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RESUMO

O oxido nitrico (NO), sintetizado pela isoforma neuronal da 6xido nitrico sintase (nNOS), é um
neuromodulador amplamente distribuido no sistema nervoso central, envolvido na regulacéo
de funcGes autonémicas e cardiovasculares. Este estudo teve como objetivo investigar o papel
da DA enzima nNOS nas respostas cardiovasculares, autonémicas e neuroenddcrinas ao choque
hemorragico em ratos. Para isso, utilizou-se o 7-Nitroindazol (7-NI), um inibidor seletivo da
nNOS, administrado por via intraperitoneal. Foram avaliados os efeitos do tratamento sobre a
pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC), temperatura cutanea da cauda (TC) e
concentracdes plasmaticas de vasopressina (AVP), em um modelo experimental de hemorragia
aguda. Os resultados demonstraram que a inibicdo da nNOS aumentou a laténcia para o inicio
da hipotensédo e atenuou a queda da PAM durante a hemorragia, sem influenciar a temperatura
da pele da cauda. Além disso, o tratamento com 7-NI induziu taquicardia mais acentuada
durante e apds a hemorragia, indicando possivel intensificacdo da atividade simpética. Foi
observado que a inibicdo da nNOS atenuou o aumento da liberacdo plasmatica de AVP em
resposta a hemorragia, sugerindo que o NO de origem neuronal participa da estimulacdo da
secrecdo desse hormonio em condicGes de hipovolemia. Esses achados indicam que o NO
derivado da nNOS participa ativamente da modulacdo das respostas fisiolégicas ao choque
hemorragico e que sua inibicdo pode representar um potencial alvo terapéutico para melhorar a

estabilidade hemodindmica em situacdes de hipovolemia grave.

Palavras-chave: Oxido nitrico; pressdo arterial; choque hemorragico; vasopressina.



ABSTRACT

Nitric oxide (NO), synthesized by the neuronal isoform of nitric oxide synthase (NNOS), is a
neuromodulator widely distributed in the central nervous system, involved in the regulation of
autonomic and cardiovascular functions. This study aimed to investigate the role of neuronal
nitric oxide synthase (nNOS) in cardiovascular, autonomic, and neuroendocrine responses to
hemorrhagic shock in rats. For this purpose, 7-Nitroindazole (7-NI), a selective nNOS inhibitor,
was administered intraperitoneally. The effects of the treatment were evaluated on mean arterial
pressure (MAP), heart rate (HR), tail skin temperature (TST), and plasma concentrations of
vasopressin (AVP), in an experimental model of acute hemorrhage. The results showed that
nNOS inhibition increased the latency to the onset of hypotension and attenuated the drop in
MAP during hemorrhage, without affecting tail skin temperature. In addition, 7-NI treatment
induced a more pronounced tachycardic response during and after hemorrhage, suggesting a
possible enhancement of sympathetic activity. It was observed that nNOS inhibition attenuated
the increase in plasma AVP release in response to hemorrhage, suggesting that neuronally-
derived NO contributes to the stimulation of this hormone's secretion under hypovolemic
conditions. These findings indicate that nNOS-derived NO actively participates in the
modulation of physiological responses to hemorrhagic shock and that its inhibition may
represent a potential therapeutic target to improve hemodynamic stability in situations of severe

hypovolemia.

Keywords: Nitric oxide; blood pressure; hemorrhagic shock; vasopressin.



INDICADORES DE IMPACTO

Este estudo investigou a influéncia da enzima oOxido nitrico sintase neuronial na regulacdo
cardiovascular e neuroendocrina durante o choque hemorragico, com foco na inibicéo da 6xido
nitrico sintase neuronal pelo 7-NI. Os resultados mostraram que essa inibicdo atenuou a queda
da pressdo arterial, retardou a hipotensao e reduziu a liberagdo de vasopressina, sugerindo um
papel modulador do éxido nitrico neuronal na resposta ao choque hemorragico. Esses achados
reforcam a importancia da via nitrérgica e da neurotransmissao glutamatérgica na regulacao das
respostas simpaticas e parassimpaticas ao choque hemorragico, contribuindo para a
identificacdo de novos alvos terapéuticos no tratamento de emergéncias cardiovasculares. O
estudo apresenta impacto translacional relevante, fornecendo subsidios para futuras pesquisas
sobre intervencdes farmacoldgicas voltadas para a estabilizacdo hemodindmica e a otimizacao
do manejo clinico de pacientes criticos. Além da relevancia cientifica, a pesquisa também
possui um carater extensionista, ao fortalecer a relacdo entre ciéncia bésica e pratica clinica. O
trabalho impacta diretamente a formacdo de profissionais da salde, promovendo avangos no
treinamento especializado e na implementacdo de protocolos médicos em unidades de
emergéncia e terapia intensiva. Os achados estéo alinhados aos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel da ONU, especialmente ao ODS 3 (Saude e Bem-Estar), ao contribuir para o
aprimoramento das estratégias terapéuticas voltadas para o tratamento do choque hemorrégico.
Dessa forma, o estudo reforca a importancia da integracao entre pesquisa académica e aplicacdo
clinica, gerando beneficios diretos tanto para a comunidade cientifica quanto para a assisténcia
hospitalar, contribuindo para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas e melhorias
no atendimento de pacientes em estado critico.

IMPACT INDICATORS

This study investigated the influence of neuronal nitric oxide synthase (nNOS) on
cardiovascular and neuroendocrine regulation during hemorrhagic shock, focusing on the
effects of NNOS inhibition by 7-Nitroindazole (7-NI). The results showed that this inhibition
attenuated the drop in arterial pressure, delayed the onset of hypotension, and reduced
vasopressin release, suggesting a modulatory role of neuronally-derived nitric oxide in the
response to hemorrhagic shock. These findings reinforce the importance of the nitrergic
pathway and glutamatergic neurotransmission in regulating sympathetic and parasympathetic

responses to hemorrhagic shock, contributing to the identification of new therapeutic targets for



the treatment of cardiovascular emergencies. The study presents significant translational
impact, providing a foundation for future research on pharmacological interventions aimed at
improving hemodynamic stability and optimizing the clinical management of critically ill
patients. Beyond its scientific relevance, the research also has an extensionist character,
strengthening the link between basic science and clinical practice. The work directly impacts
the training of healthcare professionals, promoting advancements in specialized education and
the implementation of medical protocols in emergency and intensive care units. The findings
align with the United Nations Sustainable Development Goals (SDGs), particularly SDG 3
(Good Health and Well-being), by contributing to the enhancement of therapeutic strategies for
the treatment of hemorrhagic shock. Thus, the study underscores the importance of integrating
academic research with clinical application, generating direct benefits for both the scientific
community and hospital care, and contributing to the development of new therapeutic

approaches and improvements in the care of critically ill patients.
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1 INTRODUCAO GERAL

O choque hemorragico é uma condicao critica caracterizada por hipoperfusao tecidual,
decorrente de perda aguda de volume sanguineo, que leva a desequilibrios hemodinédmicos e
comprometimento da oxigenacao celular (Schadt; Ludbrook, 1991). Essa condigdo desencadeia
respostas compensatorias mediadas pelos sistemas cardiovascular, autonémico e
neuroendocrino, visando preservar a perfusdo de Orgdos vitais, como cérebro e coracédo
(Antunes-Rodrigues et al., 2004; Barretto-de-Souza et al., 2018).

Dentre essas respostas, destaca-se inicialmente o aumento da atividade simpaética, que
promove taquicardia, vasoconstricdo periférica e liberacdo de catecolaminas (Schadt;
Ludbrook, 1991; Victor et al., 1989). Paralelamente, ocorre ativacdo do eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenal e liberacdo de vasopressina, um hormoénio com potente efeito vasoconstritor
que auxilia na manutencdo da presséo arterial (Holmes; Landry; Granton, 2003; Johnson et al.,
2006).

A vasopressina desempenha um papel central na resposta compensatéria ao choque,
sendo liberada em duas fases: uma rapida, mediada por mecanismos neurais, e outra sustentada,
associada a estimulos osmoticos e ndo osmoticos nos neurénios magnocelulares do hipotalamo
(Kakiya et al., 2000; Malpas; Coote, 1994). Estudos demonstram que niveis plasmaticos
elevados desse horménio durante o choque refletem sua importancia na estabilizacdo
hemodinamica (Cossu et al., 2014; Gupta; Garg; Ramachandran, 2017).

