34,9
dp 11,1 11,4 17,4 13,1 14,3 12,3
p 0,835 0,068 0,398
, média 35,3 36,5 12,6 10,1 34,3 36,6
Cardiaca
dp 7,7 7,9 10,7 8,7 7,9 7,4
p 0,629 0,386 0,169
e média 14,0 13,9 4,3 2,9 14,0 13,7
Respiratodria
dp 3,1 2,6 3,4 2,4 3,2 3,2
p 0,883 0,106 0,941
., média 7,1 6,7 1,3 1,5 7,6 6,8
Miogénica
dp 2,0 2,0 1,4 1,6 2,1 1,6
p 0,379 0,757 0,093
L. média 4,4 4,0 2,0 2,2 4,1 3,9
Simpatica
dp 1,8 1,4 0,6 0,8 2,0 1,8
p 0,550 0,240 0,428
Endotelial média 4,5 3,7 2,8 3,3 5,4 4,5
dependente de NO dp 2,5 1,6 2,2 2,1 3,2 2,7
p 0,358 0,354 0,155
Endotelial média 3,6 3,9 2,5 2,9 5,8 4,7
independente de NO dp 1,9 2,0 0,7 11 3,2 2,5
p 0,493 0,116 0,184
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3.2.3.3. Respiracdo de oxigénio

Os valores de IC do sinal de LDF e das suas componentes estdo apresentados na
tabela 47. Os valores do sinal ndo processado foram maiores que os das suas componentes,
sendo que, de um modo geral, quanto menor a frequéncia da componente menor o seu IC.
Quanto a magnitude, os valores de IC encontrados ordenam-se da seguinte forma: nao
processado > cardiaca > respiratéria > miogénica > simpatica > endotelial independente de
NO > endotelial dependente de NO. Durante a fase de provocagao verificou-se a diminui¢ao
significativa do IC do sinal ndo processado (p<0,001). A andlise de entropia permitiu
encontrar diminuicdes nos niveis de entropia das componentes cardiaca (p=0,003),
respiratoria (p=0,0018) e ambas as endoteliais (p=0,001 para a dependente de NO e p=0,006
para a independente de NO) entre as fases de estabilizacdo e recuperagdo. Tal sugere que,
apesar das condicdes iniciais terem sido repostas em termos de valor de fluxo sanguineo e
da contribuicdo relativa de cada componente, a irregularidade destas componentes sofreu

uma alteragao na fase de recuperacgao.

Tabela 47. Média e desvio-padrdo (dp) dos indices de complexidade das componentes do sinal de
LDF nas trés fases do protocolo de respiragdo de oxigénio a 100%. Comparagdo estatistica com a fase
de estabilizagdo (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

indice de complexidade Estabilizacdo Provocacao Recuperacdo
. média 45,7 34,5 41,1
Sinal de LDF dp 51,6 34,8 44’0
p - <0,001* 0,077
média 35,4 34,8 31,8
Cardiaca dp 7,0 8,0 8,0
p - 0,674 0,003*
média 13,9 13,9 12,4
Respiratoria dp 31 40 34
p - 0,973 0,018*
L média 7,3 7,4 6,8
Miogénica dp 2,3 2,3 1,9
p - 0,819 0,080
média 4,5 4,9 3,8
Simpa’tlca dp 2,3 2,3 1,2
p - 0,124 0,102
Endotelial média 5,0 5,3 4,1
dependente de NO dpp 2:7 01253 01(2)'100*
Endotelial média 5,5 5,8 4,2
independente de NO dpp 3:3 0,35,§8 0,(23636*
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3.2.3.3.1. Comparagao de grupos

Os valores de IC do sinal de LDF e das suas componentes estdo representados na
tabela 48. Ao contrario do que foi verificado no protocolo de elevagao passiva da perna, mas
a semelhanca do que foi verificado no protocolo de oclusdo supra-sistélica, também neste
protocolo se verificaram valores de IC do sinal de LDF superiores no grupo 2 durante a fase
de estabilizacdo. Tal sugere que os valores de IC do sinal de LDF apresentam uma
dependéncia em relagdo a postura. Ainda durante a estabilizagdo também os valores de IC
das componentes respiratdria e miogénica se apresentaram mais elevados no grupo 2. Estas
diferengcas nao foram, no entanto, estatisticamente significativas. Durante a fase de
provocacao, o grupo 2 revelou valores de IC superiores aos do grupo 1 para o sinal de LDF e
para todas as componentes, a excecao da respiratéria, mas também sem se verificarem
diferengas estatisticamente significativas. Durante a fase de recuperacdo voltaram a
encontrar-se valores mais elevados de IC do sinal de LDF e da componente respiratdria no
grupo 2. A auséncia de significancia estatistica podera dever-se ao facto de os individuos dos
dois grupos ndo apresentarem uma diferenca de idades suficientemente grande entre si.
Tabela 48. Média + desvio-padrdo do indice de complexidade do sinal de LDF e respetivas

componentes nas trés fases do protocolo de respiracdo de oxigénio a 100% para os grupos 1 e 2.
Comparacdo entre os grupos 1 e 2 para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

indice de complexidade Estabilizagdo Provocagao Recuperagdo
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
. média 40,7 52,0 28,0 42,7 39,6 43,0
Sinal de LDF dp 45,3 58,8 27,6 41,3 483 38,7
p 0,287 0,089 0,251
i média 36,9 33,5 34,5 35,1 32,3 31,0
Cardiaca dp 6,2 7,5 9,1 6,7 9,0 6,6
p 0,062 0,825 0,268
o média 13,9 14,0 14,1 13,6 12,1 12,8
Respiratoria dp 3,3 3,0 3,7 4,4 3,7 3,1
p 0,653 0,787 0,502
o média 7,2 7,5 7,3 7,4 6,6 7,0
Miogenica dp 2,2 2,5 2,6 1,9 1,9 1,8
p 0,978 0,852 0,380
o média 4,8 4,1 4,6 53 3,8 3,7
Simpatica dp 2,6 1,9 2,2 2,3 1,3 1,1
p 0,218 0,242 0,825
Endotelial média 5,3 4,6 4,8 5,9 4,2 3,8
dp 2,9 2,5 2,1 3,5 2,1 2,0
dependente de NO b 0,395 0278 0,443
Endotelial média 5,8 5,0 5,3 6,5 4,3 4,1
. dp 3,2 3,5 3,1 3,9 2,4 2,1
independente de NO p 0,206 0,278 0,841
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3.2.3.3.2. Comparagao de sexos

A tabela 49 apresenta os valores de IC registados em ambos os sexos no protocolo
de respiracdo de oxigénio a 100%. O sexo feminino apresentou valores de IC superiores para
o sinal de LDF e para todas as suas componentes a excecao da miogénica durante a fase de
estabilizacdo, mas sem significancia estatistica. Durante a fase de provocagao, pelo
contrdrio, todos os valores de IC registados foram superiores no sexo masculino, apesar de
nao se terem verificado diferengas estatisticamente significativas. Finalmente, durante a
recuperacao os valores de IC do sinal de LDF e das componentes cardiaca, respiratéria e
miogénica foram superiores no sexo masculino, enquanto que os valores das componentes
simpatica e endoteliais foram superiores no sexo feminino. Mais uma vez, estas diferencgas
ndo se revelaram estatisticamente significativas. Estes resultados sugerem que a manobra
de respiragdo de oxigénio a 100% provoca alteragdes semelhantes na complexidade do sinal

de LDF e das suas componentes em ambos 0s sexos.

Tabela 49. Média + desvio-padrio do Indice de complexidade do sinal de LDF e respetivas
componentes nas trés fases do protocolo de respiragdo de oxigénio a 100% para os sexos feminino e
masculino. Comparagdo entre os sexos para cada fase (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

indice de complexidade Estabilizagdo Provocagao Recuperacgdo
Feminino | Masculino | Feminino | Masculino | Feminino | Masculino
média 34,7 32,6 37,4 38,7 28,3 30,5
Sinal LDF dp 13,8 9,7 14,3 11,3 11,6 10,5
p 0,700 0,670 0,417
i média 35,7 35,1 33,4 36,2 29,5 33,9
Cardiaca dp 6,8 7,2 7,3 8,6 8,9 6,3
p 0,695 0,173 0,054
L média 14,3 13,5 13,5 14,3 11,9 12,9
Respiratoria dp 3,4 2,8 4,0 4,1 3,9 2,9
p 0,187 0,509 0,293
o média 7.3 7,4 6,9 7,8 6,7 6,9
Miogenica dp 2,7 2,0 2,3 2,3 1,9 1,9
p 0,757 0,087 0,685
o média 4,8 4,1 4,6 5,2 4,1 3,5
Simpatica dp 2,8 1,8 2,1 2,4 1,3 1,0
p 0,361 0,336 0,082
Endotelial média 5,3 4,7 5,1 5,5 4,4 3,8
dependente de NO dpp 3.3 0,918 21 28 0,568 22 2.0 0,268 20
Endotelial média 6,0 5,0 5,3 6,3 4,3 4,1
independente de NO dpp 3.9 0,479 25 34 0,260 3 2.2 0,655 23
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A MSE mostrou que os sinais de LDF e os das suas componentes apresentam
diferentes valores de complexidade. De um modo geral, nas fases de estabilizacdo, a
complexidade do sinal de LDF foi inferior a complexidade das componentes cardiaca e
respiratoria, mas superior a complexidade das componentes de atividade local. Mostrou
também que os valores de complexidade se alteram durante a aplicagdo das manobras

dindmicas:

- durante a elevagao passiva da perna, a complexidade do sinal de LDF sofre um

aumento, enquanto que o de todas as suas componentes sofre uma diminuicao;

- durante a oclusdo supra-sistélica, a complexidade do sinal de LDF, bem como de

todas as suas componentes, sofre uma diminuicdo;

- durante a respiracdo de oxigénio, a complexidade do sinal de LDF e da sua
componente cardiaca sofreu uma diminuicdo, a da componente respiratdria permaneceu

inalterada, enquanto que a das componentes de atuacdo local sofreu um aumento;

A ordem de magnitude de IC parece depender da posicdo anatémica em que sao
feitos os registos do sinal de LDF. Na posicao sentada, em que foram feitos os protocolos de
oclusdo supra-sistdlica e de respiracao de oxigénio o maior valor de IC foi encontrado para o
sinal ndo processado, seguido imediatamente da componente cardiaca. O valor mais baixo
foi registado para a componente endotelial dependente de NO. Em supinagao, o maior valor
de IC foi encontrado para a componente cardiaca, seguido pelo sinal ndo processado. O

valor mais baixo foi encontrado para a componente endotelial independente de NO.

3.3. Terceiro objetivo: desenvolver um modelo animal que permita testar

os instrumentos até aqui desenvolvidos, olhando mais
aprofundadamente, se possivel, para os fendmenos em causa

Como mencionado atrds, existem varios estudos da microcirculacdo periférica por
LDF, no membro inferior do humano, em individuos saudaveis e com patologias que se

manifestem ao nivel microvascular. J4 no que diz respeito a modelos animais, tdo Uteis para
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a realizagao de estudos impraticaveis em humanos, a informacgdo disponivel na literatura é
escassa. Tanto quanto é do nosso conhecimento, existem poucas publicacdes relativas a
monitorizagdao da mocrocirculagdao periférica de animais por LDF, mas nenhuma que tenha
feito uso da respiragao de oxigénio como manobra dinamica, sobretudo em modelos de
isquémia do membro posterior. Estes estudos tém, portanto, um cardter inovador no que

respeita a metodologia de avaliagdo da microcirculagdo.

3.3.1. Grupo controlo

Os sinais de LDF registados nos murganhos apresentaram uma amplitude bastante
superior a dos sinais registados no humano, o que se deve provavelmente ao facto de a
sonda de LDF estar em contacto com vasos sanguineos de maior calibre (ramos das artéria e

veia tarsais mediais) que, como tal, contribuem com um maior desvio de Doppler.

A resposta vascular do murganho anestesiado a respiracao de oxigénio a 100% nado
foi idéntica nos dois membros. No membro direito o fluxo sanguineo diminuiu nao
significativamente, enquanto que no membro esquerdo aumentou, mas também de forma
ndo significativa. Estes dados sugerem, a partida, que as respostas microvasculares do
murganho anestesiado a respiracdo de oxigénio sdo heterogéneas entre membros. Quando
se procedeu a analise da resposta de cada membro em cada murganho e de cada membro
de um mesmo murganho a respiracdo de oxigénio, verificaram-se diversos perfis de
resposta, que parecem estar na base das respostas heterogéneas encontradas quando se
analisavam os membros em conjunto. Face a estes resultados, é legitimo colocar-se a
hipotese desta resposta heterogénea a hiperdxia estar também presente no humano. No
entanto, ndo existe na literatura nenhuma referéncia que suporte esta hipdtese, no

murganho ou no humano.

139



Tabela 50. Média = desvio-padrdo do fluxo sanguineo medido por LDF nos dois membros dos
murganhos (N=16) nas trés fases do protocolo de respiracdo de oxigénio a 100%. Comparacdo
estatistica com a fase de estabilizacdo e entre membros, para cada fase (p<0,005, NA — ndo

aplicavel).

