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ARTIGO ORIGINAL

Anilise comparativa da reposi¢ao volémica com

- . A . -~ o A .
solugio isotonica e solugao hipertdnica em ratos

com sepse

A comparative analysis of isotonic versus hypertonic solution

volume replacement in septic rats

RESUMO

Objetivo: Hd controvérsias sobre o
melhor fluido a ser utilizado na reposigio
volémica no tratamento da sepse. O ob-
jetivo do estudo foi comparar a reposi¢io
volémica com solu¢io salina isotdnica a
0,9% ou com solugio salina hipertonica 2
7,5% , em ratos com sepse induzida pela
ligadura e pungio do ceco.

Métodos: Estudo experimental com
30 ratos Wistar, divididos em trés grupos:
controle (GC, n=10), solucio isotdnica
(GSI, n=10) e solugio hipertdnica (GSH,
n=10). Em todos os grupos foi realizada a
ligadura e puncio do ceco, sendo avalia-
das, ap6s 15 horas, a freqiiéncia respiraté-
ria, pressdo arterial média, fluxos sanguine-
os hepitico e renal, peso e coleta de sangue
para dosagem de TNF-a.. No grupo solu-
4o isotdnica e grupo solugio hipertoni-
ca houve reposigio volémica 60 minutos
antes com solucio salina a 0,9% e solucio
salina a 7,5%, respectivamente.

Resultados: Ocorreram dois 6bitos na
amostra total. Houve diferenga significativa
do peso médio dos ratos apés 15 horas de
sepse (p=0,018), principalmente se compa-
rados GSI e GSH (p=0,003). O fluxo san-
guineo renal também apresentou diferengas
significativas entre os grupos GC e GSH
(p=0,002), e GC e GSI (p=0,008), mas sem
significAncia entre GSI e GSH. A melhora
da PAM com o uso de SSH nio foi cons-
tatada (p=0,054). As demais varidveis nio
apresentaram significAncia para o estudo.

Conclusées: Embora nio tenham sido
evidenciadas melhorias na pressio arterial
média, bem como no fluxo hepdtico e
TNEF-0., ratos submetidos 2 sepse por li-
gadura e pungio do ceco, apés 15 horas,
apresentaram aumento significativo do
fluxo sanguineo renal independente do
uso de solucio salina isotdnica 4 0,9 % ou
hipertdnica 2 7,5%.

Descritores: Solugio salina hipertoni-
ca; Solugdes isotdnicas; Sepse; Ratos Wistar

INTRODUCAO

A presenca de microorganismos ou de seus produtos tdxicos na corrente sangui-
nea, as alteragoes hemodindmicas e a resposta inflamatdria local e generalizada, sdo
processos distintos, porém concomitantes, que caracterizam e definema sepse como
uma sindrome da resposta inflamatdria sistémica (SIRS) decorrente de infec¢ao por
qualquer tipo de microorganismo."?

Apesar dos progressos diagnésticos e terapéuticos, a sepse continua apresentan-
do altas taxas de mortalidade, entre 30% a 80%," sendo a principal causa de morte
em unidades de terapia intensiva (UTT).“ No Brasil, segundo o estudo BASES,® a
sepse e o choque séptico sao responsdveis por 24,3% e 52,2% dos 6bitos em UTI,
respectivamente.

Pacientes em quadro séptico padecem de acentuados disttirbios hemodinimi-
cos, evidenciados principalmente na sua evolugio para choque séptico em 35% a
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40% dos casos. Ocorrem complexas alteragdes na contra-
tilidade miocdrdica, na micro- e macrocirculagio, causando
a diminuigio da perfusio e da oferta de oxigénio tecidual.”

Dessa maneira, por ser uma patologia comum, dispen-
diosa e potencialmente fatal, sendo pouco o progresso em
relacio 4 mudanca nas taxas de mortalidade,® torna-se ne-
cessdrio uma terapia agressiva contra a sepse, incluindo a an-
tibioticoterapia e um tratamento de suporte, principalmente
hemodinimico, através da reposicao volémica para restabele-
cimento da perfusio tecidual.

