oS
@
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

RECUPERACAO CARDIOVASCULAR INDUZIDA POR INFUSAO DE
SOLUCAO SALINA HIPERTONICA EM RATOS HEMORRAGICOS:
PARTICIPACAO DOS RECEPTORES ADRENERGICOS NO ORGAO
SUBFORNICAL

AMANDA BARBOSA COELHO DA SILVA

GOIANIA-GO
2021



SEI/UFG - 2717656 - Termo de Ciéncia e de Autorizagdo (TECA) https://sei.ufg.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir web&...

UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

TERMO DE CIENCIA E DE AUTORIZAGAO (TECA) PARA DISPONIBILIZAR VERSOES ELETRONICAS DE
TESES

E DISSERTAGOES NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goias
(UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Teses e DissertacGes (BDTD/UFG),
regulamentada pela Resolugdo CEPEC n2 832/2007, sem ressarcimento dos direitos autorais, de acordo
com a Lei 9.610/98, o documento conforme permissdes assinaladas abaixo, para fins de leitura, impressao
e/ou download, a titulo de divulgacdo da producdo cientifica brasileira, a partir desta data.

O conteldo das Teses e Dissertacdes disponibilizado na BDTD/UFG é de responsabilidade
exclusiva do autor. Ao encaminhar o produto final, o autor(a) e o(a) orientador(a) firmam o compromisso
de que o trabalho ndo contém nenhuma violacdo de quaisquer direitos autorais ou outro direito de
terceiros.

1. Identificacdo do material bibliografico
[ x ] Dissertacao [ ]Tese

2. Nome completo do autor

Amanda Barbosa Coelho da Silva

3. Titulo do trabalho

RECUPERACAO CARDIOVASCULAR INDUZIDA POR INFUSAO DE SOLUGAO SALINA HIPERTONICA EM RATOS
HEMORRAGICOS: PARTICIPACAO DOS RECEPTORES ADRENERGICOS NO ORGAO SUBFORNICAL

4. Informagodes de acesso ao documento (este campo deve ser preenchido pelo orientador)
Concorda com a liberagdo total do documento [ x ] SIM [ ]NAO'

[1] Neste caso o documento sera embargado por até um ano a partir da data de defesa. Apds esse periodo,
a possivel disponibilizacdo ocorrerd apenas mediante:

a) consulta ao(a) autor(a) e ao(a) orientador(a);

b) novo Termo de Ciéncia e de Autorizacdo (TECA) assinado e inserido no arquivo da tese ou dissertagao.

O documento ndo sera disponibilizado durante o periodo de embargo.

Casos de embargo:

- Solicitacdo de registro de patente;

- Submissdo de artigo em revista cientifica;

- Publicagdo como capitulo de livro;

- Publicacdo da dissertacdo/tese em livro.

Obs. Este termo devera ser assinado no SEI pelo orientador e pelo autor.

1 of2 11/03/2022 08:29


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/l9610.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/l9610.htm

SEI/UFG - 2717656 - Termo de Ciéncia e de Autorizagdo (TECA)

P — -y
°
seil
sel: 3
assinatura
eletrénica

Documento assinado eletronicamente por Gustavo Rodrigues Pedrino, Professora do Magistério
Superior, em 09/03/2022, as 16:28, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do
art. 42 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

https://sei.ufg.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir web&...

r——

seil g

assinatura
eletrénica

Documento assinado eletronicamente por AMANDA BARBOSA COELHO DA SILVA, Usudrio Externo,
em 09/03/2022, as 17:35, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do
Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Of: AL

FIH'

{I s /sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id orgao_acesso_externo=0, informando o
y=rir ¥ codigo verificador 2717656 e o codigo CRC BBS8DBACO.

Referéncia: Processo n2 23070.003699/2021-74

2 of 2

SEIn2 2717656

11/03/2022 08:29


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
https://sei.ufg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

AMANDA BARBOSA COELHO DA SILVA

RECUPERACAO CARDIOVASCULAR INDUZIDA POR INFUSAO DE
SOLUCAO SALINA HIPERTONICA EM RATOS HEMORRAGICOS:
PARTICIPACAO DOS RECEPTORES ADRENERGICOS NO ORGAO
SUBFORNICAL

Qualificacdo apresentada ao Programa de
Po6s-Graduacdo em Ciéncias Biolégicas do
Instituto de  Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal de Goias, como pré-
requisito para a defesa de produto final - Nivel

Mestrado.

Area de Concentracdo: Farmacologia e

Fisiologia.

Orientador: Prof. Dr. Gustavo Rodrigues
Pedrino

Co-orientador: Prof. Dr. James

Oluwagbamigme Fajemiroye

GOIANIA-GO
2021



Ficha de identificacéo da obra elaborada pelo autor, através do
Programa de Geracdo Automatica do Sistema de Bibliotecas da UFG.

SILVA, AMANDA BARBOSA COELHO DA

RECUPERACAO CARDIOVASCULAR INDUZIDA POR INFUSAO
DE SOLUGCAO SALINA HIPERTONICA EM RATOS HEMORRAGICOS:
PARTICIPACAO DOS RECEPTORES ADRENERGICOS NO ORGAO
SUBFORNICAL [manuscrito] / AMANDA BARBOSA COELHO DA
SILVA. - 2021.

LXIIl, 63 f.

QOrientador: Prof. GUSTAVO RODRIGUES PEDRINO; co
orientador JAMES Oluwagbamigme Fajemiroye.

Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Federal de Goias, Instituto
de Ciéncias Bioldgicas (ICB), Programa de P6s-graduacgdo em Ciéncias
Biologicas, Goiania, 2021.

Bibliografia. Anexos.

Inclui abreviaturas, gréfico, tabelas, lista de figuras, lista de
tabelas.

1. Hiperosmolaridade. 2. Hipotens&o. 3. Pressao Arterial. 4.

Neurotransmisséo. 5. receptores adrenérgicos. |. PEDRINO,
GUSTAVO RODRIGUES, orient. Il. Titulo.

Cbhbu612.1




SEI/UFG - 1831633 - Ata de Defesa de Dissertagao https://sei.ufg.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir web&...

UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO

Ata n° 520 da sessdo de Defesa de Dissertacdo do Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas, que
confere a Amanda Barbosa Coelho da Silva o titulo de Mestre(a) em Ciéncias Bioldgicas, na area de
concentracdo em Farmacologia e Fisiologia.

Aos vinte e oito dias do més de janeiro de 2021, a partir das 09:00 h, por videoconferéncia, realizou-se a
sessdo publica de Defesa de Dissertagdo intitulada “RECUPERACAO CARDIOVASCULAR INDUZIDA
POR INFUSAO DE SOLUCAO SALINA HIPERTONICA EM RATOS HEMORRAGICOS:
PARTICIPACAO DOS RECEPTORES ADRENERGICOS NO ORGAO SUBFORNICAL”. Os trabalhos
foram instalados pelo(a) Orientador, Professor Doutor Gustavo Rodrigues Pedrino (ICB - UFG) com a
participacdo dos demais membros da Banca Examinadora: Professor Doutor James Oluwagbamigbe
Fajemiroye (ICB - UFQ), coorientador; Professora Doutora Aline Andrade Mourdo (ICB - UFG), membro
titular externo; Professor Doutor Carlos Henrique Xavier Custodio (ICB - UFG), membro titular interno.
Durante a arguicdo os membros da banca ndo sugestdo de alteracdo do titulo do trabalho. A Banca
Examinadora reuniu-se em sessdo secreta a fim de concluir o julgamento da Dissertagdo, tendo sido(a) o(a)
candidato(a) aprovada pelos seus membros. Proclamados os resultados pelo Professor Doutor Gustavo
Rodrigues Pedrino, Presidente da Banca Examinadora, foram encerrados os trabalhos e, para constar, lavrou-
se a presente ata que ¢ assinada pelos Membros da Banca Examinadora, ao(s) vinte e oito dias do més de
janeiro de 2021.

TITULO SUGERIDO PELA BANCA

—my
ei' Documento assinado eletronicamente por Carlos Henrique Xavier Custodio, Professor do Magistério
‘ gmma @ Superior, em 28/01/2021, as 11:28, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 69,
{ eletronica § 19, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.

aa—
ei' Documento assinado eletronicamente por Aline Andrade Mourao, Professora do Magistério

‘ ;?smw"a [ﬁ Superior-Substituta, em 28/01/2021, as 11:29, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento
( eletrdnica no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.

m—

: eil Documento assinado eletronicamente por James Oluwagbamigbe Fajemiroye, Professor do
‘ ;?mm'; Ej Magistério Superior, em 28/01/2021, as 11:31, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento
{ eletronica no art. 69, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.

=
ei' Documento assinado eletronicamente por Gustavo Rodrigues Pedrino, Professor do Magistério
;?mm"a @ Superior, em 28/01/2021, as 11:31, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 69,
( eletrdnica § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

1 of2 07/02/2022 09:27


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm

SEI/UFG - 1831633 - Ata de Defesa de Dissertagao

https://sei.ufg.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir web&...

Referéncia: Processo n° 23070.003699/2021-74

2 of 2

SEIn° 1831633

07/02/2022 09:27


https://sei.ufg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

DEDICATORIA

A minha mé&e, Luciene Francisca Barbosa, por todo amor e carinho, por toda
uma vida dedicada aos cuidados para com os filhos. Por ser essa mulher
guerreira. Teus ensinamentos me proporcionaram chegar até aqui e me
impulsionam seguir em busca dos meus sonhos.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente aos meus pais Luciene e Silvio, por todos os anos de
dedicacdo, paciéncia, ensinamentos, amor e carinho, sempre me apoiando e
orientando em minhas escolhas, sou muito grata por tudo sem vocés nada disso seria

possivel.

A Universidade Federal de Goias, ao Programa de P4s-Graduacgédo em Ciéncias
Biolégicas e aos 6rgaos de fomento CAPES, CNPq e FAPEG pelo apoio financeiro
fundamental para a realizacdo desse trabalho num momento téo critico que vivemos

para ciéncia no Brasil.

Ao professor Gustavo Rodrigues Pedrino, pela orientacdo e oportunidade de
realizar este trabalho. Ao professor James que auxiliou na orientagdo deste trabalho.

