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“O bom mesmo é quando vocé se permite

A rir até parecer bobo,

E vé que no fim, por mais bobo que tenha parecido,
Bobos foram aqueles que se privaram de sentir”

Rafael Lebre



RESUMO

A sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SRIS), culminando com o choque
séptico € uma das principais causas de morbidade e mortalidade nas unidades de
tratamento intensivo (UTI). Diante disso, a busca por um completo entendimento da
fisiopatologia desta SRIS, possibilitando o desenvolvimento de novas terapias, ainda
€ questdo de grande interesse no meio cientifico. Portanto, o objetivo do trabalho foi
verificar as alteragcdes neuroenddcrinas e cardiorrespiratorias, identificando as
causas, durante o choque séptico experimental induzido pela ligadura de perfuracdo
cecal (CLP; Cecal ligation and puncture). Durante o choque séptico induzido pela
CLP houve um aumento da secrecdo de vasopressina (AVP) e ocitocina (OT) nas
primeiras 4 horas ap0s a cirurgia de CLP quando comparado com grupo controle
(Sham), no entanto, 6 horas apés a cirurgia de CLP a secrecdo desses hormonios
diminui para valores basais apesar da queda da pressdo arterial média (PAM)
guando comparado com Sham, resultando em um quadro de deficiéncia da secrecéo
de vasopressina. Angiotensina (ANG Il) e peptideo natriurético atrial (ANP)
permaneceram aumentados durante as 6 horas observadas. O tratamento com
salina hipertonica (SH) (NaCl 7,5%, 4 ml /kg) 6 horas ap6s o CLP ou Sham,
proporciou aumento na secrecao de OT e ANP e queda da concentragédo plasmatica
de ANG II, sem diferencas quando comparado ao Sham. A secrecdo de AVP foi
maior durante 10 minutos ap0s a aplicacdo de SH, restaurando transitoriamente a
PAM, no entanto, 30 minutos apoés, a secrecdo de AVP permaneceu menor quando
comparado com Sham, mesmo com o aumento da osmolalidade (sem diferenga
entre CLP e Sham). O tratamento intracerebroventricular (i.c.v.) com o bloqueador
inespecifico da o6xido nitrico sintase (NOS) (L-Name) promoveu aumento da
secrecdo de AVP durante os 30 minutos apos a administracdo de SH no grupo
submetido a cirurgia de CLP quando comparado com Sham. Apés uma segunda
aplicacdo de SH, 30 minutos apds a primeira aplicacdo, néo foi observada diferenca
na secrecao de AVP entre CLP e Sham. Tais resultados evidenciaram que neste
quadro de choque séptico experimental a secrecdo de AVP esta sendo blogueada
pela sintese de NO. O tratamento com hidroxietilamido isotdnico (HES 4ml/kg; 8
mi/kg; 16 ml/kg) e hipertonico (Hyper-HES, 4 ml/kg) seis horas ap6s a CLP nao
promoveu diferenca na PAM e frequéncia cardiaca (FC) apds 24 horas da cirurgia

de CLP. No entanto, imediatamente apds administracdo, o Hyper-HES promoveu



aumento da PAM por 1 hora e aumentou a secrecdo de AVP e OT 5 minutos apds a
aplicacdo. A administracédo do HES n&o promoveu aumento da PAM imediatamente
apos a aplicacdo e também néo alterou a secrecédo de AVP e OT, exceto a dose 16
mi/kg que promoveu aumento da secrecdo de OT. O tratamento prévio com
antagonista de AVP (V;), aboliu a resposta pressora desencadiada pela
administracdo de Hyper-HES. Do mesmo modo, o tratamento prévio com
antagonista de OT, ndo alterou as respostas da PAM apds aplicacao e Hyper-HES e
HES, sugerindo que apenas as solugcdes hipertbnicas (cristaloides ou colbides) séao
eficazes em restabelecer a presséo arterial durante o choque séptico por aumentar a
secrecdo de AVP. Ap6s 24 horas da cirurgia de CLP a PAM permaneceu baixa e
sem alteracdes na FC quando comparado com grupo Sham. Neste mesmo tempo,
observamos uma atenuacdo das respostas barorreflexas e quimiorreflexas
acompanhada por um menor niumero de neurdnios positivos para cFOS no nucleo
do trato solitario comissural (NTSc) e intermediario (NTSi) apds intermitente ativacao
do quimiorreflexo quando comparado com o grupo Sham, que persiste mesmo
restaurando a PAM. O pré-tratamento com L-Name e Aminoguanidina i.c.v. (Ag,
blogueador especifico da NOS induzida) promoveram uma atenuacdo dos déficitis
da resposta quimiorreflexa. Além do mais, o tratamento com Ag promoveu
atenuacdo da queda no namero de neurdnios positivos para cFOS (NTSc e NTSi)
apos intermitente ativacdo quimiorreflexa, sugerindo o envolvimento do NO na

deficiéncia da resposta quimioreflexa durante o choque séptico experimental.

Palavras chaves: Choque séptico. Arginina vasopressina. Barorreflexo,

Quimiorreflexo. Oxido nitrico.



ABSTRACT

The systemic inflammatory response syndrome (SIRS), culminating in septic shock is
a major cause of morbidity and mortality in intensive care units (ICU). Therefore, the
search for a complete understanding of the pathophysiology of SIRS, enabling the
development of new therapies, it is still a matter of great interest in the scientific
community. Therefore, the aim of the study was to assess cardiorespiratory and
neuroendocrine changes, identifying the causes, during experimental septic shock
induced by cecal ligation and perforation (CLP). During septic shock induced by CLP
there is an increased secretion of vasopressin (AVP) and oxytocin (OT) in the first 4
hours after CLP surgery compared with a control group (Sham). 6 hours after CLP
surgery, the secretion of these hormones decreased to baseline and they remained
in basal levelsdespite the fall in blood pressure (BP), resulting in a framework of
disability of AVP secretion. Angiotensin (ANG II) and atrial natriuretic peptide (ANP)
remained increased during the first 6 hours observed. Treatment with hypertonic
saline (HS) (7.5% NaCl , 4 mL / kg), six hours after CLP or Sham, increased in the
secretion of OT and ANP and decreased ANG Il plasma concentration in CLP and
sham groups. The AVP secretion was highest during 10 minutes after application of
HS, temporarily restoring BP, however, after 30 minutes, AVP secretion was
decreased when compared to Sham, even with increased osmolarity (no difference
between sham and CLP). Considering intracerebroventricularly (i.c.v.) treatment of a
nonspecific blocker of nitric oxide synthase (NOS) (L-Name) CLP surgery group,
compared to sham group, showed a higher secretion of AVP during the 30 minutes
after HS. After a second application of HS, 30 minutes after the first application, no
difference in secretion of vasopressin between sham and CLP was observed. These
results showed that secretion of AVP is being blocked by the NO synthesis in the
experimental septic shock. Treatment with isotonic hydroxyethyl starch (HES 4ml/kg,
8 ml/kg, 16 ml/kg) and hypertonic (Hyper-HES, 4 ml/kg) six hours after CLP caused
no significant difference in blood pressure and heart rate (HR). 24 hours after CLP
surgery, however, immediately after administration, Hyper-HES promoted an
increase in BP for 1 hour and increased secretion of AVP and OT 5 minutes after its
application. The administration of HES did not increase BP immediately after its
application and did not alter the secretion of AVP and OT.Only the dose of 16 ml/kg

caused an increase on OT secretion. . Using pretreatment with AVP antagonist (V1),



but not OT antagonist, it was observed no increase on BP after administration of
Hyper-HES, suggesting that only hypertonic solutions (crystalloid or colloid) were
effective in restoring blood pressure during septic shock by increasing the secretion
of AVP. 24 hours after CLP surgery it was observed a decrease in BP and no change
in HR compared to Sham. At this same time, it was observed an attenuation of
baroreflex and chemoreflex responses and a smaller number of neurons positive for
cFOs after intermittent chemoreflex activation when compared with Sham group,
which persists even restoring BP. Pretreatment with L-Name and Aminoguanidine
(Ag, specific blocker of induced NOS) promoted an attenuation of the chemoreflex
response deficit. Moreover, treatment with Ag promoted attenuation of the fall in the
number of neurons positive for cFos after intermittent chemoreflex activation,
suggesting the involvement of NO in chemoreflex response deficit during

experimental septic shock.

Key words: Septic shock. Arginine vasopressin. Baroreflex. Chemoreflex. Nitric

oxide.
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1 INTRODUCAO

A manutencdo da constancia do meio interno dos organismos vivos, dentro de
parametros relativamente estreitos, denominada homeostase, é condicdo essencial para a
preservacdo da vida nas diferentes espécies. O volume, a pressdo, e a CoOmposicao
eletrolitica do liquido extracelular devem ser mantidos dentro de estreitos limites de variacédo
(ANTUNES-RODRIGUES, et al. 2004). Alguns agentes, principalmente externos (agente
estressor), podem perturbar a homeostase do meio interno, gerando uma situacao
denominada de estresse. Durante o estresse, 0 organismo promove a ativagdo de alguns
sistemas de controle (denominados genericamente de carga alostatica), a fim de retornar as
condi¢Bes de equilibrio. Esta nova situagdo em que o organismo apresenta-se em equilibrio
apesar da presenca do agente estressor € denominado alostase (MCEWEN, 2000;
MCEWEN; SEEMAN, 1999; MCEWEN, 2007). Entre os sistemas fisiolégicos envolvidos no
retorno do organismo a uma situacao de equilibrio, destaca-se o sistema nervoso, enddcrino
e 0 sistema imune.

A resposta do organismo € diferente para os diversos agentes estressores,
implicando em uma variedade na magnitude de ativacdo de cada sistema (CHROUSOS,
1998). O sistema enddcrino tem uma importante fungdo na manutencdo da homeostase em
diversas situacgdes de estresse, incluindo na sepse.(BERTOK, 1998).

A sepse apresenta alta prevaléncia em hospitais, particularmente em Unidades de
Tratamento Intensivo (UTIs). Mais de 500.000 pacientes sdo acometidos por sepse a cada
ano nos Estados Unidos. Apenas 55 a 65% desses sobrevivem (RUSSEL; WALLEY;
SINGER, 2008; SCHOENBERG; WEISS; RADERMACHER, 1998; WHEELER; BERNARD,
1999). A incidéncia de sepse vem aumentando, provavelmente, em decorréncia do maior
emprego de terapias imunossupressoras e de métodos diagndsticos e terapéuticos cada vez
mais agressivos (GIUSTI-PAIVA; SANTIAGO, 2010)

O prognostico em longo prazo também € ruim. Apenas 30% dos pacientes que
recebem alta do hospital sobrevivem ap6s o primeiro ano (SCHOENBERG; WEISS;
RADERMACHER, 1998). O manejo de pacientes com sepse, sepse grave e choque séptico
requer abordagem combinada, empregando medidas diagnésticas rigorosas, introducdo
rapida de antibioticos eficazes e tratamento de suporte (BOCHUD; GLAUSER; CALANDRA,
2001; DELLINGER, et al. 2008; HOTCHKISS; KARL, 2003; WHEELER; BERNARD, 1999).

O choque séptico, a instancia mais grave da sepse, € definido como estado de
hipoperfusdo e/ou disfuncdo organica causado por agente infeccioso, que cursa com
hipotenséo refrataria a expanséo volémica adequada e conduz a necessidade de agentes
vasopressores (BONE; SIBBALD; SPRUNG, 1992; MUCKART; BHAGWANJEE, 1997).
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O tratamento antimicrobiano permanece como arma principal para pacientes com
choque séptico, ndo substituindo, contudo, a necessidade premente de drenagem de
abscessos e de remocdo de corpo estranho e tecido necrético, quando presentes
(BOCHUD; GLAUSER; CALANDRA, 2001). O tratamento de suporte tem como base a
reposicdo vigorosa de fluidos. Em seguida, os vasopressores s80 0s agentes mais
relevantes no suporte hemodinamico desses pacientes (BALK, 2004; HOTCHKISS; KARL,
2003; WHEELER; BERNARD, 1999).

A ligadura e perfuracdo do ceco (CLP; Cecal ligation and puncture) é um modelo
experimental bastante utilizado para mimetizar o quadro de sepse e choque séptico. O
modelo de injuria com liberacdo da flora bacteriana € o que mais se assemelha ao quadro
de sepse em humanos, decorrente de traumas com perfuragdes das alcas intestinais, colite
ou peritonite pds-operatéria. Nesse modelo, apés a perfuracdo da parede intestinal, ocorre a
liberacdo gradativa do conteudo cdlico para a cavidade peritoneal, induzindo peritonite, a
qual pode evoluir para um quadro de sepse e choque séptico (BROOKS, et al. 2007).
Apesar de esse modelo experimental estar mais préximo a um quadro clinico e, por isso, ser
um modelo mais adequado para o estudo da sepse/choque séptico, a maioria dos estudos
experimentais baseiam-se em modelos nos quais a bactéria ou o LPS sao administrados i.v
ou i.p. Dados da literatura tém demonstrado que a patogénese da sepse, causada pela
administracdo de LPS ou de bactérias i.v., difere daquela induzida por um foco infeccioso,
como acontece em uma peritonite. A diferenca dos resultados obtidos entre esses modelos
é devido a intensidade do estimulo, ao local de inducdo e a forma de administracdo (em
bolus ou liberagéo gradativa), induzindo uma cinética distinta de liberacdo dos mediadores
inflamatorios (WALLEY, et al. 1996). A partir desses fatos, a utilizacdo do modelo CLP para
o0 estudo da sepse/choque séptico, descrito inicialmente por Wichtermann et al. (1980),
apresenta maior relevancia para a compreenséo da evolugdo da doenca.

A sepse resulta de uma descompensacao hemodinadmica decorrente de presenca de
agentes infecciosos e mediadores inflamatérios na circulacdo sangiinea, levando a ma
distribuicdo do fluxo sanguineo na microcirculagdo. (HOLLENBERG, et al. 2004).

A producdo de citocinas pode ser observada no estabelecimento, manutencéo e
controle de diversas fungfes fisiolégicas como sono, ovulacdo e exercicios. Entretanto,
durante o desenvolvimento de um processo inflamatorio/infeccioso a producédo dessas
citocinas apresenta-se extremamente elevada (TURNBULL; RIVIER, 1996). Foi descrito que
em resposta a um estimulo inflamatério/infeccioso, como por exemplo, o induzido pela
administracdo de LPS, o sistema imune desencadeia a produgcdo de uma variedade de
citocinas pré-inflamatérias, como interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose
tumoral (TNF-a) (RAMACHANDRA, et al. 1992). Estes estimulam uma intensa resposta

celular, com liberacao de células do sistema imune (LICINIO; FROST, 2000). Esta atividade
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do sistema imune é sinalizada para o sistema nervoso central (SNC) que desencadeia
algumas respostas tais como febre, alteracbes comportamentais e alteracbes
neuroenddcrinas como, por exemplo, ativagcao do eixo hipotadlamo-hipo6fise-adrenal, reducéo
da atividade dos eixos hipotalamo-hipofise-tiredide e hipotalamo-hipéfise-gonadal,
resultando em modificacdes nas concentracdes plasmaticas de varios horménios (RIVIER,
2003; KARCH, et al. 2002; WILLIANS, et al. 2001; BATTAGLIA, et al. 1997, 1998, 2000;
WATANOBE; HAYAKAWA, 2003; MANDRUP-POULSEN, et al. 1996; RETTORI, et al. 1991,
1987; RIVEST, et al. 1993; RIVEST; RIVIER, 1993 a,b,c; PEETERS, et al. 2003;
YAMASHITA, et al. 1989; SATO, et al. 1990; TUMBULL; RIVIER, 1999; PHELPS, et al.
2001).

Apesar de recentes avancos, a busca por um completo entendimento da
fisiopatologia do choque séptico, possibilitando o desenvolvimento de novas terapias, ainda
€ questdo de grande interesse no meio cientifico (BUWALDA; INCE, 2002; PINSKY;
PAYEN, 2005; SCHORR, 2009). Diante do exposto, o foco do estudo foi avaliar as

alteracdes neuroenddcrinas e cardiorrespiratorias durante o choque séptico..

1.1 RESPOSTAS NEUROENDOCRINAS DURANTE O CHOQUE SEPTICO

A angiotensina Il (ANG Il ou ANG (1-8) é o principal peptideo do sistema renina
angiotensina (SRA). Ela é formada a partir da clivagem do angiotensinogénio de origem
hepatica pela renina de origem renal, formando angiotensina | (ANG | ou ANG(1-10)). Essa
por sua vez é clivada pela enzima conversora de angiotensina (ECA) formando a ANG I,
especialmente no leito vascular pulmonar. Uma vez formada a Ang Il atua em seus
receptores especificos em oOrgdos-alvos regulando a pressdo arterial, a homeostase
cardiovascular e o equilibrio hidroeletrolitico, tanto em condi¢des fisioldégicas quanto
patoldgicas (DZAU, et al. 1988; KRIEGER, 1998; SANTOS, et al. 2005, PAUL, et al. 2006).

A ANG Il liga-se com alta afinidade em seus receptores localizados na superficie
celular. Dois tipos principais de receptores sdo bem caracterizados, AT1 e AT2, ambos com
distribuicdo heterogénea em tecidos periféricos e cerebrais. Os dois receptores diferem em
seus mecanismos de sinalizacdo e atividades biol6gicas (ARDAILLOU, 1999; UNGER,
2002).

O receptor AT1 esta presente em tecidos somaticos e cerebrais, predominantemente
em o6rgaos e tecidos envolvidos no balanco eletrolitico e regulacdo da pressao sanguinea,
como glandulas adrenais, células do musculo liso vascular, rim e coracao. Sua estimulacdo

medeia também o crescimento e proliferacdo de células do musculo liso vascular, estando
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também implicada em varias doengas cardiovasculares, renais e cerebrais, tais como
hipertrofia do ventriculo esquerdo, hipertrofia da camada média vascular, arritmias
cardiacas, aterosclerose e glomerulosclerose (UNGER, 2002).

O receptor AT2 esta presentes em alta densidade em todos os tecidos durante o
desenvolvimento fetal e s&o menos abundantes em tecidos adultos, estando expressos em
altas concentracbes na medula adrenal, utero, ovérios, endotélio vascular e &reas
especificas do cérebro. Sua expressdo esta também elevada na insuficiéncia cardiaca, nos
processos de reparo apés infarto, em lesbes de pele e no sistema nervoso. Sendo assim, o
receptor AT2 parece estar envolvido no controle da proliferacdo e diferenciacdo celular,
angiogénese, regeneracao tecidual e apoptose (UNGER, 2002).

Poucos estudos correlacionam o quadro de sepse com ANG Il. Sabe-se que no
quadro de sepse 0s animais e humanos apresentam hiporreatividade para ANG 1l (CHENG,
et al. 2005).

A ANG Il é um importante mediador inflamatério na sepse, haja vista que estudos
recentes tém demonstrado que estes efeitos sdo importantes em diversas patologias. No
entanto, ao mesmo tempo em que a ANGII tem uma participagdo indesejavel no processo
inflamatdrio que conduz a lesé@o dos tecidos do hospedeiro em sepse, este mesmo mediador
€ responsavel por promover vasoconstricdo e aumento da pressdo arterial. Esta
vasoconstricdo €, por sua vez, uma acao desejavel em pacientes acometidos por choque
séptico (DANDONA, et al. 2007; YAO, et al. 2007; MARCHESI, et al. 2008).

Outros hormonios avaliados no estudo foram a vasopressina (AVP) e ocitocina (OT).
Ambos sdo peptideos constituidos por 9 aminoacidos, produzidos por neurbnios
parvocelulares do nucleo paraventricular (PVN) e neurbnios magnocelulares dos nucleos
PVN e supradptico (SON) do hipotalamo. Esses peptideos sdo produzidos nestes neurdnios
parvocelulares e liberados na eminénia mediana e transportado pelos vasos longos a
adeno-hipofise onde atuam estimulando a liberagdo de horménio adrenocorticotréfico
(ACTH) e prolactina (RIVIER 1983; DE BOLD, et al., 1984; GIBBS, et al. 1984; TURNBULL;
RIVIER, 1996; AGUILERA; RABADAN-DIEHL, 2000). Os neurbnios magnocelulares tém
seus terminais axonais principalmente na neuro-hipéfise, onde a AVP e OT séo
armazenadas. Apoés estimulos adequados e a consequente ativacdo dos corpos celulares
dos neurbnios magnocelulares, esses peptideos sdo liberados na neuro-hipdfise e
transportado pelos vasos portais curtos a adeno-hipofise e/ou atingem a circulacdo
sistémica (PORTER, et al. 1983; ANTUNES-RODRIGUES, et al. 2004).

Uma vez lancados na circulagdo esses peptideos sdo transportados na forma livre,
sendo rapidamente degradados pelas endopeptidases 0 que resulta em meia vida curta.
Desta forma a concentracdo plasmatica constitui um bom indicador da capacidade de

secrecdo hormonal pelo sistema hipotalamo neuro-hipofisario (PORTER, et al.1983).
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As acbes da AVP sdo mediadas por trés subtipos diferentes receptores, V;a, Vib e
V, (BINRBAUMER, 2000). Expressédo de receptor V;a foi observada em musculo liso
vascular e figado, de receptor Vb na pituitaria anterior e V, nos rins (MOREL, et al., 1993;
BINRBAUMER, 2000). Os receptores V;a estdo envolvidos no controle da presséo
sanguinea e em todas as outras fun¢des conhecidas da AVP, exceto para a estimulacdo da
secrecgdo de corticotropina pela adeno-hipdfise, a qual € mediada por receptor Vb e pelos
efeitos antidiuréticos, mediados pelos receptores V,. A presenca de receptores Vja foi
detectada em varias estruturas do SNC, sugerindo que o Vl1a é o principal receptor
responsavel pelos principais efeitos centrais da AVP (TRIBOLLET, et al. 1988).