No entanto, a anilise de estudos resulta num debate sobre
o melhor fluido a ser utilizado para reposi¢ao volémica. Se-
gundo o Consenso Brasileiro de Sepse (2003),” os cristal6ides
s30 a primeira escolha. Dentre eles, a soluco salina isotonica
(NaCl 0,9%) ¢ a mais utilizada, porém com a necessidade de
infusdo de grandes volumes. J4 as solugdes hipertonicas me-
lhoram a contratilidade cardfaca e fazem vasodilatagao pré-
-capilar, apresentando, porém, risco de desenvolvimento de
estados hipertonicos.”'V

O uso da solugao salina hipertonica tem sido pouco estu-
dado no campo da sepse, sendo seus principais mecanismos
de acio a rédpida mobilizagio de fluidos do compartimento
intracelular para o extracelular, redu¢io do edema endotelial
e tissular, aumento da contratilidade miocirdica, melhora do
débito cdrdico, vasodilatacio arteriolar, melhora da microcir-
culagio, hemodiluigio e imunomodulagao.*!

Assim, visto que o uso das solugées hipertonicas no ma-
nejo da sepse ainda encontra-se indefinido, o presente estudo
tem por objetivo a comparagio das respostas hemodinimicas
a partir da andlise da reposi¢io volémica com solugio sali-
na isotonica (SSI) a 0,9% e com solugio salina hipertonica
(SSH) 4 7,5% em ratos com sepse induzida pela ligadura e
punciao do ceco (LPC), modelo de injdria abdominal que
mais se assemelha ao quadro de sepse em humanos."'?

METODOS

Apés aprovagao do projeto do presente estudo pelo Co-
mité de Etica de Uso de Animais (CEUA), da Pontificia
Universidade Catélica do Parand (PUCPR), foi realizado
um estudo experimental, no laboratério de técnica opera-
téria da PUCPR, utilizando-se 30 ratos Wistar (Rattus nor-
vegicus albinus), machos, cedidos pelo biotério também da
PUCPR.

Os animais, com peso médio de 310 gramas, foram distri-
buidos em trés grupos: Grupo controle (GC, n=10), Grupo
solugio isotdnica (GSI, n=10) e Grupo solugdo hipertonica
(GSH, n=10).

Em um primeiro procedimento, foi realizada a LPC em
todos os grupos, iniciada pela anestesia, via intramuscular, com
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quetamina (90mg/kg) e xilasina (10mg/kg), tricotomia abdo-
minal e mensuragio do peso e freqiiéncia respiratéria (FR). Em
seguida, realizou-se a LPC através de uma laparotomia media-
na supra-umbilical, ligadura da porgio livre do ceco com fio de
algodio 3-0 e trés pungoes com agulha 40-12. Por fim, seguiu
asutura da parede abdominal em dois planos com fio de ndilon
4-0, seguida da analgesia com Banamine injetdvel (flunixima
meglumina) 0,1ml diluido em 0,9ml de soro fisiolégico.

Os ratos dos trés grupos foram deixados em gaiolas com
dgua, alimento e temperatura ambiente do laboratério, por
15 horas de evolugio do pés-operatério.

Dessa maneira, passadas 15 horas da ligadura e pungao
do ceco, foi realizada no GC anestesia intramuscular com
quetamina (90mg/kg) e xilasina (10mg/kg), mensuragio do
peso, incisio de lem em regido inguinal, dissecgio de arté-
ria e veia femoral, anticoagulacio em veia femoral com 0,2
ml de heparina sédica 5000 Ul/ml, cateterizagao de artéria
femoral com cateter 24G e a mensuragio da pressao arterial
média (PAM) com esfigmoman6metro de coluna de mercd-
rio, ligado ao cateter por equipo para soro. Em seguida, foi
realizada nova laparotomia para andlise de fluxo sanguineo
hepético e renal (rim esquerdo), por 90 segundos através do
LASERFLO Blood Perfusion Monitor BPM?, disponivel no
laboratério de técnica operatéria da PUCPR.

