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RESUMO

Introducdo: A administracdo de fluidos é muitas vezes realizada no Acidente Vascular
Encefalico isquémico (AVEIi) agudo. Permanecem controvérsias em relacdo ao efeito de
diferentes concentracdes de sodio em fluidos administrados apos AVEi, bem como seu
impacto em oOrgaos a distancia. Nosso objetivo foi comparar os efeitos de quatro tipos de
fluidos [solucdo salina isotonica 0,9% (ISO), solugcéo salina hipotonica 0,45% (HIPO),
solucao salina hipertonica 1,5% (HIPER) e glicose 5% (GLICO)] nas areas perilesionais do
cérebro, bem como nos pulmdes e rins apos AVEI. Métodos: 28 ratos Wistar machos (peso
375 £ 23 g) foram submetidos a inducédo de AVEI por termocoagulacdo dos vasos piais no
cortex sensoOrio-motor primario direito. Apds 3h, os animais foram anestesiados e
aleatoriamente designados para receber um dos quatro tipos de fluidos, no qual foram
infundidos por duas horas. Durante a infusdo dos fluidos, os animais foram mecanicamente
ventilados de forma protetora. A gasometria arterial e a funcdo pulmonar foram mensuradas
ao longo do experimento. Ao final do experimento, os pulmdes, o tecido cerebral e os rins
foram removidos para andlise histoldgica e de biologia molecular, além da urina e plasma
para analise de bioquimica. Resultados: Na histologia pulmonar, o grupo ISO apresentou
menor colapso alveolar, comparado ao HIPER (p=0,01) e menor edema, comparado ao
HIPO (p=0,007). O grupo ISO apresentou menor expresséo de interleucina (IL)-1 no tecido
pulmonar em comparacao ao HIPO (p=0,027), enquanto o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e a aquaporina (AQP)-5 foram mais expressos no grupo ISO, em
comparacdo ao GLICO (p= 0,0151 e p=0,0109, respectivamente). A histoarquitetura
cerebral demonstrou aumento de versican e hialuronano no grupo ISO em comparacao ao
grupo HIPER (p=0,022 e p=0,018, respectivamente). O grupo HIPER apresentou maior
expressdo de IL-1B, molécula de adesao celular vascular-1 (VCAM-1) e zbnula ocluséo
(ZO)-1 no cérebro, em comparacdo ao grupo GLICO (p=0,01, p=0,02, p=0,006,
respectivamente). A expressao cerebral de IL-18 foi maior em ISO e HIPER do que em
GLICO (p = 0,01). No rim, os grupos ISO e HIPO induziram menor leséo das bordas em
escova, comparados ao HIPER (p=0,007 e p=0,032, respectivamente). A expressao renal
de lipocalina associada a gelatinase de neutréfilos (NGAL) foi maior no grupo GLICO,
comparado ao grupo HIPO (p=0,007). As concentracdes de cloreto nas amostras de sangue
diminuiram ao longo do tempo durante os experimentos em ISO, em comparacdo aos
grupos HIPO, HIPER e GLICO (p=0,031, p=0,001 e p=0,021). O grupo HIPO aumentou a

creatinina e a osmolaridade urinaria, em comparagdo ao HIPER (p<0,0001 e p=0,0027,



respectivamente). Conclusdes: O fluido isoténico causa menos lesbes cerebrais,

pulmonares e renais no AVEi experimental.

Palavras-chave: Acidente vascular encefélico isquémico experimental; dano cerebral;

funcao pulmonar; funcao renal; concentracdes de sadio; fluidos.



ABSTRACT

Background: Fluid administration is used many times in acute ischemic stroke (AIS).
Controversies remain regarding the effect of different sodium concentrations in fluids
administered after AIS as well as their impact on distal organ function. We aimed to compare
the effects of four types of fluids [isotonic 0.9% saline (ISO), hypotonic 0.45% saline
(HYPO), hypertonic 1.5% saline (HYPER) and glucose 5% (GLUCO)] on the perilesional
areas of the brain, as well as on lung, and kidneys after AlS. Methods: AIS was induced in
28 male Wistar rats and, after 3 hours, animals were randomized to receive one of the four
types of fluids. Results: In lung histology, ISO group showed less alveolar collapse,
compared to HYPER (p=0.01) and less edema, compared to HYPO (p=0.007). ISO group
presented lower interleukin (IL)-13 expression in lung tissue compared to HYPO (p=0.027),
whereas vascular endothelial growth factor (VEGF) and aquaporin (AQP)-5 were more
pronounced in ISO, compared to GLUCO (p=0.0151 and p=0.0109, respectively). The brain
histoarchitecture demonstrated an increase of versican and hyaluronan in ISO group
compared to HYPER group (p=0.022 and p=0.018, respectively). HYPER group presented
higher IL-18, vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) and zonula occludens (ZO)-1
expression in brain, compared to GLUCO group (p=0.01, p=0.02, p=0.006, respectively). IL-
1Bbrain expression was higher in ISO and HYPER than GLUCO (p=0.01). In kidney, ISO
and HYPO groups induced less injury of the brush borders, compared to HYPER (p=0.007
and p=0.032, respectively). Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) renal
expression was higher in GLUCO group, compared to HYPO (p=0.007). The chloride
concentrations in blood samples decreased over time during experiments in ISO, compared
to HYPO, HYPER and GLUCO groups (p=0.031, p=0.001 and p=0.021). HYPO group
increased urine creatinine and osmolality, compared to HYPER (p<0.0001 and p=0.0027,
respectively).Conclusion: Isotonic fluid causes less brain, lungs, and kidneys injury in

experimental AlS.

Keywords: Experimental ischemic stroke; brain damage; lung function; kidney function;

sodium concentrations; fluid.
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1. INTRODUCAO

1.1 Acidente Vascular Encefalico

O Acidente Vascular Encefélico (AVE) € uma das doencas mais comuns e de
alto custo para a sociedade (WESTERLIND; PERSSON; SUNNERHAGEN, 2017),
tendo em vista que a grande maioria dos individuos necessita de unidades de terapia
intensiva para maior monitorizardo (PELOSI; FERGUSON; FRUTOS-VIVAR;
ANZUETO et al., 2011). De acordo com o Centro de Controle e Prevencédo de
Doencas, os Estados Unidos obtém aproximadamente mais de 795.000 casos de
AVE por dia, sendo que destes 80% correspondem a um primeiro evento
(MOZAFFARIAN; BENJAMIN; GO; ARNETT et al, 2016; VIRANI; ALONSO;
BENJAMIN; BITTENCOURT et al., 2020). No Canadé, cerca de 400.000 pessoas
lidam com seus efeitos, além de corresponder a terceira maior causa de morte no
Reino Unidoe a quinta maior causa de morte nos Estados Unidos (BOULANGER,;
LINDSAY; GUBITZ; SMITH et al., 2018; ROTHWELL, 2001). Um estudo realizado na
Suécia acompanhou pacientes que sofreram AVE ao longo de 6 anos e constatou
gue apenas 48% retornaram ao nivel de trabalho prévio ao evento, evidenciando as
sequelas a longo prazo que o0s sobreviventes convivem, além da diminuicdo
significativa da qualidade de vida (SINGAM; YTTERBERG; THAM; VON KOCH,
2015). Nesse contexto, o diagnostico precoce do AVE e o tratamento adequado séo
fundamentais para melhorar o prognéstico (EBINGER; KUNZ; WENDT; ROZANSKI et
al., 2015; HACKE; DONNAN; FIESCHI; KASTE et al., 2004; JAUCH; CUCCHIARA,;
ADEOYE; MEURER et al., 2010; KUNZ; EBINGER; GEISLER; ROZANSKI et al.,
2016).

E evidente que a maior incidéncia dos casos de AVE ocorre em individuos
acima de 60 anos, sendo a media de idade de 69 anos (KISSELA; KHOURY;
ALWELL; MOOMAW et al., 2012), entretanto ndo ha exclusdo que ocorra em outras
idades, visto que ha casos na literatura de inclusive criancas (MEKITARIAN FILHO;
CARVALHO, 2009). Os casos de AVE vém crescendo cada vez mais entre 0s
individuos mais jovens, e a Organizacdo Mundial de AVE (World StrokeOrganization)
prevé que uma a cada seis pessoas no mundo tera& um AVEao longo de sua
vida(HANKEY, 2013).
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O AVE pode ser definido como o surgimento de um déficit neurolégico subito
causado por um problema de suprimento aos vasos sanguineos do sistema nervoso
central. Pode ser dividido em dois subtipos (HANKEY, 2017):

(1) AVE isquémico: ocorre pela obstrucdo ou reducédo brusca do fluxo sanguineo em
uma artéria cerebral causando falta de circulacdo no seu territério vascular. Ele é
responsavel por 85% dos casos de AVE nos Estados unidos (HANKEY, 2017), sendo
por isso 0 maior foco das pesquisas da &rea de AVE (BARTHELS; DAS, 2020).

(2) AVE hemorréagico: causado pela ruptura espontanea (ndo traumatica) de um vaso,
com extravasamento de sangue para o interior do cérebro (hemorragia intracerebral),
para o sistema ventricular (hemorragia intraventricular) e/ou espagco subaracnéideo
(hemorragia subaracnoéidea) (HANKEY, 2017).

A classificagdo TOAST de AVE isquémico determina ainda cinco subtipos: 1)
aterosclerose de grandes artérias, 2) cardioembolismo, 3) oclusdo de pequenos
vasos, 4) acidente vascular encefalico de outra etiologia determinada e 5) acidente
vascular encefalico de etiologia indeterminada (ADAMS; BENDIXEN; KAPPELLE;
BILLER et al., 1993).

E conhecido na tradicional literatura sobre AVE que existem principais fatores
de risco para a sua ocorréncia, que sdo (ALLEN; BAYRAKTUTAN, 2008; ELKIND;
SACCO, 1998):

Hipertensdo arterial, cerca de 60% de todos os pacientes com acidente vascular
encefalico tém historia prévia de hipertensdo (BORNSTEIN; ARONOVICH;
KAREPOV; GUR et al., 1996; MOULIN; TATU; CREPIN-LEBLOND; CHAVOT et al.,
1997).

Tabagismo.

Diabetes.

Aumento dos niveis de lipoproteina Lp, uma lipoproteina de baixa densidade (low-
densitylipoprotein = LDL).

Niveis plasmaticos aumentados de fator de von Willebrand (FVW), uma glicoproteina
plasmatica e mediador de adeséo plaguetaria durante insulto endotelial.

Contagem elevada de leucocitos e de proteina C reativa (PCR), uma vez que a
inflamacédo esta implicada na patogénese da aterosclerose e acidente vascular
encefalico isquémico.

Aumento de espécies reativas do oxigénio (ROS) e estresse oxidativo.
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Hiperfibrinogenemia. O fibrinogénio é util na formacao de pontes entre as plaquetas,
tendo papel importante na hemostasia (BINNIE; LORD, 1993). Tem sido sugerido que
0 aumento da viscosidade e maior quantidade de substrato disponivel resultante da
concentracdo elevada de fibrinogénio no plasma podem promover a coagulacédo e
agir como um risco para a oclusdo trombdética de pequenos vasos (MARTISKAINEN;
POHJASVAARA; MIKKELSSON; MANTYLA et al., 2003).

Hiperhomocisteinemia.

Sedentarismo.

Obesidade visceral, avaliada pela relag&o cintura-quadril.

Doenca arterial coronariana.

Estenose carotidea.

Ataque isquémico transitério (AIT).

Fibrilacéo atrial, hipertrofia de ventriculo esquerdo e outras doencas cardiacas.
Alcoolismo.

Uso de drogas ilicitas.

Idade, sendo que 2/3 dos AVE socorrem em pessoas com idade superior a 65 anos
(ALLEN; BAYRAKTUTAN, 2008).

Sexo masculino. Os homens tém um risco ligeiramente maior de acidente vascular
encefélico, particularmente na idade adulta média para a velhice. No entanto, esta
superioridade ndo esta presente nos idosos > 65 anos, onde o sexo feminino
prevalece (AYALA; CROFT; GREENLUND; KEENAN et al., 2002), nem nos jovens.
Hereditariedade.

Etnia negra e hispanica. Foram observados que negros (21%) e hispanicos (22%)
tiveram uma maior proporcédo de AVE lacunar que os de etnia branca (16%) (WHITE;
BODEN-ALBALA; WANG; ELKIND et al., 2005).

Com a doenca do coronavirus 2019 (COVID-19) causada pelo virus SARS-
CoV-2 e decretada como pandemia em 11 de margco de 2020, o AVE se tornou
assunto popular e de grande investigacdo por cientistas ao redor do mundo. Um
estudo realizado no epicentro da doenca, Wuhan, China, notou-se que 36% dos
pacientes contaminados pela COVID-19 apresentaram complicagdes neurologicas,
sendo que de 88 casos graves da doenca, 5,7% cursaram em sua maioria com AVE
isquémico (MAO; JIN; WANG; HU et al.,, 2020). Em um relatério de painel

internacional envolvendo 18 paises, foi evidenciado o maior risco de desenvolver



AVE apoOs adquirir a COVID-19, demonstrando a necessidade de estabelecer
protocolos para tratamento desses pacientes (QURESHI; ABD-ALLAH; AL-SENANI;
AYTAC et al., 2020).

