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RESUMO 
 

 

Diversos estudos relatam o uso de solução salina hipertônica (SSH) na terapêutica da 

hemorragia hipotensiva (HH), sendo esta capaz de promover o reestabelecimento 

imediato de parâmetros cardiovasculares, como a pressão arterial e o débito cardíaco. 

Investigações já demonstraram que, o Órgão Subfornical (SFO) recebe projeções de 

regiões envolvidas no controle osmótico e cardiovascular. Por integrar estas vias 

neuronais de regulação supõe-se que, o SFO possui participação na recuperação 

cardiovascular induzida pela infusão de SSH em ratos hemorrágicos. Assim, o 

presente estudo buscou avaliar o papel do SFO nas respostas cardiovasculares a 

infusão de SSH em animais submetidos a HH, assim como a participação das vias 

adrenérgicas no SFO. Todos os experimentos foram aprovados pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Goiás (CEUA-UFG; protocolo 

nº034/12). Ratos Wistar (270–300g) foram anestesiados com halotano (2% em 98% 

de O2; Tanohalo; Cristália, Itapira, SP, Brasil) e após a inserção do cateter venoso a 

anestesia foi mantida pela administração de uretana (1,2 g∙ kg-1, i.v.; Sigma-Aldrich, 

MO, EUA). Os animais foram instrumentados para registros de pressão arterial média 

(PAM), frequência cardíaca (FC), fluxo sanguíneo renal (FSR) e aórtico (FSA). Os 

valores de condutância vascular renal (CVR) e aórtica (CVA) foram calculados a partir 

da razão entre o FSR ou o FSA e a PAM, respectivamente. A HH foi induzida através 

da retirada de sangue ao longo de 10 min até que a PAM atingisse valores 

aproximados de 60 mmHg, posteriormente esse nível de PAM foi mantido por mais 10 

minutos através da retirada ou reinfusão de sangue quando necessário. 10 min após 

o início da retirada de sangue, foram realizadas nanoinjeções (100nL) no SFO de 

salina (NaCl; 0,15M; CONT; n=5), muscimol (4mM; MUSC; agonista GABAérgico; 

n=6) ou propranolol (10mM; PROP; bloqueador β-adrenérgico não seletivo; n=6). A 

sobrecarga de sódio, pela infusão de SSH (NaCl 3 M; 1,8 ml ∙ kg-1 de massa corpórea), 

foi realizada 20 min após a HH. A HH promoveu hipotensão em ambos os grupos 

(CONT: de103,3 ± 3,5 para 62 ± 0,3 mmHg; MUSC: de108 ± 4,4 para 61 ± 0,8 mmHg 

e PROP: de 98,4 ± 2,4 para 61 ± 1,3 mmHg; 20 min após HH; p<0,05). A sobrecarga 

de sódio promoveu restauração da PAM a valores próximos ao basal nos animais que 

receberam nanoinjeções de salina (92 ± 3,1 mmHg; 40 min após infusão de SSH; 

p<0,05). Entretanto, nos animais que receberam nanoinjeções de muscimol e 
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propranolol, a infusão de SSH não foi capaz de restaurar este parâmetro a níveis 

basais (MUSC: 53,0 ± 3,8 mmHg e PROP: 59 ± 4,8 mmHg; 40 min após infusão de 

SSH; p<0,05; em relação ao basal). Durante a HH não foram observadas diferenças 

significativas na FC em todos os grupos (CONT: de 402,9 ± 13,4 bpm para 381,0 ± 

17,1; MUSC: de 408,0 ± 10,5 bpm para 375,0 ± 22,3 bpm e PROP: de 410 ± 15,6 para 

362 ± 14,6 bpm; 20 min após a HH). Observando-se que, 40 minutos após a infusão 

de SSH não há alteração significativa neste parâmetro (CONT: 346,0 ± 19,7 bpm; 

MUSC: 352,0 ± 18,1 bpm e PROP: 336,9 ± 14,2 bpm). A HH promoveu redução 

significativa do FSR em todos os grupos (CONT: ∆: -59,8 ± 5,3%; MUSC: ∆: -53,4 ± 

14,6%; % e PROP: ∆: 48,7 ± 6,8%, em relação ao valor basal, p<0,05; 20 minutos 

após HH). Observamos que a infusão de SSH  não foi capas de restaurar os valores 

de FSR nos grupos controle e  experimentais (CONT: ∆: -20,8 ± 19,1%; MUSC: ∆: -

64,9 ± 4,1% e PROP: ∆: -51,3 ± 11,6%,  em relação ao valor basal, p<0,05; 40 minutos 

após a infusão de SSH). Em relação a CVR, não foram evidenciadas diferenças 

significativas nos grupos analisados tanto após a HH (CONT: ∆: -33,6 ± 8%; MUSC: 

∆: -23 ± 6,8% e PROP: ∆: -17,4 ± 10,3%, 20 min após a HH) como após a infusão de 

SSH (CONT: ∆: -32,6 ± 2,9%; MUSC: ∆: -27 ± 8,0% e PROP: ∆: -14,5 ± 15,7%; 40 

minutos após infusão de SSH). A HH reduziu significativamente o FSA nos grupos 

(CONT: ∆: -75 ± 5,2%; MUSC: ∆: -60,1 ± 9,0 e PROP: ∆: -57 ± 5%, p<0,05; 20 min 

após a HH), sendo que esta redução foi mantida mesmo após  40 minutos da infusão 

de SSH (CONT; ∆: -55 ± 5,8%; MUSC: ∆: -57 ± 6,9% e PROP: ∆: -60 ± 3,7% em 

relação ao valor basal, 40 min após a infusão de SSH). Não foram observadas 

alterações si da CVA nos grupos analisado após a HH (CONT: ∆:-46,4 ± 14,1%; 

MUSC: ∆: -30,3 ± 15,1%  e PROP: ∆: -30,4 ± 7,4%, p<0,05; 20 min após a HH) e a 

infusão de SSH (CONT: ∆: -52,2 ± 4,5%; MUSC: ∆: -11,4 ±14,8% e PROP: ∆: -33,6 ± 

4,1%,40 minutos após infusão de SSH; em relação ao valor basal). Em conjunto, os 

resultados obtidos neste estudo fortalecem a hipótese do envolvimento de neurônios 

do SFO na recuperação cardiovascular induzida pela infusão de SSH durante a HH, 

e ainda que o bloqueio farmacológico da neurotransmissão β-adrenérgica neste 

núcleo impede a restauração de parâmetros cardiovasculares induzida pela infusão 

de SSH em animais submetidos a HH. Assim, a disfunção da neurotransmissão 

adrenérgica no SFO poderia prejudicar a recuperação cardiovascular induzida pela 

infusão de SSH após a HH. 
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ABSTRACT 
 

Previous studies have shown that the immediate restoration of cardiovascular 

parameters, such as blood pressure and cardiac output, by hypertonic saline solution 

(HSS) is useful in the treatment of hypotensive hemorrhage (HH). The Subfornical 

Organ (SFO) receives projections of regions involved in osmotic and cardiovascular 

control, and the integration of these neuronal regulatory pathways by SFO is assumed 

to play a role in SSH-induced cardiovascular recovery in hemorrhagic rats. Thus, the 

present study assessed the role of SFO and adrenergic pathways in cardiovascular 

responses to HSS infusion in hemorrhagic rats. All experiments were approved by the 

Ethics Committee on the Use of Animals at the Federal University of Goiás (CEUA-

UFG; protocol nº 034/12). Wistar rats (270–300g) were anesthetized with halothane 

(2% in 98% O2; Tanohalo; Cristália, Itapira, SP, Brazil) and after insertion of the 

venous catheter, anesthesia was maintained by urethane (1.2 g ∙ kg-1, iv; Sigma-

Aldrich, MO, USA). The animals were instrumented to record mean arterial pressure 

(MAP), heart rate (HR), renal blood flow (RBF) and aortic (ABF). The values of renal 

vascular conductance (RCV) and aortic (AVC) were calculated from the ratio between 

RBF or RBA and MAP, respectively. The HH was induced by withdrawing blood over 

10 min until MAP reached approximately 60 mmHg, after which this MAP level was 

maintained for another 10 minutes by withdrawing or reinfusing blood when necessary. 