Os receptores de OT tém grande diversidade de distribuigdo tecidual como no Utero,
glandula mamaria, pituitaria, cérebro, rins, timo, ovaros, testiculos, coracdo e vasos
sanguineos e a existéncia de subtipos de receptores de OT ainda ndo esta bem
estabelecida (GIMPL; FAHRENHOLZ, 2001). Além disso, altas concentracdes de OT podem
interagir com receptores V1 e V2 da AVP (THIBONNIER, et al., 1998).

A secrecdo de AVP é estimulada pelo aumento da osmolalidade plasmatica e queda
da pressao arterial, enquanto a OT é estimulada pela hipervolemia, trabalho de parto e
lactacdo. Entretanto, varios outros sinais estressores podem regular a secrecdo desses
peptideos, tais como: contenc¢do, inalacao de éter, calor/frio e endotoxemia (KASTING 1986,
1988; McCANN et al. 2000; JORGENSENG, et al. 2002; ONAKA, 2004)

A secrecdo de AVP no choque endotdxico tem um padrédo bifasico em animais e
seres humanos. Inicialmente é caracterizada uma elevada secrecao (até 2 horas apés o
estimulo), enquanto em uma fase tardia (4 horas ap6s o estimulo), € anormalmente baixo
para o grau de hipotensdo. Nos seres humanos, esse declinio inicia-se 6 h apds o
diagndstico de choque séptico e resultam em deficiéncia relativa de 36 h. Sharshar et al.
(2003), demonstraram que todos 0s pacientes apresentaram baixos niveis de AVP no prazo
de 24 horas do diagnéstico de choque séptico. Em contraste, durante o choque cardiogénico
e hipovolémico a secrecdo de AVP estd elevada. O choque séptico provoca um aumento
transitorio inicial de AVP, que diminui na fase tardia, o que tem sido interpretado como
deficiéncia do horménio.

O baixo nivel de AVP provavelmente é devido a sua secrecdo prejudicada, ao invés,
do aumento do metabolismo das endopeptidases. Mecanismos propostos para a reducgéo de
AVP durante a sepse incluem o esgotamento da pituitaria em resposta a liberagdo mediada
por barorreceptores, disfuncdo autondmica e efeito inibitério exercido pelo aumento da
liberacdo de 6xido nitrico (NO) no hipotalamo (GIUSTI-PAIVA, et al. 2002; 2003b; SKLAR;
SCHRIER, 1983; GARRARD, et al. 1993; LANDRY, et al. 1997).

Outro hormdnio que participa do equilibrio hidroeletrolitico avaliado no presente

estudo foi o peptideo natriurético atrial (ANP), que foi descoberto em 1983 (FLYNN; De
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BOLD; De BOLD, 1983). Foi demonstrado em ratos, que a infusdo intravenosa de extrato
atrial provocava um potente efeito hipotensor e diurético (KUHN, 2004; VANDERHEYDEN,
et al. 2004).

O ANP apresenta a formacao de um anel composto por 17 aminoacidos ligados por
pontes de dissulfeto entre dois residuos de cisteina, nas posi¢cdes 7 e 23, sendo essa
formacdo essencial para o reconhecimento do peptideo pelo receptor de membrana
(BRENNER, et al., 1990; VANDERHEYDEN, et al. 2004).

O gene precursor do ANP codifica 151 aminoacidos (pré-pro-hormonio) que
proteoliticamente é processado a forma de pro-horménio contendo 126 aminoacidos (pro
ANP1-126) estocados no interior dos midcitos atriais. O pro ANP é clivado durante o
processo de secrecdo pelo atrio por protease especifica, para formar o proANP1-98
(fragmento amino-terminal) e o protétipo biologicamente ativo contendo 28 aminoacidos
(ANP99-126) denominado fragmento carboxi-terminal. As sequéncias do ANP encontradas
em rato e humano séo idénticas, exceto na posi¢do 12. Em humano ocorre a substituicdo do
aminoacido metionina por isoleucina. (BRENNER, et al. 1990; SAMSON: LEVIN et al.1997;
VANDERHEYDEN, et al. 2004).

Além do atrio cardiaco, o ANP e sua molécula precursora estdo presentes em outros
tecidos como o hipotdlamo, arco aoértico, pulmdes, pituitaria, adrenais, rins, ventriculo,
estbmago, pancreas e testiculos. Entretanto, apesar de presente em varios tecidos, a
producao atrial € dezenas de vezes superior a de outras regides (GARDNER, et al. 1986;
JIRIKOWISKI, et al. 1986; GARDNER, et al. 1987; GUTKOWSKA, et al. 1989; GARDNER,
et al. 1986; ONG, et al. 1987; SAKAMOTO, et al. 1985; VESELY, et al. 1992)

O ANP promove efeitos que sdo importantes para homeostase do fluido corporal e
para a regulacdo de presséo arterial. No sistema cardiovascular o ANP promove resposta
hipotensora devido a reducdo do débito cardiaco, do volume intravascular e da resisténcia
vascular periférica (ALLEN, et al. 1987; BREUHAUS, et al. 1985; PARKES, et al. 1988). Nos
rins o ANP aumenta o ritmo de filtracdo glomerular, inibe o transporte de sédio pelo
segmento medular do ducto coletor, inibe secrecdo de renina, de aldosterona, aumenta a
diurese e natriurese (KUHN, 2000; BURNETT-JR, et al. 19844; COGAN, 1986;
SONNENBERG, et al. 1986; MAACK, et al. 1984).

O ANP participa da resposta imunologica inata e adquirida e foi demonstrado ter um
efeito modulador sobre a funcdo dos macrofagos e dos neutréfilos (VOLLMAR, 2004,
WIEDERMANN, et al. 1992).

Existem poucos estudos demonstrando a participagdo do ANP durante o choque
séptico. Diantes disso, buscamos analisar as alteragdes neuroenddcrinas durante o choque

séptico experimental induzido pela CLP.
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1.2 RESTAURACOES DA PRESSAO ARTERIAL UTILIZANDO EXPANSORES DE
VOLUME DURANTE O CHOQUE SEPTICO.

A fluidoterapia é uma prética clinica de rotina para se obter um equilibrio
hemodindmico e de perfusdo dos tecidos no tratamento de pacientes com choque
hemorrdgico ou séptico. Devendo ser a primeira medida a ser tomada no suporte
hemodindmico ao paciente com choque séptico e hipovolémico (SILVA, 2008; RIVERS, et
al. 2001; DELLINGER, et al. 2004). No choque hemorragico o tratamento inicial com
expansores de volume sanguineo é efetivo para manter os parametros cardiovasculares,
mas ao mesmo ndo é observado em pacientes com chogque séptico, onde somente
expansao com solugéo hipertdnica promove melhora aguda da presséo arterial média (PAM)
(LETSON, et al. 2010; SANTIAGO, et al. 2013; GIUSTI-PAIVA, et al. 2009). Uma das
possiveis explicagbes poderia ser a concentracdo plasmatica de AVP elevada no choque
hemorragico, porém baixa no choque séptico (RAJANI, 2010; SHARSHAR, et al. 2003).

A fluidoterapia é baseada na restauragdo do volume e composicdo dos liquidos
corporais a normalidade, assim como a manutencé@o do equilibrio dos eletrdlitos. A infusédo
de grandes quantidades de liquido (coloides ou cristaloides) é frequentemente usada para
restabelecer a perfusdo adequada dos tecidos (RIVERS, et al. 2004).

Ainda é amplamente discutida a escolha da solucdo a ser infundida no paciente
hemodinamicamente instavel. Como primeira escolha, na reposicdo volémica, €
recomendado a utilizagdo de solucéo cristaloide, no entanto, ambas, coloides e cristaloides,
apresentam vantagens e desvantagens (MARTEL, et al. 2002; WADE, et al. 1997).

InfusBes de cristaloides, como por exemplo, cloreto de sédio 0,9% ou solugcéo Ringer
com lactato, sdo os tipos mais comuns de fluidos administrados durante o tratamento de
choque séptico. A expansdo do volume plasmatico ocorre e é benéfica no regime de
reanimacdo, mas pode promover alteracdo na estabilidade hemodindmica. Apenas um
quarto do montante infundido permanece no espago intravascular, com os restantes trés
quartos distribuidos no espago extravascular, resultando em apenas um aumento transitério
no volume de plasma. Significativa hemodiluicdo das proteinas do plasma e uma diminuicédo
da pressdo coloidosmotica, juntamente com um aumento generalizado da permeabilidade
microvascular (tanto do ponto de fun¢éo pulmonar e sistémica) podem ocorrer (SINGH, et al.
2009). A expansédo do volume plasmético pode resultar em reducdo do nivel plasmatico de
AVP e aumento de outros hormdnios, como: ANP e OT (GODINO et al, 2005; RUGINSK, et
al. 2007; VENTURA, et al. 2002).

Em relagdo a expansdo de volume com solugdes coloidais, na forma de compostos
sintéticos ou nao sintético por exemplo, hidroxietilamido, albumina, dextran e gelatina, tém

teoricamente maior expansao de volume por unidade de infusdo em relacdo as solucdes
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cristaloides. O uso do coloide, no entanto, tem o potencial para um maior nimero de efeitos
adversos, por exemplo, lesdo tubular renal, diminuir os niveis do fator VIIl, e prolongamento
do tempo de tromboplastina parcial (SCHORTGEN, et al. 2001; SHATNEY, et al. 1983).
Solucdes coloides possuem maior custo do que solugdes cristaloides.

A principal vantagem dos expansores de volume coldide sobre os cristaloides esta
no tempo de acgédo. O efeito das solugBes coldides é mais prolongado quando comparado ao
efeito dos cristaldides, principalmente por terem elevado peso molecular, favorecendo sua
permanéncia no leito vascular (SINGH, et al. 2009).

Entre os principais colbides utilizados clinicamente podem ser destacados a
gelatina, o dextran, o hidroxietilamido e a albumina. Normalmente os colbides sdo
dissolvidos em cristaldides isotdnicos (NaCl ou glicose). A gelatina é preparada a partir da
hidrélise do colageno bovino e quando ligadas a uréia, formam polimeros de
aproximadamente 35000 daltons. J& os dextrans séo polimeros lineares de D-glicose, e de
alto peso molecular, sendo os mais utilizados o dextran 40 e dextran 70, com pesos
moleculares de 40000 e 70000 respectivamente. O dextran 70 geralmente provoca
distarbios da coagulagéo, principalmente em ratos. O hidroxietilamido (HES) é sintetizado a
partir da amilopectina (polissacarideo extraido do amido). Apés uma rea¢do com Oxido de
etileno, ocorre uma substituicdo no carbono 2 (C2) da glicose, do hidrogénio pelo grupo
hidroxietil, o que confere maior resisténcia a acdo da alfa-amilase. Existem trés geracoes
desta substancia que so o hidroxietilamido 450/0,7 (Plasmin®, primeira geracéo), 200/0,6
(Haes-Steril®, segunda geracdo) e o 130/0,4 (Voluven®, terceira geracdo). Todas s&o
identificadas quanto ao peso molecular (450, 200 ou 130 kDa) e quanto ao grau de
substituicdo. Na pratica, o hidroxietilamido 450/0,7 possui maior capacidade de tracionar
dgua para 0 vaso sanguineo e maior resisténcia a agdo da amilase plasmatica em
decorréncia do maior peso molecular e maior grau de substituicdo, respectivamente. No
entanto, devido a sua maior permanéncia na corrente sanguinea também estd associado a
um maior grau de comprometimento hematologico, principalmente disturbios da coagulacao.
Com o desenvolvimento dos hidroxietilamido de segunda e terceira geracdes, a capacidade
como expansor de volume é menor, porém é acompanhada de um menor comprometimento
hematoldgico. Tanto o dextran como o hidroxietilamido sdo utilizados em solugéo contendo
6% destes coloides, frequentemente dissolvidos em salina isotdnica e utilizados na dose de
4ml/kg. A associagdo dextran 6% + NaCl 7,5% também tem sido utilizada para expanséo do
volume plasmatico no choque hemorragico. Com relacao a utilizacdo da albumina, nota-se
uma variabilidade no volume e na concentragdo (5 a 20%) utilizada (WESTPHAL, et al.
2009; LANG, et al. 2001)

Os expansores de volume tém sido empregados em alguns quadros clinicos de

gqueda da pressao arterial ou de reducdo do volume sanguineo (principalmente durante o
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choque hemorragico). Entretanto, no choque séptico, a utilizacdo dos expansores de volume
tem sido bastante restrita e de pouca eficacia. Isto se deve principalmente pelo fato de que a
utilizacdo de solucdes cristaloides isotbnicas provocam edema, complicando o quadro
clinico do paciente, pelo curto tempo de agdo e pela falta de um expansor adequado para
esta situacgao clinica.

O uso de tipos alternativos de fluidos para a ressuscitacdo, como a salina hipertonica
foi proposto por Velasco, et al. (1989). Essa solu¢do pode causar uma rapida expansao do
volume plasmatico induzida pela mobilizacdo do fluido do compartimento intracelular para o
intravascular. Isso resulta em um aumento no volume plasmatico total em até 4 vezes maior
gue o volume real infundido, no entanto, estes efeitos sdo de curta duragdo. A adicdo de
coloides em solug&o hipertonica prolonga a duracdo da expansdo do volume e, portanto,
acentua os efeitos sobre a circulacdo central e regional (SINGH, et al. 2009).

A solugédo de dextrana em salina hipertdnica (NaCl, 7,5%) tem sido estudada na
fluidoterapia de animais experimentais e seres humanos com choque hemorragico ou
traumatico (WADE, et al. 1997; JUNGER, et al. 1997). Com base nestes resultados, o
interesse no uso da solugdo hipertdnica no tratamento da sepse tem surgido. Estudos
utilizando solucdes coloides em salinas hipertbnicas sobre os efeitos na funcéo
hemodinamica, na expansdo do volume intravascular, fungcdo do sistema imunitario e na
funcdo endotelial foram realizados. Uma melhora na funcdo cardiovascular e perfusdo
esplancnica foi observada em um modelo de choque séptico induzido em cées (ING, et al.
1994). A salina hipertdnica promoveu melhora transitéria no fluxo sanguineo tanto sistémica
guanto regional em caes durante choque séptico (HORTON: WALKER, 1991).

Apo6s o choque induzido por infusdo de endotoxina de E. coli, a administragdo de
solugédo hiperténica de hidroetilamido ou salina resultou em aumento do volume plasmatico,
pressao arterial e débito cardiaco, sendo esses efeitos apenas transitérios (ARMISTEAD, et
al. 1989; GIUSTI-PAIVA, et al. 2007; BATISTA, et al. 2009).Varios efeitos
imunomoduladores também tém sido descritos ap6s o uso da solugdo hipertbnica no
tratamento do choque séptico, como a reducgdo significativa de colbnias bacterianas e
producao de superoxido (SHIELDS, et al. 2003).

Diante do descrito, a escolha de um expansor de volume ideal durante o choque
séptico é de grande interesse no meio cientifico e clinico. Portanto, um dos nossos objetivos
€ avaliar a expansdo de volume sanguineo com salina ou hidroxietilamido isotdénico e

hiperténico durante o choque séptico experimental induzido pela CLP.
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1.3 RESPOSTAS CARDIORRESPIRATORIAS DURANTE O CHOQUE SEPTICO

A perfusdo tecidual adequada é garantida pela manutencdo da forca motriz da
circulacdo - diferenca de pressdo sanguinea - em niveis adequados e razoavelmente
constantes, esteja o individuo em repouso ou desenvolvendo diferentes atividades. A
manutencdo (componente tonico), bem como a variagdo momento a momento da pressao
arterial (PA) (componente fasico) dependem de mecanismos complexos e redundantes que
determinam ajustes apropriados da frequéncia e contratilidade cardiacas, do estado contratil
dos vasos de resisténcia e de capacitancia e da distribuicdo de fluido dentro e fora dos
vasos (MICHELINI, 1999; KAPLAN, 1998).

Sabe-se que embora muitos reflexos estejam envolvidos na modulacéo da atividade
simpatica, os barorreceptores arteriais (alta pressao) sdo considerados o mais importante
mecanismo de controle reflexo da PA, momento a momento. Tais receptores sdo, na
verdade, mecanorreceptores posicionados estrategicamente na crossa da aorta € no seio
carotideo, que sdo sensiveis a variagdes pressoricas, enviando informagdes de alteragcéo da
PA ao sistema nervoso central via nervos vago e glossofaringeo. A deformacdo da parede
dos vasos induzida por aumentos da PA gera potenciais de acdo que sdo conduzidos ao
nucleo do trato solitario (NTS), no sistema nervoso central. A partir dai, sdo produzidas
respostas de aumento da atividade vagal e queda da frequéncia cardiaca bem como de
reducdo da atividade simpatica para o coracao e os vasos, contribuindo para a bradicardia,
reduzindo a contratilidade cardiaca e a resisténcia vascular periférica e aumentando a
capacitancia venosa (MICHELINI, 1999; KRIEGER, et al. 1999 e 1982)

Na hipertensado sustentada, esses mecanorreceptores sofrem adaptacéo, deslocando
sua faixa de funcionamento para um novo nivel de PA, que normalmente é acompanhada de
reducdo da sensibilidade dos pressorreceptores (KRIEGER, et al. 1982). Isso determina
gue, para igual variagdo da PA, os hipertensos tém uma menor quantidade de informacfes e
consequentemente uma deficiéncia na regulacdo reflexa da PA. A menor sensibilidade dos
barorreceptores € provavelmente o maior determinante do aumento da variabilidade da PA
em individuos hipertensos, e de forma indireta associada as consequentes lesGes dos
orgaos-alvo (IRIGOYEN; KRIEGER, 1998; FLORAS et al. 1988).

A funcdo do barorreceptor, expressa como sensibilidade barorreflexa, esta
prejudicada durante a hipertensdo e doencas cardiovasculares (SU, et al. 1986). Essa
reducdo também €é observada em pacientes com sepse, que poderia ser explicado pela
deficiéncia na secrecdo de AVP observada na fase tardia da sepse. (ANNANE, et al. 1999;
SCHMIDT, et al. 2001; SHARSHAR, et al. 2003a). Adicionalmente, endotoxemia em
humanos resulta em diminuicdo batimento/ batimento ou pulso/pulso (variabilidade) das

oscilacbes da frequéncia cardiaca e pressdo sanguinea, respectivamente. Esses dados
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sugerem desacoplamento entre sistema autbnomo e cardiovascular a nivel fisiologico.
(GODIN; BUCHMAN, 1996; TOWEILL, et al. 2000).

Sepse grave € caracterizada pela faléncia autonébmica que pode preceder ao choque
ou a disfuncdo multipla de o6rgdos (SHARSHAR, et al. 2003a). Essas alteracbes
autonbémicas podem ocorrer devido as concentracbes excessivas de catecolaminas
circulantes podendo comprometer o centro do controle autonémico. (ANNANE, et al., 1999).
No entanto, esse comprometimento também pode ser devido as varias les6es no cérebro
causada por isquemia, hemorragia e inflamacdo durante a sepse. (BOLTON, et al. 1993;
SHARSHAR, et al. 2003b). Outro fator é alto indice de apoptose de neurbnios de centro
autondmicos cardiovasculares em pacientes com sepse. (SHARSHAR, et al. 2003b).

Outro componente analisado no nosso trabalho foi a resposta quimiorreflexa. Os
mecanismos neurais de controle do sistema cardiovascular e respiratério envolvem a
ativagdo de sensores periféricos, 0s quais transmitem, por meio de suas aferéncias, as
informagfes captadas para regides especificas do sistema nervoso central (SNC). Nestas
regibes especificas, as informagdes sdo integradas, promovendo ajustes rapidos na presséo
arterial, frequéncia cardiaca e ventilacdo por meio de alteragBes nas atividades eferentes
autonbmicas e respiratorias, além da liberacdo de neuro-horménios (COMROE, 1939;
KOLLMEYER; KLEINMAN, 1975).

Os quimiorreceptores periféricos sao estruturas especializadas em detectar
alteracdes na pressdo parcial de oxigénio (PO,), na pressdo parcial de gas carbdnico
(PCO,) e nas concentracbes de hidrogénio (pH) do sangue (HEYMANS; BOUCKAERT,
1930; BISCOE; SAMPSON, 1967, BISCOE, et al. 1969). As células quimiossensiveis
localizadas nos corpusculos carotideos constituem tecido circunscrito que recebe irrigacao
por meio de uma pequena artéria (artéria do corpusculo carotideo), irrigacdo esta que Ihes
confere a maior relacao perfusdo sanguinea por grama de tecido de todo o organismo.
Quando um animal é submetido a situagcdo de hipOxia, o decréscimo na Po, nas células
glomus (tipo 1) causa, sequencialmente, inibicdo dos canais de K* sensivel ao ATP nas
células quimiossensiveis, despolarizacdo da membrana e ativacdo dos canais de Ca**
voltagem-dependente, liberacdo de neurotransmissores (dopamina e ATP) por vesiculas e a
geracgdo de potenciais de a¢do nos terminais neurais que se propagam pelo nervo carotideo,
em direcdo ao SNC (GONZALES, et al. 1995).

Estudos de Franchini e Krieger (1993) e Haibara et al. (1995) mostraram que
ativagdo do quimiorreflexo por meio da injecédo de cianeto de potassio (KCN; i.v.) em ratos
ndo anestesiados, promove aumento da presséo arterial, intensa bradicardia e aumento na
frequéncia respiratoria (Fr) (taquipnéia), bem como uma resposta comportamental de

exploracdo do ambiente. Além disso, Haibara et al. (1995) demonstraram que as respostas
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cardiovasculares a estimulacdo dos quimiorreceptores periféricos (respostas pressora e
bradicardia) sdo resultantes da ativacdo de dois mecanismos independentes:

- Elevacdo da pressao arterial, decorrente do aumento na atividade simpatica, a qual foi
praticamente bloqueada pela injecao prévia (i.v.) de prazosin (antagonista alfa-1ladrenérgico)
sem alterar a resposta de bradicardia.

- Resposta bradicérdica, decorrente da ativagcdo da via parassimpatica, a qual foi bloqueada
pela injecdo prévia (i.v.) de metil-atropina (antagonista dos receptores colinérgicos) sem
alterar a resposta pressora.