Apés os fluxos, foi coletado material sanguineo, via cate-
ter da artéria femoral, centrifugado na centrifuga CT-6000R,
na velocidade de 2600 rpm, durante 15 minutos, assim ob-
tendo plasma, o qual foi conservado & -80°C para posterior
dosagem de TNF-a, cuja quantidade foi determinada com o
protocolo Rat TNF-a. ELISA Development kit.

Por fim, realizou-se a eutandsia com tiopental 250mg/100g,
sendo cada grama diluida em 40 ml de soro fisioldgico, seguida
da remogio de rim esquerdo, figado e pulmao.

Nos grupos GSI e GSH o procedimento apds 15 horas foi
o mesmo do GC, exceto pela reposigao volémica 60 minutos
antes do seu inicio. No GSI foi infundido 32 ml/kg, via subcu-
tinea, de solugio salina a 0,9%, enquanto no grupo GSH foi
infundido 4 ml/kg, via subcutinea, de solugio salina a 7,5%.

Para a comparagio dos grupos em relagio as varii-
veis quantitativas foi utilizado o teste nio-paramétrico de
Kruskal-Wallis, sendo valores de p<0,05 significativamente

estatisticos.
RESULTADOS

Foram realizados os procedimentos experimentais, nos
trés grupos, com a devida monitoriza¢io da FR, PAM, fluxos
sanguineos hepdtico e renal, seguida da coleta de sangue e
remocio de figado, rim esquerdo e pulmaes.

O ébito, antes do sacrificio, ocorreu apenas em dois ratos
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da amostra total, sendo eles do grupo GSL

Com relagao a FR, verifica-se aumento da mediana no
segundo procedimento (FR 2), com maior destaque para o
GSH, inclusive se comparado ao GSI (Gréfico 1), embora
seja importante ressaltar que nao houve significincia estatis-
tica, quando os grupos sao comparados entre si, sendo p para

FR 1 de 0,199 e para FR 2 de 0,767.

Mediana FR1

81
65 63 66
62 I I 54
GC Gsl GSH

FR - freqiiéncia respiratéria 1; GC — grupo controle; GSI - grupo solu-
cdo isotdnica; GSH - grupo solucio hipertonica.

Griéfico 1 — Andlise comparativa da freqiiéncia respiratdria en-
tre os grupos. Verifica-se aumento da mediana de todas as fre-
qiiéncias respiratérias no segundo procedimento, porém com
maior destaque para o GSH. Dados expressos em mediana

B Mediana FR2

A melhora da PAM com o uso de SSH foi constatada,
tendo o0 GC uma média de 40,9 mmHg, GSI 42,8 mmHg,
e o GSH média de 57, 9 mmHg, porém sem significAncia,
p=0,054 (Tabela 1).

A mensuracio do mediador inflamatério TNF-at no soro
dos ratos nao apresentou significincia estatistica, pois quando
comparados os trés grupos p= 0,107.

A avaliagao do fluxo sanguineo hepdtico demonstrou um
fluxo maior no GC, com mediana de 31,5 ml/min/100g, en-
quanto os grupos GSI e GSH obtiveram medianas do fluxo
hepdtico de 29 e 30 ml/min/100g respectivamente, mas sem
significado estatistico, com p=0,678 quando comparados os
trés grupos.