After 10 min of blood withdrawal, saline (NaCl; 0.15M; CONT; n = 5), muscimol (4mM; 

MUSC; GABAergic agonist; n = 6) or propranolol (10mM; PROP; non-selective β-

adrenergic blocker; n = 6) were nanoinjected (100nL) in SFO. The sodium overload, 

through the infusion of HSS (NaCl 3 M; 1.8 ml ∙ kg-1 of body mass), was performed 20 

min after the HH. The HH promoted hypotension (CONT: from 103.3 ± 3.5 to 62 ± 0.3 

mmHg; MUSC: from 108 ± 4.4 to 61 ± 0.8 mmHg and PROP: from 98.4 ± 2, 4 to 61 ± 

1.3 mmHg; 20 min after HH; p <0.05). The sodium overload promoted MAP restoration 

to values close to baseline in the animals that received saline nanoinjections (92 ± 3.1 

mmHg; 40 min after HSS infusion; p <0.05). However, in animals that received 

nanoinjections of muscimol and propranolol, the HSS infusion did not restore this 

parameter to baseline levels (MUSC: 53.0 ± 3.8 mmHg and PROP: 59 ± 4.8 mmHg; 

40 min after HSS infusion; p <0.05; compared to baseline). The changes in HR values 
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were not significant in all the groups (CONT: from 402.9 ± 13.4 bpm to 381.0 ± 17.1; 

MUSC: from 408.0 ± 10.5 bpm to 375.0 ± 22.3 bpm and PROP: from 410 ± 15.6 to 362 

± 14.6 bpm; 20 min after HH). After 40 minutes of HSS infusion, there is no significant 

change in this parameter (CONT: 346.0 ± 19.7 bpm; MUSC: 352.0 ± 18.1 bpm and 

PROP: 336.9 ± 14.2 bpm). The HH promoted a significant reduction in RBF in all 

groups (CONT: ∆: -59.8 ± 5.3%; MUSC: ∆: -53.4 ± 14.6% and PROP: ∆: 48.7 ± 6.8%, 

in relation to the baseline, p <0.05; 20 minutes after HH). The HSS infusion did not 

restore the RBF values in the control and experimental groups (CONT: ∆: -20.8 ± 

19.1%; MUSC: ∆: -64.9 ± 4.1% and PROP: ∆: -51.3 ± 11.6%, in relation to baseline, p 

<0.05; 40 minutes after HSS infusion). The was no significant differences in the value 

of RVC after HH (CONT: ∆: -33.6 ± 8%; MUSC: ∆: -23 ± 6.8% and PROP: 17: -17.4 ± 

10.3%, 20 min after HH) and HSS infusion (CONT: ∆: -32.6 ± 2.9%; MUSC: ∆: -27 ± 

8.0% and PROP: ∆: - 14.5 ± 15.7%; 40 minutes after HSS infusion). The HH 

significantly reduced the ABF in the groups (CONT: ∆: -75 ± 5.2%; MUSC: ∆: -60.1 ± 

9.0 and PROP: ∆: -57 ± 5%, p <0.05; 20 min after HH), and this reduction was 

maintained even after 40 minutes of the HSS infusion (CONT; ∆: -55 ± 5.8%; MUSC: 

∆: -57 ± 6.9% and PROP: ∆: -60 ± 3.7% compared to baseline, 40 min after HSS 

infusion). No changes were observed in the AVC after HH (CONT: ∆: -46.4 ± 14.1%; 

MUSC: ∆: -30.3 ± 15.1% and PROP: ∆: -30.4 ± 7.4%, p <0.05; 20 min after HH) and 

HSS infusion (CONT: ∆: -52.2 ± 4.5%; MUSC: ∆: -11.4 ± 14.8 % and PROP: ∆: -33.6 

± 4.1%, 40 minutes after HSS infusion; in relation to baseline). These findings 

strengthen the hypothesis of the SFO involvement in HSS-induced cardiovascular 

recovery during HH, and suggest the attenuation of this recovery by pharmacological 

blockade of β-adrenergic neurotransmission. In this manner, the dysfunction of 

adrenergic neurotransmission in SFO could prevent HSS-induced cardiovascular 

recovery after HH. 

 

 Key words: Hyperosmolarity; Hypotension; Blood pressure; neurotransmission; β-

adrenergic receptors.
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1. INTRODUÇÃO 

 

O choque hemorrágico é identificado como a principal causa de morbidade e 

mortalidade relacionado ao trauma e baixas militares (1), sendo que 40% dos óbitos 

relacionados ao trauma se devem ao descontrole desta patologia e das consequentes  

complicações decorrentes da mesma (2). 

Caracteriza-se como choque hemorrágico a perda de grande volume 

intravascular, tornando o organismo incapaz de manter uma perfusão tecidual 

adequada (3). Nesse tipo de choque há diminuições na pré-carga, débito cardíaco e 

ainda aumento na resistência vascular sistêmica na tentativa de compensar a 

diminuição do débito cardíaco e manter a pressão de perfusão nos órgãos vitais (4). 

De fato, o choque hemorrágico é uma sequência de eventos desencadeados a 

partir de um fator agressor que pode induzir a falência de mecanismos 

neuroendócrinos que visam a manutenção da homeostasia cardiovascular. A falência 

destes mecanismos podem resultar em diminuição da pressão de perfusão renal e 

consequentemente acidose tecidual, redução da viscosidade sanguínea, edema de 

células endoteliais e de tecidos extravasculares, hemoconcentração, agregação 

eritrocitária e também ativação de neutrófilos e macrófagos (5,6). Por promover 

hipotensão, o choque hemorrágico pode ser considerado como hemorragia 

hipotensiva (HH). 

Em adição, a redução da oferta de oxigênio às células ocasionada pela HH 

gera alterações significativas no metabolismo circulatório promovendo ativação do 

metabolismo celular anaeróbico e alteração na microcirculação. Essas alterações são 

desencadeadas para promover à oferta de oxigênio para os diferentes órgãos e 

tecidos (7). Este mecanismo regulatório pode ser prejudicado em consequência da 

duração da HH bem como pelas lesões geradas em pacientes politraumatizados (8). 

Na década de 70 foi desenvolvido o programa ATLS (Advanced Trauma Life 

Support), visando estabelecer um método padronizado para avaliação e tratamento 

iniciais por médicos que trabalham em unidades de emergência a pacientes vítimas 

de trauma. De acordo com este programa, clinicamente a HH foi classificada em 

quatro classes, a partir do porcentual de perda do volume sanguíneo: Classe I: déficit 
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de 15%; Classe II: déficit de 20 a 25%; Classe III: déficit de 30 a 35% e Classe IV: 

déficit de 40 a 50% (9). As características de cada classe esta descrita na tabela 1.  

TABELA 1: Classificação fisiológica da hemorragia de acordo com ATLS (Advanced 
Trauma Life Support). Adaptado de Avram (2010) (9).  

 CLASSE I CLASSE II CLASSE III CLASSE IV 

PERDA 

SANGUÍNEA 

Até 750 ml 750-500ml 1500-2000ml > 2000 ml 

PERDA 

SANGUÍNEA 

Até 15% 15-30% 30-40% > 40% 

FREQUÊNCIA 

CARDÍACA 

< 100 bpm > 100 bpm > 120 bpm > 140 bpm 

PRESSÃO 

ARTERIAL 

Normal Pequena 

diminuição 

Diminuída Significativamente 

diminuída 

PRESSÃO DE 

PULSO 

Normal Estreita Estreita Não aferível 

DÉBITO 

URINÁRIO 

< 0,5 mL/kg < 0,5 mL/kg < 0,5 mL/kg Mínimo 

SNC 

(ESTADO 

MENTAL) 

Levemente 

ansioso 

Pouco 

ansioso 

Ansioso e 

confuso 

Confuso e 

letárgico 

 

A primeira linha de tratamento para a HH é o reestabelecimento do volume 

sanguíneo utilizando expansores de plasma ou transfusão de sangue (10). O 

tratamento com fluído intravenoso é utilizado desde 1831 para a terapêutica 

hemorrágica, quando foi realizada a sua infusão em pacientes diagnosticados com 

cólera (11). O emprego desta terapia proporciona melhora cardiorrespiratória o que 

permite a realização de procedimentos necessários para cessar a perda de volume 

sanguíneo, favorecendo uma melhor taxa de sucesso no reestabelecimento do quadro 

hemorrágico. De fato, a ressuscitação com fluidos após a HH possui como intuito 

inicial a restauração hemodinâmica, mas com o propósito final de corrigir a hipóxia 

tecidual e reduzir os danos aos órgãos (1). 