As aferéncias dos quimiorreceptores periféricos tém como primeira estacdo sinaptica
porgbes distintas do nucleo do trato solitario (NTS) (COTTLE, 1964; CRILL; REIS, 1968;
CiRIELLO, et al. 1981; MIFFLIN, 1992). Este nucleo é formado por um conjunto heterogeneo
de neurdnios localizados na por¢do dorso-medial do bulbo, o qual no seu sentido rostro-
caudal se estende em colunas bilaterais que se unem na porcao mais caudal (CIRIELLO, et
al. 1994).

Poucos estudos foram realizados em animais ou humanos submetidos ao choque
séptico avaliando os quimiorreceptores. O principal estudo foi realizado por ZAPATA et al.,
(2011). Neste estudo, avaliou-se o corpo carotideo de gatos. Nele se observou a excitacédo
do corpo carotideo apos a administracdo de LPS e a desorganizacado das células glomus 5
horas ap6s a administracao de LPS.

Apesar de alguns estudos demonstrarem um prejuizo das respostas barorreflexas e
quimiorreflexas durante o choque séptico, ainda nado foi proposto um possivel mecanismo
responsavel por esses prejuizos. Diante disso, nosso objetivo é analisar as alteracdes
neuroenddcrinas e cardiorrespiratérias durante o choque séptico, seguido ou ndo por
reposicao de diferentes expansores de volume, dessa forma contribuindo para um melhor
entendimento da fisiopatologia desta sindrome, possibilitando o desenvolvimento de novas

terapias.
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2.0 OBJETIVO

Verificar alteragbes neuroendocrinas e cardiorrespiratérias no modelo experimental

de choque séptico experimental induzido pela ligadura e perfuracéo do ceco (CLP).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Os objetivos foram divididos em quatro partes.

2.1.1 Anédlise das alteracdes neuroenddcrinas apés aplicacdo de salina hiperténica
durante o choque séptico:

a) Verificar a concentrac@o plasmatica de AVP, OT, ANP e ANG Il durante o choque
séptico.

b) Verificar a agdo da expansdo de volume sanguineo com solucdo salina isoténica
(SI) e hipertdnica (SH) sobre a concentragdo dos hormonios citados acima, PAM, FC e
osmolalidade durante o choque séptico experimental.

c) Verificar o efeito da administracdo de L-NAME i.c.v. sobre a concentragéo
plasmatica de vasopressina, PAM e FC ap6s uma aplicacdo de SH em animais submetidos
ao choque séptico experimental.

d) Verificar o efeito de duas aplicacdes de SH sobre a concentracdo plasmatica de
vasopressina,osmolalidade, PAM e FC em animais submetidos ao choque séptico

experimental.

2.1.2 Efeito da expansdo com hidroxietilamido (HES) 130/0,4 durante o choque

séptico.

a) Verificar a agdo da expansao de volume sanguineo com solucédo de hidroxietilmido
6% isotdnico (HES) e hipertonico (Hyper-HES) sobre osmolalidade e sédio plasmético, PAM,
FC, concentracdo plasmética de AVP e OT em animais submetidos ao choque séptico

experimental.
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b) Verificar acdo de antagonistas de receptores para AVP e OT sobre a PAM e FC
durante a expansdo com HES e Hyper-HES em animais submetidos ao choque séptico

experimental.

2.1.3 Analise das alteracdes cardiorrespiratérias durante o choque séptico.

a) Verificar as alteragbes do baro e quimiorreflexo em animais submetidos ao choque
séptico experimental.

b) Verificar a sensibilidade barorreflexa em animais submetidos ao choque séptico
experimental.

c) Verificar o efeito da administragdo de L-Name i.c.v. 24 horas apos o CLP sobre as
alteracbes de PAM, FC e Fr provodas pela ativacdo do quimiorreflexo em animais
submetidos ao choque séptico experimental.

d) Verificar o efeito da administracdo de L-Name i.c.v. 24 horas ap0s o CLP sobre as
alteracdes de PAM e FC provodas pela ativagdo do barorreflexo em animais submetidos ao
choque séptico experimental.

e) Verificar o efeito da restauracdo da PAM 24 horas ap6s o CLP sobre as alteracdes
de PAM, FC e Fr provocadas pela ativacdo do quimiorreflexo em animais submetidos ao
choque séptico experimental.

f) Verificar o efeito da restauracdo da PAM 24 horas ap6s o CLP sobre as alteracbes
de PAM e FC provocadas pela ativacdo do barorreflexo em animais submetidos ao choque
séptico experimental.

g) Verificar as alteragdes das aplicacdes de Carbachol e ANGII i.c.v. sobre a PAM e
FC em animais submetidos ao choque séptico experimental.

h) Verificar os efeitos da aplicacdo de glutamato na regido do RVLM sobre a PAM e

FC em animais submetidos ao choque séptico experimental.

2.1.4 Avaliacdes da resposta quimiorreflexa apés ativacdo pela administracdo de

cianeto de potassio (KCN) durante o choque séptico.

a) Verificar a alteracdo do quimiorreflexo em diferentes tempos em animais
submetidos ao choque séptico experimental.

b) Verificar nimero de neurbnios marcados para FOS no ndcleo do trato solitario
(NTS) durante intermitentes aplicacdes de KCN em animais submetidos ao choque séptico
experimental.

c) Verificar efeito do pré-tratamento com L-Name e aminoguanidina i.c.v. e i.p. sobre

a atividade do quimiorreflexo durante o choque séptico.
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3.0 METODOLOGIA

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Ciéncias Biomédicas da
Universidade Federal de Alfenas- UNIFAL.

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar, adultos (250-350 @), provenientes do biotério da
Universidade Federal de Alfenas — MG. Os animais foram ambientados a temperatura
controlada (23+ 2 °C) e acesso livre a agua e alimento, sob regime de luz com ciclo claro-
escuro de 12h (Luz 7:00 — 19:00h). Todos os experimentos foram iniciados pela manha
entre 08 e 09h:00. Experimentos foram aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
Federal de Alfenas sob o protocolo # 470/2012.

3.2 CIRURGIAS

Foram feitas 4 tipos de cirurgia: Canulacdo da veia jugular, canulacao da artéria e

veia femoral, ligadura e perfuracéo cecal e estereotaxia.

3.2.1 CANULACAO DA VEIA JUGULAR

Na véspera dos experimentos, 0os animais foram anestesiados com tribromoetanol
(250mg/kg) e submetidos ao implante cirargico de cénulas de polietileno. As canulas
utilizadas foram confeccionadas a partir de um tubo de silicone flexivel (Silastic) de 12 cm
colado a um pedaco quadrado de folha de silicone. Uma agulha 20 G foi conectada na
canula. Com o animal sob anestesia, uma incisao longitudinal foi feita sobre a area onde a
veia jugular externa direita passa sob musculo peitoral maior. A agulha conectada a céanula
foi inserida para o lumen da veia. A canula foi passada por dentro e fora do recipiente.
Depois de retirada agulha, a canula foi puxada para tras ligeiramente, com intuito de inseri-la

no vaso. ApoOs esse processo, a canula foi pressionada para baixo, em dire¢cdo ao coracao.
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Com a canula na veia, a folha de silicone foi suturada no musculo. A canula foi exteriorizada
na regido escapular dorsal do rato com o auxilio de um trocater. Procedimento realizado

como descrito por Harms e Ojeda (1974).

3.2.2 CANULACAO DA ARTERIA E VEIA FEMORAL

Na véspera dos experimentos, o0s animais foram anestesiados com
tribromoetanol (250mg/kg, i.p.) € submetidos ao implante cirargico de canulas de polietileno.
As canulas utilizadas foram confeccionadas a partir de um tubo de polietileno (PE-10) de 4 a
5 cm soldado a um outro tubo de polietiieno (PE-50) com comprimento ajustado
(aproximadamente 15 cm) de acordo com o tamanho do animal. obstruidas na extremidade
livre do PE-50 com pinos de metal. Os animais foram submetidos a canulacdo da artéria
e/ou veia femoral. Uma vez implantadas, nos respectivos vasos, as canulas foram
exteriorizadas na regido escapular dorsal do rato com o auxilio de um trocater, onde foram
fixadas com linha de sutura. Estes procedimentos foram realizados como descrito por Vieira
et al. (2012).

3.2.3 LIGADURA E PERFURACAO CECAL (CLP)

A inducédo do choque séptico foi realizada pelo modelo CLP (Cecal Ligation and
Puncture). Os ratos foram anestesiados com tribromoetanol (250mg/kg, i.p.). Apés a
realizacdo de tricotomia na regido abdominal, os ratos foram colocados em mesa cirurgica.
A assepsia local foi feita com alcool 70%. Os ratos foram, em seguida, submetidos a uma
laparotomia com incis&o longitudinal de, aproximadamente, 1 cm e subsequente, exposicéo
do ceco. O ceco foi semi-ocluido com fio de seda, na regido préxima a valvula ileocecal. O
ceco foi perfurado dez vezes com agulha estéril (16 Gauge) e, logo apés, foi levemente
comprimido para extravasamento do contetdo fecal. Em seguida, o ceco foi recolocado na
cavidade peritoneal. Posteriormente, a musculatura e pele também foram suturadas e a
regido abdominal foi assepsiada com alcool 70%. Os ratos receberam hidratacdo com 2 ml
de solucgéo fisiolégica i.p., para reposicdo de fluido. Para a recuperagdo, os ratos foram
colocados em uma caixa devidamente aquecida, para retorno da anestesia. Os ratos
controles (Sham) foram submetidos aos mesmos procedimentos cirirgicos ndo sofrendo,

contudo, semi-ocluséo e perfuracdo do ceco. Estes procedimentos foram realizados como
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descrito por Wichterman et al. (1980).

3.2.4 ESTEREOTAXIA

Os ratos foram anestesiados com tribromoetanol (250mg/kg, i.p.), colocados no
aparelho de esteriotaxico, e a seguir, foi feita uma incisdo longitudinal na pele da regiao
dorsal da cabeca e no tecido subcutaneo adjacente de 1 cm de extensdo. O tecido
subcutaneo e periostio foram removidos para perfuragdo do osso parietal direito e uma
canula foi introduzida visando atingir o ventriculo direito (VL). Para a canula¢do do VL foram
utilizados os seguintes parametros, respectivamente posterior, lateral direito e ventral em
relacdo ao bregma: 0,5; 1,4 e 3,5 mm. Para a canulagdo do bulbo ventrolateral rostral
(RVLM) foram utilizadas as seguintes coordenadas, respectivamente posterior, lateral direito
e ventral em relacdo ao Lambda: 3,6; 1,9 e 7,0 mm. A cénula foi fixada ao osso utilizando
acrilico autopolimerizavel, apos a fixacdo de 2 parafusos no 0sso. ApOs 0s experimentos 0S
cérebros foram removidos para confirmar o sitio de injecdo por meio de métodos
histolégicos. Estes procedimentos foram realizados de acordo com VIEIRA, et al. (2010 e
2012).

- "
e
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Figura 1: Foto representativa de uma microinje¢cao no bulbo ventrolateral rostral (RVLM).
Fonte: Do autor

3.3.INJECAO DAS DROGAS NO CEREBRO
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As drogas dissolvidas em solugéo salina fisiol6gica estéril foram injetadas no
cérebro dos ratos utilizando-se uma seringa Hamilton (5 ul), conectada por um tubo de
polietileno PE-10 a uma agulha injetora que foi introduzida no cérebro pela canula guia
previamente fixada no cérebro. A agulha injetora utilizada para a area RVLM foi 1,5 mm
mais longa do que a canula fixada no cérebro. A agulha injetora para VL foi 2 mm mais

longa que a canula fixada no cérebro (VIEIRA, et al. 2010 e 2012).

3.4 HISTOLOGIA DO CEREBRO

Ao término dos protocolos experimentais foram realizadas microinje¢6es do corante azul de
Evans no VL e RVLM. Logo apds, os ratos foram anestesiados com tribromoetanol (250
mg/kg). A seguir foram submetidos a uma perfusdo cerebral por meio de inje¢cdo no coragao
de solucéo salina tamponada (50 ml) seguida de perfusdo com solugéo de formalina a 10%
(50 ml). A seguir, os cérebros foram retirados e fixados em formalina 10% por alguns dias.
Cortes transversais (50 um de espessura) no ponto de inje¢cdo (area RVL e VL) foram feitos
com auxilio de um microtomo de congelamento (Leica). Os cortes histolégicos foram
montados em laminas, corados pelo método de Giemsa e analisados para se localizar os
pontos das injecOes na area RVL e VL (VIEIRA, et al. 2010 e 2012).

3.5 MEDIDA INVASIVA DA PRESSAO ARTERIAL E FREQUENCIA CARDIACA

A canula arterial foi utilizada para registro direto da pressédo arterial (PA) e
frequéncia cardiaca (FC) e cénula venosa para a administragdo sistémica de drogas. A
canula arterial, previamente heparinizada, foi conectada a um transdutor mecanoelétrico de
pressdo (MLT 844, ADInstruments), cujo sinal foi devidamente amplificado, digitalizado
através de uma interface analégico/digital a uma frequéncia de 1000 Hz em um
microcomputador equipado com um software apropriado (LabChart). A PAM e FC foram

derivadas da PAP por meio deste sistema de aquisicdo (SANTIAGO, et al. 2013).

3.6 PLETISMOGRAFIA
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Os parametros ventilatorios foram medidos pelo método de pletismografia de corpo
inteiro para pequenos animais. O animal foi colocado em uma caixa pletismogréfica rigida
vedada a entrada de gases. Para o célculo dos parametros ventilatorios foram consideradas
as oscilagbes de presséo no interior da camara em decorréncia da diferenca de temperatura
entre o gas inspirado (aproximadamente 25°C) e o gas expirado (37 °C). Durante a
realizacdo de cada medida de ventilagdo,a camara do animal permaneceu totalmente
vedada por curtos periodos de tempo (aproximadamente 2 min) e os sinais gerados pelas
oscilacbes de pressdo causadas pela respiracdo do animal foram captados por um
dispositivo conectado a camara que contém um transdutor de pressado diferencial de alta
sensibilidade (ML141 Spirometer, PowerLab Adinstruments). O sofware de aquisicdo de
dados amplifica os sinais captados pelo transdutor e quantifica a amplitude e a frequéncia
dos sinais respiratérios. Dessa forma, o registro nos permite calcular, o volume corrente (V1)
e a frequéncia respiratéria (Fr) do animal. Estes procedimentos foram realizados de acordo

com Bartlett e Tenney (1970).

3.7 DOSAGEM HORMONAL.

Amostras de, sangue foram coletadas do tronco em tubos plasticos apés decapitacdo
e imediatamente mantidas em gelo. Os tubos continham heparina (para vasopressina e
ocitocina) ou inibidores peptidicos (para ANP e ANG Il). O plasma foi separado por
centrifugacdo (3000 rpm, 4°C, 15 min.) e dividido em aliquotas, que foram em seguida
mantidas a -70°C até o momento das dosagens hormonais. As dosagens de vasopressina,
ocitocina, ANP e ANG Il foram realizadas utilizando-se a técnica de radioimunoensaio como
descrito anteriormente (Morris; Alexander, 1989). Os radioimunoensaios da vasopressina e
ocitocina plasmaticas foram realizado apés a extracéo previa do plasma com acetona e éter
de petréleo, utilizando 1ml de plasma e acrescentando 2mL de acetona. As amostras foram
agitadas e centrifugadas (3000rpm, 20min, 4°C). A seguir, o sobrenadante foi descartado em
um tubo contendo 2ml de éter de petrdleo e agitado. ApGs a separagdo das duas fases
liquidas (aproximadamente 10min), a fase superior foi aspirada e o restante liofilizado. ANG
Il e ANP foram determinadas apos a extracéo do plasma pelo método descrito anteriormente
por Gutkowska et al, (1984). Apos a centrifugacdo, os peptideos foram extraidos em coluna
de silica (Bond Elut SPE). As colunas foram pré-ativadas por lavagens sequenciais com 4
mL de TFA 60% acetonitrilo/0.1% e 20 mL de TFA a 0,1%. Apos a aplicacdo da amostra, as
colunas foram lavadas com 20 mL de TFA a 0,1%. Os peptideos adsorvidos foram eluidos

com 3 mL de TFA a 60% acetonitrilo/0.1% em tubos de polipropileno. A sensibilidade do
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radioimunoensaio e coeficientes intra e interensaio de variagdo foram de 0,8 pg/ml, 7,7-
11,9% de vasopressina, 0,9 pg / ml e 7,0-12,6% de ocitocina,0,5pg/ml, 10,9-17,1% para
ANGII e 0,7pg/ml, 4,8-10,0% para ANP. Todo o procedimento foi feito em duplicata (ELIAS,
et al. 1997).

3.8 MEDIDA DA OSMOLALIDADE SERICA

Apos a decapitagdo, o sangue foi armazenado em tubo sem heparina. As amostras
de sangue foram centrifugadas e o soro foi utilizado para a determinagdo da osmolalidade
plasmética pelo método do abaixamento do ponto de congelamento, utilizando um

osmometro.

3.9 IMUNOHISTOQUIMICA

Os ratos foram anestesiadas com tribromoetanol (250 mg/Kg) e perfundidos através
de uma puncéo intracardiaca com salina (250 mL) contendo 5000U/I de heparina, seguido
pela perfusdo com fixador paraformaldeido 4% em tampéo fosfato (PBS 0,1 M; 500 mL)
sendo posteriormente os bulbos submetidos aos procedimentos imunohistoquimicos. Apés
sua remocdo, os bulbos foram mergulhados em fixador durante 4 horas e em seguida
colocados em solucdo de sacarose a 30% em PBS (0,1 M) a 4°C. Ap6s 48 horas, os bulbos
foram seccionados em cortes de 30 um de espessura utilizando um criostato e coletados em
PBS (0,01 M). Imediatamente apdés, foram realizados o bloqueio da peroxidase endbégena
(solugéo de H,0; 1%) por 30 minutos e os cortes foram lavados com PBS (0,01 M) 3 vezes
por 5 minutos. Posteriormente, foi feito o bloqueio das liga¢des inespecificas com albumina
bovina 5% em 0,1 M de PBS durante uma hora. Os cortes foram processados primeiro para
imunorreatividade para Fos ficando incubados durante a noite com o anticorpo primario anti-
fos de coelho (Ab-5, Oncogene Science, Manhasset, NY, USA) diluido 1:10.000 em PBS
(0,1 M) contendo 2% de soro normal de caprino 0.3% Triton X-100 (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA). Apo6s lavagem, os cortes foram incubados com segundo anticorpo
biotinilado (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA, diluido 1:200 em 1.5% de normal
goat serum - PBS) seguido pelo complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector Elite, 1:200 em
PBS) ambos por 1 hora a temperatura ambiente. Para coloracdo, foi empregado

diaminobenzidina (DAB, Sigma - Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) intensificado com cloreto
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de cobalto 1% e sulfato de niquel 1%. O produto da reag&o conferiu uma coloracéo violeta
escuro—preto ao nucleo. Estes procedimentos foram realizados de acordo com o descrito em
CRUZ, et al. (2010). A &rea em estudo, o nucleo do trato solitario (NTS) foi identificada e
delimitada de acordo com o atlas Paxinos e Watson (1997). As células positivas para FOS
foram contadas com auxilio de um microscopio Nikon modelo H55L.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média. Para
comparagao de duas médias foi aplicado o teste “t” de Student. A significAncia estatistica
entre os grupos experimentais foi determinada por analise da variancia (ANOVA) “One-way”
ou “Two-way”, seguido do pés-teste de Newman-Keuls ou Bonferroni, respectivamente.

Para a analise da figura 40 (sensibilidade barorreflexa) foi feito o teste area sobre a
curva.

O nivel de significancia para rejeicdo da hip6tese de nulidade foi fixado em 5%
(p<0.05).
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4.0 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Descri¢des dos protocolos experimentais realizados no projeto.

4.1 CHOQUE SEPTICO INDUZIDO PELA LIGADURA E PERFURACAO CECAL (CLP) X
CIRURGIA FICTICIA (SHAM).

Descricao do protocolo experimental realizado nos animais submetidos a cirurgia de
CLP.

4.1.1 Determinacdo da pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)

durante o choque séptico experimental induzido por CLP.

Para a realizagdo desse experimento foram utilizados animais submetidos a cirurgia
de CLP ou Sham. No dia anterior, foi canulado a artéria femoral dos animais. Avaliagdo da

PAM e FC foram feitas antes e 2, 4, 6, 12, 24 horas ap0s a cirurgia.
Grupos: CLP; Sham (n= Oito por grupo)
4.2 Andlise das alteragbes hormonais ap6s aplicacao de salina hiperténica durante o choque
séptico.
Descricao dos protocolos experimentais para analise das alterac6es hormonais ap0s

aplicacdo de salina hiperténica.

4.2.1 Determinacdo das concentracdes plasméticas de vasopressina, ocitocina,
peptideo natriurético atrial (ANP), angiotensina Il (ANG Il) e osmolalidade plasmatica

durante o choque séptico experimental induzido por CLP.
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Para a realizacdo desse experimento foram utilizados animais submetidos a cirurgia
de CLP ou Sham. Antes e 2, 4 e 6 horas apds a cirurgia os animais foram decapitados para
coleta de sangue e posterior dosagem das concentracfes plasmaticas de vasopressina,
ocitocina, ANP, ANG Il e determinacdo da osmolalidade sérica.

Grupos: CLP; Sham (n=10 por grupo e para cada tempo).

4.2.2 Avaliacao das concentracfes plasmaticas de vasopressina, ocitocina, ANP, ANG
Il e osmolalidade plasmatica ap6s um estimulo osmatico com Salina hiperténica (SH)
durante o choque séptico experimental induzido por CLP.

Para a realizagdo desse experimento foram utilizados animais submetidos a cirurgia
de CLP ou Sham. Um dia antes do experimento, foi canulada a veia jugular. Seis horas apés
a cirurgia da CLP foi administrado SH. 5, 10 e 30 minutos ap0s administracdo de SH, os
animais foram decapitados para coleta de sangue e posterior dosagem das concentracdes
plasmaticas de vasopressina, ocitocina, ANP, ANG Il e determinagdo da osmolalidade

sérica.