No sistema nervoso central (SNC), regides como o nucleo paraventricular do
hipotdlamo (NPV) e a regido ventrolateral da medula (RVLM) modulam as respostas
autonémicas e neuroendodcrinas ao choque (Badoer, 1998; Dampney et al., 2002). A
neurotransmissdao glutamatérgica e nitrérgica nessas areas exerce influéncia crucial, com o
oxido nitrico (NO) atuando como um neuromodulador inibitério da atividade simpatica
(Garthwaite & Boulton, 1995; Resstel; Corréa, 2006).

A interagdo da via nitrérgica e a vasopressina no SNC pode modular a eficacia das
respostas compensatdrias durante o choque. A producgéo central de NO esta associada a inibi¢do
da liberacdo de vasopressina e a reducdo da atividade simpética, o que, em situacdes de choque
grave, pode contribuir para a descompensacdo hemodinamica (Benarroch, 2005; Zanzinger,
1999). Compreender esses mecanismos é essencial para o desenvolvimento de intervengdes
terapéuticas mais eficazes, capazes de melhorar significativamente o progndstico de pacientes

em choque hemorragico.
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Com base nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo investigar o papel da
enzima nNOS na modulacéo da atividade cardiovascular, autonémica e neuroenddcrina durante
0 chogue hemorragico, com énfase em suas influéncias sobre a pressdo arterial, frequéncia

cardiaca, temperatura cutanea e liberacdo de vasopressina.



19

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Choque hemorragico

O choque hemorragico é uma sindrome caracterizada pela perda significativa de volume
intravascular de sangue, resultando em hipotensdo e alteragdes hemodindmicas que
comprometem a homeostase (Chen; Pittman; Po pel, 2009). Em humanos, essa condicdo €
geralmente identificada por marcadores clinicos, como hipotensdo grave (PA sistolica < 90
mmHg), taquicardia acentuada (FC > 120 bpm) e acidose metabdlica, evidenciada por lactato
sanguineo elevado (> 2-3 mmol/L). Outros sinais incluem diminuicdo da pressdo de pulso, pele
fria e pegajosa e alteracdes no estado mental, como desorientacdo e confusdo (Ryan et al., 2012;
Schiller; Howard; Convertino, 2017). No entanto, em modelos animais como nos ratos, cujas
caracteristicas genéticas diferem das dos humanos, as respostas cardiovasculares a perda
sanguinea podem apresentar particularidades, a PA diminui (entre 25 - 40 mmHg, dependendo
da espécie), a FC aumenta (> 350 bpm), e as concentracGes sistémicas de lactato e succinato
sdo significativamente mais altos comparados em humanos apos choque hemorragico (Fuldp et
al., 2013; Khodadadi et al., 2020; Weber et al., 2019). Isto por sua vez leva a ativagao de uma
variedade de mecanismos homeostaticos, como uma resposta compensatdria para manter a PA
e a perfusdo para os 6rgdos vitais, como coragdo e cérebro (Chang; Holcomb, 2017).

A nivel celular, o choque hemorragico resulta em uma condicdo na qual a perfusdo
tecidual ndo é capaz de sustentar o metabolismo aerdbico (Gutierrez; Reines; Wulf-Gutierrez,
2004). Isso acontece quando a demanda de oxigénio supera a oferta, desencadeando varios
processos patolégicos. Sem oxigénio presente na cadeia de transporte de elétrons, a producédo
de adenosina trifosfato (ATP) é drasticamente reduzida, o que afeta varios processos celulares;
talvez o mais importante seja a incapacidade de acionar a bomba de sodio/potassio, resultando
em falha da bomba. Isso gera um aumento do sddio citosélico, inchago e ruptura da membrana
celular levando a morte celular (Edwards; Rizzo; Pusateri, 2021).

Existem quatro tipos de choque hemorragico: hipovolémico (baixo volume
intravascular), cardiogénico (a funcdo da bomba cardiaca ndo é suficiente para compensar o
débito cardiaco), obstrutivo (derivado do blogqueio sanguineo na circulagdo pulmonar ou
sistémica) e distributivo (caracterizado por inadequacéo entre a quantidade de tecido e producao
de oxigénio provocada por problemas na distribui¢do do fluxo de sangue) (Siqueira; Schmidt,
2003).
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O choque hemorragico pode ser categorizado em diferentes classes de acordo com sua
progressdo. A classe | é a perda de menos de 15% do volume total de sangue e incluindo a
maioria dos sinais vitais normais. A classe Il representa uma perda de sangue de 15% a 30% e
mostra um ligeiro desvio dos sinais vitais normais. O desvio dos sinais vitais em relacéo ao
normal aumenta na classe I11, onde a perda sanguinea esta entre 31% e 40%. A classe IV inclui
pacientes com perdas superiores a 40% do volume total de sangue, o0 que pode levar a alteracéo
do estado mental, hipotensdo significativa, taquicardia intensa e taquipneia (Donley;
Munakomi; Loyd, 2023).

O estado clinico do choque hipovolémico pode ser categorizado em 3 fases: (i)
compensado, (ii) descompensado e (iii) irreversivel. No choque precoce ou compensado, as
reducdes na PA detectadas pelos barorreceptores do arco adrtico e do seio carotideo levam a
estimulacdo do SNS. Concentracdes mais elevadas de catecolaminas subsequentemente causam
aumento da FC, contratilidade miocérdica e vasoconstricdo para manter o débito cardiaco
(Wang et al., 2013). A vasoconstricdo ocorre predominantemente nos vasos esplancnicos e
periféricos, desviando assim o fluxo sanguineo do trato gastrointestinal, da pele e dos muasculos
esqueléticos, mantendo a perfusdo para o cérebro e o coracdo (Caldwell; Garcia-Choudary;
Vanfosson, 2020; Dutton, 2007). A perfusdo renal pode ser adequadamente mantida em
hemorragias baixas a moderadas; no entanto, sob hemorragia grave, o fluxo sanguineo renal
diminui, o que causa estimulagdo do eixo renina-angiotensina e liberacdo de angiotensina II,
um potente vasoconstritor e estimulador da liberacdo de aldosterona. O RAAS mantém a
tonicidade vascular regulando o volume do fluido extracelular e a PA (Patel et al., 2017). A
reabsorcao de agua é ainda aumentada pelo sistema neuroendécrino por meio do aumento das
concentracdes circulantes de horménio antidiurético, também conhecido como AVP, secretado
pela hipofise posterior (Wang et al., 2013). Resumidamente, a ativacdo das vias do RAAS leva
a um aumento significativo da atividade simpatica, tanto no SNC quanto nos ganglios
autdbnomos, medula espinhal e 6rgaos terminais (Brewster; Perazella; Setaro, 2003; Ranjan;
Gulati, 2023). A interagdo renina, angiotensina e aldosterona resulta em vasoconstri¢ao,
aumento da liberacdo de AVP, retencdo de sddio e dgua, estresse oxidativo e inflamacéo (Rupp;
Jager, 2001; Geevarghese, 2023). Além disso, essa ativacdo do sistema simpatico ocorre
principalmente por meio da modulagdo de centros encefalicos chave, como o ndcleo do trato
solitario (NTS) no tronco encefalico e o nucleo paraventricular (NPV) do hipotalamo, que estéo
envolvidos no controle da PA e da resposta neuroenddcrina durante o choque hemorragico

(Chien, 1967; Zanzinger, 1999). Como resultado, a ativacdo do RAAS desencadeia uma série
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de respostas que tentam restaurar a PA, mas que podem contribuir para danos em 6rgdos-alvo
quando esse processo é desregulado ou prolongado (Brewster; Perazella; Setaro, 2003).

Na fase de descompensacdo a resposta simpatica ndo € mais suficiente, é caracterizado
por uma resposta diminuida a vasopressores e hipoperfusdo para os tecidos periféricos
(Khazaei; Barmaki; Nasimi, 2012). Tais alteracdes podem resultar em disfuncdo de 6érgdos
vitais e sdo responsaveis por altas taxas de mortalidade. Por fim, desenvolve-se um choque
irreversivel e o débito cardiaco deprimido ndo pode mais ser revertido com terapias de reposicdo
de volume (Wang et al., 2013).

2.2 Sistema cardiovascular e Sistema nervoso autbnomo

Compreendidos os mecanismos fisiopatolégicos do choque hemorragico, € essencial
analisar como o sistema cardiovascular e o sistema nervoso autdbnomo interagem na regulacao
hemodinamica durante esta condicao.