3 
 

 

 

Diversos tipos de soluções são habitualmente utilizados no tratamento desta 

patologia. De acordo com Krausz (2006) (12), em âmbito pré-hospitalar, há quatro 

tipos de fluidos que são indicados para a terapêutica hemorrágica: os cristaloides, as 

soluções coloidais, os substitutos do sangue e as soluções hipertônicas. Dentre estes 

destaca-se a solução hipertônica. Segundo a literatura, a administração de um 

pequeno volume de solução hipertônica pode proporcionar uma rápida recuperação 

cardiovascular a HH tanto em seres humanos quanto em outros animais (13). 

A solução salina hipertônica (SSH) é rotineiramente empregada na 

ressuscitação em estados de HH, proporcionando efeitos cardiovasculares benéficos 

que compõem o aumento do débito cardíaco, pressão arterial e fluxos sanguíneos 

regionais levando a uma rápida restauração do fornecimento de oxigênio (14). De fato, 

encontram-se na literatura estudos relatando que, a infusão de um pequeno volume 

de SSH (NaCl 7-7,5%) é o suficiente para que ocorra o imediato reestabelecimento 

do débito cardíaco e perfusão tecidual a valores fisiológicos (15,16). Pesquisadores 

observaram que, pacientes internados em unidades de terapia intensiva com choque 

refratário a tratamentos tradicionais apresentaram melhora hemodinâmica após a 

infusão de SSH (solução de NaCl 7,5%) (17).  

As respostas hemodinâmicas à infusão de SSH em animais submetidos a HH 

já estão bem estabelecidas na literatura (18,19). Recentemente, identificou-se a 

importância da ativação de aferentes neuronais periféricos para os efeitos 

cardiovasculares benéficos induzidos pela administração de SSH durante a HH (19). 

Os resultados obtidos nesse estudo demonstraram que, a inativação específica de 

quimiorreceptores carotídeos abole a recuperação da pressão arterial induzida pela 

infusão de SSH em ratos submetidos à HH.  Estes resultados são compatíveis com a 

hipótese de que a infusão de SSH poderia ativar diversos mecanismos neuronais 

reflexos, restaurando a homeostase em quadros hemorrágicos graves. Em adição, 

outro importante estudo demonstrou que a denervação seletiva dos barorreceptores 

impede a restauração da pressão arterial após a infusão SSH em animais submetidos 

a HH (20). 

Amaral e colaboradores (2014) (21), demonstraram que a inibição 

farmacológica do Núcleo Pré-óptico Mediano (MnPO), impede a recuperação de 
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parâmetros cardiovasculares induzida por infusão de SSH após a HH, evidenciando 

que, o sistema nervoso central (SNC) possui participação no reestabelecimento de 

parâmetros como a pressão arterial, sendo assim, importante na recuperação 

cardiovascular.  

Estudos demonstraram que aumentos agudos da concentração plasmática de 

sódio desencadeiam diversas respostas autonômicas, cardiovasculares e hormonais. 

Dentre essas respostas destacam-se a redução da atividade simpática renal (22–24), 

secreção do peptídeo natriurético atrial, ocitocina  e vasopressina (22,23,25), aumento 

da pressão arterial (22,26,27) e  vasodilatação renal (28).  

A detecção das variações de osmolaridade é realizada por osmorreceptores 

localizados perifericamente e centralmente (29–32). Os osmorreceptores periféricos 

estão localizados nos vasos renais, intestinais e principalmente hepáticos (veia porta) 

(33). Centralmente, alterações na osmolaridade plasmática são detectadas por 

regiões desprovidas de barreira hematoencefálica denominadas de órgãos 

circunventriculares (OCVs), nomenclatura dada devido sua localização próxima aos 

ventrículos cerebrais (33,34). Estudos têm demonstrado que, quando expostos à 

hiperosmolaridade, os osmorreceptores reduzem seu  volume intracelular devido à 

perda osmótica de água (34,35). Ademais, evidências experimentais têm relacionado 

à diminuição do volume celular com o aumento da excitabilidade e deflagração de 

potenciais de ação por essas células (35,36). Uma vez detectadas as alterações da 

osmolaridade do fluido extracelular, desencadeiam-se mecanismos de ajustes 

comportamentais e vegetativos que visam reestabelecer o volume e/ou a composição 

do compartimento extracelular (32,37). 

As áreas onde a barreira hematoencefálica típica está ausente são 

consideradas de fácil acesso para angiotensina (Ang II) no SNC. A Ang II é um potente 

peptídeo regulador da pressão arterial e da homeostase. Dentre suas funções 

destaca-se a liberação do hormônio vasopressina, vasoconstrição e liberação de 

aldosterona favorecendo a reabsorção de sódio e água pelo néfron pós-proximal (38). 

Em conjunto, estas alterações promovem o aumento da resistência vascular periférica 

e da reabsorção de água e sódio, contribuindo para o reestabelecimento da volemia 

e da pressão arterial. Assim, fatores como redução da pressão de perfusão arterial 
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renal, redução da concentração do íon sódio para a mácula densa, aumento da 

atividade do nervo renal, ativação dos receptores adrenérgicos do subtipo β1, 

catecolaminas ou prostaglandinas circulantes, ativam a secreção de renina para assim 

ocorrer produção de Ang II (37). 

Dentre as regiões prosencefálicas envolvidas no controle hidroeletrolítico e 

regulação cardiovascular destaca-se o Órgão Subfornical (SFO). O SFO está situado 

na lâmina terminal do terceiro ventrículo e integra o grupo de OCVs. A principal 

característica dos OCVs é a existência de capilares fenestrados na barreira 

hematoencefálica permitindo a passagem de substâncias que possuem elevado peso 

molecular do plasma para o parênquima cerebral (39). Pesquisas anteriores sugerem 

que células osmolaridade/sódio e angiotensina II (Ang II) sensíveis, são as 

responsáveis pela ativação de neurônios dos OCVs durante um aumento da 

osmolaridade do líquido extracelular e ou deficiência aguda de sódio corporal (40–42).  

Estudos demonstraram que o SFO medeia respostas fisiológicas como a 

regulação do apetite ao sal (43), sede  (44), secreção de vasopressina (45) e pressão 

arterial (46–48). Em adição, autores relataram a presença de diversos tipos de 

varicosidades axônicas no SFO (25,49–51), que podem influenciar a atividade, 

sensibilidade ou capacidade de resposta desses neurônios à mudanças periféricas.  

O SFO encontra-se diretamente conectado a outras estruturas do prosencéfalo 

que participam da regulação fluido corporal homeostático, como o MnPO, Núcleo 

Paraventricular (PVN) e Supraóptico (SON)(52,53). Estudos de rastreamento imuno-

histoquímico mostraram que, o SFO  possui conexões com a região bulbar, na qual 

neurônios do grupamento noradrenérgico A2 no Núcleo do Trato Solitário (NTS) e do 

grupamento A1 da Região Caudoventrolateral do Bulbo (CVLM) projetam-se 

diretamente para o SFO (25,54) (Figura 1). Ademais, autores evidenciaram, que a 

ativação desses grupamentos noradrenérgicos por hiperosmolaridade os caracteriza 
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como componentes fundamentais dos circuitos centrais que estão envolvidos na 

osmorregulação e na regulação cardiovascular (55,56). 