Grupos: Sham + SH; CLP + SH (n=10 por grupo e para cada tempo)

4.2.3 Avaliacéo do efeito do L-Name (250ug/2ul; i.c.v.) ap6s um estimulo osmético com
SH sobre a concentragdo plasmatica de vasopressina e osmolalidade plasmatica

durante o choque séptico experimental induzido por CLP.

Para realizacdo desse experimentos, os animais foram previamente submetidos a
implantes no ventriculo lateral (VL), permanecendo em repouso por cinco dias. Um dia antes
do experimento, os animais foram submetidos a canulacdo da veia jugular. No dia do
experimento, no momento que foi realizado a cirurgia de CLP ou Sham foi considerado o
tempo 0. Seis horas apés a cirurgia foi administrado L-Name (250ug/2ul i.c.v.; GIUSTI-
PIAVA, et al. 2003). Apds 30 minutos da administracdo do L-Name foi aplicado SH. Cinco e
trinta minutos apds a administracdo de SH os animais foram decapitados para coleta de
sangue e posterior dosagem das concentracdes plasmaticas de vasopressina e

osmolalidade.
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Grupos: CLP + L-Name+ SH; CLP + salina + SH (n= 10 por grupo e para cada tempo)

4.2.4 Avaliacao do efeito do L-Name (250ug/2pl; i.c.v.) ap6s um estimulo osmatico com

SH sobre PAM e FC durante o choque séptico experimental induzido por CLP.

Para realizacdo desse experimentos, os animais foram previamente submetidos a
implantes no ventriculo lateral (VL), permanecendo em repouso por cinco dias. Um dia antes
do experimento, os animais foram submetidos a canulagdo da veia jugular. No dia do
experimento, no momento que foi realizada a cirurgia de CLP ou Sham foi considerado o
tempo 0. Seis horas ap6s a cirurgia foi administrado L-Name (250ug/2ul i.c.v.). Apds 30
minutos da administracdo de L-Name foi aplicado SH. Durante uma hora ap6s SH foram

verificados alteracdes da PAM e FC minuto a minuto.

Grupos: CLP + L-Name+ SH; CLP + salina + SH (n= 8 por grupo)

4.2.5 Avaliagdo da concentracdo plasmética de vasopressina e osmolalidade
plasmatica ap6s dois estimulos osmoéticos com SH durante o choque séptico

experimental induzido por CLP.

Para a realizagdo desse experimento foram utilizados animais submetidos a cirurgia
de CLP ou Sham. No dia anterior, foi canulada veia jugular. Seis horas apds cirurgia, foi feita
primeira administragdo de SH. Apoés trinta minutos da primeira aplicagdo novamente foi
administrado SH. Cinco minutos apdés a segunda aplicagdo de SH os animais foram
decaptados e foi coletado o sangue para posterior dosagem das concentracdes plasméticas

de vasopressina e medida da osmolalidade sérica.

Grupos: Sham + SH; CLP + SH (n= 8 por grupo)

4.2.6 Avaliacdo da PAM e FC ap6s dois estimulos osmoticos com SH durante o

choque séptico experimental induzido por CLP.
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Para a realizacdo desse experimento foram utilizados animais submetidos a cirurgia
de CLP ou Sham. No dia anterior, foram canuladas a veia jugular e artéria femoral. Seis
horas ap0s cirurgia, foi feita primeira administragdo de SH. Apoés trinta minutos da primeira
aplicacdo novamente foi administrado SH. Durante uma hora apés SH foram verificados
alteragcbes da PAM e FC minuto a minuto.

Grupos: Sham + SH; CLP + SH (n=8 por grupo)

4.3 EFEITO DA EXPANSAO DE VOLUME SANGUINEO COM HIDROXIETILAMIDO (HES)
130/0,4 DURANTE O CHOQUE SEPTICO.

Descricdo dos protocolos experimentais para expansdo de volume sanguineo com

hidroxietilamido.

4.3.1 Avaliacdo da concentragdo plasmatica de vasopressina, ocitocina, osmolalidade,
sddio plasmatico e hematdcrito apds a expanséo sanguinea com hidroxietilamido 6%
isotbnico (HES) e hiperténico (Hyper-HES) durante o choque séptico experimental
induzido por CLP.

Para a realizagéo desse experimento foram utilizados animais submetidos a cirurgia
de CLP ou Sham. No dia anterior, foi canulada a veia jugular. Seis horas apés cirurgia de
CLP foi feita a expansdo de volume sanguineo com HES (NaCl 0,9%; i.v.; 4mL/kg; 8mL/kg;
16mL/kg) e Hyper-HES (NaCl 7,5%; i.v.;4mL/kg) (BATISTA, et al., 2009). Para dosagem
hormonal os animais foram decapitados 5 minutos apds a expansdo. Para dosagem do
sédio, osmolalidade plasmatica sérica e hematécrito foi retirado o sangue 30 minutos apos a

expansao.

Grupos experimentais: Sham; CLP + salina isotbnica; CLP + HES 4mL/kg; CLP + HES
8mL/kg; CLP + HES 16mL/kg; CLP + Hyper-HES 4mL/kg (n=10 por grupo e para cada

tempo)
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4.3.2 Avaliacdo da PAM e FC apds a expansdo sanguinea com hidroxietilamido 6%
isotonico (HES) e hipertdnico (Hyper-HES) durante o choque séptico experimental
induzido por CLP.

Para a realizacdo desse experimento foram utilizados animais submetidos a cirurgia
de CLP ou Sham. No dia anterior, foram canuladas a veia jugular e artéria femoral. Seis
horas apoés cirurgia de CLP foi feita a expansao de volume sanguineo com HES (NaCl 0,9%;
i.v.; 4mL/kg; 8mL/kg; 16mL/kg) e Hyper-HES (NaCl 7,5%; i.v.;4mL/kg). Alteracdes de PAM e

FC foram verificadas minuto a minuto durante uma hora apés a expansao.

Grupos experimentais: Sham; CLP + salina isotbnica; CLP + HES 4ml/kg; CLP + HES
8ml/kg; CLP + HES 16ml/kg; CLP + Hyper-HES 4ml/kg (n=8 por grupo).

4.3.3 Avaliar a participacdo de vasopressina e ocitocina na alteracdo da PAM apos a

expansdo com HES e Hyper-HES durante o choque séptico.

Para a realizacdo desse experimento foram utilizados animais submetidos a cirurgia
de CLP. No dia anterior, foram canuladas a veia jugular e artéria femoral. 5 minutos antes da
expansao foi administrado antagonista do receptor de vasopressina (Vi; i.v.;10ug/kg) ou
antagonista do receptor de ocitocina (i.v.; 1mg/kg) (SANTIAGO, et al., 2013). Seis horas
apos cirurgia de CLP foi administrado HES 16ml/kg ou Hyper-HES . Alteracbes da PAM e

FC foram verificadas minuto a minuto durante uma hora apés a expansao.
Grupos: CLP + Ant. V1 + Hyper-HES; CLP + Ant. OT + Hyper-HES; CLP + salina + Hyper-

HES (n= 8 por grupo).
CLP + Ant. OT+ HES 16ml/kg; CLP + salina + HES 16ml/kg (n=8 por grupo).

4.4 ANALISE DAS ALTERACOES CARDIORRESPIRATORIAS DURANTE O CHOQUE
SEPTICO.

Descricao dos protocolos experimentais para analise das alteraces cardiorrespiratorias.
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4.4.1 Avaliacdo das alteracGes no baro e quimioreflexo vinte e quatro horas apds o

choque séptico induzido por CLP.

Para a realizacdo desse experimento foram utilizados animais submetidos a cirurgia
de CLP ou Sham. No dia anterior, foram canuladas a veia jugular e artéria femoral. Vinte e
quatro horas apés a cirurgia (CLP e Sham) foi administrado cianeto de potassio (KCN;
40ug/0,1ml; iv), fenilefrina (Phe; 5ug/kg; iv) e nitroprussiato de sodio (NPS; 30 pg/kg; iv)
(MOREIRA, et al. 2009). Para avaliagdo da resposta quimiorreflexa, os animais estavam na
caixa pletismografica para verificagdo simultanea da frequéncia respiratéria (Fr), PAM e FC
apo6s a administracdo de KCN. Apds a administracdo de Phe e NPS foram verificadas

somente as altera¢des da PAM e FC.

Grupos: Sham; CLP (n=8 por grupo)

4.4.2 Avaliagéo da sensibilidade barorreflexa durante o choque séptico.

Para a realizagdo desse experimento foram utilizados animais submetidos a cirurgia
de CLP ou Sham. No dia anterior, foram canuladas a veia jugular e artéria femoral. Vinte e
guatro horas apés a cirurgia (CLP e Sham) foi aplicado diferentes doses de Phe (0,5; 1; 3; 5;
10 pg/kg; i.v.) e NPS (1; 4; 7; 10; 30 pg/kg; i.v.) (CARDOSO, et al. 2005). Em cada dose
verificaram-se as alteracdes de PAM e FC.

Grupos: Sham; CLP (n=8 por grupo).

4.4.3 Avaliacdo do efeito do L-Name (250ug/2ul; i.c.v.) apés administracdo de KCN,

Phe e NPS sobre PAM e FC durante o choque séptico experimental induzido por CLP.

Para realizacdo desse experimentos, 0os animais previamente foram submetidos a
implantes no ventriculo lateral (VL), permanecendo em repouso por cinco dias. Um dia antes
do experimento, os animais foram submetidos a canulagao da veia jugular e artéria femoral.
No dia do experimento, no momento que foi realizado a cirurgia de CLP ou Sham foi

considerado o tempo 0. Vinte e quarto horas apés a cirurgia foi feita a administracdo de L-
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Name. Apés 30 minutos da aplicacdo de L-Name, foram realizados as administracdes de
KCN, Phe e NPS. Foram verificadas as alteracdes de PAM, FC e Fr (para o KCN) e PAM e
FC (para Phe e NPS)

Grupos: Sham + salina; CLP + salina; Sham + L-Name; CLP + L-Name (n=8 por grupo)

4.4.4 Avaliagdo da ANGII (i.c.v.; 50ng/ul) e Carbacol (Car; i.c.v.; 0,5nmol/ul) nas
alterac6es da PAM e FC 24 horas ap06s o choque séptico induzido por CLP.

Para realizagcdo desse experimento, os animais foram previamente submetidos a
implantes no ventriculo lateral (VL), permanecendo em repouso por cinco dias. Um dia antes
do experimento, os animais foram submetidos a canulacdo da artéria femoral. No dia do
experimento, no momento que foi realizado a cirurgia de CLP ou Sham foi considerado o
tempo 0. Vinte quarto horas apoés a cirurgia foi feita administracdo de ANGII (50ng/ul; i.c.v.)
(VIEIRA. et al. 2010) ou Car (0,5nmol/ul;i.c.v) (VIEIRA, et al. 2012) e verificaram-se as
alteracbes da PAM e FC

Grupos: Sham + ANG IlI; CLP + ANG II; Sham+ salina; CLP + salina;(n=8 por grupo)
Sham + Car; CLP + Car; Sham+ salina; CLP + salina; (n=8 por grupo)

4.45 Avaliacdo do efeito de glutamato (Glu; 10 nmol/0,1ul) na é&rea do bulbo
ventrolateral rostral (RVLM) nas alteracbes da PAM e FC 24 horas apds choque

séptico induzido por CLP.

Para realizacdo desse experimento, os animais previamente foram submetidos a
implantes no RVLM, permanecendo em repouso por cinco dias. Um dia antes do
experimento, os animais foram submetidos a canulagdo da artéria femoral. No dia do
experimento, no momento que foi realizado a cirurgia de CLP ou Sham foi considerado o
tempo 0. Vinte quatro horas apds a cirurgia foi feita administracdo de Glu (10nmol/0,1pl)
(VIEIRA, et al.,2006) na area RVLM e verificaram-se as alteracbes da PAM e FC.

Grupos: Sham + Glu; CLP + Glu; Sham + salina; CLP + salina; ( n=8 por grupo)
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4.4.6 Restauracado da PAM durante o choque séptico experimental induzido por CLP.

Para a realizacdo desse experimento foram utilizados animais submetidos a cirurgia
de CLP. No dia anterior, foram canuladas a artéria femoral e veia jugular. Vinte e quatro
horas apds a cirurgia de CLP foi restaurada a pressdo arterial dos animais por dois
protocolos. Restauracdo da pressdo com L-Name (20mg/kg/i.v.) (HIRAI et al, 1995) ou
infus@o continua de Phe (0,75ug/0,03ml/min) (CRUZ et al., 2010). No protocolo de infunséo
continua de Phe, também foi canulada a veia femoral para restauragdo da PAM. Com a

presséo restaurada foram repetidos os protocolos 11 & 15 (n=8 por grupo).

45 AVALIACOES DA RESPOSTA QUIMIORREFLEXA APOS ATIVACAO PELA
ADMINISTRACAO DE CIANETO DE POTASSIO (KCN) DURANTE O CHOQUE SEPTICO.

Descricdo dos protocolos experimentais para avaliagbes da resposta quimiorreflexa
apos a ativacao pela administracao de KCN.

4.5.1 Avaliacdo das alteracdes do quimioreflexo em diferentes tempos apds o choque

séptico induzido por CLP.

Para a realizagdo desse experimento foram utilizados animais submetidos a cirurgia
de CLP ou Sham. No dia anterior, foram canuladas a veia jugular e artéria femoral. Antes e
3, 6, 12 e 24 horas ap0s a cirurgia (CLP e Sham) foi administrado KCN. Para avaliacdo da
resposta quimiorreflexa os animais estavam na caixa pletismografica para verificacdes
simultaneas da Fr, PAM e FC.

Grupos: Sham; CLP (n=8 por grupo)

4.5.2 Avaliacdo dos neurdnios positivos para FOS no NTS apés ativacao intermitente

com KCN durante o choque séptico experimental.
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Para a realizacdo desse experimento foram utilizados animais submetidos a cirurgia
de CLP ou Sham. No dia anterior, foram canuladas a veia jugular e artéria femoral. Vinte e
quatro horas apés a cirurgia (CLP ou Sham) foi feita ativagao intermitente do quimiorreflexo.
Para ativacdo do quimiorreflexo foi administrado KCN (160pg/kg em 50ul/i.v.) ou salina
(NacCl 0,9%;i.v.;50ul). Cada animal recebeu “bolus” intravenoso de KCN ou salina a cada 3
minutos durante 30 minutos (CRUZ, et al. 2010). Ap6s 1 hora da ultima aplicagdo o animal
foi anestesiado, perfundido e houve a retirada do bulbo para futura analise de neurbnios

positivos para c-Fos no nucleo do trato solitario comissural (NTSc) ou intermediario (NTSi).

Grupos: Sham + salina; Sham + KCN; CLP + salina; CLP + KCN (n=6 por grupo).

4.5.3 Avaliacdo do efeito do pré-tratamento com L-Name (20mg/kg; i.p.) ou
aminoguanidina (Ag; 10mg/kg; i.p.) apos administragcdo de KCN sobre PAM, FC e Fr
durante o choque séptico experimental induzido por CLP.

Para a realizacdo desse experimento foram utilizados animais submetidos a cirurgia
de CLP ou Sham. No dia anterior, foram canuladas a veia jugular e artéria femoral. Trinta
minutos antes da cirurgia, foi administrado L-Name (20mg/kg; i.p.) (BIANCARDI, et al.
2007)ou Ag (10mg/kg; i.p.) (GIUSTI-PAIVA, et al. 2002). Antes e 3, 6, 12 e 24 horas apoés a
cirurgia (CLP e Sham) foi administrado KCN. Para avaliacdo da resposta quimiorreflexa os

animais estavam na caixa pletismografica para verificagdes simultaneas da Fr, PAM e FC.

Grupos: Sham + salina; Sham + L-Name; Sham + Ag; CLP + salina; CLP + L-Name; CLP +
Ag (n=8 por grupo).

4.5.4 Avaliacdao do efeito do pré-tratamento com L-Name (250ug/kg; i.c.v.) ou
aminoguanidina (Ag; 250ug/kg; i.c.v.) ap6s administracdao de KCN, Phe e NPS sobre

PAM e FC durante o choque séptico experimental induzido por CLP.

Para realizacdo desse experimentos, 0s animais previamente foram submetidos a
implantes no ventriculo lateral (VL), permanecendo em repouso por cinco dias. Um dia antes

do experimento, os animais foram submetidos a canulacéo da veia jugular e artéria femoral.
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No dia do experimento, no momento que foi realizado a cirurgia de CLP ou Sham foi
considerado o tempo 0. Trinta minutos antes da cirurgia (CLP ou Sham) foi administrado L-
Name (250ug/kg; i.c.v) ou Ag (250ug/kg; i.c.v) (GIUSTI-PAIVA, et al. 2002 e 2003). Antes e
3, 6, 12 e 24 horas ap6s a cirurgia (CLP e Sham) foi administrado KCN ou salina. Para
avaliacdo da resposta quimiorreflexa os animais estavam na caixa pletismogréfica para

verificagOes simultaneas da Fr, PAM e FC.

Grupos: Sham + salina; Sham + L-Name; Sham + Ag; CLP + salina; CLP + L-Name; CLP +
Ag (n=8 por grupo).

4.5.5 Efeito do pré-trtamento com Ag i.c.v. sobre os neurbénios positivos para FOS no
NTS ap0s ativagdo intermitente com KCN durante o choque séptico experimental.

Para realizagcdo desse experimento, os animais foram previamente submetidos a
implantes no ventriculo lateral (VL), permanecendo em repouso por cinco dias. Um dia antes
do experimento, os animais foram submetidos a canulacao da veia jugular e artéria femoral.
No dia do experimento, no momento que foi realizado a cirurgia de CLP ou Sham foi
considerado o tempo 0. 30 minutos antes da cirurgia de CLP ou Sham, os animais foram
pré-tratados com Ag i.c.v. Vinte e quatro horas apds a cirurgia (CLP ou Sham) foi feita
ativagdo intermitente do quimiorreflexo. Para ativagdo do quimiorreflexo foi administrado
KCN (160pg/kg em 50ul/i.v.). Cada animal recebeu “bolus” intravenoso de KCN a cada 3
minutos durante 30 minutos. Ap6s 1 hora da ultima aplicacdo o animal foi anestesiado,
perfundido e houve a retirada o cérebro para futura analise de neurdnios positivos para c-

Fos no nudcleo do trato solitario comissural (NTSc) ou intermediario (NTSi).

Grupos: Sham + KCN + salina i.c.v.; Sham + KCN + Ag i.c.v.; CLP + KCN + salina i.c.v,;
CLP + KCN + Ag i.c.v. (n=6 por grupo).
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5.0 RESULTADOS

A descricdo dos resultados foram divididos em cinco partes:

5.1 CHOQUE SEPTICO INDUZIDO PELA LIGADURA E PERFURACAO CECAL (CLP) X
GRUPO CONTROLE (SHAM).

Na figura 2, observa-se uma gueda significativa (p<0,001) da pressédo arterial média

(PAM) a partir da segunda hora apés a ligadura de perfuracdo do ceco (CLP) que se
mantém por todo o periodo de avaliacdo quando comparado ao grupo Sham. A partir deste
dado foram avaliadas as altera¢des cardiovasculares e neuroendécrinas apds a expanséo

de volume sanguineo com hidroxietilamido.

120~
-+ CLP
é_ -0~ Sham
’Ialoo-- y
£ | A
< 80 ik
<§E kkk fokk
N —A
60-
[ [ [ [
0 6 12 18 24
Tempo (horas)

Figura 2. Presséo arterial média (PAM) nos animais submetidos ao choque séptico induzido pela ligadura e perfuragdo cecal
(CLP) quando comparado com grupo com grupo controle (Sham). * p<0,05; ***p<0,001 comparado com Sham (One
way ANOVA).

Fonte: Do autor.
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Ao contrario da PAM, a frequéncia cardiaca (FC) tem um aumento significativo a
partir da segunda hora ap6s o CLP, que se mantém até 6 horas (p<0,001). Doze horas
apoés o CLP, houve uma queda da FC, mas continuava significativamente maior quando
comparado com grupo Sham. Na vigésima quarta hora apés o CLP, ndo foi observada
diferenca_significativa. (Figura 3) A partir deste dado, foram avaliadas as alteracoes
cardiorrespiratérias durante o choque séptico.
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Figura 3. Frequéncia cardiaca (FC) dos animais submetidos ao choque séptico induzido pela ligadura e perfuragao cecal (CLP)

ou grupo controle (Sham). ** p<0,01; ***p<0,001 comparado ao Sham (One way ANOVA).
Fonte: Do autor.

Com relacdo a concentracdo plasmatica de vasopressina, 6 horas apés CLP, ndo

houve diferenca significativa entre o grupo CLP e Sham, como observado na figura 4. A

partir deste dado foram avaliada as alterag6es neuroenddcrinas durante o choque séptico.
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Figura 4. Concentrac@o plasmatica de vasopressina 6 horas ap6s a ligadura e perfuragdo cecal (CLP) ou grupo controle
(Sham) (Test t).

Fonte: Do autor.
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5.2 ANALISE DAS ALTERACOES NEUROENDOCRINAS DURANTE O CHOQUE
SEPTICO.

Osmolalidade dos animais submetidos a cirurgia de CLP néo apresentou diferenca
significativa quando comparado com os animais Sham durante as primeiras seis horas ap6s
a cirurgia (figura 5).
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Figura 5. Osmolalidade plasméatica dos animais submetidos ao choque séptico pela cirurgia de CLP ou grupo controle (Sham)
(One way ANOVA).
Fonte: Do autor.

Apoés a cirurgia de CLP, observou-se aumento da concentracdo plasmatica de AVP e
OT que persiste até 4 horas (P<0,001) quando comparado com grupo Sham. Apés 6 horas
da CLP a concentragdo de AVP permanece alta em comparacdo ao Sham, mas menor
guando comparado no tempo de 4h ap6s a CLP. A concentragcdo plasmética de OT néo

apresentou diferenga no tempo de 6h quando comparada com o grupo Sham (Figura 6).
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Figura 6. Concentracao plasmatica de vasopressina e ocitocina ap0ds a ligadura e perfuragéo cecal (CLP) ou Sham. **P<0,01;
***P<0,001 comparado ao grupo Sham (One way ANOVA).
Fonte: Do autor.