Fluxo sanguineo Estabilizacdo | Provocacao | Recuperagao % var 1-2
média 139,8 135,6 163,8 -52
Membro direito dp 33,6 52,4 63,2 17,8
p NA 0,408 0,004* NA
média 154,0 155,7 170,8 -0,1
Membro esquerdo dp 48,2 61,1 66,1 17,4
p NA 1,000 0,044* NA

Procedeu-se a classificacdo das respostas vasculares em fun¢do dos registos de LDF e
em funcdo dos animais. Com base na sua alteracdo em funcdo da provocacdo com oxigénio,
as respostas foram classificadas como “diminuicdo de perfusdo/vasoconstricio” e como
“aumento de perfusdo/vasodilatacdo”. Em funcdo da forma como cada membro de um
mesmo animal responde a provocacao as respostas, foram classificadas como “reducao
bilateral de perfusdo/vasoconstricdo bilateral”, “aumento bilateral de
perfusdo/vasodilatacdo” e “resposta mista” (aumento de perfusdo/vasodilatacdo num

membro e diminuicdo de perfusdo/vasoconstricdo no membro contralateral).

A tabela 51 apresenta o numero de registos de LDF obtidos em cada esquema de
classificacdo. Como observado, foram registados mais casos de reducdo de perfusdo no
membro direito que no membro esquerdo (34 % vs 28 %). J4 quanto a resposta de cada
animal, a resposta dominante (50 %) foi a mista, seguida da reducdo bilateral de perfusao
(~38 %) e finalmente pelo aumento bilateral de perfusdo (~13 %). Estes resultados revelam
uma heterogeneidade de respostas, que poderd ser explicada por eventuais diferencas na
arquitetura macrovascular dos dois membros posteriores, ou pela variabilidade na
arquitetura microvascular cutanea entre as regides consideradas. Poderia ainda presumir-se
que esta diferenca de respostas pudesse relacionar-se com o grau de utilizacdo de um
membro dominante sobre o outro, para efeitos de locomoc¢do, ou mesmo de destreza.
Sabe-se que a locomoc¢do e o proprio exercicio fisico leva a alteracbes morfologicas

diferenciais nos membros superiores e inferiores e mesmo entre os dois lado do corpo, no
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humano, que é um organismo que apresenta dominancia motora ipsilateraI(ZGG). As
alteracdes vasculares podem, portanto, resultar da dominancia motora. No entanto, ndo ha
dados publicados que suportem a existéncia de dominancia ipsilateral e de consequentes

diferencas a longo-termo na arquitetura vascular, quer no humano quer no murganho.

Pelo facto de se terem encontrado diferentes tipos de resposta, e com o intuito de
se procurar esclarecer os mecanismos responsaveis pelos mesmos, organizaram-se os dados
recolhidos em dois grupos — um grupo contendo todos os registos onde ocorreu diminuigdo

de perfusdao e um grupo contendo todos os registos onde ocorreu aumento de perfusao.

Tabela 51. Contabilizacdo, em termos absolutos e percentuais, do nimero de registos de LDF em
cada tipo de classificagdo das respostas vasculares dos animais a provocagdo com 100% oxigénio,
para um total de 16 animais (32 membros posteriores) analisados.

Classificagdo em fungdo da resposta individual de cada membro (N=32)

Membro Redugdo de perfusdo Aumento de perfusdo
Direito 11 (~34 %) 5(16 %)
Esquerdo 9 (~28 %) 7 (22 %)

Classificagdo em fungdo de cada animal (N=16)

Redugdo bilateral de perfusdo | Aumento bilateral de perfusao Resposta mista

6 (~38 %) 2(~13 %) 8 (50%)

3.3.2. Grupo de isquémia do membro posterior

3.3.2.1. Comparacdo de técnicas

No modelo humano as provoca¢cdes foram consistentemente registadas num
membro escolhido aleatoriamente, com o individuo em respiracdo espontdnea e sem
qgualquer sedacdo ou anestesia (em vigilia). J4 no modelo animal de isquémia do membro
posterior, foi escolhido o membro esquerdo para a intervenc¢do cirdrgica, mantendo o

animal em respiracdo espontanea e sob anestesia'*”).
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Fluxometria por laser Doppler (UA)

A remocado da artéria e veia femorais superficiais provocou uma redug¢ado drastica da
perfusdo, e, portanto, de fornecimento de oxigénio ao membro posterior dos murganhos,
como observado pelo decréscimo significativo da amplitude do sinal de LDF registado na

tabela 52.

Por forma a testar a eventual concordancia dos valores de perfusdao obtidos pelas
técnicas de LDI e LDF, usou-se o teste de correlacdo de Spearman. Para esta correlacdo,
foram considerados os valores absolutos de LDF e LDl medidos durante a fase de
estabilizacdo de todos os dias de medi¢ao. Foi encontrada uma correlagdo positiva
significativa entre os valores absolutos dos dois sinais (p<0,01), com um Rho de 0,68, bem
como entre os racios isquémia/controlo obtidos pelas duas técnicas (p<0,01), com um Rho
de 0,64. Este resultado sugere que as altera¢des de perfusdo locais que ocorrem na regidao
central da pata (adjacente as almofadas plantares, onde foi medido o fluxo por LDF),
parecem ser representativas das alteracdes de perfusdo regionais que ocorrem em toda a
pata e que sdao medidas pela técnica de LDI. Sugere ainda que o parametro racio
isquémia/controlo, frequentemente adotado para expressar os resultados obtidos com a
técnica de LDI, parece ser igualmente adequado para a técnica de LDF. Como tal, a técnica
de LDF podera ser considerada uma alternativa adequada a LDl para a monitorizacdo da
perfusdao do membro inferior, com a vantagem de permitir a explora¢gao dos mecanismos de

regulacdo envolvidos.
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Figura 42. Representacdo grafica dos valores absolutos médios de fluxo sanguineo (a esquerda)
e dos racios isquémia/controlo (a direita), avaliados por LDI e por LDF.
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Figura 43. Fluxo sanguineo das patas controlo (direita) e isquémica (esquerda), medido por LDI, no
dia O (dia anterior a cirurgia) e nos dias 4, 6, 9, 12, 15, 21 e 35 (em cima). O fluxo sanguineo é dado
pela intensidade cromatica e expresso em UA (em baixo).
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A isquémia, induzida experimentalmente, provoca um conjunto de respostas
compensatdrias, nomeadamente a formacdo de novos vasos (angiogénese), bem como a
criagdo de circulagdes colaterais (arteriogénese). A resposta angiogénica é largamente
iniciada pela libertagdo do fator de crescimento endotelial vascular (vascular endothelial
growth fator — VEGF) que induz a sobreexpressdo dos recetores. A resposta a esta interagao
mensageiro-recetor é a libertagdo de outros fatores a partir do endotélio, como por
exemplo, metaloproteinases. Estas enzimas degradam a matriz extracelular, criando espaco

para a migragao das células endoteliais por forma a criarem novos vasos sanguineos(m).

A tabela 52 e as figuras 43 a 45 mostram a evolucdo do fluxo sanguineo nos
membros controlo e isquémico ao longo dos 35 dias de seguimento dos animais. No
membro sujeito a cirurgia, foram registados valores de fluxo significativamente menores em
todos os dias apds a cirurgia em relacdo aos valores basais. Do dia 4 ao dia 9 registou-se um
aumento progressivo de fluxo, tendo descido até no dia 12. Deste dia e até ao dia 35 o fluxo
aumentou novamente. No dia 35 o valor de fluxo registado foi significativamente menor
gue o valor basal (p=0.028). Estes resultados revelam uma recuperacdo progressiva da
perfusdo do membro posterior, apesar de ndo ser completa. A recuperacdo da perfusao
apods inducdo de isquémia pode ser atribuida aos fenédmenos de angiogénese e

arteriogénese.

Apds a inducdo cirurgica da isquémia no membro esquerdo, verificaram-se, no
membro controlo, valores de fluxo significativamente mais baixos em todos os dias pds-
cirurgia em comparacdo com os valores basais (pré-cirurgia). Poder-se-ia esperar, a priori, o
aumento de perfusdao pods-cirurgia no membro controlo, por redistribuicao de sangue do
membro isquémico para este, sobretudo considerando que a hemorragia que ocorreu
durante a cirurgia foi minima. Estes resultados, pelo contrdrio, sugerem que tera existido,
no proprio membro controlo, um processo de redistribuicdo de sangue, provavelmente para
o membro isquémico. A figura 44 ilustra a evolugcdao média do fluxo sanguineo nos membros
controlo e isquémico ao longo do protocolo de respiracdao de oxigénio a 100% nos diferentes
dias de andlise. Pode observar-se a diminuicdo progressiva da diferenca de valores de fluxo
entre os dois membros, na fase de estabilizacdo, ao longo dos dias de medicdo. No dia 35, a
perfusdo atingida nos dois membros é muito semelhante, tal como observado inicialmente

no dia 0. Portanto, estes resultados sugerem que ao longo do periodo de avaliacao de 35
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dias, os processos de regulacdo da perfusdo terdao provocado a recuperac¢do da perfusdo do

membro isquémico a custa da reducdo da perfusdao do membro normal.

A provocagao de oxigénio revelou respostas diferentes nos dois membros ao longo
do periodo de observacao, como mostra a figura 44. No membro controlo verificou-se uma
reducdo de perfusdo em todos os dias de observagdo, com exce¢do do dia 6, no qual se
verificou um aumento de perfusdo. No membro isquémico, pelo contrdrio, verificou-se
consistentemente um aumento de perfusdao como resposta a respiracao de oxigénio. Este
perfil de resposta do membro isquémico foi ja encontrado no humano, em individuos com

)(151)

doenca arterial periférica (DAP , pelo que fica evidenciada a utilidade deste modelo

animal como modelo de estudo dos mecanismos da regulacdo da perfusdo na DAP. Estes
resultados suportam a nocdo de que tecidos isquémicos respondem a uma provocacao com
oxigénio a 100% de uma forma oposta a de um tecido com perfusdo normal. Por forma a
serem explorados os mecanismos de regulacdo da perfusdo em cada membro ao longo dos

varios dias de observacao, procedeu-se a andlise de componentes do sinal de LDF.
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Figura 44. Valores médios (azul — fase estabilizagdo; vermelho — fase provocacdo; verde — fase
recuperacao) da amplitude de cada componente do sinal de LDF nos diferentes dias de medicdo no
membro controlo (esquerda) e isquémico (direita).
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Figura 45. Evolugdo do fluxo sanguineo médio nos membros controlo (tragado azul) e
isquémico (tracado vermelho) ao longo do protocolo de respiragdo de oxigénio a 100% nos
diferentes dias de analise.
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Figura 46. Evolucdo do fluxo sanguineo, medido por LDI (em cima), por LDF (ao centro), ao longo do
periodo de acompanhamento dos murganhos. Evolu¢do do racio do fluxo sanguineo entre os
membros isquémico e controlo por LDI e LDF (em baixo), ao longo do periodo de acompanhamento
dos murganhos.
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Tabela 52. Evolugdo do fluxo sanguineo medido por LDF ao longo do periodo de acompanhamento.
Comparacado estatistica entre a fase | de cada dia de medicdao com a fase | do dia 0. Comparacao
estatistica das fases Il e Il com a fase | em cada dia de medic¢do (p<0,05).

Membro Dia 0 Dia 4 Dia 6 Dia 9 Dia 12 Dia 15 Dia 21 Dia 35

Fase | 191,4 167,6 123,9 141,6 151,9 139,6 169,6 129,9

p - 0,012%* 0,008* 0,008* 0,008* 0,008* 0,008* 0,038*

Fase Il 215,1 154,6 131,6 118,1 145,2 130,9 165,7 122,3
Controlo

Fase lll 207,3 102,7 102,4 110,1 122,3 114,0 148,3 155,7

p (Fase | vs Fase Il) 0,515 0,123 0,011* 0,086 0,013* 0,374 0,008* 0,086

p (Fase | vs Fase ) 0,038* 0,327 0,374 0,953 0,011* 0,086 0,011* 0,015*

Fase 198,8 43,0 65,1 79,0 74,4 81,1 93,6 121,9

p - 0,008* 0,008* 0,008* 0,008* 0,008* 0,008* 0,028*

.. Fase Il 196,7 49,7 93,7 89,8 83,3 86,5 140,5 147,3
Isquémico

Fase lll 207,3 102,7 102,4 110,1 122,3 114,0 148,3 148,9

p (Fase | vs Fase Il) 0,515 0,086 0,011* 0,086 0,013* 0,374 0,008* 0,051

p (Fase | vs Fase Ill) 0,038* 0,515 0,374 0,767 0,011* 0,086 0,015* 0,011*

Poucos estudos de microcirculagdao tém sido desenvolvidos com esta técnica e, em
qgualquer caso, a caracterizacdo espetral dos componentes deste sinal ndo foi ainda tentada,
razao pela qual entendemos aceitar este novo desafio. Para tal, realizdmos a decomposi¢ao
do sinal pela FFT e pela WT. O periodograma de WT revelou 5 bandas principais, sendo que
a de maior frequéncia corresponde a um intervalo de frequéncias compativel com as

atividades cardiaca e respiratéria do murganho(269).