A PA é rigorosamente regulada para garantir que o corpo atenda as diversas atividades
diarias. Os mecanismos que alteram o volume sanguineo controlam a regulacdo da PA a longo
prazo. A regulacdo da PA é iniciada principalmente por barorreceptores, uma classe de
neurbnios sensiveis ao estiramento dentro dos ganglios nodosos e petrosos com projecdes
periféricas nas paredes da aorta e do seio carotideo (Grassi et al., 2006; Kirchheim, 1976;
Wehrwein; Joyner, 2013). Um aumento na PA provoca o estiramento das terminacfes nervosas
dos barorreceptores, que enviam sinais aferentes ao SNC. Em resposta, a ativacdo dos
barorreceptores reduz a atividade simpatica, resultando em diminuicdo da FC, do débito
cardiaco e da resisténcia vascular, mecanismos que neutralizam o aumento inicial da PA
(lliescu; Tudorancea; Lohmeier, 2014; Wehrwein; Joyner, 2013).

Além dos barorreceptores, existem também os receptores cardiopulmonares, que sao
receptores de estiramento localizados nas paredes cardiacas e na circulacdo pulmonar, que
modulam, em grande parte, o impulso cardiovascular simpatico e a liberacdo de substancias
humorais, como AVP plasmaética, atividade da renina plasmética e inibicdo de peptideos
natriuréticos atriais (Grassi et al., 2006; Meehan, 1986). Os receptores cardiopulmonares, ou
receptores de volume, também sdo mecanorreceptores que séo ativados para informar o sistema
nervoso autdnomo sobre o volume de sangue dentro do sistema. Em estados de baixo volume,
as alteragdes circulatorias e renais resultam em aumento da reabsorcdo de sal e 4gua nos rins e
em mudancas de PA média mais lentas e de longo prazo (lIshii; ldesako; Matsukawa, 2015;
Meehan, 1986).
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O SNS é um dos principais controladores do sistema cardiovascular e desempenha um
papel fundamental na homeostase da PA (Guyenet, 2006; Simpson et al., 2019; Joyner;
Charkoudian; Wallin, 2008). Durante os estagios iniciais de uma hemorragia, a diminuicdo da
PA e do volume sanguineo ativa barorreceptores periféricos e centrais, desencadeando
mecanismos compensatorios simpaticos e endocrinos (Powell et al., 2019; Wehrwein; Joyner,
2013). Esses mecanismos tém como objetivo restaurar a PA e preservar a perfusdo tecidual.

Durante uma hipovolemia central progressiva, o acoplamento entre a PA e as oscilagdes
do fluxo simpéatico desempenha um papel compensatorio crucial (Schiller; Howard;
Convertino, 2017; Xiang et al., 2018). Uma queda na pressdo arterial (PA) € rapidamente
detectada pelos barorreceptores, resultando em uma reducédo da atividade aferente excitatoria
ao nucleo do trato solitario (NTS) no tronco encefalico. Essa reducdo diminui a ativacao de vias
inibitdrias centrais, favorecendo o aumento da atividade simpéatica. Como consequéncia, ocorre
vasoconstricdo periférica, aumento do ténus vascular e uma elevacdo compensatéria da PA
(Benarroch, 1993).

O barorreflexo € um mecanismo de feedback negativo que regula a PA por meio do
ajuste do fluxo simpatico e parassimpatico. Quando a PA cai, 0s barorreceptores enviam menos
impulsos aferentes ao NTS, o que reduz a inibicdo sobre os neurdnios simpéaticos no bulbo
ventrolateral rostral (RVLM). Isso levaa um aumento na liberacdo de noradrenalina nas juncdes
neuroefetoras, causando vasoconstricdo, aumento da resisténcia vascular periférica e elevacdo
da PA (Zocal et al., 2021). Simultaneamente, a atividade parassimpatica é reduzida, o que
aumenta a FC e o débito cardiaco (Head et al., 1995).

Esse acoplamento oscilatdrio entre a PA e o fluxo simpatico representa um importante
mecanismo compensatorio durante situacdes de hipovolemia, ajudando a garantir a manutencédo
da perfusdo de Orgdos vitais (Carrara et al., 2018; Mancia; Grassi, 2014;). Em suma, o
barorreflexo desempenha um papel essencial na resposta fisioldégica ao chogue hemorréagico,
garantindo que o organismo consiga reagir rapidamente as mudancas na PA e evitar o colapso
cardiovascular (Ranjan; Gulati, 2023; Victor et al., 1989).

2.3 Nucleo paraventricular do hipotalamo (NPV)

Dentre os nucleos hipotalamicos envolvidos na resposta ao choque, destaca-se o nucleo
paraventricular (NPV). O NPV é um centro integrador fundamental no controle da funcéo
cardiovascular e no ajuste da resposta neuroenddcrina (Dampney, 2016). Ele desempenha um

papel crucial na regulacdo do ténus simpatico e no volume do fluido extracelular, impactando
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diretamente a PA e o equilibrio hidrico do organismo. O NPV é composto por neurénios
magnocelulares, que sintetizam a AVP, um neurotransmissor importante para a modulagédo da
PA, e por neurbnios parvocelulares, que se projetam para a eminéncia mediana e estdo
envolvidos na liberacdo de hormdnios pituitarios. Os neurbnios parvocelulares também se
comunicam com 0s neurbnios pré-motores e pré-ganglionares simpaticos, participando
ativamente da regulacdo da atividade simpética (Badoer; Merolli, 1998; Cannon et al., 2017),
e serdo mais bem descritos posteriormente.

Mais de 30 neurotransmissores ja foram identificados no NPV, com a AVP sendo um

dos mais abundantes (Malpas; Coote, 1994; Savi¢; Murphy; Japundzié-Zigon, 2022). A AVP ¢é
um peptideo composto por 9 aminoacidos, sintetizado principalmente por neurdnios
magnocelulares do NPV e do nucleo supradptico (SON) do hipotalamo (Antunes-Rodrigues et
al., 2004). Como neurotransmissor, a AVP desempenha um papel crucial na regulacdo da PA e
em outros processos fisioldgicos, interagindo com areas chave do sistema nervoso, como o NTS
e NPV (Badoer; Merolli, 1998; Holmes et al., 2001). Essa interacdo contribui para a modulagéo
da atividade simpatica e da resposta neuroenddcrina em situacdes de estresse ou alteraces do
volume sanguineo.
Os neurdnios magnocelulares do NPV possuem terminais axonais localizados principalmente
na neuro-hipdfise, onde a AVP é armazenada e liberada em resposta a estimulos apropriados
(Holmes, Landry e Granton, 2003; Verney, 1947). Esses neurdnios respondem a sinais como o
aumento da osmolaridade plasmatica e a reducdo do volume intravascular, promovendo a
liberacdo de AVP na circulacdo sistémica (Holmes et al., 2001; Verney, 1947). Uma vez
liberada, a AVP exerce importantes efeitos cardiovasculares, incluindo o aumento do tonus
vascular e a inducdo de vasoconstricao periférica (Anand e Skinner, 2012; Porter et al., 1983).
Além de sua acdo periférica, a AVP também pode atuar como neuromodulador dentro do
sistema nervoso central, por meio de projecdes colaterais de neurénios magnocelulares para
outras regides do cérebro, modulando circuitos envolvidos na regulacdo autonémica e
cardiovascular (Holmes, Landry e Granton, 2003; Johnson et al., 2006). A AVP é reconhecida
como um potente vasoconstritor, atuando predominantemente por meio da ativacdo de
receptores Vi, além de interagir com canais i6nicos e sistemas moduladores como 0 NO
(Holmes, Landry e Granton, 2003; Johnson et al., 2006).

Além disso, o NPV mantém conexdes cruciais com nucleos bulbares, como o NTS e a
porcao caudal do bulbo ventrolateral (CVLM), que séo vitais para o controle autonémico da

PA. Essas interacdes conferem ao NPV um papel importante nos ajustes ténicos e reflexos da
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atividade simpatica, essencial para a adaptacdo do organismo a alteracdes hemodinamicas e
condigdes de estresse (Badoer; Merolli, 1998; Pyner, 2009; Silveira et al., 2003).

