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Resumo  

 

 

Correia CJ. Estudo dos efeitos da solução salina hipertônica nas alterações 
microcirculatórias e no desenvolvimento do processo inflamatório em um 
modelo de morte encefálica em ratos [Tese]. São Paulo: Faculdade de 
Medicina, Universidade de São Paulo; 2017. 
 
INTRODUÇÂO: A morte encefálica (ME) induz instabilidade hemodinâmica com 
hipoperfusão microcirculatória, desencadeando inflamação e disfunção de órgãos. 
OBJETIVO: Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos da solução salina 
hipertônica (SH) 7,5% na evolução da resposta inflamatória no tecido mesentérico 
de ratos submetidos à ME. MÉTODOS: Ratos Wistar machos foram anestesiados e 
ventilados mecanicamente. A ME foi induzida pela insuflação rápida de um balão 
posicionado na cavidade intracraniana (Fogart 4F). Os ratos foram divididos 
aleatoriamente em: 1) Falso-operado, ratos submetidos aos procedimentos 
cirúrgicos e trepanação (FO, n=17); 2) Controle, ratos tratados com solução salina 
isotônica (NaCl 0,9%, 4 mL/kg) imediatamente após ME (CO, n=17); 3) Solução 
hipertônica 1, ratos tratados com solução hipertônica (NaCl 7,5%, 4 mL/kg) 
imediatamente após ME (SH1, n=17); 4) Solução hipertônica 60, ratos tratados com 
solução hipertônica 60 min após ME (SH60, n=17). Três horas  após a indução da 
ME ou o término do procedimento cirúrgico para os animais do grupo FO, foram 
coletados os seguintes dados: (a) perfusão mesentérica, fluxo sanguíneo e 
interações leucócito-endotélio no mesentério, pela técnica de microscopia intravital; 
(b) expressão de proteínas de óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), endotelina-1, 
P-selectina e molécula de adesão intercelular (ICAM)-1, por imunohistoquímica; 
(c) expressão gênica de eNOS e endotelina-1, por reação em cadeia da polimerase 
em tempo real (PCR); (d) concentrações séricas de citocinas, quimiocinas e 
corticosterona por meio de enzimaimunoensaio (ELISA). RESULTADOS: Todos os 
grupos submetidos a ME apresentaram um comportamento semelhante da pressão 
arterial, sendo observado um pico hipertensivo, seguido de período de hipotensão, 
logo após a insuflação do cateter intra-craniano. A proporção de pequenos vasos 
perfundidos foi diminuída no grupo CO (46%) em comparação com FO (74%, 
p=0,0039). A SH foi capaz de restaurar a proporção de vasos perfundidos 
(SH1=71%, p=0,0018). Não houve diferenças no fluxo sanguíneo mesentérico entre 
os grupos. A expressão proteica de eNOS aumentou significativamente em ratos 
com SH (SH1 e SH60, p=0,0002) em comparação ao grupo CO. Resultados 
semelhantes foram observados em relação à endotelina-1 (p<0,0001). Não houve 
diferenças na expressão gênica de eNOS e endotelina-1. O aumento no número de 
leucócitos “rollers” (p=0,0015) e migrados (p=0,0063) foi observado no grupo CO 
em comparação com FO. Ratos com SH demonstraram redução significativa em 
todos os parâmetros da interação leucócito-endotélio. Com relação às moléculas de 
adesão, a expressão de ICAM-1 estava elevada no grupo CO em comparação com 
o FO, enquanto que o tratamento com SH diminuiu a expressão de ICAM-1 (SH1 e 
SH60, p=0,0002). CONCLUSÕES: O emprego da solução salina hipertônica 
melhorou a perfusão mesentérica, influenciou positivamente o metabolismo do 
óxido nítrico e reduziu a inflamação no mesentério, com diminuição da adesão e 
migração leucocitária, em ratos submetidos a ME. 
 
Descritores: morte encefálica; solução salina hipertônica; microcirculação; 
interações leucócito-endotélio; óxido nítrico sintase endotelial; endotelina-1; 
inflamação; ratos Wistar. 
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Correia CJ. Study of hypertonic saline solution effects on microcirculatory 

alterations and development of the inflammatory process in a rat brain death 

model [Thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São 

Paulo”; 2017. 

 

BACKGROUND: Brain death (BD) induces hemodynamic instability with 

microcirculatory hypoperfusion leading to increased organ inflammation and 

dysfunction. OBJETIVE: To investigate the effects of 7.5% hypertonic saline 

solution (HS) on the course of the inflammatory response in rats submitted to 

BD. METHODS: Male Wistar rats were anesthetized and mechanically 

ventilated. BD was induced by rapid inflation of intracranial balloon catheter 

(Fogart 4F). Rats were randomly divided in: 1) Sham-operated, rats submitted 

only to trepanation (SH, n=17); 2) Control, rats treated with normal saline 

solution (NaCl 0.9%, 4 mL/kg) immediately after BD (CO, n=17); 3) Hypertonic 

solution 1, rats treated with hypertonic solution (NaCl 7.5%, 4 mL/kg) 

immediately after BD (HS1, n=17); 4) Hypertonic solution 60, rats treated with 

hypertonic solution 60 min after BD (HS60, n=17). Hundred eighty minutes 

thereafter the following experiments were performed: (a) mesenteric perfusion, 

blood flow, and leukocyte-endothelial interactions, by intravital microscopy; 

(b) protein expression of endothelial nitric oxide synthase (eNOS), endothelin-1, 

P-selectin, and intercellular cell adhesion molecule (ICAM)-1, by 

immunohistochemistry; (c) gene expression of eNOS, and endothelin-1, by real-

time polymerase chain reaction (PCR); (d) serum concentrations of cytokines, 

chemokines and corticosterone by enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA). RESULTS: All BD groups presented similar hypertensive peak 

followed by hypotension. The proportion of perfused small vessels was 

decreased in CO group (46%) compared to SH (74%, p=0.0039). HS was able 

to restore the proportion of perfused vessels (HS1=71%, p=0.0018). There were 

no differences in mesenteric blood flow between groups. eNOS protein 

expression significantly increased in rats given HS (HS1, and HS60, p=0.0002). 

Similar results were observed regarding endothelin-1 (p<0.0001). There were 

no differences in eNOS and endothelin-1 gene expression. Increased numbers 

of rolling (p=0.0015) and migrated (p=0.0063) leukocytes were observed in CO 

group compared to SH. Rats given HS demonstrated an overall reduction in 

leukocyte-endothelial interactions. Levels of ICAM-1 increased in CO group 

compared to SH, and decreased in HS-treated groups (p=0.0002). 

CONCLUSIONS: Hypertonic saline improves mesenteric perfusion, increased 

eNOS and endothelin-1 protein expression, and reduced inflammation by 

decreasing leukocyte adhesion and migration in BD rats. 