Colocou-se como hipdétese o facto desta banda resultar da coalescéncia espetral das
bandas cardiaca e respiratdria individuais. Para determinar as posicoes efetivas das bandas
cardiaca e respiratéria foi utilizado o frequenciograma da transformada de Fourier.
Comparando o frequenciograma com o periodograma conclui-se que a primeira banda do
periodograma resulta da coalescéncia espetral das duas bandas mencionadas, motivo pelo
qual se atribuiu o nome de banda “cardiorrespiratéria”. Dado que a transformada de Fourier
apresenta uma resolucdo baixa para fendmenos de baixas frequéncias, os limites das
bandas miogénica, simpatica e endoteliais foram analisados a partir do periodograma de

ondeleta. De uma maneira geral, os limites superior e inferior das bandas do periodograma
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respiratoria foram determinados pelo frequenciograma de Fourier e os restantes pelo

periodograma da WT.

3.3.3. Andlise espetral do sinal de LDF de murganhos

Tabela 53. Limites médios (em Hertz) esquerdo e direito das bandas detetadas no periodograma de
ondeleta em ambas as patas dos murganhos, N=16).

Estabilizacdo Provocagao Recuperagdo
Banda Limite Limite Limite Limite Limite Limite
esquerdo direito esquerdo direito esquerdo direito
Pata esquerda

#1 (Cardiaca) 5,3 4,6 4,7 3,9 5,9 5,1

#2 (Respiratoria) 3,8 3,2 2,9 3,4 4,1 3,6
#3 (Miogénica) 0,17 0,059 0,17 0,052 0,18 0,064
#4 (Simpatica) 0,052 0,020 0,051 0,024 0,060 0,021
#5 (Endotelial dependente de NO) 0,017 0,0094 0,021 0,0089 0,02 0,0094
#6 (Endotelial independente de NO) 0,0084 0,0042 0,0081 0,0041 0,0084 0,0048

Pata direita

#1 (Cardiaca) 5,4 4,5 4,7 3,7 6,0 5,2

#2 (Respiratoria) 3,9 3,2 3,0 2,2 4,0 3,3
#3 (Miogénica) 0,16 0,061 0,15 0,055 0,17 0,064
#4 (Simpatica) 0,056 0,020 0,049 0,019 0,051 0,020
#5 (Endotelial dependente de NO) 0,0196 0,0104 0,020 0,011 0,019 0,009
#6 (Endotelial independente de NO) 0,0092 0,0048 0,009 0,0048 0,009 0,0046
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Figura 47. Representacado tridimensional da amplitude do sinal de LDF de um murganho
ilustrativo (#2, pata esquerda, 27 semanas) ao durante o protocolo de respiracdo de oxigénio a
100%.
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Figura 48. Periodograma do sinal de LDF de um murganho representativo (#2, pata esquerda,
27 semanas) durante o protocolo de respiragdo de oxigénio a 100%.
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Figura 49. Regido 0-7 Hz dos espetros (representacdo semilogaritmica) do sinal de LDF de um
murganho representativo (#2, pata esquerda, 27 semanas) obtidos por FFT (em cima) e por WT (em
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murganho representativo (#2, pata esquerda, 27 semanas) obtidos por FFT (em cima) e por WT (em
baixo).
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Tabela 54. Limites (em Hertz) das bandas detetadas no frequenciograma de Fourier em ambas as
patas dos murganhos, N=16).

Estabilizacdao Provocag¢ao Recuperagao

Banda Limite Limite Limite Limite Limite Limite

esquerdo direito esquerdo direito esquerdo direito

Pata esquerda

#1 (Cardiaca) 5,3 4,6 4,7 3,9 5,9 51

#2 (Respiratoria) 3,8 3,2 2,9 3,4 4,1 3,6
Pata direita

#1 (Cardiaca) 5,4 4,5 4,7 3,7 6,0 5,2

#2 (Respiratoria) 3,9 3,2 3,0 2,2 4,0 3,3

Pelo periodograma da WT, verificam-se existir pequenas diferencas nos limites das
bandas nos dois membros, particularmente na banda cardiorrespiratéria. No entanto, as
bandas cardiaca e respiratdria identificadas pela FTT demonstram uma variabilidade muito
menor, sugerindo ser mais adequada para a identificacdo espetral de fendmenos de alta
frequéncia. Constata-se que os intervalos de frequéncia cardiaca e respiratdria dos
murganhos diminuiram durante a provocacdo. A diminuicdo na frequéncia da atividade
cardiaca pode dever-se ao aprofundamento da anestesia, mas também ao efeito da
hiperdxia, estando ja descrito o seu efeito cronotrépico negativo em humanos®’?. Na fase
de recuperagdo, ambas as frequéncias sofreram um aumento para valores superiores aos da
fase de estabilizacdo, o que pode ser novamente explicado pela auséncia do efeito
hiperdxico, bem como pela diminuicdo da profundidade anestésica por eliminagao dos
farmacos. As diferencas nos intervalos de frequéncia das restantes frequéncias entre os dois

membros na fase de estabilizacdo podem dever-se a variabilidade espacial.

Apresentam-se os limites das seis componentes do sinal de LDF nos dois membros,
uma vez que pode ser encontrada variabilidade regional. De facto, faz sentido que assim
seja, sobretudo para as componentes de atividade local. As atividades cardiaca, respiratéria
e simpatica ndo deverao, a priori, variar entre os dois membros em termos de frequéncia,
uma vez que se referem a fendmenos cujas influéncias sdo detetadas em diferentes pontos

de uma arvore vascular microcirculatéria, mas em sincronia. Ja a atividade miogénica é um
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fendmeno local, cuja frequéncia de atuac¢dao depende de certas caracteristicas (calibre e
comprimento) dos vasos sob andlise, podendo os seus limites espectrais variar entre
membros. Dado que a atividade endotelial faz variar a prépria atividade miogénica, é
expectavel que os proprios limites destas duas bandas também possam diferir entre

membros.

3.3.4. Transformada de ondeleta (WT)

3.3.4.1. Grupo controlo

Conhecendo-se os limites das bandas espectrais identificadas e que se propdem
corresponder as atividades mencionadas supra, foi-lhe aplicada a WT ao sinal de LDF e
determinada a contribuicdo de cada componente para o sinal total. Para esta andlise foram

consideradas ambas as patas membros dos murganhos.
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Figura 51. Escalograma do sinal de LDF de um murganho representativo (#2, pata esquerda,
27 semanas) durante o protocolo de respiracao de oxigénio a 100%.
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Figura 52. Evolucdo da amplitude de cada componente do sinal de LDF de um murganho
representativo (#2, pata esquerda, 27 semanas) durante o protocolo de respiragcdo de oxigénio a
100%.

Tabela 55. Média e desvio-padrdo (dp) do racio componentes do sinal de LDF nas trés fases do
protocolo de respiracdo de oxigénio a 100% (N=32).

Componente Estabilizagcdo | Provocagdo | Recuperagdo
média 1,3 2,1 1,2
Cardiaca dp 0,5 0,9 0,4
p - <0,001* 0,334
média 2,0 2,7 1,8
Respiratoria dp 0,9 1,6 0,8
P - 0,043* 0,012*
média 20,2 24,0 15,5
Miogénica dp 6,9 7,9 4,8
P - 0,002* <0,001*
média 13,7 12,9 13,0
Simpatica dp 3,8 3,6 2,9
P - 0,416 0,443
Endotelial média 12,7 11,7 13,5
dependente de NO dp 45 6,1 4,4
P - 0,030* 0,382
Endotelial média 27,0 24,6 33,7
independente de NO dp 10,7 7.6 8,6
p - 0,121 0,001*
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Considerando todos os animais e ambas as patas em simultaneo, verificou-se o
aumento significativo das componentes cardiaca (p<0,001), respiratéria (p=0,043) e
miogénica (0,002), bem como uma reducdo significativa da componente endotelial
dependente de NO (p=0,03). As atividades simpatica e endotelial independente de NO
também diminuiram, mas sem significancia. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos
para o humano, nomeadamente o aumento da contribuicdo das componentes cardiaca,
respiratoria e miogénica e reducdo das contribuicdes endoteliais. Estes resultados sugerem
gue a redugao de perfusdo é induzida pela inibicdo da produgdo endotelial de NO, que se
sobrepde ao estimulo dilatador que é o aumento da atividade miogénica. No entanto, hd
gue considerar que a referida analise ndo distingue os registos nos quais se verifica
diminuicao da perfusdo e aumento da mesma, tratando-se apenas de uma analise das
contribuicées médias.

Tabela 56. Média e desvio-padrao (dp) das componentes do sinal de LDF nas trés fases do protocolo

de respiracdo de oxigénio a 100% nos membros que responderam com diminuicdo do sinal de LDF
(p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Componente Estabilizagdo | Provoca¢ao | Recuperagao
média 1,3 2,1 1,2
Cardiaca dp 0,4 0,8 0,4
p - <0,001* 0,181
média 2,1 3,2 1,9
Respiratdria dp 0,8 1,7 0.8
p - 0,011* 0,077
média 19,7 23,5 15,0
Miogénica dp 6,0 7.7 46
p - 0,025* 0,001*
média 13,4 12,2 12,9
Simpatica dp 36 2.4 2.6
p - 0,161 0,695
Endotelial média 12,7 10,3 13,3
dependente de NO dp 4,1 2,0 3,9
p - 0,011* 0,573
Endotelial média 26,4 24,2 33,1
independente de NO dp 81 >/ 83
p - 0,240 0,005*
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Por forma a comprovar os mecanismos responsdveis pelos dois tipos de respostas
vasculares a respiracdo de oxigénio (diminuicdo de perfusdo / vasoconstricdo e aumento de
perfusdo / vasodilatagdo) os registos de LDF foram analisados separadamente quanto a
resposta, cujos resultados se apresentam nas tabelas 56 e 57. Nos membros que
responderam com aumento de perfusao, verificaram-se aumentos das atividades cardiaca
(p<0,001), respiratdria (p=0,011), e miogénica (p=0,025) e uma reduc¢dao das componentes
simpatica e de ambas as endoteliais, sendo significativa apenas para a dependente de NO
(p=0,011). Estes dados sugerem que a redugdo de perfusao encontrada se deve a redugao
da producdo endotelial de NO atividade, que se sobrepde ao efeito dilatador do aumento da

atividade miogénica.

Tabela 57. Média e desvio-padrao (dp) das componentes do sinal de LDF nas trés fases do protocolo
de respiragdo de oxigénio a 100% nos membros que responderam com aumento do sinal de LDF
(p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Componente Estabilizacdo Provocagdo Recuperagdo
média 1,3 1,9 1,2
Cardiaca dp 0.5 0.9 05
P - 0,012* 0,964
média 1,9 1,8 16
Respiratoria dp 11 10 05
P - 0,592 0,081
média 21,0 24,8 16,4
Miogénica dp 8,5 84 52
P - 0,025* 0,099
média 14,2 14,1 + 131
Simpatica dp 43 2.9 34
P - 0,859 0,530
Endotelial média 12,8 14,1 13,9
dependente de NO dp 54 7,2 5,3
P . 0,783 0,477
Endotelial média 27,9 25,3 347
independente de NO dp 14,3 10,2 9,4
P - 0,170 0,136

Nos membros que responderam com aumento de perfusdo verificou-se o aumento
significativo das atividades cardiaca (p=0,012) e miogénica (p=0,025). As atividades

respiratoria, simpatica e endotelial independente de NO diminuiram ndo significativamente.

156




Verificou-se também um aumento da atividade endotelial dependente de NO, mas sem
significancia. Estes resultados sugerem que o aumento de perfusdo se deve ao aumento da
atividade endotelial dependente de NO, apesar de esta nao se ter revelado estatisticamente

significativa.

3.3.4.2. Grupo de isquémia do membro posterior

Uma vez que as atividades locais (miogénica, simpdtica e endoteliais) foram as que
demonstraram maior contribuicdo para a regulacdo de perfusdo tanto no modelo humano
como no animal, optou-se por fazer uma avaliacdo das propriedades apenas destas
componentes no grupo dos animais sujeitos a isquémia do membro posterior.

No membro isquémico verificaram-se diversas alteracbes nos rdcios dos
componentes ao longo dos dias de acompanhamento. Foram encontradas atividades
miogénicas significativamente inferiores nos dias 4 (p=0,012), 6 (p=0,008), 9 (p=0,008) e 12
(p=0,008) em face as do dia O (pré-cirurgia). Esta resposta podera explicar a reducdo de
perfusdo que ocorre durante este periodo. Nos dias 15, 21 e 35 ndo foram encontradas
diferengas significativas face a pré-cirurgia. Seria expectavel que, de acordo com o
fendmeno de Bayliss, esta atividade registasse um aumento compensatoério no periodo poés-
cirdrgico, por forma a aumentar a perfusao para tentar manter a viabilidade tecidular. O
facto de se ter encontrado uma resposta oposta leva a supor a atuacdo de um mecanismo

gue tera diminuido a amplitude desta resposta.

A atividade simpdtica aumentou no dia 4, provavelmente por uma ativacdo
simpatica induzida pela eventual percec¢do dolorosa do animal nos dias apds cirurgia. Do dia
4 ao dia 6 a atividade diminuiu, para aumentar novamente do dia 6 ao dia 15, atingindo
neste ultimo dia uma diferenca significativa face ao valor pré-cirurgia (p=0,015). Do dia 15

ao dia 35 a atividade simpdatica diminuiu novamente.