FIGURA 1. Vias centrais envolvidas na ressuscitação cardiovascular e autonômica 
promovida pela infusão de solução salina hipertônica (SSH) em ratos submetidos à 
hemorragia hipotensiva (HH). Região caudoventrolateral do bulbo (CVLM), núcleo do 
tracto solitário (NTS), núcleo paraventricular do hipotálamo magnocelular (mPVN), 
núcleo paraventricular do hipotálamo parvocelular (pPVN), núcleo pré-óptico mediano 
(MnPO), órgão subfornicial (SFO), órgão vasculoso da lâmina terminal (OVLT) , região 
rostroventrolateral do bulbo (RVLM), ocitocina (OT) e vasopressina (VP). Adaptado de  
de Naves e colaboradores (2018) (57). 

 

Tanaka e colaboradores (2001) (58), demonstraram que a hemorragia promove 

ativação de neurônios catecolaminérgicos sensíveis ao GABA no NTS com projeções 

ascendentes para o SFO. Em adição, estudos anteriores demonstraram que, o SFO 

recebe extensas entradas sinápticas, evidenciando-se que, a aplicação do agonista 

do receptor GABA-A (muscimol) diminui a resistência da membrana e a taxa de 

disparos em todos os neurônios GABAérgicas (59,60). 

Do até aqui exposto, é lícito supor que a ativação do SFO poderia modular os 

mecanismos envolvidos na recuperação cardiovascular induzida pela infusão de SSH 

em ratos submetidos à HH e ainda que receptores adrenérgicos seriam essenciais 

para esta recuperação. Assim, o entendimento da participação do SFO pode 

representar um modelo promissor para a compreensão dos mecanismos envolvidos 
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na ressuscitação induzida pelo emprego de SSH e na formulação de novas 

abordagens terapêuticas. 
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2. OBJETIVO 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 Avaliar a participação do SFO na recuperação cardiovascular induzida pela 

infusão de SSH em animais submetidos a HH assim como a participação das 

vias adrenérgicas no SFO. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 Compreender o efeito da inibição farmacológica do SFO na recuperação 

cardiovascular induzida pela infusão de SSH em ratos submetidos a HH sobre 

a pressão arterial média (PAM), frequência cardíaca (FC), fluxo sanguíneo 

renal (FSR), condutância vascular renal (CVR), fluxo sanguíneo aórtico (FSA) 

e condutância vascular aórtica (CVA); 

 

 Determinar a participação da neurotransmissão β-adrenérgica no SFO na 

recuperação cardiovascular induzida pela infusão de SSH em ratos submetidos 

a HH sobre a PAM, FC, FSR, FSA, CVR e CVA. 
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3 METODOLOGIA 

3.1.   MODELO EXPERIMENTAL 

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (270-300g), fornecidos pelo biotério 

central da Universidade Federal de Goiás (UFG). Os animais foram mantidos em salas 

climatizadas (22-24°C) e tiveram acesso ad libitum à água e ração, atendendo a todas 

as normas de manejo e cuidado animal. Todos os protocolos utilizados foram 

submetidos à aprovação pelo comitê de ética da Universidade Federal de Goiás (UFG; 

nº034/12; Anexo 1).  

 

3.2. PROCEDIMENTOS CIRÚRGICOS GERAIS  

 Para a realização dos procedimentos cirúrgicos, os animais foram inicialmente 

anestesiados com halotano (2% em 98% de O2; Tanohalo; Cristália, Itapira, SP, 

Brasil). Em seguida, ocorreu a inserção de um cateter de polietileno na veia femoral 

direita realizando-se a manutenção anestésica através da administração de uretana 

(1,2 g∙kg-1, i.v; Sigma-Aldrich, MO, EUA), e posteriormente a infusão de SSH. Outro 

cateter foi inserido na artéria femoral direita para o registro da pressão arterial pulsátil 

(PAP) e um cateter adicional foi inserido na artéria carótida direita para retirada de 

sangue induzindo o animal a um quadro de HH. A traqueostomia foi realizada a fim de 

minimizar o esforço respiratório dos animais.  

Posteriormente, os animais foram fixados em decúbito ventral em um aparelho 

estereotáxico (David Kopf Inst., CA, EUA) onde, em seguida, a musculatura da cabeça 

foi rebatida, expondo os ossos frontal e parietal que foram removidos com o auxílio de 

uma broca. Utilizou-se o bregma como ponto de referência para obtenção das 

coordenadas estereotáxicas. Posteriormente, o dorso foi aberto, expondo o rim 

esquerdo e sondas miniaturizadas (probe 1RB e probe 2RB, Transonic Systems, Inc., 

Ithaca, NY, USA) foram implantadas ao redor das artérias aorta e renal esquerda. 

Durante todo o experimento, a temperatura corporal foi mantida entre 36 e 37 °C com 

o auxílio de uma mesa térmica. 
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3.3. NANOINJEÇÃO NO ÓRGÃO SUBFORNICAL (SFO) 

As nanoinjeções no SFO foram realizadas 10 min após o início da indução a 

hemorragia hipotensiva. Foram realizadas nanoinjeções (100 nL) de Muscimol (4 mM; 

agonista GABAérgico; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) ou Propanolol (10mM; 

bloqueador β-adrenérgico não seletivo; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em grupos 

experimentais. O grupo controle recebeu apenas nanoinjeções de salina (NaCl; 0,15 

M) nessa região. Para tanto, os animais foram posicionados em decúbito ventral em 

um aparelho estereotáxico e tiveram a musculatura da cabeça rebatida expondo os 

ossos frontal e parietal, em seguida posicionou-se uma micropipeta de vidro acoplada 

a uma seringa, formando um sistema de nanoinjeção sob pressão, utilizando o bregma 

como ponto de referência para obtenção das coordenadas estereotáxicas, estas foram 

obtidas e modificadas a partir do Atlas de Paxinos & Watson (1998). Posteriormente 

foi realizada a craniectomia, removendo parte dos ossos frontal e parietal com o auxílio 

de uma broca. 

O volume injetado foi controlado pelo deslocamento do menisco da solução na 

micropipeta através de um microscópio cirúrgico dotado de uma lente ocular com 

retículo calibrado. Para a posterior confirmação histológica do sítio de nanoinjeção, ao 

término do período experimental foi nanoinjetada uma solução de azul de Evans (4% 

em NaCl 0,15 M; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), no mesmo sítio e com o mesmo 

volume que fora anteriormente nanoinjetado as drogas ou soro fisiológico. As 

coordenadas utilizadas para nanoinjeções no SFO estão descritas na tabela a seguir. 

TABELA 2: Coordenadas utilizadas para nanoinjeções na região do SFO. 

COORDENADAS SFO 

Antero – Posterior 1,0 mm rostral ao bregma 

Latero – Medial 0,0 mm lateral ao seio venoso sagital 

Dorso – Ventral 4,2 mm ventral ao seio venoso sagital 
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3.4. HEMORRAGIA HIPOTENSIVA   

A HH foi promovida através da retirada de sangue ao longo de 10 minutos, até 

que a pressão arterial média (PAM) atingisse valores próximo a 60 mmHg. 

Posteriormente esse nível de PAM foi mantido por mais 10 minutos através da retirada 

ou reinfunsão de sangue quando necessário.  

 

 3.5. SOBRECARGA DE SÓDIO  

A sobrecarga de sódio foi promovida através da infusão de SSH (NaCl 3M; 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) após 20 minutos do início da indução da HH. A 

administração da solução foi realizada ao longo de aproximadamente 90 segundos, 

na dose de 1,8 ml ∙ kg-1 de massa corpórea.  

 

3.6. REGISTRO DA PRESSÃO ARTERIAL MÉDIA (PAM) E FREQUÊNCIA 

CARDIACA (FC) 

O sinal da pressão arterial pulsátil (PAP) foi obtido pela conexão do cateter da 

artéria femoral a um transdutor de pressão (MLT0699, ADInstruments, Bella Vista, 

Austrália) acoplado a um amplificador (Bridge Amp, FE221, ADInstruments, Bella 

Vista, Austrália). Os dados foram digitalizados em uma frequência de 2000 amostras 

∙ s-1 utilizando um conversor analógico digital (PowerLab 4/25, ML845, ADInstruments, 

Bella Vista, Austrália). A PAM foi calculada a partir da integral do sinal da PAP 

(LabChart 7 v7.3.7; ADInstruments, Bella Vista, Austrália).  A frequência cardíaca (FC) 

foi calculada como frequência instantânea do sinal da PAP (LabChart 7 v7.3.7, 

ADInstruments, Bella Vista, Austrália). 