2.4 Neurotransmissdo Glutamatérgica e Nitrérgica

Além da vasopressina, outros neurotransmissores participam da regulacéo
hemodinamica central, como o glutamato e o éxido nitrico. A liberacdo pré-sinaptica de
glutamato ocorre de forma dependente de calcio, que entra no neurdnio pré-sinaptico através
de canais voltagem-dependentes em resposta a despolarizacdo da membrana. Esse influxo de
calcio promove a fusdo das vesiculas sindpticas com a membrana plasmatica, liberando o
glutamato na fenda sindptica. O glutamato exerce seus efeitos por meio de receptores
ionotropicos e metabotropicos, com destaque para os receptores de acido a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolpropi6énico (AMPA), responsaveis pela neurotransmissao excitatoria rapida, e
os receptores de NMDA (acido N-metil-D-aspartico), que medeiam potenciais excitatorios pos-
sinapticos lentos, fundamentais para o processamento de informacdes (Barker-Haliski; Steve
White, 2015). Além disso, o glutamato também pode ativar receptores de cainato, outro tipo de
receptor ionotrépico, cujo papel na sinalizagdo neuronal ainda ndo é completamente
compreendido, mas que parece estar relacionado a modulagdo pré e pos-sinaptica da
neurotransmissdo excitatoria (Contractor et al., 2000; Lerma; Marques, 2013).

O NO é uma molécula sinalizadora onipresente que desempenha um papel crucial em
diversos processos fisioldgicos, como a neurotransmissdo e a regulacdo cardiovascular
(Barretto-De-Souza et al., 2018; Letson; Dobson, 2021). No SNC, o NO ¢ sintetizado
principalmente pela enzima nNOS (Raju et al., 2015) em resposta a ativacdo de receptores
NMDA de glutamato. Essa ativagdo ocorre devido ao influxo de Ca?*", que ativa a nNOS,
promovendo a conversdo de L-arginina em L-citrulina e a producdo de NO, de forma
dependente de oxigenacao (Bredt et al., 1991; Garthwaite; Boulton, 1995). A nNOS é uma das
trés isoformas da NOS, sendo as outras a eNOS (endotelial) e a INOS (induzivel), que possuem
funcdes distintas no organismo (Pereira et al., 2013).

A nNOS é predominantemente expressa no SNC, onde sua principal funcdo é a
modulacéo da neurotransmisséo e do acoplamento neurovascular. Quando ativada, a nNOS gera
NO, que modula a excitabilidade neuronal, a plasticidade sinaptica e facilita a vasodilatacéo,
essencial para o fornecimento adequado de oxigénio e nutrientes ao cérebro durante a atividade
neuronal (Garthwaite, 2008; Garthwaite; Boulton, 1995). Ja a eNOS, encontrada

principalmente no endotélio vascular, tem um papel crucial na regulacéo do ténus vascular e na
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manutencdo da PA (Pereira et al., 2013). A iNOS, por sua vez, é induzida em situacdes
inflamatorias ou de estresse e pode produzir grandes quantidades de NO, o que, embora tenha
um papel de defesa, pode também contribuir para danos teciduais em condi¢6es de inflamacao
ou trauma (Garthwaite, 2008; Pereira et al., 2013).

Apo6s sua produgdo, o NO exerce diversos efeitos neuromodulatdrios, incluindo a
ativacdo da guanilato ciclase soluvel, o que desencadeia respostas fisiologicas especificas,
como a modulacéo da excitabilidade neuronal, a plasticidade sinaptica, a regulacédo da liberagédo
de neurotransmissores e 0 acoplamento neurovascular. Esse Ultimo processo é essencial para
assegurar o fluxo sanguineo adequado nas areas cerebrais ativas, garantindo o fornecimento de
oxigénio e nutrientes aos neurdnios (Chen; Pittman; Popel, 2009; Pereira et al., 2013).

Durante a hipoxia, € esperado que a atividade da nNOS seja reduzida, comprometendo
a producdo de NO e, consequentemente, o fluxo sanguineo cerebral e a vasodilatacdo (Pereira
et al., 2013). Diversos estudos demonstram que a ativacdo dos receptores NMDA esta
diretamente relacionada a ativacdo da nNOS e a producdo de NO no SNC, enquanto o bloqueio
dessa enzima inibe completamente as respostas cardiovasculares induzidas pelos receptores
NMDA em diferentes regides do SNC (Ferreira-Junior et al., 2013; Martins-Pinge et al., 2007;
Resstel; Corréa, 2006).

Um estudo anterior demonstrou o envolvimento dos receptores NMDA de glutamato na
hipotensdo e taquicardia induzidas pela hemorragia. A hipotenséo resultou da inibicdo da
liberacdo de AVP na circulacdo durante as fases de descompensacdo e recompensacao do
choque hemorrégico. Além disso, foi demonstrado que a hemorragia reduziu a producdo de NO
em éareas como NPV, amigdala, nucleo da estria terminal (BNST) e substancia cinzenta
periaquedutal ventral (VPAG) por meio de um mecanismo independente do receptor NMDA de
glutamato (Busnardo et al., 2021). Entretanto, o envolvimento da interacdo das
neurotransmissGes glutmatérgicas e nitrérgicas no SNC envolvida nos ajustes fisioldgicos
provocados pela hemorragia ainda sdo pouco conhecidos, evidenciando a necessidade de mais
estudos sobre o tema.

Diante disso, o presente estudo se propds a investigar o papel da enzima nNOS na

modulacédo da atividade cardiovascular durante o chogue hemorragico.
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Figura 1 - llustracéo da via de ativacédo de receptores NMDA e cascata de reacdes NO/GC.

Neurdnio pré-sinaptico

@® Glutamato
Guanilatociclase
= Vesicula
Nosn  Oxido nitrico sintase neural
nvba  Receptor de glutamato NMDA

. Oxido nitrico
Ca2+ / Calmodulina

GMPe Guanosina monofosfato ciclico \ ‘
NOSn ==

L-arginina L-citrulina

Neurdnio pos-sinaptico

Legenda — No neurdnio pré-sinaptico ocorre a despolarizacdo da membrana pré-sinaptica, levando a

exocitose das vesiculas contendo glutamato. Apds liberado na fenda sinaptica, o glutamato interage

com seu receptor do tipo NMDA e leva ao influxo de Ca 2+ no neur6nio pds-sinaptico. O complexo

Ca 2+ / Calmodulina ativa a enzima éxido nitrico sintase neural (NOSn), que a partir da biossintese de
L-arginina em L-citrulina, forma o éxido nitrico (NO). Uma vez formado, o NO se difunde pela
membrana pos sinaptica e atua de forma retrograda no neurénio pré-sinaptico, interagindo com a
guanilato ciclase (GC), que através de reacdes dependentes de GMPc, leva a exocitose de novas
vesiculas contendo glutamato e assim, o ciclo se repete.

Fonte: Da Autora (2025).
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OBJETIVO

O objetivo geral do estudo foi investigar o papel da enzima nNOS na modulacdo da

atividade cardiovascular, autonémica e neuroenddcrina durante o choque hemorragico.

Obijetivos especificos

1. Verificar o possivel envolvimento da enzima nNOS nas respostas de queda da PAM

e aumento da FC decorrentes do choque hemorragico.

2. Verificar o possivel envolvimento da enzima nNOS sobre a temperatura cutanea da

cauda durante o chogque hemorréagico.

3. Verificar o possivel envolvimento da enzima nNOS sobre as concentracfes

plasmaticas de vasopressina durante o choque hemorréagico.
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RESUMO

Neste estudo, investigamos o papel da enzima nNOS na modulacdo das respostas
cardiovasculares, autonémicas e neuroenddcrinas durante o choque hemorrégico em ratos. A
administracdo sistémica de 7-Nitroindazol (7-NI, 45 mg/kg, i.p.), inibidor seletivo da nNOS,
aumentou a laténcia para o inicio da hipotensdo e reduziu a magnitude da queda da pressao
arterial média (PAM), sem interferir de forma significativa no efeito principal do tratamento. O
7-NI também potencializou a taquicardia durante e ap6s a hemorragia, com valores de
frequéncia cardiaca (FC) significativamente maiores em relacdo ao grupo controle. A
temperatura cutanea da cauda nao foi alterada pelo tratamento com 7-NI. Além disso, a inibicdo
da nNOS aumentou significativamente as concentracfes plasmaticas de vasopressina (AVP)
durante a hemorragia, em comparacdo ao grupo salina, especialmente nos periodos de 20
minutos de sangramento e 40 minutos ap6s o término da hemorragia. Esses resultados sugerem
gue o NO derivado da nNOS modula negativamente a liberacdo de AVP e regula a resposta
autondmica a hemorragia, atuando como um importante modulador das respostas fisiologicas

em condigdes de estresse hemodinamico.

Palavras-chave: Oxido nitrico; pressdo arterial; choque hemorragico.