 

Descriptors: brain death; saline solution, hypertonic; microcirculation; 

leukocyte-endothelium interactions; endothelial nitric oxide synthase; 

endothelin-1; inflammation; Wistar, rats. 
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1.1  Aspectos Gerais  

 

O transplante de órgãos é considerado o tratamento de escolha para 

inúmeras enfermidades, mas a carência de doadores ainda é um obstáculo 

para a sua efetivação. Nos últimos anos, o Brasil tem apresentado crescimento 

no número de doadores disponíveis para transplante, entretanto, a 

necessidade continua a ser maior do que o número de transplantes realizados. 

Segundo dados da Associação Brasileira de Transplantes de Órgãos (ABTO) 

em 2016, a maioria dos órgãos para transplante provém de doadores em Morte 

Encefálica (ME), mas apenas 29.35% tornaram-se efetivos, deixando de se 

utilizar 45.34% dos casos por falta de manutenção adequada e 25.31% por 

recusa familiar.  

 Diversos estudos têm sido realizados com objetivo de analisar as diferentes 

intervenções que possam levar a um melhor aproveitamento dos órgãos doados.  

Evidências experimentais e clínicas vêm ressaltando a influência da ME sobre a 

viabilidade dos órgãos a serem doados, demonstrando que, com uma 

manutenção adequada de pacientes em ME, pode-se aumentar o número e a 

qualidade dos órgãos a serem captados para o transplante (1–4) .  

 

 

1.2  Morte Encefálica  

 

A ME pode ser instalada por inúmeras causas como o traumatismo 

craniano, falta de oxigenação cerebral, parada cardiorrespiratória e aumento da 

pressão intracraniana. A apresentação clínica da ME é representada por 
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mudanças na pressão arterial (hipertensão e hipotensão), distúrbios 

eletrolíticos e hormonais. Em 1901, o neurocirurgião americano Harvey 

Cushing descreveu um reflexo caracterizado por hipertensão, bradicardia e 

alteração respiratória, provocado pela elevação excessiva da pressão 

intracraniana (reflexo de Cushing)(5). Após o reflexo de Cushing falhar no 

reestabelecimento da perfusão cerebral há a formação de zonas isquêmicas 

devido à baixa perfusão cerebral. Com isso, desencadeia-se uma ativação 

parassimpática que resulta em bradicardia progressiva e hipotensão. À medida 

que a lesão evolui, ocorre a destruição do centro vagal cardiomotor, abolindo a 

atividade parassimpática. Desse modo, a estimulação simpática deixa de sofrer 

a contra regulação do sistema parassimpático e se estabelece a tempestade 

autonômica (descarga de catecolaminas), caracterizada por taquicardia e 

hipertensão. Por fim, ocorre a diminuição da atividade simpática, resultando em 

instabilidade hemodinâmica exacerbada pela hipovolemia, perda de regulação 

vascular periférica e vasodilatação (6,7). A hipotensão e o baixo débito cardíaco 

iniciam um ciclo de baixa perfusão sistêmica e estas perturbações 

hemodinâmicas contribuem com a disfunção da microcirculação, 

comprometendo a viabilidade dos órgãos destinados ao transplante (6). 

A interrupção do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal desencadeado pela 

ME leva à queda do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) (8), responsável pela 

síntese de outros hormônios como os glicocorticoides. Glicocorticoides 

endógenos têm um papel importante no controle fisiológico da mobilização de 

neutrófilos e na ativação das células endoteliais, regulando as expressões de 

moléculas de adesão de ambas as células (9). Por este motivo, o aumento da 

ativação das células endoteliais desencadeadas pela ME pode estar 
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diretamente relacionado à diminuição da concentração de corticosterona (10). 

Entretanto, a terapia hormonal com reposição de glicocorticoides traz 

evidências conflitantes a respeito de sua utilização (11). 

No desenvolvimento dos processos inflamatórios, a ativação das células 

endoteliais e a alteração no comportamento do fluxo sanguíneo leva ao 

deslocamento dos leucócitos da zona axial para a periferia do vaso; há 

aumento da interação leucócito-endotélio e este passa a rolar sobre o endotélio 

com velocidade menor que a dos eritrócitos (rolling behavior). Essa situação 

expressa a resultante de duas forças: a força de adesão à parede vascular e a 

força de arraste do fluxo sanguíneo. Um aumento na força de adesão depende 

de alterações estruturais das moléculas responsáveis pela interação do 

leucócito com a célula endotelial. A célula endotelial ativada exibe um aumento 

na expressão de moléculas de adesão da família das selectinas (E-selectina e 

P-selectina), (12) as quais, interagindo com moléculas específicas no leucócito 

(glicoconjugados) são os elementos responsáveis pelo rolling behavior; 

processo que precede a aderência dos leucócitos e sua mobilização para o 

tecido perivascular (9). Durante a resposta inflamatória ocorre aumento na 

expressão de beta-2 integrinas (complexo CD11/CD18) no leucócito, as quais 

interagem com as superfamílias de imunoglobulinas moléculas de adesão 

intercelular (ICAM-1, ICAM-2), das células endoteliais (13). Mediadores 

inflamatórios, como o fator de ativação plaquetária, ou citocinas, como fator de 

necrose tumoral (TNF) -α, determinam aumentos significativos na expressão e 

conformação dessas moléculas, na superfície das células, resultando em 

aumento da capacidade adesiva. Portanto, o recrutamento dos leucócitos para 

o sítio de lesão depende do reconhecimento sequencial de moléculas de 
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adesão expressas pelo leucócito e pela célula endotelial (14,15). A correta 

avaliação das moléculas de adesão e sua expressão durante a ativação do 

sistema imune permite a relação entre inflamação e o comprometimento da 

microcirculação nos órgãos acometidos pelo processo inflamatório.  

Por ser um dos primeiros órgãos a ser acometido nos processos 

inflamatórios sistêmicos e pela facilidade de estudo da sua microcirculação em 

relação a outros órgãos, o mesentério tornou-se uma das principais ferramentas 

de estudo da microcirculação e das alterações da interação leucócito-endotélio. 

A técnica de microscopia intravital (MIV) nos fornece uma visão, in vivo e in situ, 

dos eventos fundamentais que ocorrem nos leitos microcirculatórios, permitindo 

a observação direta e em tempo real do fluxo nos microvasos (arteríolas, vênulas 

e capilares), distinguindo o tráfego de diferentes elementos circulantes, como 

glóbulos vermelhos e leucócitos (10,16–20).  

O comprometimento da microcirculação após a ME tem sido descrito em 

diversos órgãos. Okamoto et al.(1998, 2000) descreveram que a homeostase 

do hormônio antidiurético (ADH) e a microcirculação hepática estão 

prejudicadas após a ME, levando ao comprometimento da função hepática. 

Obermaier et al. (2004) demonstraram efeitos significativos da ME sobre a 

perfusão do tecido pancreático, com diminuição da perfusão capilar, aumento 

da interação leucócito-endotélio nas vênulas pós-capilares e sinais de 

pancreatite.  Simas et al. (2012 a/b) descrevem que a ME induz hipoperfusão 

da microcirculação mesentérica e aumento da interação leucócito-endotélio 

concomitante com a elevação da expressão de moléculas de adesão. Estas 

alterações estão associadas ao aumento da inflamação local e à disfunção de 

diversos órgãos, em especial ao comprometimento do coração e do pulmão.  
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Neste sentido, dados ainda não publicados de nosso laboratório, demonstram 

efeito semelhante da ME em relação a microcirculação pulmonar, confirmando 

o caráter sistêmico destas alterações.  

