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Resumo

Magalhdes D.M. Estudo dos efeitos da solugdo salina hipertonica sobre a fungdo e
alteragoes do tecido cardiaco em modelo de morte encefalica em ratos [Tese]. Sao

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo,; 2017.

INTRODUCAO: O transplante cardiaco é o melhor tratamento para a insuficiéncia
cardiaca em sua fase terminal. A morte encefalica (ME) ¢ responsavel por causar
instabilidade hemodinamica e hipoperfusao tecidual, levando a alteragdes
inflamatorias e disfuncdo miocardica em potenciais dadores de 6rgdos. A solucgdo
salina hipertonica (SH) ¢ um expansor de volume plamatico capaz de restaurar a
hemodinamica, além de ter efeito imunomodulador. OBJETIVO: Em um modelo de
ME, testamos a hipotese de que o tratamento com SH previne a disfungdo do
ventriculo esquerdo (VE) e a lesdo miocardica. METODOS: A ME foi induzida em
ratos Wistar anestesiados pela insuflagdo de um cateter baldo implantado no espago
subdural, exceto nos animais falso-operados (FO; n = 6). Apds a inducdo da ME, os
animais controle receberam apenas solugdo salina convencional (controle; n = 6). Os
animais tratados foram divididos aleatoriamente para receber SH (NaCl a 7,5%, 4
mL / kg) 1 min (SH1; n = 6) ou 60 min (SH60; n = 6) ap6s indu¢do da ME. A fungdo
cardiaca foi avaliada continuamente durante 6 h, pela andlise da curva pressao-
volume no VE. Os marcadores de lesdo miocardica, resposta inflamatoria e as
proteinas relacionadas a apoptose celular foram dosados no soro ou em fragmentos
de tecido cardiaco por imuno-histoquimica ou ensaio-imuno-enzimatico, quando
apropriado. RESULTADOS: A ME associou-se a diminui¢ao da fungdo sistolica do
VE, quando comparada ao grupo FO. A utilizagdo de SH apds a inducdo de ME

provocou melhora da funcgdo sistélica do VE (pressdo sistolica final, velocidade
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maxima de elevacao da pressao no VE, volume sistélico, fragdo de ejegdo, trabalho
sistolico e débito cardiaco) 6 h mais tarde, quando comparado ao controle. No
entanto, ndo foram observadas vantagens em relagdo ao relaxamento ventricular
(velocidade maxima de queda da pressio no VE e tempo de relaxamento
isovolumétrico - Tau) apoés o mesmo periodo. Além disso, quando comparado aos
grupos em que houve ME, o tratamento com SH aumentou a expressao de proteina
anti-apoptotica e diminuiu a expressao de moléculas de adesdo vascular e fator de
necrose tumoral alfa. Nao foram observadas alteragdes histologicas ou de proteinas
estruturais significativas entre os grupos. CONCLUSAO: Os dados mostram que a
SH melhora a fungao sistolica do VE e reduz o dano ao tecido miocardico em ratos
submetidos a ME, mesmo quando o tratamento foi realizado durante o processo

desencadeado por este evento.

Descritores: Morte encefalica, solugdo salina hipertonica, fun¢do ventricular,

inflamagao, apoptose, ratos Wistar.
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Abstract

Magalhdes D.M. Study of hypertonic saline solution effects on cardiac function and
tissue changes in a rodent brain death model [Thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2017.

BACKGROUND: Heart transplantation represents the most effective treatment for
end-stage heart failure. Brain death (BD) is responsible for hemodynamic instability
and organ hypoperfusion leading to inflammatory changes and myocardial
dysfunction in potential organ donors. Hypertonic saline (HS) is a volume expander
capable of restoring hemodynamics in addition to having an immunomodulatory
effect. OBJECTIVE: In a rat model of BD, we tested the hypothesis that treatment
with HS would prevent left ventricular (LV) dysfunction and myocardial injury.
METHODS: BD was induced in anesthetized Wistar rats by inflating a subdurally
placed balloon catheter, except in Sham operated animals (n=6). After BD induction,
control animals received only common saline solution (n=6). Treated animals were
randomly divided to receive HS (7.5% NaCl, 4mL/kg) 1 min (HS1; n=6) or 60 min
(HS60; n=6) after BD induction. We continuously assessed cardiac function for 6h
by LV pressure—volume analysis. Inflammatory response, markers of myocardium
injury and cellular apoptosis related proteins were investigated in serum or tissue
fragments by immunohistochemistry or enzyme-immune-assay when appropriated.
RESULTS: Compared with Sham, BD was associated with decreased LV systolic
and diastolic function. HS treatment after BD induction improved LV systolic
function (end-systolic pressure, maximum rate of rise of LV pressure, stroke volume,
ejection fraction, systolic work and cardiac output) 6h later when compared with

Control. However, no ventricular relaxation advantages were observed (maximum
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rate of fall of LV pressure and time constant of LV pressure decay — Tau) after the
same time. In addition, compared with BD groups HS treatment increased anti-
apoptotic protein expression and decreased vascular adhesion molecule and tumor
necrosis factor alfa expression. No significant histologic or structural proteins
changes were observed between groups. CONCLUSION: Observed data show that
HS improves LV systolic function and reduces myocardial tissue compromise in BD
rats, even when the treatment was performed during the process triggered by this

event.

Descriptors: Brain death; saline solution, hypertonic; ventricular function;

inflammation; apoptosis; rats, wistar.
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A insuficiéncia cardiaca ¢ uma condigdo clinica com alta prevaléncia e
morbi-mortalidade, cujas internagdes hospitalares recorrentes estdo associadas a
diminui¢do da qualidade de vida'?. Em detrimento dos recentes avancos
terapéuticos, incluindo o uso de novos medicamentos e dispositivos™, o transplante
cardiaco permanece como a melhor opg¢do terap€utica em seu estagio terminal, com
sobrevida média de 10 anos®*. A qualidade do enxerto, a auséncia de comorbidades
no receptor ¢ o acesso adequado ao tratamento sdo os principais fatores envolvidos
no sucesso do transplante®’. De acordo com o Registro da Sociedade Internacional
para Transplante de Coracdo e Pulmao, o nimero de transplantes cardiacos manteve-
se estavel na Gltima década, apesar da demanda crescente®. A principal limitagdo
para sua realizacao consiste no nimero reduzido de doagdes e na baixa qualidade dos
enxertos disponiveis™”.

Antes do final do século XIX, a perda irreversivel da funcdo cardiaca e
pulmonar definia morte, porém em 1947, quando Claude Beck realizou a primeira
desfibrilacdo de um coragdo humano bem-sucedida, abriram-se caminhos para varias
descobertas que culminaram na definicdo atual de morte encefalica (ME)®. Os
estudos de Mollaret e Goulon apud Snodgrass’ sobre o coma, em 1959, ¢ a
realizacdo do primeiro transplante cardiaco, na Africa do Sul, em 1967, destacaram a
necessidade de definir critérios mais especificos para determinagio do coma®,
fazendo com que a Faculdade de Medicina de Harvard organizasse um comité para
estabelecer critérios relativos ao coma irreversivel’.

Bates et al.'® estudaram a rapida deterioragdo organica provocada pela ME,
observando que 88% dos individuos com esse diagnostico, quando mantidos sob

suporte intensivo, evoluiam para parada cardiaca em até 24 horas; verificaram ainda,
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que todos chegavam a essa condicdo em no maximo 5 dias. Tal fato tem relevancia
clinica, visto que mais de 25% dos potenciais doadores podem ser excluidos do
transplante, devido a instabilidade hemodinamica ou disfunc¢ao organica, provocada
pela ME*>. A partir de entdo, houve um crescente interesse na fisiopatologia dessa
condicdo e suas consequéncias, o que impulsionou a pesquisa envolvendo o
transplante de 6rgaos.

Em 1901, o neurocirurgidao americano Harvey Cushing descreveu um
reflexo caracterizado por hipertensdo, bradicardia e alteragao respiratoria, provocado
pela elevagdo excessiva da pressdo intracraniana (reflexo de Cushing)“. Muitos anos
depois, com o advento do transplante cardiaco, surgiram os primeiros e classicos
estudos, inicialmente desenvolvidos por Novitzky et al. 12, em um modelo bem
estabelecido de ME em babuinos. Eles observaram que a insuflagao de um cateter
baldo no espaco intracraniano produzia a ME, causando elevagdo subita e efémera da
pressdo arterial média e da frequéncia cardiaca, consequente a lesdo do tronco
cerebral e a intensa ativagdo simpatica, com liberagdo de grande quantidade de
catecolaminas. Apos esta perturbagdo inicial, estes parametros apresentam declinio
progressivo, recuperando-se parcialmente cerca de 1 h depois'>'*. Desde entio, a ME
¢ estudada exaustivamente por este método'*. Além das alteragdes hemodinamicas, a
ME  também  provoca  distirbios neuro-enddcrinos, inflamatérios e

microcirculatérios' !

. Estas alteragdes fisiopatologicas constituem-se, até hoje, em
desafio a adequada preservagdo de oOrgdos para o transplante de maneira geral,
especialmente para o transplante pulmonar e cardiaco, visto que sdo os primeiros

6rgdos a se deteriorar neste cenario™. Estudos experimentais em animais com ME

confirmam menor sobrevida dos individuos que receberam enxertos de coragado,
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pulmao, rins e figado, em detrimento daqueles que os obtiveram de doadores vivos,
demonstrando que a ME provoca um ambiente deletério para os 6rgaos e sistemas,
sendo responsavel pela falha de muitos enxertos'*'”.

Alguns métodos mais elaborados de monitorizagdo hemodindmica foram
desenvolvidos nos ultimos anos, inclusive para pequenos animais, como a utilizacao
de cateter de microcondutancia, capazes de informar continuamente as variagdes de
pressio e volume intraventriculares, possibilitando uma analise mais precisa'®.
Utilizando-se dessa tecnologia, Shiliang et al. '’ estabeleceram um modelo “in vivo”
de ME, em ratos, para analisar sua influéncia na funcao cardiaca, demonstrando
piora progressiva da funcdo ventricular esquerda no decorrer de 5 horas. Além disso,
constataram que, quanto maior o tempo decorrido de ME, pior a recuperagao do
orgdo apods o transplante. A andlise dessas curvas proporcionou melhor entendimento
dos fenomenos envolvidos na ME, possibilitando identificar parametros
hemodinamicos relacionados diretamente a contratilidade, dependentes ou niao do
enchimento ventricular e de sua pos-carga, a medida que alguns tratamentos
propostos pudessem ser empregados.