A meu companheiro Lucas, pelo apoio, carinho, cuidado, amizade e amor. Por
me guiar e nunca me deixar desistir dos meus sonhos e mais que isso me ajudar a

atingir todos eles.

Aos meus amigos, Barbara, Davi e Nayara que mesmo distantes estiveram
sempre me escutando, aconselhando e dando suporte. Vocés sdo muito importantes

para mim e sinto muita falta de ndo té-los fisicamente ao meu lado.

A Ludyanne, “amiga que veio diretamente da Br”. Vocé sabe a loucura que foi
tudo isso. Muitos altos e principalmente baixos, mas que sem VOCcé seriam mais
dificeis. Obrigada por sua companhia diaria, apoio, conversas e até mesmo planos
para dominar o mundo. Vocé é mais que trabalho para mim, € um presentinho que o
mestrado me proporcionou e que levarei para o futuro. Tenho um carinho e um

respeito enorme por vocé. Muito obrigada.

A todos do CPNFC, em especial a Stéfanne por seus conselhos e socorros
mesmo a quildmetros de distancia, vocé é muito especial pra mim. Kassia e Floréncia

por todas as conversas, caldos na pamonharia e momentos de descontragdo. Larissa



gue conheci recentemente, mas ja me é muitissimo especial. Meu muito obrigada a

todos vocés e por tornarem a rotina do laborat6rio mais leve e divertida.

E por ultimo, mas ndo menos importante, agradeco a mim mesma por lutar
contra as adversidades e conseguir forcas pra hoje estar a cada dia mais proxima de

todos 0s meus sonhos. “Amanda, seu voo é cada vez mais alto e bonito de se ver”.

A todos que de alguma forma estiveram presente nesta caminhada, meu muito

obrigada.



SUMARIO

Lista de ADreviaturas € SIgIas.........cooooiriiiiiiii it e IX
LISTA 08 FIQUIBS. ...eeteteiieeeeeiee ettt e e e e e e et e e e e e e aeee s anneees Xl
Lista de TaDEIaS. .......cooieeeeeeee e e e X1V
RESUIMO. .. ettt e e e e et e e te e e et e ee et e e e ara e e e en e eeens XV
Y 011 - Vo S XVIII
O [ 011 oo [F oz Lo TP 01
P © ] 11 1Yo 1 PP PTPPTRPTPPP 08
2. 1. ODJELIVO QEIAL. ... .ttt s 08
2.2.ODJetiVOS ESPECITICOS. ...ciiiiieiiieii i 08
T V11 (oo (o] [oTe - VPP 09
3.1. MOdel0S EXPEIMENTAIS. .......cceeeiieeeeeriieeieitrr s e e e e e e ee e e e e e eeaeeeeeaanneaan e 09
3.2. Procedimentos CirlrgiCOS QEIaS......ccuieeeieieeeeiieeeeeeiiiies e e e es e e e e e e e eeeeeeaeaaeeennes 09
3.3.Nanoinjecao No Orgao SUDFOINICAL.............coceeveeeeriieer e e, 10
3.4.Hemorragia HIPOtENSIVA.........cccoiieiiieeieeeeeeee e e e eeeae e 11
3.5.S0brecarga de SOUI0...........cceuuiiiiiiiie e e 11

3.6.Registro da pressdo arterial media (PAM) e frequéncia cardiaca

3.7.Registro do fluxo sanguineo renal (FSR), fluxo sanguineo aodrtico (FSA),

condutancia vascular renal (CVR) e condutancia vascular aortica (CVA) nos

aNIMaIS ANESESIAUOS. ........coiiiii et e e e eeeeeeans 11
3.8.Retirada e processamento do tecido cerebral..............cc.eeeeiiiiiiiiicccn. 13
3.9.Coloracao por vermelNo NEULIO...........uuiiee e e 13
3.10. ANALISE ESTALISTICA. . .vvvvrereiiiiiieiie e 13
3.11. Delineamento experimental.........ccccoooeeeeeeeeiiieiieccccc e 13

A, RESUITAUOS. ...ttt e ettt ee e e e aaeaees s s s s s s s aae bbb be e e reeeeeeea s 15
4.1. Andlise histologica das nanoinjecdes N0 SFO...........cceeveeeiiieiciccieeeeeeee 15

4.2.Valores basais dos parametros cardiovasculares analisados e volume de
sangue retirado durante a hipovolemia............cccooeviviiiiiii e 16
4.3. Andlise do efeito da inibicdo farmacologica com Muscimol 4mM no SFO e do

bloqueio farmacolégico com Propranolol 10mmM na recuperagado



cardiovascular induzida pela infusdo de SSH em ratos submetidos a

HH oo 17
5. DISCUSSA0. ...tttteetteeeetee e e e e e e e e e e ee bbbttt ettt e e e e e e s e e et et ee e e e e e e e aa e et e e e re e e e e e eeeens 24
B. CONCIUSOES. ...ttt ettt e e e e e e e e e bbb e e e e e ee e s 30
Referéncias BibliOgrafiCas............uueiiiiiiiiiii e 31
AANIEXO (S) +ttteeie e e ittt ettt et e e e oo e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaaeeeeeeaa e 40

1. Anexo 01- Folha de aprovacéo da Comiss&o de Etica de Uso de Animais
(CEUA — 2012)....eiieiiieee ettt ettt ta e e e e e e e e e e e e e e e e enaannnnnnnneees 40



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Ang Il - Angiotensina Il

ATLS - Advanced Trauma Life Support
Bpm - Batimentos por minuto

CONT - Controle

CVA - Condutancia Vascular Adrtica

CVLM - Regido Caudoventrolateral do Bulbo
CVR - Condutancia Vascular Renal

EPM - Erro Padréo da Média

FC - Frequéncia Cardiaca

FSA - Fluxo Sanguineo Adrtico

FSR - Fluxo Sanguineo Renal

GABA - Acido gama-aminobutirico

GTP — Guanosina Trifosfato

HH - Hemorragia Hipotensiva

ICB -Instituto de Ciéncias Bioldgicas

mmHg - Milimetros de Mercurio

Ml - Mililitros

Min - Minuto

MnPO - Ndcleo pré-6ptico mediano

N - Namero

NDR - Nucleo Dorsal da Rafe

NTS - Nucleo do Trato Solitario

OCVs. - Orgaos Circunventriculares

OVLT - Orgéo Vasculoso da LaAmina Terminal
PA.- Presséo Arterial

PAM - Presséo Arterial Média

PAP - Presséo Arterial Pulsatil

PVN - Nucleo Paraventricular do Hipotalamo
RVLM - Regido Rostroventrolateral do Bulbo
SAPORINA-ANTI-DBH - Saporina-Anti-Dopamina-B-Hidroxilase
SON - Nucleo Supraéptico



SFO - Orgéo Subfornical

SNC - Sistema Nervoso Central

SSH - Solugéo Salina Hipertonica
UFG - Universidade Federal de Goias
VL - Ventriculo Lateral

< - Menor

> - Maior

> - Maior igual

< - Menor igual



XI

LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. Vias centrais envolvidas na ressuscitacado cardiovascular e autonémica
promovida pela infusédo de salina hipertdnica (SH) em ratos submetidos a hemorragia
hipotensiva (HH). Regido caudoventrolateral do bulbo (CVLM), ndcleo do tracto
solitario (NTS), nucleo paraventricular do hipotalamo magnocelular (MPVN), ndcleo
paraventricular do hipotdlamo parvocelular (pPVN), ndcleo pré-éptico mediano
(MnPO), 6rgéo subfornicial (SFO), 6rgao vasculoso da lamina terminal (OVLT) , regido
rostroventrolateral do bulbo (RVLM), ocitocina (OT) e vasopressina (VP). Modificado
E NAVES (2018) ...oeeiiiieieeiei ettt a e e e e e e e e e 06

FIGURA 2. Esquema representativo do delineamento experimental dos grupos salina,

muscimol 4mM e propranolol TOMM............uuuiiiiiii e s 14

FIGURA 3. A: Fotomicrografia de uma seg¢ao coronal do prosencéfalo (50um)
mostrando um sitio tipico de nanoinjecdo no o6rgao subfornical. A seta indica a
marcagdo do SFO com corante azul de evans 4%. Escala = 500 ym. B:
Representacdo esquematica da disseminacdo do corante no SFO, azul escuro
representa o espalhamento maximo e azul claro representa o espalhamento minimo.

VL VENIICUIO TALEIAL. ... e oo 15

FIGURA 4. Tracado tipico das alteracbes na pressdo arterial pulsatil (PAP), fluxo
sanguineo renal (FSR), fluxo sanguineo adrtico (FSA) e frequéncia cardiaca (FC),
induzidas pela sobrecarga de sédio em animais que receberam nanoinjecao de salina.
Estdo apresentados os tracados representativos do periodo basal, dos tempos 10 e
20 min de hemorragia destacados pelo quadro preto assim como 0 momento da
nanoinjecdo em 10 min destacada pela linha pontilhada e os tempos 20 e 40 min apos
AINFUSEO A& SSH.. .. e e 17

FIGURA 5. Tracado tipico das alteracdes na presséo arterial pulsétil (PAP), fluxo

sanguineo renal (FSR), fluxo sanguineo aértico (FSA) e frequéncia cardiaca (FC),



Xl

induzidas pela sobrecarga de sd6dio em animais que receberam nanoinjecdo de
Muscimol 4mM. Estdo apresentados os tracados representativos do periodo basal,
dos tempos 10 e 20 min de hemorragia destacados pelo quadro preto assim como o
momento da nanoinjecdo em 10 min destacada pela linha pontilhada e os tempos 20
€40 Min ap0s @iNfUSAOD A& SSH...........ccooiiiiiieceeee e 18

FIGURA 6. Tracado tipico das alteracbes na presséo arterial pulsatil (PAP), fluxo
sanguineo renal (FSR), fluxo sanguineo aédrtico (FSA) e frequéncia cardiaca (FC),
induzidas pela sobrecarga de sodio em animais que receberam nanoinjecdo de
propranolol 10mM. Estéo apresentados os tracados representativos do periodo basal,
dos tempos 10 e 20 min de hemorragia destacados pelo quadro preto assim como o
momento da nanoinjecdo em 10 min destacada pela linha pontilhada e os tempos 20