A ativação do sistema imune desencadeada pela ME, a partir das 

alterações da microcirculação, leva ao aumento na expressão de mediadores 

inflamatórios, incluindo citocinas e quimiocinas (24,25) e a ampliação do infiltrado 

celular inflamatório (26). Apesar das alterações do comportamento circulatório 

decorrentes da ME, a tempestade autonômica não parece ser o elemento 

responsável pelas alterações inflamatórias e pelo comprometimento da 

microcirculação observados nos diversos órgãos e tecidos, não tendo sido 

demonstrados benefícios com o emprego de terapêuticas relacionadas ao seu 

controle ou supressão (19,27). 

O atual conhecimento sobre as alterações microcirculatórias ocorridas 

durante o processo de ME nos faz sugerir outras intervenções que possam 

melhorar o padrão de resposta desencadeada por esse processo. Entre essas 

intervenções, a solução salina hipertônica pode ser empregada com o objetivo 

de controlar a hipotensão observada após a ocorrência da tempestade 

autonômica e de atuar na modulação da resposta inflamatória. 

 

 

1.3  Solução Salina Hipertônica  

 

O maior interesse no estudo da solução hipertônica surge no ano de 

1980 com a publicação de  Velasco et al.(1980), onde os autores 

demonstraram que a infusão de solução hipertônica a 7,5% recupera os 
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parâmetros hemodinâmicos após o choque hemorrágico. Posteriormente, além 

das propriedades  hemodinâmicas, foram demonstrados efeitos benéficos 

desta solução na rede microcirculatória e características anti-inflamatórias, que 

ampliaram as possibilidades de sua utilização (29-31). 

Estudos propõem a utilização de pequenos volumes (4ml/kg) de solução 

hipertônica a 7,5% para o tratamento do choque circulatório e do choque 

séptico (30,31), condições frequentes em politrauma, cujo desfecho pode ser a 

ME.  Com relação a outros expansores de volume, o uso da solução 

hipertônica apresenta algumas vantagens, como por exemplo, a necessidade 

de menos volume do que as outras soluções, facilitando sua rápida 

administração e seus efeitos hemodinâmicos quase instantâneos. Uma vez 

administrada, ela rapidamente cria um potente gradiente osmótico transcapilar 

que resulta em movimento de água do interstício, células endoteliais e 

hemácias, para dentro do vaso, aumentando assim a pré-carga e a 

contratilidade cardíaca, levando também ao aumento da perfusão tecidual 

periférica e do consumo de oxigênio, através principalmente da vasodilatação 

de arteríolas pré-capilares (31). 

Mas os seus benefícios vão além da esfera hemodinâmica, tendo se 

verificado que propriedades anti-inflamatórias atuam sobre a ativação de 

células polimorfonucleares, diminuindo sua citotoxicidade e a liberação de íons 

superóxidos e de elastase, componentes importantes da fisiopatologia da 

disfunção de órgãos associada ao trauma. Existem também evidências, in vivo 

e in vitro, que sugerem a redução na expressão de moléculas de adesão no 

endotélio e em neutrófilos, alterando positivamente a interação leucócito-

endotélio (29,32). Neste sentido, o emprego da solução hipertônica tem sido 
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capaz de modular a disfunção microcirculatória em diferentes enfermidades. 

Nakagawa et al.(2015) demonstraram que a solução hipertônica atenua os 

distúrbios da microcirculação mesentérica e minimiza significativamente a 

inflamação pulmonar em modelo  choque hemorrágico seguido por sepse. 

Já Zanoni et al.(2013) evidenciaram que o tratamento com solução hipertônica 

seguido por enterectomia reduz a disfunção da microcirculação mesentérica e 

translocação bacteriana intestinal, atenuando os danos local e sistêmico, em 

um modelo de obstrução intestinal. A solução hipertônica tem sido utilizada 

também em casos de trauma encefálico, buscando reduzir a pressão 

intracraniana e o edema cerebral, característico dessa condição. Estudos sobre 

os efeitos da solução hipertônica na microcirculação cerebral, evidenciaram 

limitação da inflamação local em modelo de lesão traumática cerebral em ratos, 

além de demonstrar aumento no diâmetro dos vasos cerebrais e diminuição na 

adesão endotelial de leucócitos (34). Dostal et al.(2015) também evidenciaram 

melhor preservação da perfusão da microcirculação cerebral após tratamento 

com solução hipertônica.  

Finalmente, efeitos positivos do emprego da solução hipertônica também 

têm sido demonstrados no processo de isquemia e reperfusão de órgãos 

transplantados. Badiwala et al.(2009), utilizando porcos sadios como doadores, 

mostraram que a solução hipertônica foi capaz de atenuar a disfunção 

miocárdica do enxerto, melhorar a função hemodinâmica sistêmica e preservar 

a função  cardíaca após o transplante. Entretanto, há apenas um estudo 

utilizando a solução hipertônica em pacientes com ME, visando a manutenção 

do comportamento hemodinâmico. Neste estudo, Sztark et al.(1995) 

observaram melhora no debito cardíaco e na oferta de oxigênio. Com relação 
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aos efeitos da solução hipertônica sobre a disfunção da microcirculação e do 

comprometimento inflamatório desencadeados pela ME não existem estudos 

na literatura.  

Em vista do exposto, neste estudo investigamos os efeitos da solução 

salina hipertônica (NaCl 7,5%) na microcirculação mesentérica e no 

desenvolvimento do processo inflamatório em ratos submetidos à morte 

encefálica. 

 

 

 

 



  

 

2  Objetivos 
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2.1  Objetivo Principal  

 

Investigar os efeitos da solução salina hipertônica (7,5%) na 

microcirculação mesentérica e no desenvolvimento do processo inflamatório 

em modelo de morte encefálica em ratos. 

 

 

2.2  Objetivos Específicos  

 

 Avaliar o comprometimento da microcirculação mesentérica; 

 Avaliar as alterações biomoleculares no endotélio vascular do 

mesentério; 

 Avaliar marcadores de resposta inflamatória sistêmica e no tecido 

mesentérico. 

 

 



  

 

 

3  Métodos 
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3.1  Animais  

 

Este estudo foi realizado no Laboratório de Investigação Médica (LIM) -11 

da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, com apoio financeiro 

da FAPESP 2012/19841-2. Os animais foram manipulados de acordo com as 

diretrizes do National Institutes of Health (1985) para o cuidado, manipulação e 

utilização de animais de laboratório. Foram utilizados 68 ratos Wistar machos, 

provenientes do biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de São 

Paulo, após aprovação do Comitê de Ética (CEUA) SDC 0346/12, pesando 

entre 250 e 350 g (2 a 3 meses de idade). Os animais foram mantidos a 23 ± 2°C, 

período de claro e escuro de 12 h, sem restrições a ingestão de água e ração. 