2. Fisiopatologia do AVE

O AVE é uma lesdo de isquemia / reperfusdo que é causada quando o
suprimento de sangue para o cérebro é insuficiente (LAI; ZHANG; WANG, 2014). Um
estudo europeu demonstrou que o subtipo de AVE mais encontrado € o
cardioembodlico (MOULIN; TATU; VUILLIER; BERGER et al., 2000). Todavia, a
analise recente de um estudo onde foi os AVE isquémico agudo foi confirmado por
ressonancia magnética ponderada por difusdo mostrou que a aterosclerose de
grandes artérias (37,3%) foi o subtipo de AVE mais comum, e a artéria cerebral
média (49,6%) foi o territério mais frequentemente envolvido (CHUNG; PARK; KIM;
KIM et al.,, 2014). A velocidade em que o AVE se instala e a possibilidade de
sequelas mais graves dependem da falha de autorregulacdo dos vasos colaterais
(LIEBESKIND; TOMSICK; FOSTER; YEATTS et al., 2014). Durante o periodo de
isquemia, a privacdo de oxigénio e glicose pode induzir morte celular neuronal no
ndcleo isquémico via atividade excitotéxica (DEL ZOPPO; SCHMID-SCHONBEIN;
MORI; COPELAND; CHANG, 1991).

Embora a morte neuronal em si ocorra devido a privacdo de nutrientes para a
regido do cérebro afetada, sabe-se que a piora dos casos podem se dever a
processos inflamatérios relacionados a isquemia (LAI; ZHANG; WANG, 2014). Dessa
forma, ha a necessidade de tratamentos mais eficazes que visem 0s mecanismos
fisiopatolégicos do AVE a fim de reduzir a sua morbimortalidade e consequentemente

seu impacto socioecondémico.

2.1 Aspectos Inflamatérios no AVE

Uma das principais causas de morte em pacientes com injuria cerebral aguda
séo as infec¢des secundarias, pois impedem a recuperacao do paciente, assim como
aumentam as taxas de mortalidade. Essas infec¢des secundarias podem decorrer da
exposicao do paciente a procedimentos médicos invasivos, hospitalizacdo, porém é

evidente que a lesédo do sistema nervoso central (SNC) seja por si s6 um fator de
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risco devido a imunossupressao que a doenca causa (CZLONKOWSKA; CYRTA;
KORLAK, 1979; WOICIECHOWSKY; ASADULLAH; NESTLER; EBERHARDT et al.,
1998) uma vez que a interacdo equilibrada entre o SNC e o sistema imune é abalada
(MEISEL; SCHWAB; PRASS; MEISEL; DIRNAGL, 2005).

Em um estudo prospectivo multicéntrico observou-se que as complicacdes
durante a internacdo hospitalar foram registradas em 85% dos pacientes com AVE,
sendo a infeccdo do trato urinario encontrada em 24% dos pacientes, seguida por
infeccdo toracica 22% e outras infeccdes 19% (LANGHORNE; STOTT,;
ROBERTSON; MACDONALD et al., 2000). A pneumonia € a mais grave complicacao
clinica no AVE (JOHNSTON; LI; LYDEN; HANSON et al, 1998) e a com
desenvolvimento mais precoce, visto que se desenvolve nas primeiras 48 horas de
admissdo em centros de terapia intensiva (HILKER; POETTER; FINDEISEN;
SOBESKY et al., 2003). Ela também é responséavel por aproximadamente 22% dos
Obitos no primeiro més apods o evento, e por cerca de 26% no primeiro ano, sendo a
causa mais frequente de morte apds a fase aguda do AVE (VERNINO; BROWN,;
SEJVAR; SICKS et al., 2003).

Uma vez que o AVE isquémico causa morte de células neuronais, esta lesédo
desencadeia uma resposta cerebral, com infiltracdo de leucdcitos, tanto
polimorfonucleares (PMN) como mondcitos / macréfagos (mas ndo linfécitos),
gerando obstrucdo, edema, necrose e infarto celular (CLARK; LEE; FISH; WHITE et
al., 1993; HUANG; UPADHYAY; TAMARGO, 2006). A infiltracdo de macrofagos se da
de forma precoce e nao esta relacionada especificamente com a necrose neuronal
(HUANG; UPADHYAY; TAMARGO, 2006; SAMARY; RAMOS; MAIA; ROCHA et al.,
2018).

Em um estudo experimental de isquemia focal, foi evidenciado que leucécitos
polimorfonucleares obstruem capilares no leito microvascular apés a reperfusédo da
artéria cerebral média, evidenciando sua importancia na incitacdo e propagacao de
danos nos tecidos apoOs isquemia cerebral e reperfusdo no AVE (DEL ZOPPO;
SCHMID-SCHONBEIN; MORI; COPELAND; CHANG, 1991). O influxo de leucdcitos
para a regido envolvida pode ser observado a partir de 30 minutos apés a oclusdo
experimental da artéria cerebral média, muito antes dos neurdnios necroticos
tornarem-se detectaveis(GARCIA; LIU; YOSHIDA; LIAN et al., 1994). Tendo em vista
essas informacdes, é possivel delinear os mediadores inflamatorios subjacentes a

este processo. Evidéncia substancial de modelos animais de oclusdo da ateria
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cerebral média descobriu que estes mediadores incluem moléculas de adeséo
(selectinas, integrinas, imunoglobulinas), citocinas [interleucina (IL)-1, IL-6, fator de
necrose tumoral (TNF)-a e fator de crescimento transformador (TGF)-B], e
quimiocinas (CINC e MCP-1), que séo produzidas imediatamente apds o inicio da
isquemia e que contribuem para a irreversibilidade do infarto (HUANG; UPADHYAY;
TAMARGO, 2006).

A cascata de citocinas pré-inflamatérias promove a liberacéo de IL-1 e TNF-q,
gue levardo a producdo posterior de outras citocinas pré-inflamatdérias, incluindo IL-6
e IL-8, ativacdo e infiltracdo de leucdcitos, além da producdo de citocinas anti-
inflamatérias, como IL-4 e IL-10, que podem produzir um feedback negativo na
cascata (CLARK, 1997). Varios mecanismos procuram esclarecer como as citocinas
pro-inflamatérias podem potencializar o AVE isquémico. Primeiramente, ocorre um
efeito direto em neurdnios, astrocitos, e células microgliais (CLARK, 1997). Além
disso, as citocinas podem mediar comunicacdo paracrina ou autécrina dentro do
sistema nervoso central (SNC), efeitos estes relacionados a interacbes entre
neurdnios, astrécitos e células gliais; e devido também a ativacéo do eixo hipotalamo-
hipéfise-adrenal (CLARK, 1997; MEISEL; SCHWAB; PRASS; MEISEL; DIRNAGL,
2005).

Em uma série de 231 pacientes com primeiro evento de AVE, aqueles que
sofreram piora neuroldgica precoce tiveram aumento dos niveis plasmaticos de IL-6
em comparacao com aqueles que ndo apresentaram esta piora; tal associacdo foi
observada em pacientes que apresentaram AVE cortical e subcortical, com doenca
de grandes vasos, infarto lacunar, cardioembolismo e em pacientes com AVE de
causa desconhecida (CHAMORRO, 2004; VILA; CASTILLO; DAVALOS;
CHAMORRO, 2000).

As interacfes celulares endotélio-leucécitos sdo mediadas por trés classes de
moléculas de adesdo celular, as selectinas, as integrinas e a superfamilia das
imunoglobulinas (HUANG; UPADHYAY; TAMARGO, 2006). As selectinas ligam
carboidratos e iniciam interacdes celulares leucdcito endotélio, fazendo com que os
leucocitos se voltem aos seus tecidos de origem (homing) assim como seu
recrutamento (HUANG; UPADHYAY; TAMARGO, 2006; LAWRENCE; SPRINGER,
1991). As integrinas sdo responsaveis pela forte adesdo e se ligam a outras
moléculas de adeséo celular e a matriz extracelular (MEC). As imunoglobulinas agem

como ligantes das integrinas, e participam da adeséao celular (HUANG; UPADHYAY;

17



TAMARGO, 2006; LAWRENCE; SPRINGER, 1991). IL-6, IL-1B e TNF-a aumentam
em células endoteliais e astrocitos a expressao de molécula de adesao intracelular
(ICAM)-1, imunoglobulina responsavel por facilitar a infiltracdo e ativacao leucocitaria
(CLARK, 1997; FROHMAN; FROHMAN; DUSTIN; VAYUVEGULA et al., 1989; SEI,
VITKOVIC; YOKOYAMA, 1995).

No primeiro momento pos-isquémico ha a ativacdo de leucdcitos e plaquetas
para iniciar a trombose e aumento da permeabilidade celular endotelial, além da
expressdo de moléculas de adesdo da membrana celular e citocinas reguladoras
diferenciadas (CHOU; CHOI; ZHANG; MU et al., 2004; GARCIA; LIU; YOSHIDA;
LIAN et al.,, 1994; HUANG; UPADHYAY; TAMARGO, 2006). O recrutamento de
leucécitos nas regides isquémicas requer uma sequéncia de eventos que comegam
com leucdcitos rolando nas paredes do endotélio ativado, ativacdo de neutrdfilos,
aderéncia as células endoteliais e transmigracdo para o parénquima cerebral
(HUANG; UPADHYAY; TAMARGO, 2006), gerando um acumulo de leucécitos PMN
em regides do cérebro com baixo fluxo sanguineo, sinalizando uma convergéncia de
processos hemostéticos e inflamatérios (HALLENBECK; DUTKA; TANISHIMA,;
KOCHANEK et al.,, 1986; HUANG; UPADHYAY; TAMARGO, 2006). A obstrucdo
microvascular pode ainda derivar da adesao de leucdécitos PMN ao sistema vascular,
o endotélio e a MEC, o que requer alta especificidade nas interacdes receptor-ligante
(HUANG; UPADHYAY; TAMARGO, 2006).

Em sitios extravasculares, os neutrofilos produzem radicais livres (O,; OH),
liberam enzimas proteoliticas, causando a morte de células com isquemia (reversivel
ou nao), e estimulam a liberacdo de citocinas a partir de células vizinhas,
promovendo o recrutamento de mais neutrofilos além de outros leucdcitos
(CAVANAGH; GOUGH; HOMER-VANNIASINKAM, 1998; CHOU; CHOI; ZHANG; MU
et al., 2004).Estudos experimentais mostraram que a reducdo do numero de
neutrdéfilos, da sua atividade, assim como a inibicdo de suas enzimas proteoliticas,
como a elastase, promovendo melhores desfechos e qualidade de vida ao reduzir o
tamanho da lesdo e consequentemente desenvolvendo menores déficits neuroldgicos
(CAVANAGH; GOUGH; HOMER-VANNIASINKAM, 1998; UENO; MORIYAMA;
TODA; YOTSUMOTO et al., 2001). Em especial a proteina quinase C tem
demonstrado desempenhar um papel significativo na atividade neutrofilica. Estudos

com camundongos sem a enzima quinaseCd (PKC®) apresentaram reducao
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significativa da lesdo de reperfusdo apos isquemia transitéria (CHOU; CHOI; ZHANG;
MU et al., 2004).

E importante frisar também que a infiltragdo de neutrdfilos contribui para o
aumento da metaloproteinase-9 (MMP-9) no cérebro isquémico, que € uma protease
responsavel por degradar os componentes da lamina basal, estando associada a
ruptura da barreira hematoencefalica apés o AVE, assim como a sua transformacao
hemorrdgica. Embora o mecanismo exato ainda ndo tenha sido determinado, foi
demonstrado que a MMP-9 é liberada no cérebro isquémico concomitantemente com
0 acumulo de neutrdfilos no interior dos microvasos isquémicos, sendo entdo mais
um fator de pior prognéstico ap6s AVE (JUSTICIA; PANES; SOLE; CERVERA et al.,
2003; LAPCHAK; CHAPMAN; ZIVIN, 2000).

Além disso, ha uma érea no encéfalo onde a barreira hematoencefalica ndo se
faz presente, também estando mais propenso a sofrer consequéncias da cascata de
inflamacédo apds AVE: o plexo coroide (GUERMAZI; DE KERVILER; ZAGDANSKI;
FRIJA, 2000). O plexo coroide € uma area altamente vascularizada localizada entre
os ventriculos cerebrais e possui um papel fundamental da producdo do liquido
cefalorraquidiano (MORTAZAVI; GRIESSENAUER; ADEEB; DEEP et al.,, 2014),
participando também da producdo de diversas outras substancias que garantem o
ideal e correto funcionamento e protecdo do sistema nervoso central (KAUR;
RATHNASAMY; LING, 2016). Ainda € uma estrutura pouco investigada no contexto
apo6s AVE agudo.