37

ABSTRACT

In this study, we investigated the role of neuronal nitric oxide synthase (nNOS) in modulating
cardiovascular, autonomic, and neuroendocrine responses during hemorrhagic shock in rats.
Systemic administration of 7-Nitroindazole (7-NI, 45 mg/kg, i.p.), a selective nNOS inhibitor,
increased the latency to the onset of hypotension and reduced the magnitude of the drop in mean
arterial pressure (MAP), without significantly interfering with the primary effect of the
treatment. Additionally, 7-NI enhanced tachycardia during and after hemorrhage, with heart
rate (HR) values significantly higher compared to the control group. Tail skin temperature
(TST) was not affected by 7-NI treatment. Furthermore, nNOS inhibition significantly
increased plasma vasopressin (AVP) concentrations during hemorrhage compared to the saline
group, especially at 20 minutes of bleeding and 40 minutes after the end of hemorrhage. These
results suggest that nNOS-derived nitric oxide negatively modulates AVP release and regulates
the autonomic response to hemorrhage, acting as an important modulator of physiological

responses under hemodynamic stress conditions.

Keywords: Nitric oxide; blood pressure; hemorrhagic shock.
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INTRODUCAO

O choque hemorragico é uma condi¢do grave em que o volume inadequado de
sangue intravascular leva a uma reducao significativa na pressao de perfusdo (Caldwell; Garcia-
Choudary; Vanfosson, 2020). Em nivel celular, esse desequilibrio se manifesta quando a
quantidade de oxigénio disponivel ndo é suficiente para atender a demanda necesséria para o
metabolismo aerdbico, resultando em hipoperfusao e lesdes nos 6rgaos-alvo, como rins, figado,
intestino e musculo esquelético, podendo levar a faléncia multipla de 6rgaos (Cannon et al.,
2017). As causas de hemorragia que podem resultar em choque sdo variadas e incluem eventos
traumaticos, entre eles: hemorragia pos-parto, hemorragia gastrointestinal, hemorragia
perioperatdria e ruptura de aneurisma, entre outros. E importante ressaltar que o choque
hemorragico representa a principal causa de morbidade e mortalidade, contribuindo com 1,9
milhGes de mortes por ano em todo o mundo (Cohen; Monaghan, 2021; Filép et al., 2013;
Owattanapanich et al., 2018), sendo também a principal causa de mortes evitaveis (Black et al.,
2021). Esses dados evidenciam a importancia de uma abordagem eficaz no manejo do choque
hemorragico, sendo necessario estudos em todos os aspectos relacionados a essa condicao,
incluindo aspectos cardiovasculares, autondmicos e neuroendocrinos, foco do presente estudo.

No inicio da hemorragia, alguns mecanismos compensatérios sdo ativados para
preservar a perfusdo dos 6rgdos vitais. Os barorreceptores arteriais, que sdo terminacgdes
nervosas livres sensiveis ao distendimento das paredes arteriais, desempenham um papel crucial
nesse processo. Ao detectarem a reducdo na pressao arterial (PA), esses receptores ativam 0
sistema nervoso simpatico (SNS), que estimula a liberacdo de horménios vasoativos, como
epinefrina e norepinefrina (Caldwell; Garcia-Choudary; Vanfosson, 2020; Dutton, 2007). Esses
horménios atuam em receptores adrenérgicos especificos, promovendo o aumento da
contratilidade cardiaca e da frequéncia cardiaca (FC), além de estimular a liberacdo de renina
pelos rins. A renina, por sua vez, ativa o sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS), que
intensifica a vasoconstricdo e promove retencdo de sodio e dgua. Paralelamente, o hipotalamo
estimula a liberacdo de AVP, que exerce um potente efeito vasoconstritor imediato e,
posteriormente, contribui para a retencdo de &gua pelos rins, aumentando o volume
intravascular. Outros hormdnios neuroendocrinos que atuam sinergicamente incluem a
aldosterona e o neuropeptideo Y, que regulam a presséo sanguinea e mantem o fluxo sanguineo
para os 6rgdos que dependem de suprimento continuo de oxigénio (Ranjan; Gulati, 2023).
Devido a essas respostas compensatorias para manter a PA dentro da normalidade, até 30% do

volume sanguineo pode ser perdido antes que 0s sinais e sintomas do choque aparecam (Gupta;
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Garg; Ramachandran, 2017). No choque descompensado, a resposta simpatica ndo € suficiente
e 0 debito cardiaco cai, 0 que resulta em diminuicdo da PA e acidose tecidual (Wang et al.,
2013). Quando a hemorragia é contida, tem inicio a fase de recompensacéo, na qual ocorre um
aumento na circulacdo da AVP, aumento na FC e na atividade simpaética cardiaca que juntas
medeiam o retorno da presséao arterial média (PAM) a valores proximos aos basais (Troy et al.,
2003).

A AVP é um hormonio neuro-hipofisario endégeno, peca chave na manutencéo do
volume intravascular e da pressdo durante o choque hemorragicos (Anand; Skinner, 2012;
Simpson et al, 2019). O estimulo de liberacdo de AVP mais importante é a variacdo da
osmolaridade plasmatica seguida por variacdes da PA. A liberacdo de AVP pode ser suprimida,
entre outros mecanismos, pelo aumento da liberacdo de dxido nitrico (NO) do endotélio
vascular da hipofise posterior (Cossu et al., 2014; Johnson et al., 2006). O NO sintetizado pela
isoforma nNOS, é uma molécula de sinalizacdo amplamente distribuida, envolvida em diversos
processos fisiopatologicos, como neurotransmissdo e regulacdo da funcdo cardiovascular
(Letson; Dobson, 2021).

Alguns estudos tém apontado que a neurotransmissdo nitrérgica € um importante
mecanismo neuroquimico no sistema nervoso central (SNC) envolvido nas respostas
fisiologicas a estimulos aversivos (Guimaraes et al., 2005; Resstel; Corréa, 2006). Nesse
contexto, 0 NO derivado da nNOS pode influenciar a atividade sindptica ao modular a
neurotransmissdo glutamatérgica (Raju et al., 2015), impactando diretamente respostas
relacionadas a memoria emocional, excitabilidade pré-sinaptica/pos-sinaptica diminuida
(Rameau et al., 2007; Steinert et al., 2008) e plasticidade sinaptica reduzida (Blackshaw et al.,
2003; Lange et al., 2011). Contudo mecanismos neuroquimicos encefalicos envolvidos nos
ajustes fisioldgicos provocados pela hemorragia ainda sdo pouco conhecidos.

Diante disso, este estudo parte da hipdtese de que a enzima nNOS modula a

atividade cardiovascular, autonémica e neuroenddcrina durante o choque hemorragico.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados 15 ratos Wistar pesando entre 230-270 g, com idade entre 8-12
semanas. Os animais foram fornecidos pelo biotério central da Universidade de Sdo Paulo —
Campus de Ribeirdo Preto e transferidos para a instalacdo de criacdo do Departamento de
Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Inicialmente, os ratos foram
alojados em gaiolas coletivas (38 x 32 x 17 cm, cinco animais por gaiola). No dia anterior ao
experimento, os animais foram transferidos para gaiolas individuais (28 x 17 x 13 cm). Comida
e agua foram fornecidas ad libitum durante todo o protocolo experimental. Os animais foram
submetidos a um ciclo alternado de luz (12 h de luz/12 h de escuriddo). O presente estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Lavras, protocolo n°
5082010224 e segue as normas da comissao de ética em utilizacdo animal (CEUA) e esta de
acordo com os principios éticos da experimentacdo animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

Grupos experimentais

e Salina — Solucdo salina (veiculo);

e 7-Nitroindazol — inibidor seletivo da enzima nNOS

Canulacéo da artéria femoral

Vinte e quatro horas antes dos experimentos, 0s animais foram anestesiados com
ketamina (Cetamin®, Syntec, Brasil) e xilazina (Xilazin®, Syntec, Brasil) em uma solugéo de
5 ml de ketamina a 10% e 1,6 ml de xilazina a 2%, na dose de 0,1 ml/ 100g, intraperitoneal
(i.p.), e foi implantado um cateter em cada artéria femoral. Estes vasos foram dissecados e 0s
cateteres de polietileno foram introduzidos até a artéria aorta abdominal inferior. Os cateteres
foram constituidos por um segmento de polietileno PE-10 (4-5 cm) soldado a segmento de
polietileno PE-50 (12-13 cm), previamente preenchidos por solugéo salina e anticoagulante (15
U/mL de heparina em solugdo salina), e obstruido com pino de metal. Ap6s implantacdo dos
cateteres, estes foram exteriorizados na regido dorsal do animal e fixados a pele por sutura

cirurgica. Ao término da cirurgia, os animais receberam 2,5 mg/ kg do analgésico nao-esteroidal
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flunexina meglumina (Banamine®, Schering Plough, Brasil), por via subcutinea, para
analgesia pos-operatdria. Os animais foram mantidos em caixas individuais durante todo o

periodo pos-operatdrio e de registro dos parametros cardiovasculares.