€ 40 Min ap0s @ iNfuSE0 dE SSH........cooi i 19

FIGURA 7. Variacao da pressao arterial média (PAM; A), frequéncia cardiaca (FC; B),
em animais que receberam nanoinjecdes de salina (n=5), muscimol 4mM (n=6) e
propranolol 10mM (n=6) induzidos a HH e submetidos a sobrecarga de sdédio.
*Diferente do tempo 0; p <0.05. A barra preta representa o periodo de hemorragia e a

linha tracejada representa a iNfusao de SSH..............oviviiiiiiiiiii e 20

FIGURA 8. Variacdo do fluxo sanguineo renal (FSR; A), condutancia vascular renal
(CVR; B) em animais que receberam nanoinjecdes de salina (n=5), muscimol 4mM
(n=6) e propranolol 10mM (n=6) induzidos a HH e submetidos a sobrecarga de sodio.
*Diferente do tempo 0; p <0.05. A barra preta representa o periodo de hemorragia e a

linha tracejada representa a iNnfus@o de SSH..............ouiviiiiiiiiii e, 21

FIGURA 9. Variacdo do fluxo sanguineo adrtico (FSA; A) e condutancia vascular
aortica (CVA; B) em animais que receberam nanoinje¢des de salina (n=5), muscimol

4mM (n=6) e propranolol 10mM (n=6) induzidos a HH e submetidos a sobrecarga de



X

sodio. *Diferente do tempo 0; p <0.05. A barra preta representa o periodo de
hemorragia e a linha tracejada representa ainfusdo de SSH............ccccccccoiiiiiiiinnnns 22



XV

LISTA DE TABELAS

TABELA 1. Classificagdo de choque hemorragico de acordo com ATLS. Adaptado de
AVIAIM (2010). ettt e e e et e e e e e a e e 02

TABELA 2. Coordenadas utilizadas para nanoinjecbes na regido do

TABELA 3. Resumo das formulas usadas para calculo da %FSR, %FSA, CVR, CVA,
o ORI A A RSP 12

TABELA 4. Média * erro padrao da media (E.P.M) dos valores basais de presséo
arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC), fluxo sanguineo renal (FSR), fluxo
sanguineo aodrtico (FSA), condutancia vascular renal (CVR) e condutancia vascular
aortica (CVA) dos animais que receberam nanoinjecéo de salina (CONT), e muscimol
4mM (MUSC) e propranolol 10mM (PROP). n: nimero de animais.................cceeeee... 16



XV

RESUMO

Diversos estudos relatam o uso de solugao salina hipertonica (SSH) na terapéutica da
hemorragia hipotensiva (HH), sendo esta capaz de promover o reestabelecimento
imediato de parametros cardiovasculares, como a presséo arterial e o débito cardiaco.
Investigacdes ja demonstraram que, o Orgéo Subfornical (SFO) recebe projecdes de
regides envolvidas no controle osmético e cardiovascular. Por integrar estas vias
neuronais de regulacdo supbe-se que, o SFO possui participagcdo na recuperagao
cardiovascular induzida pela infusdo de SSH em ratos hemorragicos. Assim, o
presente estudo buscou avaliar o papel do SFO nas respostas cardiovasculares a
infusdo de SSH em animais submetidos a HH, assim como a participacdo das vias
adrenérgicas no SFO. Todos os experimentos foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Goias (CEUA-UFG; protocolo
n°034/12). Ratos Wistar (270-300g) foram anestesiados com halotano (2% em 98%
de O; Tanohalo; Cristalia, Itapira, SP, Brasil) e ap0s a insergdo do cateter venoso a
anestesia foi mantida pela administracdo de uretana (1,2 g- kg%, i.v.; Sigma-Aldrich,
MO, EUA). Os animais foram instrumentados para registros de pressao arterial média
(PAM), frequéncia cardiaca (FC), fluxo sanguineo renal (FSR) e aortico (FSA). Os
valores de condutancia vascular renal (CVR) e aortica (CVA) foram calculados a partir
da razéo entre 0 FSR ou 0 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 nivel de PAM foi mantido por mais 10
minutos através da retirada ou reinfusdo de sangue quando necessario. 10 min apos
o0 inicio da retirada de sangue, foram realizadas nanoinjecées (100nL) no SFO de
salina (NaCl; 0,15M; CONT; n=5), muscimol (4mM; MUSC; agonista GABAérgico;
n=6) ou propranolol (10mM; PROP; bloqueador B-adrenérgico ndo seletivo; n=6). A
sobrecarga de sodio, pela infusdo de SSH (NaCl 3 M; 1,8 ml - kg'! de massa corpérea),
foi realizada 20 min ap6s a HH. A HH promoveu hipotensdo em ambos 0s grupos
(CONT: del103,3 + 3,5 para 62 + 0,3 mmHg; MUSC: del108 + 4,4 para 61 + 0,8 mmHg
e PROP: de 98,4 + 2,4 para 61 =+ 1,3 mmHg; 20 min ap6s HH; p<0,05). A sobrecarga
de sodio promoveu restauracdo da PAM a valores proximos ao basal nos animais que
receberam nanoinjecdes de salina (92 + 3,1 mmHg; 40 min apoés infusdo de SSH;

p<0,05). Entretanto, nos animais que receberam nanoinjecdes de muscimol e
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propranolol, a infusdo de SSH nao foi capaz de restaurar este parametro a niveis
basais (MUSC: 53,0 £ 3,8 mmHg e PROP: 59 * 4,8 mmHg; 40 min apds infusédo de
SSH; p<0,05; em relagéo ao basal). Durante a HH ndo foram observadas diferencas
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 apds a HH). Observando-se que, 40 minutos apoés a infusédo
de SSH nao ha alteracdo significativa neste parametro (CONT: 346,0 + 19,7 bpm;
MUSC: 352,0 £ 18,1 bpm e PROP: 336,9 + 14,2 bpm). A HH promoveu reducéo
significativa do FSR em todos os grupos (CONT: A: -59,8 £ 5,3%; MUSC: A: -53,4 +
14,6%; % e PROP: A: 48,7 + 6,8%, em relagdo ao valor basal, p<0,05; 20 minutos
apos HH). Observamos que a infusdo de SSH né&o foi capas de restaurar os valores
de FSR nos grupos controle e experimentais (CONT: A: -20,8 + 19,1%; MUSC: A: -
64,9 £4,1% e PROP: A: -51,3 + 11,6%, em relacao ao valor basal, p<0,05; 40 minutos
apos a infusdo de SSH). Em relacdo a CVR, nao foram evidenciadas diferencas
significativas nos grupos analisados tanto apés a HH (CONT: A: -33,6 = 8%; MUSC:
A:-23 £6,8% e PROP: A: -17,4 £ 10,3%, 20 min ap6s a HH) como apos a infusdo de
SSH (CONT: A: -32,6 £ 2,9%; MUSC: A: -27 £ 8,0% e PROP: A: -14,5 + 15,7%; 40
minutos apos infusdo de SSH). A HH reduziu significativamente o FSA nos grupos
(CONT: A: -75 £ 5,2%; MUSC: A: -60,1 £ 9,0 e PROP: A: -57 £ 5%, p<0,05; 20 min
apos a HH), sendo que esta reducao foi mantida mesmo apos 40 minutos da infusédo
de SSH (CONT; A: -55 £ 5,8%; MUSC: A: -57 + 6,9% e PROP: A: -60 = 3,7% em
relacdo ao valor basal, 40 min apds a infusdo de SSH). Nao foram observadas
alteracoes si da CVA nos grupos analisado apés a HH (CONT: A:-46,4 + 14,1%;
MUSC: A: -30,3 £ 15,1% e PROP: A: -30,4 + 7,4%, p<0,05; 20 min apos a HH) e a
infusdo de SSH (CONT: A: -52,2 + 4,5%; MUSC: A: -11,4 £14,8% e PROP: A: -33,6 +
4,1%,40 minutos apoés infusdo de SSH; em relacdo ao valor basal). Em conjunto, os
resultados obtidos neste estudo fortalecem a hipotese do envolvimento de neurénios
do SFO na recuperacgdo cardiovascular induzida pela infusdo de SSH durante a HH,
e ainda que o bloqueio farmacolégico da neurotransmissdo B-adrenérgica neste
nacleo impede a restauragédo de parametros cardiovasculares induzida pela infusdo
de SSH em animais submetidos a HH. Assim, a disfuncdo da neurotransmissao
adrenérgica no SFO poderia prejudicar a recuperagdo cardiovascular induzida pela

infusdo de SSH apds 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 Goias (CEUA-
UFG; protocol n® 034/12). Wistar rats (270—-300g) were anesthetized with halothane
(2% in 98% 0O2; Tanohalo; Cristélia, 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 B-
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 + 3.5t0 62 + 0.3
mmHg; MUSC: from 108 + 4.4 to 61 + 0.8 mmHg and PROP: from 98.4 + 2, 4to 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: A: -59.8 £ 5.3%; MUSC: A: -53.4 + 14.6% and PROP: A: 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: A: -20.8 +
19.1%; MUSC: A: -64.9 £ 4.1% and PROP: A: -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: A: -33.6 + 8%; MUSC: A: -23 + 6.8% and PROP: 17: -17.4
10.3%, 20 min after HH) and HSS infusion (CONT: A: -32.6 £ 2.9%; MUSC: A: -27 £
8.0% and PROP: A: - 145 £ 15.7%; 40 minutes after HSS infusion). The HH
significantly reduced the ABF in the groups (CONT: A: -75 + 5.2%; MUSC: A: -60.1 £
9.0 and PROP: A: -57 * 5%, p <0.05; 20 min after HH), and this reduction was
maintained even after 40 minutes of the HSS infusion (CONT; A: -55 * 5.8%; MUSC:
A: -57 £ 6.9% and PROP: A: -60 + 3.7% compared to baseline, 40 min after HSS
infusion). No changes were observed in the AVC after HH (CONT: A: -46.4 + 14.1%;
MUSC: A: -30.3 = 15.1% and PROP: A: -30.4 £ 7.4%, p <0.05; 20 min after HH) and
HSS infusion (CONT: A: -52.2 + 4.5%; MUSC: A: -11.4 £ 14.8 % and PROP: A: -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 B-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; (-

adrenergic receptors.