 

 

3.2  Grupos e tratamentos  

 

Os ratos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos:  

(1)  Falso operado - ratos submetidos aos procedimentos cirúrgicos 

incluindo trepanação, mas sem introdução do cateter (FO, n=17);  

(2)  Controle - ratos tratados com solução salina normal (NaCl 0,9%, 

4 mL/kg/5min) imediatamente após ME (CO, n=17);  

(3)  Solução Hipertônica 1 - ratos tratados com solução salina hipertônica 

(NaCl 7,5%, 4mL/kg/5min) imediatamente após ME (SH1, n=17);  
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(4)  Solução Hipertônica 60 - ratos tratados com solução salina hipertônica 

(NaCl 7,5%, 4 mL/kg/5min) 60 min após ME (SH60, n=17).  

Os animais foram avaliados 180 min após a indução de ME. 

 

 

3.3  Delineamento Experimental  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4  Anestesia e Modelo de morte encefálica  

 

Todos os animais foram anestesiados em uma câmara de acrílico 

fechada com isoflurano (5%); posteriormente foram intubados e mantidos em 

ventilação mecânica (Harvard Apparatus, Holliston, MA, EUA) com 100% de 
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FiO2 (volume corrente 10 mL/Kg, 70 ciclos/min), com 2% de isoflurano. A veia 

jugular foi canulada para infusão contínua de solução salina a 0,9% (2 mL/h) 

para minimizar a desidratação. A artéria carótida foi canulada para 

monitoramento da pressão arterial e retirada de amostras de sangue. A indução 

de ME foi realizada como descrito anteriormente por Simas et al.(2012). 

Resumidamente, um cateter balão (Fogart® 4-French, Edwards Lifesciences 

LLC - Irvine, CA, EUA) foi introduzido na cavidade intracraniana, através de 

uma pequena perfuração e rapidamente inflado com 0,5 mL de solução salina; 

após confirmação da ME a anestesia foi imediatamente interrompida. A ME foi 

confirmada pela presença de pico hipertensivo da pressão arterial média 

(PAM), midríase, apneia e ausência de reflexos. 

 

 

3.5  Análises de gases no sangue, eletrólitos, lactato e 

contagens de células sanguíneas  

 

As análises foram realizadas em amostras de sangue arterial obtidas no 

momento basal (0 min) e 180 min após a indução da ME, utilizando um analisador 

de gases (Radiometer Medical, Copenhagen, Dinamarca). As contagens das 

células sanguíneas, glóbulos brancos (linfócitos), glóbulos vermelhos 

(eritrócitos) e as contagens de plaquetas foram determinadas em amostras de 

sangue obtidas a partir da ponta da cauda cortada em um analisador 

hematológico (2800 veterinário, Mindray, Shenzhen, China) nos mesmos 

tempos da gasometria. 
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3.6  Microscopia intravital in situ de mesentério e análise do 

fluxo sanguíneo  

 

A avaliação da microcirculação mesentérica por microscopia intravital foi 

realizada conforme descrito por Simas et al.(2012). Resumidamente, após uma 

incisão abdominal na linha média, o íleo distal e o mesentério foram expostos 

para a observação in vivo da microcirculação. O mesentério foi mantido com 

uma solução de Krebs-Henseleit aquecida (37ºC) saturada com uma mistura 

de gases (95% de N2 e 5% de CO2). Uma câmera (AxioCam HSc, Carl Zeiss 

München-Hallbergmos, Alemanha) foi conectada a um microscópio triocular 

(Axioplan 2, Carl Zeiss), e as análises foram realizadas usando um software de 

imagem-computador (Axiovision 4.8, Carl Zeiss). A densidade de pequenos 

vasos perfundidos  (<30 μm de diâmetro) foi analisada em cinco campos 

selecionados para cada animal usando um microscópico com objetiva 10x e foi 

selecionado uma área de 1 mm2 na tela do computador. O fluxo em cada vaso 

foi classificado como contínuo ou intermitente/ausente. As interações leucócito-

endotélio foram avaliadas em cinco vênulas pós-capilares (20-30 μm de 

diâmetro) para cada animal usando um microscópico com objetiva 40x. 

O número de leucócitos rolantes foi determinado como o número médio de 

células que interagem com o endotélio por 3 min. Os leucócitos considerados 

como aderidos foram os que permaneceram estacionados no endotélio por 

mais de 30s e foram contados em um segmento de 100 μm do vaso. O número 

de leucócitos que se acumulam no tecido conjuntivo adjacente a uma vênula 

pós-capilar selecionada, foi determinado em uma área padrão de 5.000 μm2. 
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Foram examinados três campos para cada microvaso. Determinou-se o fluxo 

sanguíneo na microcirculação mesentérica in situ e in vivo pela utilização de 

probe (MNP110XP Fine Needle Probe) de 25 mm de extensão e 0.48 mm de 

diâmetro acoplado a fluxômetro a laser (IN191 Laser Doppler Flowmetry, 

AD Instruments, Colorado Springs, CO, EUA). O sinal captado é proporcional 

ao fluxo de células sanguíneas através da microvasculatura. Portanto, a perfusão 

microvascular é o produto da velocidade média das células sanguíneas e do 

número médio de células sanguíneas presentes no tecido sob incidência do 

laser. Os sinais são registrados como unidades de perfusão sanguínea (38). 

 

 

3.7  Análises imuno-histoquímicas  

 

Os animais foram exsanguinados pela aorta abdominal seguido 

pela  remoção do mesentério; este foi imerso em hexano, congelado em 

nitrogênio líquido e armazenado a -80ºC. Foram realizados cortes em série do 

mesentério (8 μm), posteriormente fixados em acetona fria durante 10 min e 

permeabilizados com solução salina tamponada com TRIS Tween-20 (TBST) e 

Triton X-100, seguida por bloqueio de sítios inespecíficos com tampão 

SuperBlock (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). Os cortes foram incubados 

durante 1h a 37ºC com anticorpos primários: P-selectina anti-humana (1:40; 

CD62P; R & D Systems, Minneapolis, MN, EUA), anti-óxido nítrico sintase 

endotelial (eNOS; 1: 100; Abcam, Cambridge, MA, EUA), ou anti-endotelina-1 

(1: 100; Abcam). Os anticorpos primários foram diluídos em solução TBST 

contendo 1% de albumina de soro bovino (BSA). Após enxaguar as lâminas, a 
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peroxídase endógena foi bloqueada (2% de solução de peróxido de hidrogênio) 

durante 15min à temperatura ambiente. Uma vez enxaguados, os cortes foram 

incubados com anticorpos secundários anti-rato ou anti-coelho que são Gs de 

imunoglobulina ligados a peroxídase de Horseradich (1: 200; Millipore, Billerica, 

MA, EUA) durante 2 h a 37 ° C. Após a lavagem com TBST, as lâminas foram 

incubadas com solução de substrato de 3-amino-9-etilcarbazole (AEC) durante 

5 a 10 min e contra-coradas com hematoxilina de Mayer. As amostras de 

controle negativo foram incubadas com solução salina tamponada com fosfato 

(PBS). Para a detecção de molécula de adesão intercelular (ICAM) -1, utilizou-

se um anticorpo monoclonal ICAM-1 anti-rato conjugado com biotina (CD54; 

Cedarlane, Burlington, NC, EUA) diluído 1:40 em solução TBST contendo 1% 

de BSA durante 1h a 37ºC. As lâminas foram lavadas com TBST, incubadas 

com 1:200 de estreptavidina-fluoresceína (Amersham Pharmacia Biotech, 

Londres, Reino Unido), durante 2h a 37ºC. Após a lavagem com TBST, as 

lâminas foram tratadas com meio de montagem Vectashield contendo iodeto 

de propídio (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) para preservar a 

fluorescência.  