Apés a cirurgia de CLP, observou-se um aumento na concentragdo plasmatica do
ANP (p<0,05) e ANG II (p<0,001) quando comparado com grupo Sham (Figura 7).
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Figura 7. Concentracao plasmatica de ANP e ANG Il apds a ligadura e perfuragéo cecal (CLP) ou Sham sobre a concentracdes

plasméticas de ANP e ANG II. *p<0,05; ; ***P<0,001 comparado ao grupo Sham (One way ANOVA).

Fonte: Do autor.

Apés administracdo de SH (NaCl 7,5%, i.v.) observamos um aumento na

osmolalidade plasmatica durante 30 minutos em comparacao aos grupos controles com

salina isotonica (p<0,001), mas néo foi observada diferenga no aumento da osmolalidade
entre 0s grupos experimentais CLP + SH e Sham + SH.( Figura 8)
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Figura 8. Efeito da administragdo de salina isotonica (SI; NaCl 0,9%; i.v.) e hipertonica (SH; NaCl 7,5%; i.v.) sobre a

osmolaridade seis horas cirurgia de ligadura de perfuragdo cecal (CLP) ou Sham. ***p<0,001 quando comparado
ao grupo controle (Two way ANOVA).
Fonte: Do autor.

Apo6s administracdo de SH, houve aumento na concentracdo plasmatica de AVP e
OT nos dois grupos experimentais quando comparado com periodo anterior a administracéo
(p<0,001). No entanto, o aumento (p<0,05) da concentracdo plasmatica de vasopressina €
maior no grupo CLP quando comparado com grupo Sham, somente 10 minutos apos a
administracao de SH, pois 30 minutos apés administracdo, a concentragcdo de vasopressina

no grupo CLP foi menor quando comparado com grupo Sham (p<0,05) (Figura 9).
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Figura 9. Concentracédo plasmatica de vasopressina e ocitocina ap6s a administragdo de salina hipertonica (NaCl 7,5%; i.v.)

seis horas apo6s a cirurgia de CLP ou Sham *p<0,05 comparado ao grupo Sham (One way ANOVA).
Fonte: Do autor.

Apés o estimulo com SH observamos um aumento (p<0,001) na concentracdo
plasmatica de ANP e uma queda (p<0,001) de ANG Il nos dois grupos experimentais
quando comparado com antes da administracdo de SH. O aumento da concentracdo
plasmatica de ANP nao foi diferentes entre os grupos. No entanto, apos a administracdo de
SH o grupo CLP permaneceu com ANG Il em maior concentracdo quando comparado com
grupo Sham durante os 30 minutos analisados (Figura 10).
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Figura 10. Concentragdo plasméatica de ANP e ANG Il apdés a administracédo de salina hiperténica (NaCl 7,5%; i.v.) seis horas
apos a cirurgia de CLP ou Sham. ***P<0,001 comparado ao grupo Sham (One way ANOVA).

Fonte: Do autor.

Apo6s administracdo prévia (30 minutos antes da administragdo de SH) de L-Name
(i.c.v.; 250ug/2ul), observou-se maior (p<0,001) concentracdo plasmatica de AVP 5 e 30
minutos apds a administracdo de SH nos animais submetidos a cirurgia de CLP quando

comparado com grupo CLP + Salina+ SH, como demonstrado na figura 11.
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Figura 11. Efeito da administragdo prévia de L-Name i.c.v. (250ug/2ul) sobre a concentragdo plasmatica de vasopressina 5 e
30 minutos ap6s a salina hipertonica (NaCl 7,5%; i.v.) seis horas ap6s a ligadura e perfuragéo cecal (CLP).
**P<0,001 quando comparado ao grupo salina. #p<0,05 quando comparado ao grupo salina 5 min (Two way
ANOVA).

Fonte: Do autor.

Administracdo prévia de L-Name também promoveu um maior aumento da PAM
ap6s a administracdo de SH quando comparado com o grupo CLP + Salina + SH. Nao foi
detectada diferenga na FC durante o periodo analisado (Figura 12)
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Figura 12. Efeito da administracéo prévia de L-Name i.c.v. 30 minutos antes da infusdo de salina hipertdnica (SH; NaCl 7,5%;
4ml/kg; i.v) sobre alteracdes de presséo arterial média (PAM; A) e frequéncia cardiaca (FC; B) seis horas apés a
cirurgia de ligadura e perfuracao cecal (CLP) (Two way ANOVA).
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Fonte: Do autor.

As figuras 13 e 14 demonstram que ndo houve diferenca na osmolalidade plasmatica
e na concentracdo de AVP entre o grupos CLP e Sham apdés a aplicagdo de duas SH.
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Figura 13. Efeito de duas infusGes de salina hipertdnica (NaCl 7,5%; 4ml/kg; i.v.), em intervalo de 30 minutos, sobre a

osmolalidade sérica seis horas ap6s a cirurgia de ligagéo e perfuragdo cecal (CLP) ou Sham (Test t).
Fonte: Do autor.

8_
El Sham

1 CLP

Vasopressina (pg/ml)
N

0-

Figura 14. Efeito de duas infusdes de salina hipertdnica (NaCl 7,5%; 4ml/kg; i.v.) em intervalo de 30 minutos sobre a

concentracdo plasmatica de vasopressina seis horas ap0s a cirurgia de ligacao e perfuracédo cecal (CLP) ou Sham
(Test t).
Fonte: Do autor.

A SH promoveu aumento da PAM imediatamente apds a sua aplicagdo persistindo
por aproximadamente 30 minutos. O aumento da PAM foi acompanhado de uma queda da
FC. Ap6s uma segunda aplicacdo (30minutos apdés a primeira aplicacdo), novamente
observa-se aumento da PAM e queda da FC sem diferenga entre 0s grupos experimentais
(Figura 15)
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Figura 15. Efeito de duas infus6es de SH, em intervalos de 30 min, sobre a presséo arterial média (PAM; A) e frequéncia
cardiaca (FC; B). NaCl 7,5%; (4ml/kg; i.v.) foi administrado 6 horas e 6 horas e trinta min apds a cirurgia de ligagéo
e perfuracdo cecal (CLP) ou cirurgia ficticia (Sham) em ratos (Two way ANOVA).

Fonte: Do autor.

5.3 EFEITO DA EXPANSAO COM HIDROXIETILAMIDO (HES) 130/0,4 DURANTE
O CHOQUE SEPTICO.

A expansédo de volume sanguineo com hidroxietilamido 6% hipertonica (Hyper-HES)
(NaCl 7,5%; 4ml/kg; i.v.) seis horas apdés a cirurgia de CLP promoveu aumento da
concentracdo de sodio plasmético, aumento da osmolalidade plasmatica, e a reducdo do
hematodcrito 30 minutos apos a expansdo quando comparado com periodo anterior a
expansao (p<0,001). A expanséo de volume sanguineo com hidroxietilamido (HES) isotdnico

ndo promoveu diferenga significativa quando comparado com periodo anterior a expanséo
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na concentracdo plasmatica de sbédio e osmolalidade, mas promoveu reducdo do

hematdcrito, em todas as doses (Figura 16, 17 e 18).
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CLP + HES 16 ml/kg

CLP + Hyper-HES 4 ml/kg

Figura 16. Alteracdo do sédio plasmatico apés administragdo de hidroxietilamido (HES) 6% isotdnico (NaCl 0,9%; 4ml/kg;
8ml/kg; 16ml/kg; i.v.) e hipertdnico (Hyper-HES; NaCl 7,5%; 4ml/kg; i.v.) nos animais submetidos ao choque séptico
induzido pela ligadura e perfuracdo cecal (CLP). ***p<0,001 comparado ao tempo anterior a administracdo (One
way ANOVA).

Fonte: Do autor.
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Figura 17: Alteragdo da osmolalidade plasmatica apds administracdo de hidroxietilamido (HES) 6% isotonico (NaCl 0,9%;
4ml/kg; 8ml/kg; 16ml/kg; i.v.) e hiperténico (Hyper-HES; NaCl 7,5%; 4ml/kg; i.v.) nos animais submetidos ao choque
séptico induzido pela ligadura e perfuragéo cecal (CLP). ***p<0,001 comparado ao tempo anterior a administragao
(One way ANOVA).

Fonte: Do autor.
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Figura 18. Alteragdo do hematécrito apés administracéo de hidroxietilamido (HES) 6% isotonico (NaCl 0,9%; 4ml/kg; 8ml/kg;
16ml/kg; i.v.) e hiperténico (Hyper-HES; NaCl 7,5%; 4ml/kg; i.v.) nos animais submetidos ao choque séptico
induzido pela ligadura e perfuragdo cecal (CLP).. *p<0,05; ***p<0,001 comparado ao tempo anterior a
administracao (One way ANOVA).

Fonte: Do autor.
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Todos 0s grupos experimentais submetidos a cirurgia de CLP tiveram uma queda
significativa da PAM e um aumento de FC a partir da segunda hora, como descrito
anteriormente. Apés o tratamento com HES (independente da dose) ou hyper-HES, 6 horas
apos o CLP néo foi observado alteracdo de PAM e FC 12 e 24 horas ap6s CLP (Figura 19 e

20).
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Figura 19. Efeito da administracéo de hidroxietilamido 6% (HES) isoténico (NaCl 0,9%,; i.v.) nas doses de 4, 8, 16 ml/Kg ou
hidroxietilamido hiperténico (Hyper-HES; NaCl 7,5%; i.v.) na dose de 4 ml/Kg sobre a presséo arterial durante o
choque séptico induzido pela ligadura e perfuracéo cecal (CLP). **p<0,01;*** p<0,001 comparado ao Sham.

Fonte: Do autor (One way ANOVA).
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Figura 20. Efeito da administracdo de hidroxietilamido 6% (HES) isoténico (NaCl 0,9%; i.v.) nas doses de 4, 8, 16 ml/Kg ou
hidroxietilamido hipertonico (Hyper-HES; NaCl 7,5%; i.v.) na dose de 4 ml/Kg sobre a frequéncia cardiaca (FC)
durante o choque séptico induzido pela CLP. *p<0,05; *** p<0,001 comparado ao Sham (One way ANOVA).

Fonte: Do autor.

Alteracbes de PAM e FC foram observadas quando houve o acompanhamento
minuto a minuto apdés a expansdo. A expansdo com Hyper-HES promoveu significativo
aumento da PAM que persistiu durante uma hora, acompanhado de uma queda significante
da FC. No entanto, a expansao isotonica com HES 4ml/kg; 8ml/kg; 16ml/kg ndo promoveu
alteragbes significantes da PAM, mas houve uma queda da FC dose dependente, como

descrito na figura 21 e 22.
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Figura 21. Efeito agudo (no momento da aplicagdo) da administragdo de hidroxietilamido 6% (HES) isotdnico (NaCl 0,9%; i.v.)
nas doses de 4, 8, 16 ml/Kg ou hidroxietilamido hiperténico (Hyper-HES; NaCl 7,5%; i.v.) na dose de 4 ml/Kg sobre
a pressao arterial média (PAM) durante o choque séptico induzido pela ligadura e perfuragao cecal (CLP) (Two way
ANOVA).

Fonte: Do autor.
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Figura 22. Efeito agudo (no momento da aplicagdo) da administragdo de hidroxietilamido 6% (HES) isotonico (NaCl 0,9%; i.v.)
nas doses de 4, 8, 16 ml/Kg ou hidroxietilamido hiperténico (Hyper-HES; NaCl 7,5%; i.v.) na dose de 4 ml/Kg sobre
a frequéncia cardiaca (FC) durante o choque séptico induzido pela ligadura e perfuragéo cecal (CLP) (Two way
ANOVA).

Fonte: Do autor.

A expansdo com Hyper-HES promoveu aumento (p<0,001) significativo na
concentracdo plasmética de AVP e OT cinco minutos apdés a expansédo (6 horas apos o
CLP), enquanto a expansdo com HES isotdnico ndo promoveu nenhuma alteragdo na
concentracdo plasmatica desses hormoénios, com exce¢do a expansdo com HES 16 ml/kg

que promoveu significativo aumento (p<0,001) de ocitocina (Figura 23 e 24).
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Figura 23. Concentracdo plasmaética de ocitocina cinco minutos apds a administracéo de hidroxietilamido 6% (HES) isotdnico
(NaCl 0,9%; i.v.) nas doses de 4, 8, 16 ml/Kg ou hidroxietilamido hiperténico (Hyper-HES; NaCl 7,5%; i.v.) na dose
de 4 ml/kg durante o choque séptico induzido pela ligadura e perfuragdo cecal (CLP). ***p<0,001 comparado ao
grupo CLP (One way ANOVA).

Fonte: Do autor.
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Figura 24. Concentragcdo plasmatica de vasopressina cinco minutos apds a administragdo de hidroxietilamido 6% (HES)
isotonico (NaCl 0,9%; i.v.) nas doses de 4, 8, 16 ml/Kg ou hidroxietilamido hiperténico (Hyper-HES; NaCl 7,5%;
i.v.) na dose de 4 ml/kg durante o choque séptico induzido pela ligadura e perfuragdo cecal (CLP). ***p<0,001
comparado ao grupo CLP (One way ANOVA).

Fonte: Do autor.

Como descrito anteriormente, a expansdo com Hyper-HES promoveu aumento da
PAM e queda da FC. Quando administrado previamente (5 minutos antes da expansao) o
antagonista de vasopressina (20ng/kg; i.v.) ndo observamos o aumento da PAM apoés a
expansdo com Hyper-HES, ndo alterando a queda da FC. Administracdo prévia do
antagonista de ocitocina (1mg/kg; i.v.) ndo promove nenhuma alteracdo nas respostas
analisadas apds expansao com Hyper-HES (Figura 25 e 26).
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Figura 25. Efeito da administra¢éo prévia do antagonista de vasopressina(Ant. Vy; i.v.) e ocitocina (Ant. OT; i.v.) apds expansao
com hidroxietilamido 6% hipertdnico (Hyper-HES; 4ml/kg; NaCl 7,5%; i.v.) sobre presséo arterial média (PAM)
durante o choque séptico induzido pela ligadura e perfuracéo cecal (CLP) (Two way ANOVA).

Fonte: Do autor.
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Figura 26: Efeito da administragdo prévia do antagonista de vasopressina(Ant. Vi; i.v.) e ocitocina (Ant. OT; i.v.) apds
expansdo com hidroxietilamido 6% hipertonico (Hyper-HES; 4ml/kg; NaCl 7,5%; i.v.) sobre frequéncia cardiaca
(FC) durante o choque séptico induzido pela ligadura e perfuragéo cecal (CLP) (Two way ANOVA).

Fonte: Do autor

Como descrito anteriormente, a expansdo isotdnica com HES 16 ml/kg n&o
promoveu aumento da PAM, mas é observada uma reducgdo da FC. Quando administrado
previamente, o antagonista de ocitocina (1mg/kg; i.v.) ndo alterou a resposta pressorica de

FC frente a expansao isotbnica com HES 16 mL/kg (Figuras 27 e 28).
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Figura 27. Efeito da administragdo prévia do antagonista de ocitocina (Ant. OT; i.v.) apés expansdo com hidroxietilamido 6%
isotdnico (HES) 16 ml/kg i.v. sobre a pressao arterial média (PAM) durante o choque séptico induzido pela ligadura

e perfuracéo cecal (CLP) (Two way ANOVA).
Fonte: Do autor.
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Figura 28. Efeito da administragcao prévia do antagonista de ocitocina (Ant. OT; i.v.) apés expansdo com hidroxietilamido 6%
isotonico (HES) 16 ml/kg i.v.sobre a frequéncia cardiaca (FC) durante o choque séptico induzido pela ligadura e
perfuracéo cecal (CLP) (Two way ANOVA).

Fonte: Do autor

5.4 ANALISE DAS ALTERACOES CARDIORRESPIRATORIAS DURANTE O
CHOQUE SEPTICO.

O quimiorreceptor periférico foi ativado através de injecdo de cianeto de potassio
(KCN; 40 pg/0.1 mL; i.v.) 24 horas ap6s CLP ou cirurgia ficticia (SHAM). Vinte e quatro
horas apés a cirurgia CLP foi observada atenuacdo da resposta pressora (p<0,001),
bradicardica (p<0,001) e taquipnéica (p<0,001) em resposta ao KCN quando comparado
com Sham (Figura 29)
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Figura 29. Efeito da administragdo de cianeto de potassio (40ug/0,1ml; i.v.) sobre a pressdo arterial média (PAM; A),
frequéncia cardiaca (FC; B) e frequéncia respiratéria (Fr; C) 24 horas ap6s a cirurgia de ligadura e perfuracéo cecal

(CLP) ou cirurgia ficticia (Sham) em ratos. *** p<0,001 comparado ao grupo Sham (Test t).
Fonte: Do autor.
O teste do barorreflexo foi avaliado através da injecdo i.v. de fenilefrina (Phe; 5
pg/kg) e nitroprussiato de sédio (NPS; 30 pg/kg) 24 horas ap6s CLP ou SHAM. CLP atenuou
ambas as respostas, pressora (p<0,001) e bradicardica (p<0,001) da Phe (Figura 30). Por

outro lado, a cirurgia CLP atenuou somente a resposta taquicardica do NPS (p<0,001) mas

nao a pressorica (Figura 31).
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Figura 30. Efeito da administragc&o de fenilefrina (5pg/kg; i.v.) sobre a presséo arterial média (PAM; A) e frequéncia cardiaca
(FC; B) 24 horas ap6s a cirurgia de ligadura e perfura¢éo cecal (CLP) ou cirurgia ficticia (Sham) em ratos. ***
p<0,001 comparado ao grupo Sham (Test t).

Fonte: Do autor.
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Figura 31. Efeito da administragdo de nitroprussiato de sédio (30ug/kg; i.v.) sobre a pressédo arterial média (PAM; A) e
frequéncia cardiaca (FC; B) 24 horas ap6s a cirurgia de ligadura e perfuracdo cecal (CLP) ou cirurgia ficticia
(Sham) em ratos. *** p<0,001 comparado ao grupo Sham (Test t).

Fonte: Do autor.

Trinta minutos antes dos desafios foi administrado i.c.v. L-Name (250ug/2uL) 24
horas ap6s o CLP ou Sham. O L-Name apés trinta minutos promoveu um aumento da

presséo arterial maior no grupo CLP comparado com grupo Sham (P<0,001) (Figura 32).
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Figura 32. Efeito da administragdo de L-NAME i.c.v. (250ug mg/2uL) sobre a presséo arterial média (PAM) 24 horas ap6s a
cirurgia de ligadura e perfuracéo cecal (CLP) ou cirurgia ficticia (Sham) em ratos. *** p<0,001 comparado ao grupo

Sham.
Fonte: Do autor.

ApO6s 30 minutos da aplicacdo do L-Name i.c.v repetiu-se o teste com administracao
de KCN i.v. 24 horas ap6s CLP ou Sham. Administracédo prévia de L-Name i.c.v. ndo alterou
as respostas reflexas do KCN (PAM, FC e Fr) quando comparado com grupo Sham + Salina
i.c.v. O mesmo é observado no grupo submetido a cirurgia de CLP, o L-Name n&o promoveu

alteracdo da PAM e FC, com exce¢ao da Fr que promoveu uma atenuacdo da queda
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(p<0,05) quando comparado com o grupo submetido ao CLP + salina i.c.v. apos o estimulo

com KCN (Figura 33).

(A)

El Sham + Salinai.c.v.
E=9 Sham + L-Name i.c.v.
[ CLP + Salinai.c.v.

B3 CLP + L-Name i.c.v.

El Sham + Salinai.c.v.
E% Sham + L-Name i.c.v.
[J CLP+ Salinai.c.v.

&3 CLP + L-Namei.c.v.

A FC (Bpm)

A PAM (mmHg)

El Sham + Salinai.c.v.
g2 SHAM + L-name i.c.v.
[ CLP + Salinai.c.v.
B CLP + L-Namei.c.v.

2 P
Q o
=} =}

A Fr (cpm)

o
=}

o

Figura 33. Efeito da administragdo do cianeto de potassio (40ug/0,1ml; i.v.) sobre a pressdo arterial média (PAM; A),
frequéncia cardiaca (FC; B) e frequéncia respiratéria (Fr; C) 30 minutos ap6s aplicagdo de L-NAME ic.v. 24 horas
ap6s a cirurgia de ligadura e perfuracédo cecal (CLP) ou cirurgia ficticia (Sham) em ratos. *** p<0,001 comparado
ao grupo Sham; #p<0,05 quando comparado ao grupo CLP+salina i.c.v (Two way ANOVA).

Fonte: Do autor.

Administracé@o prévia de L-Name i.c.v ndo alterou as respostas da PAM e FC apoés a
administracdo de Phe e NPS 24 horas ap6s CLP quando comparado com o grupo CLP +

Salina i.c.v. como demonstrado nas figuras 34 e 35.
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Figura 34. Efeito da administragdo de fenilefrina (5pg/kg; i.v.) sobre a presséo arterial média (PAM; A) e frequéncia cardiaca
(FC; B) 30 minutos apo6s aplicagdo de L-NAME ic.v. 24 horas ap6s a cirurgia de ligadura e perfuracéo cecal (CLP)
ou cirurgia ficticia (Sham) em ratos. *** p<0,001 comparado ao grupo Sham (Two way ANOVA).

Fonte: Do autor.
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Figura 35. Efeito da administragao de nitroprussiato de sédio (30pg/kg; i.v.) sobre a presséo arterial média (PAM; A) e
frequéncia cardiaca (FC; B) 30 minutos apo6s aplicagdo de L-NAME ic.v. 24 horas ap06s a cirurgia de ligadura e
perfuracéo cecal (CLP) ou cirurgia ficticia (Sham) em ratos *** p<0,001 comparado ao grupo Sham (Two way

ANOVA)
Fonte: Do autor.