1. INTRODUCAO

O choque hemorréagico é identificado como a principal causa de morbidade e
mortalidade relacionado ao trauma e baixas militares (1), sendo que 40% dos 6bitos
relacionados ao trauma se devem ao descontrole desta patologia e das consequentes
complicagdes decorrentes da mesma (2).

Caracteriza-se como choque hemorragico a perda de grande volume
intravascular, tornando o organismo incapaz de manter uma perfusdo tecidual
adequada (3). Nesse tipo de choque ha diminui¢cdes na pré-carga, débito cardiaco e
ainda aumento na resisténcia vascular sisttmica na tentativa de compensar a

diminuic&do do débito cardiaco e manter a pressao de perfusdo nos 6rgaos vitais (4).

De fato, o choque hemorragico é uma sequéncia de eventos desencadeados a
partir de um fator agressor que pode induzir a faléncia de mecanismos
neuroendocrinos que visam a manutencédo da homeostasia cardiovascular. A faléncia
destes mecanismos podem resultar em diminuicdo da presséao de perfusao renal e
consequentemente acidose tecidual, reducdo da viscosidade sanguinea, edema de
células endoteliais e de tecidos extravasculares, hemoconcentracdo, agregacao
eritrocitaria e também ativacdo de neutréfilos e macréfagos (5,6). Por promover
hipotensdo, o choque hemorragico pode ser considerado como hemorragia

hipotensiva (HH).

Em adicao, a reducédo da oferta de oxigénio as células ocasionada pela HH
gera alteracfes significativas no metabolismo circulatério promovendo ativacdo do
metabolismo celular anaerdbico e alteracdo na microcirculacdo. Essas alteracdes sao
desencadeadas para promover a oferta de oxigénio para os diferentes érgaos e
tecidos (7). Este mecanismo regulatério pode ser prejudicado em consequéncia da

duracédo da HH bem como pelas lesdes geradas em pacientes politraumatizados (8).

Na década de 70 foi desenvolvido o programa ATLS (Advanced Trauma Life
Support), visando estabelecer um método padronizado para avaliagdo e tratamento
iniciais por médicos que trabalham em unidades de emergéncia a pacientes vitimas
de trauma. De acordo com este programa, clinicamente a HH foi classificada em

guatro classes, a partir do porcentual de perda do volume sanguineo: Classe I: déficit



de 15%; Classe Il: déficit de 20 a 25%; Classe llI: déficit de 30 a 35% e Classe IV:
déficit de 40 a 50% (9). As caracteristicas de cada classe esta descrita na tabela 1.

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

CLASSE | CLASSE Il CLASSE 1l CLASSE IV
PERDA Até 750 ml 750-500ml | 1500-2000ml > 2000 mi
SANGUINEA
PERDA Até 15% 15-30% 30-40% > 40%
SANGUINEA
FREQUENCIA | <100 bpm > 100 bpm > 120 bpm > 140 bpm
CARDIACA
PRESSAO Normal Pequena Diminuida | Significativamente
ARTERIAL diminuigéo diminuida
PRESSAO DE Normal Estreita Estreita Nao aferivel
PULSO
DEBITO <0,5mL/kg | <0,5mL/kg < 0,5 mL/kg Minimo
URINARIO
SNC Levemente Pouco Ansioso e Confuso e
(ESTADO ansioso ansioso confuso letargico
MENTAL)

A primeira linha de tratamento para a HH é o reestabelecimento do volume
sanguineo utilizando expansores de plasma ou transfusdo de sangue (10). O
tratamento com fluido intravenoso € utilizado desde 1831 para a terapéutica
hemorragica, quando foi realizada a sua infusdo em pacientes diagnosticados com
célera (11). O emprego desta terapia proporciona melhora cardiorrespiratoria o que
permite a realizacdo de procedimentos necessarios para cessar a perda de volume
sanguineo, favorecendo uma melhor taxa de sucesso no reestabelecimento do quadro
hemorragico. De fato, a ressuscitacdo com fluidos apds a HH possui como intuito
inicial a restauracdo hemodinamica, mas com o propésito final de corrigir a hipoxia

tecidual e reduzir os danos aos 6rgaos (1).



Diversos tipos de soluc¢des sé@o habitualmente utilizados no tratamento desta
patologia. De acordo com Krausz (2006) (12), em ambito pré-hospitalar, ha quatro
tipos de fluidos que sédo indicados para a terapéutica hemorragica: os cristaloides, as
solucdes coloidais, 0s substitutos do sangue e as solugdes hipertonicas. Dentre estes
destaca-se a solugédo hipertonica. Segundo a literatura, a administracdo de um
pequeno volume de solucdo hipertdnica pode proporcionar uma rapida recuperacéo

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

7

A solucdo salina hipertdnica (SSH) é rotineiramente empregada na
ressuscitacdo em estados de HH, proporcionando efeitos cardiovasculares benéficos
gue compdem o0 aumento do débito cardiaco, pressao arterial e fluxos sanguineos
regionais levando a uma rapida restauracéo do fornecimento de oxigénio (14). De fato,
encontram-se na literatura estudos relatando que, a infusdo de um pequeno volume
de SSH (NaCl 7-7,5%) € o suficiente para que ocorra o imediato reestabelecimento
do débito cardiaco e perfuséo tecidual a valores fisioldgicos (15,16). Pesquisadores
observaram que, pacientes internados em unidades de terapia intensiva com choque
refratario a tratamentos tradicionais apresentaram melhora hemodinamica apos a
infusdo de SSH (solucao de NaCl 7,5%) (17).

As respostas hemodinamicas a infusdo de SSH em animais submetidos a HH
ja estdo bem estabelecidas na literatura (18,19). Recentemente, identificou-se a
importancia da ativacdo de aferentes neuronais periféricos para os efeitos
cardiovasculares benéficos induzidos pela administracdo de SSH durante a HH (19).
Os resultados obtidos nesse estudo demonstraram que, a inativacdo especifica de
guimiorreceptores carotideos abole a recuperacao da presséo arterial induzida pela
infusdo de SSH em ratos submetidos a HH. Estes resultados sdo compativeis com a
hipétese de que a infusdo de SSH poderia ativar diversos mecanismos neuronais
reflexos, restaurando a homeostase em quadros hemorragicos graves. Em adicao,
outro importante estudo demonstrou que a denervacao seletiva dos barorreceptores
impede a restauracao da pressao arterial apos a infusdo SSH em animais submetidos
a HH (20).

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

farmacologica do Nucleo Pré-optico Mediano (MnPO), impede a recuperacdo de



parametros cardiovasculares induzida por infusdo de SSH apo6s a HH, evidenciando
gue, o sistema nervoso central (SNC) possui participacdo no reestabelecimento de
parametros como a pressao arterial, sendo assim, importante na recuperacao

cardiovascular.

Estudos demonstraram que aumentos agudos da concentragdo plasméatica de
sodio desencadeiam diversas respostas autonémicas, cardiovasculares e hormonais.
Dentre essas respostas destacam-se a reducdo da atividade simpatica renal (22—-24),
secrec¢ao do peptideo natriurético atrial, ocitocina e vasopressina (22,23,25), aumento
da presséo arterial (22,26,27) e vasodilatacdo renal (28).

A deteccdo das variacbes de osmolaridade € realizada por osmorreceptores
localizados perifericamente e centralmente (29-32). Os osmorreceptores periféricos
estao localizados nos vasos renais, intestinais e principalmente hepaticos (veia porta)
(33). Centralmente, alteracbes na osmolaridade plasmatica sdo detectadas por
regides desprovidas de barreira hematoencefalica denominadas de oOrgaos
circunventriculares (OCVs), nomenclatura dada devido sua localizacdo proxima aos
ventriculos cerebrais (33,34). Estudos tém demonstrado que, quando expostos a
hiperosmolaridade, os osmorreceptores reduzem seu volume intracelular devido a
perda osmotica de agua (34,35). Ademais, evidéncias experimentais tém relacionado
a diminuicdo do volume celular com o aumento da excitabilidade e deflagracédo de
potenciais de acdo por essas células (35,36). Uma vez detectadas as alteracdes da
osmolaridade do fluido extracelular, desencadeiam-se mecanismos de ajustes
comportamentais e vegetativos que visam reestabelecer o volume e/ou a composicao

do compartimento extracelular (32,37).

As areas onde a barreira hematoencefdlica tipica esta ausente sao
consideradas de facil acesso para angiotensina (Ang 1) no SNC. A Ang Il € um potente
peptideo regulador da pressao arterial e da homeostase. Dentre suas funcbes
destaca-se a liberacdo do horménio vasopressina, vasoconstricdo e liberacdo de
aldosterona favorecendo a reabsorc¢ao de sédio e agua pelo néfron pés-proximal (38).
Em conjunto, estas alteracdes promovem o aumento da resisténcia vascular periférica
e da reabsorcdo de agua e sédio, contribuindo para o reestabelecimento da volemia

e da pressao arterial. Assim, fatores como reducao da pressao de perfusao arterial



renal, reducdo da concentracdo do ion sodio para a macula densa, aumento da
atividade do nervo renal, ativacdo dos receptores adrenérgicos do subtipo 1,
catecolaminas ou prostaglandinas circulantes, ativam a secrecao de renina para assim

ocorrer producao de Ang Il (37).

Dentre as regides prosencefalicas envolvidas no controle hidroeletrolitico e
regulacéo cardiovascular destaca-se o Orgdo Subfornical (SFO). O SFO esta situado
na lamina terminal do terceiro ventriculo e integra o grupo de OCVs. A principal
caracteristica dos OCVs é a existéncia de capilares fenestrados na barreira
hematoencefalica permitindo a passagem de substancias que possuem elevado peso
molecular do plasma para o parénquima cerebral (39). Pesquisas anteriores sugerem
gue ceélulas osmolaridade/sédio e angiotensina Il (Ang 1) sensiveis, sdo as
responsaveis pela ativacdo de neurbnios dos OCVs durante um aumento da

osmolaridade do liquido extracelular e ou deficiéncia aguda de sodio corporal (40-42).