As imagens de vasos mesentéricos foram adquiridas com uma câmera 

digital (DSRi1, Nikon, Tóquio, Japão) conectada a um microscópio (Nikon). 

As amostras foram analisadas usando um software de imagem-computador 

(software NIS-Elements BR, Nikon). Os resultados são apresentados como a 

área corada/total vaso (corante AEC) ou como intensidade média de 

fluorescência (ICAM-1). 
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3.8  Extração de RNA total, síntese de cDNA e PCR quantitativo 

em tempo real  

 

O RNA total foi extraído de tecidos congelados (mesentério) usando um 

kit RNeasy Plus Mini (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha). Avaliação, purificação 

e quantificação do RNA foram realizados através da medição da absorbância a 

260 e 280nm, em Nanodrop 2000, instrumento espectrofotômetro (Thermo 

Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EUA). As medidas com variação entre 1,8 

e 2,0 foram consideradas satisfatórias para os padrões de pureza. Uma 

transcrição reversa de alta capacidade foi realizada para produzir cDNA de 

uma única cadeia. A primeira vertente do cDNA foi sintetizada a partir de 50ng 

de RNA total utilizando o Kit de síntese de cDNA SuperScript VILO (Invitrogen 

by Life Technology, Carlsbad, CA, EUA), de acordo com as especificações do 

fabricante. O cDNA resultante foi diluído (1:3) com tampão TRIS-EDTA e 

armazenado a -20°C antes da análise. 

As quantificações para expressão dos genes de eNOS (Rn02132634_s1) e 

endotelin-1 (Rn00561129_m1) foram determinados por RT-PCR utilizando o 

sistema de detecção TaqMan. As reações foram executadas no sistema de 

PCR em tempo real StepOnePlus (Applied Biosystems Life Technology, 

Carlsbad, CA, EUA). As misturas de amplificação Taqman (12μL) continham 

5,4μL de cDNA diluído com 6μL de TaqMan Universal PCR Master Mix e 0,6μL 

de 20x Custom Taqman Gene Expression Assays (Applied Biosystems Life 

Technology) seguindo as condições do ciclo: 50°C por 2min, desnaturação 

inicial a 95°C durante 10min e 40 ciclos a 95°C durante 15s e 60°C durante 
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1min. Todas as reações foram realizadas em duplicatas e a média entre elas 

foi utilizada. Para cada amostra, os valores CT dos genes alvo foram 

normalizados. O valor usado para demonstrar a expressão relativa dos genes 

alvo foi calculado utilizando a expressão 2-ΔΔCT previamente descrita por 

Livak and Schmittgen (2001). Para a normalização foram utilizados GAPDH ou 

β-Actina. 

 

 

3.9  Concentrações séricas de citocinas e corticosterona 

 

As amostras de sangue obtidas a partir da aorta abdominal foram 

centrifugadas (500 x g, 25ºC) e as concentrações séricas de TNF-α, IL-1β, IL-6 

e IL-10 foram medidas pela técnica de enzimaimunoensaio (ELISA) em kits 

(R&D Systems) e conforme recomendado pelo protocolo do fabricante. 

As concentrações séricas de corticosterona foram determinadas usando um kit 

ELISA (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA) de acordo com as especificações 

do fabricante. 

 

 

3.10  Eutanásia e Descartes dos Animais  

 

Ao final dos 180 minutos os animais foram eutanasiados por 

exsanguinação através da aorta abdominal para coleta de plasma e de outros 

órgãos; a seguir, os animais foram armazenados em câmara fria no laboratório, 

até serem retirados por empresa responsável e serem incinerados. 
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3.11  Análise estatística  

 

Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média (EPM) 

ou mediana e intervalos de confiança. Os dados foram analisados por análise 

de variância de um ou de dois fatores (ANOVA), seguidos por testes de 

Dunnet  ou Bonferroni para comparações entre os grupos FO e de tratamento 

versus o grupo controle. Para análises não paramétricas utilizou-se o teste de 

Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn para comparações entre os grupos 

FO e de tratamento versus o grupo controle. Os valores de p<0,05 foram 

considerados significativos. As análises estatísticas foram conduzidas 

utilizando GraphPad Prism Software v.6. 

 



  

 

 

4  Resultados 
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4.1  Parâmetros Hemodinâmicos, Gasometria Arterial, Eletrólitos, 

Níveis de Lactato e Valores de Hematócrito  

 

Os animais submetidos a ME exibiram aumento significativo na PAM, 

imediatamente após a insuflação do balão. Em seguida, houve queda para 

valores muito abaixo da linha basal e com subsequente elevação para valores 

próximos ao grupo FO 60 minutos após ME. Apenas animais do grupo FO, não 

demonstraram mudança na PAM. Não houve diferença entre os grupos após 

os 60 minutos de indução da ME (Figura 1).  

Não houve diferenças significativas nos gases de sangue arterial, lactato 

e hematócrito no início do estudo e aos 180 minutos após a indução da ME 

(dados anexos). Ao final dos experimentos os grupos tratados com solução 

hipertônica sofreram aumento significativo no sódio plasmático em relação ao 

basal (SH1 152,3±2,1; 159,0±0,8 mmol/L) e (SH60 150,1±1,1; 157,6±1,0 mmol/L). 

 
FO = grupo falso operado (n=13); CO = grupo controle (n=15); SH1 = grupo salina 
hipertônica imediatamente após a ME (n=13); SH60 = grupo salina hipertônica 60 min 
após ME (n=17). Os valores representam a média ± EPM. * p <0,05 versus FO. 
 

Figura 1 - Pressão Arterial Média 
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4.2  Perfusão mesentérica, fluxo sanguíneo e expressão de 

óxido nítrico sintase endotelial e endotelina-1  

 

Conforme ilustrado na Figura 2a, o grupo CO mostrou uma diminuição 

significativa na proporção de pequenos vasos perfundidos (<30 μm de 

diâmetro), quando comparado ao grupo FO (CO=46%; FO=74%). A solução 

hipertônica foi capaz de restaurar a proporção de pequenos vasos perfundidos 

em ratos tratados imediatamente após ME (SH1=71%). Não houve diferenças 

no fluxo sanguíneo mesentérico entre os grupos (Fig. 2b). As fotomicrografias 

representativas estão incluídas na Figura 2c.  

 
 

 

 

 

 

 

 

FO = grupo falso operado (n=12); CO = grupo controle (n=16); SH1 = grupo salina 
hipertônica imediatamente após a ME (n=5); SH60 = grupo salina hipertônica 60 min após 
ME (n=5). Os valores representam a média ± EPM. *p=0,0039 FO versus CO; #p=0,00184 
SH1 versus CO. 
 