O evento central no processo de deterioracdo da ME ¢ a perda da regulagao
neural, particularmente simpatica dos vasos periféricos, levando a queda abrupta da
resisténcia vascular (p(’)s—carga)lg. Consequentemente, ha diminuicao progressiva da
pressdo arterial e da pressdo de perfusdo coronariana, que associada a inflamacdo,
alteracdo da microcirculagdo e deple¢do hormonal, causam a disfuncdo
miocardica'>"®. Galinanes at al. " demonstraram, em roedores, que a explantagdo e a

perfusdo “ex-vivo” do coracdo podia reverter a disfuncdo causada pela ME,

recuperando a funcdo cardiaca aos mesmos niveis dos animais controle. Em outros
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estudos subsequentes, em que se utilizou modelo canino de circulacao cruzada, cujas

pressdes de enchimento cardiaco foram mantidas constantes e adequadas, postulou-
se que os fatores humorais e neurais sdo corresponsaveis pela “reagdo inicial de
Cushing”, apds indugdo de ME, e que a combinagao de ambos os fatores € capaz de
causar a reacdo maxima>’. Nesse mesmo modelo, observou-se que, se as condicoes
de pressdo coronariana e enchimento cardiaco fossem mantidas normais, nenhuma
ou minima disfuncdo cardiaca acontecia, independentemente da intensidade da
reacdo inicial®.

O mecanismo celular envolvido na lesdo miocardica ainda precisa ser
esclarecido e inclui redug¢do da afinidade de proteinas contrateis pelo calcio,
diminuicao da liberacdo de calcio intracelular e reducdo da ativagdo dos canais de
calcio mecano-sensiveis'>. Embora haja evidéncias fortes dos efeitos diretos das
condi¢cdes de enchimento e pods-carga na funcdo contratil, a correlacdo entre a
perfusdo coronariana e a contratilidade ¢ mais complexa. A propria limitacdo do
suprimento de oxigénio, devido a diminui¢do de pressdo de perfusdo coronariana,
pode provocar reducdo adicional da contratilidade, causando um estado auto-
regulatério negativo que culmina em disfungdo ventricular'>. Herijgers et al. *'
mostraram em seu estudo que o endotélio das artérias coronarias de caes em ME esta
mais sujeito ao vasoespasmo, podendo contribuir para lesdo miocardica direta.

Além das alteracdes macro-hemodinamicas e na homeostase hormonal,
estudo realizado com ratos em ME identificou alteracdes na microcirculacdo do
figado, com dano celular e comprometimento da fung¢do hepética22’23. As mudancas
na microcirculacdo observadas sdo caracterizadas por falha na perfusdo sinusoidal,

ativacdo da interagdo leucdcito-endotélio nas veias sinuséides e redugdo da perfusao
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microvascular”. Alteracdes semelhantes também sdo observadas no péncreas®’ e
rins”. Estudo com microscopia intravital, um método capaz de analisar a
microcirculagdo “in vivo”, demonstrou que a ME também produz diminui¢ao do
fluxo mesentéric026, com aumento da inflama¢do, traduzido por aumento da
expressdao de moléculas de adesdo intercelular (ICAM-1) e vascular (VCAM-1),
citocinas inflamatorias, além de reducdo dos niveis séricos de corticosterona®®?’.

Ha outros fatores associados a lesdo tecidual na ME como: baixos niveis
plasmaticos de horménios tireoideanos'***?, hormoénio antidiurético™" e
corticosterona30; e elevados niveis de catecolaminas, endotelina, renina e
angiotensina II*°, que sdo hormdnios vasoconstrictores. A ME pode induzir resposta
inflamatéria sistémica pela liberagdo de mediadores circulantes pelo cérebro
isquémico e pela liberacdo maciga de hormdnios vasoconstrictores, que causam
metabolismo anaerébio e inducdo inflamatdria de células endoteliais, provocadas
pelo aumento das forgas de cisalhamento, e por indugio de isquemia®'. Ha ativago
de genes ligados 4 inflamagdo nos diferentes drgdos>>, com elevagio importante de
citocinas inflamatdrias, como o fator de necrose tumoral alfa (FNT- a), interleucina-
1-B (IL-1P), interleucina-6 (IL-6)*"***, além de aumento da expressdo de moléculas
de adesio leucocitaria (ICAM-1) e (VCAM-1), E-sclectina e P-selectina®*’~".
Alguns estudos mostram que ha elevagdo consideravel de mediadores inflamatorios
em 6rgdos que falharam como enxerto, correlacionando diretamente inflamacgdo e

3336 Em modelos de ME, confirmou-se inflamacio

lesdo organica no transplante
tecidual, caracterizada por aumento de infiltrado celular inflamatoério, incluindo

. .~ : 37,38
macrofagos e leucdcitos polimorfonucleares """ (PMN).
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Em consequéncia da resposta inflamatdria sist€émica na ME, observa-se
ativacdo dos genes relacionados a apoptose, com aumento, por exemplo, da
expressdo de Caspase-3. Por outro lado, ha diminui¢ao da expressdo de proteinas
anti-apoptoticas como a Bcl-2, entre outras®*. Alguns marcadores de necrose
miocardica como a troponina, ou proteinas como a alfa-actina, que sao proteinas
estruturais cardiacas’, podem estar elevadas no coragdo de doadores com disfungao
do enxerto e servem para avaliar o risco de faléncia primaria dos mesmos, podendo
ser (teis na detecgdo de lesdo tecidual***.

A partir de varios estudos, observamos que, provavelmente, a disfuncao
organica que se segue a ME tem causa multifatorial, ou seja, ¢ consequéncia de
alteracdes hemodinamicas, reacdo inflamatoria, alteracoes microcirculatorias e
neuro-humorais no potencial doador de érggos'’.

Estudos com solu¢do salina hipertonica (SH) apareceram a partir da
necessidade de reposi¢do rapida de fluidos em situagdes de emergéncia como, por
exemplo, no choque hemorragico*’. Por conseguinte, foram descobertas suas
propriedades hemodinamicas, microcirculatorias e anti-inflamatorias, que ampliaram
as possibilidades de sua utilizagio®. Traverso et al.** compararam os efeitos da
administracao de varias concentragdes de cloridrato de sodio (0,9; 5; 7,5 ¢ 10%) em
porcos anestesiados e submetidos a hemorragia severa. Eles concluiram que 14
mL/kg da solu¢dao 7,5% de cloreto de sédio produz um resultado significantemente
melhor nas taxas de sobrevida, comparados as outras concentragdes estudadas. Em
contraste, o uso da solucdo a 10% associa-se a morte precoce, que pode ter sido

decorrente de inotropismo negativo. A aplicacdo de um bolus intravenoso de SH
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resulta em rapida e intensa elevagdo da concentracdo plasmatica de sddio,
produzindo, consequentemente, forte gradiente osmotico transmembrana*®.

O principal mecanismo de acao da SH ¢ a mobilizacao instantanea de fluido
endogeno para o espago intravascular, entretanto, varios outros efeitos tém sido
estudados™. Dados de alguns estudos experimentais em animais falharam em
confirmar uma estimulacao cardiaca direta, provocada pela SH, sendo atribuido o
efeito hemodinamico a melhora das pressdes de enchimento e p(')s—carga47. Estudos
em animais sugerem que sua rapida resposta cardiovascular também est4 associada a
liberagdo de eicosanoides como prostaglandinas em detrimento a tromboxanos™. Ha
provavelmente também acao do 6xido nitrico nesse processo, com melhora do tonus
vasomotor na microcirculagio®. De acordo com Wade et al.>’, hi uma resposta
neuroendodcrina a ressuscitagdo com SH, com diminui¢do do cortisol, da aldosterona
e do hormonio corticotréfico. Porém, este efeito € secundario a hemodiluigdo
associada a expansdo plamdtica. Em contraste, eles observaram redug¢do na
concentragdo plamatica de norepinefrina, epinefrina, lisina, vasopressina e renina,
causada por alteracdo da liberagcdo hormonal.

O aumento quimiotaxico dos leucocitos circulantes e sua adesdo ao
endotélio de capilares e veias sdo reconhecidos como fatores essenciais nas lesdes de
isquemia/reperfusdo’’ e estados de choque’™, bem como na propria ME***’. O
mecanismo molecular da adesdo leucocitaria as células endoteliais foi investigado
por Thiel et al®* ¢ Oreopoulos et al.”>, demonstrando que ha melhora significativa do
perfil inflamatério em resposta 4 hiperosmolaridade. Rizoli ef al.”°, em estudo clinico
controlado e randomizado, demonstraram que, em pacientes com choque

hemorragico, a administragdo de SH associada ao dextran exerce efeitos
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imunomodulatorios profundos, promovendo um balango anti-inflamatorio adequado que
favorece a recuperacao organica apds o choque hemorragico.

Diversos estudos mostram uma melhora da microcirculagio pancreatica’’,
mesentérica® e pulmonar™ provocada pela utilizagdo da SH em condigdes de choque. De
acordo com Badiwala et al.%, a utilizacdo da SH 7,5% na preservacao de o6rgdos revelou
protecdo contra o dano miocérdico, quando utilizada antes de periodos prolongados de
isquemia e reperfusdo. Utilizando um modelo porcino de transplante cardiaco ortotopico,
esses autores estabeleceram que o tratamento com SH, imediatamente antes da coleta e
preservacdo do coragdo para o transplante, diminue a injuria endotelial ¢ melhora a
recuperagdo ventricular apos o transplante. Além desses efeitos, a SH também se mostra

1,62
6162 Bm ratos

benéfica na redugdo da apoptose em modelos de choque hemorragico
submetidos a lesdes térmicas, a SH mostra capacidade de aumentar as defesas do
organismo e a0 mesmo tempo reduzir a apoptose™”.

Resumidamente, a ME produz alteracdes hemodinamicas e funcionais cardiacas,
bem como alteracdes inflamatdrias e microcirculatérias nos o6rgaos afetados, com indugao
da morte celular programada. Por outro lado, a SH ¢ capaz de melhorar a condi¢ao
hemodinamica em diversas situagdes de choque, diminuindo a reacdo inflamatoria
tecidual, com melhora da microcirculagdao organica e redu¢ao da apoptose. Diante disso,
a intencao desse estudo ¢ investigar os efeitos da SH 7,5% em um modelo de ME em

ratos, observando as consequéncias nas alteracoes da funcdo cardiaca e do tecido

miocardico.
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2.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo ¢ investigar os efeitos da solucao salina hipertonica
sobre a func¢do cardiaca e alteracdes do tecido miocardico em modelo de morte

encefalica em ratos.

2.2 Objetivos especificos
. Avaliagao do perfil hemodinadmico e da fungdo ventricular esquerda;
o Avaliacdo das alteragdes inflamatérias do tecido miocardico;

. Avaliacdo das alteragdes histopatoldgicas do coracao.



3. Métodoy
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Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 250 e 350 g,
fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.
Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Cirurgia Cardiovascular e
Fisiologia da Circulagdo e no Centro de Cirurgia Experimental do Instituto do
Coragao de Sao Paulo. Todos os animais foram mantidos em ambiente controlado
para temperatura (23 + 2 °C), umidade e exposi¢ao a luz, com ciclo claro\escuro de
12 h, e livre acesso a racdo e agua.