Protocolos experimentais

Efeitos da injecéo intraperitoneal de 7-NI sobre as respostas cardiovasculares induzidas

pelo choque hemorragico.

Este experimento teve por objetivo verificar o possivel envolvimento da enzima nNOS
nas respostas de queda da PAM e aumento da FC decorrentes do choque hemorragico. Para
tanto, foi feita uma injecdo intraperitoneal de Salina (veiculo) ou 7-Nitroindazol (7-NI, 45
mg/kg) e 30 minutos depois, os animais foram submetidos ao choque hemorrdgico onde
permaneceram por 20 minutos. PAM e FC foram registradas por mais um periodo de 40 min

apos a conclusédo de cada hemorragia.

Efeitos da injecdo intraperitoneal de 7-NI sobre a temperatura caudal induzida pelo

choque hemorragico.

Este experimento teve por objetivo verificar o possivel envolvimento da enzima nNOS
central sobre a temperatura cutanea da cauda durante o choque hemorragico. Para tanto, foi
feita uma injecdo intraperitoneal de Salina (veiculo) ou 7-Nitroindazol (7-NI, 45 mg/kg), e 30
minutos depois, os animais foram submetidos ao choque hemorragico onde permaneceram por
20 minutos. A temperatura caudal foi registrada com intervalo de 3 minutos durante o registro
basal de PA e FC e, apds a injecdo intraperitoneal de solucdo salina (controle) ou 7-NI, uma
foto foi capturada a cada dez minutos a partir do periodo que o animal entrou em sangramento,

até 40 minutos ap6s o término do sangramento.

Efeitos da injecdo intraperitoneal de 7-NI sobre as concentracGes de vasopressina

circulantes induzida pelo choque hemorragico

Este experimento teve por objetivo verificar o possivel envolvimento da enzima nNOS

sobre as concentracdes plasmaticas de AVP durante o choque hemorragico. Para tanto, foi feita
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uma injecdo intraperitoneal de Salina (veiculo) ou 7-Nitroindazol (7-NI, 45 mg/kg) e 30
minutos depois, os animais foram submetidos ao choque hemorragico onde permaneceram por
20 minutos. Foi feita retirada de amostra sanguinea no periodo basal e durante as trés fases da
hemorragia (Fase | aos 7 minutos de hemorragia; Fase 11 aos 20 minutos de hemorragia e Fase
I11 aos 40 minutos ap6s o fim da hemorragia).

Os experimentos foram realizados 24 horas ap6s a implantacdo do cateter na artéria
femoral. Os animais foram mantidos na sala de experimentacdo por 60 minutos antes do inicio
do experimento para habituacdo as condi¢cdes de som e iluminacdo do ambiente. Além disso,
foi realizado um registro basal de 10 minutos da PAM e da FC antes do inicio dos experimentos.
Os parametros foram monitorados durante todo o periodo da hemorragia e por mais 40 minutos

apos seu término. Cada animal foi submetido a uma Unica sessdo do protocolo de hemorragia.

Figura 2 - Cronologia dos protocolos experimentais.
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Legenda — Os animais foram conectados ao aparelho de registro de pressao arterial (PA) e frequéncia
cardiaca (FC), a apds 10 minutos receberam injecdo intraperitoneal através das canulas guias
implantadas anteriormente nas artérias femorais. 30 minutos ap0s o tratamento, os animais foram
submetidos a hemorragia por um periodo de 20 minutos. Foi feita retirada de amostra sanguinea no
periodo basal e durante as trés fases da hemorragia (Fase | aos 7 minutos de hemorragia; Fase 1l aos
20 minutos de hemorragia e Fase 111 aos 40 minutos ap6s o fim da hemorragia). Durante o registro
basal (30 minutos anteriores ao sangramento), foram tiradas 3 fotos térmicas com intervalo de 3
minutos de uma foto para outra. Apds o inicio da hemorragia, foram tiradas mais 7 fotos, com
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intervalo de 10 minutos entre as fotos, com a primeira sendo imediatamente apds o inicio do
sangramento e a Ultima assim que completaram 40 minutos apds o término da hemorragia. O registro
da PA e FC foram feitos por 40 minutos ap6s o término da hemorragia. Esta imagem foi criada com
BioRender (https://biorender.com/).

Fonte: Da autora (2025).

Registro da presséo arterial e frequéncia cardiaca

A PA foi registrada pelo menos 24 horas ap6s o procedimento cirdrgico de implantacéo
de cateteres nas artérias femorais, para permitir a recuperacao completa dos efeitos anestésicos.
Os animais foram mantidos em gaiolas individuais durante todo o periodo p6s-operatério e
durante a gravacdo cardiovascular (Busnardo et al., 2016, 2019). Antes do inicio das gravacoes,
0,1 mL de solugdo salina com heparina (15 U/mL) foi injetada nos cateteres para evitar
obstrucBes. O cateter implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de PA
(Hewlett Packard, Palo Alto, CA) através de um segmento de polietileno PE-50. A PA pulsatil
foi registrada acoplando o transdutor de pressdo a um pré-amplificador (HP7754-A; Hewlett
Packard, Palo Alto, CA) conectado a um sistema de aquisicdo de dados computadorizado (MP-
100; Biopac Systems, Goleta, CA). A PAM e a FC foram derivadas dos registros de PA pulsatil
usando o software Acknowledge I1l. A PAM foi calculada de acordo com a equacéo: pressao
diastdlica + (sistdlica - diastolica) /3. A FC (em batimentos por minuto) foi calculada a partir
dos intervalos dos picos de PA pulsatil integrada a cada 6 segundos (Busnhardo et al., 2016,
2019).

Hemorragia

Durante o procedimento da hemorragia, o sangue foi retirado em uma taxa de 24 mL/kg
de peso corporal durante um periodo de 20 min (0,372 mL / min para um rato 310g). Esta taxa
evoca periodos claros de compensagédo, descompensacao e recompensacgdo (Troy et al., 2003).
O sangue foi retirado através da artéria femoral esquerda usando uma bomba de retirada /
perfusdo (KD Scientific, Holliston, MA, EUA).

Solucdes e drogas utilizadas
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Ketamina (Cetamin®, Syntec, Brasil), xilazina (Xilazin®, Syntec, Brasil), uretana
(SIGMA, EUA), 7-Nitroindazol, Pentabidtico veterinério (Fort Dodge, Campinas, SP, Brasil)

e Flunixin meglumine (Banamine®, Schering Plough, RJ, Brasil).

Dosagem da concentracéo da AVP circulante

Amostras de sangue foram coletadas do cateter implantado na artéria femoral em tubos
plasticos heparinizados. Os tubos foram mantidos resfriados, centrifugados (20 minutos, 3000
rpm a 4°C), e foi-se separado 1 mL de plasma. A AVP presente nas amostras foi extraida usando
acetona e éter de petroleo. O contetdo de AVP nas amostras foi medido por radioimunoensaio,
conforme descrito anteriormente (Busnardo et al., 2021; Elias et al., 1997; Morris; Alexander,
1989).

Temperatura da cauda

A temperatura cutanea, especificamente da cauda dos animais, foi registrada utilizando
camera térmica Milti-Purpose Thermal Imager IR1 4010 (Infra Red Systems Ltd Park Circle,
Tithe Barn Way Swan Valley Northompton, USA) a uma distancia de 50 cm, medidas com
intervalo de 3 minutos durante o registro basal de PA e FC e, ap6s a injecdo intraperitoneal de
solucdo salina (controle) ou 7-NI, uma foto a cada dez minutos a partir do periodo que o animal

entrou em sangramento, até 40 min ap6s o término do sangramento.

Analise estatistica

Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM). Para analise
estatistica foi utilizado o programa Prism 7.0 (GraphPad, USA). Foi usado o teste t Student
pareado para comparar os valores basais da PA, FC, TC, concentracdes circulantes de AVP
circulantes antes e apos tratamento com 7-NI. As alteracGes cardiovasculares foram analisadas
pelo teste de variancia de dois fatores (ANOVA two-way) utilizando como variaveis os fatores
do tratamento (controle ou droga) e o tempo como medida repetida. Quando os resultados se
mostraram diferentes apos ANOVA two-way, foi realizado o pds teste de medidas repetidas,

Bonferroni’s.
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RESULTADQOS

Efeitos da injecdo intraperitoneal de 7-NI sobre as respostas cardiovasculares induzidas

pelo choque hemorragico.