A atividade endotelial dependente de NO nao sofreu variag¢des significativas ao longo
dos dias de avaliacdo face ao dia pré-cirurgia. Seria de esperar uma reducdo desta atividade
no periodo pds-cirurgico, explicada pela reducdao de perfusdo do membro isquémico e,
como tal, pela reducdo da tensdo de cisalhamento. A auséncia de alteracdo na atividade

desta componente faz supor, mais uma vez, que esta atividade estard sob influéncia de um
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outro sistema de regulagdao da perfusdo. Ja a atividade endotelial independente de NO
sofreu variacdes significativas ao longo dos dias de avaliacdo. Aumentou progressivamente
do dia 0 até ao dia 9, e desse dia até ao dia 15. Do dia 15 ao 35 a atividade voltou a
aumentar. As diferencas significativas face ao dia 0 foram encontradas nos dias 6 (p=0,008)

e 35 (p=0,021).

Estes resultados sugerem que o processo de recuperacdo de perfusdo do membro
posterior é mediado pela produgao de vasodilatadores endoteliais que ndo o NO, cujo efeito
dilatador compete com o efeito constritor do sistema nervoso simpdatico e da reducdo da
atividade miogénica. Esta atividade diminui nos dias 9, 12 e 15, nos quais se verifica uma
tendéncia de aumento da atividade miogénica que, apesar de ndo voltar a atingir os valores
pré-cirurgia, se mantém em valores relativamente estaveis até ao ultimo dia de medicdo.
Nos dias 21 e 35 a contribuicdo endotelial independente de NO volta a aumentar e a
miogénica a diminuir. Estes resultados sugerem, mais uma vez, uma relacdo inversa entre as

atividades miogénica e endoteliais.

Quanto as respostas a provocagdo com oxigénio ao longo dos varios dias de
acompanhamento, verificou-se um aumento constante de perfusdo no membro isquémico.
Pela andlise de componentes verifica-se que a Unica cuja atividade aumentou de forma mais
consistente, podendo explicar de forma mais consistente o aumento de
perfusdo/vasodilatacdo, foi a endotelial dependente de NO, que aumentou em todos os dias
de medicdo, com excecao do dia 35. A atividade simpatica aumentou em todos os dias
exceto nos 9, 12 e 15, enquanto que a miogénica aumentou em todos excetonos9e 12, e a
endotelial independente de NO diminuiu em todos os dias, exceto nos dias 9 e 12. Verifica-
se, entdo, que os dias 9, 12 e 15 foram dias “atipicos” quanto as respostas a respiracao de
oxigénio. Esta “atipicidade” pode estar relacionada com o processo de revascularizagdo em

curso, que se sabe ser complexo e heterogéneo em termos temporais.
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Tabela 58. Evolucdo dos racios médio (+ desvio-padrdo) das componentes miogénica, simpatica e

endoteliais do sinal de LDF do membro isquémico ao longo dos varios dias de observacao.

Componente Dia 0 Dia 4 Dia 6 Dia9 | Dial2 | Dial5 | Dia21 | Dia35
Fase | 29,1 11,1 10,5 15,7 22,0 22,0 18,6 20,0
p - 0,012* | 0,008* | 0,008* | 0,008* | 0,173 | 0,214 | 0,110
Fasell 34,1 15,5 17,2 14,8 19,0 23,7 24,5 29,0
Miogénica
Fase Il 23,1 13,7 11,7 11,0 14,0 17,5 18,0 19,2
p (Faselvs Fasell) | 0,028* | 0,025* | 0,008* | 0,594 | 0,086 | 0,327 | 0,086 | 0,038*
p (FaselvsFaselll) | 0,066 | 0,208 | 0,173 | 0,139 | 0,008* | 0,066 | 0,767 | 0,767
Fase | 13,8 22,4 12,1 13,2 18,8 24,1 15,0 13,4
p - 0,327 | 0,374 | 0,767 | 0,066 | 0,015* | 0,513 | 0,260
Fasell 14,9 24,1 13,1 13,1 16,9 23,2 18,3 16,0
Simpatica
Fase Il 20,3 28,4 17,6 16,2 18,4 25,7 19,3 18,0
p(FaselvsFasell) | 0374 | 0674 | 0286 | 0,953 | 0,314 | 0,953 | 0,015* | 0,173
p(FaselvsFaselll) | gp11* | 0,036* | 0,011* | 0214 | 0,767 | 0,594 | 0,123 | 0,051
Fase | 15,5 15,7 15,2 15,8 14,4 14,0 16,5 16,3
p - 1,000 | 0,767 | 0,953 | 0,110 | 0,594 | 0,441 | 0,441
Endotelial
Fasell 19,2 17,9 19,5 18,3 17,0 18,9 17,4 14,9
dependente de
NO Fase lll 21,8 20,7 23,8 22,3 22,1 21,1 21,6 20,9
p(FaselvsFasell) | 9o38* | 0,263 | 0,028* | 0,374 | 0,066 | 0,066 | 0,441 | 0,262
p(FaselvsFaselll) | goog* | 0,012* | 0,021* | 0,008* | 0,008* | 0,008* | 0,051 | 0,028*
Fase | 36,9 46,1 57,3 49,0 36,9 33,8 44,3 44,9
p - 0,123 | 0,008* | 0,110 | 0,953 | 0,484 | 0,314 | 0,021*
Endotelial
Fase Il 31,9 41,8 50,4 54,2 47,5 34,7 40,3 40,7
independente
de NO Fase Il 34,9 37,8 47,3 50,7 45,4 35,6 40,9 41,7
p(FaselvsFasell) | go28* | 0,263 | 0066 | 0214 | 0,066 | 0,779 | 0,214 | 0,477
p(FaselvsFaselll) | 9314 | 0,025* | 0,021* | 1,000 0,066 0,594 0,260 | 0,441
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O comportamento dos componentes do sinal de LDF no membro controlo foi
marcadamente diferente do encontrado no membro isquémico. A atividade miogénica
aumentou consistentemente nos dias pds-cirurgia face ao dia pré-cirurgia, tendo sido
encontradas diferencas significativas nos dias 9 (p=0,011), 15 (p=0,015) e 35 (p=0,015). O
comportamento desta atividade ndo apresentou nenhuma tendéncia, verificando-se uma

oscilagdo nos seus valores ao longo dos diferentes dias de medigao.

A atividade simpdtica foi a que mais se alterou no decurso do periodo de avaliagdo.
Verificou-se um aumento no dia 4, o que pode ser explicado mais uma vez pelas condicdes
de elevado stress pds-cirirgico do animal. Do dia 4 ao dia 12, inclusive, esta atividade
diminuiu até ao dia 15, voltando a diminuir até ao dia 35. Os valores registados ao longo do

periodo de acompanhamento ndo foram significativamente diferentes face aos do dia 0.

A atividade endotelial dependente de NO manteve-se consistentemente abaixo do
valor pré-cirurgia. Apresentou um comportamento irregular até ao dia 15 — diminuiu no dia
4, aumentou no dia 6, diminuiu novamente no 9 e aumentou novamente no dia 12. Do dia
12 até ao dia 35 voltou a diminuir. A atividade endotelial independente de NO também se
manteve consistentemente reduzida face ao valor pré-cirurgia. Apresentou, tal como a
dependente de NO, um comportamento irregular e oscilatério. A evolugdao da atividade
miogénica foi consistentemente inversa a da atividade endotelial independente de NO,

sugerindo uma vez mais um controlo simultaneo destas atividades.

Quanto as respostas a sobressaturacdo de oxigénio, verificou-se uma inversdo na
resposta miogénica em todos os dias pds-cirurgia, face ao verificado no grupo de animais
controlo — no dia pré-cirurgia a atividade aumentou, mas diminuiu em todos os dias do
periodo pés-cirurgia. A atividade simpatica aumentou durante a provocacdo no dia pré-
cirurgia, diminuindo durante a mesma fase nos dias 4 e 6. Do dia 9 até ao 35 voltou a
verificar-se novamente um aumento na sua atividade, como no momento pré-cirurgia. A
resposta endotelial dependente de NO pré-cirurgia foi de diminuicdo no dia 0 (p=0,008),
aumentando no dia 4 e em todos os dias até ao 35. A atividade endotelial independente de
NO foi a uUnica com um perfil irregular de resposta — a atividade diminuiu nos dias O

(p=0,021), 12 e 21, e aumentou em todos os restantes.
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Estes resultados sugerem que a reducdo de perfusdo que ocorre no membro nao

intervencionado se deve igualmente a reducdo da producdo de vasodilatadores endoteliais

independentes de NO.

Tabela 59. Evolucdo dos rdcios médio (+ desvio-padrdo) das componentes miogénica, simpatica e
endoteliais do sinal de LDF do membro controlo ao longo dos varios dias de observacao.

Componente Dia 0 Dia 4 Dia 6 Dia 9 Dia 12 Dia 15 Dia 21 Dia 35
Fase | 26,5 40,4 35,2 48,4 29,9 39,6 35,2 42,7
p - 0,139 0,086 | 0,011* | 0,594 | 0,015* | 0,314 | 0,015*
Fase ll 36,6 31,3 33,0 37,5 28,3 31,3 34,4 38,2
Miogénica
Fase Il 27,7 22,4 23,9 25,5 18,6 23,5 24,8 22,7

P (Fase | vs Fase Il) 0,028* 0,050* 0,314 0,038* 0,515 0,051 0,953 0,093

P (Fase | vs Fase Ill) 0,859 0,012* 0,015* 0,008* 0,038* 0,008* 0,066 0,008*

Fase | 16,5 24,2 18,9 16,8 16,7 23,0 18,8 14,7
p - 0,263 0,374 0,767 0,859 | 0,008* | 0,109 0,260
Fase ll 20,1 23,8 16,4 17,8 18,8 27,0 19,7 16,4
Simpatica
Fase Il 22,6 24,0 16,9 17,2 16,8 20,9 17,4 13,8
P(FaselvsFasell) | 0260 0,575 0,155 0,594 0,066 0,260 0,953 0,374
P(FaselvsFaselll) | go11* | 0,674 0,594 0,477 0,859 0,441 0,477 0,678
Fase | 19,3 15,8 18,9 13,6 23,3 15,8 15,9 15,7
p - 0,161 1,000 0,050 0,441 0,051 0,123 | 0,038*
Endotelial
Fase ll 15,4 16,3 15,1 13,5 19,4 15,7 15,9 12,7
dependente de
NO Fase Il 12,0 15,8 12,1 12,3 13,3 14,4 12,7 11,1

P(FaselvsFasell) | 0oog* | 0,889 0,110 0,859 0,173 0,906 0,953 0,075

P(FaselvsFaselll) | goog* | 1,000 | 0,015* | 0,374 | 0,008* | 0,260 0,066 | 0,008*

Fase | 42,2 24,0 31,1 24,8 35,4 25,8 34,2 30,4
P - 0,025* | 0,051 | 0,008* | 0,139 | 0,008* | 0,314 | 0,038*
Endotelial Fase Il 28,2 28,8 36,2 31,1 33,8 26,0 29,9 335
independente
Fase Il 40,4 40,5 48,9 47,0 53,1 43,5 47,3 54,1
de NO

P(FaselvsFasell) | 0021* | 0,069 0,066 0,173 0,441 0,722 0,515 0,314

P(FaselvsFaselll) | 0953 | 0,012* | 0,008* | 0,008* | 0,008* | 0,011* | 0,038* | 0,008*
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Figura 53. Evolugdo do racio de amplitude da WT das componentes miogénica, simpatica, endotelial
dependente de NO e endotelial independente de NO nas fases de estabilizagdo (azul), provocagdo

(vermelho) e recuperacdo (verde).
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3.3.5. Andlise de Flutuagdo Retificada

3.3.5.1. Grupo controlo

Tal como o sinal de LDF dos humanos, também o dos murganhos apresenta
propriedades fractais, com valores de expoentes alfa caracteristicos para as suas diferentes
componentes. O sinal de LDF nao processado apresentou na fase de estabilizagdo um valor
de 0,70, valor este que traduz autocorrelacGes positivas de longo alcance (a>0,5). Este
comportamento fractal ndo se alterou significativamente durante a fase de estabilizacdo,
mas aumentou significativamente na fase de recuperacdo (p=0,014). Tal alteracdo na
fractalidade na fase de recuperacao pode dever-se a diminuicdao do efeito anestésico. Ja a
auséncia de alteracdo da estabilizacdo para a provocacdo pode dever-se, por um lado, a
manutencdo da profundidade anestésica, mas também ao facto de se estar a proceder a
uma analise média, podendo as analises agrupadas revelarem outras diferengas. De facto, a
analise de DFA em sinais de eletroencefalografia em humanos mostrou que o valor do

expoente alfa se altera de acordo com o grau de profundidade anestésica®’Y.

O expoente alfa apresentou valores muito proximos para as componentes cardiaca e
respiratoria e também superiores a 0,5, traduzindo autocorrelacdes positivas. O expoente
alfa das restantes componentes apresentou valores préximos de 1,5, traduzindo fendmenos
com um comportamento semelhante ao Browniano. O expoente de todas as componentes
sofreu diminuicdo, que revelou ser significativa apenas para a componente endotelial
dependente de NO. Na fase de recuperacao o expoente alfa diminuiu para as componentes
miogénica e endotelial independente de NO, mas aumentou para as restantes, aumento

este que foi significativo para as componentes cardiaca e endotelial dependente de NO.
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Tabela 60. Média e desvio-padrao (dp) do expoente alfa do sinal de LDF e suas componentes nas
trés fases do protocolo de respiracdo de oxigénio a 100% (N=32).