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para Analise de
Projetos de Pesquisa da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, e os experimentos foram realizados em
conformidade com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal. Esse
estudo foi financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo

(#2012/19841-2).

3.1 Protocolo experimental

Foram utilizados 24 animais, divididos em 4 grupos, monitorizados durante
6 h consecutivas, recebendo solu¢do salina de manutencao na velocidade de 2 mL/h.
Apoés a inser¢do dos cateteres, um tempo de 10 minutos de estabilizagdo foi
observado, em seguida, 5 min antes da inducdo da ME, os parametros basais
comecaram a ser adquiridos.
e Grupo falso operado (FO) — Os animais foram mantidos anestesiados, sem

inducao de ME.
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e Grupo controle — Apos indu¢ao da ME, os animais foram tratados com solugao
salina 0,9% (4 mL/kg), infundida em 5 min, logo apos inducao de ME;

e Grupo salina hipertonica 1 min (SH1) — Animais submetidos @ ME e tratados 1
min apds, com solucdo salina hipertonica 7,5% (4 mL/kg), infundida em 5 min;

e Grupo salina hipertonica 60 min (SH60) — Ratos submetidos a ME e tratados com
solugdo salina hiperténica 7,5% (4 mL/kg), infundida de forma semelhante, 60
min apos indu¢do de ME.

A Figura 1 representa organograma esquematico na linha de tempo (min),
onde estdo demonstrados os momentos em que houve intervengdo. O periodo inicial
corresponde ao tempo de estabilizacdo e inicio da aquisi¢do dos dados. O tempo zero
indica o instante em que foi induzida a ME, pela insuflacdo do dispositivo
intracraniano; os demais momentos representam o momento em que o tratamento foi

instituido ou no qual alguma coleta de material foi realizada para posterior analise.

Inducéo Coleta de gasometria,
da ME eletrdlitos e leucograma
Periodo de Grupo SH60
estabilizagdo Solugao salina 4.5%
v v
ef——— L BN
I I vV
-15 -5 0 60 180 360 min
Grupo controle Eutanasia e coleta
Solugéo salina 0,9% de sangue e coragéo
Inicio da
gogta de Grupo SH1
ados Solucéo salina 4.5%

Figura 1- Organograma do protocolo experimental.
ME = morte encefalica; FO = falso operado; SH1 = grupo salina hipertonica 1 minuto; SH60 = grupo salina hipertonica 60 min.
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3.2 Anestesia e preparo cirurgico

A inducao anestésica foi realizada em camara fechada, com fluxo continuo
de uma mistura de oxigénio (100%) e isoflurano (5%), seguida por intubacdo
orotraqueal com jelco® 16 G (BD Insyte, Juiz de Fora, MG, Brasil). Apos a
intubacdo, os animais foram mantidos em ventilagdo mecanica, utilizando-se
ventilador para pequenos animais (Havard 683, Havard Apparatus Inc., Holliston,
MA, USA), com volume corrente de 10 mL/kg, frequéncia respiratoria de 70
ciclos/min e fra¢do inspirada de oxigénio de 100%. A anestesia foi mantida com
isoflurano 2% até a indu¢ao da ME. Apds a indugdo anestésica, os animais foram
submetidos a assepsia da regido cervical antero-lateral, regido mediana longitudinal

do cranio e caudal proximal, seguida de tricotomia.

3.2.1 Implante de cateter em artéria caudal

Com o animal em decubito dorsal, sobre placa aquecida (37 °C), a regido
proximal da cauda foi incisada, para disseccdo e isolamento da artéria caudal. Sob
visdo direta, um cateter heparinizado de polietileno (Clay Adams PE-10, conectado a
PE-50) foi implantado e fixado para monitorizagdo continua da pressdo arterial
média e da frequéncia de pulso. Esse cateter foi conectado a um transdutor de
pressio (MPVS - Ultra Single Segment Foundation System for Rats da
ADInstruments Inc., Colorado Springs, CO, USA) acoplado a sistema multicanal
computadorizado de aquisicdo de dados bioldgicos (Labchart 8 da ADInstruments

Inc., Colorado Springs, CO, USA).
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3.2.2 Implante de cateter em veia jugular interna direita

Ainda com o animal em dectubito dorsal, a regido anterior direita do pescogo
foi incisada, para dissec¢do e isolamento da veia jugular interna, onde foi introduzido
um cateter de polietileno (Clay Adams PE-10). Utilizou-se essa via para infusao de
solucdo salina convencional de manutengdo na velocidade de 2 mL/h e para
administracdo dos tratamentos pré-estabelecidos, com auxilio de uma bomba de

infusdo continua (Havard Apparatus Inc., Holliston, MA, USA).

3.2.3 Implante de dispositivo para inducio de morte encefalica

Com o animal posicionado em decubito ventral, realizou-se uma incisao
longitudinal na calota craniana, para sua exposi¢do parcial. Utilizando-se uma broca
motorizada (Dentsclear — Industria de Aparelhos Odontoldégicos, Sao Paulo, Brasil),
procedeu-se a trepanagdo do cranio. Em seguida, um cateter baldo inflavel (Fogarty®
4 F - Edwards Lifescience LLC, Irvine, CA, USA), foi introduzido no espago
intracraniano e devidamente fixado, para que, no momento oportuno, fosse insuflado

com 0,5 mL de solu¢do salina, provocando, assim, a ME.

3.24 Implante de cateter de microcondutincia

Utilizando-se a mesma incisdo cervical, com o animal ainda em decubito

dorsal, realizou-se disseccao e isolamento da artéria carétida interna direita, por onde

foi introduzido, retrogradamente, um cateter de microcondutancia (SPR-838 - AD
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Instruments Inc., Colorado Springs, CO, USA), até a ponta do ventriculo esquerdo.
Esse cateter registra simultaneamente a variagdo de condutancia no tecido e a pressao
intracavitaria no decorrer do tempo. A variagdo de condutdncia se relaciona
diretamente com a variacao de volume intracavitario em um dado momento, gerando
uma curva pressao-volume continua. A aquisi¢ao dos dados bioldgicos foi realizada
por um sistema (MPVS - Ultra Single Segment Foundation System for Rats da AD
Instruments Inc., Colorado Springs, CO, USA) que transmite, continuamente,
informagdes para o “software” (Labchart 8§ — AD Instruments Inc., Colorado Springs,
CO, USA) instalado no computador. As informagdes da curva pressdo-volume de
cada experimento ficam armazenadas na memoria do computador para posterior

analise dos dados.

33 Leucograma, gasometria e eletrolitos

Amostras foram colhidas no inicio, meio e ao término de cada
procedimento. A leucometria foi obtida por puncdo caudal de 20 puL de sangue,
analisado por aparelho automatizado (Mindray bc-2800Vet — bio Brasil). Amostras,
em seringa heparinizada, também foram colhidas no cateter da artéria caudal, para
andlise de gasometria e eletrolitos em aparelho automatizado (Radiometer ABL 555

— Radiometer Medical, Copenhagen, Denmark).
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34 Analise da pressiao arterial média sistémica e da frequéncia cardiaca

Os dados de pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram
obtidos pelo cateter implantado na artéria caudal e foram armazenados
continuamente no decorrer do tempo no programa utilizado para aquisi¢ao de dados

(Labchart 8 da ADInstruments Inc., Colorado Springs, CO, USA).

3.5 Analise das curvas pressao-volume

As curvas de pressdo-volume (Figura 2) foram analisadas a partir dos dados
gerados pelo cateter de microcondutincia implantado no ventriculo esquerdo com a

utilizagcdo de software (Labchart 8 da ADInstruments Inc., Colorado Springs, CO,

USA).

LY Pressure {mmHg)

|E| Mo Sampling (7]

] Volume VE

|E| Mo Sampling (1]
Pressao VE

150 200 250 300 350 o
E Mo Sampling (7]
LY Volume (L) Iz‘ |:| ECG -

FONTE: Tela impressa do programa Labchart 8 — ADInstruments Inc (Colorado Springs, CO — USA)

Figura 2 - Curva pressdo-volume.
LV = “left ventricle”’; VE = ventriculo esquerdo; ECG = eletrocardiograma
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3.5.1 Parametros de funcao sistolica do ventriculo esquerdo:

Pressao sistolica final (PSF) — representa a pressdo atingida na cavidade
ventricular esquerda imediatamente antes da abertura da véalvula adrtica;

Pressdo diastdlica final (PDF) — pressdo na cavidade ventricular esquerda
imediatamente antes do inicio da sistole;

dP/dt méaximo (dP/dtn.x) — representa a velocidade maxima de elevagdo da
pressdo no ventriculo esquerdo, durante a sistole.

Volume diastélico Final (VDF) — quantidade de sangue no ventriculo esquerdo ao
final da diastole, imediatamente antes da sistole;

Volume sistolico (VS) — representa a quantidade de sangue bombeado pelo
coracdo a cada batimento e pode ser calculado pela diferenca entre VDF e volume
sistolico final (VSF), que indica a quantidade de sangue dentro do ventriculo ao
final da sistole (VS = VDF-VSF);

Fracdo de ejecdo (FE) — que ¢ a razdo percentual entre o VS e o VDF (FE =
VS/VDF %) e representa a quantidade percentual de sangue ejetada pelo coragdo
a cada batimento;

Trabalho sistolico (TS) — que ¢ o trabalho realizado pelo ventriculo para ejetar
contra a resisténcia arterial periférica;

Débito cardiaco (DC) — representa o volume de sangue bombeado por intervalo de

tempo pelo coragdo, ou seja, € o produto da VS pela FC (DC = VS X FC).
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3.5.2 Parametros de funcao diastélica do ventriculo esquerdo:

e dP/dt minimo (dP/dt.i,) — representa a velocidade méxima de queda da pressao no
ventriculo esquerdo, durante a didstole.

e Tau —tempo de relaxamento isovolumétrico;

3.6 Eutanasia e descarte dos animais

Ao término do periodo experimental, os animais foram submetidos a
exsanguinacao por puncdo da aorta abdominal. O sangue e o cora¢do foram colhidos
para posterior analise. Ap6s a devida acomodagado, os animais foram identificados e

encaminhados para descarte por uma empresa especializada.

3.7 Analise do tecido cardiaco

O coragdo foi excisado e seccionado ao longo de seu maior eixo em trés

partes iguais, para serem utilizadas na realizagao da histologia, imuno-histoquimica e

dosagem de citocinas, respectivamente.