Figura 2 - Porcentagem de pequenos vasos perfundidos (a), fluxo sanguíneo (b) 

na microcirculação mesentérica e fotomicrografias (c) 
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As análises da expressão gênica de eNOS e endotelina-1 não 

apresentaram diferenças entre os grupos conforme ilustrado nas Figuras 3a e 

3c, respectivamente. Em contraste, a expressão proteica para eNOS aumentou 

significativamente em ratos tratados com solução hipertônica, imediatamente 

após ME (SH1) ou 60 minutos depois (SH60), em comparação com os valores 

do grupo CO (Fig. 3b). Resultados semelhantes foram observados quanto à 

expressão proteica de endotelina-1 em microvasos do mesentério (Fig. 3d). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FO = grupo falso operado; CO = grupo controle; SH1 = grupo salina hipertônica 
imediatamente após a ME; SH60 = grupo salina hipertônica 60 min após ME. Os valores 
representam a média ± EPM de 8 a 10 animais por grupo em relação aos valores de ratos 
naïves (PCR em tempo real), 03 amostras por rato com 04 ratos por grupo (imuno-
histoquímica). ENOS: *p=0,0058 SH1 versus CO; †p<0,0001 SH60 versus CO. Endothelin-1: 
#p<0,0001 SH1 versus CO; ɸp=0,0037 SH60 versus CO. 
 

Figura 3 - Quantificação da expressão gênica de eNOS e endotelina-1 (a, c) e 

expressão de proteica (b, d) 
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4.3  Avaliação das interações leucócito-endotélio e expressão 

das moléculas de adesão na microcirculação mesentérica  

 

Conforme resumido na Tabela 1, as interações leucócito-endotélio foram 

analisadas em vênulas pós-capilares com diâmetros semelhantes entre os grupos. 

Relativamente aos valores observados no grupo FO, os ratos submetidos a ME e 

tratados com solução salina isotônica (CO) exibiram um aumento no número de 

células rolantes e leucócitos migrados. Em contrapartida, ratos tratados com 

solução hipertônica imediatamente após ME (SH1) mostraram uma redução geral 

nas interações leucócito-endotélio, incluindo números de leucócitos rolantes, 

aderidos e migrados. Quando o tratamento foi administrado 60 minutos após o 

início da ME (SH60), os animais exibiram um número reduzido de leucócitos 

rolantes e migrados em relação ao grupo CO (Tabela 1).  

 

Tabela 1 - Interações leucócito-endotélio na microcirculação mesentérica 

 FO CO SH1 SH60 Valor-p 

Diâmetro do vaso (µm) 21,3±1,7 21,9±1,8 21,3±2,0 21,2±2,0 0,6341 

Rolantes 

leucócitos/3min  
51,0±4,0* 133,0±12,0 84,0±16,0# 42,0±6,0† 0,0001 

Aderidos 

leucócitos/100μm 

comprimento vênula 

2,9±0.2 4,2±0,4 2,5±0,5# 3,6±0,3 0,0254 

Migrados 

leucócitos/5,000μm2  
2,3±0,2* 3,4±0,1 2,3±0,1# 2,4±0,2† 0,0034 

FO = grupo falso operado (n=5); CO = grupo controle (n=10); SH1 = grupo salina 
hipertônica imediatamente após a ME (n=9); SH60 = grupo salina hipertônica 60 min após 
ME (n=5). Os valores representam a média ± EPM. FO versus CO: leucócitos rolantes 
*p=0,0015 e células migradas *p=0,0063; SH1 versus CO: leucócitos rolantes #p=0,0250, 
células aderidas #p=0,0031 e células migradas #p=0,0085; SH60 versus CO: leucócitos 
rolantes †p=0,0004 e células migradas †p=0,0152. 
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Em relação à expressão de moléculas de adesão endotelial, observou-

se redução da expressão de P-selectina em microvasos mesentéricos no grupo 

SH60 em comparação com o grupo CO (Fig. 4a). A expressão de ICAM-1 no 

endotélio aumentou significativamente em ratos submetidos a ME e tratados 

com solução salina normal (CO). Em contraste, os ratos tratados com solução 

hipertônica expressaram menos ICAM-1, como observado em ambos os 

grupos SH1 e SH60 (Fig. 4c). As fotomicrográficas representativas são 

apresentadas nas Figuras 4b e 4d. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FO = grupo falso operado; CO = grupo controle; SH1 = grupo salina hipertônica 
imediatamente após a ME; SH60 = grupo salina hipertônica 60 min após ME. Os valores 
representam a média ± EPM para 03 amostras por animal e 04 ratos por grupo. 
P-selectina: #p=0,0299 SH60 versus CO. ICAM-1: *p<0,0001 FO versus CO; †p=0,0010 
SH1 versus CO; p=0,0089 SH60 versus NS. 
 

Figura 4 - Imuno-histoquimica para expressão proteica de P-selectina (a, b) e 

ICAM-1 (c, d) nos microvasos mesentéricos 
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4.4  Contagem de células do sangue  

 

Conforme resumido na Tabela 2, não houve diferenças nas contagens de 

leucócitos totais e diferenciais no momento basal entre os grupos. Um aumento 

nos leucócitos totais foi observado em ratos FO 180 min após trepanação, 

devido ao aumento dos números de granulócitos. Em contraste, não houve 

alteração na contagem total de leucócitos nos grupos submetidos à ME, tratados 

com salina normal ou solução hipertônica. Observou-se uma redução 

significativa na contagem de linfócitos nos grupos submetidos à ME, sem 

alteração nos números de granulócitos nos grupos CO e SH60; já o grupo SH1 

apresentou aumentos significativos na contagem de granulócitos. Além disso, 

observou-se uma redução significativa no número de plaquetas nos grupos 

submetidos à ME, tratados com salina normal ou solução hipertônica. Não foram 

observadas alterações nas contagens de eritrócitos entre os grupos (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Contagem de células do sangue 

  Leucócitos Plaquetas Eritrócitos 

  Total Linfócitos Monócitos Granulócitos   

  x10
3
/mm

3
 x10

3
/mm

3
 x10

6
/mm

3
 

FO 
basal 19,7 ± 1,6 11,5 ± 0,8 0,8 ± 0,1 7,4 ± 0,8 1319 ± 79 8,2 ± 0,3 

180min 37,5 ± 4,8
#
* 8,5 ± 1,2 1,6 ± 0,2 28,9 ± 4,0

#
* 1129 ± 77 7,3 ± 0,3 

CO 
basal 16,2 ± 1,1 9,3 ± 0,6 0,6 ± 0,1 6,4 ± 0,6 1258 ± 57 8,0 ± 0,2 

180min 16,8 ± 1,1 5,9 ± 0,4
#
 0,5 ± 0,1 10,4 ± 0,9 887 ± 58

#
 8,0 ± 0,2 

SH1 
basal 19,0 ± 1,6 11,0 ± 0,9 0,6 ± 0,1 7,4 ± 1,0 1293 ± 45 8,5 ± 0,2 

180min 21,7 ± 1,3 5,8 ± 0,2
#
 0,7 ± 0,1 15,2 ± 1,3

#
 933 ± 46

#
 8,0 ± 0,2 

SH60 
basal 19,8 ± 1,7 10,7 ± 0,6 0,7 ± 0,1 8,4 ± 1,2 1371 ± 81 8,2 ± 0,1 

180min 17,5 ± 1,6 5,6 ± 0,6
#
 0,5 ± 0,1 11,4 ± 1,2 1064 ± 54

#
 7,7 ± 0,2 

FO = grupo falso operado (n=10); CO = grupo controle (n=14); SH1 = grupo salina 
hipertônica imediatamente após a ME (n=13); SH60 = grupo salina hipertônica 60 min após 
ME (n=17). Os valores representam a média ± EPM. #p<0,05 versus valores basais; *p<0,05 
FO versus outros grupos aos 180 minutos. 
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4.5  Concentração sérica de citocinas, quimiocina e corticosterona 