Componente Estabilizagdo | Provocacdo | Recuperagao
média * dp 0,70+0,30 0,71+0,25 0,83 +£0,25
Sinal de LDF

P - 0,108 0,014*

média * dp 0,86 +0,16 0,80+0,14 0,97 £ 0,15
Cardiaca

p - 0,055 0,011*

média * dp 0,87 +0,13 0,83 + 0,08 0,89+0,13
Respiratoria

p - 0,193 0,389

média +dp 1,36 +£0,12 1,34+0,12 1,33+0,13
Miogénica

p - 0,537 0,340

média * dp 1,50 £ 0,15 1,49+0,16 1,51+0,12
Simpatica

P - 0,984 0,694
Endotelial média +dp 1,56 + 0,15 1,43 +0,15 1,65+0,14

dependente de NO p - 0,003* 0,010*
Endotelial média * dp 1,45+0,13 1,39+0,15 1,41+0,14

independente de NO p - 0,108 0,190

Dentro do conjunto dos membros cuja perfusdo diminuiu com a provocacdo, o
expoente alfa do sinal de LDF apresentou, na fase de estabilizacao, um valor de 0,65, tendo
sofrido uma diminui¢cdo ndo significativa durante a provocacdo. Na fase de recuperacao o
valor de alfa aumentou significativamente face a estabilizacdo (p=0,017). Os expoentes alfa
das componentes cardiaca e respiratéria foram muito préximos, encontrando-se entre 0,5 e
1. Os expoentes das restantes componentes apresentaram valores mais préoximos de 1,5.
Todos os expoentes diminuiram durante a provocac¢do, mas apenas de forma significativa

para a componente endotelial dependente de NO (p=0,006).

Durante a fase de recuperagdo, todos os expoentes aumentaram para valores
proximos dos da fase de estabilizagdo, exceto os da componente miogénica, que
continuaram a diminuir. As componentes cardiaca e endotelial dependente de NO
apresentaram, nesta fase, expoentes significativamente superiores aos da fase de

estabilizacdo.
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Quanto aos membros que responderam com aumento da perfusdo, os resultados
observados apresentaram diferencas face aos anteriores. Neste caso, o expoente alfa do
sinal de LDF sofreu um aumento nado significativo, tendo o mesmo se verificou para a
componente simpatica. Os expoentes das restantes componentes sofreram diminuicées nao
significativas. A andlise de DFA mostrou-se, portanto, util para distinguir diferentes registos

de LDF com base no seu comportamento fractal.

Tabela 61. Média e desvio-padrdo (dp) do expoente alfa do sinal de LDF e suas componentes nas
trés fases do protocolo de respiracdo de oxigénio a 100% nos membros que responderam com

diminuicdo do sinal de LDF (N=16, ambos os membros).

Componente Estabilizagdo | Provocacao | Recuperagdo
média t dp 0,65+0,34 0,61+0,20 0,78 £0,24
Sinal de LDF

p - 0,179 0,016*

média = dp 0,86 +0,15 0,78+0,13 0,99 +0,10
Cardiaca

p - 0,056 0,017*

média + dp 0,88+0,12 0,83 £ 0,07 0,88 £ 0,08
Respiratoria

p - 0,218 0,881

média + dp 1,36+0,13 1,33+0,11 1,32+0,12
Miogénica

p - 0,955 0,641

média + dp 1,54 +0,15 1,47 +0,17 1,52 +0,13
Simpatica

p - 0,171 0,654
Endotelial média + dp 1,58 +0,11 1,45+0,16 1,63+0,14

dependente de NO p - 0,006* 0,035*
Endotelial média = dp 1,46 +0,11 1,39+0,13 1,40+0,13

independente de NO p - 0,198 0,197
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Tabela 62. Média e desvio-padrao (dp) do expoente alfa do sinal de LDF e suas componentes nas
trés fases do protocolo de respiracdao de oxigénio a 100% nos membros que responderam com
aumento do sinal de LDF (N=16, ambos os membros).

Componente Estabilizagdao Provocacao Recuperagao
Sinal de LDF média + dp 0,79+0,20 0,90+0,22 0,91 0,25
- 0,583 0,388
Cardiaca média + dp 0,87 +0,18 0,83+0,16 0,94 +0,20
p - 0,638 0,308
Respiratéria média + dp 0,86 +0,15 0,84 +0,09 0,90+0,19
p - 0,969 0,209
Miogéni média £ dp 1,35+0,11 1,35+0,14 1,34+£0,15
iogénica
p - 0,433 0,367
Simpiti média £ dp 1,44 +£0,13 1,54 +0,14 1,50+£0,09
impatica
p - 0,170 0,875
Endotelial média £ dp 1,52 +0,20 1,40+0,13 1,67 +0,14
dependente de NO P B 0,182 0,147
Endotelial média = dp 1,43+0,17 1,39+0,18 1,42 + 0,15
independente de NO P B 0,388 0,637

A DFA revelou diferentes alteracdes no valor dos expoentes alfa dos membros que
responderam com diminuicdo e com aumento de perfusdao. Nos membros que responderam
com diminuicdo, verificou-se a diminuicdo do expoente alfa do sinal de LDF e de todas as
componentes. No caso dos membros que responderam com aumento, verificou-se o
aumento do expoente alfa do sinal de LDF e da sua componente simpatica, a inalteracdo do
expoente da componente miogénica e a diminuicdo dos expoentes das restantes

componentes.

3.3.5.2. Grupo de isquémia do membro posterior

No que toca ao membro isquémico, o elemento comum a evolugcdo do expoente alfa
foi o seu aumento do dia 0 para o 4 para todas as componentes. Este aumento revela uma
tendéncia para a adog¢do de um comportamento mais préximo do Browniano, no caso da
componente miogénica, e para a ado¢dao de um comportamento com correla¢des de longo
alcance, no caso das restantes componentes. O expoente alfa da componente miogénica

basal alterou-se ao longo do periodo de avaliagdao, mas de um modo nado significativo.
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Figura 54. Evolugdo do expoente alfa das componentes miogénica, simpdtica, endotelial
dependente de NO e endotelial independente de NO nas fases de estabilizagdo (azul), provocagdo
(vermelho) e recuperagdo (verde).
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Atingiu o valor minimo no dia 21 (1,25) e o maximo no dia 35 (1,56). A provocagao
nao alterou significativamente este valor em nenhum dos dias. Apesar disso é de destacar o
perfil de alteracdo com a provocagdo ao longo dos dias — nos dias 0 e 4 o valor diminuiu, do
6 ao 21 aumentou com a provocacao, no dia 35 diminuiu novamente. Para a componente
simpatica, o expoente alfa aumentou do dia 0 para 0 4, tendo reduzido até ao dia 12,
aumentou de novo no dia 15, reduziu no 21 e aumentou no 35. A provocag¢ao diminuiu o
valor do expoente no dia 0, aumentando-o dos dias 4 a 12. Voltou a diminuiu no dia 15,
aumentou no dia 21 e diminuiu no dia 35. O expoente alfa da componente endotelial
dependente de NO diminuiu consistentemente ao longo dos dias, exceto nos dias 6 e 15. O
expoente da componente endotelial independente de NO diminuiu consistentemente em
todos os dias, exceto nos dias 0, 6 e 9. Ambas sofreram aumentos significativos no dia 4

(p=0,050 e p=0,012).

Quanto ao membro controlo, o expoente alfa da sua componente miogénica oscilou a
volta do valor do dia 0, nos vdérios dias de medicdo, tendo sida encontrada uma diferenca
significativa apenas no dia 9 (p=0,028). Sofreu um aumento inicial no dia 4 face ao dia O,
mas desceu ao longo dos restantes dias. O seu valor aumentou durante a provocac¢dao na
maior parte dos dias de medicdo, a excecdo dos dias 9, 15 e 35 em que diminuiu. O
expoente da componente simpdatica sofreu uma diminui¢do inicial no dia 4, oscilando nos
restantes dias acima e abaixo do valor do dia 0. Foi encontrada também uma diferenga
significativa no dia 9 face ao dia 0 (p=0,038). A resposta a provocacao nao foi uniforme,
registando-se um aumento do expoente nos dias 4, 6, 9 e 35 e uma diminuicdo nos
restantes. O expoente da componente endotelial dependente de NO sofreu uma diminuicao
no dia 4, permanecendo nos restantes dias valores reduzidos face ao dia 0. O expoente
aumentou nos dias 0 e 4 em resposta a provocagao, passando registar-se consistentemente
a partir do dia 6 uma diminuicdo nos valores. Quanto a componente endotelial
independente de NO verificou-se igualmente uma reducdo no expoente alfa no dia 4 face ao
dia 0, reducdo essa que se manteve ao longo de todos os dias de medicdo. Foram
encontradas diferencas significativas nos dias 9, 15 e 35 face ao dia 0. A resposta dominante
a provocacao foi uma reducdo no expoente alfa, registando-se um aumento apenas nos dias

6,9 e 35.
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Tabela 63. Expoente alfa das componentes miogénica, simpdatica, endotelial dependente de NO e
endotelial independente de NO para o membro isquémico nas trés fases do protocolo de respiracao
de oxigénio a 100% nos diferentes dias de analise (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Componente Dia 0 Dia 4 Dia 6 Dia 9 Dia 12 Dia 15 Dia 21 Dia 35

Fase | 1,40 1,43 1,39 1,41 1,40 1,46 1,25 1,56
p - 0,176 | 0,859 | 0,374 | 0,766 | 0,575 | 0,953 | 0,033*

Fasell 1,37 1,30 1,42 1,46 1,57 1,51 1,31 1,22

Miogénica

Fase Il 1,39 1,32 1,25 1,37 1,29 1,23 1,36 1,44

p(FaselvsFasell) | 594 0,292 1,000 | 0,767 | 0,594 | 0,398 | 0,678 | 0,139
p(FaselvsFaselll) | (gs5g 1,000 0,173 | 0,173 | 0,033* | 0,373 | 0,767 | 0,086

Fase | 1,55 1,64 1,59 1,50 1,45 1,81 1,60 1,71

p - 0,091 | 0,050* | 0,314 | 0,767 | 0,259 | 0,286 | 0,327

Fasell 1,54 1,65 1,71 1,80 1,75 1,52 1,66 1,61

Simpatica

Fase Il 1,64 1,83 1,68 1,69 1,68 1,60 1,57 1,72

p(FaselvsFasell) | og12 | 0,021* | 0,673 | 0,051 | 0,906 | 0,373 | 0,123 | 0,593
p(FaselvsFaselll) | g 0g3 0,944 | 0,259 | 0,401 | 0,314 | 0,593 | 0,440 | 0,314

Fase | 1,73 1,97 1,65 1,65 1,81 1,68 1,96 1,88

p - 0,050* | 0,086 | 0,173 | 0,373 | 0594 | 0,953 | 0,213

Endotelial Fase Il 1,63 1,61 1,68 1,62 1,69 1,68 1,54 1,45

dependente
Fase Il 1,65 1,68 1,74 1,76 1,77 1,80 1,69 1,67
de NO

p(FaselvsFasell) | 0ogs | 0,012* | 0,051 | 0,407 | 0,477 | 0,183 | 0,260 | 0,109
p(FaselvsFaselll) | 9p21* | 0,093 | 0,028* | 0,594 | 0,944 | 0,678 | 0,553 | 0,441

Fase | 1,52 1,84 1,58 1,59 1,52 1,77 1,64 1,48
p - 0,012* | 0,038* | 0,050 | 0,260 | 0,635 | 0,110 | 0,038*

Endotelial Fase Il 1,59 1,66 1,75 1,82 1,50 1,70 1,51 1,44

independente
Fase Il 1,57 1,81 1,61 1,72 1,46 1,53 1,51 1,78
de NO

p(FaselvsFasell) | (342 | 0,036* | 0,342 | 0,154 | 0,953 | 0,123 | 0,236 | 0,086
p(FaselvsFaselll) | (59 0,888 0,678 | 0,314 | 0,859 | 0,326 | 0,813 | 0,441
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Tabela 64. Expoente alfa das componentes miogénica, simpdatica, endotelial dependente de NO e
endotelial independente de NO para o membro controlo nas trés fases do protocolo de respiracao
de oxigénio a 100% nos diferentes dias de analise (p<0,05; * - estatisticamente significativo).