2.2 Inflamag&o Pulmonar

Além das respostas imunolégicas inflamatorias locais no cérebro, o AVE
também desencadeia respostas sistémicas, que podem ter grandes efeitos nos
orgaos distais, como pulmdes, rins, figado, entre outros (SAMARY; RAMOS; MAIA;
ROCHA et al, 2018). Uma resposta inflamatoria sisttmica aguda parece
desempenhar um papel integral no desenvolvimento de complicagoes,
proporcionando um potencial de lesdo secundaria significativa (MARON, 1989). Em
ratos, o AVE isquémico focal ocasiona um aumento do dano pulmonar, inflamacéo e
reducdo da capacidade fagocitica dos macréfagos alveolares, devido a uma
interligacdo entre cérebro e pulmdo que parece ser promovida pela inflamacao
sistémica (SAMARY; RAMOS; MAIA; ROCHA et al., 2018). Um estudo chinés
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evidenciou que 15,6% dos pacientes que tiveram o AVE desenvolveram injuria
pulmonar aguda em apenas 36 horas apos a admissao hospitalar, além de eventos
pulmonares como pneumonia e bronquite (BAI; LI; NING; LI et al., 2017).

Entretanto, h4d uma caréncia significativa de estudos acerca da inflamagéo
pulmonar decorrente de AVE, ao contrario da inflamacéo pulmonar decorrente do
traumatismo cranioencefalico onde ha uma vasta literatura (DAI; WANG; YANG; AN
et al., 2013; JIN; WANG; JI; ZHU et al., 2009; KALSOTRA; ZHAO; ANAKK; DASH,;
STROBEL, 2007; WEBER; GRACON; RIPSCH; FISHER et al., 2014; YILDIRIM,;
SOLAROGLU; OKUTAN; OZISIK et al., 2004). Além disso, os estudos em modelos
experimentais de AVE que existem acabam focando mais na questdo da
imunossupressao e infecgdo pulmonar (CHAMORRO; URRA; PLANAS, 2007,
PRASS; MEISEL; HOFLICH; BRAUN et al., 2003; SHIM; WONG, 2016; STANLEY;
MASON; MACKIN; SRIKHANTA et al., 2016) enquanto a inflamagdo em si e seus
efeitos na capacidade fagocitaria de macrdéfagos alveolares sdo negligenciados
(SAMARY; RAMOS; MAIA; ROCHA et al., 2018).

Apés o AVE, a estimulacdo do receptor de acetilcolina nicotinico a-7
(a7nAChR) reduz inflamagao, protege as células neuronais do estresse oxidativo e
melhora a recuperacgéo funcional (CAI; BODHIT; DEREQUITO; ANSARI et al., 2014;
SAMARY; PELOSI; SILVA; ROCCO, 2016). Sabe-se que células imunes pulmonares
residentes, como macréfagos alveolares e células epiteliais alveolares, expressam
a7/nAChR (MAOUCHE; POLETTE; JOLLY; MEDJBER et al., 2009; SAMARY;
PELOSI; SILVA; ROCCO, 2016), isto pode reduzir a inflamacdo nos pulmdes, para
evitar uma reacdo exagerada potencialmente prejudicial do sistema imunoldgico
durante condicdes inflamatorias (como infec¢des bacterianas), suprimindo a producao
de citocinas pro-inflamatoérias por macréfagos ativados (DOS SANTOS; SHAN;
AKRAM; SLUTSKY; HAITSMA, 2011; SAMARY; PELOSI; SILVA; ROCCO, 2016). No
entanto, tal comportamento pode ser prejudicial a defesa do hospedeiro (ROSAS-
BALLINA; TRACEY, 2009).

2.3 Disfuncéao Renal

Considerando o impacto do AVE isquémico em érgédos distais, um dos 6rgaos
acometidos além dos pulmdes citados anteriormente sdo o0s rins. Sabe-se que ambos

0s 0rgaos apresentam caracteristicas fisiologicas similares. Séo elas: cérebro e rins
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sdo orgaos altamente perfundidos e por isso estdo expostos a grandes volumes de
fluxo sanguineo a cada ciclo cardiaco; a medida que ha a alteracdo de pressodes
arterial, tanto o cérebro quando os rins mantém a perfusdo através da autorregulacéo
e existe uma concordancia hemodinamica entre os leitos vasculares dos dois 6rgaos
(ZHAO; YAN; CHOPP; VENKAT; CHEN, 2020).

Apés o AVE isquémico, em um estudo multicéntrico de grande escala
hospitalar, identificou que 35% dos pacientes apresentaram sintomas e fatores
alterados que indicam doenga renal crbnica (creatinina, proteinuria, cistatina C,
albumindria, taxa de filtragcdo glomerular estimada, urinalise para avaliar leucocitos e
glébulos vermelhos, eletrélitos séricos, célcio sérico e niveis de horménio da
paratireoide), sendo a proteindria um fator independente que indica piores sequelas
neurologicas e maior risco de mortalidade em ambiente hospitalar (HUNSICKER,;
ADLER; CAGGIULA; ENGLAND et al., 1997; KUMAI; KAMOUCHI; HATA; AGO et al.,
2012). Além disso, em um estudo polonés que reuniu e acompanhou pacientes
sobreviventes pds AVE isquémico, foi visto que apos 4 meses, 40,38% desses
pacientes apresentaram sinais de doenca renal cronica com diminuicdo da taxa de
filtracdo glomerular estimada e aumento da razdo albumina/creatinina na urina
(CHWOJNICKI; KROL; WIERUCKI; KOZERA et al., 2016).

O mecanismo da disfuncéo renal ap6s AVE isquémico se d& pela rede central
autonOmica, sistema de regulacéo interna integral que controla as respostas viscerais
motoras e neuroenddcrinas e se encontra no cértex insular, cértex pré-frontal medial,
hipotalamo, substancia cinzenta periaquedutal, amigdala, medula ventrolateral,
ndcleo dos solitarios do trato e parte do cortex motor primario e area motora
rostromedial (ZHAO; YAN; CHOPP; VENKAT; CHEN, 2020). O cértex primario e
rostromedial influenciam no funcionamento do rim visto que s&do seu centro de
controle autbnomo. Em um estudo tradicional de Green, H. D., & Hoff, E. C. foram
feitos experimentos em gatos e macacos e foi demonstrado que a estimulagéo
elétrica do coértex motor primario e areas adjacentes do coértex pré-motor leva a
mudancas na fungdo visceromotora, como reducdo no fluxo sanguineo renal
(GREEN; HOFF, 1937). Portanto, danos cerebrais na area motora primaria e
rostromedial podem afetar diretamente a funcéo renal. Além disso, ndo se pode
anular o fato que o AVE e a injuria renal apresentam fatores de risco em comum
como hipertensdo, diabetes tipo 2, aterosclerose, entre outros (CIPOLLA;
LIEBESKIND; CHAN, 2018; HUANG; WAN; WU, 2020).
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3. Fluidoterapia

A fluidoterapia é uma estratégia fundamental utilizada em unidades de terapia
intensiva. E usada em contexto geral de reanimacdo, reposicdo e manutencdo de
volemia e em casos especificos como controle da pressao intracraniana e manejo da
isquemia cerebral tardia (causada por vasoespamo) (ODDO; POOLE; HELBOK;
MEYFROIDT et al.,, 2018). Recentemente, houve uma mudanca de paradigma
considerando os fluidos como drogas com indicacfes e contraindicacdes especificas
(LANGER; SANTINI; SCOTTI; VAN REGENMORTEL et al.,, 2015; MALBRAIN;
LANGER; ANNANE; GATTINONI et al.,, 2020; MALBRAIN; VAN REGENMORTEL;
OWCZUK, 2015; PERNER; HAASE; GUTTORMSEN; TENHUNEN et al., 2012; VAN
REGENMORTEL; JORENS; MALBRAIN, 2014) e possiveis efeitos adversos
associados (MYBURGH; MYTHEN, 2013; YUNOS; BELLOMO; HEGARTY; STORY
et al.,, 2012), como edema cerebral ou pulmonar, insuficiéncia cardiaca ou
hiponatremia, além de possiveis infeccbes ao redor dos locais das canulas
intravenosas ou subcutaneas que podem levar a celulite ou infec¢cdo sistémica
(VISVANATHAN; DENNIS; WHITELEY, 2015). Dito isto, é possivel fazer uma
analogia com os 4 D’s como na antibioticoterapia (MALBRAIN; VAN
REGENMORTEL; SAUGEL; DE TAVERNIER et al., 2018):

- Droga: como dito anteriormente, fluidos devem ser considerados drogas com
indicacdes, contraindicagdes e efeitos adversos.

- Dose: ao contrario da maioria das drogas, fluidos ndo possuem dosagem
terapéutica padrao.

- Duracdo: O momento para iniciar a fluidoterapia € mais conhecida pelos
clinicos do que o momento de interromper, portanto a duracdo também nédo é bem
estabelecida.

- Descontinuacdo: O momento de retirar ou diminuir a infusdo dos fluidos
guando ndo sao mais necessarios € de extrema importancia, visto que reduz assim o
risco de sobrecarga de fluidos e seus efeitos adversos.

De acordo com o artigo publicado pela Lancet em 1989, sabe-se que a
fluidoterapia tem sua origem em 1832 em Londres durante a epidemia de célera
(COSNETT, 1989), portanto, a terapia esta presente na pratica clinica por pelo menos
185 anos. Apesar disso, inicialmente a pratica foi muito contestada pelas autoridades

na época e a pratica se tornou obsoleta pelos proximos 100 anos, no entanto, a

22



fluidoterapia parenteral se tornou uma das intervencdes mais comuns administradas
em emergéncias, centros cirargicos e unidades de terapia intensiva (FINFER;
MYBURGH; BELLOMO, 2018). A autorizacdo e adocdo para o uso de fluidos
cristaloides, como solugédo salina normal, Ringer lactato e solugdo de Hartmann,
ocorreu apos demonstracfes de que eles ndo causaram hemolise aguda ou outra
toxicidade aguda (LEE, 1981).

Quanto a composicdo, volume ideal, escolha e doses dos fluidos para
pacientes em unidades de terapia intensiva, permanecem dudvidas e nota-se uma
auséncia de evidéncias de alta qualidade (CECCONI; HOFER; TEBOUL; PETTILA et
al., 2015; FINFER; MYBURGH; BELLOMO, 2018; ODDO; POOLE; HELBOK;
MEYFROIDT et al., 2018). No ultimo Guideline disponibilizado sobre Manejo do AVE
isquémico agudo (2018), foi evidenciado que ndo ha dados para orientar quanto ao
volume e dose de fluidos, além de ndo ter estudos que comparassem diferentes
tonicidades de fluidos apos AVE (POWERS; RABINSTEIN; ACKERSON; ADEOYE et
al., 2018).

3.1 Equacéo de Starling

A prética clinica vem utilizando a equacdo de Starling para o uso de
fluidoterapia pelo menos pelos ultimos 75 anos (MALBRAIN; LANGER; ANNANE;
GATTINONI et al., 2020). De acordo com este modelo, o fluido deixa a vasculatura na
extremidade arterial do leito capilar (onde o gradiente de pressao hidrostatica excede
o gradiente de pressao osmoética) e entra novamente na extremidade venosa do leito
capilar (onde, como resultado de perda de fluido, a presséo hidrostatica sera menor e
a pressao osmotica maior). No entanto, grande parte dessa teoria € inconsistente
com os dados de ensaios clinicos e entendimento emergente do papel da camada de
glicocdlice endotelial (MALBRAIN; LANGER; ANNANE; GATTINONI et al., 2020). As
antigas crencas de que o liquido entra novamente na circulagdo no leito venoso pos-
capilar e que essa reabsorcao de liquido pode ser aumentada pela administracédo de
fluidos que aumentam a pressdo osmatica foram agora descartadas (WOODCOCK;
WOODCOCK, 2012).

O modelo original de Starling foi desenvolvido de acordo com um experimento
realizado com céo, na qual inicialmente foi injetado solucdo salina isotbnica na pata

traseira e o sangue perfundido através do membro se tornou hemodiluido, portanto a
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salina foi absorvida pela vasculatura. Ja quando foi aplicado soro sanguineo em vez
de solucéo salina o liquido n&o foi absorvido pela vasculatura (STARLING, 1896).
Com a evolucdo das técnicas experimentais e de medicao, esse modelo de fluxo de
fluido foi substituido, e um modelo alternativo, que pode ser explicado pelo
conhecimento da estrutura e funcdo do glicocalice endotelial, agora prevalece
(LEVICK; MICHEL, 2010).

A camada endotelial de glicocalice é o fator determinante da permeabilidade
da membrana, representada pelo coeficiente de reflexdo o nas equagdes de Starling.
Essa camada é uma teia de glicoproteinas ligadas a membrana e proteoglicanos
associados, encontrados no lado luminal das células endoteliais vasculares. O
glicocalice consiste em uma camada interna densa de matriz com glicoproteinas
aderidas a membrana de até 200-300 nm de espessura, que formam a barreira
seletiva primaria para macromoléculas plasmaticas. Uma camada externa menos
densa se estende por um ou mais micrébmetros para o limen do vaso, formando uma
microestrutura que suporta 0 movimento dos glébulos vermelhos. O espaco
subglicocélice produz uma pressdo osmoética que é o principal determinante do fluxo
transcapilar de fluido. O liquido do espaco intersticial entra na circulacdo através de
um pequeno namero de poros grandes, mas a principal via pela qual o liquido
intersticial retorna a circulacédo é a linfa. Ambas as barreiras endoteliais e glicocalix
sdo moduladas por mediadores inflamatérios, agentes estabilizadores endoteliais e
forcas fisicas na parede vascular (FINFER; MYBURGH; BELLOMO, 2018).