  

3.7. REGISTRO DO FLUXO SANGUÍNEO RENAL (FSR), FLUXO SANGUÍNEO 

AÓRTICO (FSA), CONDUTÂNCIA VASCULAR RENAL (CVR) E CONDUTÂNCIA 

VASCULAR AÓRTICA (CVA)  

O fluxo sanguíneo aórtico (FSA) e fluxo sanguíneo renal (FSR) foram 

registrados por fluxometria de tempo de trânsito. Sondas miniaturizadas foram 
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implantadas na aorta abdominal e artéria renal esquerda e em seguida conectadas a 

um fluxômetro T206 (Transonic Systems, Inc., Ithaca, NY, EUA) para determinação 

do fluxo sanguíneo em valores absolutos (mL.min-1).  Os sinais obtidos foram enviados 

ao sistema de aquisição e análise de dados (PowerLab 4/25, ML845, ADInstruments, 

Bella Vista, Austrália) e os dados foram digitalizados em uma frequência de 2000 

amostras ∙ s-1.   

As variações do FSR (%FSR) e do FSA (%FSA) foram calculadas como a razão 

percentual em relação ao valor basal. A condutância vascular renal (CVR) e a 

condutância vascular aórtica (CVA) foram calculadas pela razão entre o FSR/FSA e 

PAM, respectivamente. As variações da CVR (%CVR) e CVA (%CVA) foram obtidas 

pelo cálculo da variação percentual em relação ao valor basal. Todas as fórmulas 

utilizadas são mostradas na tabela a seguir. 

TABELA 3: Resumo das fórmulas usadas para cálculo da %FSR, %FSA, CVR, 

CVA, %CVR, %CVA. 

Variação do FSR (%FSR)   %FSR =     FSRfinal -  FSRbasal  ∙100 

      FSRbasal 

Variação do FSA (%FSA)   %FSR =     FSAfinal - FSAbasal  ∙100 

    FSAbasal 

Condutância Vascular Renal (CVR) CVR = FSR 

                                  PAM 

Condutância Vascular Aórtica (CVA) CVA = FSA 

            PAM 

Variação do CVR (%CVR) %CVR =    CVRfinal - CVRbasal  ∙100 

CVRbasal 

Variação do CVA (%CVA) %FSR =     CVAfinal - CVAbasal  ∙100        

CVAbasal 
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3.8. RETIRADA E PROCESSAMENTO DO TECIDO CEREBRAL 

 Ao final dos experimentos, os animais foram perfundidos com soro fisiológico 

(0,15M) seguido de solução de formaldeído (10%). Para tanto, o coração foi exposto 

e uma agulha conectada a uma cânula, e esta segunda acoplada a uma bomba de 

perfusão, foi introduzida na aorta ascendente. Posteriormente, o cérebro foi retirado e 

fixado em solução de formaldeído (0,1M). Utilizando um micrótomo de congelamento 

(Leica, Wetzlar, Alemanha), a região do SFO foi seccionada em cortes coronais de 40 

µm de espessura. Para determinar os sítios de nanoinjeção no SFO. Os cortes obtidos 

desta região prosencefálica foram corados pela técnica do vermelho neutro. 

 

3.9. COLORAÇÃO POR VERMELHO NEUTRO  

Os cortes prosencefálicos da região do SFO dos animais submetidos a 

nanoinjeções nesse núcleo foram submetidos à coloração de vermelho neutro para 

evidenciar a marcação do corante azul de Evans (4%, 100nL, SigmaAldrich, St. Louis, 

MO, EUA). Após a montagem em lâminas e secagem em temperatura ambiente, os 

cortes foram submergidos em vermelho neutro (C15H17ClN4, 1%) por 5 minutos. Em 

seguida foram lavados em água destilada e desidratados em concentrações 

crescentes de álcool etílico (C2H6O, 70%, 90%, 100%, 3 min). Os cortes foram ainda 

submergidos em xilol (C8H10, 30min, Neon, Suzano, SP, Brasil) para remoção do 

álcool e clarificação. Posteriormente foram recobertos com lamínulas com auxílio de 

DPX (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).  

 

3.10. ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 

(v 6.0). Os valores basais foram expressos como média ± EPM (erro padrão da média) 

e analisados através de test-t. Os valores de PAM e FC e as variações do FSR, CVR, 

FSA e CVA foram expressas como média ± EPM e analisadas através de análise de 

variância de duas vias, seguido pelo teste de Tukey, nos casos em que o F atingiu o 

valor crítico assumindo-se p < 0,05. 
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3.11. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

O delineamento experimental está representado na figura 2.  

 

FIGURA 2. Esquema representativo do delineamento experimental dos grupos salina, 
muscimol 4mM e propranolol 10mM.  
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4-RESULTADOS 

4.1- ANÁLISE HISTOLÓGICA DAS NANOINJEÇÕES NO SFO 

A análise histológica da propagação do corante Azul de Evans demonstrou que 

as nanoinjeções de salina (CONT; n=5), Muscimol 4mM (MUSC; n=6) ou Propranolol 

10mM (PROP; n=6) no SFO foram limitadas a essa região (figura 3A). Assim, foram 

considerados para a análise, exclusivamente os animais cujas nanoinjeções foram 

restritas a região SFO.   
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FIGURA 3. A: Fotomicrografia de uma seção coronal do prosencéfalo (40μm) 

mostrando um sítio típico de nanoinjeção no órgão subfornical. A seta indica a 
marcação do SFO com corante azul de evans 4%. Escala = 500 μm.  B: 

Representação esquemática da disseminação do corante no SFO, azul escuro 
representa o espalhamento máximo e azul claro representa o espalhamento mínimo. 
VL: ventrículo lateral. 

 

4.2. VALORES BASAIS DOS PARÂMETROS CARDIOVASCULARES E VOLUME 
DE SANGUE RETIRADO DURANTE A HIPOVOLEMIA 

 

Os valores basais dos parâmetros cardiovasculares analisados e do volume 

sanguíneo retirado do animal durante a indução a hipovolemia, estão descritos na 

tabela 4.  

 

Grupo N PAM 

(mmHg) 

FC 

(bpm) 

FSR 

(ml/min) 

FSA 

(ml/min) 

CVR 

ml/(min*mmHg) 

CVA 

ml/(min*mmHg) 

Volume 
de 

sangue 
(ml)  

CONT 5 103,3±3,
5 

 

402 ± 16,3 

 

1,8 ± 0,4 44,9 ± 6,9 0,02 ± 0,005 0,44 ± 0,07 3,83 ± 0,3 

MUSC 6 108 ± 4,4 

 

408 ± 10,5 

 

1,9 ± 0,4 31,4 ± 5,2 0,02 ± 0,004 0,29 ± 0,04 4,1 ± 0,3 

PROP 6 
98,4 ±2,2 

410 ±15,6 2,2 ± 0,3 32 ± 5,4 0,02 ± 0,003 0,32 ± 0,05 4,2 ± 0,3 

TABELA 4. Média ± erro padrão da media (E.P.M) dos valores basais de pressão 
arterial média (PAM), frequência cardíaca (FC), fluxo sanguíneo renal (FSR), fluxo 
sanguíneo aórtico (FSA), condutância vascular renal (CVR) e condutância vascular 
aórtica (CVA) dos animais que receberam nanoinjeção de salina (CONT), e muscimol 
4mM (MUSC) e propranolol 10mM (PROP). n: número de animais. 