Componente Dia0 Dia 4 Dia 6 Dia 9 Dia 12 Dia 15 Dia 21 Dia 35
Fase | 1,53 1,63 1,42 1,40 1,49 1,31 1,47 1,54
p - 0,726 | 0,214 | 0,028* | 0,263 0,859 0,767 0,374
L Fasell 1,36 1,46 1,20 1,59 1,23 1,33 1,35 1,71
Miogénica
Fase lll 1,42 1,35 1,41 1,59 1,42 1,37 1,55 1,46
p(FaselvsFasell) | o050 | 0,018* | 0,767 | 0,343 | 0,213 0,086 0,260 0,722
p(FaselvsFaselll) | 0343 | 0,093 | 0,674 | 0,013* | 0,635 0,213 0,953 0,678
Fase | 1,65 1,61 1,71 1,46 1,75 1,55 1,62 1,62
p - 0,499 | 0,634 | 0,038* | 0,953 0,407 0,906 0,154
L Fase ll 160 | 1,8 | 19 | 1,77 1,60 1,52 1,51 1,66
Simpatica
Fase lll 1,67 1,62 1,69 1,62 1,70 1,61 1,66 1,68
p(FaselvsFasell) | go3g* | 0,575 | 0,859 | 0,021* | 0,678 0,678 0,110 0,405
p(FaselvsFaselll) | 9678 | 0,123 | 0,286 | 0,008* | 0,400 0,213 0,674 0,092
Fase | 1,71 1,66 1,68 1,59 1,46 1,36 1,52 1,53
_ p - 0,400 | 0553 | 0,068 | 0441 0,123 0,859 0,092
Endotelial
Fase Il 1,54 1,55 1,70 1,64 1,64 1,58 1,60 1,57
dependente de
NO Fase lll 1,73 1,73 1,80 1,84 1,63 1,71 1,71 1,72
p(FaselvsFasell) | 0oes | 0,779 | 0,441 | 0,374 | 0,859 0,678 0,553 0,513
p(FaselvsFaselll) | o594 | 0,069 | 0,139 | 0,008* | 0,097 0,028* 0,594 | 0,008*
Fase | 1,72 1,66 1,64 1,62 1,80 1,46 1,61 1,56
p - 0,150 | 0,213 | 0,018* | 0,192 | 0,038* 0,173 | 0,008*
Endotelial
Fase Il 1,51 1,58 1,70 1,63 1,66 1,44 1,50 1,82
independente
Fase lll 1,61 1,47 1,53 1,59 1,51 1,32 1,59 1,63
de NO
p(FaselvsFasell) | go11* | 0,484 | 0,314 0,141 1,000 0,859 0,066 0,044*
p(FaselvsFaselll) | 9173 | 1,000 | 0,066 0,138 | 0,722 0,575 0,722 0,138
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3.3.6. Anadlise de entropia a multiescala

3.3.6.1. Grupo controlo

Quando analisados em conjunto, a entropia do sinal e suas componentes ordena-se
da seguinte forma: cardiaco > respiratéria > sinal bruto > endotelial independente de NO >
miogénica > simpatica > endotelial dependente de NO. A entropia do sinal de LDF, bem
como de todas as suas componentes, sofreu um aumento durante a fase de provocacdo
versus estabilizacdo, tendo sido significativa apenas para a componente endotelial

dependente de NO (p=0,001).

Para os membros cuja perfusdao aumentou, verificou-se o aumento da entropia do
sinal e todas as suas componentes, de forma significativa para as componentes cardiaca e
endotelial dependente de NO (p=0,006). J4 na fase de recuperagdo a entropia do sinal e
todas as suas componentes diminuiu, exceto a endotelial independente de NO. Nesta fase
verificaram-se diferencas significativas para as componentes cardiaca (p=0,012), respiratdria

(p=0,042), simpatica (p=0,023) e endotelial dependente de NO (p=0,007).

O perfil de entropia do membro que respondeu com aumento de perfusdo foi
diferente do anterior. Neste caso a entropia do sinal de LDF aumentou da estabilizagao para
a provocagdao. O mesmo aconteceu, ao contrario do caso anterior, para as componentes
miogénica e endotelial independente de NO. Ja a entropia das componentes cardiaca,
respiratdria, simpatica e endotelial dependente de NO, a semelhanga do caso anterior,
diminuiu durante a provocacdo, de forma significativa apenas para a componente endotelial
dependente de NO (p=0,034). Na fase de recuperacdo os valores dos expoentes alfa ndo

apresentaram diferencas face a fase de estabilizacao.
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Tabela 65. Média e desvio-padrdo (dp) do indice de complexidade do sinal de LDF e suas
componentes nas trés fases do protocolo de respiracdo de oxigénio a 100% (N=16, ambos os
membros).

Componente Estabilizacdao Provocacao Recuperagao
média £ dp 58,7+7,1 59,0+5,1 51,7+10,8
Sinal de LDF
p - 0,695 0,970
média £ dp 67,4 + 69,2+3,6 63,9+8,2
Cardiaca
p - 0,112 0,004*
média £ dp 65,1 +6,7 65,8+3,6 61,9+9,6
Respiratdria
p - 0,169 0,009*
média + dp 16,7 £ 8,8 19,2+7,4 13,6+5,4
Miogénica
p - 0,100 0,061
média + dp 14,8 £+ 8,0 15,9+8,7 11,0+4,7
Simpatica
p - 0,096 0,006*
Endotelial média + dp 11,7+7,9 17,3+9,5 8,9+%5,3
dependente de NO p - 0,001* 0,004*
Endotelial média £ dp 17,8+7,2 18,2+9,7 17,4+9,9
independente de NO p - 0,955 0,654

A entropia do sinal de LDF e suas componentes ordena-se do seguinte modo:
cardiaca > respiratéria > LDF > endotelial independente de NO > miogénica > simpatica >
endotelial dependente de NO. A entropia do sinal de suas componentes aumentou na fase
de provocacgdo, traduzindo um aumento da irregularidade que pode, por sua vez, estar
associado a alteracdo da regulacdo da perfusdo. A entropia do sinal e das suas componentes
diminuiu durante a fase de recuperacdo, chegando a adotar valores significativamente
inferiores aos da fase de estabilizacdo para as componentes cardiaca (p=0,004), respiratodria

(p=0,009), simpatica (p=0,006) e endotelial dependente de NO (p=0,004).
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Tabela 66. Média e desvio-padrdo (dp) do indice de complexidade do sinal de LDF e suas
componentes nas trés fases do protocolo de respiracdo de oxigénio a 100% nos membros que

responderam com diminuicdo do sinal de LDF (N=16, ambos os membros).

Componente Estabilizacdo | Provocagdo | Recuperagao
média + dp 58,9+8,5 60,4 5,5 52,4+8,2
Sinal de LDF
p - 0,654 0,940
média £ dp 67,6+4,4 69,4+2,9 64,2+5,9
Cardiaca
p - 0,025* 0,012*
média + dp 65,3+5,8 66,3+3,3 61,9+8,7
Respiratdria
p - 0,052 0,042%*
média £ dp 16,2+8,1 20,5+7,0 13,6 +5,3
Miogénica
p - 0,167 0,167
média £ dp 14,2 +6,9 15,5+5,4 109+4,4
Simpatica
p - 0,093 0,023*
Endotelial média £ dp 11,8+38,2 16,8 + 10,3 8,3%+4,5
dependente de NO p - 0,006* 0,007*
Endotelial média £ dp 16,8+ 6,8 18,0+ 8,9 18,1 +10,5
independente de NO p - 0,478 0,502

A entropia do sinal de LDF e suas componentes aumentou consistentemente na fase
de provocacdo, mas de forma significativa apenas para a componente cardiaca (p=0,025) e
endotelial Dependente de NO (p=0,006). Durante a recuperagdo a entropia diminuiu em
todos os casos, significativamente para as componentes cardiaca (p=0,012), respiratéria
(p=0,042), simpatica (p=0,023) e endotelial dependente de NO (p=0,007), enquanto sofreu

um aumento ndo significativo da componente endotelial independente de NO.

Foram obtidas diferencas face a este perfil de resposta para os animais que
responderam com aumento do sinal de fluxo. Nestes casos, a entropia do sinal de LDF e das
componentes miogénica e endotelial independente de NO sofreu uma diminuicdo, apesar

de sem significancia estatistica.
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Tabela 67. Média e desvio-padrdo (dp) do indice de complexidade do sinal de LDF e suas
componentes nas trés fases do protocolo de respiracdo de oxigénio a 100% nos membros que
responderam com aumento do sinal de LDF (N=16, ambos os membros).

Componente Estabilizacdao Provocacao Recuperagao
média + dp 58,4+4,1 56,8 £ 3,6 50,6 + 14,4
Sinal de LDF
¢} - 0,158 0,937
média + dp 67,1+79 68,9 t 3,8 63,5+11,3
Cardiaca
p - 0,754 0,099
média + dp 64,8+8,1 64,9+4,1 61,9+11,5
Respiratdria
p - 0,814 0,099
média * dp 17,7 £ 10,2 17,1+7,9 13,5+5,7
Miogénica
p - 0,239 0,272
média + dp 15,8 £9,8 16,5+12,7 11,1+5,3
Simpatica
P - 0,638 0,182
Endotelial média + dp 11,6+7,6 18,2+8,4 9,8+6,6
dependente de NO p - 0,034* 0,308
Endotelial média + dp 19,4 + 8,0 18,5+11,4 16,3+9,1
independente de NO p - 0,695 0,937

A MSE permitiu distinguir as diferentes respostas vasculares com base nos niveis de
complexidade. Nos membros que responderam com diminuicdo de perfusdo, a
complexidade do sinal de LDF e de todas as suas componentes aumentou. J& nos membros
que responderam com aumento de perfusdo, a complexidade do sinal de LDF, e das
componentes miogénica e endotelial independente de NO diminuiram, enquanto que a

complexidade das restantes componentes aumentou.
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3.3.6.2. Grupo de isquémia do membro inferior

O IC da componente miogénica diminuiu do dia O para o dia 4. Estes valores
permaneceram significativamente mais baixos durante todo o periodo de acompanhamento
face ao dia 0, exceto no dia 15, em que se observaram valores significativamente maiores. O
IC da componente simpatica permaneceu igualmente abaixo do valor do dia 0 durante o
periodo de avaliagdo, embora nenhuma alteracdo tenha sido significativa. Para a
componente endotelial dependente de NO detetaram-se diferencas significativas apenas
nos dias 6 (p=0,044) e 35 (p=0,028), enquanto que para a componente independente de NO

s6 foi encontrada uma diferenca significativa no dia 4 (p=0,012).

Quanto ao efeito do teste de provocacgao, o IC da componente miogénica aumentou
consistentemente em todos os dias de medicdo, mas apenas de forma significativa nos dias
0 (p=0,008) e 6 (p=0,017). O IC da componente simpatica aumentou com a provocagao nos
dias 0, 4, 21 e 35, tendo diminuido nos restantes, mas sempre sem significancia estatistica.
O IC da componente endotelial dependente de NO aumentou com a provocagao em todos
os dias de medicdo, mas de forma nado significativa. J4 o IC da componente endotelial
independentemente de NO mostrou um perfil de evolugdo semelhante ao da componente
simpatica, tendo aumentado com a provocacao nos dias 0, 4, 21 e 35 e diminuido nos

restantes.

Assistiu-se a diminuicdo do IC de todas as componentes no dia 4, apds a cirurgia. Tal
diminuicdo traduz uma reduc¢do na variabilidade do sinal de LDF e, portanto, uma reducao
na heterogeneidade temporal da perfusao. Estes resultados sugerem que a entropia do sinal
de LDF se altera durante o processo de recuperacdo funcional da perfusdo do membro

isquémico.
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Figura 55. Evolucdo do indice de complexidade das componentes miogénica, simpatica, endotelial
dependente de NO e endotelial independente de NO nas fases de estabilizagdo (azul), provocagdo

(vermelho) e recuperacao (verde).
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Tabela 68. indice de complexidade das componentes miogénica, simpatica, endotelial dependente
de NO e endotelial independente de NO para o membro isquémico nas trés fases do protocolo de
respiracdo de oxigénio a 100% nos diferentes dias de andlise (p<0,05; * - estatisticamente
significativo).

Componente Dia 0 Dia 4 Dia 6 Dia 9 Dial2 | Dial5 | Dia21 | Dia35
Fase | 7,0 6,7 5,2 6,3 6,5 7,1 6,6 4,1
p - 0,012* | 0,008* | 0,008* | 0,008* | 0,008* | 0,008* | 0,008*
o Fase Il 9,2 8,6 7,8 6,5 7,0 8,5 8,2 7,2
Miogénica
Fase lll 7,6 8,2 7,5 7,7 8,0 8,1 6,0 71
P(FaselvsFase | ogog* | 0,080 | 0,017* | 0,767 | 0,767 | 0,086 | 0,139 | 0,051
P(FaselvsFase | g gog* | 0,069 | 0,038* | 0,374 | 0,139 | 0,441 | 0,575 | 0,075
Fase | 3,8 2,3 2,3 3,0 3,7 4,0 2,6 2,9
p - 0,123 | 0,066 | 0,515 | 0,678 | 0,678 | 0,109 | 0,286
o Fase Il 4,4 3,2 2,8 2,5 2,8 3,3 4,4 4,0
Simpatica
Fase Il 3,0 3,0 2,9 2,7 2,8 4,3 3,5 33
P(FaselvsFase | 5374 | 0,058 | 0,123 | 0,312 | 0,441 | 0,139 | 0,021* | 0,139
P(FaselvsFase | (086 | 0,123 | 0,191 | 0,726 | 0,138 | 0,594 | 0,139 | 0,286
Fase | 2,6 2,1 1,3 1,5 2,0 2,7 2,6 1,5
p - 0,293 | 0,021* | 0,085 | 0441 | 0,722 | 0,859 | 0,021*
Endotelial
Fase Il 4,7 3,4 2,4 2,3 2,7 2,9 4,5 3,4
dependente
Fase Ill
de NO 3,0 2,1 2,3 1,3 1,6 3,2 2,4 2,5
P(FaselvsFase | o066 | 0,050% | 0,044* | 0,173 | 0,260 | 0,722 | 0,092 | 0,028*
P(FaselvsFase | (343 | 1,000 | 0,008* | 1,000 | 0,722 | 0,767 | 0,953 | 0,110
Fase | 4,0 1,9 2,7 3,6 3,7 3,4 4,1 3,5
p - 0,012* | 0,086 | 0,678 | 0,678 | 0,594 | 0,635 | 0,906
Endotelial
Fase Il
independente 4,8 31 2,2 2,3 3,6 33 4,5 52
de NO Fase Il 3,9 2,4 2,5 2,1 2,7 4,0 3,2 2,9
p(FaselvsFase | 573 | 0,093 | 0,182 | 0,108 | 0,859 | 0,574 | 0,342 | 0,038
p(FaselvsFase | ¢g59 | 0,293 | 0,767 | 0,069 | 0,401 | 0,635 | 0,343 | 0,635
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Tabela 69. indice de complexidade das componentes miogénica, simpatica, endotelial dependente
de NO e endotelial independente de NO para o membro controlo nas trés fases do protocolo de
respiracdo de oxigénio a 100% nos diferentes dias de andlise (p<0,05; * - estatisticamente
significativo).