A biologia da camada endotelial de glicocélice continua ndo compreendida
completamente, embora novas e emergentes pesquisas estejam destacando o0s
papéis importantes dos mediadores, como esfingosina-1-fosfato e angiopoietina 2, na
regulacdo da estrutura do glicocalice e permeabilidade vascular na salude e na
doenca (CURRY, 2017; LUKASZ; HILLGRUBER; OBERLEITHNER; KUSCHE-
VIHROG et al., 2017). Danos ao glicocalice, como ocorre em condi¢des inflamatorias
localizadas ou sistémicas, levam ao extravasamento de fluido. A permeabilidade da
camada endotelial de glicocalice e, portanto, o potencial para desenvolver edema
intersticial também varia substancialmente entre os sistemas organicos (FINFER;
MYBURGH; BELLOMO, 2018).

Dessa forma, a teoria revisada de Starling traz implicagdes clinicas de que o
efeito poupador de volume dos fluidos de reanimacéo coloidais € muito menor do que

se acreditava originalmente, e isso € verdadeiro na presenca de inflamacao local ou
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sistémica. Com essas novas informacdes, ha uma boa base fisioldgica para reavaliar
a eficacia de diferentes fluidos em pacientes criticamente enfermos, no qual na
maioria das vezes estdo associados a perda da estrutura e funcdo do glicocalice
endotelial (FINFER; MYBURGH; BELLOMO, 2018).

3.2 Tipos de fluidos

Os fluidos foram classicamente divididos em 2 grupos: cristaloides e coloides,
termos introduzidos por Thomas Graham (Professor de Quimica, University College
London, 1836-1855) muito antes de os fluidos intravenosos serem amplamente
utilizados na prética clinica (GRAHAM, 1861).

Cristaloide foi usado para descrever solu¢cdes como sal, acucar e ureia que
podiam ser cristalizadas com facilidade. Col6ide foi usado para descrever solucdes
nao cristalizaveis (como aquelas contendo gelatina, goma, albumina de ovo, amido e
dextrina) que formaram massas de goma quando evaporadas a secura, difundidas
com extrema lentiddo e ndo passa através das membranas dos animais (FINFER;
MYBURGH; BELLOMO, 2018).

Cristaloides sdo agora comumente definidos como solugcfes de ions que séo
capazes de passar através de membranas semipermedaveis. Eles sdo mais baratos
do que os coloides e sdo os fluidos mais comumente usados em todo o mundo, tém
uma vida util longa e estdo comumente disponiveis comercialmente em recipientes de
polimero estéril de 500 ml ou 1 | biocompativeis (FINFER; MYBURGH; BELLOMO,
2018).

Com excecdo das solucdes de glicose pura, os cristaloides contém sédio,
cloreto e outros anions que determinam sua tonicidade em relacdo ao fluido
extracelular. Essas propriedades fisico-quimicas sdo determinantes importantes tanto
da eficacia do fluido para a expansédo do volume vascular quanto de seu potencial de
toxicidade. A teoria fisiologica tradicional sustenta que a distribuicdo de cristaloides
infundidos nos compartimentos intracelular e extracelular (incluindo plasma) é
determinada por sua concentracéo de sodio (FINFER; MYBURGH; BELLOMO, 2018).

Quando infundidos, os cristaloides com concentracdo de sodio proxima a do
liquido intravascular (140 mmol/l) produzem um aumento transitério do volume
intravascular antes de se equilibrar com o liquido extracelular. Cristaloides podem ser

usados como fluidos de reanimacdo (para aumentar ou manter o volume
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intravascular) ou como fluidos de manutencdo (para manter a hidratacdo e o
equilibrio eletrolitico basico) em pessoas incapazes de tolerar a administracao enteral
de fluidos (LEE, 1981). Os cristaloides mais comumente usados para ressuscitacao
com fluidos solugéo salina normal e solucdes salinas tamponadas ou balanceadas.
Idealmente, esses fluidos possuem também glicose ou dextrose para prevenir uma
possivel cetose por inanicdo (FINFER; MYBURGH; BELLOMO, 2018).

Nesse contexto, solu¢des salinas isotonicas (NaCl 0,9%) s&o os fluidos mais
utilizados na pratica clinica (DONG; YAN; SONG; ZHOU; CHEN, 2022); no entanto,
pode induzir acidose metabdlica hiperclorémica e consequentemente hipercalemia
(ARONSON; GIEBISCH, 2011; EISENHUT, 2006; MODI; VORA; PARIKH; SHAH,
2012; PFORTMUELLER; FLEISCHMANN, 2016). Sabe-se que as solucdes
hipotbnicas sdo excretadas de forma mais eficaz pelos rins do que as solucgoes
isotonicas (LOBO; STANGA; SIMPSON; ANDERSON et al., 2001; REID; LOBO;
WILLIAMS; ROWLANDS; ALLISON, 2003), resultando em menor retencao de sodio e
agua e um balanco hidrico mais negativo, sugerindo assim que as solucdes
hipotbnicas podem ter efeitos protetores nos rins (VAN REGENMORTEL; DE
WEERDT; VAN CRAENENBROECK; ROELANT et al., 2017; VAN REGENMORTEL,;
HENDRICKX; ROELANT; BAAR et al., 2019; VAN REGENMORTEL; LANGER; DE
WEERDT; ROELANT et al, 2022; VAN REGENMORTEL; MOERS; LANGER;
ROELANT et al., 2021).

Por outro lado, outros estudos demonstraram que a solucéo hipoténica pode
induzir hiponatremia, inflamacao e edema de 6rgaos distais (BAEZ; CHIRIO; PISULA;
SEMINARIO et al., 2023; GOSLING, 2003). Atualmente, solu¢des hipertbnicas sdo
usadas para reduzir o edema cerebral e diminuir a pressao intracraniana (COOK;
MORGAN JONES; HAWRYLUK; MAILLOUX et al., 2020), mas estudos destacam o
risco de hipernatremia grave, estimulam a liberacéo de citocinas pro-inflamatorias das
células epiteliais (SCHWARTZ; GUAIS; POOYA; ABOLHASSANI, 2009), infec¢do do
trato urinario e disfuncdo renal, que pode aumentar a mortalidade (AIYAGARI,
DEIBERT,; DIRINGER, 2006; BULGER; MAY; BRASEL; SCHREIBER et al., 2010;
DARMON; TIMSIT; FRANCAIS; NGUILE-MAKAO et al., 2010; FROELICH; NI,
WESS; OUGORETS; HARTL, 2009; HUANG; STUCKY; DIMICK; TREAT et al.,
1995). No entanto, at¢é o momento, o impacto de diferentes fluidos com

concentragbes varidveis de sodio no cérebro, mas eventualmente também nos
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orgaos distais, permanece obscuro em pacientes com AVE (POWERS; RABINSTEIN;
ACKERSON; ADEQOYE et al., 2018).

4, HIPOTESE

Dados recentes de voluntarios saudaveis e pacientes submetidos a cirurgia
toracica eletiva mostraram que a administracado de fluidos hipoténicos resultou em
menor quantidade de cloreto de sodio e consequentemente de retencdo de agua e
um balanco hidrico mais negativo (HENDRICKX; VAN VLIMMEREN; BAAR;
VERBRUGGHE et al., 2017; VAN REGENMORTEL; DE WEERDT; VAN
CRAENENBROECK; ROELANT et al., 2017), além de estudos observacionais que
compararam a infuséo de fluidos isotbnicos e hipotdnicos e encontraram maior risco
de morte, injaria renal aguda e complicacdes cirurgicas em pacientes na qual foram
administrados fluidos isoténicos (SHAW; BAGSHAW; GOLDSTEIN; SCHERER et al.,
2012; YUNOS; BELLOMO; HEGARTY; STORY et al., 2012). Considerando essas
informacgdes, a hipotese deste projeto é que solucdes hipotbnicas, comparadas as
solucdes isotbnicas e hipertbnicas, bem como a glicose a 5%, quando administradas
nas primeiras 3 horas apos o AVEi, proporcionariam neuroprotecdo sem causar

danos pulmonares e renais.

5. OBJETIVOS

5.1  Objetivo Geral

Avaliar a eficacia de fluidos com diferentes tonicidades (NaCl: 0,0%, 0,45%,
0,9% e 1,5%) no que tange aos efeitos em érgaos distais, como cérebro, pulmao e

rim em modelo de AVE isquémico focal.

5.2 Objetivos Especificos

Analisar os eletrélitos e osmolaridade no plasma,;
Analisar a fungao renal e pulmonar,

Analisar a histologia de cérebro, pulmao e rim;
Analisar a inflamacao no cérebro, pulméo e rim;

Analisar a estrutura do endotélio cerebral, pulmonar e renal,
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Analisar a imunohistoarquitetura do cérebro;

Analisar a bioquimica no plasma e na urina.

6. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica com Uso de Animais (CEUA) do
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho (IBCCF), do Centro de Ciéncias da Saude
(CCS) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) sob nimero de parecer:
013/21.

6.1 Desenho experimental

Trinta e trés Wistar machos (peso corporal, 390 + 4g) foram submetidos
inicialmente a inducdo do acidente vascular encefalico isquémico focal por
termocoagulacdo dos vasos sanguineos pial da regido dos cértices somatosensoriais,
motores e sensoério-motores primarios (SAMARY; PELOSI; SILVA; ROCCO, 2016).

Apos 3 horas foram alocados aleatoriamente em cinco grupos:

ISO — 0,9% salina Na = 154 mEqg/L (n=7)

HIPO — 0,45% salina Na = 77 mEqg/L (n=7)
HIPER — 1,5% salina Na = 256 mEqg/L (n=7)
GLICO - Glicose 5% Na = 0 mEg/L (n=7)

AVE, sem fluidos/NV — grupo que foi submetido somente a inducdo do AVE
isquémico focal, portanto ndo recebeu fluidos e ndo foi submetido a ventilagcdo

mecanica (NV: ndo ventilado), configurando assim um controle (n=5)
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33 ratos Wistar rmachos

[xilazina 2.5mg kg, intraperitoneal {i.p.) e
cetamina 75mg/kg, i.p.]
Induzido por termocoagulagdo dos vasos
sanguineos piais que recobrem os cortices AVEifocal

somatossensorial, motor e sensdrio-motor 3h
primario.
AVE
: Sem fluidos / NV
IS0 HIPO HIPER GLICO
0,9% Salina 0,45% Salina 1,5% Salina Glicose 5%
(Na =154 mEqL) (Na =77 mEg/L) (Na = 256 mEqlL) (Na=0mEqlL)
| Manutengio da solugdo de 2 mLkg/h |

Fluxograma 1: Desenho experimental. AVEi - acidente vascular encefalico isquémico; i.p -
intraperitoneal; NV - ndo ventilado; ISO — fluido isotbnico; HIPO — fluido hipoténico; HIPER — fluido
hipertdnico; GLICO — glicose.

6.2 Composicéao dos fluidos

ISO HIPO HIPER GLICO
Fluidos 0,9% Nacl 0,45% NaCl 1,5%NacCl 0%Nacl

Tabela 1: Composicao dos fluidos. 1SO - fluido isoténico; HIPO — fluido hipotdnico; HIPER — fluido
hipertonico; GLICO - glicose.
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6.3 Linhado tempo

Trata-se de um estudo experimental randomizado.

Infuséo continua de fluidos a 2 mil/kg/h
Bolus do fluido de interesse se PAM < 60mmHg

30

AVEi
3h 60 min 60 min
INICIAL Mecéanica respiratoria FINAL
- G tri
Sedacéo _ asometna Mecanica respiratoria
Preparacédo do animal Gasometria
Randomizacéo Eutanasia

Mecénica respiratdria
Gasometria
Ventilagao Mecanica (VCV)
V;=6ml/kg
PEEP=3 cmH,0
Fi0,=04

Fluxograma 2: Linha do tempo. AVEi - acidente vascular encefélico isquémico; PAM - presséo arterial
média; VCV - ventilacdo controlada a volume; Vt - tidal volume/volume corrente. PEEP — positive end

expiratory pressure/pressao expiratéria final positiva; FiO2 — fra¢do inspiratéria de oxigénio.

6.4 Animais: Cuidados Iniciais

Todos os ratos receberam cuidados em relagcéo a sua utilizacao e protecéo de
animais de laboratério em conformidade com os Principios de Cuidados de Animais
de Laboratorio de acordo com as normas da lei 11.794 de 8 de outubro de 2008,
formulado pela Sociedade Nacional de Pesquisa Médica e o Guia da Academia
Nacional de Ciéncias dos Estados Unidos para o Cuidado e Uso de Animais de
Laboratorio.

Foram utilizados ao todo 28 ratos (Rattus norvegicus albinus, Rodentia
mammalia — Berkenhauout, 1769) adultos jovens, da variedade albina, linhagem
Wistar, isogénicos, machos, com média de idade de 10 semanas e peso entre 300-
400 g, clinicamente saudaveis, provenientes do biotério do Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho, da UFRJ.

Os animais foram mantidos nas instalagdes para cuidados de animais do



Laboratério de Investigacdo Pulmonar do IBCCF, da UFRJ. Todas as analises de

marcadores bioldgicos e histopatologicos foram realizadas de forma encoberta.