 

Os valores basais dos parâmetros cardiovasculares foram semelhantes entre 

os grupos, conforme mostrado na Tabela 4. O volume de sangue retirado durante a 

HH foi similar entre os ratos do grupo CONT: 3,83 ± 0,3 ml, MUSC: 4,1 ± 0,3 ml e 

PROP 4,2 ± 0,3 ml. 
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4.3. ANALISE DO EFEITO DA INIBIÇÃO FARMACOLÓGICA DO SFO COM 

MUSCIMOL 4mM E DO BLOQUEIO FARMACOLÓGICO COM PROPRANOLOL 

10mM NA RECUPERAÇÃO CARDIOVASCULAR INDUZIDA PELA INFUSÃO DE 

SSH EM RATOS SUBMETIDOS A HEMORRAGIA HIPOTENSIVA 

 

  As alterações promovidas nos parâmetros cardiovasculares por meio de 

nanoinjeção de salina no SFO dos animais controle estão demonstradas no traçado 

abaixo (figura 4). 

 

FIGURA 4. Traçado típico das alterações na pressão arterial pulsátil (PAP), fluxo 

sanguíneo renal (FSR), fluxo sanguíneo aórtico (FSA) e frequência cardíaca (FC), 
induzidas pela sobrecarga de sódio em animais que receberam nanoinjeção de salina. 
Estão apresentados os traçados representativos do período basal, dos tempos 10 e 
20 min de hemorragia destacados pelo quadro preto assim como o momento da 
nanoinjeção em 10 min destacada pela linha pontilhada e os tempos 20 e 40 min após 
a infusão de SSH. 
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As alterações promovidas nos parâmetros cardiovasculares pela inibição 

farmacológica por meio de nanoinjeção de Muscimol 4mM de animais submetidos a 

infusão de SSH pós HH estão demonstradas no traçado abaixo (figura 5). 

 

 

FIGURA 5. Traçado típico das alterações na pressão arterial pulsátil (PAP), fluxo 
sanguíneo renal (FSR), fluxo sanguíneo aórtico (FSA) e frequência cardíaca (FC), 
induzidas pela sobrecarga de sódio em animais que receberam nanoinjeção de 
Muscimol 4mM. Estão apresentados os traçados representativos do período basal, 
dos tempos 10 e 20 min de hemorragia destacados pelo quadro preto assim como o 
momento da nanoinjeção em 10 min destacada pela linha pontilhada e os tempos 20 
e 40 min após a infusão de SSH. 
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  As alterações promovidas nos parâmetros cardiovasculares pelo bloqueio 

farmacológico com nanoinjeção de Propanolol 10mM no SFO de animais submetidos 

a infusão de SSH pós HH estão demonstradas no traçado abaixo (figura 6). 

 

 

FIGURA 6. Traçado típico das alterações na pressão arterial pulsátil (PAP), fluxo 

sanguíneo renal (FSR), fluxo sanguíneo aórtico (FSA) e frequência cardíaca (FC), 
induzidas pela sobrecarga de sódio em animais que receberam nanoinjeção de 
propranolol 10mM. Estão apresentados os traçados representativos do período basal, 
dos tempos 10 e 20 min de hemorragia destacados pelo quadro preto assim como o 
momento da nanoinjeção em 10 min destacada pela linha pontilhada e os tempos 20 
e 40 min após a infusão de SSH. 
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FIGURA 7. Variação da pressão arterial média (PAM; A), frequência cardíaca (FC; B), 

em animais que receberam nanoinjeções de salina (n=5), muscimol 4mM (n=6) e 
propranolol 10mM (n=6) induzidos a HH e submetidos a sobrecarga de sódio. 
*Diferente do tempo 0; p <0.05. A barra preta representa o período de hemorragia e a 
linha tracejada representa a infusão de SSH. 

 

A hipotensão provocada durante a HH foi semelhante nos grupos CONT: (de 

103,3 ± 3,5 para 62 ± 0,3 mmHg; 20 min após HH; p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 7A), MUSC 

(de 108 ± 4,4 para 61 ± 0,8 mmHg; 20 min após HH; p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 7A) e 

PROP (de 98,4 ± 2,4 para 61 ± 1,3 mmHg; 20 min após HH; p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 

7A). Observa-se que sobrecarga de sódio promoveu restauração da PAM a valores 

próximos ao basal em animais que receberam nanoinjeções de salina (92 ± 3,1 mmHg; 

40 min após infusão de SSH; p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 7A). Entretanto,  animais que 

receberam nanoinjeções de muscimol (53 ± 3,8 mmHg; 40 min após infusão de SSH; 

40 min após infusão de SSH;  p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 7A) e propranolol (59 ± 4,8 

mmHg; 40 min após infusão de SSH; p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 7A), a infusão de SSH 

não foi capaz de restaurar este parâmetro a níveis basais, sendo a PAM 

significativamente menor que o grupo CONT.  

Durante a HH não foram observadas diferenças significativas na FC em ambos 

os grupos CONT (de 402 ± 16,3 ± 13,4 bpm para 375,4 ± 19,8; 20 min após HH; 

p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 7B ); MUSC (de 408 ± 10,5 bpm para 375,0 ± 22,3 bpm; 20 

min após HH; p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 7B)  e PROP (de 410 ± 15,6 para 362 ± 14,6 

bpm; 20 min após HH; p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 7B). Verificando-se que 40 min após 
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a sobrecarga de sódio não há alteração significativa neste parâmetro CONT (346,0 ± 

19,7 bpm; 40 min após HH; p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 7B);  MUSC (352,0 ± 18,1 bpm; 

40 min após HH; p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 7B)  e PROP (336,9 ± 14,2 bpm; 40 min 

após HH; p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 7B).  

 

FIGURA 8. Variação do fluxo sanguíneo renal (FSR; A), condutância vascular renal 
(CVR; B) em animais que receberam nanoinjeções de salina (n=5), muscimol 4mM 
(n=6) e propranolol 10mM (n=6) induzidos a HH e submetidos a sobrecarga de sódio. 
*Diferente do tempo 0; p <0.05. A barra preta representa o período de hemorragia e a 
linha tracejada representa a infusão de SSH. 

 

A HH promoveu redução significativa do FSR em ambos os grupos: CONT (∆: 

-59,8 ± 5,3%; em relação ao valor basal, p<0,05; 20 minutos após HH; Figuras 4, 5, 6 

e 8A); MUSC (∆: -53,4 ± 14,6%; em relação ao valor basal, p<0,05; 20 minutos após 

HH; Figuras 4, 5, 6 e 8A) e PROP (∆: 48,7 ± 6,8%;  em relação ao valor basal, p<0,05; 

20 minutos após HH; Figuras 4, 5, 6 e 8A). 40 minutos pós a infusão de SSH observa-

se que ambos os grupos apresentam diferenças estatísticas quando comparados ao 

basal: CONT (∆: -20,8 ± 19,1%; em relação ao valor basal, p<0,05; 40 minutos após 

a infusão de SSH; Figuras 4, 5, 6 e 8A);  MUSC (∆: -64,9 ± 4,1%; em relação ao valor 

basal, p<0,05; 40 minutos após a infusão de SSH; Figuras 4, 5, 6 e 8A) e PROP (∆: -

51,3 ± 11,6%, em relação ao valor basal, p<0,05; 40 minutos após a infusão de SSH; 

Figuras 4, 5, 6 e 8A).  
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Quando analisada a CVR, não foram observadas diferenças significativas em 

nenhum dos grupos tanto após a HH: CONT (∆: -33,6 ± 8%;  em relação ao valor 

basal, p<0,05; 20 minutos após HH; Figuras 4, 5, 6 e 8B); MUSC (∆: -23 ± 6,8%; em 

relação ao valor basal, p<0,05; 20 minutos após HH; Figuras 4, 5, 6 e 8B) e PROP (∆: 

-17,4 ± 10,3 em relação ao valor basal, p<0,05; 20 minutos após HH; Figuras 4, 5, 6 

e 8B) como após a infusão de SSH: CONT (∆: -32,6 ± 2,9%; em relação ao valor basal, 

p<0,05; 40 minutos após SSH; Figuras 4, 5, 6 e 8B);  MUSC (∆: -27 ± 8,0% em relação 

ao valor basal, p<0,05; 40 minutos após SSH; Figuras 4, 5, 6 e 8B; Figuras 4, 5, 6 e 

7C) e PROP (∆: -14,5 ± 15,7%; em relação ao valor basal, p<0,05; 40 minutos após a 

infusão de SSH; Figuras 4, 5, 6 e 8B). 