Estudos demonstraram que o SFO medeia respostas fisiolégicas como a
regulacéo do apetite ao sal (43), sede (44), secrecdo de vasopressina (45) e presséo
arterial (46—48). Em adicdo, autores relataram a presenca de diversos tipos de
varicosidades axoénicas no SFO (25,49-51), que podem influenciar a atividade,

sensibilidade ou capacidade de resposta desses neurénios a mudancas periféricas.

O SFO encontra-se diretamente conectado a outras estruturas do prosencéfalo
gue participam da regulacdo fluido corporal homeostatico, como o MnPO, Nucleo
Paraventricular (PVN) e Supraoptico (SON)(52,53). Estudos de rastreamento imuno-
histoquimico mostraram que, o0 SFO possui conexdes com a regido bulbar, na qual
neurdnios do grupamento noradrenérgico A2 no Nucleo do Trato Solitario (NTS) e do
grupamento Al da Regido Caudoventrolateral do Bulbo (CVLM) projetam-se
diretamente para o SFO (25,54) (Figura 1). Ademais, autores evidenciaram, que a

ativacao desses grupamentos noradrenérgicos por hiperosmolaridade os caracteriza



como componentes fundamentais dos circuitos centrais que estdo envolvidos na

osmorregulacéo e na regulacdo cardiovascular (55,56).
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FIGURA 1. Vias centrais envolvidas na ressuscitacdo cardiovascular e autonémica
promovida pela infusdo de solucao salina hipertdénica (SSH) em ratos submetidos a
hemorragia hipotensiva (HH). Regido caudoventrolateral do bulbo (CVLM), nacleo do
tracto solitario (NTS), nacleo paraventricular do hipotadlamo magnocelular (mPVN),
nucleo paraventricular do hipotalamo parvocelular (pPVN), nucleo pré-optico mediano
(MnPO), 6rgéo subfornicial (SFO), érgdo vasculoso da lamina terminal (OVLT) , regido
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
ativacao de neurdnios catecolaminérgicos sensiveis ao GABA no NTS com projecdes
ascendentes para o SFO. Em adicao, estudos anteriores demonstraram que, o SFO
recebe extensas entradas sinapticas, evidenciando-se que, a aplicacdo do agonista
do receptor GABA-A (muscimol) diminui a resisténcia da membrana e a taxa de

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

Do até aqui exposto, € licito supor que a ativacdo do SFO poderia modular os
mecanismos envolvidos na recuperacao cardiovascular induzida pela infusdo de SSH
em ratos submetidos a HH e ainda que receptores adrenérgicos seriam essenciais
para esta recuperacdo. Assim, o entendimento da participacdo do SFO pode

representar um modelo promissor para a compreensao dos mecanismos envolvidos



na ressuscitacdo induzida pelo emprego de SSH e na formulagcdo de novas

abordagens terapéuticas.



2. OBJETIVO

2.1. OBJETIVO GERAL

e Avaliar a participacédo do SFO na recuperacgao cardiovascular induzida pela
infusdo de SSH em animais submetidos a HH assim como a participagao das
vias adrenérgicas no SFO.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Compreender o efeito da inibicdo farmacolégica do SFO na recuperacédo
cardiovascular induzida pela infusdo de SSH em ratos submetidos a HH sobre
a pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC), fluxo sanguineo
renal (FSR), condutancia vascular renal (CVR), fluxo sanguineo aortico (FSA)
e conduténcia vascular adrtica (CVA);

e Determinar a participacdo da neurotransmissdo [-adrenérgica no SFO na
recuperacao cardiovascular induzida pela infusdo de SSH em ratos submetidos
a HH sobre a PAM, FC, FSR, FSA, CVR e CVA.



3 METODOLOGIA
3.1. MODELO EXPERIMENTAL

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (270-300g), fornecidos pelo biotério
central da Universidade Federal de Goias (UFG). Os animais foram mantidos em salas
climatizadas (22-24°C) e tiveram acesso ad libitum & agua e ragéo, atendendo a todas
as normas de manejo e cuidado animal. Todos os protocolos utilizados foram
submetidos a aprovacéao pelo comité de ética da Universidade Federal de Goias (UFG;
n°034/12; Anexo 1).

3.2. PROCEDIMENTOS CIRURGICOS GERAIS

Para a realizacao dos procedimentos cirargicos, 0s animais foram inicialmente
anestesiados com halotano (2% em 98% de O, Tanohalo; Cristélia, Itapira, SP,
Brasil). Em seguida, ocorreu a inser¢ao de um cateter de polietileno na veia femoral
direita realizando-se a manutencao anestésica através da administracdo de uretana
(1,2 g-kg?, i.v; Sigma-Aldrich, MO, EUA), e posteriormente a infusdo de SSH. Outro
cateter foi inserido na artéria femoral direita para o registro da pressao arterial pulsatil
(PAP) e um cateter adicional foi inserido na artéria carétida direita para retirada de
sangue induzindo o animal a um quadro de HH. A traqueostomia foi realizada a fim de

minimizar o esforgo respiratorio dos animais.

Posteriormente, os animais foram fixados em decubito ventral em um aparelho
estereotaxico (David Kopf Inst., CA, EUA) onde, em seguida, a musculatura da cabeca
foi rebatida, expondo os ossos frontal e parietal que foram removidos com o auxilio de
uma broca. Utilizou-se o bregma como ponto de referéncia para obtencdo das
coordenadas estereotaxicas. 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

0 auxilio de uma mesa térmica.
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3.3. NANOINJECAO NO ORGAO SUBFORNICAL (SFO)

As nanoinje¢des no SFO foram realizadas 10 min apds o inicio da indugéo a
hemorragia hipotensiva. Foram realizadas nanoinjec¢des (100 nL) de Muscimol (4 mM;
agonista GABAérgico; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) ou Propanolol (10mM;
bloqueador B-adrenérgico néo seletivo; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em grupos
experimentais. O grupo controle recebeu apenas nanoinjecdes de salina (NaCl; 0,15
M) nessa regido. Para tanto, os animais foram posicionados em decubito ventral em
um aparelho estereotaxico e tiveram a musculatura da cabeca rebatida expondo os
0ssos frontal e parietal, em seguida posicionou-se uma micropipeta de vidro acoplada
a uma seringa, formando um sistema de nanoinje¢céo sob pressao, utilizando o bregma
como ponto de referéncia para obtencao das coordenadas estereotaxicas, estas foram
obtidas e modificadas a partir do Atlas de Paxinos & Watson (1998). Posteriormente
foi realizada a craniectomia, removendo parte dos 0ssos frontal e parietal com o auxilio

de uma broca.

O volume injetado foi controlado pelo deslocamento do menisco da solugéo na
micropipeta através de um microscopio cirurgico dotado de uma lente ocular com
reticulo calibrado. Para a posterior confirmacéo histolégica do sitio de nanoinjecéo, ao
término do periodo experimental foi nanoinjetada uma solucéo de azul de Evans (4%
em NacCl 0,15 M; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), no mesmo sitio e com 0 mesmo
volume que fora anteriormente nanoinjetado as drogas ou soro fisiologico. As

coordenadas utilizadas para nanoinjecdes no SFO estdo descritas na tabela a seguir.

TABELA 2: Coordenadas utilizadas para nanoinjecdes na regiao 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 pressdo arterial média (PAM) atingisse valores proximo a 60 mmHg.
Posteriormente esse nivel de PAM foi mantido por mais 10 minutos através da retirada

ou reinfunsdo de sangue quando necessario.

3.5. SOBRECARGA DE SODIO

A sobrecarga de sédio foi promovida através da infusdo de SSH (NaCl 3M;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) apds 20 minutos do inicio da inducédo da HH. A
administracdo da solucao foi realizada ao longo de aproximadamente 90 segundos,
na dose de 1,8 ml - kg'* de massa corpérea.

3.6. REGISTRO DA PRESSAO ARTERIAL MEDIA (PAM) E FREQUENCIA
CARDIACA (FC)

O sinal da presséao arterial pulsatil (PAP) foi obtido pela conexdo do cateter da
artéria femoral a um transdutor de pressdo (MLT0699, ADInstruments, Bella Vista,
Australia) acoplado a um amplificador (Bridge Amp, FE221, ADInstruments, Bella
Vista, Australia). Os dados foram digitalizados em uma frequéncia de 2000 amostras
- 51 utilizando um conversor analégico digital (PowerLab 4/25, ML845, ADInstruments,
Bella Vista, Australia). A PAM foi calculada a partir da integral do sinal da PAP
(LabChart 7 v7.3.7; ADInstruments, Bella Vista, Australia). A frequéncia cardiaca (FC)
foi calculada como frequéncia instantdnea do sinal da PAP (LabChart 7 v7.3.7,

ADInstruments, Bella Vista, Australia).

3.7. REGISTRO DO FLUXO SANGUINEO RENAL (FSR), FLUXO SANGUINEO
AORTICO (FSA), CONDUTANCIA VASCULAR RENAL (CVR) E CONDUTANCIA
VASCULAR AORTICA (CVA)

O fluxo sanguineo aodrtico (FSA) e fluxo sanguineo renal (FSR) foram

registrados por fluxometria de tempo de transito. Sondas miniaturizadas foram
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implantadas na aorta abdominal e artéria renal esquerda e em seguida conectadas a
um fluxdmetro T206 (Transonic Systems, Inc., Ithaca, NY, EUA) para determinacao
do fluxo sanguineo em valores absolutos (mL.min). Os sinais obtidos foram enviados
ao sistema de aquisicao e andlise de dados (PowerLab 4/25, ML845, ADInstruments,
Bella Vista, Australia) e os dados foram digitalizados em uma frequéncia de 2000

amostras - s1.

As variagdes do FSR (%FSR) e do FSA (%FSA) foram calculadas como a razao
percentual em relagdo ao valor basal. A condutancia vascular renal (CVR) e a
conduténcia vascular adrtica (CVA) foram calculadas pela razdo entre o FSR/FSA e
PAM, respectivamente. As variacbes da CVR (%CVR) e CVA (%CVA) foram obtidas
pelo célculo da variacdo percentual em relacdo ao valor basal. Todas as formulas

utilizadas sdo mostradas na tabela a seguir.