Componente Dia 0 Dia 4 Dia 6 Dia 9 Dia 12 Dia 15 Dia 21 Dia 35
Fase | 4,5 4,8 6,5 6,1 4,5 6,7 5,2 51
p - 0,866 | 0,173 | 0,109 | 0,767 | 0,155 | 0,314 | 0,441
o Fase Il 9,0 9,0 8,1 6,8 8,3 8,9 7,5 5,8
Miogénica
Fase Il 6,4 5,8 6,4 5,7 6,6 6,3 4,4 55
P(FaselvsFasell) | go021* | 0,012* | 0,139 | 0,138 | 0,013* | 0,109 | 0,066 | 0,484
P(FaselvsFaselll) | 0075 | 0,042% | 0,767 | 0,812 | 0,044* | 0553 | 0,343 | 0,812
Fase | 3,0 3,9 4,1 4,3 2,5 3,8 3,1 4,2
p - 0,207 | 0,066 | 0,066 | 0,342 | 0,374 | 0,767 | 0,075
o Fase Il 3,8 5,1 4,6 3,0 3,5 4,4 4,6 4,6
Simpatica
Fase lll 3,2 2,9 2,8 2,4 3,0 2,9 3,7 2,6
P(FaselvsFasell) | 0441 | 0,528 | 0,514 | 0,086 | 0,058 | 0406 | 0,123 | 0,553
P(FaselvsFaselll) | 9553 | 0,263 | 0,086 | 0,013* | 0,673 0,109 | 0,483 | 0,017*
Fase 2,3 3,8 3,4 3,2 2,6 3,7 2,2 2,4
p - 0,208 | 0,260 | 0,075 | 0,678 | 0,314 | 0,635 | 0,678
Endotelial
Fase ll 5,3 3,5 4,2 4,0 3,7 4,1 3,3 3,6
dependente
Fase lll
de NO 2,5 2,3 1,9 1,9 1,5 2,2 2,0 1,6
P(FaselvsFasell) | 0o11* | 1,000 | 0,515 | 0,635 | 0,260 | 0,767 | 0,154 | 0,066
P(FaselvsFaselll) | o575 | 0,069 | 0,097 | 0,021* | 0,042* | 0,139 | 0,678 | 0,161
Fase | 2,9 3,1 4,4 4,6 2,7 5,2 3,1 4,6
p - 0,400 | 0,038* | 0,110 | 0,678 | 0,066 | 0,407 | 0,109
Endotelial
i Fase ll 5,4 5,2 4,0 4,0 3,8 3,3 3,9 3,0
independente
Fase lll 3,0 3,1 3,9 3,4 3,6 3,5 3,3 4,1
de NO
P(FaselvsFasell) | 0008* | 0,002 | 0,722 | 0,440 | 0,859 | 0,173 | 0,767 | 0,066
P(FaselvsFaselll) | 0859 | 0,735 | 0,859 | 0,213 | 0,259 | 0,044* | 0,779 | 0,515
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Ao contrario do que se verificou para o membro isquémico, no membro controlo o IC
de todas as componentes aumentou, de um modo geral, apds a cirurgia. Este aumento dos
valores de IC foi irregular, tendo-se revelado um Unico valor inferior ao do dia O — para as
componentes miogénica, simpatica e endotelial independente de NO no dia 12, e para a

endotelial dependente de NO no dia 21.

A provocacdo com oxigénio aumentou consistentemente a entropia miogénica, mas
de forma significativa nos dias 0 (p=0,021), 4 (p=0,012) e 12 (p=0,013). A entropia simpatica
aumentou consistentemente, a excecdo do dia 9. Nenhuma alteracdo na entropia desta
componente foi estatisticamente significativa. A entropia da componente endotelial
dependente de NO aumentou consistentemente, a excecao do dia 4. A Unica alteracdo
significativa foi no dia 0 (p=0,011). A alteracdo da entropia da componente endotelial
independente de NO foi mais heterogénea, tendo aumentado nos dias 0, 4, 12 e 21 e

diminuido nos restantes.
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Capitulo IV : Conclusoes

Tendo em conta a questao de investigagdao colocada, bem como os objetivos
formulados e o delineamento experimental efetuado, sdao descritas de seguida as principais

conclusdes do presente estudo.

O primeiro objetivo permitiu estabelecer que, de entre os trés protocolos
experimentais propostos para o humano, o protocolo de respiragao de oxigénio a 100% é o
mais facil de aplicar para os objetivos que delinedmos. Mais, este protocolo permitiu
esclarecer a natureza da resposta vascular humana a hiperdxia, um tema sempre
controverso e insuficientemente tratado na literatura. Foram encontrados dois padrdes de
respostas a respiracdo de oxigénio — a diminuicdo de perfusdo/vasoconstricdo, o padrio
dominante, e o aumento de perfusdo/vasodilatagcdo, um padrdo encontrado em alguns dos
individuos testados. Em qualquer caso, a andlise dos sinais de LDF tratados por WT, DFA e
MSE ndo permitiu encontrar diferencas estatisticamente significativas nas respostas
vasculares entre individuos de idades diferentes, apesar das tendéncias consistentes que

registdmos, sendo ainda certo que todos os individuos estudados eram saudaveis.

A gasimetria transcutdnea permitiu encontrar menores niveis de tcpO, em
individuos mais velhos, quer em condi¢Bes basais, quer durante a respiracao de oxigénio
propriamente dita. Estes resultados refletem uma reducdo da capacidade de extracdo de

oxigénio em individuos mais velhos.

Os protocolos de elevagdo passiva da perna e de oclusdo supra-sistélica mostraram
produzir respostas vasculares semelhantes, consistindo em hiperémias compensatérias. No
entanto, a analise dos parametros escolhidos para a caracterizacdo do sinal de LDF ndo
permitiu encontrar diferencas estatisticamente significativas nas respostas vasculares entre
individuos de idades diferentes. Apesar disso, a drea sob a curva da hiperémia era
significativamente mais elevada no sexo masculino. Jd& o protocolo de elevacdo passiva
permitiu revelar, nos individuos mais velhos, varias diferencas estatisticamente
significativas, face aos mais jovens, entre as quais se destacam um maior nivel de perfusao

basal, uma maior reducdo percentual de perfusdo provocada pela elevagdo, uma menor
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area sob a curva do sinal de LDF durante a hiperémia e menores velocidades de decremento
e incremento de tcpO,. Os resultados sugerem também que a recuperacdo da perfusao
inicial apds a hiperémia é mais rapida no sexo masculino. Foram ainda encontrados niveis
de fluxo superiores e de tcpO, inferiores nos individuos mais velhos. O fluxo sanguineo foi
consistentemente mais elevado no sexo masculino, enquanto que a tcpO, foi

consistentemente mais reduzida.

Neste contexto, o protocolo de elevagao passiva da perna é uma alternativa util a
oclusdo supra-sistdlica, em contexto de investigacdo ou em contexto clinico, pela

conveniéncia e conforto que envolve na perspetiva do individuo.

Nos trés protocolos experimentais foram encontrados niveis de PTEA
consistentemente mais elevados nos individuos mais velhos, sugerindo uma modificagdo na
funcdo de “barreira” cutanea com o avanco da idade, e igualmente mais elevados no sexo
masculino. Encontraram-se ainda dois tipos de relagdao entre a perfusdao e a PTEA — durante
a oclusdo e a respiracdo em hiperdxia encontrdmos consistentes rela¢des inversas, embora
sem significancia estatistica. E estes aspetos chamam a nossa aten¢do para um assunto
pouco estudado, mas, ainda assim, muito interessante, acerca da influéncia da perfusdo na

funcdo de barreira “epidémica” e que podera ser aprofundado mais tarde.

O segundo objetivo justificou a aplicacdo das diferentes ferramentas de analise fina
gue selecionamos para tratamento do sinal de LDF, sendo este o primeiro estudo que
utilizou estas trés estratégias de quantificacdo comparada em simultdneo. Desde j3
poderemos concluir que este objetivo revelou que a regulacdo da perfusdo envolve a
intervencdo de diversos determinantes, locais e sistémicos, e que a sua intervencao

regulatdria varia com as condicdes da alteragdo que os ativa.

No modelo humano, a WT revelou ser a ferramenta mais util para a distin¢cdo das
diferentes respostas microvasculares, permitindo interpretacdes mais intuitivas da
contribuicdo das diferentes componentes do sinal de LDF. Alguns aspetos essenciais

revelados pela WT:

- 0 principal componente (amplitude normalizada) dos sinais de LDF no humano é de

origem endotelial, seja qual for a manobra de provocacado envolvida;
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- no protocolo de elevagdo passiva da perna, a WT mostrou que a elevagao envolve o
aumento das atividades cardiaca e endotelial independente de NO, bem como a diminuicdo
das atividades respiratdria, miogénica, simpatica e endotelial dependente de NO; existe
uma atividade endotelial independente de NO reduzida nos individuos mais velhos face aos

mais jovens.

- na oclusdo supra-sistélica regista-se reducdo da atividade de todas as

componentes, a exce¢do das endoteliais.

- a respiracdao em hiperdxia provoca o aumento das atividades cardiaca, respiratoria
e miogénica, mas reduz as atividades simpdtica e endoteliais; a reducdo de
perfusdo/vasoconstricdo encontrada na maioria dos individuos parece dever-se a reducdo
de ambas as atividades endoteliais, enquanto que o aumento de perfusdo/vasodilatacdo
registada em alguns individuos se parece dever ao aumento da atividade endotelial

independente de NO.

A andlise por DFA permitiu encontrar, diferentes comportamentos fractais nos sinais
de LDF e suas componentes, mas apenas no periodo de estabilizacdo. Estes
comportamentos sdo semelhantes nas fases de estabilizacdo, independentemente do teste

dinamico durante o qual foram registados.

- as componentes cardiaca e respiratéria apresentaram consistentemente um
comportamento 1/f, enquanto que a miogénica, a simpatica e as endoteliais apresentaram

consistentemente um comportamento préximo do browniano.

- o comportamento fractal dos sinais e das suas componentes altera-se durante os
testes aplicados, de modo diferente — (i) durante a elevacdo passiva da perna, o expoente
alfa do sinal de LDF e da sua componente simpatica sofrem diminuicdo, enquanto que o das
restantes componentes sofrem aumento; (ii) na oclusdo supra-sistélica, o expoente alfa do
sinal de LDF e de todas as suas componentes aumenta. Os individuos mais velhos
apresentam expoentes alfa da componente endotelial independente de NO menores que os
de individuos jovens; (iii) na hiperdxia, o expoente alfa do sinal de LDF e das componentes

cardiaca e endoteliais diminuem, enquanto as restantes aumentam.
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Por seu lado, a MSE mostrou que os sinais de LDF e respetivas componentes,
apresentam diferentes valores de complexidade. De um modo geral, nas fases de
estabilizacdo dos diferentes protocolos, a complexidade do sinal de LDF foi inferior a
complexidade das componentes cardiaca e respiratdria, mas superior a complexidade das
componentes de atividade local. Esta ferramenta mostrou também que os valores de

complexidade se alteram durante a aplicagdao das manobras dinamicas:

- na elevagao passiva da perna, a complexidade do sinal de LDF aumenta, enquanto

gue o de todas as suas componentes diminuem;

- com a oclusdo supra-sistélica, a complexidade do sinal de LDF bem como de todas

as suas componentes diminuem;

- na respiragdo com a atmosfera saturada de oxigénio, a complexidade do sinal de
LDF e da sua componente cardiaca diminuem, a da componente respiratdria permanece

inalterada, e a das componentes de atuacado local aumentam;

O terceiro objetivo permitiu demonstrar ndo apenas o interesse, mas, sobretudo, a
importancia e oportunidade do modelo animal que desenvolvemos com o protocolo de
hiperéxia modificado, para o estudo da fisiologia e da patofisiologia da microcirculagao,

revelando diversos aspetos particulares da func¢do até agora nao publicados.