 

Observou-se um aumento significativo na concentração sérica de TNF-α 

no grupo CO em comparação com o grupo FO; não houve alterações 

nas  concentrações de IL-1β, IL-10 e CINC-1 entre os grupos (Tabela 3). 

Em relação aos valores alcançados no grupo FO, as concentrações séricas de 

corticosterona foram marcadamente reduzidos nos grupos submetidos à ME. 

(Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Dosagens de citocinas, quimiocinas e corticosterona no soro 

 FO CO SH1 SH60 Valor-p 

TNF-α (pg/mL) 4,6 (3-19) 25,2 (5-280)* 17,9 (7-70) 14,1 (4-31) 0,030 

IL-1β (pg/mL) 0 (0-63) 0 (0-340) 0 (0-178) 2,7 (0-27) 0,750 

IL-10 (pg/mL) 0 (0-21) 0,28 (0-209) 0 (0-105) 31 (0-66) 0,103 

CINC-1 (pg/mL) 211 (158-466) 309 (74-640) 257 (120-350) 228 (132-306) 0,817 

Corticosterona 

(pg/mL) 
1440 (957-5000) 151 (50-653)* 164 (55-561)* 288 (36-889)* 0,0009 

FO = grupo falso operado (n=8); CO = grupo controle (n=7); SH1 = grupo salina hipertônica 
imediatamente após a ME (n=7); SH60 = grupo salina hipertônica 60 min após ME (n=7). 
Os valores representam a mediana e o intervalo de confiança. *p<0,05 versus FO. 

 

 



 

 

 

5  Discussão 
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Estudos que buscam melhorar a qualidade dos órgãos para o 

transplante, por meio da manutenção adequada de potenciais doadores, 

desempenham um importante papel na tentativa de reduzir a distância entre a 

necessidade e o número de transplantes realizados. O presente estudo buscou 

avaliar os efeitos da solução salina hipertônica na microcirculação mesentérica 

após a ME. Os resultados obtidos evidenciaram efeitos benéficos da solução 

hipertônica nos animais submetidos a ME, sendo capaz de melhorar a perfusão 

da microcirculação mesentérica, aumentar a expressão proteica de 

componentes do metabolismo do óxido nítrico e reduzir a inflamação no tecido 

mesentérico pela diminuição da interação leucócito-endotélio. Os efeitos 

observados, cuja ocorrência nos diversos órgãos e tecidos pode ter níveis 

variáveis de expressão, representam uma perspectiva positiva para a melhor 

preservação dos órgãos em potenciais doadores em ME.  

 Os valores de PAM e fluxo sanguíneo mesentérico não apresentaram 

alterações significativas com o uso da solução hipertônica durante 180 min 

após a ME. A capacidade de expansão volêmica da solução hipertônica não 

produziu efeito na PAM, provavelmente pela ausência de vasoconstricção 

reflexa, a qual é regulada pela estimulação neural. Entretanto, o tratamento 

com solução hipertônica mostrou-se eficaz em reestabelecer a perfusão da 

microcirculação mesentérica, principalmente em animais tratados precocemente. 

Os animais tratados tardiamente apresentaram aumento na perfusão, mas sem 

significância estatística, dados que corroboram com os relatos prévios na 

presença de choque hemorrágico ou sépsis (29,40,41).  

O comprometimento da perfusão microcirculatória após a ME 

apresentado neste estudo, soma-se aos dados descritos anteriormente em 
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fígado, pâncreas e mesentério (10,22,23). Neste sentido, o período de baixa 

perfusão desencadeada pela ME pode gerar edema sobre as células 

endoteliais e eritrócitos, resultando em maior viscosidade e resistência 

hidráulica. A administração de solução hipertônica, por sua vez, resulta no 

aumento da pressão oncótica e da força osmótica no plasma. Esta mudança de 

fluido tem importantes consequências hemodinâmicas sobre a microcirculação, 

como melhora da viscosidade sanguínea, melhora do fluxo sanguíneo, 

diminuição de edema de células endoteliais e eritrócitos, levando a 

recuperação do lúmen vascular e restauro da flexibilidade dos eritrócitos, 

facilitando assim, sua passagem através da rede microcirculatória (31). 

A solução hipertônica também atua diminuindo a formação de agregados 

leucócito-plaquetários (29), que podem estar relacionados ao comprometimento do 

fluxo na rede microcirculatória. 

Na tentativa de entender o comprometimento da microcirculação, 

procuramos investigar possíveis mecanismos envolvidos. Para tanto, avaliamos 

as expressões proteica e gênica de eNOS, molécula sintetizada pelas células 

endoteliais, responsável pela geração de NO vascular, atuando principalmente 

como vasodilatador. Também foram avaliados os peptídeos da endotelina-1, 

que promovem constricção dos vasos sanguíneos e estão armazenados nos 

corpos de Weibel-Palade. O equilíbrio entre estas duas moléculas representa 

papel fundamental na homeostase vascular. Conforme dados apresentados 

neste estudo, a ME não alterou as expressões gênica e proteica para ambas 

as moléculas, levantando-se a hipótese de que este não parece ser o 

mecanismo envolvido no comprometimento da perfusão após a ME. Entretanto, 

os animais tratados com solução hipertônica apresentaram aumento 
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significativo na expressão proteica de eNOS e endotelina-1, demonstrando 

efeitos positivos de sua administração com relação ao metabolismo do óxido 

nítrico. Estes efeitos com relação à perfusão da microcirculação mesentérica 

podem estar ligados ao mecanismo de regulação destas moléculas. Molnár et 

al.(2011) demonstraram aumento concomitante das moléculas de eNOS e 

endotelina-1 após o tratamento com solução hipertônica, sugerindo que o efeito 

benéfico dela sobre a circulação é dependente do metabolismo do óxido 

nítrico.  Bourque et al.(2011) sugerem que o equilíbrio entre as moléculas de 

eNOS e endotelina-1 é crítico para a função vascular e o seu desequilíbrio 

pode determinar o aparecimento de doenças cardiovasculares. 