TABELA 3: Resumo das formulas usadas para calculo da %FSR, %FSA, CVR,
CVA, %CVR, %CVA.

~

-
Variacdo do FSR (%FSR) %FSR = |FSRfinal - FSRbasal|-100
. FSRbasal J

Variacdo do FSA (%FSA) %FSR = [FSAfinal - FSAbasal }100
. FSAbasal y,

Condutéancia Vascular Renal (CVR) CVR = ESR
PAM
Condutéancia Vascular Adrtica (CVA) CVA=FESA
PAM

Variagcdo do CVR (%CVR) %CVR = [CVRfinal - CVRbasaIJ-lOO

CVRbasal

Variagdo do CVA (%CVA) %FSR = [CVAfinaI ! CVAbasaIJ-lOO
CVAbasal
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3.8. RETIRADA E PROCESSAMENTO DO TECIDO CEREBRAL

Ao final dos experimentos, os animais foram perfundidos com soro fisioldgico
(0,15M) seguido de solucao de formaldeido (10%). Para tanto, o coracao foi exposto
e uma agulha conectada a uma canula, e esta segunda acoplada a uma bomba de
perfuséo, foi introduzida na aorta ascendente. Posteriormente, o cérebro foi retirado e
fixado em solucao de formaldeido (0,1M). Utilizando um micrétomo de congelamento
(Leica, Wetzlar, Alemanha), a regido do SFO foi seccionada em cortes coronais de 40
pm de espessura. Para determinar os sitios de nanoinje¢do no SFO. Os cortes obtidos
desta regido prosencefalica foram corados pela técnica do vermelho neutro.

3.9. COLORACAO POR VERMELHO NEUTRO

Os cortes prosencefalicos da regido do SFO dos animais submetidos a
nanoinje¢des nesse nucleo foram submetidos a coloragdo de vermelho neutro para
evidenciar a marcacao do corante azul de Evans (4%, 100nL, SigmaAldrich, St. Louis,
MO, EUA). ApGs a montagem em laminas e secagem em temperatura ambiente, 0s
cortes foram submergidos em vermelho neutro (C15H17CIN4, 1%) por 5 minutos. Em
seguida foram lavados em agua destilada e desidratados em concentracfes
crescentes de alcool etilico (C2H60, 70%, 90%, 100%, 3 min). Os cortes foram ainda
submergidos em xilol (C8H10, 30min, Neon, Suzano, SP, Brasil) para remocéo do
alcool e clarificacdo. Posteriormente foram recobertos com laminulas com auxilio de
DPX (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

3.10. ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
(v 6.0). Os valores basais foram expressos como média = EPM (erro padréo da média)
e analisados através de test-t. Os valores de PAM e FC e as variacfes do FSR, CVR,
FSA e CVA foram expressas como média =+ EPM e analisadas através de andlise de
variancia de duas vias, seguido pelo teste de Tukey, nos casos em que o F atingiu o

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

O delineamento experimental esta representado na figura 2.

REGISTRO DO HEMORRAGIA NANOINJEGCAO NO
BASAL (PAM, FC, HIPOTENSIVA RESISF-I;RAO F(::M’ SFO 100 nL (AZUL
FSA, FSR) 60mmHg ’ ’ ) DE EVANS)

| 10 min | 20 min | 40 min |

NANOINJEGAO NO

SFO 100nL
(SALINA OU INFUSAO DE SSH
MUSCIMOL 4mM (3M; 1,8 ML.KG")
OU PROPANOLOL
10mM)

FIGURA 2. Esquema representativo do delineamento experimental dos grupos salina,
muscimol 4mM e propranolol 10mM.
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4-RESULTADOS
4.1- ANALISE HISTOLOGICA DAS NANOINJEGCOES NO SFO

A analise histoldgica da propagacao do corante Azul de Evans demonstrou que
as nanoinjecdes de salina (CONT; n=5), Muscimol 4mM (MUSC; n=6) ou Propranolol
10mM (PROP; n=6) no SFO foram limitadas a essa regido (figura 3A). Assim, foram
considerados para a analise, exclusivamente os animais cujas nanoinjecdes foram

restritas a regido SFO.

A
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FIGURA 3. A: Fotomicrografia de uma secdo coronal do prosencéfalo (40um)
mostrando um sitio tipico de nanoinjecdo no orgdo subfornical. A seta indica a
marcacdo do SFO com corante azul de evans 4%. Escala = 500 ym. B:
Representacdo esquematica da disseminacdo do corante no SFO, azul escuro
representa o espalhamento maximo e azul claro representa o espalhamento minimo.
VL: ventriculo lateral.

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

Os valores basais dos parametros cardiovasculares analisados e do volume

sanguineo retirado do animal durante a inducdo a hipovolemia, estdo descritos na

tabela 4.
Grupo N PAM FC FSR FSA CVR CVA Volume
. . - - de
(mmHg) (bpm) (ml/min) (ml/min)  ml/(min*mmHg) ml/(min*mmHg) sangue

(ml)

CONT 5 103,3%3, 402 + 16,3 1,8+0,4 44,9+6,9 0,02 + 0,005 0,44+0,07 3,83%0,3
5

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

98,4 +2,2
PROP 6 410 15,6 22+0,3 32+54 0,02 + 0,003 0,32+0,056 4,2+0,3

TABELA 4. Média * erro padrdo da media (E.P.M) dos valores basais de presséao
arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC), fluxo sanguineo renal (FSR), fluxo
sanguineo aodrtico (FSA), condutancia vascular renal (CVR) e condutéancia vascular
aortica (CVA) dos animais que receberam nanoinjecao de salina (CONT), e muscimol
4mM (MUSC) e propranolol 10mM (PROP). n: nimero de animais.

Os valores basais dos parametros cardiovasculares foram semelhantes entre
0s 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 INIBICAO FARMACOLOGICA DO SFO COM
MUSCIMOL 4mM E DO BLOQUEIO FARMACOLOGICO COM PROPRANOLOL
10mM NA RECUPERACAO CARDIOVASCULAR INDUZIDA PELA INFUSAO DE
SSH EM RATOS SUBMETIDOS A HEMORRAGIA HIPOTENSIVA

As alteracdes promovidas nos parametros cardiovasculares por meio de
nanoinje¢do de salina no SFO dos animais controle estdo demonstradas no tragcado
abaixo (figura 4).

SALINA
e 200 T
oz ,] ; AR ICRRRMSARG
o T, TR T
e =
£ 4 i
= o =
o= [l
77 = . |
= 1
= 1
[ ]
:eu ] =
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J___:mﬂ_ :
= _—
= a0 o ]
LL = ]
= 1
oo = ¥ u u » u 1
Bas al 10 min 20 min 20 min 40 min 'F
Hemorragia Apds SSH

FIGURA 4. Tracado tipico das alteracfes na pressao arterial pulsatil (PAP), fluxo
sanguineo renal (FSR), fluxo sanguineo aértico (FSA) e frequéncia cardiaca (FC),
induzidas pela sobrecarga de sédio em animais que receberam nanoinjecéo de salina.
Estdo apresentados os tracados representativos do periodo basal, dos tempos 10 e
20 min de hemorragia destacados pelo quadro preto assim como 0 momento da
nanoinjecdo em 10 min destacada pela linha pontilhada e os tempos 20 e 40 min apés
a infuséo de SSH.
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As alteracOes promovidas nos parametros cardiovasculares pela inibicdo
farmacoldgica por meio de nanoinje¢do de Muscimol 4mM de animais submetidos a

infusdo de SSH p6s HH estdo demonstradas no tracado abaixo (figura 5).

MUSCIMOL 4mM

00—

S

PAP

SRR

FSR
(mlmin) (mmHg)

FSA
(ml/min})

(=]
|1

%

Basal 10 min 20 min 20 min 40 min '°
Hemorragia Apos S5H

FIGURA 5. Tracado tipico das alteracfes na presséo arterial pulsatil (PAP), fluxo
sanguineo renal (FSR), fluxo sanguineo adrtico (FSA) e frequéncia cardiaca (FC),
induzidas pela sobrecarga de sd6dio em animais que receberam nanoinjecdo de
Muscimol 4mM. Estdo apresentados os tracados representativos do periodo basal,
dos tempos 10 e 20 min de hemorragia destacados pelo quadro preto assim como o
momento da nanoinjecdo em 10 min destacada pela linha pontilhada e os tempos 20
e 40 min apos a infusdo de SSH.
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As alteragbes promovidas nos parametros cardiovasculares pelo blogueio
farmacolégico com nanoinje¢éo de Propanolol 10mM no SFO de animais submetidos
a infusdo de SSH p6s HH estdo demonstradas no tracado abaixo (figura 6).

PROPANCOLOL 10mM

PAP

FSR

{ml‘min} {mmHg)

FSA
{mlI'min})

o @
= =
=2 2
1 |

=
|

FC
{bhpm)

s
%
%

100 <

Basal 10 min 20 min 20 min 40min 1%
Hemorragia Apds SSH

FIGURA 6. Tracado tipico das alteracbes na presséo arterial pulsatil (PAP), fluxo
sanguineo renal (FSR), fluxo sanguineo adrtico (FSA) e frequéncia cardiaca (FC),
induzidas pela sobrecarga de sd6dio em animais que receberam nanoinjecao de
propranolol 10mM. Estédo apresentados os tracados representativos do periodo basal,
dos tempos 10 e 20 min de hemorragia destacados pelo quadro preto assim como o
momento da nanoinjecdo em 10 min destacada pela linha pontilhada e os tempos 20
e 40 min apos a infusdo de SSH.
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® srFo + Propranolol (n=6) @ SFO + Muscimol (n=6)® SFO + Salina (n=5)
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FIGURA 7. Variacdo da presséo arterial média (PAM; A), frequéncia cardiaca (FC; B),
em animais que receberam nanoinjecdes de salina (n=5), muscimol 4mM (n=6) e
propranolol 10mM (n=6) induzidos a HH e submetidos a sobrecarga de sadio.
*Diferente do tempo 0; p <0.05. A barra preta representa o periodo de hemorragia e a
linha tracejada representa a infusdo de SSH.