6.5 Protocolo Experimental
6.5.1 Procedimento Cirargico

Os ratos Wistar foram anestesiados (xilazina 2,5 mg.kg™, intraperitonealmente
(i.p.), cetamina 75 mg.kg™, i.p. e diazepam 10 mg.kg™ i.p) e depois foi realizada uma
neurocirurgia com isquemia induzida por termocoagulacdo de vasos sanguineos piais
gue recobrem os cortices somatossensoriais, motores e sensério-motores primarios.
Ao final da cirurgia, foi feito tramadol 10mg.kg*subcutaneo como analgésico.

Os experimentos (cirurgia e infusdo de fluidos) foram iniciados quando em
auséncia de resposta ao estimulo algico e ao rapido clampeamento da cauda
(BAZIN; CONSTANTIN; GINDRE, 2004). O nivel de sedacdo dos animais foi
analisado durante todo o periodo de experimentagdo, se necessario, uma
complementacéo de anestésico foi realizada.

6.5.2 Infusado de fluidos

Apo6s 3 horas do procedimento cirdrgico, todos 0s animais encontravam-se
claramente despertos. Entdo, foram pré medicados novamente por meio da
administracao intraperitoneal (i.p.) de cetamina (100 mg/kg) e midazolam (2mg/kg).
Apbs a sedacao inicial para as manipulacfes, a veia da cauda foi puncionada com
um jelco (24G; Becton, Dickinson e Company, Nova Jersey, NJ, EUA).

Ao atingir adequado plano anestésico, levando em conta 0S mesmos
pardmetros do procedimento cirdrgico, os animais foram posicionados em decubito
dorsal, sendo os membros fixados por esparadrapo. Os membros superiores foram
mantidos em abducdo a 90 graus em relagdo ao corpo e os membros inferiores
estendidos em diagonal.

Feito isto, entdo foi realizada a traqueostomia através da realizacdo de uma
pequena incisdo longitudinal mediana de 2 cm na regido anterior do pescoco do
animal, precedida por infiltracdo de 1ml de lidocaina 1%. Os tecidos adjacentes foram
divulsionados até que a traqueia ficasse exposta, quando foi realizada incisédo

transversal entre dois aneéis fibrosos para a introducdo de uma canula de



tragueostomia para pequenos animais. Pela traqueostomia foi introduzido 1 cm de
um tubo de polietileno (PE-240, Intramedic®, Clay-Adams Inc., Nova York, EUA) com
6,5 cm de comprimento e 1,7 mm de diametro interno. O tubo foi fixado na porgéo
proximal da traqueia por um fio de algodao 3-0. Além disso, foi aplicado via venosa o
bloqueador neuromuscular brometo de vecurénio (2 mg/kg).

Entdo os animais foram ventilados mecanicamente (Servo-lI; MAQUET, Solna,
Suécia) em modo de volume controlado (VCV) com tidal volume/volume corrente
(Vn=6ml/kg, frequéncia respiratoria (FR)= 80irpm, fragcéo inspirada de oxigénio (FiOy
= 0,4 e pressao expiratéria final positiva (PEEP) = 3cmH,O. O fluxo de ar e as
pressfes das vias aéreas e pressao esofagica foram continuamente registrados
através de pneumotacoégrafo para pequenos animais e cateter de polietileno (PE 240)
de 20 cm de comprimento e 1,7mm de diametro interno no esofago conectada a um
transdutor de pressao liquido (UT-PL-300, SCIREQ, Montreal, Canadd) ja que as
variacbes da pressao no terco inferior do eséfago refletem as variacdes da pressao
intrapleural (Ppl) e, portanto, da pressdo da parede toracica (Pw)(MILIC-EMILI;
MEAD; TURNER; GLAUSER, 1964), respectivamente. A resisténcia das vias aéreas
e a elastancia pulmonar estatica foram calculadas pelo método de ocluséo ao final da
inspiracao.

Vale ressaltar que essa forma de medir fluxo aéreo (pneumotacografo), além
de bem simples, € adequada, visto que, em animais de pequeno porte, os fluxos
baixos e as dimensdes traqueais reduzidas sao responsaveis pela existéncia de fluxo
laminar e, portanto, o fluxo aéreo pode ser medido de acordo com a lei de Poiseuille,
em que a diferenca de pressdo entre as saidas laterais do pneumotacégrafo é
proporcional ao V’. A calibragdo dos transdutores de pressao foi realizada antes de
cada experimento para assegurar a confiabilidade do registro. Também foi realizada
a monitorizagcdo da temperatura corporea por meio de termdmetro retal. A
temperatura corporea foi mantida entre 37,5° = 1°C por meio da utilizagdo de foco
cirdrgico aquecido e manta térmica.

Subsequentemente, um cateter de polietileno (PE-10) foi introduzido na artéria
carotida direita para a retirada de amostra de sangue arterial e monitorizacao
continua da pressédo arterial média (PAM) por meio de transdutor liquido (Utah
Medical Products, Inc, Midvale, Utah, EUA) situado no mesmo nivel do coracgéo,
sendo este conectado a monitor multiparametro (NetworkedLifeWindow 6000V;

Digicare Animal Health, Boynton Beach, FL, EUA). Logo apés a adaptacdo do animal
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ao ventilador mecanico, foi retirada amostra de sangue arterial (300 pl) utilizando uma
seringa de insulina heparinizada e introduzida no analisador de gases (Radiometer
ABL80 FLEX, Copenhagen NV, Dinamarca) para medicdo de pressao parcial de
oxigénio arterial (PaO,), presséo parcial de diéxido de carbono arterial (PaCO,), pH
arterial (pHa), bicarbonato (HCOg3) e eletrolitos como sédio (Na), potassio (K), calcio
(Ca) e cloreto (Cl).

Os animais foram monitorados de modo continuo ao longo de todo o
experimento quanto a PAM e temperatura retal bem como avaliacdo de adequado
plano anestésico conforme descrito previamente.

Em seguida, os animais foram randomizados em seus respectivos grupos de
acordo com o tipo de fluido a ser infundido (ISO, HIPO, HIPER ou GLICO). Vale
ressaltar que ndo foram utilizado fluidos comerciais, os fluidos foram preparados de
forma estéril através de cloreto de sodio e glicose 5% para andlises e diluidos em
agua milli-Q. Uma vez que foi alocado em um determinado grupo, iniciou-se a infusao
do respectivo fluido por 120 minutos, com uma taxa de infusdo continua de 2mi/kg/h.
Bolus do fluido de interesse foi feito se hipotensdo PAM < 60mmHg. Todos o0s
agentes infundidos foram preparados a cada experimento com rigor asséptico e
imediatamente administrados.

A partir do inicio do experimento com os animais ja& em ventilagdo mecanica,
foram coletadas as informagcBes de mecanica respiratéria no momento INICIAL, ao
meio (60 minutos de experimento) e ao FINAL do experimento (120 minutos), assim
como a gasometria arterial.

Imediatamente apds a mensuracdo da mecanica respiratoria e ao final da
infusdo de fluidos (FINAL), foi administrada heparina (1.000 Ul) na veia caudal,
seguida 2 minutos depois por injecdo intravenosa de tiopental sodico (100mg/kg,
Cristalia), foi realizada laparotomia para acesso a aorta e 0s animais foram
eutanasiados com exsanguinacgao. O processo completo durou cerca de 5 minutos; o
procedimento e a duracéo foram iguais em todos 0s animais.

Em todos os grupos, ao final do experimento:

O pulméo esquerdo foi removido para analise histolégica;
O lobo pulmonar superior direito foi removido para andlise de biologia molecular;
O tecido cerebral correspondente a area perilesdo foi removido para analise de

biologia molecular;
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O cérebro foi removido para analise histologica,

O rim direito foi removido para analise histologica,

O rim esquerdo foi removido para andlise de biologia molecular;

A bexiga foi puncionada e a urina aspirada para analise de bioquimica;

O sangue foi aspirado para analise bioquimica.

6.6 Analise pulmonar
6.6.1 Remocao dos pulmdes

ApoOs a injecdo da heparina e da eutanasia, a traqueia foi ocluida ao final da
expiracdo com fio de algodao. Para remoc¢ao dos pulmdes o térax foi aberto, a parede
torcica anterior retirada, a porcdo abdominal do es6fago identificada e isolada,
sendo presa com pinca hemostatica e as estruturas do pescoco dissecadas,
permitindo a liberacdo das vias aéreas. A pinca que prendia o esbdfago foi
delicadamente tracionada para cima, permitindo separar o bloco coracao-pulméao das
demais estruturas aderidas a parede toracica posterior. Com todas as estruturas
individualizadas, a traqueia foi seccionada acima do local ocluido pelo fio de algodao,
e 0 esOfago e o coracdo foram separados do conjunto por leve tracdo, restando,

apenas, os pulmdes e as vias aéreas.

6.6.2 Histologia Pulmonar

O pulmao esquerdo foi fixado em formol tamponado 10% e incorporado em
parafina. Seg¢des (3 um de espessura) foram coradas com hematoxilina-eosina.
Fotomicrografias com ampliacbes de x 100, x 200 e x 400 foram obtidas de oito
campos de visualizacdo ndo-sobrepostos, por secao, usando um microscoépio de luz
(Olympus BX51, Olympus Latin America Inc., Brasil).

O edema pulmonar e colapso alveolar foram quantificados usando um sistema
de pontuacdo ponderada (UHLIG; SILVA; ORNELLAS; SANTOS et al., 2014).
Resumidamente, pontuacdes de 0 a 4 foram usadas para representar edema e
colapso alveolar, com 0 representando nenhum efeito e 4 para gravidade maxima.
Além disso, a extensdo de cada caracteristica pontuada por campo de visédo foi
determinada em uma escala de 0 a 4, sendo 0 para nenhuma evidéncia visivel e 4

para envolvimento completo. As pontuacdes foram calculadas como o produto da
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gravidade e extensdo de cada caracteristica, em um intervalo de 0 a 16 (DA SILVA;
BESSA; ROCHA; CARVALHO et al., 2023; SAMARY; RAMOS; MAIA; ROCHA et al.,
2018; SOUSA; FERNANDES; CRUZ; ANTUNES et al., 2021).

6.7 Analise cerebral
6.7.1 Histologia cerebral

O cérebro foi fixado em paraformaldeido a 4% por 24 horas e cortes coronais
foram cortados em 50 pym. Apds exame macroscopico, a fascia dentada, o plexo
coroide e o cortex cerebral foram incluidos em parafina, seccionados com 5 ym de
espessura (Leica RM2135 Leica Biosystem, S&o Paulo, Brasil) e corados com
hematoxilina-eosina. A imunohistoquimica padrédo foi realizada. Resumidamente, a
recuperacao antigénica de cortes desparafinizados (5 um de espessura) foi realizada
em camara umida com pepsina por 30 minutos a 37°C. A biotina enddgena foi
blogueada com perédxido de hidrogénio 10 vol, ap6s lavagens com solucdo salina
tamponada com Tris (TBS; 0,2 M), e foi imunocorada com anticorpos primarios contra
Versican, sc-2583, (diluicdo 1:100) Sindecano sc-25831, (1: diluicdo 50), Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, Ca., e Decorina, ab-175404 (diluicdo 1:400), Abcam. Os
anticorpos foram detectados utilizando complexo avidina-biotina (kit Vectastain Elite
ABC; Vector Laboratories, Burlingame, CA) e 33 - tetracloridrato de
diaminobenzidinadi-hidratado (Sigma).

A expressao de versicano, sindecano, decorina e hialuronano foi quantificada
utilizando uma escala para representar a intensidade (0: nenhum efeito; 4:
intensidade maxima). A extensao de cada caracteristica foi classificada como 0 para
auséncia de aparéncia e 4 para envolvimento completo. As pontuacdes finais foram
calculadas como o produto da intensidade e extensdo de cada caracteristica,
variando de 0 a 16. A imuno-histoarquitetura cerebral acumulada variou de 0 a 16
(DA SILVA; BESSA; ROCHA; CARVALHO et al., 2023).

6.8 Analise renal
6.8.1 Histologia renal e bioquimica urinaria e plasmatica

A partir de laminas coradas com hematoxilina-eosina, pontuacoes de 0 a 4

foram usadas para representar dano celular tubular, definido como perda da borda



em escova e tumefacao celular associada ao edema intersticial, com 0 representando
nenhuma evidéncia visivel, 1 para lesdo presente em> 1-25% da area do tecido, 2
para > 25-50%, 3 para 50-75% e 4 para lesdo presente em mais de 75% da area do
tecido (BLANCO; MACHADO; CASTRO; ANTUNES et al., 2023).

Foram coletadas amostras de urina, clarificadas por centrifugacéo (10 mil rpm
por 10 min), e o sobrenadante utilizado para determinacdo dos niveis de
osmolaridade, creatinina e proteina. Amostras de plasma também foram obtidas para
determinacéo dos niveis de creatinina, ureia, lactato e sédio. A osmolaridade da urina
e do plasma foi medida no Advanced Micro Sample Osmometer 3320 (Advanced
Instruments, 155 Norwood, MA). A concentracéo de proteina urinaria foi determinada
pelo método PirogallolRed (kit Labtest n® 202203; Lagoa Santa, MG, Brasil). As
concentragcfes de creatinina urinaria foram medidas pelo método do picrato alcalino
utilizando kit comercial (kit Labtest n® 202302). Os niveis de sodio foram analisados
pelo teste fotométrico colorimétrico utilizando kit comercial (Labtest, kit n® 301). Os
parametros funcionais obtidos foram utilizados para calcular a relacdo entre proteina
urinéria e creatinina (UPCr) (FISHER; HSU; VITTINGHOFF; LIN; BANSAL, 2013).