3.7.1  Estudo histolégico

Amostras do tecido cardiaco de cada grupo experimental foram fixadas em

formalina a 10% e incluidas em parafina. Cortes de 4 pm de espessura foram corados

com hematoxilina-eosina e colocados em laminas para estudo histologico em
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microscopia Optica. As analises foram realizadas por dois pesquisadores
independentes, cegados, que utilizaram um escore progressivo de intensidade,
variando de 1 a 4, para ausente, leve, moderado e intenso, respectivamente. O escore
1 representava auséncia de edema ou infiltrado celular leucocitario; 2, infiltrado
celular ou edema acometendo menos de 25% dos campos da amostra; 3, indicava
acometimento entre 25% e 75%; e 4, quando havia edema e infiltrado em percentual

acima de 75% da amostra.

3.7.2 Estudo imuno-histoquimico

A mesma metodologia inicial foi empregada para imunodetec¢do de
moléculas de adesao leucocitaria, moléculas de apoptose e de alfa-actina.

Amostras foram congeladas em nitrogénio liquido a temperatura de - 80
°C, para realizacdo de cortes seriados com 8 um de espessura. Posteriormente, foram
colocadas sobre laminas de vidro, previamente revestidas com organo-silane (Sigma
Chemical Co, St. Louis, Mo, EUA), e fixadas em acetona gelada por 10 min.
Finalmente, as laminas foram lavadas com solugdo tampao “#ris” com “tween 20”
(TBST) e permeabilizadas com TBST associado a “Triton X-100"”, seguido por
bloqueio de sitios inespecificos com tampao especifico (Superblock®, Thermo
Scientific, Illinois, EUA) além de bloqueio da peroxidase endogena (solugdo de
H,0, 2%). A partir dessa preparagdo inicial, a seguinte metodologia especifica foi

empregada para cada analise:
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3.7.2.1 Expressao de moléculas de adesao leucocitaria

Para a imunodeteccdo das moléculas de adesao leucocitaria ICAM-1 e
VCAM-1, foram utilizados anticorpos primarios anti-ICAM-1 de rato (CD54,
Abcam, Cambridge, EUA) ¢ anti-VCAM-1 de camundongo (Abcam Inc.,
Cambridge, MA, USA), diluidos na propor¢ao de 1:50 e 1:100, respectivamente, em
solucao de TBST contendo 1% de soro albumina bovina. A incubagao dos cortes foi
realizada por 1 h, a temperatura de 37 °C. As laminas, entdo, foram lavadas com
TBST e incubadas com solugdo na concentracdo de 1:200 de anticorpo secundario
anti-camundongo (ICAM-1) ou anti-coelho (VCAM-1), associados a enzima
peroxidase de rdbano (HRP) (Millipore, Billerica, MA, EUA) por 2 h a 37 °C. Apds
nova lavagem com TBST, as 1dminas foram incubadas com solu¢do de substrato 3-
amino-9-etilcarbazol (AEC) por 5 a 10 min e contra coradas com hematoxilina. Para
o controle negativo as amostras foram incubadas com tampao fosfato salina (PBS),
sem a presenca de anticorpos. As laminas foram incubadas com solugdo de substrato
3-amino-9-etilcarbazol (AEC) por 5 a 10 min e contra coradas com hematoxilina.
Para o controle negativo as amostras foram incubadas com tampao fosfato salina
(PBS), sem a presenca de anticorpos.

A analise foi realizada com auxilio de sistema de aquisicdo de imagens
digital DS-Ril (Nikon, Tokyo, Japan), acoplada a um microscopio com aumento de
40 x (Nikon), utilizando-se o software NIS-Elements-BR (Nikon). Os valores foram

obtidos como percentual de drea marcada.
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3.7.2.2 Expressao de moléculas de apoptose

Para imunodeteccdo de Bcl-2 e Caspase-3, foi utilizada a mesma
metodologia empregada descrita anteriormente para as moléculas de adesdo
leucocitaria, porém, os anticorpos empregados foram policlonais anti-Bcl-2 (Abcam
Inc., Cambridge, MA, USA) e anti-caspase-3 (Abcam Inc. Cambridge, MA, USA),
na diluicao de 1:50 e de 1:100 respectivamente. O anticorpo secundario empregado
foi anti-camundongo e anti-coelho, respectivamente, na dilui¢do de 1:200, associados
a enzima peroxidase de rabano (HRP) (Millipore, Billerica, MA, EUA) por 2 h a 37
°C. As laminas foram incubadas com solugdo AEC por 5 a 10 min e contra coradas
com hematoxilina. Para o controle negativo as amostras foram incubadas com PBS,
sem a presenga de anticorpos. A analise foi realizada da mesma forma, por

percentual de area marcada.

3.7.2.3 Expressao de alfa-actina

Para a imunodeteccdo de alfa-actina, foi utilizada a mesma metodologia
empregada anteriormente, porém o anticorpo empregado foi anti-a-actina (Dako
North America Inc.), na dilui¢ao de 1:500, conforme especificagdo do fabricante. As
laminas foram incubadas com solu¢gdo AEC por 5 a 10 min e contra coradas com
hematoxilina. Para o controle negativo as amostras foram incubadas com PBS, sem a
presenca de anticorpos. A andlise foi realizada da mesma forma, por percentual de

area marcada.
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3.7.3 Dosagem de fator de necrose tumoral alfa e citocinas no tecido cardiaco

O estudo do fator de necrose tumoral alfa e das citocinas foi realizado a
partir de amostra de tecido cardiaco colhida ao final do experimento. O material foi
macerado, ressuspendido em PBS e submetido a centrifugagdo (1118 g) por 15 min a
4 °C, sendo o sobrenadante separado em aliquotas de 500 puL e armazenados a - 80
°C.

A quantificacdo do fator de necrose tumoral alfa, interleucina-1f,
interleucina-10 e da citocina quimiotaxica para neutrofilos (CINC-1), que ¢ - andloga
da interleucina-8, foi realizada pelo método enzima-imuno-ensaio (ELISA),
utilizando-se o kit Duo-set® (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA). Os

resultados foram expressos em pg/g, para as concentragdes no tecido.

3.8 Dosagem de corticosterona e troponina-I

A partir de sangue colhido na aorta abdominal ao final do experimento,
amostras de soro foram obtidas por centrifugacdo (1118 g) por 15 min, em
temperatura ambiente. Aliquotas de 500 puL do sobrenadante foram armazenadas a -
80 °C.

As concentragdes séricas de corticosterona e da troponina-I foram

determinadas por ELISA, segundo instrug¢des do fabricante (R&D Systems Inc).
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3.9 Analise estatistica

Trata-se de um estudo experimental em que os resultados obtidos foram
analisados com emprego do “software Graphpad Prism 6.0” € expressos como
média + erro padrao da média ou mediana com variagdo de minimo ao maximo.
Utilizou-se analise de variancia de duplo fator (ANOVA) seguidos do pos-teste de
Dunnet para comparacao dos grupos FO e SH em relacdo ao controle ou, quando
apropriado, teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis seguido do pds-teste de Dunn.

Foi considerado significante p < 0,05.



4. Resultados
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Nao houve mortalidade dos animais relatados, nem perda de dados durante

o periodo experimental analisado.

4.1 Leucograma, gasometria e eletroélitos

Em todos os grupos, nao foram observadas diferencas nos gases sanguineos,
na contagem celular e nos niveis de eletrdlitos basais (resultados ndo mostrados). Em
relacdo ao sodio plasmatico, observamos elevacao significativa desse parametro no
grupo controle, quando comparado ao grupo FO, ao final do experimento. No grupo
SH1, houve elevacado significativa do so6dio no tempo 180 min, em relagdo ao grupo
controle, porém essa diferenca ndo permaneceu ao final dos 360 min. No caso do
grupo SH60, identificou-se elevacdo significativa, a partir do tempo 180 min, que
permaneceu até o final do experimento, quando comparado ao grupo controle

(Tabela 1).

Tabela 1- Dosagem sérica de sodio em ratos submetidos a morte encefélica e tratados
com solugao salina hipertonica.

Tempo (min) FO Controle SH1 SH60
0 139 £01 141 £02 138 £ 01 142+ 02
180 140 +£ 01 145 £01 156 £ 01* 155+01%*
360 142 £01* 150 £01 146 + 02 159 £02*

FO = Falso operado; SH1 = grupo salina hipertonica 1 minuto; SH60 = grupo salina hipertonica 60 min.
Dados expressos em média + erro padrao da média.
*P <0.05 comparado ao grupo controle. #P <0.05 comparado ao grupo FO
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4.2 Analise da pressiao arterial média sistémica e da frequéncia cardiaca

4.2.1 Pressao arterial média

Antes da inducao da ME, nao foi observada diferenga significativa da PAM
entre os grupos experimentais. Os animais submetidos a ME apresentaram
inicialmente reducdo significativa da PAM apds sua indugdo, porém, no grupo
controle, apos 180 min, a PAM recuperou-se, atingindo os mesmos niveis do grupo
FO, com nova redugdo significativa observada ao final de 360 min. Os animais
tratados com SH revelaram um comportamento diferente, quando comparados ao
grupo controle: o grupo SH1 mostrou uma elevagdo significativa e sustentada da
PAM entre 120 min e 240 min de experimenta¢do, com posterior redugdo para niveis
semelhantes ao grupo controle; enquanto o grupo SH60, mostrou elevacdo

significativa da PAM a partir de 300 min até o final do experimento (Figura 3).

4.2.2 Frequéncia cardiaca

Antes da inducdo da ME, ndo foi observada diferenca significativa da FC
entre os grupos experimentais. No grupo FO, a FC permaneceu constante no decorrer
do tempo, no entanto, observou-se um declinio progressivo nos animais submetidos a
ME. No grupo SH60, detectou-se uma reduc¢do significativa adicional da FC, quando
comparada aos animais do grupo controle, apds 240 min de experimentacao (Figura

4).
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Figura 3 - Variagao da pressao arterial média em ratos submetidos & morte encefalica e

tratados com solugdo salina hipertonica.
FO = grupo falso operado; SH1 = grupo salina hiperténica 1 minuto; SH60 = grupo salina hiperténica 60 min. Dados expressos
em média + erro padrao da média (em cada grupo, n = 6). *P <0.05 comparado ao grupo controle.
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Figura 4 - Variacdo da frequéncia cardiaca em ratos submetidos a morte encefélica e

tratados com solugdo salina hipertonica.
FO = grupo falso operado; SH1 = grupo salina hipertonica 1 minuto; SH60 = grupo salina hipertonica 60 min. Dados expressos
em média £ erro padrdo da média (em cada grupo, n = 6). *P <0.05 comparado ao grupo controle.
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4.3 Analise da func¢ao ventricular esquerda

Antes da morte encefalica, ndo foram observadas diferencgas significativas

nos parametros de fungao sistolica e diastolica entre os grupos estudados.

4.3.1 Parametros de funcao sistolica do ventriculo esquerdo

4.3.1.1 Pressio sistolica final

Apods a indugdo da ME, ha uma redugdo significativa da PSF no grupo
controle, quando comparado ao grupo FO, que permaneceu durante os 60 primeiros
min de experimento. Embora o grupo HS1 nao tenha exibido diferenca significativa,
quando comparado ao grupo controle, observou-se uma elevagdo significativa da
PSF no grupo SH60, que se estabeleceu consistentemente apds 300 min de

experimentacao (Figura 5).