Foi restaurada a pressao arterial dos animais 24 horas apds a cirurgia de CLP
associada a administracdo de com L-Name (20mg/kg; i.v.) e com infusdo continua de Phe
(0,75pg/0,03mL/min; i.v.). Dez minutos apds a administragéo i.v., 0 L-Name promoveu um
aumento da PAM para 107,5 £ 6,97 mmHg enquanto a perfusdo continua com Phe

promoveu um aumento para 97, 250 + 5,9 mmHg quando comparado com grupo que foi

administrado salina (72,8 + 4,8 mmHg) ( Figura 36)
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Figura 36. Efeito da administragdo de L-NAME (20mg/kg;i.v.) e infusdo continua de Fenilefrina (Phe; 0,75ug/0,03ml/min; i,v.)
sobre a pressao arterial média (PAM) 24 horas ap6s a ligadura e perfuracéo cecal (CLP) (Two way ANOVA).

Fonte: Do autor.

ApoOs a PAM ser restaurada nos animais submetidos ao CLP, foram repetidos os
testes com KCN, Phe e NPS. Para o desafio com KCN, a restauracdo da PAM nao
promoveu nenhuma modificacdo das respostas quando analisadas a FC e a Fr. Em relacéo
a resposta ao desafio com KCN, a restauracdo da PAM somente com L-Name promoveu

uma melhor resposta pressorica (p<0,05) quando comparado com grupo que foi
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administrada salina, enquanto a restauracdo da PAM com infusdo continua de Phe néo

promoveu nenhuma modificagdo (figura 37)
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Figura 37. Efeito da administragdo de cianeto de potassio (40ug/0,1ml;i.v.) sobre a pressao arterial média (PAM; A), frequéncia
cardiaca (FC; B) e frequéncia respiratéria (Fr; C) ap6s restauragdo da PAM com L-NAME (20mg/kg;i.v) ou infusdo
continua de fenilefrina (Phe; 0,75ug/0,03ml/min; i,v.) 24 horas ap6s a ligadura e perfuragéo cecal (CLP)** p<0,01;
***n<(0,001 quando comparado ao grupo Sham; # p<0,05 quando comparado ao grupo CLP (Two way ANOVA).

Fonte: Do autor.

Quando analisadas as figuras 38 e 39 observa-se que a restauracdo da PAM com L-Name e

Phe ndo promoveu nenhuma modificacdo nas respostas aos desafios com NPS e Phe.

Somente quando foi analisada a resposta frente ao desafio com Phe, a restaura¢éo com L-

Name reverteu a queda da resposta quando comparado com grupo CLP + Salina.
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Figura 38. Efeito da administragdo de fenilefrina (5ug/kg; i.v.) sobre a presséo arterial média (PAM; A) e frequéncia cardiaca
(FC; B) ap0ds restauragdo da PAM com L-NAME (20mg/kg;i.v) ou infusd@o continua de fenilefrina (Phe;
0,75upg/0,03ml/min; i,v.) 24 horas apos a ligadura e perfuragéo cecal (CLP). *p<0,5; * **p<0,001quando comparado

ao grupo Sham (Two way ANOVA).
Fonte: Do autor.
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Figura 39. Efeito da administragdo de nitroprussiato (30ug/kg; i.v.) sobre a pressédo arterial média (PAM; A) e frequéncia
cardiaca (FC; B) ap6s restauracdo da PAM com L-NAME (20mg/kg;i.v) ou infusdo continua de fenilefrina (Phe;
0,75pg/0,03ml/min; i,v.) 24 horas ap6s a ligadura e perfuragdo cecal (CLP). * **p<0,001 quando comparado ao
grupo Sham (Two way ANOVA).

Fonte: Do autor.

Com a PAM restaurada, foi verificada a sensibilidade do barorreflexo. A sensibilidade
barorreflexa dos animais submetidos a cirurgia CLP esta diminuida quando comparado com
controle (sham) (p<0,05). A restauragdo com L-Name ou com infusdo continua de Phe n&o
promoveu nenhuma mudan¢a na sensibilidade barorreflexa dos animais submetidos a

cirurgia de CLP como demonstrado na figura 40.
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Figura 40. Avaliacdo da sensibilidade barorreflexa 24 horas apés a cirurgia de ligadura e perfurac@o cecal (CLP) ou cirurgia
ficticia (Sham) em ratos com presséo arterial média restaurada com L-NAME (20mg/kg;i.v) ou infusdo continua de
fenilefrina (Phe; 0,75ug/0,03ml/min; i,v.). *p<0,05 quando comparado ao Sham (test area sobre a curva).

Fonte: Do autor.

Analisando a figura 41, os animais Sham tratados com ANG Il (50ng/ul; i.c.v.)
apresentaram um aumento na PAM (P<0,001). Animais submetidos ao CLP tratados com
ANG Il i.c.v. também apresentaram aumento na PAM (P<0,001) quando comparados ao
grupo CLP + salina, mas esse aumento foi menor quando comparado com grupo Sham +

ANG II. A frequéncia cardiaca ndo teve diferenca entre os grupos experimentais.
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Figura 41. Efeito da administragdo de angiotensina Il (ANG II; i.c.v.; 50ng/pl) ou salina sobre as altera¢des da pressao arterial
média (PAM; A) e frequéncia cardiaca ( FC;B) 24 horas ap06s a ligadura e perfuracéo cecal (CLP) ou cirurgia ficticia
(Sham). ***p<0,001 quando comparado ao Sham + Salina i.c.v.; +++p<0,001 quando comparado ao CLP + Salina
i.c.v.; #p<0,05 quando comparado ao Sham + ANG Il i.c.v (Two way ANOVA).

Fonte: Do autor.

Apés restaurar a pressao arterial com infusdo continua de Phe, repetiu-se o teste
citado acima (ANG I, i.c.v.). Mesmo com a PAM restaurada, o resultado do grupo de
animais submetidos ao CLP né&o tiveram diferenca significativa quando comparado com

grupo CLP + salina (figura 42)
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Figura 42. Efeito da administragdo angiotensina Il (ANG lI; i.c.v.; 50ng/ul) ou salina sobre as alteracdes da presséo arterial
média (PAM) apo6s restauracdo da PAM com infusdo continua de fenilefrina (Phe; 0,75ug/0,03ml/min; i,v.) 24 horas
apos a ligadura e perfuracéo cecal (CLP) (Test t).

Fonte: Do autor.

A administracéo i.c.v de Carbacol (Car; 0,5nmol/ul) promoveu aumento da PAM do
grupo Sham em relacéo ao grupo Sham + salina (p<0,001). O mesmo é observado no grupo
CLP + Car quando comparado com grupo CLP + salina (p<0,001), mas esse aumento €

menor quando comparado com grupo Sham + Car (p<0,05) (Figura 43).
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Figura 43. Efeito da administracdo de carbacol (Car; i.c.v.; 0,5nmol/pl) ou salina sobre as alteragdes da presséo arterial média
(PAM; A) e frequéncia cardiaca (FC; B) 24 horas ap6s a ligadura e perfuragdo cecal (CLP) ou cirurgia ficticia
(Sham). ***p<0,001 quando comparado ao Sham + Salina i.c.v.; +++p<0,001 quando comparado ao CLP + Salina
i.c.v.; #p<0,05 quando comparado ao Sham + Car i.c.v (Two way ANOVA).

Fonte: Do autor.

Apébs restaurar a pressao arterial com infusdo continua de Phe, repetiu-se o teste
citado acima (Car, i.c.v.). Mesmo com a PAM restaurada os animais submetidos ao CLP néo

diferiram significativamente quando comparados com grupo CLP + salina (figura 44)
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Figura 44. Efeito da administragdo Carbacol (Car; i.c.v.; 0,5nmol/ pl) ou salina sobre as alteragées da presséo arterial média
(PAM) apds restauragéo da PAM com infuséo continua de fenilefrina (Phe; 0,75ug/0,03ml/min; i,v.) 24 horas apés a
ligadura e perfuracéo cecal (CLP) (Test t).

Fonte: Do autor.

De acordo com a figura 45, a administracdo de glutamato no RVLM promoveu
aumento da PAM no grupo Sham quando comparado com grupo Sham + Salina (P<0,001).
O mesmo € observado no grupo CLP, quando comparado com CLP + salina (P<0,001), mas

esse aumento € menor quando comparado com o grupo Sham + Glu. (P<0,5) (Figura 45).
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Figura 45. Efeito da administragdo de glutamato (100nmol/0,1pl) ou salina na area RVLM sobre as alteragGes da pressao
arterial média (PAM; A) e frequéncia cardiaca (FC; B) 24 horas apds a ligadura e perfuragédo cecal (CLP) ou
cirurgia ficticia (Sham). ***p<0,001 quando comparado aoSham + Salina ; +++p<0,001 quando comparado ao CLP
+ Salina; #p<0,5 quando comparado ao Sham + Glu (Two way ANOVA).

Fonte: Do autor.

ApOs restaurar a presséo arterial com infusdao continua de Phe, repetiu-se o teste
citado acima (Glu na regido RVLM.). Mesmo com a PAM restaurada os animais submetidos

ao CLP ndo tiveram diferenca significativa quando comparado com grupo CLP + salina

(figura 46)
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Figura 46. Efeito da administracdo de glutamato (Glu;100nmol/ 0,1ul ou salina sobre as alteragGes da pressao arterial média
(PAM) apds restauragédo da PAM com infuséo continua de fenilefrina (Phe; 0,75ug/0,03ml/min; i,v.) 24 horas apos a

ligadura e perfuracéo cecal (CLP) (Test t).
Fonte: Do autor.

5.5 AVALIACOES DO QUIMIORREFLEXO ATIVADOS PELA ADMINISTRAGAO DE
CIANETO DE POTASSIO (KCN) DURANTE O CHOQUE SEPTICO.

A figura 47 representa a atividade do quimiorreflexo durante o choque séptico
induzido pelo CLP ou cirurgia ficticia (Sham). Até a sexta hora ap6s o CLP n&o observamos
diferenca significativa nas respostas do quimiorreflexo quando comparado com grupo Sham.

Doze horas e 24 horas apés a cirurgia de CLP observamos um déficit nas respostas de

PAM, FC e FR comparado com grupo Sham (P<0,05).
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Figura 47. Efeito da administragdo de cianeto de potassio (40ug/0,1ml;i.v.) sobre a pressao arterial média (PAM; A), frequéncia
cardiaca (FC; B) e frequéncia respiratéria (Fr; C) durante o choque séptico induzido pela ligadura e perfuragdo
cecal (CLP) ou cirurgia ficticia (Sham).*p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001 comparado ao grupo Sham.

Fonte: Do autor (Test t).

Apés o tratamento com L-Name (20mg/kg; i.p.), os grupos CLP + L-Name . e Sham +
L-Name apresentaram elevacdo da PAM, que se mantiveram mais alta durante todo o
periodo analisado quando comparado com 0s respectivos control, CLP + salina e Sham +
salina, respectivamente (P<0,01). Mas o aumento da PAM do grupo CLP + L-Name foi
significativamente menor a partir da 12% hora apés o CLP quando comparado com animais
Sham +L-Name (p<0,01) (Figura 48 A).

Ap6s o tratamento com L-Name, o grupo CLP + L-Name e Sham + L-Name
apresentaram menor FC durante as 12 horas apos as cirurgia quando comparado com 0S
seus respectivos grupos, CLP + salina e Sham + salina (p<0,05). Nao foi observado
diferenca significativa da FC entre os grupos CLP + L-Name e Sham + L-Name. (Figura 48
B)
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Figura 48. Efeito do pré-tratamento com L-Name (20mg/kg; i.p.) ou salina sobre as alteracBes da pressdo arterial média (PAM; A) e
frequéncia cardiaca (FC, B) durante o choque séptico experimental induzido pela ligadura e perfuragdo cecal (CLP) ou cirurgia
ficticia (Sham). **p<0,001; ***p<0,001 quando comparado ao Sham + salina i.p.; ##p<0,01 quando comparado ao CLP + Salina
i.p.; @p<0,05 quando comparado ao grupo CLP + L-Name i.p (Two way ANOVA).

Fonte: Do autor.

Apés o tratamento com L-Name i.p., os grupos CLP + L-Name e Sham + L-Name
apresentaram maiores respostas pressoricas (somente até 6 horas apos a cirurgia, Sham ou
CLP) ap6s a ativacao do quimiorreflexo quando comparado aos grupos CLP + salina e
Sham + salina, respectivamente (P<0,05). Os animais CLP + salina apresentam uma queda
nas respostas (PAM, FC e Fr) 12 horas apés a cirurgia de CLP quando comparado com
Sham + salina (p<0,01). O grupo CLP + L-Name teve uma atenuacdo da queda 12 horas

ap6s CLP quando comparado com grupo CLP + salina (p<0,05) (figura 49)
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Figura 49. Efeito do pré-tratamento com L-Name (20mg/kg; i.p.) ou salina sobre as alteracbes da pressdo arterial média (PAM; A),
frequéncia cardiaca (FC, B) e frequéncia respiratdria (Fr; C) apds a ativagdo quimiorreflexa com KCN durante o choque séptico
experimental induzido pela ligadura e perfuragdo cecal (CLP) ou cirurgia ficticia (Sham). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 quando
comparado ao grupo Sham + Salina i.p.; $ p<0,05; $$$ p<0,001 quando comparado aogrupo Sham + L-Name i.p.; & p<0,05; &&&
p<0,001 quando comparado ao grupo CLP + Salina i.p. (Two way ANOVA).

Fonte: Do autor.

Apoés o tratamento com aminoguanidina (Ag; 10mg/kg; i.p.) o grupo Sham + Ag nao
apresentou diferenga significativa da PAM quando comparado com grupo Sham + salina
durante todo o periodo analisado. O grupo CLP + salina apresentou uma menor PAM
guando comparado com grupo Sham + salina (p<0,01). O grupo CLP + Ag apresentou uma
atenuacdo da queda da PAM 6 horas ap0s a cirurgia de CLP quando comparado com grupo
CLP + salina (p<0,05) (Figura 50 A).

N&o houve diferenca significativa entre os grupos Sham + Ag e Sham + salina
guando analisada a FC. O grupo CLP + salina apresentou aumento da FC durante 12 horas
apés o grupo CLP (p<0,01), sendo que na vigésima quarta hora ndo houve diferenca
guando comparado com grupo Sham + salina. O grupo CLP + Ag apresentou uma
atenuacdo do aumento da FC quando comparado com grupo CLP + salina durante 12 horas

apo6s o CLP (p<0,05), na vigésima quarta hora ap6s o CLP n&o hé diferenca (Figura 50 B).
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Figura 50. Efeito do pré-tratamento com aminoguanidina (10mg/kg; i.p.) ou salina sobre as altera¢bes da pressdo arterial média (PAM; A) e
frequéncia cardiaca (FC, B) durante o choque séptico experimental induzido pela ligadura e perfuragdo cecal (CLP) ou cirurgia
ficticia (Sham)**p<0,01. ***p<0,001 quando comparado ao Sham + salina i.p.; +p<0,05; ++ p<0,01 quando comparado ao CLP +
salina i.p. (Two way ANOVA).

Fonte: Do autor.

Apos o tratamento com Ag i.p ndo foi observado diferenga significativa nas respostas
ao KCN (PAM, FC e Fr) entre os grupos Sham + Ag e Sham + salina. O grupo CLP + salina
apresentou uma menor resposta (PAM, FC e Fr) ap6s o estimulo com KCN 12 horas ap6s a
cirurgia de CLP quando comparado com grupo Sham + salina. Os resultados do grupo CLP

+ Ag ndo apresentaram diferencas nas respostas durante todo o periodo analisado quando

comparado com o grupo CLP + salina (Figura 51)
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Figura 51. Efeito do pré-tratamento com aminoguanidina (10mg/kg; i.p.) ou salina sobre as alteracdes da pressdo arterial média (PAM; A),
frequéncia cardiaca (FC, B) e frequéncia respiratéria (Fr; C) apds a ativagdo quimiorreflexa com KCN durante o choque séptico
experimental induzido pela ligadura e perfuragdo cecal (CLP) ou cirurgia ficticia (Sham). **p<0,01; ***p<0,001 quando
comparado ao grupo Sham + Salina i.p.; $ p<0,05; $5$ p<0,001 quando comparado ao grupo Sham + Ag i.p.; & p<0,05 quando
comparado ao grupo CLP + Salina i.p. (Two way ANOVA)

Fonte: Do autor.

Apoés o tratamento com L-Name (i.c.v., 250ul/2uL), o grupo Sham + L-Name néao
apresentou diferenga na PAM durante todo o periodo analisado quando comparado com
grupo Sham + salina. O grupo CLP + salina apresentou uma menor PAM a ap@s a cirurgia
de CLP durante todo o periodo analisado quando comparado com grupo Shm + salina
(p<0,05). O grupo CLP + L-Name apresentou uma atenuagédo da queda da PAM 12 e 24
horas apés a cirurgia de CLP quando comparado com grupo CLP + salina (p<0,05) (Figura

52 A)

N&o foi observada diferenca na FC durante todo o periodo analisado entre os grupos
Sham + L-Name e Sham + salina. O grupo CLP + salina e CLP + L-Name apresentaram
aumento da FC durante 12 horas apés o CLP (p<0,01), sendo que na vigésima quarta hora
ndo houve diferenca quando comparado com grupo Sham + salina. Nao houve diferencas

entre os grupos CLP + salina e CLP + L-Name. (Figura 52 B).
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Figura 52. Efeito do pré-tratamento com L-Name (i.c.v., 250pl/2ul), ou salina sobre as alterages da pressdo arterial média (PAM; A) e
frequéncia cardiaca (FC, B) durante o choque séptico experimental induzido pela ligadura e perfuragdo cecal (CLP) ou cirurgia
ficticia (Sham). *p<0,05; **p<0,01. ***p<0,001 quando comparado com Sham + salina i.p.; +p<0,05 quando comparado ao CLP
+salina i.p. (Two way ANOVA)

Fonte: Do autor.

Apés o tratamento com L-Name i.c.v., o grupo Sham + L-Name ndo apresentou
diferenca nas respostas (PAM, FC e Fr) apds o estimulo com KCN durante todo o periodo
analisado quando comparado com grupo Sham + salina. O grupo CLP + salina apresentou
um déficit nas respostas (PAM, FC e Fr) apés o estimulo com KCN 12 e 24 horas apoés a
cirurgia de CLP quando comparado com grupo Sham + salina. O grupo CLP + L-Name
reverteu a queda na décima segunda hora apés o CLP e atenuou a queda das respostas na
vigésima quarta hora apés os estimulos com KCN quando comparado com grupo CLP +
salina (p<0,05) (figura 53)
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Figura 53. Efeito do pré-tratamento com L-Name (i.c.v., 250umg/2ul) ou salina sobre as altera¢des da pressdo arterial média (PAM; A),
frequéncia cardiaca (FC, B) e frequéncia respiratéria (Fr; C) apds a ativagdo quimiorreflexa com KCN durante o choque séptico
experimental induzido pela ligadura e perfuragdo cecal (CLP) ou cirurgia ficticia (Sham). *p<0,05; ***p<0,001 quando
comparado ao grupo Sham + Salina i.c.v.; $ p<0,05; $$$ p<0,001 quando comparado ao grupo Sham + L-Name i.c.v.; & p<0,05;
&&& p<0,001 quando comparado ao grupo CLP + Salina i.c.v. (Two way ANOVA)

Fonte: Do autor.

Apbs o tratamento com aminoguanidina (Ag; i.c.v., 250ul/2uL), o grupo Sham + Ag
nao apresentou diferenca na PAM durante todo o periodo analisado quando comparado com
grupo Sham + salina. O grupo CLP + salina apresentou uma menor PAM apoés a cirurgia de
CLP durante todo o periodo analisado quando comparado com grupo Sham + salina
(p<0,05). O grupo CLP + Ag apresentou uma atenuacao da queda da PAM 24 horas apés a
cirurgia de CLP quando comparado com grupo CLP + salina (p<0,05) (Figura 54 A)

N&o foi observado diferencas na FC durante todo o periodo analisado entre os
grupos Sham + Ag e Sham + salina. O grupo CLP + salina e CLP + Ag apresentaram
aumento da FC durante 12 horas apés o CLP (p<0,01), sendo que na vigésima quarta hora
ndo ha diferenca quando comparado com grupo Sham + salina. N&o houve diferengas entre
os grupos CLP + salina e CLP Ag. (Figura 54, B).
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Figura 54. Efeito do pré-tratamento com aminoguanidiana (Ag; i.c.v. 250pl/2pl), ou salina sobre as alteragdes da pressdo arterial média
(PAM; A) e frequéncia cardiaca (FC, B) durante o choque séptico experimental induzido pela ligadura e perfuragéo cecal (CLP) ou
cirurgia ficticia (Sham). *p<0,05; **p<0,01. ***p<0,001 quando comparado ao Sham + salina i.p.; +p<0,05 quando comparado
ao CLP + salina i.p. (Two way ANOVA)

Fonte: Do autor.

Apds o tratamento com Ag i.c.v., 0 grupo Sham + Ag ndo apresentou diferenca nas
respostas (PAM, FC e Fr) apdés o estimulo com KCN durante todo o periodo analisado
guando comparado com grupo Sham + salina. O grupo CLP + salina apresentou um déficit
nas respostas (PAM, FC e Fr) apos o estimulo com KCN 12 e 24 horas apoés a cirurgia de
CLP quando comparado com grupo Sham + salina. O grupo CLP + Ag atenuou a queda das
respostas 12 e 24 horas apoOs a cirurgia de CLP apds o estimulo com KCN quando

comparado com grupo CLP + salina (p<0,05) (figura 55).
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Figura 55. Efeito do pré-tratamento com aminoguanidina (Ag; 250ug/2yl; i.c.v.) ou salina sobre as alteragbes da presséo arterial
média (PAM; A), frequéncia cardiaca (FC, B) e frequéncia respiratéria (Fr; C) apds a ativagdo quimiorreflexa com KCN
durante o choque séptico experimental induzido pela ligadura e perfuracéo cecal (CLP) ou cirurgia ficticia (Sham).
*p<0,05; ***p<0,001 quando comparado ao grupo Sham + Salina i.c.v.; $$ p<0,01; $$p<0,01; $$$ p<0,001 quando
comparado ao grupo Sham + Ag i.c.v.; & p<0,05; && p<0,01 quando comparado ao grupo CLP + Salina i.c.v. (Two
way ANOVA)

Fonte: Do autor.