A hipotenséo provocada durante a HH foi semelhante nos grupos CONT: (de
103,3 + 3,5 para 62 £ 0,3 mmHg; 20 min apos HH; p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 7A), MUSC
(de 108 + 4,4 para 61 £ 0,8 mmHg; 20 min apds HH; p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 7A) e
PROP (de 98,4 + 2,4 para 61 £ 1,3 mmHg; 20 min ap6s HH; p<0,05; Figuras 4,5, 6 e
7A). Observa-se que sobrecarga de soédio promoveu restauracao da PAM a valores
préximos ao basal em animais que receberam nanoinjecdes de salina (92 £ 3,1 mmHg;
40 min apos infusdo de SSH; p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 7A). Entretanto, animais que
receberam nanoinjecdes de muscimol (53 + 3,8 mmHg; 40 min apés infusdo de SSH;
40 min apos infusdo de SSH; p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 7A) e propranolol (59 + 4,8
mmHg; 40 min apos infusdo de SSH; p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 7A), a infusdo de SSH
nao foi capaz de restaurar este parametro a niveis basais, sendo a PAM

significativamente menor que o grupo CONT.

Durante a HH néo foram observadas diferencas significativas na FC em ambos
0s grupos CONT (de 402 + 16,3 + 13,4 bpm para 375,4 + 19,8; 20 min apés HH;
p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 7B ); MUSC (de 408 = 10,5 bpm para 375,0 + 22,3 bpm; 20
min apdés HH; p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 7B) e PROP (de 410 £ 15,6 para 362 + 14,6
bpm; 20 min apés HH; p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 7B). Verificando-se que 40 min apos
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a sobrecarga de sodio ndo ha alteracédo significativa neste parametro CONT (346,0 *
19,7 bpm; 40 min apés HH; p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 7B); MUSC (352,0 + 18,1 bpm;
40 min apés HH; p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 7B) e PROP (336,9 = 14,2 bpm; 40 min
apos HH; p<0,05; Figuras 4, 5, 6 e 7B).

®srFo + Propranolol (n=6) @ SFO + Muscimol (n=6)® SFO + Salina (n=5)
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FIGURA 8. Variacéo do fluxo sanguineo renal (FSR; A), condutancia vascular renal
(CVR; B) em animais que receberam nanoinjecfes de salina (n=5), muscimol 4mM
(n=6) e propranolol 10mM (n=6) induzidos a HH e submetidos a sobrecarga de sodio.
*Diferente do tempo 0; p <0.05. A barra preta representa o periodo de hemorragia e a
linha tracejada representa a infusdo de SSH.

A HH promoveu reducdo significativa do FSR em ambos os grupos: CONT (A:
-59,8 + 5,3%; em relagéo ao valor basal, p<0,05; 20 minutos apés HH; Figuras 4, 5, 6
e 8A); MUSC (A: -53,4 + 14,6%; em relacdo ao valor basal, p<0,05; 20 minutos apos
HH; Figuras 4, 5, 6 e 8A) e PROP (A: 48,7 £ 6,8%; em relag&o ao valor basal, p<0,05;
20 minutos apos HH; Figuras 4, 5, 6 e 8A). 40 minutos poés a infusdo de SSH observa-
se gque ambos 0s grupos apresentam diferengas estatisticas quando comparados ao
basal: CONT (A: -20,8 + 19,1%; em relacéo ao valor basal, p<0,05; 40 minutos apos
a infusdo de SSH; Figuras 4, 5, 6 e 8A); MUSC (A: -64,9 + 4,1%; em relacdo ao valor
basal, p<0,05; 40 minutos apés a infusdo de SSH; Figuras 4, 5, 6 e 8A) e PROP (A: -
51,3 £ 11,6%, em relacdo ao valor basal, p<0,05; 40 minutos ap6s a infusao de SSH;
Figuras 4, 5, 6 e 8A).
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Quando analisada a CVR, nao foram observadas diferencas significativas em
nenhum dos grupos tanto ap6s a HH: CONT (A: -33,6 + 8%; em relacdo ao valor
basal, p<0,05; 20 minutos apés HH; Figuras 4, 5, 6 e 8B); MUSC (A: -23 + 6,8%; em
relagédo ao valor basal, p<0,05; 20 minutos ap6s HH; Figuras 4, 5, 6 e 8B) e PROP (A:
-17,4 £ 10,3 em relacdo ao valor basal, p<0,05; 20 minutos apés HH; Figuras 4, 5, 6
e 8B) como ap6bs a infusdo de SSH: CONT (A: -32,6 + 2,9%; em relacdo ao valor basal,
p<0,05; 40 minutos apds SSH; Figuras 4, 5, 6 e 8B); MUSC (A: -27 + 8,0% em relacao
ao valor basal, p<0,05; 40 minutos apés SSH; Figuras 4, 5, 6 e 8B; Figuras 4, 5, 6 e
7C) e PROP (A: -14,5 + 15,7%; em relacdo ao valor basal, p<0,05; 40 minutos apés a
infusdo de SSH; Figuras 4, 5, 6 e 8B).

®sro + Propranolol (n=6) @ SFO + Muscimol (n=6)® SFO + Salina (n=5)
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FIGURA 9. Variacdo do fluxo sanguineo aortico (FSA; A) e condutancia vascular
aortica (CVA; B) em animais que receberam nanoinjecfes de salina (n=5), muscimol
4mM (n=6) e propranolol 10mM (n=6) induzidos a HH e submetidos a sobrecarga de
sédio. *Diferente do tempo 0; p <0.05. A barra preta representa o periodo de
hemorragia e a linha tracejada representa a infusdo de SSH.

A HH reduziu significativamente o FSA em ambos os grupos: CONT (A: -75 +
5,2%; em relacdo ao valor basal, p<0,05; 20 minutos apos HH; Figuras 4, 5, 6 e 9A);
MUSC (A: -60,1 = 9,0; 20 min apds a HH; em relacdo ao valor basal, p<0,05; 20
minutos apos HH; Figuras 4, 5, 6 e 9A) e PROP (A: -57 £ 5%, em relacdo ao valor
basal, p<0,05; 20 minutos apés HH; Figuras 4, 5, 6 e 9A). Entretanto 40 minutos apos
a infusdo de SSH ndo ha diferenca estatistica deste parametro em nenhum grupo

analisado quando comparado aos seus basais: CONT (A: -55 + 5,8%; em relacdo ao
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valor basal, p<0,05; 40 minutos apds SSH; Figuras 4, 5, 6 e 9A); MUSC (A: -57 £
6,9%; %; em relacdo ao valor basal, p<0,05; 40 minutos apds SSH; Figuras 4, 5, 6 e
9A) e PROP (A: -60 * 3,7%; em relacdo ao valor basal, p<0,05; 40 minutos ap6s SSH;
Figuras 4, 5, 6 e 9A).

N&o foram observadas altera¢gdes significativas em ambos os grupos da CVA
tanto apés a HH: CONT (A:-46,4 + 14,1%; em relacdo ao valor basal, p<0,05; 20
minutos apos HH; Figuras 4, 5, 6 e 9B); MUSC (A: -30,3 + 15,1%; em relacéao ao valor
basal, p<0,05; 20 minutos apos HH; Figuras 4, 5, 6 e 9B) e PROP (A: -30,4 £ 7,4 %;
em relacdo ao valor basal, p<0,05; 20 minutos ap6s HH; Figuras 4, 5, 6 e 9B) assim
como 40 minutos apds a infusdo de SSH: CONT (A: -52,2 +4,5%; em relacdo ao valor
basal, p<0,05; 40 minutos apés SSH; Figuras 4, 5, 6 e 9B); MUSC (A: -11,4 £14,8%;
40 minutos ap6s SSH; Figuras 4, 5, 6 e 9B) e PROP (A: -33,6 = 4,1%,40 minutos apos
SSH; Figuras 4, 5, 6 e 9B).
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5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que a infusdo de solucéo
salina hiperténica (NaCl; 3M) é eficaz na recuperacdo cardiovascular de ratos
submetidos a hemorragia hipotensiva. Demonstramos ainda que a integridade do SFO
€ essencial para essa eficacia desta recuperacédo. Mais especificadamente o presente
estudo evidenciou que: I) a HH promove reducéo da PAM; II) a infusdo de SSH apés
a HH reestabelece a PAM em animais que receberam nanoinjecdo de salina; Ill) a
infusdo de SSH ap6s HH néo reestabelece a PAM em animais com o SFO inibido
farmacologicamente por nanoinjecdo de Muscimol 4mM; V) N&o ha
reestabelecimento da PAM em animais onde houve o bloqueio farmacolégico com
propranolol 10mM, demonstrando que a neurotransmissao adrenérgica, via receptor
B esta envolvida no reestabelecimento da PA deste nucleo em situacbes de

hipovolemia.

De acordo com a literatura, a HH promove reducdo do volume sanguineo
circulante conduzindo a diminui¢cdo do volume diastoélico e hipotenséo (61), diminuicédo
do retorno venoso, FC e débito cardiaco (19). Amaral e colaboradores (2014) (21),
confirmaram que a retirada de 15-25% do volume sanguineo é capaz de gerar um
estado de hipovolemia e hipotensdo. Os resultados do presente estudo, utilizando
protocolo semelhante, corroboram com esses achados anteriores. Demonstrando
gue, de fato, a retirada de volume sanguineo é capaz de promover efetivamente um

estado de hipovolemia.

A melhora cardiovascular e hemodinamica promovida pela sobrecarga de sédio
apos a hipovolemia ja foi consolidada em diversos estudos (19,21). Em estudo
classico, Velasco e colaboradores (1980) (14), demonstraram que a infusdo de SSH
(7,5% de NaCl) em caes submetidos a HH promoveu o reestabelecimento da PAM e
débito cardiaco. Em adicdo, diversos pesquisadores confirmam que, o uso de SSH
induz a recuperacao destes parametros (16). Como observou-se nos resultados aqui
apresentados, de fato, a infusdo de um pequeno volume de SSH promove esta

recuperacdo em animais que receberam nanoinjecdo de salina. Evidéncias
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experimentais sugerem que mecanismos mediados por componentes centrais s&o

desencadeados apds aumentos agudos da concentracdo plasmatica de sédio (62).