Enfim, apenas para as varidveis fluxo renal e peso foram en-
contradas diferencas significativas entre os trés grupos. Sendo
assim, os grupos foram comparados dois a dois. Foi possivel
observar, avaliando-se a diferenca de peso entre os dois proce-
dimentos cirtirgicos (ligadura e pungio do ceco, caracterizando
Peso 1, e re-operagio para avaliagio hemodinimica apés repo-

Tabela 1 — Comparagio da pressao arterial média entre os grupos
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sicao volémica, como Peso 2), um decréscimo de 2,7% no peso
mediano do GC entre as 15 horas de evolugio, apresentando
mediana de 315,50 gramas antes da ligadura e 307,0 gramas
apds 15 horas. Enquanto no GSI houve aumento de 0,47% e
no GSH, redugio de 0,85%. Lembrando que estes resultados,
quando comparados entre os grupos, apresentam significincia
estatistica para peso 2, visto que p=0,018, principalmente se
comparados GSI e GSH, com p=0,003.

Ja o fluxo renal apresentou diferencas significativas entre
os grupos GC e GSH (p=0,002), e GC e GSI (p=0,008),
mas sem significAncia entre GSI e GSH, sendo a mediana do
GC 14 ml/mim/100g, GSI 28 ml/min/100g ¢ GSH 30 ml/
min/100g (Gréfico 2).
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MI/min/100g
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Grupo

[ W Mediana 025%-75% IMin-Max |

Grifico 2 - Varidvel fluxo sanguineo renal dos trés grupos
experimentais (G1 = GSI, G2 = GSH), sendo a mediana do
GC 14 ml/mim/100g, GSI 28 ml/min/100g e GSH 30 ml/
min/100g.

Na tabela 2 sdo apresentados média, mediana, valores ma-
ximos e minimos, além do desvio padrio das varidveis fluxo
sanguineo renal ¢ peso 1 e 2. A comparagio dois a dois entre
0s grupos para estas varidveis ¢ significativa para peso 2 quando
comparados GC com GSI e com GSH, com p 0,008 ¢ 0,002,
respectivamente. J4 para a varidvel fluxo renal houve significAn-
cia apenas a comparagao entre GSI e GSH, com p 0,003.

Varidvel Grupo N Média + Desvio padrio Mediana (minimo-mdximo) Valor de p
PAM GC 10 40,9 £ 16,74 41 (22-70)

GSI 10 42,8 £ 16,26 49 (0-54)

GSH 10 57,9 + 13,30 59 (39-78) 0,054

PAM - pressio arterial média; GSI- grupo salina isotonica; GSH — grupo salina hipertonica; GC — grupo controle.
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Tabela 2 — Comparagio das varidveis fluxo sanguineo renal e peso entre os grupos

Varidvel Grupo N Média + Desvio padrio Mediana (minimo-mdximo)  Valor de p
Fluxo renal (ml/min/100g) GC 10 13,9 + 6,30 14 (5-23)

GSI 10 28,0 + 17,64 28 (0-48)

GSH 10 29,8 +9,99 30 (10-46) 0,008
Peso 1 (g) GC 10 318,0 + 13,56 315,5 (296-342)

GSI 10 321,0 + 16,68 319 (298-346)

GSH 10 293,6 £ 33,16 296,5 (245-348) 0,108
Peso 2 (g) GC 10 308,9 + 13,30 307 (291-339)

GSI 10 318,1 £ 15,45 320,5 (288-340)

GSH 10 285,2 + 31,44 294 (236-335) 0,018

GSI — grupo salina isotonica; GSH — grupo salina hipertonica; GC — grupo controle. GC x GSI fluxo renal: p= 0,008, Peso 2: p=0,145.

DISCUSSAO

Embora se tenha descoberto muito em relagdo a fisiopato-
logia da sepse,"® melhorando as perspectivas de tratamento, al-
guns pontos permanecem incertos," sendo um deles a terapia
de reposigio volémica com solugio salina hipertonica.!"