6.9 Biologia Molecular
6.9.1 Extracdo de RNA Total

As amostras destinadas a analise de biologia molecular foram congeladas em
nitrogénio liquido, armazenadas em criotubo no freezer a —80°C até a analise da
expressao pelo método de RT-PCR em tempo real.

O RNA total foi extraido dos tecidos congelados usando-se o sistema de
isolamento de RNA total (Promega Corporation, Fitchburg, Wisconsin, USA). As
amostras de tecido pulmonar foram homogeneizadas em TRIzol® Reagent (Gibco
BRL - Life Technologies, Rockville, MD, EUA), permitindo a separacdo do RNA total.
O TRIzol® Reagent é uma solugdo monofasica de fenol e de guanidinaisotilcianato,
correspondendo a uma variagdo do método desenvolvido por Chomczynski e Sacchi
em 1987 (CHOMCZYNSKI; SACCHI, 1987).

Apoés a extracdo, o RNA total precipitado foi adicionado agua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC), inativador de RNAses, (SIGMA, St Louis, MO, EUA). A
concentracdo das amostras de RNA total (pulmonar e adiposo) foi determinada por

espectrofotometria no Nanodrop (ND-ONE-W, ThermoScientific™, Waltham, MA,
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EUA), no comprimento de onda de 260 nandmetros (SAMBROOK; FRITSCH;
MANIATIS, 1989), e a pureza das amostras foi determinada pela razdo entre 0s
comprimentos de onda 260 e 280 nanOmetros. Somente as amostras com razéo
maior que 1,9 foram utilizadas. A integridade das amostras foi verificada por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1% contendo 0,5 mcg.mL-1 de brometo de etideo.
O gel foi submerso em tampédo TAE 1X (Tris Acetato de EDTA) e a eletroforese

realizada a 100 Volts por aproximadamente 20 minutos.

6.9.2 Transcricdo Reversa

O &acido desoxirribonucleico complementar (DNAc) foi sintetizado a partir do
RNA total utilizando High-CapacitycDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Para transcricdo reversa, 2000 ng de RNA total
foram utilizados para cada reacao, contendo 2 ul de 10x RT Random Primers, 0,8 pl
de 25XdNTP Mix (100 mM), 2 uyl de RT buffer, 1 pyl de MultiScribe™ Reverse

Transcriptase, 1 yul de RNaselnhibitor e agua livre de nucleases para um volume final
de 20 pl conforme protocolo do fabricante. O procedimento ocorreu a 25°C por 10
minutos, seguido de 37°C por 120 minutos, 85°C por 5 minutos e 4°C para inativar a
reacdo da enzima. ApOs a transcricdo reversa, foi obtido o DNAc, um acido

desoxirribonucleico (DNA) de fita simples que serviu de molde para o PCR

6.9.3 PCR em Tempo Real

A quantidade de DNAc correspondente a 62,5 ng de RNA foi selecionada e
adicionada a uma placa de reagdo junto com uma mistura contendo os iniciadores
especificos, agua deionizada autoclavada e tampdo SYBR Green PCR Master Mix
(AppliedBiosystems, Framingham, EUA), que contém 100 mMKCI, 40 mM Tris-HCL
pH 8,4; 0,4 mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 50 U/mLTagq DNA
polimerase, 6 mM MgCI2 SYBR Green | e 20 nM fluoresceina. As amostras foram
analisadas em duplicata.

A mistura do PCR foi pré-aquecida a 95°C por 2 minutos e entdo a 95°C por 2
minutos para desnaturacao das fitas duplas de nucleotideos, seguido de 40 ciclos de
amplificacdo (95°C por 15 segundos; 60°C por 30 segundos). Todas as reacdes

foram seguidas pela curva de dissociacdo em que o produto foi submetido a 95°C por
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15 segundos e 60°C por 15 segundos, seguida da elevacéo gradual, em 20 minutos,
da temperatura até 95°C, permanecendo por 15 segundos.

A fluorescéncia do SYBR Green foi medida ao final de cada ciclo para
monitorar a quantidade do produto amplificado formado durante a ciclagem utilizando
0 equipamento ABI 7500 Real-Time PCR (AppliedBiosystems, Foster City, CA, EUA).
O produto da amplificacdo foi checado em gel de agarose a 3,5% (CambrexBio
Science Rockland) para verificacdo da banda unica. O gene 36B4 foi utilizado como
controle interno nas reagdes de amplificagdo (JOLKKONEN; PUURUNEN;
KOISTINAHO; KAUPPINEN et al., 1999).

Foi utilizado o método de quantificacdo relativa de RNAm, que descreve a
diferenca entre os niveis de expressao génica (Cyclethreshold — Ct) do gene alvo, e
do gene de referéncia (controle interno, 36B4), chamado de deltaCt (ACt). O
resultado foi expresso em relagcdo ao grupo controle que nédo recebem os fluidos
estudados e ndo foram ventilados mecanicamente (AVE). O delta deltaCt (AACt) foi
encontrado pela diferenga entre os valores de ACt e a média dos valores do grupo
controle que n&o recebem os fluidos estudados e nao foram ventilados
mecanicamente (AVE). Uma vez encontrados tais valores, eles foram expressos
como exponencial negativo na base dois, através do método 2-AA,Ct (PONCHEL;
TOOMES; BRANSFIELD; LEONG et al, 2003; SPIETH; SILVA; GARCIA;
ORNELLAS et al., 2015).

7. ANALISE ESTATISTICA

Levando em consideracdo que os niveis de IL-1B aumentaram de acordo com
0s niveis de osmolaridade e atingiram um tamanho de efeito de d = 1,70, assumindo
uma proporcdo de tamanho de amostra de 1 e um poder estatistico (IL-18 = 0,8) para
identificar diferengas significativas (a = 0,05), foram necessarios 7 animais por grupo.
O célculo do tamanho da amostra foi feito no software G*Power (G*Power 3.1.9.2,
Universidade de Dusseldorf, Alemanha).

O célculo do tamanho da amostra foi baseado em estimativas de efeito obtidas
em estudos anteriores em roedores usando configuracbes semelhantes (DE
VASCONCELOS DOS SANTOS; DA COSTA REIS; DIAZ PAREDES; MORAES et
al., 2010). Os dados paramétricos foram expressos como média = DP e os dados néo

paramétricos como mediana (intervalo interquartil). As variaveis respiratorias e 0s
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dados das trocas gasosas sanguineas foram analisados por ANOVA two-way
seguida do teste de comparaces multiplas de Holm-Sidak para comparacédo dos
parametros entre os grupos e ao longo do tempo (INICIAL e FINAL). Os dados
paramétricos post-mortem foram comparados com ANOVA unidirecional seguido pelo
teste de Tukey para comparacfes multiplas entre diferentes grupos. Os dados nao
paramétricos foram comparados com Kruskal-Wallis seguido de testes de
comparacdes multiplas de Dunn (p<0,05). Todos os testes foram realizados utilizando
GraphPadPrism v6.07 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). A significancia foi

estabelecida em p < 0,05.

8. RESULTADOS

Todos os animais completaram o experimento. No geral, um total de 5,4 + 0,5
mL de fluidos foi administrado em todos os grupos (ISO 5,4 +1,4mL, HIPO45+24
mL, HIPER 5,7 £ 1,1 mL, e GLUCO 5,8 £ 0,7 mL), 2,7 £ 0,2 mL do fluido de interesse
(1,3 £ 0,6 mL em bolus, se a PAM fosse inferior a 60 mmHg); e 2,7 = 0,3 mL de
sedacdo e blogueador neuromuscular para manter a estabilidade hemodinamica e
conforto dos animais. A PAM apresentou efeito do tempo (tendendo a aumentar ao

longo do experimento) em todos os grupos (p=0,003)

8.1 Pulméao

N&o foram observadas diferengcas na gasometria entre os grupos e ao longo do
tempo (Tabela 2). A pressdo de pico das vias aéreas, a pressao de platd e a
drivingpressure do sistema respiratério aumentaram (p=0,012, p=0,010 e p=0,0086,
respectivamente), enquanto o volume corrente diminuiu (p=0,026) ao longo do tempo.
A mecéanica ndo diferiu entre os grupos e ao longo do tempo (Tabela 3).
Fotomicrografias representativas do parénquima pulmonar sdo mostradas em
ampliacdo intermediaria e alta (Figura 1A). Os grupos ISO e GLICO apresentaram
histoarquitetura pulmonar preservada, com menor grau de colapso alveolar e edema
em comparacao aos demais grupos: HIPER vs. ISO p=0,014; HIPER vs. GLICO
p=0,001; HIPO vs. GLICO p=0,008; e HIPER vs. HIPO p=0,002 e ISO vs. HIPO
p=0,007 (Figura 1B). No tecido pulmonar, a IL-1B foi maior no grupo HIPO, em
comparacdo ao grupo ISO (p=0,020), a AQP-5 foi maior nos grupos ISO em
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comparacao ao GLICO (p=0,010), enquanto o VEGF também foi maior no grupo 1SO

em comparacao aos grupos GLICO (p=0,015) (Figura 1C).

Tabela 2: Gasometria arterial

ISO HIPO HIPER GLICO Efeito Efeitogrupo Interacéo
tempo
pHa INICIAL 7,34+ 7,38+ 7,37+ 7,37+ 0,06 p=0,328 p=0,455 p=0,506
0,03 0,05 0,07
FINAL 7,36 7,37+ 7,31+ 7,35+ 0,08
0,05 0,05 0,09
PaO, (mmHg) INICIAL 16870 142+43 136+51 140 +62 p=0,450 p=0,790 p=0,858
FINAL 169 +£17 143+41 13631 126 £31
PaCO, INICIAL 32+4 277 34+8 32+12 p=0,103 p=0,180 p=0,503
(mmHg)
FINAL 377 38+6 43+11 337
HCO; (mEg/l) INICIAL  17+3 16+3 19+4 19+6 p=0,126 p=0,695 p=0,693
FINAL 21+3 22+3 21+ 3 19+8
BE (mEg/l) INICIAL -5+6 9+3 -3+ 4 6+5 p=0,790 p=0,321 p=0,102
FINAL 4+2 -3+£3 -5+3 67

Variadveis da gasometria arterial no INICIAL (imediatamente apds a randomizacdo) e FINAL (final do

experimento). 1SO: fluido isotdnico; HIPO:fluido hipotdnico; HIPER: fluido hiperténico; GLICO: glicose; PaO.:

pressdo parcial de oxigénio arterial; PaCO2: pressdo parcial arterial de diéxido de carbono; HCOsg:

bicarbonato; BE: excesso de base. As variaveis sao apresentadas como média + desvio padrao (DP) de 7

animais por grupo. Dados analisados por meio do teste ANOVA Two-way seguido do teste de comparacdes
multiplas de Holm-Sidak (p<0,05).
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Tabela 3: Mecéanica respiratoria

ISO HIPO HIPER GLICO Efeito  Efeitogrupo Interacdo
tempo
V1 (ml/kg) INICIAL 6,7+x0,7 6905 6,2+04 63+x08 p=0,026 p=0,142 p=0,737

FINAL 6408 6,7+04 58+04 62+05
Ppicors ctMHO) INICIAL 119+27 125+1,2 113+08 132+12 p=0,012 p=0,167 p=0,800

FINAL 138+21 145+17 124 + 129+11
10,7

Ppiatrs (cmH,0)  INICIAL 96+29 106+14 92+08 10,7+x09 p=0,010 p=0,416 p=0,838
FINAL 113+20 124+16 101#0,8 10,6+0,8

APgs (cmH,0) INICIAL 63+36 7209 60+08 76+08 p=0,006 p=0,405 p=0,786
FINAL 82+18 95+25 73+06 81%06

PM(mJ/min) INICIAL 124+16 140+23 129+12  138+26 p=0,337 p=0,544 p=0,461

FINAL 142+ 38 151+21 13113  130%22

Mecénica respiratéria em INICIAL (imediatamente apds a randomizacdo) e FINAL (final do experimento).
ISSO: fluido isotbnico; HIPO:fluido hipoténico; HIPER: fluido hiperténico; GLICO: glicose; VT: volume corrente;
Ppico,RS: pico de pressao nas vias aéreas; Pplat,RS: pressdo de platd das vias aéreas; APRS:
drivingpressure do sistema respiratério; PM: Poténcia Mecanica. As variaveis representam a média + desvio
padrdo (DP) de 7 animais por grupo. Dados analisados pelo teste ANOVA Two-way seguido do teste de

comparacdes mltiplas de Holm-Sidak (p<0,05).
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Figura 1. Histologia pulmonar e biologia molecular
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Figura 1. Painel A: Fotomicrografias do parénquima pulmonar. Os asteriscos representam edema perivascular e as
setas representam edema alveolar. Br: bronquiolo; Ve: embarcac¢des; Alv: alvéolos. Painel B: Quantificacdo de colapso
alveolar e edema. Painel C: Expressdao de mRNA de interleucina pulmonar (IL)-1-B, fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e aquaporina-5 (AQP-5). 1SO: fluido isotdnico; HIPO: fluido hipotonico; HIPER: fluido hipertbnico;
GLICO: glicose. Os graficos em caixa representam a mediana e o intervalo interquartil de 7 animais em cada grupo. As

comparacdes foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelos testes de compara¢bes multiplas de Dunn
(p<0,05).