E de conhecimento a existéncia de diversas regides neurais que possuem
envolvimento na regulagdo do sistema cardiovascular (63). Informacfes sobre as
alteracoes da presséo arterial, volemia e/ou osmolaridade sdo detectadas por
barorreceptores, quimiorreceptores, receptores cardiopulmonares e osmorreceptores
periféricos, sendo conduzidas ao SNC via nervos vago e glossofaringeo, onde séo
processadas incialmente no NTS. A partir do NTS, estas informac¢des sdo enviadas
para regides envolvidas no controle cardiovascular e hidroeletrolitico, como Nucleo
Parabraquial, PVN, as regides bulbares CVLM e RVLM, o MnPO e SFO (64). Ademais,
investigagOes anteriores evidenciaram que os neuronios do SFO s&o despolarizados
pelo aumento da concentracdo plasmatica de sodio e hiperpolarizados a partir da
reducéo desta (29).

Sabendo do conhecimento de vias neurais que possuem envolvimento no
controle cardiovascular e hidroeletrolitico, procuramos avaliar qual seria o papel do
SFO na recuperacao cardiovascular de animais submetidos a infusdo de SSH apés a
HH.

Os resultados obtidos em nosso trabalho, evidenciaram que a infusdo de SSH
se mostrou ineficiente na restauracdo da PAM em animais submetidos a inibicao
farmacologica com Muscimol 4mM (bloqueador GABAérgico). Osaka e colaboradores
[18], mostraram que o bloqueio de entradas GABAérgicas no SFO promove aumento
na atividade espontanea dos neurénios do SFO. Sabe-se que, 0 GABA é um
neurotransmissor inibitério amplamente aceito no SNC. Receptores GABAEérgicos
podem ser divididos em dois subtipos: GABAa e GABAb (65,66). Os receptores
GABAa séo ativados especificamente por muscimol e antagonizado por bicuculina ou
picrotoxina (66,67). Os receptores GABAb, que estdo principalmente localizados em
terminais nervosos, sdo ativados especificamente por baclofeno (65,68), e estédo
associados a canais Ca?* e K* através de ligacOes de proteinas a guanosina trifosfato
(GTP). Em adicao, dados encontrados na literatura demonstraram a existéncia de

receptores GABAa nas membranas neuronais no interior do SFO (69).
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De acordo com a literatura o SFO possui amplas proje¢cOes eferentes para
outras estruturas, como o PVN, SON e MnPO (52,70). Em adicao, ressalta-se que as
projecOes diretas do SFO, bem como a transmisséo indireta através do MnPO para o
PVN, regulam a liberag&o de vasopressina e a atividade simpatica vascular e cardiaca
(70). Um estudo observou a partir de um método de marcacao dupla retrograda com
dois marcadores fluorescentes, o FluoSpheres (coloracdo vermelha) injetado no
MnPO e Fast Blue no PVN unilateral que, diversos neurbnios marcados
retrogradamente foram encontrados em todo o SFO, sendo que destes neurdnios
marcados, boa porcentagem apresentava dupla marcacéo. Estes achados indicam
gue neurdnios do SFO se projetam simultaneamente para o MnPO e PVN por meio
de ramos axiais colaterais, sugerindo a existéncia de vias neuronais originadas no
SFO envolvidas na regulacdo da homeostase cardiovascular e de fluidos corporais
(71).

De fato, resultados anteriores encontrados em nosso laboratorio mostraram
gue, em modelos de hipovolemia, a inibicdo farmacoldgico do MnPO, via muscimol
impediu a recuperacdo 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 necessarias para a recuperacao

cardiovascular induzidas por SSH em ratos submetidos a hemorragia.

Sabendo da importancia do SFO na ressuscitacdo induzida pela infusdo de
solucdo salina hipertdnica em animais hemorragicos, procuramos evidenciar se a
neurotransmissdo adrenérgica via receptor B-adrenérgico estaria envolvida nessas

respostas de regulacédo cardiovascular.

Menani e colaboradores (1984) (72); demonstraram que a estimulacao
adrenérgica com noradrenalina (20, 40, 80 e 160nM) e isoprotereronol (20, 40, 80 e
160nM; agonista B-adrenérgico) promove aumento na ingestdo de agua quando
administradas no SFO. No entanto esta resposta € bloqueada quando administrado
propanolol 40nM no SFO. Em adicdo, Cannata e colaboradores (1986) (73), em
experimento similar verificaram que, animais em protocolo experimental de privagéo
de 4gua também apresentaram diminuicdo no consumo de agua apos administracéo

de propanolol 40nM via céanula guia no SFO, sendo observado também que, quando
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administrado propanolol em mesma concentragdo no terceiro ventriculo ndo havia
alteracdo na ingestdo de &gua. Estes estudos nos permitem concluir que a
neurotransmissao B-adrenérgica no SFO atua na regulacdo do comportamento do
volume circulante. Entretanto, a participacdo da neurotransmissao B-adrenérgica no
SFO narecuperacao cardiovascular induzida por infusdo de SSH ainda néo havia sido

demonstrada na literatura.

No presente estudo demonstramos que animais submetidos a bloqueio
farmacolégico com propanolol 10 mM em quadro de hipovolemia ndo apresentaram
restauracdo da PAM. Assim, pela primeira vez na literatura, mostramos que o bloqueio
da neurotransmissdo B-adrenérgica no SFO impede a recuperacdo da PAM por
infusdo de SSH apos a HH.

Sabe-se que, o SFO recebe projecbes dos grupamentos de neurdnios A2
localizadas no NTS e dos neurénios Al localizado na CVLM (25,54), sendo esta uma
via noradrenérgica relacionada ao balanco hidrosalino. Autores relataram que,
informacdes relacionadas a alteragdes da composi¢cao do volume circulante advindas
dos aferentes carotideos e osmorreceptores periféricos sao enviadas ao grupamento
A2 e este, por sua vez as direciona para outras regiées como o CVLM, MnPO e SFO
(74,75). Tanaka e colaboradores (1997) (76), evidenciaram que as projecdes
noradrenérgicas derivadas do grupo de células A2 podem transmitir informacdes
cardiovasculares e hidroeletroliticas ao SFO. Em adicdo, dados na literatura
mostraram a existéncia de um conjunto de neurénios no CVLM que alteram sua taxa
de descarga em resposta a alteracdes nos niveis plasmaticos de sodio e ainda que,
esses neurdnios também atuam na regulacdo cardiovascular (77). Ademais,
informac0des aferentes dos barorreceptores retransmitidas através do CVLM modulam
a atividade dos neurbénios no SFO para sinais extracelulares do equilibrio de fluidos

corporais (78).

Estudos relataram que, a presenca de atividade em barorreceptores arteriais
promove alteracdo da excitabilidade de neurdnios do NTS com projecfes eferentes
diretamente para o SFO (79,80) e ainda que a estimulacdo de barorreceptores
aorticos provoca alteragcbes na expressdode c-fos na SFO (81). Kawano e

colaboradores (2001) (25), investigaram possiveis locais de origem das projecdes
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catecolaminérgicas para a SFO, através de método de rastreamento retrogrado
combinado com imuno-histoquimica, utilizando marcador retrégrado, complexo de
ouro peroxidase-coloidal de rdbano conjugado a aglutinina de germe de trigo. Os
achados deste trabalho indicaram a existéncia de projecdes catecolaminérgicas do
RVLM para a SFO, além de projecdes noradrenérgicas do NTS. Estudos recentes de
nosso laboratério (57), demonstram que a lesdo com nanoinjecdo do complexo
saporina-anti-dopamina-p-hidroxilase (saporina-anti-DBH; 100 nL) nos grupamentos
noradrenérgicos bulbares abole a recuperacado cardiovascular induzida por SSH ap6s
a HH. Estes achados associados aos obtidos no presente trabalho, permitem concluir
gue a projecdes noradrenérgicas bulbares para os neurbnios do SFO podem ser
importantes para o reestabelecimento hemodinédmico induzido por SSH em ratos
hemorragicos. Assim, a lesdo destes neurbnios adrenérgicos ou 0 bloqueio
farmacoldgico da via B-adrenérgica no SFO impede o reestabelecimento da PA apos
a administracdo de SSH em ratos submetidos a hemorragia.

Em nosso estudo ndo foram observadas diferencas significativas nos grupos
avaliados nos parametros FSA e FSR apdés a administracdo de SSH, demonstrando
gue o SFO parece nao modular diretamente as respostas a sobrecarga de sédio nos
leitos adrtico e renal durante o HH, diferente do que é encontrado por Amaral e
colaboradores (2014) (21), ao realizar inibicdo farmacolégica do MnPO. Entretanto é
possivel que outros leitos ndo analisados no presente estudo possam ainda ser
modulados pelo SFO, necessitando de investigacbes adicionais. Em adi¢cdo, néo
foram observadas alteracdes na condutancia vascular no leito renal e aortico (CVR e
CVA, respectivamente). Tendo em vista que a condutancia vascular é calculada pela

razao entre fluxo sanguineo e PAM.

Em conjunto, os resultados obtidos no presente trabalho indicam, pela primeira
vez na literatura, que a inibicdo farmacologica do SFO impede a restauracdo da PAM
induzida pela infusdo de SSH apds a HH e ainda que, o bloqueio farmacologico da
neurotransmissdo B-adrenérgica no SFO impede a restauracdo de parametros
cardiovasculares induzida pela infusdo de solucéo de salina hipertbnica em animais
submetidos a hemorragia hipotensiva. Esses dados confirmam a participa¢do do SFO
na regulacdo dessa resposta. Desse modo, a integridade do SFO e da

neurotransmissdo [-adrenérgica parece ser fundamental para a conexdo dos
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aferentes periféricos a ndcleos e estruturas centrais responsaveis pela geragcdo de
respostas enddcrinas e autondbmicas responsaveis pelo reestabelecimento

cardiovascular promovidas por aumentos na osmolaridade plasméatica durante a HH.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que, a inibicao
farmacolégica do SFO, e mais especificamente o bloqueio da neurotransmisséo -
adrenérgica é capaz de suprimir o reestabelecimento da pressao arterial em resposta
a infusdo de SSH em ratos submetidos a hemorragia hipotensiva. Estes resultados
sustentam a hipétese de que a neurotransmissdo [(-adrenérgica neste ndcleo é

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