Este modelo, utilizando murganhos C57/BL6 anestesiados com quetamina/xilazina
permitiu registar as respostas simultdaneas nos membros posteriores revelando, a
semelhanca do que foi verificado no humano, os mesmos dois padrdes de resposta -
diminuicdo de perfusdo/vasoconstricio, como padrdo dominante, e aumento de
perfusdo/vasodilatacdo, como resposta num numero reduzido de individuos e alguns

achados importantes conforme seguem:

- registdmos pela primeira vez, a presenga de respostas antagdnicas numa e noutra
pata posterior ao mesmo estimulo; este fendmeno podera estar também presente no

humano, embora ndo se encontre registado na literatura publicada;

- elabordmos, também pela primeira vez, a decomposi¢cdo dos sinais de LDF com a

transformada rapida de Fourier e com a WT, por forma a localizar a posicdo espetral de cada
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componente. ldentificdmos no murganho seis bandas espectrais, como no humano,
compativeis com as atividades cardiaca (5,3 - 4,6 Hz), respiratoria (3,8 - 3,2 Hz), miogénica
(0,17 - 0,059 Hz), simpatica (0,052 - 0,020 Hz), endotelial dependente de NO (0,017 - 0,0094
Hz), endotelial independente de NO (0,0084 - 0,0042 Hz); as bandas de atividade miogénica,
simpatica e endoteliais apresentam uma posicdo espetral semelhante em ambas as

espécies.

- ao contrario do que encontrdmos no humano, a principal (amplitude normalizada)
componente do sinal de LDF é de origem miogénica; assim, a diminuicdo de
perfusdo/vasoconstricdo registada na maioria dos individuos parece dever-se a diminuicdo
de ambas as atividades endoteliais, enquanto que o aumento de perfusdo/vasodilatacdo

parece dever-se ao aumento da atividade endotelial dependente de NO.

- no modelo de isquémia provocada do membro posterior (hindlimb), a WT mostrou
uma evolucdo consistentemente inversa das atividades miogénica e endotelial
independente de NO no membro controlo, diminuindo a primeira e aumentando a segunda;
no membro isquémico, a mesma evolugdo inversa foi notada na maior parte dos dias de

acompanhamento, com a exce¢do do dia 15.

Ainda na exploracdo do modelo animal, a DFA mostrou que, tal como no humano, o
sinal de LDF e as suas componentes cardiaca e respiratdria apresentam um comportamento
fractal do tipo 1/f, enquanto as componentes miogénica, simpatica e endoteliais

apresentam um comportamento préximo do browniano:

- observamos diferentes altera¢cdes no valor dos expoentes alfa dos membros que
responderam com diminuicdo e com aumento de perfusdo; nos membros que responderam
com diminuicdo de perfusdo verificAmos a diminuicdo do expoente alfa e de todas as
componentes do sinal de LDF, enquanto que nos membros que responderam com aumento
de perfusdo, verificdmos aumento do expoente alfa e da componente simpatica, a

inalteracdo da componente miogénica e a diminuicdo das restantes componentes.

A MSE permitiu, como no modelo humano, distinguir as diferentes respostas
vasculares com base nos niveis de complexidade. Nos membros que responderam com

diminuicdo de perfusdao, a complexidade do sinal de LDF e de todas as suas componentes
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aumentou, e, nos membros que responderam com aumento de perfusdo, a complexidade
do sinal de LDF, e das componentes miogénica e endotelial independente de NO

diminuiram, enquanto que a complexidade das restantes componentes aumentou.

Assim, estas conclusdes permitem elevar a hipétese formulada a categoria de tese e

afirmar que:

- a fluxometria de laser-Doppler é uma poderosa tecnologia de avaliacdo
guantitativa da microcirculacdo in vivo, desde que complementada com métodos e
ferramentas de andlise que ajudem a esclarecer a complexidade deste sinal oscilatério;
neste contexto as metodologias propostas e os instrumentos testados (WT, DFA e MSE),
permitem explorar de forma sensivel os componentes daquele sinal e, perceber de que
maneira os diferentes determinantes da perfusao local atuam, sobre estes marcadores, na

regulacdo;

- 0 modelo animal aqui desenvolvido e proposto, corresponde a uma necessidade
experimental importante, considerados ndo apenas a complexidade da fisiologia
microcirculatéria, e a heterogeneidade da patologia microvascular, estando demonstrado o
seu interesse e potencial experimental, em diversos contextos de circulagdo normal e

alterada.
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Anexo 1

Cadigo: Edicdo n2: Data:
® Cb|OS Code Edition nr Date
oot icorons | Titulo: Consentimento Informado
CBIOS - UDE Title

Dados do participante

Nome:

Data de Nascimento:_ / /
Cddigo de Referéncia:
Cddigo do Estudo:

O investigador responsavel pelo presente projeto propOs-me participar num estudo de
investigacdo desenvolvido sob responsabilidade do CBIOS - CENTRO DE INVESTIGACAO EM
BIOCIENCIAS E TECNOLOGIAS DA SAUDE.

Foi-me explicada e afirmada a minha total liberdade para aceitar ou recusar participar neste
estudo.

Tendo tomado conhecimento dos resultados do exame clinico preliminar realizado neste
laboratério, li e compreendi com clareza as informagdes que se seguem:

Objetivo do estudo

Pretende-se investigar o impacto da elevacdo passiva do membro inferior, da oclusdo
suprasistolica e da respiracdo de oxigénio nas variaveis fisioldgicas da circulagao periférica
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Cadigo: Edicdo n2: Data:

bIOS Code Edition nr Date

Titulo: Consentimento Informado
Title

Resumo da metodologia

O estudo é realizado num painel de 65 voluntarios sem patologia cardiovascular. Cada

voluntario realizard trés protocolos experimentais:

1.

O voluntario estd sentado confortavelmente e respira ar ambiente durante 10 minutos.
De seguida, o voluntario respira uma atmosfera normobdrica saturada em oxigénio
durante 10 minutos. Finalmente, o voluntario volta a respirar o ar ambiente por mais 10
minutos.

O voluntario esta sentado confortavelmente, sendo colocada uma manga de pressdo em
torno do tornozelo. E feito um registo durante 10 minutos. De seguida, a manga de
pressdo é insuflada durante 3 minutos a 200 mmHg. Finalmente, a manga é desinsuflada
e o registo é feito por mais 10 minutos.

O voluntdrio estd em posicdo supina numa cama reclinavel, com a cabeca apoiada numa
almofada e fazendo ambas as pernas um angulo de zero graus com o plano horizontal. E
feito um registo em repouso durante 10 minutos. De seguida, a perna do voluntario é
elevada passivamente (sem esfor¢co) a 45 graus relativamente ao plano horizontal
durante 10 minutos. Finalmente, a perna retorna a posicdo original e é feito um novo
registo de 10 minutos.

Cronograma geral do estudo

Visita (Participante) Motivo experimental Duragao

Janeiro a Junho de 2013

Inclusdo no estudo Realizacdo dos

protocolos experimentais 3h

As visitas terdo lugar no laboratério da Unidade de Dermatologia Experimental da

Universidade Lusdfona, em Lisboa.

Compromissos fundamentais assumidos pelo voluntario

- Nao consumir bebidas cafeinadas nem alcodlicas, nem aplicar produtos tépicos no pé 24
horas antes da realizacdo dos protocolos experimentais;

- Nao tomar medicacdo vasoativa nos 5 dias anteriores ao dia da realizacdo dos protocolos
experimentais

\ pg. 2
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Cadigo: Edicdo n2: Data:

° bIOS Code Edition nr Date

Titulo: Consentimento Informado

CBIOS - UDE Title

Riscos menores previsiveis

- Dor e dorméncia durante a insuflacdo da manga de pressao ao nivel do tornozelo e sensacao
- Sensacdo de secura da mucosa oral durante a respiracdo da atmosfera saturada em oxigénio;
- Dorméncia do pé durante a elevagao passiva da perna.

- Eritema podera persistir durante algumas horas na areas da pele onde foi aplicada a

sonda de gasimetria transcutanea;

Em caso de qualquer reacdo adversa ocorrida durante o estudo, tenho o direito a solicitar um
exame clinico imediato. Poderei a todo o momento pedir informacdes complementares ao
responsavel pelo estudo. Foi-me ainda comunicado que o estudo, os seus objetivos e
metodologias, foram ainda apreciados por uma Comissdo de Etica, a qual emitiu o respetivo
parecer favoravel a sua realizagao.

Os dados que me dizem respeito (pessoais e clinicos) serdo estritamente confidenciais.
Autorizo que (em caso de necessidade) as dreas de pele interessadas sejam fotografadas. Ndo
autorizo a consulta dos dados, exceto por pessoas relacionadas com o estudo e sua avaliacao,
incluindo monitores, auditores, Comissdo de Etica e entidades regulamentares, os quais
poderdao aceder aos dados clinicos, em absoluto respeito pela sua confidencialidade, em
conformidade com a Lei de Prote¢dao de Dados Pessoais.

Se desejar, sou livre a qualquer momento de optar por parar a minha participacdo sem estar
obrigado a qualquer justificacdo; em consonancia, informarei o investigador responsavel e ndo
receberei qualquer indemnizacao.

Aceito, pois, participar livremente neste estudo nas condi¢des assim especificadas.

206
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CBIOS - UDE

e comprometo-me por minha honra, e por minha livre vontade a, durante este estudo e
durante o periodo de exclusdo que me foi indicado a ndao aderir a qualquer outro estudo a
desenvolver em humanos, mesmo que realizado por um investigador deste centro ou de
qualquer outro.

O meu consentimento nao dilui as responsabilidades dos organizadores do estudo.

Conservo todos os direitos que me sao concedidos por lei.

Feito em de de

Assinatura dos Investigadores Assinatura do voluntario

Responsaveis

pg. 4
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Anexo 2

Dados do participante

Nome:

Data nascimento: __ / / Idade: ____ anos
Sexo: Grupo: Pé:

Altura: __ cm Peso: kg

Pressdo Arterial brago; FrequénciaCardiaca: _ /  mmHg; _ bpm

Pressdo Arterial tornozelo; Frequéncia Cardiaca: _ /  mmHg; _ bpm

Questionario

1. Tem alguma doenga cardiovascular?
Nao

Sim - Qual ou quais?

2. Tem familiares em primeiro grau com doenga cardiovascular?
N3o

Sim - Que doenga(s)?

3. Efumador(a) habitual?
Nao

Sim — Quantos cigarros fuma, em média, por semana? / semana

4. Fumou nas ultimas 24 horas?
Nao

Sim - Qual ou quais?

5. Toma alguma medicac¢ao regularmente?
Nao

Sim - Qual ou quais?
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6. Tomou alguma outra medicagdo nas ultimas 24 horas?
N3o

Sim — Qual/quais?

7. Aplicou algum produto tépico nos pés nas ultimas 24 horas?
Nao

Sim — Qual/quais?

8. Toma algum suplemento alimentar regularmente?
Nao

Sim — Qual/quais?

9. Ha quantas horas tomou a tltima refeigdo?

10. Pratica exercicio fisico regularmente?
Nao

Sim — Qual a frequéncia por semana? / semana

11. Praticou exercicio fisico nas ultimas 24 horas?

12. Teve febre nos ultimos 5 dias?
Nado

Sim

13. Consome regularmente bebidas cafeinadas?
Nao

Sim - ha quantas horas esta sem consumir bebidas cafeinadas?

14. Tem ciclos menstruais regulares?

15. Em que dia do ciclo menstrual atual se encontra?
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ERRATA

Pagina Linha Onde se lé Deveria ler-se
12 6 .(19-21) ...(18-20)
12 9 ...(85) .. (21)

12 9 ...(86) (22)
12 9 ...(87) .(23)
12 9 ...(88) ...(24)
12 12 ..(18) ...(25)

Entre as referéncias 22 e 84, todos os niumeros avangam 4 valores. Ex: na pagina 12, a referéncia 22
passa a 26, e na pagina 25 a referéncia 84 passa a 88.

27 10 59 63
27 12 59 63
31 13 59 63
38 24 Evaporimetria Evaporimetria (Pinnagoda et al. 1990)
41 14 ...e exclusao... ...e ndo-inclusao...
Antes da frase “A tabela 2...” deveria constar a frase “Para cada participante foi
42 - ”
calculado o indice de massa corporal (IMC)
- “...foram divididos sucessivamente em caixas de
~foram divididas em dimensdes cada vez menores, comegando por 100
60 8 100 caixas de 5000 . . " ¢ P
) caixas e terminando em 5000 caixas, num total de 50
amostras cada o
divisOes
65 1 ...40 dias ...35 dias
65 2 ..e2l.. ..21e35..
104 14 0,0013 0,013
120 Na tabela 34, onde se |é “independente de” deveria ler-se “independente de NO”
...movimento ...movimento browniano (Rajan et al. (2009). Review
121 3 . .
browniano... of methodological developments ...
148 1 ...fluxo sanguineo ...fluxo sanguineo médio
Na tabela 52 onde se Iéem os valores:
Isquémico | Faselll | 214.9 | 415 | 713 [ 77.7 | 91.9 | 96.1 | 134.7 | 148.9
deveriam ler-se
148

Isquémico | Faselll | 207,3 | 102,7 | 102,4

110,1 | 122,3 | 114,0 | 148,3 | 148,9
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