4.3.1.2 Pressao diastolica final

Nao houve diferenca significativa da PDF nos grupos estudados em relacao

ao grupo controle (Figura 5).
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Figura 5 - Variagao da pressao sistolica e diastdlica final em ratos submetidos a morte

encefalica e tratados com solucdo salina hipertonica.
FO = grupo falso operado; SH1 = grupo salina hipertonica 1 minuto; SH60 = grupo salina hipertoénica 60 min. Dados expressos
em média + erro padrao da média (em cada grupo, n = 6). *P <0.05 comparado ao grupo controle.

4.3.1.3 dP/dt maximo

Observou-se reducao significativa do dP/dt,x nos animais submetidos 8 ME
que persistiu at¢ 60 min apds sua inducdo, a partir do que houve recuperagdo até
atingir niveis semelhantes ao grupo FO. Apo6s 300 min de experimentacdo, detectou-
se nova diminuigdo significativa na dP/dtm.x no grupo controle, enquanto os grupos

SH1 e SH60 mantiveram niveis semelhantes ao grupo FO (Figura 6).
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Figura 6 - Variacdo do dP/dt maximo em ratos submetidos a morte encefélica e tratados com

solugdo salina hipertonica.
FO = grupo falso operado; SH1 = grupo salina hipertonica 1 minuto; SH60 = grupo salina hipertoénica 60 min. Dados expressos
em média + erro padrao da média (em cada grupo, n = 6). *P <0.05 comparado ao grupo controle.

4.3.1.4 Volume diastolico final

Nao se observou diferenca significativa no VDF do ventriculo esquerdo

entre o grupo controle e o grupo FO, durante todo o experimento. Entretanto, o grupo

SH1 apresentou elevagao significativa desse parametro, a partir de 10 min até o final

do experimento, quando comparado ao grupo controle. O mesmo nao aconteceu com

o grupo SH60 que manteve niveis semelhantes ao grupo controle (Figura 7).
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Figura 7 - Variacdo do volume diastolico final em ratos submetidos a morte encefalica e

tratados com solugdo salina hipertonica.
FO = grupo falso operado; SH1 = grupo salina hiperténica 1 minuto; SH60 = grupo salina hiperténica 60 min. Dados expressos
em média + erro padrao da média (em cada grupo, n = 6). *P <0.05 comparado ao grupo controle.

4.3.1.5 Volume sistolico

Apds a indugcdo da ME, observou-se que os animais do grupo SHI1

apresentaram curva de variagdo do VS semelhante ao grupo FO, demonstrando

diferenca significativa em relagdo ao grupo controle ao final do experimento. O

grupo SH60, apesar de ter apresentado elevagdo desse parametro apods a realizacao

do tratamento, ndo atingiu diferenca significativa em relacdo ao grupo controle

(Figura 8).
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Figura 8 - Variacio do volume sistdlico em ratos submetidos a morte encefélica e tratados

com solugdo salina hipertonica.
FO = grupo falso operado; SH1 = grupo salina hipertonica 1 minuto; SH60 = grupo salina hipertoénica 60 min. Dados expressos
em média + erro padrao da média (em cada grupo, n = 6). *P <0.05 comparado ao grupo controle.

4.3.1.6 Fracao de ejecao

Apds a indugcdo da ME, observa-se que ndo houve uma divergéncia
significativa entre as curvas de FE. Uma elevagdo significativa desse parametro foi
observada no grupo SH60, em relagdo ao grupo controle apds 300 min de
experimentacdo, que permaneceu até o final do experimento. Nao se observou

diferenca significativa entre o grupo SH1 e o grupo controle (Figura 9).
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Figura 9 - Variagao da fracdo de ejecdo em ratos submetidos & morte encefalica e tratados

com solugdo salina hipertonica.
FO = grupo falso operado; SH1 = grupo salina hipertonica 1 minuto; SH60 = grupo salina hipertoénica 60 min. Dados expressos
em média + erro padrao da média (em cada grupo, n = 6). *P <0.05 comparado ao grupo controle.

4.3.1.7 Trabalho sistolico

Apds a indugdo da ME, observa-se redugdo significativa do TS no grupo
controle, quando comparado ao grupo FO, que se mantém por 60 min, havendo
recuperagdo a partir desse tempo. O grupo SHI, apresentou comportamento
semelhante ao grupo FO, observando-se diferenca significativa em relagdo ao grupo
controle a partir de 180 min, até quase o final do experimento. O grupo SH60
apresentou comportamento semelhante ao grupo controle até a administracdo do
tratamento. A partir de 60 min, observou-se uma elevagdo desse pardmetro em
relacdo ao grupo controle, apresentando diferenca estatisticamente significante a

partir de 240 min, até quase o final do experimento (Figura 10)
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Figura 10 - Variagao do trabalho sistolico em ratos submetidos a morte encefalica e tratados
com solugdo salina hipertonica.

FO = grupo falso operado; SH1 = grupo salina hipertonica 1 minuto; SH60 = grupo salina hipertoénica 60 min. Dados expressos
em média + erro padrao da média (em cada grupo, n = 6). *P <0.05 comparado ao grupo controle.

4.3.1.8 Débito Cardiaco

Observou-se, a partir da indu¢do da ME, uma reducdo significativa do DC
no grupo controle, em relacdo ao grupo FO, que persistiu até o final do experimento.
O grupo SHI, tratado com solugdo hipertonica logo apds a indu¢do da ME,
apresentou elevagdo significativa do DC, a partir de 10 min até 60 min, s6 voltando a
divergir, significantemente, ao final do experimento. O grupo SH60 nio apresentou

diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (Figura 11).
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Figura 11 - Variagdo do débito cardiaco em ratos submetidos a morte encefalica e tratados

com solugdo salina hipertonica.
FO = grupo falso operado; SH1 = grupo salina hipertonica 1 minuto; SH60 = grupo salina hipertonica 60 min. Dados expressos
em média + erro padrao da média (em cada grupo, n = 6). *P <0.05 comparado ao grupo controle.

4.3.2 Parametros de funcio diastélica do ventriculo esquerdo

Antes da inducdo da ME ndo se observa diferenga significativa entre os

grupos estudados.

4.3.2.1 dP/dt Minimo

A partir da indu¢do da ME, observa-se uma elevagdo significativa do
dP/dtin nos grupos em que a ME foi induzida, quando comparados ao grupo FO. Ha
uma recuperacdo do grupo controle, a partir de 240 min, que ndo se sustentou até o
final do experimento. Os grupos SHI e SH60 apresentaram comportamentos

semelhantes ao grupo controle (Figura 12).
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Figura 12 - Variag¢@o do dP/dt minimo em ratos submetidos a morte encefalica e tratados

com solucdo salina hipertonica.
FO = grupo falso operado; SH1 = grupo salina hipertonica 1 minuto; SH60 = grupo salina hipertonica 60 min. Dados expressos
em média £ erro padrdo da média (em cada grupo, n = 6). *P <0.05 comparado ao grupo controle.

4.3.2.2 Tau

No grupo controle, houve elevagdo significativa da Tau, em relacdo ao
grupo FO, a partir do tempo 120 min até o final do experimento. O grupo SH1
apresentou comportamento semelhante ao grupo controle durante todo experimento.
No grupo SH60, verificou-se elevacao significativa desse parametro, em relagdo ao

grupo controle, a partir do tempo 180 min até o final do experimento (Figura 13).
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Figura 13 - Variagcdo da Tau em ratos submetidos a morte encefélica e tratados com solucao

salina hipertonica.
FO = grupo falso operado; SH1 = grupo salina hipertonica 1 minuto; SH60 = grupo salina hipertonica 60 min. Dados expressos
em média + erro padrao da média (em cada grupo, n = 6). *P <0.05 comparado ao grupo controle.

4.4 Analise do tecido cardiaco

4.4.1 Histologia cardiaca

Em relagdo as alteracdes histoldgicas no tecido cardiaco, ndo se observou

diferenca significativa entre os grupos estudados no que se refere a infiltrado celular e

edema, decorridos 360 min da inducao de ME (Figura 14).
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Figura 14 - Efeito do tratamento com solucdo salina hipertdnica na histologia de ratos

submetidos a morte encefalica.

FO = grupo falso operado; SH1 = grupo salina hipertonica 1 minuto; SH60 = grupo salina hipertonica 60 min. Dados expressos
em mediana + minimo/maximo. *P <0.05 comparado ao grupo controle.

4.4.2 Estudo imuno-histoquimico

4.4.2.1 Expressao de moléculas de adesao leucocitaria

A expressdo tecidual miocardica de moléculas de adesdao leucocitaria em
animais submetidos a ME esta representada na Figura 15. Ndo se observou diferenga
significativa na expressao de ICAM-1entre os grupos estudados, quando comparados
ao grupo controle. Em relagdo a VCAM-1, verificou-se uma reducao significativa de
sua expressao nos grupos tratados com SH, quando comparados ao grupo controle.

Na Figura 16 observamos laminas
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Figura 15 - Efeito do tratamento com solugdo salina hipertonica na expressao tecidual de

moléculas de adesdo leucocitaria em ratos submetidos & morte encefélica.
FO = grupo falso operado; SH1 = grupo salina hipertonica 1 minuto; SH60 = grupo salina hiperténica 60 min. Dados expressos
em mediana + minimo/maximo. *P <0.05 comparado ao grupo controle.

Figura 16 - VCAM-1 - Fotomicrografias do tecido miocardico marcado por imuno-
histoquimica e corado com hematoxilina-eosina, mostrando o efeito do tratamento com
solucdo salina hipertonica na expressao tecidual de VCAM-1 em ratos submetidos a morte

encefalica.
FO = grupo falso operado; Controle = grupo controle; SH1 = grupo salina hiperténica 1 minuto; SH60 = grupo salina
hipertdnica 60 min.

4.4.2.2 Expressao de moléculas de apoptose

Observou-se aumento significativo da expressdo tecidual de Bcl-2, nos
grupos tratados com SH, quando comparados ao grupo controle (Figura 17 e Figura

18). Nao houve marcacao signigicativa de caspase-3 nos tecidos estudados em todos

0S grupos.
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Figura 17 - Efeito do tratamento com solugdo salina hipertonica na expressdo tecidual de

BCL-2 em ratos submetidos a morte encefalica.

FO = grupo falso operado; SH1 = grupo salina hipertonica 1 minuto; SH60 = grupo salina hipertonica 60 min. Dados expressos
em mediana + minimo/maximo. *P <0.05 comparado ao grupo controle.

Figura 18 - BCL-2 - Fotomicrografias do tecido miocardico marcado por imuno-
histoquimica e corado com hematoxilina-eosina, mostrando o efeito do tratamento com
solugdo salina hipertonica na expressdo tecidual de BCL-2 em ratos submetidos a morte

encefalica.