 

FIGURA 9. Variação do fluxo sanguíneo aórtico (FSA; A) e condutância vascular 
aórtica (CVA; B) em animais que receberam nanoinjeções de salina (n=5), muscimol 
4mM (n=6) e propranolol 10mM (n=6) induzidos a HH e submetidos a sobrecarga de 
sódio. *Diferente do tempo 0; p <0.05. A barra preta representa o período de 
hemorragia e a linha tracejada representa a infusão de SSH. 

 

A HH reduziu significativamente o FSA em ambos os grupos: CONT (∆: -75 ± 

5,2%; em relação ao valor basal, p<0,05; 20 minutos após HH; Figuras 4, 5, 6 e 9A);  

MUSC (∆: -60,1 ± 9,0; 20 min após a HH; em relação ao valor basal, p<0,05; 20 

minutos após HH; Figuras 4, 5, 6 e 9A) e PROP (∆: -57 ± 5%, em relação ao valor 

basal, p<0,05; 20 minutos após HH; Figuras 4, 5, 6 e 9A). Entretanto 40 minutos após 

a infusão de SSH não há diferença estatística deste parâmetro em nenhum grupo 

analisado quando comparado aos seus basais: CONT (∆: -55 ± 5,8%; em relação ao 

-1 0 0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

1 2 0

T e m p o  (m in )


 F

S
A

 (
%

 b
a

s
a

l)

*
*

*
*

-1 0 0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

1 2 0

T e m p o  (m in )


 C

V
A

 (
%

 b
a

s
a

l)

A B

S F O  +  P ro p ra n o lo l (n = 6 ) S F O  +  M u s c im o l (n = 6 ) S F O  +  S a lin a  (n = 5 )



23 
 

 

 

valor basal, p<0,05; 40 minutos após SSH; Figuras 4, 5, 6 e 9A);  MUSC (∆: -57 ± 

6,9%; %; em relação ao valor basal, p<0,05; 40 minutos após SSH; Figuras 4, 5, 6 e 

9A) e PROP (∆: -60 ± 3,7%; em relação ao valor basal, p<0,05; 40 minutos após SSH; 

Figuras 4, 5, 6 e 9A).  

Não foram observadas alterações significativas em ambos os grupos da CVA 

tanto após a HH: CONT (∆:-46,4 ± 14,1%; em relação ao valor basal, p<0,05; 20 

minutos após HH; Figuras 4, 5, 6 e 9B); MUSC (∆: -30,3 ± 15,1%; em relação ao valor 

basal, p<0,05; 20 minutos após HH; Figuras 4, 5, 6 e 9B)  e PROP (∆: -30,4 ± 7,4 %; 

em relação ao valor basal, p<0,05; 20 minutos após HH; Figuras 4, 5, 6 e 9B) assim 

como 40 minutos após a infusão de SSH:  CONT (∆: -52,2 ± 4,5%; em relação ao valor 

basal, p<0,05; 40 minutos após SSH; Figuras 4, 5, 6 e 9B); MUSC (∆: -11,4 ±14,8%; 

40 minutos após SSH; Figuras 4, 5, 6 e 9B)  e PROP (∆: -33,6 ± 4,1%,40 minutos após 

SSH; Figuras 4, 5, 6 e 9B). 
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5.  DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que a infusão de solução 

salina hipertônica (NaCl; 3M) é eficaz na recuperação cardiovascular de ratos 

submetidos a hemorragia hipotensiva. Demonstramos ainda que a integridade do SFO 

é essencial para essa eficácia desta recuperação.  Mais especificadamente o presente 

estudo evidenciou que: I) a HH promove redução da PAM; II) a infusão de SSH após 

a HH reestabelece a PAM em animais que receberam nanoinjeção de salina; III) a 

infusão de SSH após HH não reestabelece a PAM em animais com o SFO inibido 

farmacologicamente por nanoinjeção de Muscimol 4mM; IV) Não há 

reestabelecimento da PAM em animais onde houve o bloqueio farmacológico com 

propranolol 10mM, demonstrando que a neurotransmissão adrenérgica, via receptor 

β está envolvida no reestabelecimento da PA deste núcleo em situações de 

hipovolemia. 

De acordo com a literatura, a HH promove redução do volume sanguíneo 

circulante conduzindo a diminuição do volume diastólico e hipotensão (61), diminuição 

do retorno venoso, FC e débito cardíaco (19). Amaral e colaboradores (2014) (21), 

confirmaram que a retirada de 15-25% do volume sanguíneo é capaz de gerar um 

estado de hipovolemia e hipotensão. Os resultados do presente estudo, utilizando 

protocolo semelhante, corroboram com esses achados anteriores. Demonstrando 

que, de fato, a retirada de volume sanguíneo é capaz de promover efetivamente um 

estado de hipovolemia.  

A melhora cardiovascular e hemodinâmica promovida pela sobrecarga de sódio 

após a hipovolemia já foi consolidada em diversos estudos (19,21). Em estudo 

clássico, Velasco e colaboradores (1980) (14), demonstraram que a infusão de SSH 

(7,5% de NaCl) em cães submetidos a HH promoveu o reestabelecimento da PAM e 

débito cardíaco. Em adição, diversos pesquisadores confirmam que, o uso de SSH 

induz a recuperação destes parâmetros (16). Como observou-se nos resultados aqui 

apresentados, de fato, a infusão de um pequeno volume de SSH promove esta 

recuperação em animais que receberam nanoinjeção de salina. Evidências 
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experimentais sugerem que mecanismos mediados por componentes centrais são 

desencadeados após aumentos agudos da concentração plasmática de sódio (62).  

É de conhecimento a existência de diversas regiões neurais que possuem 

envolvimento na regulação do sistema cardiovascular (63). Informações sobre as 

alterações da pressão arterial, volemia e/ou osmolaridade são detectadas por 

barorreceptores, quimiorreceptores, receptores cardiopulmonares e osmorreceptores 

periféricos, sendo conduzidas ao SNC via nervos vago e glossofaríngeo, onde são 

processadas incialmente no NTS. A partir do NTS, estas informações são enviadas 

para regiões envolvidas no controle cardiovascular e hidroeletrolítico, como  Núcleo 

Parabraquial, PVN, as regiões bulbares CVLM e RVLM, o MnPO e SFO (64). Ademais, 

investigações anteriores evidenciaram que os neurônios do SFO são despolarizados 

pelo aumento da concentração plasmática de sódio e hiperpolarizados a partir da 

redução desta (29). 

 Sabendo do conhecimento de vias neurais que possuem envolvimento no 

controle cardiovascular e hidroeletrolítico, procuramos avaliar qual seria o papel do 

SFO na recuperação cardiovascular de animais submetidos a infusão de SSH após a 

HH. 

Os resultados obtidos em nosso trabalho, evidenciaram que a infusão de SSH 

se mostrou ineficiente na restauração da PAM em animais submetidos a inibição 

farmacológica com Muscimol 4mM (bloqueador GABAérgico). Osaka e colaboradores 

[18], mostraram que o bloqueio de entradas GABAérgicas no SFO promove aumento 

na atividade espontânea dos neurônios do SFO. Sabe-se que, o GABA é um 

neurotransmissor inibitório amplamente aceito no SNC.  Receptores GABAérgicos 

podem ser divididos em dois subtipos: GABAa e GABAb (65,66). Os receptores 

GABAa são ativados especificamente por muscimol e antagonizado por bicuculina ou 

picrotoxina (66,67). Os receptores GABAb, que estão principalmente localizados em 

terminais nervosos, são ativados especificamente por baclofeno (65,68), e estão 

associados a canais Ca2+ e K+ através de ligações de proteínas a guanosina trifosfato 

(GTP).  Em adição, dados encontrados na literatura demonstraram a existência de 

receptores GABAa nas membranas neuronais no interior do SFO (69). 
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De acordo com a literatura o SFO possui amplas projeções eferentes para 

outras estruturas, como o PVN, SON e MnPO (52,70). Em adição, ressalta-se que as 

projeções diretas do SFO, bem como a transmissão indireta através do MnPO para o 

PVN, regulam a liberação de vasopressina e a atividade simpática vascular e cardíaca 

(70). Um estudo observou a partir de um método de marcação dupla retrógrada com 

dois marcadores fluorescentes, o FluoSpheres (coloração vermelha) injetado no 

MnPO e Fast Blue no PVN unilateral que, diversos neurônios marcados 

retrogradamente foram encontrados em todo o SFO, sendo que destes neurônios 

marcados, boa porcentagem apresentava dupla marcação. Estes achados indicam 

que neurônios do SFO se projetam simultaneamente para o MnPO e PVN por meio 

de ramos axiais colaterais, sugerindo a existência de vias neuronais originadas no 

SFO envolvidas na regulação da homeostase cardiovascular e de fluidos corporais 

(71). 