8.2 Cérebro

Fotomicrografias representativas do parénquima cerebral sdo mostradas na
Figura 2A. Versicano aumentou no 1SO, comparado aos grupos HIPER e GLICO
(p=0,0220 e p=0,0008, respectivamente). Além disso, o hialuronano foi maior no ISO
do que no HIPER (p=0,0187). Decorina e sindecano foram semelhantes em todos os
grupos (Figura 2B). No tecido cerebral, a expressao de mRNA de IL-13 aumentou no
grupo HIPER em comparacdo ao GLICO (p=0,012), assim como no grupo ISO em
comparacao ao GLICO (p=0,016). A expressdo de VCAM-1 foi maior no grupo HIPER
em comparagdo ao GLICO (p=0,023) e ZO-1 foi maior no grupo HIPER em
comparacao ao GLICO (p=0,006) e HIPO (p=0,013) (Figura 2C).
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Figura 1. Histologia cerebral e biologia molecular
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Figura 2. Painel A: Fotomicrografias do cortex cerebral e plexo coroide. Os asteriscos representam o padrao de
organizagdo estrutural corado em azul (hialuronano) na matriz extracelular do cortex cerebral. Painel B: Quantificacdo
de versicano, sindecano, decorina, hialuronano e imuno-histoarquitetura cerebral cumulativa. Painel C: Expressdo de
interleucina cerebral (IL)-1-B, molécula de adeséo celular vascular-1 (VCAM-1) e zbnula oclusdo-1 (ZO-1). ISO: fluido
isotbnico; HIPO: fluido hipotbnico; HIPER: fluido hiperténico; GLICO: glicose. Os graficos em caixa representam a
mediana e o intervalo interquartil de 7 animais em cada grupo. As comparacdes foram realizadas pelo teste de Kruskal-
Walllis seguido pelos testes de comparacdes multiplas de Dunn (p<0,05).

8.3 Rim

As concentracdes de cloreto nas amostras de sangue diminuiram ao longo do
tempo (27,6%) durante os experimentos em ISO, em comparacao aos grupos HIPO,
HIPER e GLICO (p=0,031, p=0,001 e p=0,021). Potassio, sédio e calcio néo
diferiram ao longo do tempo (Figura 3). No FINAL, a osmolaridade, ureia, creatinina
e lactato foram semelhantes em todos os grupos. No entanto, no FINAL, o sddio na
urina foi menor nos grupos HIPO e GLICO do que no grupo HIPER e ISO
(p<0,0001), o sobdio plasmatico foi menor nos grupos HIPO e GLICO em
comparacao ao grupo HIPER (p=0,019 e p=0,043, respectivamente) (Tabela 4). O
grupo HIPO apresentou maior osmolaridade (p=0,002) e menor relacdo
proteina/creatinina urinaria (UPCr) (p=0,001) concentracbes urinarias, em
comparacdo ao grupo HIPER. Em vez disso, o grupo HIPO apresentou maior
concentracdo de creatinina na urina em comparagao aos grupos ISO, HIPER e
GLICO (p=0,004, p<0,0001 e p=0,003, respectivamente). Os niveis de proteina na

urina foram semelhantes em todos os grupos (Tabela 4). Fotomicrografias
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representativas do rim sdo mostradas na Figura 4A. O grupo HIPER apresentou

mais lesdo na borda em escova, comparado aos grupos ISO e HIPO (p=0,007 e

p=0,032, respectivamente), enquanto ndo foi observada diferenca no edema renal

(Figura 4B). No rim, a expressdo de mRNA de IL-13 e molécula de les&o renal-1

(KIM-1) foi semelhante em todos os grupos. Porém, a expressao de NGAL foi maior

no grupo GLICO em comparacao ao HIPO (p=0,007) (Figura 4C).

Figure 3.Variacdo dos eletrélitos ao longo do experimento.
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Figura 3. Variacdo percentual sérica de sodio, cloreto, potassio e célcio desde INICIAL (imediatamente apds a
randomizacdo) até FINAL (final do experimento). ISO: fluido isotbnico; HIPO: fluido hipotbnico; HIPER: fluido
hipertdnico; GLICO: glicose. Os graficos em caixa representam a mediana e o intervalo interquartil de 7 animais em
cada grupo. As comparacfes foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelos testes de comparacdes

multiplas de Dunn (p<0,05).
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Figure 4.Histologia renal e biologia molecular
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Figura 4. Painel A: Fotomicrografias de rim. Os asteriscos representam lesdo na borda em escova. Painel B:
Quantificacdo de edema renal e lesdo na borda em escova. Painel C: Expressao de interleucina (IL)-1- B, molécula de
leséo renal (KIM-1) e lipocalina associada a gelatinase de neutréfilos (NGAL) no rim. ISO: fluido isotdnico; HIPO: fluido
hipotdnico; HIPER: fluido hipertdnico; GLICO: glicose. Os graficos em caixa representam a mediana e o intervalo
interquartil de 7 animais em cada grupo. As comparac6es foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelos
testes de comparag8es mdltiplas de Dunn (p<0,05).



Tabela 4: Andlise bioquimica de urina e plasma
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ISO HIPO HIPER GLICO
URINA Sédio (mmol/L) 223 %51 23+£12*%# 27251 25+ 15% #
Osmolaridade (Osm/L) 802+ 79 1002 + 196 # 675+ 111 842 + 228
Proteina (mg/dL) 14071 148 + 46 185+ 103 152 £ 62
Creatinina (mg/dL) 58 + 16** 105+ 19 49 £ 18** 57 £ 14**
UPCr (A.U.) 2310 1.4+£0.3# 3.8+22 28+1.6
PLASMA Sédio (mmol/L) 151+£3 144 + 5# 152 +5 145 + 6#
Osmolaridade (Osm/L) 372 + 68 351 +27 363 + 35 355 + 36
Ureia (mg/dL) 97 +39 86 + 27 99 +17 89 +13
Creatininia (mg/dL) 11+04 11+03 09+0.2 1.1+03
Lactato (mg/dL) 15+6 17+6 12+4 21+£16

As analises bioquimicas de plasma e urina sdo apresentadas como média + desvio padrdo de 7 animais por

grupo. ISO: fluido isotbnico; HIPO: fluido hipotdnico; HIPER: fluido hipertdnico; GLICO: glicose. As

comparacdes foram realizadas pelo teste One-way seguido do teste de compara¢des multiplas de Tukey

(p<0,05).*vs. ISO; **vs. HIPO; #vs. HIPER.



9. DISCUSSAO

Os principais achados do nosso estudo, em um modelo de acidente vascular
cerebral isquémico agudo séo: (I) O grupo ISO apresentou menor lesdo pulmonar
(menos edema e colapso alveolar), histoarquitetura cerebral preservada, manteve a
integridade renal e foi associado com uma reducao dos niveis de cloreto no plasma
ao longo do tempo em comparacao com HIPO, HIPER e GLICO; (1l) O grupo GLICO
apresentou aumento da expressao de NGAL nos rins em comparacdo ao HIPO,
mas ndo alterou os parametros nos pulmdes e no cérebro, sugerindo maior dano
nos rins (lll) O grupo HIPO apresentou aumento do edema pulmonar, creatinina
urinaria e osmolaridade como comparado com ISO e HIPER, sugerindo maior dano
pulmonar e renal; e (IV) O grupo HIPER apresentou aumento do colapso alveolar
em comparacdo com ISO e GLICO e, além disso, aumento dos marcadores de
inflamacgéao cerebral e foi associado a danos na histoarquitetura e borda em escova
renal e aumento da razéo da creatinina e proteina na urina e osmolaridade urinaria,
sugerindo maior danos no cérebro, pulmao e rim.

Neste estudo, utilizamos um modelo de acidente vascular cerebral isquémico
focal agudo, em vez de modelos de isquemia global amplamente utilizados
(TROTMAN-LUCAS; GIBSON, 2021), que é mais comum na pratica clinica,
representando mais de 90% de todos os acidentes vasculares cerebrais em todo o
mundo (THAYABARANATHAN; KIM; CADILHAC; THRIFT et al., 2022; TSAO;
ADAY; ALMARZOOQ; ALONSO et al., 2022). O modelo atual foi induzido através da
termocoagulacdo dos vasos sanguineos pial sobre os cortices sensorio-motores
primarios, de acordo com estudos anteriores e pode mimetizar algumas condicdes
clinicas de acidente vascular cerebral isquémico agudo (FAN; NOGUEIRA,
BRASSARD; RICKARDS et al., 2022; SAMARY; RAMOS; MAIA; ROCHA et al.,
2018; SOUSA; FERNANDES; CRUZ; ANTUNES et al., 2021). De acordo com as
diretrizes de manejo de pacientes com AVE(POWERS; RABINSTEIN; ACKERSON,;
ADEOYE et al., 2018), a infusdo de fluidos € uma das principais abordagens de
manejo adotadas nas primeiras trés horas apdés o evento isquémico. A infusdo de
fluidos € utilizada no contexto de reanimacéo, reposicdo e manutencdo volémica e
em casos especificos, como para controle da pressao intracraniana e manejo da
isquemia cerebral tardia (causada por vasoespasmo) (ODDO; POOLE; HELBOK;
MEYFROIDT et al., 2018).
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A tonicidade ideal (ou a osmolaridade efetiva, calculada pelo dobro do nivel
de sodio) da solucédo é controversa. Os fluidos isotbnicos sdo as solucdes mais
utilizadas na prética clinica (DONG; YAN; SONG; ZHOU; CHEN, 2022). Um estudo
clinico descreveu que fluidos hipotdnicos ou levemente hipoténicos de acordo com a
guantidade de cloreto de sodio, como o lactato de Ringer, seriam capazes de ter
uma taxa de filtracdo glomerular maior em comparacdo com o soro fisiologico NaCl
0,9% (HAHN; ISACSON; FAGERSTROM; ROSVALL; NYMAN, 2016). Outros
estudos descobriram que as solugdes hipotbnicas sdo excretadas de forma mais
eficaz do que as solugdes isotdnicas, atribuindo isso ao fato de as solucbes
hipotbnicas serem mais fisioldgicas e, além disso, a hipercalemia foi encontrada em
grupos que receberam fluidos isotdnicos (LOBO; STANGA; SIMPSON; ANDERSON
et al., 2001; REID; LOBO; WILLIAMS; ROWLANDS; ALLISON, 2003). Esses
estudos sugerem que as solucdes hipotbnicas podem proteger os rins em pacientes
com AVE. Além disso, solucdes hipertbnicas sao atualmente usadas para reduzir o
edema cerebral e diminuir a pressao intracraniana (COOK; MORGAN JONES;
HAWRYLUK; MAILLOUX et al.,, 2020), mas estudos destacam o risco de
hipernatremia grave, infeccdo do trato urinario e disfuncdo renal, que podem
aumentar a mortalidade (AIYAGARI; DEIBERT; DIRINGER, 2006; BULGER; MAY;
BRASEL; SCHREIBER et al., 2010; DARMON; TIMSIT; FRANCAIS; NGUILE-
MAKAO et al., 2010; FROELICH; NI; WESS; OUGORETS; HARTL, 2009; HUANG;
STUCKY; DIMICK; TREAT et al., 1995). No entanto, ndo ha consenso sobre o uso
de fluidos com diferentes tonicidades apo6s acidente vascular cerebral (DE ROSA;
BATTAGLINI; ROBBA, 2023; POWERS; RABINSTEIN; ACKERSON; ADEOYE et
al., 2018).

A presséao arterial média aumentou ao longo do tempo em todos 0S grupos.
De acordo com as diretrizes mais recentes para o tratamento do AVE, a rapida
reducdo da pressdo arterial pode ser prejudicial. Sugere-se manter a pressao
arterial acima de 180/105 mmHg nas primeiras 72 horas, apds o0 evento isquémico
(POWERS; RABINSTEIN; ACKERSON; ADEOYE et al., 2018). A taxa de infusédo de
fluido de 2 ml/kg foi baseada na taxa ideal de hidratacdo em pequenos roedores
(ROWLAND, 2007; TAMURA, 2010). A infusdo média de fluidos de 13,9 ml/kg no
presente estudo permanece a mesma ou € até inferior a relatada anteriormente na
literatura, incluindo estudos produzidos pelo nosso grupo (DE CARVALHO;
FONSECA; MAGALHAES; PINTO et al., 2022; FELIX; MAIA; ROCHA; RODRIGUES

50



et al., 2022; ROCHA; SAMARY; ANTUNES; OLIVEIRA et al., 2021), nos quais nao
houve dano aparente aos animais em termos da quantidade de liquidos infundidos.
Além disso, reconhece-se que os cristaloides requerem um volume maior para
sustentar uma hemodindmica ideal e estavel ao longo dos experimentos (HAHN;
LYONS, 2016; MENDES; MARTINS; OLIVEIRA; ROCHA et al., 2020; SILVA;
GULDNER; UHLIG; CARVALHO et al., 2013).