FO = grupo falso operado; Controle = grupo controle; SH1 = grupo salina hiperténica 1 minuto; SH60 = grupo salina
hipertdnica 60 min.

4.4.2.3 Expressao de alfa-actina

Nao foi observada diferenca significativa entre os grupos estudados na

expressdo tecidual de alfa-actina ao final do experimento (Figura 19).
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Figura 19 - Efeito do tratamento com soluc¢do salina hipertonica na expressao tecidual alfa-

actina em ratos submetidos a morte encefalica.
FO = grupo falso operado; SH1 = grupo salina hipertonica 1 minuto; SH60 = grupo salina hipertonica 60 min. Dados expressos
em mediana + minimo/maximo. *P <0.05 comparado ao grupo controle.

4.4.3 Dosagem de fator de necrose tumoral alfa e citocinas

Houve uma reducdo significativa na concentragdo tecidual do FNT-a, no
grupo SH1, quando comparado ao grupo controle, porém o mesmo nao aconteceu em
relacdo ao grupo SH60 min. Em relacdo as citocinas: Cinc-1, IL-1p e IL-10; nao se
observou diferenca significativa entre os grupos estudados, apos 360 min de

experimentacao (Figura 20 e Figura 21).

Fator de necrose tumoral alfa Cinc-1
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Figura 20 - Efeito do tratamento com solu¢do salina hipertdnica na concentragdo tecidual

cardiaca de fator de necrose tumoral alfa e Cinc-1 em ratos submetidos a morte encefalica.
FO = grupo falso operado; SH1 = grupo salina hipertonica 1 minuto; SH60 = grupo salina hipertonica 60 min. Dados expressos
em mediana + minimo/méaximo. *P <0.05 comparado ao grupo controle.
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Figura 21- Efeito do tratamento com solug@o salina hipertonica na concentracdo tecidual

cardiaca de interleucina-1p e interleucina-10 em ratos submetidos a morte encefalica.

FO = grupo falso operado; SH1 = grupo salina hipertonica 1 minuto; SH60 = grupo salina hipertonica 60 min. Dados expressos
em mediana + minimo/maximo. *P <0.05 comparado ao grupo controle.

4.5 Dosagem de corticosterona e troponina-I

Houve uma reducdo significativa na dosagem sérica de corticosterona no
grupo controle, quando comparado ao grupo FO, ap6s 360 min da indugdo da ME. O
tratamento com SH ndo modificou essa reducdo em relagdo ao grupo controle. Em
relagdo a Troponina-I, ndo houve diferenga significativa em suas dosagens séricas,

quando comparados os grupos estudados ao final de 360 min de experimento (Figura

22).
Corticosterona Troponina-I
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Figura 22 - Efeito do tratamento com soluc¢do salina hipertdonica na dosagem sérica de
corticosterona e troponina-I em ratos submetidos & morte encefalica.

FO = grupo falso operado; SH1 = grupo salina hipertonica 1 minuto; SH60 = grupo salina hiperténica 60 min. Dados expressos
em mediana + minimo/maximo. *P <0.05 comparado ao grupo controle
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No presente estudo, observamos os efeitos hemodinamicos e sobre a funcao
ventricular esquerda do tratamento com SH apds indu¢ao da ME. Constatamos que,
tanto seu uso precoce, quanto tardio, impactaram positivamente na melhora desses
parametros. Embora ndo se tenha observado diferencas histoldgicas significativas ou
de marcadores de lesao tecidual entre os grupos tratados, a SH provocou aumento da
expressdao de moléculas anti-apoptéticas e diminui¢cdo de parametros inflamatorios,
principalmente no grupo tratado precocemente.

A indugdo da ME ¢ um fenomeno catastrofico que causa elevagdo subita e
intensa, porém efémera, da pressdo arterial média e da frequéncia cardiaca,
provocada pela descarga de catecolaminas, correspondente ao reflexo de Cushinglz.
Esses efeitos sdo seguidos por perda da regulagdo neural do tonus vascular periférico,
provocando queda da resisténcia vascular sistémica e hipovolemia relativa, que ¢
agravada pelo diabetes insipidus" . Essa cadeia de eventos conduz o potencial doador
ao colapso hemodinamico”.

Na ME, como demonstrado anteriormente por Shiliang et al.'’, ha uma
reducdo progressiva da pressdo arterial média e da contratilidade miocérdica,
representados pela diminui¢do da fragdo de ejecdo, da elastancia ventricular e do
trabalho sistdlico recrutavel dependente de pré-carga, bem como da funcdo diastolica,
caracterizada pela piora do dP/dtni, e da Tau. Em nosso estudo, cujo modelo ¢
semelhante ao adotado por aqueles autores, observamos um comportamento
semelhante dos pardmetros funcionais do ventriculo esquerdo nos animais controle,
quando comparados ao grupo falso operado. No entanto, em contraste com o que eles
encontraram, verificamos uma recuperagdo transitoria da pressdo arterial média,

cerca de 2 h apds a indugdo da ME. Possivelmente, essa diferenga estd relacionada
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aos diferentes protocolos anestésicos empregados, visto que, enquanto naquele
trabalho foi utilizado o fenobarbital intraperitoneal, que tem efeitos mais
prolongados na diminuicdo da resisténcia vascular periférica, nosso grupo
administrou isoflurano inalatdrio, cujos efeitos desaparecem rapidamente apds sua
descontinua¢do no momento da indugcdo da ME. Entretanto, nossos achados estao de

acordo com os obtidos por Sebening ez al."

, em caes, ¢ podem ser explicados pelo
padrio bifasico de liberagio de catecolaminas encontrado por Chiari ef al.** em seu
estudo.

Baseados no entendimento da fisiopatologia da ME, foram propostos
diversos estudos experimentais e clinicos, com a finalidade de identificar fatores que
pudessem evitar a deterioragcdo organica presente nessa condi¢cdo. A administracao de
hormonio tireoidiano, por exemplo, mostra-se capaz de melhorar o estado metabolico
e hemodindmico®® de animais em ME, porém esse resultado ndo se traduz em
melhora clinica de potenciais doadores em uma metanalise®. Apesar dos corticoides
ndo demonstrarem beneficio em alguns estudos experimentais’’, estudos clinicos
prospectivos, utilizando baixas doses de hidrocortisona’’ ou metilpredinisona’?,
demonstram eficacia na melhora hemodindmica pos-transplante, com repercussao
positiva na sobrevida dos pacientes. A utilizagdo de vasopressina, por sua vez,

73,74 f .75
", quanto clinicos’™, na

mostra-se benéfica, tanto em modelos experimentais
melhora da condi¢do hemodinamica de potenciais doadores, entretanto ndo se traduz
em melhora efetiva do resultado tardio pds-transplante. Apesar de ser de mais dificil
implantacdo rotineira, a didlise peritoneal, mostra-se bastante benéfica na

76,77

~ . ;e . 77
manuten¢do do potencial doador Em estudo clinico prospectivo’’, com a

utilizagdo dessa técnica, héd redugdo da necessidade de drogas vasoativas, bem como
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reposicdo volémica, acompanhada de melhora no fluxo tecidual organico,
implicando maior disponibilidade de orgdos para o transplante. Em modelos

78-80

. . , . 81 . ~ ’
animais e clinicos”, a utilizagdo de betabloqueadores mostra-se benéfica na

manutengdo da funcdo ventricular nas primeiras horas apo6s a ME, como também na
prevencdo da lesdo miocardica provocada pela tempestade autondémica®®®',
entretanto, seu uso ¢ de dificil aplicagdo clinica, devido a necessidade da
administracao antes do desenvolvimento da ME, evento normalmente imprevisivel
na pratica clinica. O mecanismo envolvido ¢ a dessensibilizagdo de receptores beta-

82.83 e e .. . . 33
7, com diminui¢ao da atividade da adenilato-ciclase™ provocada pela

adrernérgicos
tempestade autondmica e que pode ser abolida pela acdo dos betabloqueadores™.
Outra medida utilizada na pratica clinica, na tentativa de compensar a instabilidade
hemodinidmica provocada pela ME, ¢é a reposicdo volémica com cristaloides® ™,
porém, mesmo quando guiada por monitoriza¢gdo hemodinamica invasiva®’, ndo
comprova beneficio em estudo randomizado®®, deixando uma lacuna a ser preenchida
no manejo volémico adequado desses potenciais doadores.

Apesar de alguns estudos preliminares indicarem um pior resultado do
transplante associado 4 hipernatremia nos potenciais doadores®, estudos
subsequentes’’, inclusive um multicéntrico, demostram que os pacientes com melhor
evolucdo pos-transplante sdo exatamente aqueles cujos doadores apresentam niveis
séricos mais elevados de sodio’’. A utilizagdo da SH ja est4 bastante estabelecida em

44,92

modelos de choque hemorragico, associada ou nao ao uso de coloides™ *, mostrando

excelentes resultados na recuperacdo hemodindmica e microcirculatéria, com

54-56

consequente melhora da perfusdo organica e diminui¢do da inflamacgao” . Estudo

comparativo entre SH e salina convencional mostra que aquela é capaz de
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reestabelecer, rapida e eficazmente, a volemia e o transporte de oxigénio93 . Em
modelos animais de choque hemorragico, a SH apresenta a capacidade de provocar
. ~ : ; : . . ~ 44,54-56
vasodilatagcdo das arteriolas pré-capilares, melhorando a microcirculagao . Esse
. o ’ 9% A 57 . .58

efeito também ¢ observado em modelos de figado ", pancreas’’, intestinos™ e
pulmdes’. Os primeiros a utilizar a SH na ME foram Sztark ez al.””, demonstrando,
em um estudo clinico, que seu uso na ME ¢ capaz de melhorar o débito cardiaco e o
transporte de oxigénio em potenciais doadores de 6rgaos. No presente estudo, assim
como demonstrado por aqueles autores, a utilizagdo de SH, logo apds a inducdo da
ME, resultou em melhora do volume diastolico final por aumento da pré-carga
cardiaca e, consequentemente, do débito cardiaco e do volume sistolico, em relagao
ao grupo controle, comprovando o efeito benéfico do tratamento.

A ME provoca piora sensivel da fungdo diastolica'’, traduzida pelo aumento
da dpdt min e da tau, resultados que estdo de acordo com os encontrados em nosso
modelo. O tratamento com SH, por outro lado, causa melhora da func¢ao sistélica, em

19101 " horém o mesmo ndo acontece com a fungio diastolica'”.

modelos de choque
Em nosso estudo, a SH também ndo causou melhora da funcdo diastdlica. No grupo
tratado precocemente, os resultados foram semelhantes ao grupo controle, em relacao
aos parametros de funcdo diastolica. Porém, no grupo tratado tardiamente, houve
piora da fungdo diastolica, traduzida pelo aumento da Tau, em relacdo ao grupo
controle. Nesse grupo, observou-se uma redug¢ao significativa da frequéncia cardiaca,
que pode ter provocado reducdo adicional da Tau. A bradicardia encontrada pode ser
resultante do aumento excessivo da osmolaridade observada nesse grupo, quando

comparado ao grupo que utilizou precocemente a SH ou ao controle. A acentuacio

da hipernatremia demonstrada pode ter sido causada pelo efeito adicional dos baixos
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niveis de hormonio anti-diurético na fase mais tardia da ME, como foi caracterizado
em outros modelos'*’.