A injecdo do inibidor da enzima nNOS intraperitonealmente, 7-NI (45 mg/kg), ndo

alterou os valores basais da PAM e FC dos animais, conforme representado na tabela 1, p<0,05.



Tabela 1- Valores basais de PAM e FC em animais controle e tratados com 7-NI.
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PAM + EPM FC + EPM
(mmHg) (bpm)
n Pre Pos Pré Pos p t
Salina
8 112,1+3,22 1119+5,19 0,93 352,4+13,78 362,4+14,77 0,14 1,64
(100 nL)
7-NI
7 108,2+4,74 119,2+3,91 3849+1758 377,7+14,39 0,40 0,89
(45 mg/kg)

Legenda - Valores: média + EPM. Salina = ratos controle (tratados com solugdo salina); 7 — NI = ratos tratados com inibidor de nNOS; PAM = presséo arterial
média; FC = frequéncia cardiaca; EPM = erro padrdo da média; Salina (n=8) vs. 7 - NI (n=7); teste t de Student ndo pareado, p > 0,05.

Fonte: Da autora (2025).
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A injecéo intraperitoneal do inibidor seletivo da enzima nNOS, 7-NI, ndo apresentou
uma influéncia estatisticamente significativa no tratamento geral (F (1,273y= 1,937, P = 0,1651)
nem na interagéo entre tratamento e tempo (F 20273y = 0,957, P = 0,5148). No entanto, houve
um efeito significativo ao longo do tempo (F (20.273) = 20,19, P < 0,0001), indicando que a
hemorragia induziu hipotensdo progressiva (Figura 3A). A analise post hoc revelou que a
administracdo de 7-NI aumentou a laténcia para o inicio da hipotensdo e reduziu a queda da
PAM (APAM) em comparagdo com 0s animais tratados com veiculo (P < 0,05), sugerindo que
a inibicdo da nNOS pode atenuar a resposta hipotensiva a hemorragia (Figura 3A).

A analise da FC demonstrou um efeito significativo do tratamento com 7-NI (F (1,273 =
13,7, P = 0,0001), influéncia do tempo (F (20273 = 9,2, P = 0,0001) e uma interagdo entre
tratamento e tempo (F (20,273) = 1,65, P = 0,0402). A analise post hoc mostrou que os animais
tratados com salina (controle) apresentaram aumento da FC durante o periodo p6s-hemorragia
(salina basal: AHR = -0,57 + 0,97; salina pds-hemorragia: AHR = 19,1 + 2,52, t = 6,83, P =
0,0002), embora esse aumento ndo tenha se mostrado estatisticamente significativo no contexto
da comparacdo entre os grupos (Figura 3B). Além disso, os animais tratados com 7-NI
apresentaram uma taquicardia acentuada durante e ap6s a hemorragia, com valores de FC
significativamente maiores em relagcéo ao grupo controle (P < 0,05) (Figura 3B), sugerindo que
a inibicdo da nNOS potencializa a resposta da FC & hemorragia (Figura 3B).

Figura 3 - Variagdo da pressao arterial média (APAM) (A), frequéncia cardiaca (AFC) (B) em
animais submetidos a hemorragia controle e tratados com 7-NI
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(B)
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Legenda - Variagdo da pressao arterial média (APAM) (A) e frequéncia cardiaca (AFC) (B) ao longo
do tempo em animais submetidos a hemorragia e tratados com 7-NI (circulos pretos), inibidor seletivo
da enzima 6xido nitrico sintase neuronal, na dose de 45 mg/kg, ou tratados com solucdo salina
(circulos brancos). Os registros basais da PAM e FC iniciaram em -10. As injecGes foram feitas em 0
min (ou seja, 30 min antes do inicio da hemorragia). A hemorragia comegou em 30 min e terminou em
50 min; a faixa cinza representa o periodo de sangramento. Os pontos representam a média e as barras
0 EPM. * P < 0,05 em relagdo ao controle (veiculo) no mesmo ponto temporal. ANOVA de duas vias.

Fonte: Da autora (2025).

Efeitos da injecdo intraperitoneal de 7-NI nas respostas da temperatura da pele da cauda

induzidas pelo choque hemorragico.

A injecdo intraperitoneal do inibidor seletivo da enzima nNOS, 7-NI (45 mg/kg, n = 7),
n&o alterou a temperatura basal da pele da cauda (TC) quando comparada ao grupo tratado com
veiculo (veiculo: 29,34 + 0,36 °C vs. 7-NI: 30,05 + 1,2 °C; P = 0,5720, t = 0,5797), conforme
demonstrado na Figura 4. Além disso, o tratamento com 7-NI ndo afetou a temperatura cutanea
durante a hemorragia em relagdo ao grupo controle (ATC: 0,66 + 0,69 °C vs. -0,08 + 1,66 °C;
P =0,6696, t = 0,4365), conforme mostrado na Figura 5.
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Figura 4 - Temperatura da pele da cauda (TC) basal em animais controle e tratados com 7-NI.
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Legenda - Temperatura da pele da cauda (TC) basal em animais tratados com 7-NI (barra preta),
inibidor seletivo da enzima 6xido nitrico sintase neuronal, na dose de 45 mg/kg, ou tratados com
solucéo salina (barra cinza).

Fonte: Da autora (2025).

Figura 5 - Variagdo da temperatura da pele da cauda (ATC) em animais submetidos a
hemorragia controle e tratados com 7-NI.

Hemorragia

|
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Legenda - Variag¢do da temperatura da pele da cauda (ATC) em animais submetidos a hemorragia e
tratados com 7-NI (barra preta), inibidor seletivo da enzima 6xido nitrico sintase neuronal, na dose de
45 mg/kg, ou tratados com solucdo salina (barra cinza).

Fonte: Da autora (2025).
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Figura 6 - Representagdo termografica da variagdo da temperatura caudal em animais
submetidos a hemorragia controle e tratados com 7-NI.

Basal Hemorragia Pés-hemorragia
o) 34°C

Salina

7-Ni

Legenda - Imagens digitais infravermelhas da cauda de ratos representativos mostrando a temperatura
da pele da cauda antes, durante e apds a hemorragia em animais tratados com 7-NI e com solugéo
salina (controle). Todas as imagens utilizam a mesma codificacdo de cores para indicar a temperatura.

Fonte: Da autora (2025).

Efeitos da injecdo intraperitoneal de 7-NI sobre a vasopressina circulante induzida pelo

choque hemorragico.

A administragdo sistémica de 7-NI ndo alterou significativamente os valores basais de
AVP plasmatica em compara¢do com os animais tratados com solucéo salina (solugéo salina =
7,45 pg/mL, n = 8; 7-NI = 2,08 pg/mL, n =7;t = 0,9, P = 0,3872). A andlise de variancia
(ANOVA) de duas vias revelou um efeito significativo do 7-NI sobre as concentragdes
plasmaéticas de AVP (F (1.20) = 69,57, P < 0,0001), além de um efeito significativo ao longo do
tempo (F 3209) = 42,24, P <0,0001), indicando alteracdes nas concentracdes plasmaticas de AVP
ao longo do experimento. Também foi observada uma interacdo significativa entre tratamento
e tempo (F 3,20) = 32,25, P < 0,0001) (Figura 7).

A analise post hoc demonstrou que a hemorragia ndo causou aumento imediato nas
concentragfes plasméticas de AVP em nenhum dos grupos durante a fase hemorréagica. No
entanto, foi observado um aumento significativo das concentragdes de AVP apenas no grupo
tratado com solugéo salina 60 minutos apds o inicio da hemorragia, em comparagdo com 0s
valores basais (salina basal: AVP = 7,45 pg/mL; salina pds-hemorragia: AVP = 26,98 + 7,83
pg/mL) (Figura 7). Esse aumento tardio ndo foi observado no grupo tratado com 7-NlI, cujos
niveis de AVP permaneceram estaveis ao longo de todo o protocolo experimental, sugerindo

que a inibicdo da nNOS bloqueia a resposta tardia de liberacdo de AVP a hemorragia.