Apés ativacao intermitente com KCN o grupo Sham + KCN + salina apresentou um
maior nimero de células imunorreativas para cFos no nucleo do trato solitario comissural
(NTSc) quando comparado com o grupo CLP + KCN + salina 24 horas ap0s cirurgia
P<0,001). Apos o pré-tratamento com aminoguanidina, o grupo CLP + KCN + Ag apresentou
uma atenuacdo da queda do numeros de células positivas para FOS quando comparado
com CLP + KCN + salina (p<0,01). Nao houve diferenca entre os grupos Sham (Figuras 56 e
57).
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Figura 56. Fotomicrografias representativas de cortes do bulbo de células imunorreativas para FOS do nucleo trato solitrio comissural de
animais submetidos a intermitente ativagdo do quimiorreflexo pela administragdo de cianeto de potassio (KCN; 40ug/0,1; i.v.)
ou salina, 24 horas ap6s a ligadura e perfuragdo cecal (CLP) ou cirurgia ficticia (Sham). CC: Canal central.

Fonte: Do autor.
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Figura 57. Numeros de células imunorreativas para FOS no nucleo do trato solitario comissural de animais submetidos a intermitente
ativagdo do quimiorreflexo pela administragdo de cianeto de potassio (KCN; 40ug/0,1; i.v.) ou salina, 24 horas apds a ligadura e
perfuragdo cecal (CLP) ou Sham. ** p<0,01; *** p<0,001 quando comparado ao Sham+ KCN+ Salina; ## p<0,01 quando
comparado ao CLP+KCN+Salina (Two way ANOVA).

Fonte: Do autor.

Ap6s ativacao intermitente com KCN o grupo Sham + KCN + salina apresentou um
maior niumero de células imunorreativas para cFos no nucleo do trato solitario intermediario
(NTSi) quando comparado com o grupo CLP + KCN + salina 24 horas apoés cirurgia
P<0,001). Apos o pré-tratamento com aminoguanidina, o grupo CLP + KCN + Ag apresentou
uma atenuacdo da queda do numero de células imunorreativas para FOS quando
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comparado com CLP + KCN + salina (p<0,05). Nao houve diferenca entre os grupos Sham

(Figura 58 e 59).

Figura 58. Fotomicrografias representativas de cortes do bulbo de células imunorreativas para FOSdo nucleo trato solitdrio intermediario
de animais submetidos a intermitente ativa¢do do quimiorreflexo pela administra¢do de cianeto de potassio (KCN; 40ug/0,1;
i.v.) ou salina, 24 horas ap6s a ligadura e perfuragdo cecal (CLP) ou cirurgia ficticia (Sham). CC: Canal central.

Fonte: Do autor.
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Figura 59. Numeros de células imunorreativas para FOS no nucleo do trato solitario intermediario de animais submetidos a intermitente
ativagdo do quimiorreflexo pela administracdo de cianeto de potéssio (KCN; 40ug/0,1; i.v.) ou salina, 24 horas ap6s a ligadura e
perfuragdo cecal (CLP) ou cirurgia ficticia (Sham). *** p<0,001 quando comparado ao Sham+KCN+Salina; # p<0,05 quando

comparado ao CLP+KCN+Salina (Two way ANOVA).

Fonte: Do autor.



94

6.0 DISCUSSAO

Como demonstrado neste estudo, os animais com choque séptico induzido por CLP
apresentaram reducdo da pressdo arterial média (PAM) e hiporeatividade para
vasoconstrictores, sinais caracteristico dessa enfermidade, indicando um bom modelo
experimental para o choque séptico. Além disso, todos os animais submetidos a cirurgia de
CLP desenvolveram sinais clinicos de sepse, como letargia, piloerecéo e diarréia, enquanto
0s animais submetidos a cirurgia ficticia permaneceram ativos em suas caixas. Esses dados
estdo de acordo com estudos anteriores que utilizaram o mesmo modelo experimental de
choque séptico (BENJAMIM, et al. 2000; CORREA, et al. 2007; SALKOWSKI, et al. 1998;
TORRES-DUENAS, et al. 2006).

6.1 HIPOTENSAO DURANTE O CHOQUE SEPTICO

Thiemermann e Vane (1990), demostraram que a hipotenséo, a produgédo de edema
e 0 aumento da permeabilidade vascular no choque séptico eram reflexos da producéo
aumentada de o6xido nitrico (NO), pois sua inibicdo atenuava os sintomas do choque e
hipotensdo. Existem no minimo trés diferentes isoformas de NO sintase (NOS) em células
de mamiferos: NOS endotelial (NOSe ou NOS lll) encontrada em células endoteliais, células
epiteliais e midcitos cardiacos; NOS neuronal (NOSn ou NOS |) encontrada em células
neuronais e musculo esquelético e NOS induzida (NOSi ou NOS Il) encontrada em
macrofagos, hepatocitos, muasculo liso e uma variedade de outros tecidos (DAVIES;
HAGEN, 1997). A NOSe e a NOSn sdo expressas constitutivamente e sdo ativadas por um
aumento no Ca' intracelular e estdo envolvidas na regulacdo do tdnus vascular e
neurotransmissao respectivamente, ao passo que a expressdo da NOSi é encontrada em
macréfagos ativados e polimorfonucleares (PMNs), € induzida por endotoxinas e
substancias proé-inflamatorias, € calcio-independente e esta envolvida na defesa imune
(KLOSTERHALFEN; BHARDWAJ, 1998).

As enzimas constitutivas, NOSn e NOSe sdo capazes de produzir pequenas
guantidades de NO, que ativam a guanilato ciclase solGvel no musculo liso vascular,
regulam o tdnus vascular fisioldgico, a presséo sanglinea e a perfuséo tecidual, ao passo
que o aumento da expressdo da NOSI, no endotélio vascular e no muasculo liso de animais,

como demonstrado por Moncada, et al. (1991) resulta em producéo de grandes quantidades
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de NO por longos periodos, mantendo a vasodilatagdo e a resisténcia a vasoconstritores,
mediando as altera¢des no sistema vascular e o dano tecidual, causando disfun¢do multipla
de 6rgados. Estas alteracdes podem ser prevenidas pelo pré-tratamento com substancias
anti-inflamatérias, as quais inibem a expressdo da NOSIi, mas ndo afetam a atividade da
enzima constitutiva (MONCADA, et al. 1991; THIEMERMANN, 1997; TITHERADGE, 1999).
Esse dado estd de acordo com os dados apresentados no trabalho, pois quando houve
administracdo de Ag periféricamente n&o foi constatada a reducdo da PAM, indicando a
importacia da producédo de NO via NOSi durante a hipotensédo no choque séptico.

A inducdo da NOS, aumenta a producao de NO, contribuindo para a fisiopatologia do
choque séptico e disfungcdo mdultipla de o6rgéos, e tem sido proposta ser o maior fator
envolvido na vasodilatagdo patolégica e no dano tecidual (THIEMERMANN, 1997). A
hiporeatividade cardiovascular para as catecolaminas e outros farmacos vasoconstritores é
um dos efeitos mais pronunciados do choque séptico humano e contribui para a alta taxa de
mortalidade associada ao choque. E sabido que a endotoxina reproduz a hiporreatividade
em animais de laboratorio, e uma alta produgédo de NO é implicada no efeito da endotoxina
em alterar a reatividade vascular. A hiporeativada vascular também foi demonstrada no
nosso trabalho seis e vinte o quatro horas apos a cirurgia de CLP.

Foi descrito que o LPS induz a NO sintase, que produz NO a partir da L-arginina em
tecidos de ratos e que a dexametasona e o inibidor desta enzima (NwNLA), previnem sua
inducdo e a hiporreatividade vascular associada em aorta de rato (RODRIGUES;
FRACASSO, 2007). Todavia, alguns efeitos da endotoxina sobre a pressao sanguinea e
reatividade vascular podem preceder a inducao da NOS, a qual leva véarias horas em
modelos animais. Porém, segundo outros autores, a hiporreatividade rapida a norepinefrina
(NE), se deve a estimulacdo da éxido nitrico sintase constitutiva (NOSc) pela endotoxina e a
hiporreatividade tardia a NE, se deve a inducdo do 6xido nitrico sintase induzida (NOSI)
(AMBROSIO; FRACASSO, 2000). Foi verificado também que, uma vez estabelecida a
hiporreatividade a NE, o tratamento com dexametasona ndo produz efeito. Portanto, a
dexametasona sO € eficaz em prevenir a hiporreatividade a NE quando o tratamento &
prévio (PAYA, et al. 1993; REES, et al. 1990; THIEMERMANN; VANE, 1990; FRACASSO,
et al. 2003). A relevancia da producao excessiva de NO para o desenvolvimento do choque
endotéxico foi demonstrada pelo uso de inibidores da NOS e agentes 0s quais bloqueiam a
expressao da NOSi. A administracdo de inibidores do 6xido nitrico sintase, em modelos
animais e no homem, com choque séptico, restaura a pressdo sanguinea e a
hiporreatividade a agentes vasoconstritores (THIERMERMANN; VANE, 1990). Porém,
doses suficientes para inibirem ambas as enzimas, constitutiva e induzida, diminuem a

producado de NO, responsavel pelo tdnus vasodilatador, e, na presenca de vasoconstrictores
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durante a sepse, leva a danos fatais nos 6rgaos (TITHERADGE, 1999; LANDRY; OLIVER,
2004; RODRIGUES; FRACASSO, 2007).

6.2 ANALISE DAS ALTERACOES NEUROENDOCRINAS DURANTE O CHOQUE
SEPTICO.

Inimeros autores demonstram que a administracdo de LPS ou cirurgia de CLP
promovem a liberagdo de AVP (WILSON, et al. 1981; KASTING, et al. 1986; SANTIAGO, et
al. 2013; SAIA, et al. 2011). Aparetemente, a liberacdo de AVP durante a sepse €
independente de estimulos fisiolégicos conhecidos (aumento da osmolaridade plasmatica,
gueda da pressdo arterial, queda do volume sanguineo, aumento da temperatura e
hipoglicemia) (KASTING, et al., 1986). Com a queda da presséo arterial durante o choque
séptico experimental frequentemente inicia-se com o aumento da producdo de NO pela
INOS (KEANEY, et al. 1999; VINCENT, 2000). Estranhamente, a queda da pressao arterial
ndo é acompanhada por aumento da liberagdo de AVP durante o choque séptico (REID,
1997)

Seis horas ap6s o CLP, a concentracdo de AVP aproxima-se do valor basal,
entretanto, neste momento, jA estd estabelecida uma reducdo acentuada da pressdo
arterial, que caracteriza o choque séptico. Assim, numa fase tardia ocorre uma situacao de
relativa deficiéncia na secre¢éo de vasopressina, caracterizada por uma reducdo da pressao
arterial e concentracdo plasmatica de AVP inapropriadamente baixa. Esse fendmeno
também tem sido observado durante o choque séptico em humanos (LANDRY, et al. 1997;
SHARSHAR, et al. 2003), e tém sido estudados os motivos pelos quais a secrecdo de AVP
esta reduzida. Entre as causas, tem sido destacada a possivel diminuicdo dos estoques
neuro-hipofisario; insuficiéncia autondmica, indicada pela diminuicdo da variabilidade da
frequéncia cardiaca (GARRARD, et al. 1993) e auséncia de bradicardia reflexa durante a
infusdo de AVP (LANDRY, et al. 1997b); e a inibicdo da secrecdo de AVP pode ser causada
pela excessiva producdo de o6xido nitrico na endoxemia (GIUSTI-PAIVA, et al. 2002;
GIUSTI-PAIVA, et al. 2003).

Quanto a secrecao de OT, também foi obervado que a cirurgia de CLP promove um
aumento (pico na 22 h) seguida por uma redugcdo na sua concentracdo plasmética,
retornando aos valores basais na sexta hora apés o CLP. As fun¢Bes da OT durante o
choque séptico sdo desconhecidas. A OT estimula a secrecdo do ANP (HAANWINCKEL, et
al. 1995; ANTUNES-RODRIGUES, et al. 2004) e poderia estar relacionada com o aumento

da secrecdo de ANP que ocorre apés a cirurgia de CLP demonstrada neste estudo. O ANP,
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além de sua acdo vasodilatadora, provoca extravasamento de liquido do compartimento
intravascular para o interticial, contribuindo para a reducdo do volume plasmético e da
presséo arterial (TUCKER, 1996; VALENTIN, et al. 1997). Além disso, o ANP possui acdo
anti-inflamatéria, principalmente por inibir a produgdo de citocinas, a expressdo de
ciclooxigenase-2 e da INOS (KIEMER, et al. 2002; KIEMER; VOLMAR, 2001; VOLLMAR,;
SCHULZ, 1995; KIEMER; VOLLMAR, 1998). Entretanto, essa participacdo € meramente
especulativa, pois sdo escassos os estudos com OT e ANP durante o choque séptico
induzido pelo CLP e ndo existem dados sobre a interacdo destes dois hormbnios neste
modelo experimental.

Durante o choque séptico ocorre uma ativacdo do sistema renina-angiotensina, e,
consequentemente, aumento da concentragdo plasmatica de ANG II, como demonstrado
neste estudo e em outros anteriores (WHITE, et al. 1967; SHARIAT-MADAR; SCHMAIER,
2004)

A ANG Il participa do aumento da ingestdo de 4gua como ja demonstrado, porém no
modelo de administracdo de LPS e sem esclarecer que tipo de estimulo seria responsavel
para induzir essa resposta (WANG; EVERED, 1993; WANG, et al. 1993). O choque
séptico induzido pelo LPS ou CLP, é frequente o quadro de diarreia que, associada a
vasodilatacdo e a febre, poderia levar a uma maior perda de agua por evaporacdo e
consequentemente desidratacdo. Nossos experimentos mostraram que ndo houve alteragcédo
da osmolaridade plasmética durante o choque séptico.

A ANG I é o principal indutor da ingestéo de agua durante o choque endotéxico, uma
vez que o pré-tratamento com captopril ou com losartan reduziu a ingestéo de agua induzida
pela administracdo de LPS. Possivelmente, a queda da pressdo arterial, o aumento da
atividade simpatica e aumento da producdo de prostaglandinas durante o choque séptico
foram os estimulos para a secrecdo de renina, e consequentemente, 0 aumento da
producao de angiotensina Il (GIUSTI-PAIVA, 2004).

6.3 ANALISE DO EFEITO DA APLICACAO DE SALINA HIPERTONICA (NACL 7,5%,
4AML/KG, I.V.) DURANTE O CHOQUE SEPTICO.

Apdés cinco minutos da aplicagdo de SH, observou-se nos animais submetidos a
cirurgia de CLP maior concentracdo plasmética de AVP, que persistiu até os 10 minutos
guando comparado ao grupo Sham. No entanto, 30 minutos apos a aplicacédo, o grupo CLP
teve menor concentracdo plasmatica quando comparado com o Sham. Nao foi observada

diferenca nas concentracdes de OT e ANP entre grupo Sham e CLP apoés aplicacdo de SH.
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No entanto, a ANG Il plasmatica, apesar da queda observada, permaneceu alta durante
todo o periodo analisado apés a aplicacdo de SH no grupo CLP quando comprado com
Sham.

A administracdo de salina hipertbnica promoveu aumento da concentragdo
plasmatica de AVP, OT, ANP e reducdo de ANG Il, como j& demonstrado anteriormente
(ANTUNES-RODRIGUES, et al. 2004; HAANWINCKEL, et al. 1995). O mais intrigante é a
liberacdo de AVP durante o choque séptico, pois inicialmente apds a aplicacdo de SH sua
concentracdo esta maior quando comparado com grupo Sham. Este dado ja foi
demonstrado por Giusti-Paiva, et al. (2007), porém, no choque endotoxico.

A AVP é produzida e secretada por neurbnios magnocelulares dos nucleos supra-
optico e paraventricular do hipotdlamo. Varios fatores (por exemplo, reducdo da PAM,
temperatura e/ou a dor) podem influenciar a liberacdo de AVP da neurohipéfise, mas a
regulagdo osmotica € um dos mecanismos homeostatico mais sensivel (ANTUNES-
RODRIGUES, et al. 2004; CUNNINGHAM, et al. 2002). Nés observamos que nho momento
em que a PAM foi reduzida, existiu uma inadequada secre¢do de AVP, e a administragcéo de
SH induziu um aumento dos niveis plasmaticos de AVP, que foram mais elevados no grupo
CLP quando comparado com grupo Sham. Estes dados estdo de acordo com estudos
anteriores que mostram que o choque séptico induzido por LPS provoca uma alteracéo
funcional neuro-hipotalamica, resultando na facilitacdo da secrecdo de AVP, em resposta ao
estimulo osmotico, mecanismo este, ainda ndo compreendido(GRINEVICH, et al. 2003).
Além disso, sabe-se que a hipotensdo pode alterar a secrecdo de AVP apés um estimulo
osmético (DUNN, et al. 1973).

E bastante discutido se ha uma deficiéncia na producdo de AVP ou se ela esta sendo
inibida por algum fator, como por exemplo NO. Sonneville, et al. (2010) demonstrou que
tanto em ratos como em humanos, ha uma reducao na expressao e no conteuado de AVP na
neurohipofise, indicando que h& deplecdo de AVP durante o choque séptico induzido por
CLP. Essa deplecdo pode-se justificar pela reducdo da expressdo do peptideo no ndcleo
supradtico e aumento no nucleo paraventricular, sugerindo alteracdes na sintese e
transporte de AVP, consequentemente, promovendo uma reducdo da concentracdo
plasmatica de AVP. Outros trabalhos relatam que concentracdo plasmética de AVP esta
baixa no choque séptico, pois a sua liberacdo esta sendo inibida pelo NO, uma vez que, um
blogueador da iINOS administrado i.c.v., mas ndo i.v., aumentou a liberacdo de AVP no
choque (GIUSTI-PAIVA, et al. 2002).

O nosso estudo acrescenta dados importantes para essa discussao, através de dois
protocolos diferentes. Primeiramente, a inibicdo de NO através da administracao i.c.v. de L-
Name durante o choque séptico induzido por CLP promoveu aumento da liberacdo de AVP

apos o estimulo osmaotico quando comparado com grupo que houve administracdo de salina
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i.c.v. e esse aumento persiste durante todo o periodo analisado (30 minutos apds a
aplicacdo). Esse dado indica que a AVP esta sendo inibida pelo NO durante o choque
séptico apoés a estimulagcdo osmotica. Além do mais, foi observado um maior pico e duragéo
do aumento da resposta pressorica apds o estimulo osmético no grupo CLP - L-Name - SH
quando comparado com o grupo CLP - Salina - SH. Ja é bem conhecido que o efeito
pressérico da SH € mediado pela liberacdo de vasopressina, durante o choque séptico
induzido por LPS ou CLP (GIUSTI-PAIVA, et al. 2007; SANTIAGO, et al. 2013).

Trinta minutos apds a primeira dose de SH observou-se que a concentracao
plasmética de AVP no grupo CLP + SH esta menor se comparado com grupo Sham + SH.
Para demonstrar que a AVP ndo esta sendo depletada durante o choque séptico, foi
administrado uma segunda dose de SH. Cinco minutos ap6s uma segunda dose de SH, néo
foi observado diferencas nas concentragdes de AVP entre o grupo CLP e Sham, indicando
que ndo houve deplecdo de AVP durante o choque séptico. No entanto, ndo podemos
desconsiderar que o tempo para produgcdo de uma "nova AVP" foi curto, culminando em
uma menor concentracdo de AVP quando comparado a segunda aplicacdo de SH com a

primeira aplicacdo de SH.

6.4 EFEITO DA EXPANSAO COM HIDROXIETILAMIDO 130/0,4 ISOTONICO (HES) E
HIPERTONICA (HYPER-HES) DURANTE O CHOQUE SEPTICO.

ApoOs as expansdes de volume sanguineo isotdnico ou hiperténico foi observada uma
reducdo do hematdcrito proporcionalmente a dose de HES administrado, demonstrando a
eficacia da expansao. Além do mais, somente a expansao hipertbnica promoveu aumento
da concentragdo plasmatica de sédio e da osmolaridade.

Observou-se que a administracéo de solugdes isotonica de HES (4, 8 e 16 mL/kg) foi
ineficaz no aumento sustentado da PAM durante o choque séptico induzido por CLP. No
entanto, a infusdo de um pequeno volume de solucdo hipertdnica de hidroxietilamido
aumentou o nivel de AVP plasmatico e restaurou a PAM por aproximadamente uma hora. O
provavel mecanismo de restauracdo da PAM apoés a expanséo de volume com Hyper-HES
pode ser devido ao aumento dos niveis plasméticos de AVP, uma vez que, a utilizacdo
prévia de um antagonista do receptor V; aboliu 0 aumento da resposta pressorica. Esses
dados estéo de acordo com estudos anteriores que demonstraram que endotoxemia causa
alteracdes no sistema hipotalamo-hipéfise, resultando na facilitacéo da liberacdo de AVP em

resposta a um estimulo osmotico (GRINEVICH, et al. 2003).
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Durante o choque séptico a infusdo de hidroxietilamido isoténico ndo promoveu
alteracdo da PAM, mesmo apés uma grande infuséo (i.v.) de 16 mL/kg HES. Este dado esta
de acordo com a literatura (HOFFMAN, et al. 2002; SCHAPER, et al. 2008). No choque
séptico, a vasodilatacdo provocada pela excessiva producdo de 6xido nitrico aumenta a
complacéncia do vaso, permitindo que maior volume ocupe o leito vascular sem provocar
aumento da presséo arterial (NDUKA; PARRILLO, 2009).