Além das manifestagdes hemodinamicas classicas, a ME também produz
uma gama de efeitos neuro-humorais e inflamatorios que culminam com a lesdo
tecidual"’. Novitzky e al.'® demonstraram que a ME causa alteracdes importantes
nas miofibrilas cardiacas observadas por histologia em babuinos, que foram
atenuadas pela simpatectomia bilateral. De acordo com o trabalho de Silva et al.'”, a
ME produz alteragdes discretas na histologia cardiaca em ratos, que ndo sio
modificadas pelo bloqueio epidural. Estudos demostraram que a elevagao da
troponina-I sérica em potenciais doadores esta relacionada ao pior prognostico do

41,43
transplante™ .

Em nosso estudo, nao foi identificada nenhuma alteracao
significativa no perfil histopatoldgico, quando comparados os diferentes grupos, nem,
tampouco, identificada alteragdo na expressdo de alpha-actina ou elevagdo
plasmatica de troponina-I em relacdo ao grupo controle. Apesar do tempo
experimental relativamente longo, pode ter sido insuficiente, para que aparecessem
alteracdes nesse modelo, visto que os animais do grupo controle apresentaram
deterioracdo hemodinamica progressiva na fase tardia apdés a ME. Essas diferentes
respostas também podem estar relacionadas a propria espécie animal estudada.

Um dos mecanismos envolvidos na piora funcional e na deterioracdo dos
enxertos para o transplante de maneira geral estd interligado a morte celular causada
por apoptose”*°. Adrie et al.*’, demonstraram em pacientes com ME um aumento da
expressdo de proteinas pro-apoptéticas e elevagdo de citocinas inflamatorias. Belhaj

105
L.

et a verificaram que a metilpredinisona reduz, mas ndo abole, a reacdo

inflamatoria e a apoptose produzida pela ME. Em nosso trabalho, ndo foi detectada
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elevacao da caspase-3 em nenhum dos grupos, ou seja, nao apareceram evidéncias de
aumento de apoptose, por outro lado, a SH, quando utilizada, aumentou a expressao
tecidual de Bcl-2, sugerindo prevengao contra apoptose. Esses resultados estdo de
. 61,62,63
acordo com estudos realizados com SH em modelo de choque .
A ME esta relacionada diretamente a alteragdo inflamatoria, independente
da resposta hemodinamica, visto que o bloqueio epidural, que ¢ capaz de inibir as
manifestagdes cardiacas da tempestade autondmica, ndo interfere na resposta

104 .. . , .
. A ME cursa com aumento de citocinas inflamatorias € aumento do

inflamatoria
fator de necrose tumoral alfa, assim como demonstrado previamente em varios
33,34 . ~ C 1 . . . ~ A
estudos™™". A inflamacdo estd diretamente relacionada a deterioracdo organica na
34,35,106 . . .. .
ME , como demonstram estudos experimentais com administragdo de
inibidores de interleucinas, cujo efeito mostra-se favoravel na manutengdo de 6rgaos
em potenciais doadores . Por outro lado, a SH demonstra capacidade

52,53,56
#2220 (7

imunomoduladora e anti-inflamatoéria comprovada por varios estudos m

trabalho clinico, randomizado e prospectivo realizado por Rizoli et al.’®,

em
pacientes com choque hemorragico, demonstrou que o uso da SH em dose unica de
250 mL ¢ superior a solu¢do salina convencional na diminuigdo da resposta dos
neurtrofilos ao choque, melhorando as citocinas anti-inflamatérias e reduzindo as
citocinas pro-inflamatorias, incluindo o fator de necrose tumoral alfa. Segundo Chen

108 . . ) .. L.
1.7, um dos mecanismos envolvidos no efeito anti-inflamatério da SH envolve

eta
os canais de panexina-1 dos PMN, além de outras ectonucleotidases que produzem
adenosina que bloqueia os PMN por estimulacdo de seus receptores A2a. Pascual et

109 110 . : ~
al.”™ e outros autores = demonstraram que a SH ¢ capaz de reduzir a expressdo de

moléculas de adesdo leucocitdria em modelos de choque. Nesse trabalho,
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especificamente, a SH foi capaz de diminuir a expressao de moléculas de adesao
leucocitaria como VCAM-1 e, quando utilizada precocemente, reduzir os niveis de
fator de necrose tumoral alfa, demonstrando efeito imunomodulador positivo no
coragao.

A ME ¢ uma condigao sistémica multifatorial que esta relacionada ao dano
organico precoce, que ¢ agravado pelo manejo inadequado do potencial doador. Até
o presente momento, os estudos ainda ndo deixaram claro qual a melhor estratégia na
conduta da instabilidade hemodindmica causada pela ME. Como demonstrado nesse
estudo, a utilizacdo da SH, que ¢ um método facil e barato, foi capaz de melhorar a
hemodinamica geral e funcional cardiaca, diminuindo a deterioracdo tardia da ME,
bem como teve a capacidade de diminuir a atividade inflamatoria e a apoptose. O
conjunto desses efeitos pode ser vantajoso na manuten¢do de potenciais doadores de

orgdos, abrindo uma nova perspectiva de utilizagao da SH nesse cenario.



6. Conclusdo




Concluséo 54

O tratamento com SH provocou melhora da fungdo sistolica em ratos
submetidos a ME, mesmo quando empregado apos transcorridos 60 min de sua
inducdo. Em relagdo a funcao diastdlica, porém, o mesmo nao aconteceu. Houve
piora dos parametros diastdlicos nos animais tratados tardiamente, quando
comparados ao grupo controle. Em relagdo ao perfil hemodindmico, a SH nao
provocou alteragdes sustentaveis na PAM ou na FC nesse modelo, no decorrer do
tempo.

Os resultados encontrados nesse trabalho mostraram que a SH provoca
melhora do padrao inflamatério de animais submetidos a ME, com redugdo
significativa da expressdo de moléculas de adesdo leucocitaria, fator de necrose
tumoral alfa e aumento de proteinas anti-apoptdticas.

No que concerne as alteragdes estruturais, ndo se observaram diferengas
significativas provocadas pelo tratamento com SH nos animais submetidos a ME,

quando comparados ao tratamento com salina convencional.
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Tabelas de variacao dos parametros com média e erro padrao da média de seis

animais em cada grupo.