De fato, resultados anteriores encontrados em nosso laboratório mostraram 

que, em modelos de hipovolemia, a inibição farmacológico do MnPO, via muscimol 

impediu a recuperação da PAM (21). Estes achados corroboram com os obtidos no 

presente trabalho, indicando que a via SFO-MnPO é importante para o 

estabelecimento das respostas efetoras necessárias para a recuperação 

cardiovascular induzidas por SSH em ratos submetidos a hemorragia.  

Sabendo da importância do SFO na ressuscitação induzida pela infusão de 

solução salina hipertônica em animais hemorrágicos, procuramos evidenciar se a 

neurotransmissão adrenérgica via receptor β-adrenérgico estaria envolvida nessas 

respostas de regulação cardiovascular. 

Menani e colaboradores (1984) (72); demonstraram que a estimulação 

adrenérgica com noradrenalina (20, 40, 80 e 160nM) e isoprotereronol (20, 40, 80 e 

160nM; agonista β-adrenérgico) promove aumento na ingestão de água quando 

administradas no SFO. No entanto esta resposta é bloqueada quando administrado 

propanolol 40nM no SFO. Em adição, Cannata e colaboradores (1986) (73), em 

experimento similar verificaram que, animais em protocolo experimental de privação 

de água também apresentaram diminuição no consumo de água após administração 

de propanolol 40nM via cânula guia no SFO, sendo observado também que, quando 
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administrado propanolol em mesma concentração no terceiro ventrículo não havia 

alteração na ingestão de água. Estes estudos nos permitem concluir que a 

neurotransmissão β-adrenérgica no SFO atua na regulação do comportamento do 

volume circulante. Entretanto, a participação da neurotransmissão β-adrenérgica no 

SFO na recuperação cardiovascular induzida por infusão de SSH ainda não havia sido 

demonstrada na literatura. 

No presente estudo demonstramos que animais submetidos a bloqueio 

farmacológico com propanolol 10 mM em quadro de hipovolemia não apresentaram 

restauração da PAM. Assim, pela primeira vez na literatura, mostramos que o bloqueio 

da neurotransmissão β-adrenérgica no SFO impede a recuperação da PAM por 

infusão de SSH após a HH. 

Sabe-se que, o SFO recebe projeções dos grupamentos de neurônios A2 

localizadas no NTS e dos neurônios A1 localizado na CVLM (25,54), sendo esta uma 

via noradrenérgica relacionada ao balanço hidrosalino. Autores relataram que, 

informações relacionadas a alterações da composição do volume circulante advindas 

dos aferentes carotídeos e osmorreceptores periféricos são enviadas ao grupamento 

A2 e este, por sua vez as direciona para outras regiões como o CVLM, MnPO e SFO  

(74,75). Tanaka e colaboradores (1997) (76), evidenciaram que as projeções 

noradrenérgicas derivadas do grupo de células A2 podem transmitir informações 

cardiovasculares e hidroeletrolíticas ao SFO. Em adição, dados na literatura 

mostraram a existência de um conjunto de neurônios no CVLM que alteram sua taxa 

de descarga em resposta a alterações nos níveis plasmáticos de sódio e ainda que, 

esses neurônios também atuam na regulação cardiovascular (77). Ademais, 

informações aferentes dos barorreceptores retransmitidas através do CVLM modulam 

a atividade dos neurônios no SFO para sinais extracelulares do equilíbrio de fluidos 

corporais (78). 

Estudos relataram que, a presença de atividade em barorreceptores arteriais 

promove alteração da excitabilidade de neurônios do NTS com projeções eferentes 

diretamente para o SFO (79,80) e ainda que a estimulação de barorreceptores 

aórticos provoca alterações na expressãode c-fos na SFO (81). Kawano e 

colaboradores (2001) (25), investigaram possíveis locais de origem das projeções 
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catecolaminérgicas para a SFO, através de método de rastreamento retrógrado 

combinado com imuno-histoquímica, utilizando marcador retrógrado, complexo de 

ouro peroxidase-coloidal de rábano conjugado a aglutinina de germe de trigo. Os 

achados deste trabalho indicaram a existência de projeções catecolaminérgicas do 

RVLM para a SFO, além de projeções noradrenérgicas do NTS. Estudos recentes de 

nosso laboratório (57), demonstram que a lesão com nanoinjeção do complexo 

saporina-anti-dopamina-β-hidroxilase (saporina-anti-DβH; 100 nL) nos grupamentos 

noradrenérgicos bulbares abole a recuperação cardiovascular induzida por SSH após 

a HH. Estes achados associados aos obtidos no presente trabalho, permitem concluir 

que a projeções noradrenérgicas bulbares para os neurônios do SFO podem ser 

importantes para o reestabelecimento hemodinâmico induzido por SSH em ratos 

hemorrágicos. Assim, a lesão destes neurônios adrenérgicos ou o bloqueio 

farmacológico da via β-adrenérgica no SFO impede o reestabelecimento da PA após 

a administração de SSH em ratos submetidos a hemorragia.  

Em nosso estudo não foram observadas diferenças significativas nos grupos 

avaliados nos parâmetros FSA e FSR após a administração de SSH, demonstrando 

que o SFO parece não modular diretamente as respostas a sobrecarga de sódio nos 

leitos aórtico e renal durante o HH, diferente do que é encontrado por Amaral e 

colaboradores  (2014) (21), ao realizar inibição farmacológica do MnPO. Entretanto é 

possível que outros leitos não analisados no presente estudo possam ainda ser 

modulados pelo SFO, necessitando de investigações adicionais. Em adição, não 

foram observadas alterações na condutância vascular no leito renal e aórtico (CVR e 

CVA, respectivamente). Tendo em vista que a condutância vascular é calculada pela 

razão entre fluxo sanguíneo e PAM.  

Em conjunto, os resultados obtidos no presente trabalho indicam, pela primeira 

vez na literatura, que a inibição farmacológica do SFO impede a restauração da PAM 

induzida pela infusão de SSH após a HH e ainda que, o bloqueio farmacológico da 

neurotransmissão β-adrenérgica no SFO impede a restauração de parâmetros 

cardiovasculares induzida pela infusão de solução de salina hipertônica em animais 

submetidos a hemorragia hipotensiva.  Esses dados confirmam a participação do SFO 

na regulação dessa resposta. Desse modo, a integridade do SFO e da 

neurotransmissão β-adrenérgica parece ser fundamental para a conexão dos 
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aferentes periféricos a núcleos e estruturas centrais responsáveis pela geração de 

respostas endócrinas e autonômicas responsáveis pelo reestabelecimento 

cardiovascular promovidas por aumentos na osmolaridade plasmática durante a HH.  
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6. CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que, a inibição 

farmacológica do SFO, e mais especificamente o bloqueio da neurotransmissão β-

adrenérgica é capaz de suprimir o reestabelecimento da pressão arterial em resposta 

à infusão de SSH em ratos submetidos a hemorragia hipotensiva. Estes resultados 

sustentam a hipótese de que a neurotransmissão β-adrenérgica neste núcleo é 

essencial para a recuperação cardiovascular induzida pela SSH em animais com HH.  
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ANEXOS  

Anexo 1: Folha de aprovação da Comissão de Ética de Uso de Animais (CEUA – 

2012). 
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