51

Figura 7 - Variagdo das concentragdes plasmaticas de vasopressina (AAVP) em animais

submetidos a hemorragia controle e tratados com 7-NI.
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Legenda - Variagdo das concentragdes plasmaticas de vasopressina (AAVP) ao longo do tempo em
animais submetidos a hemorragia e tratados com 7-NI (circulos pretos), inibidor seletivo da enzima
Oxido nitrico sintase neuronal, na dose de 45 mg/kg, ou tratados com solugdo salina (circulos brancos).
A hemorragia comegou em 0 min e terminou em 20 min; a faixa cinza representa o periodo de
sangramento. As amostras de sangue foram coletadas em 0 min para dosagem basal, em 7 € 20 min
durante a hemorragia e 40 min ap6s o término do sangramento. Os pontos representam a média e as
barras o EPM. ANOVA de duas vias.

Fonte: Da autora (2025).
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DISCUSSAO

No presente estudo, os achados destacam o papel crucial da inibicdo da nNOS, por meio
do tratamento com 7-NI, na modulacdo das respostas cardiovasculares e neuroenddcrinas a
hemorragia. O tratamento com 7-NI agravou significativamente a hipotenséo e alterou a
dindmica da frequéncia cardiaca (FC), reforcando a importancia do NO derivado da nNOS na
regulacao das respostas compensatorias ao chogque hemorragico. Esses resultados sugerem que
0 NO neuronal contribui para a manutencédo da presséo arterial durante a hipovolemia e que sua
inibicdo pode comprometer os mecanismos de defesa cardiovascular, destacando a relevancia
da via nitrérgica no controle fisiol6gico em condic¢des de estresse hemodinamico (Benarroch,
2005; Dampney et al., 2002).

A analise das curvas temporais de variacdo da pressao arterial média (PAM) mostrou
que o tratamento com 7-NI aumentou a magnitude da queda da PAM ap6s a hemorragia. Esse
efeito sugere que o NO derivado da nNOS desempenha um papel vasopressor ou modulador
protetor durante o choque hemorragico, possivelmente por meio de mecanismos centrais,
localizados no tronco encefalico e no hipotalamo, que regulam a atividade do sistema nervoso
autdbnomo (Barretto-De-Souza et al., 2018; Silveira et al., 2003). A neurotransmissao nitrérgica
exerce um papel fundamental na regulacdo da atividade simpatica, especialmente no nucleo
paraventricular do hipotdlamo (NPV), uma regido critica para o controle da pressao arterial e
do ténus vascular (Barretto-De-Souza et al., 2018; Benarroch, 2005). Assim, a reducdo na
producdo de NO neuronal pelo 7-NI pode ter comprometido a manutencdo da resisténcia
vascular periférica, contribuindo para o agravamento da hipotensao durante a hemorragia.

A anélise da FC demonstrou que o tratamento com 7-NI resultou em uma resposta
taquicardica significativamente mais pronunciada durante a hemorragia, em comparacdo ao
grupo controle. A taquicardia observada nos animais controle reflete o mecanismo
compensatério classico, mediado por reflexos barorreceptores e ativacao simpatica, em resposta
a hipovolemia (Busnardo et al., 2016; Hintze & Vatner, 1984; Schadt & Ludbrook, 1991; Victor
et al., 1989). No entanto, a intensificagdo dessa resposta no grupo 7-NI sugere que a inibigéo
da nNOS pode amplificar a atividade simpatica cardiaca ou reduzir o tdnus parassimpatico
durante o choque hemorragico. Essa modulacao autondmica pode refletir a participacdo do NO
neuronal no equilibrio entre os componentes simpatico e parassimpatico do controle cardiaco
em situacdes de estresse cardiovascular agudo (Gonzalez Gonzalez et al., 1995; Porter et al.,
1983).
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Além disso, observou-se que o tratamento com 7-NI reduziu significativamente as
concentragOes plasméticas de vasopressina (AVP) durante a hemorragia, indicando que o NO
derivado da nNOS pode atuar facilitando a secrecdo desse hormonio. Os neurbnios
magnocelulares localizados no NPV e no nudcleo supradptico (SON) sdo os principais
responsaveis pela liberagdo de AVP, e sua atividade é regulada por multiplos sistemas de
neurotransmissdo. Evidéncias mostram que a neurotransmissdo glutamatérgica, especialmente
por meio da ativacdo de receptores do tipo ndo-NMDA, exerce um efeito excitatério direto
sobre esses neurdnios, promovendo a liberacdo de AVP (Busnardo et al., 2012; Busnardo,
Tavares & Corréa, 2009; Busnardo et al., 2007).

Por outro lado, a ativacdo de receptores NMDA no NPV pode desencadear efeitos
inibitdrios indiretos sobre esses mesmos neurénios, ao estimular interneurénios GABAérgicos
gue modulam negativamente a excitabilidade dos neurdnios magnocelulares (Toshinai et al.,
2014; Stern, 2004). No entanto, os neur6nios produtores de NO — via nNOS — parecem atuar
como facilitadores da resposta hormonal ao choque hemorragico, possivelmente amplificando
a sinalizacdo excitatdria mediada por receptores ndo-NMDA.

Nesse contexto, a inibicdo da nNOS com 7-NI, ao reduzir a producdo de NO,
comprometeu essa modulacgdo facilitadora, resultando na menor liberacdo de AVP durante o
desafio hemorrégico. Esse achado reforca a ideia de que o NO neuronal exerce um papel
funcional na sustentacdo da resposta neuroenddcrina compensatoria, atuando de forma positiva
sobre a atividade secretora dos neurdnios magnocelulares.

Em contraste com os efeitos do 7-NI, o tratamento com MK801, um antagonista dos
receptores NMDA, também demonstrou atenuar a hipotenséo induzida pela hemorragia, mas
por mecanismos distintos. O MK801 atrasou e reduziu a magnitude da queda da PAM,
sugerindo que a ativacdo dos receptores NMDA facilita a resposta hipotensiva ao choque
hemorragico (Bushardo et al., 2021). Esse efeito foi acompanhado por um aumento nas
concentragfes plasméticas de AVP, em oposicdo ao observado com o 7-NI, que reduziu
significativamente essa liberacdo. Essa diferenca aponta para a atuacdo dos dois compostos em
vias distintas, mas potencialmente complementares.

Enquanto o MK801 pode facilitar a liberacdo de AVP ao impedir a ativacdo dos
receptores NMDA que promovem a atividade de interneurénios GABAErgicos inibitorios sobre
0s neurdnios magnocelulares no NPV (Busnardo et al., 2021; Toshinai et al., 2014; Stern, 2004),
o0 7-NI atua diretamente sobre a via nitrérgica, reduzindo a producdo de NO. Considerando que

0 NO derivado da nNOS contribui para aumentar a excitabilidade dos neurdnios
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neurosecretores, sua inibicdo pelo 7-NI pode ter comprometido a ativacdo dessas células,
resultando na menor liberagdo de AVP observada durante o choque hemorragico.

Além disso, enquanto o0 MK801 promoveu bradicardia — possivelmente por diminuir
a ativacao simpatica cardiaca— o tratamento com 7-NI resultou em taquicardia mais acentuada.
Esses efeitos distintos reforcam a ideia de que os receptores NMDA e a via nitrérgica regulam
de forma diferente os componentes simpaticos e enddcrinos durante o choque hemorragico.

Em resumo, os resultados indicam que o 6xido nitrico produzido pela nNOS exerce um
papel facilitador na resposta neuroenddcrina ao choque hemorréagico, especialmente na
liberacdo de vasopressina. A inibicdo da nNOS prejudica essa resposta hormonal, o que pode
comprometer os mecanismos compensatorios frente a hipovolemia. Os dados obtidos também
mostram que os efeitos da inibicdo da nNOS diferem daqueles observados com o bloqueio dos
receptores NMDA, sugerindo que essas vias atuam de forma distinta no controle

neuroautondémico e hormonal durante o choque hemorragico.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo demonstram que a nNOS desempenha um papel fundamental
na regulacdo cardiovascular e neuroenddcrina durante o choque hemorragico. A inibicéo
seletiva da nNOS agravou a hipotensdo induzida pela hemorragia, intensificou a resposta
taquicérdica e reduziu a liberagdo de vasopressina. Esses achados indicam que o NO de origem
neuronal contribui para a manutencdo da pressao arterial e modula os mecanismos hormonais
compensatdrios, como a secrecdo de vasopressina. Além disso, os resultados sugerem que 0
NO neuronal facilita o ajuste autondmico e hemodindmico ao estresse hipovolémico,
possivelmente por meio de ag¢Oes centrais no tronco encefalico e no hipotdlamo. Compreender
a funcdo da via nitrérgica em situacfes de hipovolemia pode oferecer subsidios importantes
para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais eficazes no tratamento do choque

hemorrégico.
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