Na presença da ME, estudos a respeito da interação leucócito-endotélio 

demonstram que ela leva ao aumento da expressão das glicoproteínas nas 

células endoteliais, como P-selectina e ICAM-1, e consequentemente a maior 

ativação celular (10,44). Recentemente, Menegat et al.(2017) descreveram que 

leucócitos na medula óssea não apresentam expressão das glicoproteínas 

após a ME, demonstrando a ausência de ativação celular em nível sistêmico.  

Como a expansão de volume gerada pela solução hipertônica dentro do 

espaço intravascular pode gerar o aumento da força de arraste, diminuindo 

assim o deslocamento dos leucócitos da zona axial para a periferia do vaso, 

pode levar a consequente diminuição da ativação celular em nível local, pelo 

menor contato entre as células leucocitárias e endoteliais, situação corroborada 

pelos dados apresentados neste estudo. 

Outro aspecto importante se refere a interrupção do eixo hipotálamo-

hipófise-adrenal desencadeado pela ME, que leva à queda do hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH) (8), responsável pela síntese de outros hormônios 
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como glicocorticoides. Estes hormônios desempenham um importante papel na 

ativação das células endoteliais, regulando a expressão de moléculas de 

adesão, como ICAM-1 e ICAM-2 (9). Neste sentido, o aumento da ativação das 

células endoteliais desencadeadas pela ME pode estar diretamente 

relacionado à diminuição da concentração de corticosterona e ao aumento de 

citocinas pró-inflamatórias como TNF-α. No presente estudo, todos os animais 

submetidos a ME apresentaram queda significativa na concentração de 

corticosterona, corroborando com os dados de Simas et al. (2012).  

Ainda com relação à interação leucócito-endotélio,  aumento da ativação 

das células endoteliais e distúrbios da microcirculação podem gerar a 

marginação dos leucócitos, que passam a rolar sobre a superfície da parede do 

vaso interagindo com as células endoteliais por meio das selectinas (E e P) (12). 

Posteriormente, permitem uma firme adesão entre os ligantes do leucócito 

(CD18/CD11) e os receptores da superfamília de imunoglobulinas (ICAM-1, 

ICAM-2) sobre as células endoteliais (13), finalizando com a migração de células 

para os tecidos. Com relação à ME, os dados apresentados demonstram o 

aumento das interações leucócito-endotélio, confirmado pelo aumento no 

número de leucócitos rolantes e leucócitos migrados, acompanhados por 

intensificação da expressão de ICAM-1 e aumento na concentração de TNF-α. 

Em contraste à resposta desencadeada pela ME, o tratamento com solução 

hipertônica, demonstrou ser eficaz em diminuir a expressão de ICAM-1, 

reduzindo, assim, o número de leucócitos rolantes e migrados. Os dados 

apresentados neste trabalho ainda evidenciam que o tratamento precoce com 

solução hipertônica foi capaz de diminuir o número de leucócitos aderidos. 

Este achado aparentemente não está relacionado ao aumento do número de 
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leucócitos circulantes, uma vez que o grupo FO apresentou leucocitose, 

principalmente devido à neutrofilia, também apresentada pelo grupo SH1. 

Além  disso, os dados deste estudo mostraram que animais tratados com 

solução hipertônica não apresentaram diferenças na concentração de TNF-α 

em relação ao grupo FO. 

Quanto à preservação da função dos diversos órgãos e tecidos, o 

aumento da migração celular está diretamente relacionado a ocorrência de 

disfunção orgânica. Acredita-se que essa inapropriada interação leucócito-

endotélio promova a liberação de proteases, radicais livres de oxigênio, 

contribuindo para lesão da microvasculatura e edema tecidual (29). 

Neste sentido, a solução salina hipertônica tem sido eficaz na modulação da 

disfunção da microcirculação e na preservação funcional em animais 

submetidos à obstrução intestinal, diminuindo a expressão de P-selectina, 

ICAM-1 e a interação leucócito-endotélio, com consequente melhoria da 

sobrevida (33).  

Diante dos dados apresentados, foi possível se demonstrar que a 

solução salina hipertônica a 7.5% é capaz de melhorar a perfusão tecidual e de 

modular a ativação das células endoteliais após a ME.  Tendo em vista que ela 

foi capaz de influenciar significativamente a resposta inflamatória, mesmo 

quando administrada tardiamente, abre-se uma perspectiva importante para 

incorporação de seu uso no cuidado dos potenciais doadores, melhorando a 

qualidade e a quantidade de órgãos a serem captados para transplante.

 



 

 

 

6  Conclusões 
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Com base nos resultados obtidos, é possível concluir que a 

administração de solução hipertônica após a indução da ME em ratos: 

 

 Melhora a perfusão da microcirculação mesentérica, sem alterar o 

fluxo sanguíneo sistêmico e regional;   

 Altera positivamente o metabolismo do oxido nítrico; 

 Reduz a interação leucócito-endotélio, com diminuição da expressão 

das moléculas de adesão endotelial, resultando em menor migração 

celular para o tecido mesentérico; 

 Não altera significativamente as concentrações séricas de citocinas 

inflamatórias. 

 



 

 

 

7  Anexos 
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Tabela da gases sanguíneos, ácido base, potássio e lactato 

  FO CO SH1 SH60 
 

pH  

Basal 7,48 ± 0,01 7,49 ± 0,02 7,50 ± 0,01 7,53 ± 0,02  

180min 7,3 0± 0,02 7,39 ± 0,03 7,35±0,03 7,34 ± 0,04 
 

       

pCO2 

(mmHg) 

Basal 27 ± 1,1 25 ± 1,5 25 ± 0,7 22 ± 1,9  

180min 38 ± 2,6 35 ± 3,9 38 ± 3,3 39 ± 5,7 
 

       

pO2 

(mmHg) 

Basal 294,1 ± 36,0 311,5 ± 23,6 261,1 ± 32,3 330,3 ± 31,4  

180min 280,3 ± 22,0 278,4 ± 28,1 272,6 ± 35,4 257,3 ± 23,7 
 

       

HCO3 

(mmol/L) 

Basal 19,7 ±  0,5 18,4 ± 0,7 19,5 ± 0,6 18,0 ± 0,6  

180min 17,9 ± 0,7 19,6 ± 0,9 19,7 ± 0,8 18,8 ± 1,0 
 

       

ABEe 
(mmol/L) 

Basal -2,0 ± 0,5 -3,0 ± 0,9 -1,7 ± 0,7 -2,4 ± 0,3  

180min -7,4 ± 0,5 -4,3 ± 0,7 -4,9 ± 0,6 -6,0 ± 0,4 
 

       

Potássio 
(mmol/L) 

Basal 3,5 ± 0,1 3,8 ± 0,2 3,9 ± 0,3 3,6 ± 0,1  

180min 4,3 ± 0,2 4,3 ± 0,2 4,1 ± 0,1 4,2 ± 0,1  

       

Lactato 
(mmol/L) 

Basal 2,5 ± 0,2 3,1 ± 0,2 2,9 ± 0,3 3,6 ± 0,3  

180min 2,9 ± 0,3 1,8 ± 0,4 1,3 ± 0,2 1,5 ± 0,2  
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