9.1 Pulmao

Os volumes correntes diminuiram, enquanto as pressdes de pico nas vias
aéreas, as pressoes de platd e as pressdes de conducdo aumentaram em todos o0s
grupos ao longo do experimento. Essas alteracdes podem ser atribuidas a presenca
de colapso alveolar e edema provavelmente devido a infusédo de fluidos (KEDDISSI;
YOUNESS; JONES; KINASEWITZ, 2019), além da j& conhecida inflamacao
cérebro-pulmdo (SAMARY; RAMOS; MAIA; ROCHA et al.,, 2018) e inducao de
anestesia geral (BRISMAR; HEDENSTIERNA; LUNDQUIST; STRANDBERG et al.,
1985; LUNDQUIST; HEDENSTIERNA; STRANDBERG; TOKICS; BRISMAR, 1995).
Na verdade, alguns estudos utilizaram valores mais elevados de PEEP ao utilizar
diferentes estratégias de infusdo de fluidos (FELIX; MAIA; ROCHA; RODRIGUES et
al., 2022; ROCHA; SAMARY; ANTUNES; OLIVEIRA et al., 2021; ZABNER;
ANGELI; MARTINEZ; SANCHEZ DE LEON, 1990)para evitar lesées pulmonares.
Porém, decidimos utilizar ventilagdo mecanica protetora com PEEP baixa para evitar
o efeito de fatores de confusdo em nossos resultados, devido aos efeitos fisioldgicos
da PEEP elevada no pulméo e na hemodinamica, ja bem estabelecidos na literatura
(HE; HU; LONG; WANG et al., 2019; LUECKE; PELOSI, 2005).

O grupo HIPO apresentou aumento do edema e inflamacé&o pulmonar,
conforme observado na histologia e biologia molecular. Este resultado é consistente
com as consequéncias da hiponatremia, relacionadas a mortalidade e mau
prognostico (CAREGARO; DI PASCOLI; FAVARO; NARDI; SANTONASTASO,
2005), apresentando inchaco e inflamacédo celular (BAEZ; CHIRIO; PISULA,
SEMINARIO et al., 2023; GOSLING, 2003), o que pode ser explicado pela interacao
entre interleucina-6 e antidiurese induzida por vasopressina (DEKKER; MARCELLI;
CANAUD; KONINGS et al., 2016; DEKKER; VAN DER SANDE; VAN DEN
BERGHE; LEUNISSEN; KOOMAN, 2018). Por outro lado, estudos indicam que



fluidos hipertdnicos (com maior concentracdo de NacCl, utilizando solucédo a 7,5%)
proporcionariam melhor controle do edema pulmonar e intracraniano (QURESHI,
SUAREZ, 2000; ROCH; CASTANIER; MARDELLE; TROUSSE et al., 2008). Sabe-
se que as aquaporinas sdo responsaveis por modular rapidamente o transporte de
agua através da membrana plasmatica (FILIPPIDIS; CAROZZA; REKATE, 2016).
Em nosso estudo, o grupo ISO apresentou maior expressao de AQP-5 no tecido
pulmonar, o que pode explicar o menor edema pulmonar. Além disso, o AQP-5
desempenha um papel importante relacionado & homeostase dos liquidos que
revestem a superficie das vias aéreas (YADAV; YADAV; HUS; YADAYV, 2020). Por
fim, o VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), € o maior regulador da
permeabilidade vascular, protegendo e regenerando a superficie epitelial, mas com
potencial para contribuir para a formacao de edema pulmonar (MEDFORD; MILLAR,
2006; TOMITA; SAITO; SUZUKI; IMBABY et al., 2020). Assim, seu significado na
funcdo pulmonar serve de paradigma devido as suas diversas acdes e funcoes.
Dependendo da patologia, sua expressdo pode produzir resultados variados. Por
exemplo, o seu papel em condicbes como a sindrome da angustia respiratoria
aguda (MEDFORD; MILLAR, 2006; PAPAIOANNOU; KOSTIKAS; KOLLIA;
GOURGOULIANIS, 2006)e as investigacOes relativas a terapia anti-VEGF na
hipertensdo pulmonar, cancer do pulmé&o e outras doencas inflamatérias crénicas
sublinham este ponto (FERRARA, 2004; YANO,; HERBST; SHINOHARA;
KNIGHTON et al., 2000).

9.2 Cérebro

Os proteoglicanos fazem parte da histoarquitetura do cérebro e sao
componentes fundamentais da matriz extracelular. Versicano esta relacionado a
processos inflamatoérios ou de reparo (ISLAM; WATANABE, 2020)e, em casos de
tumores, os altos niveis de versicano estdo relacionados a microvasos dentro do
estroma tumoral (GHOSH; ALBITAR; LEBARON; WELCH et al, 2010;
LABROPOULOU; THEOCHARIS; RAVAZOULA; PERIMENIS et al., 2006). Um
estudo com células-tronco estromais mostra que células com altos niveis de
versicano desenvolveram 50 vezes mais vasos do que células com baixa expressao
de versicano, configurando um papel pré-angiogénico(KREUTZIGER; MUSKHELLI;
JOHNSON; BRAUN et al., 2011). Hialuronano desempenha uma funcéo estrutural e
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tem importancia significativa no sistema nervoso e na plasticidade sinaptica.
Portanto, sua expressao e degradacédo diminuidas estdo diretamente associadas a
fase aguda do acidente vascular cerebral, atribuida ao aumento da resposta
inflamatéria em todo o cérebro (BALASHOVA; PERSHIN; ZABORSKAYA,;
TKACHENKO et al, 2019). Nesse contexto, o grupo ISO preservou a
histoarquitetura cerebral devido ao aumento tanto do versicano quanto do
hialuronano. Decorina e sindecano também sado proteoglicanos que compdem a
histoarquitetura cerebral. O primeiro desempenha um papel fundamental na
fibrilogénese e inflamacdo do colageno, além da cicatrizacdo de feridas e
angiogénese (NIKAIDO; TANINO; WANG; SATO et al., 2018). O segundo atua na
regulacdo de funcdes celulares, como proliferacdo, adesdo e migracao celular
(SZATMARI; MUNDT; KUMAR-SINGH; MOBUS et al., 2017). Entretanto, a infusao
de diferentes fluidos ndo alterou a expressao de decorina e sindecano.

As interleucinas sdo marcadores pro-inflamatérios encontrados no tecido
cerebral peri-lesdo em grandes quantidades, modulando o processo inflamatério do
dano (GALEA; BROUGH, 2013). A IL-1 B € um dos principais mediadores da lesao
isquémica cerebral na fase aguda (AMANTEA; BAGETTA; TASSORELLI;
MERCURI; CORASANITI, 2010; BOUTIN; LEFEUVRE; HORAI; ASANO et al., 2001;
YAMASAKI; MATSUURA; SHOZUHARA; ONODERA et al., 1995), e os niveis foram
elevados no tecido cerebral em quase todos os grupos do presente estudo. Além
disso, alguns estudos clinicos associam niveis mais elevados de IL-1 3 a piores
resultados devido ao aumento da lesdo cerebral e vasoespasmo na presenca de
hemorragia subaracndidea (HENDRYK; JARZAB; JOSKO, 2004; TARKOWSKI;
ROSENGREN; BLOMSTRAND; WIKKELSO et al., 1995).

Embora as interleucinas sejam proé-inflamatérias, as moléculas de adesao
endotelial também foram investigadas neste estudo, considerando seu papel
fundamental apés lesdo isquémica cerebral. VCAM-1 é expresso em células
endoteliais e desempenha um papel fundamental na regulacdo da inflamacéo
associada a adesdo vascular e consequentemente na progressao da lesdo apés
acidente vascular cerebral (FRANX; VAN DER TOORN; VAN HEIININGEN; VIVIEN
et al.,, 2021; SUPANC; BILOGLAV; KES; DEMARIN, 2011). ZO-1 é uma das
ocludinas mais investigadas do complexo de juncdo estreita, que por sua vez
estabelece e mantém a muito importante barreira hematoencefélica (KEANEY;
CAMPBELL, 2015; TSUKITA; FURUSE; ITOH, 2001). Um estudo recente destaca o
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seu importante papel na fase aguda do AVE e na fase cronica (SUGIYAMA,
SASAKI; TANAKA; YAN et al., 2023). Portanto, parece que niveis mais elevados de
VCAM e ZO-1 encontrados nos grupos ISO e HIPER poderiam ser protetores apos
leséo.

9.3 Rim

O controle da concentracdo de sodio é clinicamente relevante (SEAY;
LEHRICH; GREENBERG, 2020). No presente estudo, como esperado, 0S grupos
GLICO e HIPO apresentaram menor concentracdo de sédio na urina no FINAL, em
comparacdo ao grupo HIPER. Em relacdo ao sédio plasmatico, todos 0s grupos
apresentaram concentracdo reduzida de sodio entre os experimentos. Como
utilizamos apenas o kit de gasometria para célculo do sodio plasméatico, uma parcela
do sddio infundido ndo pode ser quantificada, visto que o sédio infundido pode ficar
retido em compartimentos onde néo é possivel ter e/ou verificar a acdo osmdtica
como nos glicosaminoglicanos da pele, ossos e cartlagem (HOFMEISTER;
PERISIC; TITZE, 2015; OLDE ENGBERINK; RORIJE; HOMAN VAN DER HEIDE;
VAN DEN BORN; VOGT, 2015; OLDE ENGBERINK; RORIJE; VAN DEN BORN,;
VOGT, 2017; TITZE, 2009). Por outro lado, apenas o grupo ISO reduziu a
guantidade de cloreto plasmatico, prevenindo assim a hipercloremia. Na verdade,
alguns estudos apontam a hipercloremia como mecanismo de lesédo renal apos
infusédo inadvertida de solugéo salina NaCl 0,9% (GAN; BENNETT-GUERRERO;
PHILLIPS-BUTE; WAKELING et al., 1999; WILCOX, 1983; WILKES; WOOLF;
MUTCH; MALLETT et al., 200l1)enquanto o estudo de O'Milley(O'MALLEY;
FRUMENTO; HARDY; BENVENISTY et al., 2005)aponta que néo verificaram essa
relacdo, nem mesmo identificar alteracfes nos niveis de cloreto, sugerindo assim
um maior débito urinario e menor concentracéo de creatinina sérica como possiveis
causas de danos renais e acidose.

No presente estudo, em relacdo a integridade renal, parece que as maiores
guantidades de cloreto de sédio e sua auséncia sédo prejudiciais. Primeiro, a solucao
com auséncia de cloreto de sddio (grupo GLICO) aumentou a expressao de NGAL,
gue estd associada a lesdo tubular renal proximal e a gravidade da doenca renal
(HAN; BAILLY; ABICHANDANI; THADHANI; BONVENTRE, 2002; KHAWAJA,
JAFRI; SIDDIQUI; HASHMI; GHANI, 2019). Em segundo lugar, a infusdo com maior
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guantidade de cloreto de sodio (grupo HIPER) induziu lesbes na borda em escova
dos tubulos proximais renais. Este resultado corrobora estudos anteriores, nos quais
uma dieta com altas concentracdes de sédio induz lesédo tubulo-intersticial (tendo
em vista o aumento da UPCr), criando um microambiente pro-inflamatoério e pré-
fibrético (TEIXEIRA; PERUCHETTI; SOUZA; DAS GRACAS HENRIQUES et al.,
2020).

9.4 Limitacdes

Este estudo apresenta algumas limitacbes que precisam ser esclarecidas.
Primeiro, o estado neurofuncional dos nossos animais nao foi avaliado durante o
experimento, considerando a natureza do desenho do nosso estudo, no entanto, 0os
animais estavam claramente acordados apds a cirurgia de inducdo do AVE. Em
segundo lugar, como utilizamos apenas um modelo de acidente vascular cerebral
isquémico (ver descrito em materiais e métodos), ndo podemos extrapolar para
outros modelos ou diferentes gravidades de lesdo cerebral. Terceiro, 0s ratos eram
saudaveis, jovens e do sexo masculino e os dados ndo podem ser extrapolados
diretamente para a complexidade do cenério clinico, no qual as comorbidades sdo
comuns. (KILKENNY; BROWNE; CUTHILL; EMERSON; ALTMAN, 2010). Quarto,
devido a restricbes, o cateterismo vesical ndo pdde ser implementado nestes
experimentos com ratos, impedindo a medicdo da producdo de urina. Quinto, o
tamanho da amostra foi pequeno e devido a natureza do estudo nédo foi possivel
realizar um cruzamento. Finalmente, em casos de hipotensdo durante o
experimento, foi administrado um bolus do fluido de interesse, enquanto um bolus
de sedac&o foi fornecido em casos de hipertensdo. E importante notar que todos os
animais receberam uma quantidade igual e equilibrada de liquidos, apesar destas

intervencgoes.

10. CONCLUSAO

No presente modelo de acidente vascular cerebral isquémico focal, o uso de
fluidos isotonicos (NaCl 0,9%) parece ser a melhor estratégia de fluidos,

considerando menos danos cerebrais, pulmonares e renais.
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Centro de Ciéncias da Salde - CCS

Rio de Janeiro, 28 de maio de 2021

Prezada Professora Cynthia dos Santos Samary,

A Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) em Experimentagio Cientifica do Centro de Ciéncias da
Saide da Universidade Federal do Rio de Janeiro registrada no Conselho MNacional de Controle de
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