A fim de verificar os beneficios descritos na literatura sobre
a SSH como terapia para restauragao hemodindmica na sep-
se, o presente trabalho realizou a reposi¢ao volémica com SSH
7,5% em comparagio a reposi¢io com SSI 0,9%,em ratos com
sepse induzida pela ligadura e pungio do ceco, tendo como re-
feréncia um grupo séptico sem interveng¢io, o grupo controle.

A ligadura e pun¢io do ceco foi proposta como modelo
experimental mais fidedigno a sepse humana, uma vez que
reflete um modelo de abscesso como foco séptico local, mi-
metizando apendicite ou diverticulite perfurada no homem,
além de ser um procedimento simples e que permite um mis-
to de bactérias, promovendo rdpido choque séptico, embora
com dificil controle da magnitude da sepse."? Foi necessdrio
também a heparinizagio para evitar coagulagao durante o
procedimento.™

O 6bito antes do sacrificio ocorreu apenas em dois ratos
do grupo GSI, sendo apenas um apds ligadura e puncio do
ceco, correspondendo 4 6,66% da amostra total, sem impacto
significativo para o estudo. Este resultado s6 foi possivel apds
realizagio de alguns pilotos experimentais, verificando-se a
necessidade de reduzir o pés-operatdrio para 15 horas e nao
18 horas, como descrito em estudos, os quais relatam a morte
de grande parte da amostra.” Caso contrdrio, a amostra seria
insuficiente para a comparagio apds reposi¢io volémica.

A reposigao da quantidade de 32 ml/kg de solugio salina
a 0,9% e de 4 ml/kg, de solucio salina a 7,5%, foi assim
utilizada para que a quantidade de NaCl fosse aproximada-
mente igual entre os grupos (0,075g NaCl), nao interferindo
de maneira excéntrica no equilibrio hidroeletrolitico, nem
necessitando de infusio de grandes volumes.

Dessa maneira, para a demonstragio do efeito da SSH na

corregao volémica em ratos com sepse, foram mensuradas fre-
qiiéncia respiratria, presso arterial média, fluxo sanguineo
hepético e renal, bem como a mensuragio de TNF-a.

A diferenca de peso entre os dois procedimentos cirtrgi-
cos foi importante. No GSlocorreu aumento de 0,47% do
peso médio dos ratos entre a LPC e a realizacio das varidveis
ap6s 15 horas. J& o GSH apresentou redugio de 0,85%,
sendo menor quando comparada com a redugio de 2,7%
do GC. Esta diferen¢a mostra um p de 0,003 quando com-
parados GSI e GSH, o que reflete significAncia estatistica,
estando de acordo com os beneficios relatados na literatura
sobre a SSH."*!V Isto é, o peso do GSI pode ter aumentado
em virtude da sua distribui¢ao maior para o espago extrace-
lular, havendo, portanto, necessidade de grandes volumes,
o que pode desencadear um extravasamento intersticial re-
sultando em edema de tecido."" A redugio ocorrida no GC
foi de maior propor¢io do que no GSH devido & prépria
reposi¢io volémica, que nio ocorreu no GC, demonstran-
do, portanto, se nio o principal, um dos mais importan-
tes beneficios da SSH, a rdpida mobilizagao de fluidos do
compartimento intracelular para o extracelular e reducio do
edema endotelial e tissular, sem a necessidade de grandes
volumes infundidos."!V

Diante dos resultados da mensuragio da freqiiéncia respira-
téria, houve aumento em todos os grupos, porém sem signifi-
cincia estatistica, nao demonstrando inicialmente melhora da
FR como Garrido et al." e Friedman et al.", em seu artigo
de revisao, assim o demonstraram, caracterizando melhora da
extracdo de oxigénio, embora seja interessante, num proximo
estudo, a realizacio de uma oximetria detalhada.