Durante o choque séptico, a infusdo intra-vascular de solugfes isotdnicas gera uma
grande expanséao de volume sanguineo, que por sua vez induz a queda da pressao arterial e
freqléncia cardiaca (ANDERSON, et al. 1986; GODINO, et al. 2005). Essa resposta pode
ser mediada pela rapida liberacdo do ANP e OT, pois ambos apresentam efeito natriurético
a fim de reduzir o aumento de volume plasmatico, além de seus efeitos vasodilatadores
(HAANWINCKEL, et al. 1995; GODINO, et al. 2005;). Alem disso, ambos 0s peptideos tem
sido associado no controle reflexo da freqiéncia cardiaca, aumentando estimulagéo vagal,
contribuindo para bradicardia (THOMAS, et al. 2001; MICHELLINI, et al., 2003).

Apesar da OT apresentar a funcéo de vasodilatacdo através de sua propria agdo ou
aumentando a liberacdo de ANP, quando neste estudo houve administracéo previa de um
antagonista de OT (Atosiban) antes da expanséo de volume sanguineo com HES 16 ml/kg,
nao foi observada diferenca na pressao arterial quando comparado com grupo controle. Isto
sugere que a participacdo da OT é pequena na modulacdo da pressao arterial durante o
choque séptico induzido por CLP.

Estudos prévos de outros autores tém demonstrado que a infusdo intravenosa de
Hyper-HES restaura os parametros hemodindmicos e perfusdo tecidual durante o choque
séptico (OLIVEIRA, et al. 2002; POLI-DE-FIGUEIREDO, et al. 2006). A vantagem da
solucdo hipertdnica é que a administracdo de pequeno volume pode promover expansao
plasmatica significativa. A elevada osmolaridade dessa solu¢cdo aumenta o descolamento de
volume do compartimento extra-vascular para intra-vascular, minimizando o edema tecidual
devido ao aumento do volume plasmatico (DROBIN; HAHN, 2002; POLI-DE-FIGUEIREDO,
et al. 2006; VELASCO, et al. 1980). A curta duracdo do efeito circulatorio pode ser atribuida
ao rapido equilibrio do soluto hipertbnico entre o compartimento extra e intravascular. O
efeito da solug&o hipertbnica foi transitorio e 0 seu uso repetido pode levar ao um aumento
excessivo de sodio e osmolaridade plasmética, resultando em sobrecarga de volume
sanguineo, levando a faléncia cardiaca e edema pulmonar, ou pode induzir acidose
metabdlica hiperclorémica e desordens de coagulacdo (OLIVEIRA, et al. 2002; KRAMER,
2003).

No entanto, o hidroxietilamido pode prolongar esse efeito por ter capacidade de
manter volume no espaco vascular (GROCOTT; HAMILTON, 2002). O hidroxietilamido

hipertdnico apresentou, apds sua infusdo, um efeito mais pronunciado, uma vez que, a PAM
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permaneceu elevada por um tempo maior (aproximadamente 1 hora) quando comparada
com outros estudos que promoveram administracéo de salina hiperténica (aproximadamente
20 minutos) (SANTIAGO, et al. 2013). Isso porque a pressao oncoética promovida no espaco
intravascular € maior devido as moléculas de maior peso molecular envolvidas (VELASCO,
et al. 1989).

Alguns estudos tém atribuido um melhor efeito hemodindmico ao uso de coloides
associados a solucao de salina hipertbnica (CHIARA, et al. 2003; NASCIMENTO, et al.
2006). Contudo, o efeito mais importante € a manutencdo do efeito da expanséo
intravascular por periodos maiores, prolongando assim, os efeitos hemodindmicos e
metabdlicos benéficos das solugdes hipertbnicas.

A administragcdo de hidroxietilamido isotbnico ndo teve qualquer efeito sobre o sédio
plasmatico, no entanto, quando administrado hidroxietilamido em solugdo hipertbnica
observamos um aumento consideravel de sédio plasmatico, demonstrando que a
administracdo de solucdes hipertdnicas realmente aumenta os niveis de sédio sérico. Areas
especificas do cérebro sdo ativadas por hiperosmolaridade, e isso induz efeitos
cardiovasculares através de mecanismos neurais e hormonais. Hormoénios circulantes, como
ANG I, bem como a hipertonicidade plasmética influenciam na secrecdo da AVP pela
neurohipofise (ANTUNES-RODRIGUES, et al. 2004; CUNNINGHAM, et al. 2002).

Durante a hipotenséo, a vasopressina ajuda a manter a pressao arterial agindo como
um potente vasoconstrictor, mas no choque séptico citocinas pro-inflamatérias promovem
down-regulation dos receptores V;, causando atenuacdo do efeito vasoconstrictor, que
contribui para o desenvolvimento da faléncia cardiaca durante o choque (BARRETT, et al.
2007; BUCHER, et al., 2002). De acordo com estudos anteriores, solucao hipertbnica reduz
a producdo de IL-1beta, NO e expressdo de iINOS 18horas apés o CLP, melhorando
parametros metabdlicos e cardiovasculares, como aumento da presséao arterial (SHIH, et al.
2008). Reducéo da expressao de iNOS é crucial para tratamento de pacientes com choque
séptico, pois essa enzima aumenta a producéo de NO, umas das principais substancias que
promovem reducgdo da resisténcia periférica e inadequada perfusédo tecidual, seguida de
faléncia multipla dos 6rgédos (BONE, et al. 1997).

No choque hipovolémico e cardiogénico, os niveis de AVP estdo elevados, mas este
aumento ndo é observado no choque séptico em humanos e em animais (SHARSHAR, et al.
2003; LANDRY, et al. 1997; GIUSTI-PAIVA, et al. 2002 e 2005; BATALHAO, et al. 2008). O
choque séptico causa aumento transitorio inicial de AVP, mas seus niveis diminuem na fase
tardia do choque séptico para niveis muito baixo, como descrito anteriormente (SHARSHAR,
et al. 2003; LANDRY, et al. 1997). Infusdo de baixas doses de AVP é utilizada como um

tratamento racional para o suporte hemodinamico.
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A raz&o para uso de AVP incluem a reducao nos niveis plasmaticos desse hormdnio
em pacientes com choque séptico e a hipdtese de que administracdo exdgena de
vasopressina restaura o tbnus vascular e presséo arterial, assim reduzindo o uso de
catecolaminas (RUSSELL, et al. 2008; HOLMES, et al. 2001). Os dados obtidos
demonstraram a importancia da administracdo de solugcdo hiperténica, acompanhada
hidroxietilamido, para o restabelecimento dos niveis de vasopressina e consequente
restabelecimento da pressdo arterial, mostrando que é a hipertonicidade do meio a

responsavel por esse aumento que € mantido pelas soluc@es colbides.

6.5 ALTERACOES CARDIORRESPIRATORIAS DURANTE O CHOQUE SEPTICO

No presente estudo, observou-se que o CLP prejudicou as respostas autonémicas
para ativacdo do quimiorreflexo e barorreflexo. Além disso, ocorreu uma redugédo na PAM
sem alteracdes na frequéncia cardiaca 24 horas apés a cirurgia de CLP. O Choque séptico
é frequentemente associado com evidente taquicardia que ocorre devido a ativacdo do
barorreflexo e aumento das catecolaminas circulantes no organismo (GROVES, et al. 1973;
LEINHARDT, et al. 1993). No entanto, este efeito persiste somente 12 horas apdés a cirurgia
de CLP, sugerindo que o prejuizo no mecanismo do barorreflexo ocorre em uma fase mais
tardia. Esses dados estdo de acordo com estudos anteriores que demonstraram uma
reducdo na atividade do barorreflexo durante a sepse, que por sua vez tem sido associado
com falha nas fungdes do sistema nervoso autondomico (ANNANE, et al. 1999).

A funcao do barorreflexo arterial, expressa como sensibilidade do barorreflexo, esta
prejudicada na hipertenséo e outras doencas cardiovasculares (SU, et al. 1986). A reducéo
também foi avalaliada em pacientes com sepse, 0 que poderia explicar a deficiéncia da
secrecdo de AVP comentada anteriormente (ANNANE, et al. 1999; SHMIDT, et al. 2001;
SHARSHAR, et a., 2003a). Além disso, os resultados prévios obtidos em humanos
septicémicos demonstram haver diminuicdo da variacdo batimento-a-batimento ou pulso-a-
pulso (variabilidade) da FC e PAM, respectivamente, indicando um desacoplamento dos
sistemas autondémicos e cardiovasculares (GODIN; BUCHMAN, 1996; TOWEILL, et al.
2000). No entanto, as medic¢des da funcdo autonémica em pacientes sépticos séo dificeis de
quantificar e nem sempre sdo reprodutiveis. Por outro lado, existem poucos estudos
experimentais que demonstram disfuncéo autonémica séptica, como um experimento que foi
realizado em coelhos anestesiados. Apds a administracdo de LPS i.v. foi observado uma
queda da PAM apés 2 horas. Neste mesmo tempo , foi observado uma reducdo da

variabilidade da FC e PAM sem alteracdo plasmética de catecolaminas, indicando
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novamente um desacoplamento dos sistemas autondmicos e cardiovasculares
(GOLDSTEIN, et al. 1995). No nosso estudo, verificamos a sensibilidade do barorreflexo que
esta diminuida durante o choque séptico. Mesmo com a restauracdo da PAM néo
observamos melhora ou atenuacdo da reducédo da sensibilidade.

Mudancas na PAM e volume sanguineo séo percebidas por mecanorreceptores. Esta
informacédo é transmitida pelos nervos vago e glossofaringeo para regides autonémicas. O
NTS e RVLM sé&o importantes sitios de integracdo sinaptica para os reflexos que resultam
em respostas cardiovasculares e neuroenddcrinas para manter a pressao arterial e volume
sanguineo (SPYER, 1994). No nosso estudo, verificamos que a administracdo de um
neurotransmissor excitatorio (glutamato) na regido do RVLM promoveu um menor aumento
da PAM quando comparado com o grupo Sham, e essa atenuagdo ndo se modificou mesmo
com a pressdo arterial restaurada. O mesmo é observado pela ativagdo simpética por
administracdo de Carbachol e ANG Il no VL, no qual promove um tipico aumento de PAM
nos animais Sham. Essa resposta foi atenuada nos animias submetidos ao choque séptico
induzido pelo CLP. Com esse resultado podemos sugerir que as vias eferentes da ativacao
simpaticas estéo prejudicadas, e esse prejuizo pode estar relacionado com a perda do tbnus
vascular que ocorre durante o choque séptico.

Estudo realizado por Bruhn et al. (2009), demonstrou que areas importante para
controle cardiovascular como, locus coeruleus, nucleo parabraquial, bulbo ventral lateral e
nucleo do trato solitario apresentaram baixa atividade neuronal durante a fase tardia da
sepse.Esses areas tem importante papel no controle do barorreflexo e quimiorreflexo. No
entanto, pouco se sabe sobre a atividade do quimiorreflexo durante o choque séptico.

O quimioreflexo periférico em nosso estudo foi ativado usando injecao i.v. de cianeto
de potassio (KCN), que produz uma hipOxia citotéxica. Estudos anteriores tem demonstrado
que ativagdo do quimioreflexo com KCN mimetiza o padrdo e magnitude das respostas
cardiovasculares produzida pela hipéxia hipéxica (5-7% O,), incluindo rapido aumento da
PAM acompanhado de uma queda da frequéncia cardiaca. Esses efeitos foram abolidos por
uma ligadura bilateral das artérias do corpo carotideo (BARROS, et al. 2002).

Assim, a baixa concentracdo de KCN utilizada neste estudo € uma ferramenta Util
para a ativacdo do quimiorreflexo periférico. Este procedimento foi validado por varios
estudos (HAIBARA, et al. 1999; MACHADO; BONAGAMBA, 2005; BRAGA, et al. 2007). As
respostas cardiovasculares provocadas pela hipoxia citotoxica e hipdxia hipoxica foram
diretamente comparadas nos mesmos animais ndo anestesiados e sob as mesmas
condigBes experimentais, fornecendo a evidéncia de que ambos 0s estimulos produzem
efeitos semelhantes no sistema cardiovascular pela ativagdo dos quimiorreceptores
carotideos (BARROS, et al. 2002). E provavel que depois de ambos tipos de estimulacio

(hipoxia citotoxica ou hipoxia hipoxica), as células quimiossensiveis despolarizem neurdnios
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aferentes, que inicialmente ativam o NTS, com subsequente ativacdo simpética e
parassimpdtica, resultando na elevacdo da PAM e bradicardia, respectivamente (FINLEY;
KATZ, 1992; MIFFLIN, 1992; VARDHAN, et al. 1993; e CIRIELLO, et al. 1994).

Durante o choque séptico induzido pelo CLP, nés observamos que os efeitos da
administracdo de KCN foram diferentes do grupo Sham. Observamos ainda a atenuacéo do
aumento da PAM, da reducdo da frequéncia cardiaca e do aumento da frequéncia
respiratoria. Além disso, demonstramos que ativacdo neuronal nas areas analisadas do
NTS, apos intermitente ativacdo do quimiorreflexo através da administracdo de KCN esta
diminuida durante o choque séptico experimental induzido pelo CLP quando comparado
com animais Sham.

Um dos possiveis mediadores quimicos envolvidos neste déficit seria o 6xido nitrico.
Estudos anteriores tém indicado que o choque séptico promove uma excessiva producao
central e periférica de 6xido nitrico (NO) (GIUSTI-PAIVA; SANTIAGO, 2010).

O NO é conhecido por estar envolvido na regulacdo central das fungdes
autondmicas. A nNOS esta presente em muitas regides do cérebro que sdo importantes
para funcdes cardiacas e respiratorias, incluindo o NTS, bulbo ventrolateral rostral (RVLM) e
nucleo paraventricular (PVN) do hipotalamo (VINCENT; KIMURA, 1992; DE VENTE, et al.
1998; LIN, et al. 2007). No NTS foi demonstrado que o NO esta envolvido na transducdo dos
sinais cardiovasculares e respiratérios (MACHADO; BONAGAMBA, 1992; HARADA, et al.
1993; OGAWA, et al. 1995; LO, et al. 1996; MATSUMURA, et al. 1998). Além da regulacdo
central, o NO tem participacdo importantissima na regulacao do ténus vascular (DAVIES;
HAGEN, 1997).

Durante o choque séptico, o NO é um dos fatores que parecem desempenhar um
papel duplo. A producdo de NO na fase inicial produz efeitos benéficos ao paciente,
incluindo a vasodilatacdo, prevencdo de adesdo leucocitaria e plaquetaria, melhorando o
fluxo sanguineo e aumentando a defesa do hospedeiro (THIEMERMANN, 1997). No
entanto, a NOSi aumenta a producdo de NO na fase final da sepse contribuindo para
efeitos deletérios desta sindrome, como a hipotenséo, elevag¢édo da permeabilidade vascular
e lesdo de multplos érgdas (CORREA, et al. 2007; FEIHL, et al. 2001; OLIVEIRA-
PELEGRIN, et al. 2009; SHARSHAR, et al. 2003; THIEMERMANN, 1997; TITHERADGE,
1999; WU, et al. 1995; WU, et al. 2004).

A vasodilatacdo gerada pela excessiva producdo de NO durante o choque séptico
(GIUSTI-PAIVA; SANTIAGO, 2010; HOLMES, et al. 2001) poderia ser responsavel pelo
déficit das respostas autonémicas cardiovasculares apdés a administracdo de KCN. Para
avaliar essa possibilidade, o efeito da vasodilatagdo excessiva foi minimizado pela
administracao i.v. de L-Name e fenilefrina (infusdo continua) 24 horas apds a cirurgia de

CLP. Mesmo assim, n0s observamos que o déficit das respostas autonbmicas persistiu,
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sugerindo que a excessiva vasodilatacdo periférica parece ndo contribuir para o déficit das
respostas autonémicas induzido pela administracdo de KCN.

Apés tentativa fracassada da administracdo de L-Name i.v. 24 apés o CLP, foi
analisado o efeito do pré-tratamento, ou seja, antes da cirurgia de CLP, foi feita a
administracdo de aminoguanidina (Ag) ou L-Name i.c.v ou i.p..

Com esses experimentos, 0 nosso estudo forneceu evidéncias de que o NO central,
em funcéo das observacdes da inibicdo da NOSi modula as alteragbes autondmicas durante
o choque séptico experimental em ratos, pois a aminoguanidina, um bloqueador de NOSi
seletivo, administrado i.c.v. atenuou os déficits das altera¢des autondmicas (PAM, FC e Fr)
apos ativagdo quimiorreflexa durante o choque séptico induzido pela cirurgia de CLP. Além
do mais, o tratamento com bloqueador de NOSi i.c.v. atenuou a queda do nimero de cFOS
no NTSi e NTSc ap0s intermitente ativagéo quimiorreflexa durante o choque séptico quando
comparado com seu grupo controle. Vale ressaltar que o NO n&o deve ser o Unico fator
envolvido, portanto ha necessidade de mais estudos sobre o assunto.

O NO derivado da NOSi tem sido implicado em numerosos eventos fisiopatoldgicos
no sistema nervoso central. A NOSi pode ser induzida no cérebro como uma consequéncia
de diferentes processos fisiopatolégicos, tais como acidente vascular cerebral, trauma,
infeccdo, sob a forma de meningite, encefalite ou outras condi¢cbes. Outro mecanismo que
induz a sintese de NOSi no cérebro é uma resposta a eventos periféricos, particularmente
infeccdo sistémica. Nesta situacdo, a sepse conduz a liberagdo de citocinas como
interleucina -1pB, fator de necrose tumoral a, interleucina-6 e interferon -y a partir de células
imunes e outros, incluindo as células do cérebro (WONG, et al. 1997)

No cérebro, a expressdao de NOSi foi caracterizada por astrdocitos, células da glia,
neurdnios e células endoteliais (PARK, et al. 1994; LIU, et al. 2001). Apesar de néo
mensurar a atividade de NOSI, estudos anteriores demonstram que a producdo de NO
torna-se reduzida apds a administragédo de Ag (YANG; KRUKOFF, 2000; LEIB, et al. 1998).

A fisiopatologia da sepse sistémica envolve claramente o sistema nervoso central,
afetando a temperatura corporea, a fungdo neuroenddcrina, 0 comportamento e
promovendo alteragbes autondémicas como descrito neste estudo (LANDRY, et al. 1997).
Para avaliar a intensidade da expressdo de NOSi no cérebro durante o choque séptico
experimental, Wong et al. (1996), analisaram a expressdo de NOSi em cérebro de ratos
apés a administracdo de LPS. Eles observaram que o RNA mensagerio de NOSi foi
detectavél em diversas regides do cérebro, acompanhado por um elevacéo da concentracédo
de nitrito no fluido cerebroespinhal.

Os mecanismos pelos quais a sepse através da expressdo de NOSi afeta a funcéo
central ndo sédo entendidos. No entanto, torna-se cada vez mais evidente que o NO

produzido no sistema nervoso central, tem um papel fisiolégico importante nas regulactes
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de fluidos e presséo arterial (KADEKARO, et al. 1998). Esta hipotese tem sido confirmada
pela verificacdo de que os animais com NOSi mutante sdo resistentes a hipotensdo e morte
causada pelo LPS (WEI, et al. 1995). Estudo realizado por Granjeiro e Machado (2009),
sugeriu que o NO derivado da nNOS na &rea do NTS pode modular o aumento da
frequéncia respiratéria, mas ndo o aumento da PAM em resposta ao KCN em animais
acordados. Outros dados sugerem que NO derivado de vias ndo nNOS estaria modulando o
barorreflexo arterial. E tem sido demonstrado que NO liberado do endotélio na
microcirculacdo possa modular a transmissao sinaptica do NTS (WAKI, et al. 2006). Neste
contexto, Sakai et al. (2005), observaram que a super expressao de eNOS no NTS causa
diminuicdo da pressédo arterial, frequéncia cardiaca e excreg¢do urinaria de epinefrina em
ratos acordados, sugerindo que NO derivado do eNOS no NTS tem papel importante na
neuromodulacdo do controle da presséo arterial. Outro estudo relevante foi realizado por
Machado e Bonagamba (1992), que demonstrou que microinje¢do de um doador de NO na
area do NTS produz uma queda da presséo arterial e frequéncia cardiaca.

No presente estudo encontramos uma atenuacdo da queda das respostas
autonémicas apos administragdo de aminoguanidina i.c.v. em ratos submetidos a cirurgia de
CLP. Nossos dados sugerem que o NO sintetizado centralmente exerce uma influéncia
inibitéria tbnica sobre as respostas autondmicas durante o choque séptico experimental.
Além disso, quando analisado o efeito da administragcéo periférica de aminoguanidina, nao
foi observada uma atenuacdo das respostas autondmicas. Este fato sugere que a acdo do
bloqueador da NOSi no o sistema nervoso central é mais eficaz no controle das funcdes

autonémicas no nosso modelo experimental do que o blogueio da NOSi periférica.
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7.0 CONCLUSAO

A expansdo de volume sanguineo com com solucao cristaléide hiperténica (NacCl
7,5%) apresentou vantagem quando comparado a administracdo de solucdo isotdnica (NaCl
0,9%) durante o choque séptico experimental induzido por CLP. A administracdo de um
coléide juntamente com o cristaldide (Hyper-HES) promove aumento da pressao arterial por
um periodo maior quando comparado com a administracdo de um cristaldide. Em ambos os
casos, 0 aumento da pressao arterial decorrente da administracdo das solucdes hipertdnicas
cristaléides e/ou coloides parecem ser mediada pela liberagdo de vasopressina.

A vasopressina tem uma secrecdo bifasica durante o choque séptico. A baixa
secrec¢do de vasopressina durante o choque séptico deve-se pelo aumento da produgéo de
NO central, uma vez que, a utilizagdo de L-Name i.c.v.(bloqueador de NO) promoveu um
aumento da secrecdo de vasopressina. Aléem do mais, apés a administracdo de solugéo
hipertdnica observamos um aumento de vasopressina.

As fungbes barorreflexas e quimiorreflexas estdo prejudicadas durante o choque
séptico, independente da restauracao da presséao arterial. O NO produzido no SNC via iNOS
parece ser uns dos fatores que modulam o déficit das respostas quimirreflexas durante o
choque séptico. Além disso, o NO produzido perifericamente parece nao ter influéncia nas

respostas baro- e quimiorreflexas durante o CLP.
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