PAM FO Controle SH1 SH60
Tempo Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
-5 91,54 4,99 94,30 5,10 94,06 8,45 96,26 5,49
0 92,70 6,52 97,94 4,65 99,14 5,28 100,28 3,42
5 93,45 9,52 57,48 7,80 46,84 3,08 57,11 7,62
10 92,34 11,08 52,35 3,62 48,97 3,18 51,15 5,37
20 95,00 11,46 51,05 3,19 53,96 3,53 50,47 2,79
30 90,00 11,18 54,32 2,73 57,35 3,14 54,64 3,82
60 88,38 11,30 64,45 3,31 78,97 5,37 66,07 5,49
120 85,16 10,91 70,88 4,20 102,92 20,92 80,51 7,39
180 81,10 11,73 69,31 7,65 101,33 8,81 73,93 8,65
240 80,85 10,99 72,77 7,56 101,93 1,88 80,74 5,99
300 75,36 9,74 66,15 6,44 83,91 4,25 84,48 3,65
360 85,55 13,21 62,70 5,81 72,57 8,80 86,35 4,38
FC FO Controle SH1 SH60
Tempo Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
-5 336,38 17,97 359,30 13,31 375,88 8,42 379,67 15,11
0 336,20 20,01 361,97 14,03 375,45 9,04 379,34 14,42
5 335,95 21,38 346,23 29,97 350,77 19,13 342,03 24,08
10 334,15 21,00 321,13 31,88 327,85 17,98 308,08 25,64
20 330,02 20,14 301,02 27,84 311,50 11,86 265,70 16,29
30 325,65 20,30 293,42 25,99 301,12 17,55 253,99 15,70
60 324,33 19,58 295,65 31,00 281,25 16,19 227,27 14,84
120 329,18 15,06 270,87 30,74 265,45 13,37 218,26 20,68
180 322,08 18,57 268,52 35,87 247,98 14,50 208,33 18,48
240 318,92 14,15 269,15 37,45 250,17 16,62 186,69 20,48
300 328,13 21,83 272,92 38,11 252,97 22,67 191,41 21,31
360 340,20 29,26 259,73 33,40 246,88 26,05 190,25 21,74
PSF FO Controle SH1 SH60
Tempo Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
-5 105,42 9,80 105,95 3,41 117,36 6,31 126,32 13,84
0 104,35 9,41 109,74 3,99 123,52 10,81 129,38 10,46
5 104,07 9,57 73,20 3,69 85,05 8,75 80,99 5,97
10 104,32 9,47 68,27 3,25 69,79 6,32 67,56 3,28
20 103,47 9,77 68,19 3,53 68,44 4,28 68,90 2,45
30 101,34 7,89 72,38 1,78 69,34 4,09 76,23 2,91
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60 103,21 7,24 79,48 2,59 78,08 6,21 95,78 5,08
120 99,61 7,12 91,21 4,98 95,27 5,83 121,46 5,43
180 97,70 9,06 97,69 6,74 122,30 17,10 110,31 5,57
240 86,60 8,34 105,73 6,31 119,82 6,91 122,26 8,71
300 89,43 5,54 90,79 6,49 110,55 4,72 135,58 12,10
360 93,50 5,34 89,20 5,51 98,70 8,34 140,80 12,98
PDF FO Controle SH1 SH60
Tempo Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
-5 8,23 2,24 4,82 1,11 2,34 0,54 3,33 0,90
0 10,08 2,38 5,50 0,92 2,63 0,62 2,98 0,68
5 10,19 2,44 4,57 0,96 5,51 1,54 4,98 1,49
10 10,59 2,43 5,09 1,13 3,63 0,96 5,14 1,73
20 11,21 2,35 6,43 1,44 3,20 1,10 6,82 2,83
30 11,22 2,20 7,73 1,61 3,07 0,63 8,51 3,74
60 11,09 2,13 10,35 1,09 5,86 1,21 12,08 5,06
120 10,37 1,69 12,56 1,58 8,71 2,42 13,01 3,69
180 9,78 1,59 13,49 1,78 8,65 2,70 11,83 3,45
240 9,59 1,80 12,63 1,50 8,81 2,54 12,70 2,76
300 9,03 1,63 11,76 1,38 8,69 2,05 14,12 3,71
360 7,94 1,71 10,57 1,14 7,24 1,97 12,73 3,53
dP/dt ax FO Controle SH1 SH60
Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
-5| 7004,00| 643,16| 6895,00| 270,61| 7506,33| 179,94 | 7212,17| 638,45
0| 6924,17| 612,27 | 7229,67| 316,52 | 8017,83 | 354,57 | 7609,33 | 561,59
5| 6893,50| 571,96 | 5042,83| 774,52 | 5788,17|1198,87 | 4529,17| 788,14
10| 6963,00| 574,94 | 4122,00| 721,29 | 3841,33| 717,23 | 3340,50| 574,51
20| 6835,50| 567,45| 4075,67| 497,34 | 3912,83 | 476,03 | 3313,17| 126,44
30| 6786,50| 520,79 | 4461,50| 372,35| 4446,17 | 393,45| 3891,17| 164,56
60| 6979,83| 507,17 | 5664,50| 485,23 | 5603,00| 514,87 | 5053,50| 266,37
120| 6762,33| 488,35| 6027,33| 367,58| 6035,17| 221,95| 5961,33 | 194,12
180 | 6440,00| 738,78 | 6195,17 | 436,89 | 6979,17| 721,26 | 5517,33 | 324,55
240 | 5623,67| 593,30| 5942,83| 634,66 | 7007,67| 413,74| 5729,67| 191,69
300| 6087,17| 432,85| 4581,83| 406,32 | 6499,83 | 315,48 | 6206,00| 297,01
360 | 6493,50| 599,61| 4524,83| 385,91 | 5861,17| 457,55| 6134,67| 287,80
vdf FO Controle SH1 SH60
Tempo Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
-5 226,85 6,34 219,72 13,98 211,50 10,34 211,35 6,68
0 220,25 8,63 217,30 13,89 215,03 11,40 211,75 11,39
5 216,15 10,28 167,87 22,26 406,27 | 109,65 122,85 13,76
10 217,63 10,06 160,36 25,86 359,38 74,18 128,39 11,39
20 218,67 9,82 158,18 24,39 326,45 57,60 137,55 13,41
30 223,23 9,47 151,47 21,79 308,95 55,58 138,95 13,28
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60 234,35 12,12 154,88 20,31 295,02 44,35 135,97 13,12
120 245,63 10,37 178,33 18,21 330,62 51,96 249,87 41,18
180 271,25 11,34 200,55 22,72 324,10 53,58 239,22 43,89
240 294,38 14,09 230,28 24,72 339,50 61,79 246,73 43,76
300 299,50 19,39 241,12 28,94 368,20 61,16 239,84 | 44,92
360 322,58 17,07 256,23 30,97 371,63 57,49 233,49 40,56
VS FO Controle SH1 SH60
Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
-5 139,28 6,66 130,43 5,68 123,55 5,27 123,69 6,52
0 141,52 7,23 132,27 5,49 126,05 1,78 123,52 5,39
5 141,60 8,06 96,74 12,58 147,33 12,06 80,81 13,25
10 144,90 8,39 87,91 19,06 135,33 15,67 71,36 10,81
20 144,85 9,11 90,71 22,42 138,54 15,27 72,04 9,67
30 146,42 9,29 93,36 22,85 148,72 15,60 79,69 11,05
60 151,63 10,87 102,38 17,87 163,67 11,90 98,98 17,66
120 148,08 8,12 114,65 19,92 164,97 26,34 153,06 32,55
180 153,67 11,75 124,29 24,63 168,67 23,14 162,63 42,04
240 168,48 11,78 115,70 23,08 165,30 24,40 163,61 40,02
300 173,20 9,84 116,02 20,97 175,28 25,55 153,04 32,76
360 180,30 10,31 114,83 25,99 187,48 31,36 144,75 28,19
FE FO Controle SH1 SH60
Tempo Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
-5 61,35 1,26 61,30 1,68 58,64 2,96 60,76 4,48
0 66,58 1,48 62,39 1,57 60,02 2,15 60,99 4,15
5 67,67 2,30 60,41 5,84 41,77 5,93 66,63 8,85
10 68,44 2,26 54,11 5,88 42,95 4,17 55,93 6,68
20 68,21 1,87 56,79 9,11 47,72 6,61 53,75 5,77
30 67,73 3,04 62,75 13,01 51,65 5,58 59,63 6,80
60 66,63 3,50 65,88 7,81 60,08 6,63 77,29 14,55
120 61,95 2,55 60,87 6,25 55,77 7,56 62,16 5,96
180 57,83 3,95 57,53 6,91 56,83 5,93 68,45 7,21
240 57,94 3,78 46,70 5,73 53,93 5,82 66,34 7,86
300 59,70 5,33 46,05 3,36 52,78 4,86 66,65 7,56
360 58,91 4,65 41,90 5,82 53,33 4,22 65,24 8,70
TS FO Controle SH1 SH60
Tempo Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
-5112900,00| 776,32|11883,33| 585,05 |12666,67 | 510,34 |13143,00|1657,83
012983,33 | 802,25|12500,00| 324,55|13500,00| 677,25 |13881,83|1419,48
5112933,33| 734,24 | 6209,33| 699,53 |10511,33|1340,33 | 6224,17 | 1540,71
10| 13416,67 | 894,21 | 4949,00| 729,01 | 8843,17|1587,43 | 4516,83|1005,27
20| 13150,00 | 808,19 | 5144,00| 878,16| 9051,00|1743,71| 4337,83| 655,10
30| 13333,33 | 833,33| 5722,50|1060,53 | 10488,50 | 1845,62 | 5230,17| 854,30




Anexos 59

60 | 14016,67 | 996,47 | 7385,50|1250,98 | 13713,33 | 1588,79 | 8170,00|1720,18
120 | 13333,33 | 639,62 | 9477,50|1716,66 | 15450,00 | 2242,88 | 15402,67 | 3776,84
180 | 13366,67 | 1054,09 | 10342,67 | 1897,87 | 16833,33 | 2052,10 | 15237,50 | 4258,56
240 12983,33 | 956,88 | 9880,33 | 2074,39 | 16450,00 | 2494,36 | 16411,00 | 4491,69
300 | 13866,67 | 434,10 | 8960,67 | 2007,86 | 16150,00 | 2129,44 | 16184,17 | 4646,22
360 | 14183,33 | 727,74 | 9016,83|2198,71 | 15185,67 | 1964,55 | 15394,00 | 3516,54
DC FO Controle SH1 SH60
Tempo Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
-5|46300,00 | 685,57 |46516,67 | 672,52 | 46300,00 | 1419,62 | 47197,17 | 3628,89
0|46883,33 | 575,28 |47516,67 | 510,83 |47266,67 | 708,36 | 46832,00 | 2755,93
5146733,33| 713,05 |33083,33 |4317,67 | 50400,00 | 3822,30 | 28316,00 | 5412,04
10 | 47566,67 | 576,00 | 27000,00 | 4748,33 | 43200,00 | 4536,96 | 22053,17 | 3763,96
20| 46983,33 | 1152,22 | 26216,67 | 5656,53 | 42500,00 | 4820,79 | 19074,67 | 2506,83
30| 46850,00 | 1310,15 | 26633,33 | 6180,81 | 44300,00 | 4818,64 | 20001,67 | 2563,28
60 | 48183,33 | 1251,24 | 29350,00 | 4599,40 | 45566,67 | 3708,88 | 22185,17 | 3733,11
120 | 48383,33 | 2339,72 | 30266,67 | 5021,86 | 43450,00 | 7109,75 | 32072,67 | 5189,96
180 | 48800,00 | 2994,88 | 32789,50 | 6763,42 | 41350,00 | 5964,38 | 31806,67 | 5836,82
240 | 53250,00 | 3196,95 | 30575,83 | 7059,87 | 40166,67 | 5522,72 | 29403,33 | 5536,08
300 | 56633,33 | 4354,90 | 29983,33 | 5173,36 | 43166,67 | 6208,95 | 27831,33 | 4649,05
360 | 60650,00 | 4430,26 | 27950,00 | 6017,35 | 44750,00 | 7660,41 | 26804,17 | 4650,36
dp/dt i FO Controle SH1 SH60
Tempo Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
-5| -6136,67 | 546,02 | -6376,33 | 333,56 | -6683,67 | 228,18 | -6753,00 | 940,65
0| -6041,83 | 514,23 | -6582,50| 510,49 | -7102,00| 513,59 | -6938,00| 698,04
5] -5905,67 | 505,49 | -3286,83 | 376,50 | -4373,50 | 1088,48 | -3691,80 | 488,34
10| -5962,33 | 525,33 | -2649,00 | 264,70 | -2995,00 | 624,23 | -2487,40 | 367,55
20| -5862,67 | 544,69 | -2669,83 | 217,44 | -2776,50| 298,44 | -2354,40 | 128,20
30| -5731,17| 467,55| -2795,33| 135,49 | -3101,00| 254,91| -2512,00| 152,75
60 | -5765,83 | 466,66 | -2908,50 | 218,17 | -3376,17| 167,92 | -2673,80 | 214,75
120| -5415,33 | 458,80 | -3116,83 | 343,62 | -3652,83 | 155,20 | -2925,00 | 302,11
180 | -5225,17| 555,41 | -3346,33 | 459,42 | -4397,83 | 717,91 | -2146,80| 271,84
240 | -4426,17 | 530,65 | -3474,17 | 537,13 | -4208,00 | 411,92 | -1997,00| 211,76
300 | -4368,17 | 532,23 | -2447,17| 228,02 | -3558,00| 277,15| -2080,60| 198,58
360 | -4682,33 | 600,09 | -2497,00| 292,74 | -3275,00 | 425,47 | -2129,40| 210,10
Tau FO Controle SH1 SH60
Tempo Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
-5 8,08 0,75 9,24 0,90 7,56 0,30 9,55 0,87
0 8,40 0,90 9,60 0,95 7,41 0,34 9,59 0,83
5 8,54 0,94 10,90 1,51 8,68 0,84 12,14 1,01
10 8,59 0,96 13,91 2,18 9,80 1,11 15,07 1,71
20 8,71 0,92 14,49 2,21 9,61 1,14 16,53 2,32
30 8,84 0,96 14,53 2,12 9,49 0,88 17,13 2,56




Anexos 60

60 9,12 1,09 16,76 2,02 12,23 1,47 22,76 5,43
120 8,92 1,03 19,38 2,77 16,32 2,27 24,86 4,05
180 9,29 1,40 20,55 3,62 17,78 2,25 30,45 5,75
240 9,26 1,24 20,45 4,13 18,62 1,88 34,05 5,66
300 9,28 1,36 22,86 4,09 19,75 1,78 36,49 5,89
360 8,91 1,44 21,93 4,53 20,50 2,40 32,66 6,36
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