Na revisio de literatura de Friedman et al.,"? verificou-se
a melhora da PAM com o uso de SSH, a qual foi constatada
no trabalho, tendo 0 GC uma média de 40,9 mmHg, GSI
42,8 mmHg, e o GSH média de 57,9 mmHg, porém sem
significincia, p=0,054. Isso demonstra, mesmo nio sendo
significativo, que houve a tentativa de restauragio de volume
com a reposi¢ao salina.
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A mensuracio do mediador inflamatério TNF-a no soro
dos ratos foi realizada de maneira bastante criteriosa e, como
resultado, nio apresentou significAncia estatistica (p= 0,107).
nio te foram encontrados estudos referentes a dosagem de
TNF na terapia de reposi¢io volémica com SSH em ratos
com sepse. O TNF ¢ uma citocina importante na sepse ¢ a
primeira que aparece na circulagio,” induz a liberagio de
neutréfilos da medula éssea, ¢ indutor do catabolismo mus-
cular, estimula angiogénese, promove sintese de proteinas in-
flamatodrias, estimula a coagulagio, além da sua administragio
em animais induzir a sindrome com caracteristicas da sepse.”)

A avaliagio do fluxo hepdtico demonstrou um fluxo
maior no GC, com mediana de 31,5 ml/min/100g, pos-
sivelmente pela magnitude da sepse, visto que nesses ratos
nio houve intervencio terapéutica, como ocorrido no GSI
e GSH, que obtiveram fluxos menores, 29 e 30 respecti-
vamente, mas sem significado estatistico, p=0,678 quando
comparados os trés grupos.

O fluxo renal apresentou diferengas significativas entre os
grupos GC e GSH, e GC e GSI, porém nio significativa entre
os GSI e GSH, o que pode refletir uma melhora na fungio re-
nal. Garrido et al.,"¥ sugerem que a SSH consegue melhorar a
redistribuicio do fluxo sanguineo e perfusio microcirculatéria.

CONCLUSAO

Assim, embora nio tenham sido evidenciadas melhorias
na PAM, bem como no fluxo sanguineo hepdtico e TNF-a,
os ratos submetidos a sepse por LPC apds 15 horas apresen-
taram aumento significativo do fluxo sanguineo renal inde-
pendente do uso de solugdo salina isotdnica a 0,9 % ou hi-
pertonica a 7,5%.
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ABSTRACT

Purpose: Sepsis severity and mortality risk require aggres-
sive therapy which includes hemodynamic support. The best
fluid for volume replacement, however, is controversial. This
study aimed to compare 0.9% isotonic saline solution versus
7.5% hypertonic saline solution as volume replacement fluid
in sepsis induced by cecum ligation plus puncture rats.

Methods: This experimental trial included 30 rats di-
vided into three groups: Control group (CG, n = 10), iso-
tonic (ISG, n = 10) and hypertonic solution (HSG, n =
10). Fifteen hours after cecum ligation and puncture, all
animals underwent respiratory rate, mean arterial pressure,
renal and hepatic blood flow and weight evaluation, plus
blood collection for TNF-a. measurement. The ISG and
HSG treatment groups received volume replacement 60 mi-
nutes before the procedure with either 0.9% or 7.5% saline
solution, respectively.

Results: Two animals died. Significant differences
were found for the animals’ mean weight after 15 hours
(p=0.018), particularly relevant when ISG and HSG are
compared (p=0.003). Renal blood flow was also significantly
different for the CG versus HSG (p=0.002) and CG versus
ISG (p=0.008), but not significantly different for ISG versus
HSG. No mean arterial pressure improvement was found for
HSG (0.054). Other variables were not significant.

Conclusions: Although no mean blood pressure, hepatic
flow or TNF-o improvements were detected, the rats with
sepsis 15 hours after cecum ligation and puncture showed
significantly increased renal blood flow which was 0.9% iso-
tonic saline solution or of 7.5% hypertonic solution use in-

dependent.

Keywords: Saline solution, hypertonic; Isotonic solu-
tions; Sepsis; Rats, Wistar
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