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Resumo

RESUMO

Fagundes, AASA. Efeito da acidose metabdlica crénica sobre a reatividade
vascular da artéria carotida e funcdo cardiorrespiratoria de ratos. (Tese).
Ribeirdo Preto: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto; 2018.

Introducdo: Os distlrbios acido-base sédo comuns na pratica médica e podem variar
desde uma acidose ou alcalose simples até um distarbio misto complexo e
potencialmente fatal. Em situacédo de acidose ou alcalose, a permeabilidade ibnica e
as fungbes enzimaticas celulares se alteram, acarretando disfungédo de diversos
orgaos e sistemas. A acidose metabdlica (MA), uma condi¢do clinica comum, é
causada por uma diminuicdo no pH do sangue e na concentracdo de bicarbonato.
Pode ocorrer agudamente, com duracdo de algumas horas a um dia, ou como uma
condicao cronica, quando o pH normal ndo pode ser totalmente restaurado. Acidose,
como um tipo dominante de distarbio acido-base, atualmente, é considerada um
fator causador de disfun¢des cardiovasculares. Poucas pesquisas sobre o efeito da
acidose metabdlica crbnica na funcao cardiaca, in vivo, estdo disponiveis. Assim, &
de grande interesse estudar a contratilidade cardiaca in vivo e as mudancas
elétricas em resposta a acidose metabdlica, além da reatividade vascular em artérias
de animais acidoticos. Objetivos: O objetivo do presente estudo foi demonstrar os
efeitos da acidose metabdlica crénica (AMC) induzida pela administracdo de cloreto
de amodnio sobre a funcdo cardiovascular e respiratdria, assim como 0S possiveis
mecanismos envolvidos. Metodologia: A AMC foi induzida em ratos Wistar pela
substituicdo de agua por uma solucdo do cloreto de aménio 0,50M ad libitum
acrescido de 0,02M por gavagem, durante dez dias. Apés dez dias os animais foram
agrupados para as demais analises. Foi avaliada a reatividade vascular, frente a
diversas drogas vasoativas (Acetilcolina, Fenilefrina, Angiotensina I, Endotelina-1 e
ionéforo de calcio — A23137) utilizando a metodologia de banho de 6rgéo isolado.
Algumas curvas dose-resposta foram realizadas na presenca de L-NAME. Também
foi avaliada a fungéo cardiaca, através do ecocardiograma para pequenos animais,
analisando os seguintes parametros: débito cardiaco, frequéncia cardiaca, volume

sistdlico e encurtamento sistolico e diastolico. A funcéo respiratoria foi analisada por
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pletismografia de corpo inteiro e os parametros analisados foram ventilagao, volume
corrente e frequéncia respiratoria. Além das analises principais citadas acima, foram
realizadas também, dosagem de éxido nitrico, analise histoldgica de rins e dosagens
de parametros associados a fungédo renal (ureia e creatinina). Resultados: A
acidose metabdlica crénica (1) potencializou o relaxamento induzido pelo ionéforo de
calcio de maneira dependente do Oxido nitrico e ndo foram observadas alteracdes
para os demais agonistas testados; (2) reduziu o débito cardiaco e volume sistdlico,
sem alteracdo na frequéncia cardiaca; (3) reduziu os niveis de nitrito e nitrato
plasmético; (4) aumentou a ventilacdo e o volume corrente, sem alteracfes na
frequéncia respiratéria e (5) ndo foram observadas alteragdes na ureia e creatinina e
morfologia dos rins. Concluséo: A acidose metabdlica promoveu alteracdes na
reatividade vascular, na funcéo cardiaca e na ventilagdo pulmonar.

Palavras-chave: Acidose metabdlica cronica. Cloreto de amoénio. Reatividade

vascular. Ventilagéo. Ecocardiograma.
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ABSTRACT

Fagundes, AASA. Effect of chronic metabolic acidosis on vascular reactivity of
the carotid artery and cardiorespiratory function in rats. (Thesis). Ribeirdo Preto:
Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto; 2018.

Introduction: Acid-base disorders are common in medical practice and can range
from simple acidosis or alkalosis to a complex and potentially fatal disorder. In a
situation of acidosis or alkalosis, the ionic permeability and the cellular enzymatic
functions can change, leading to dysfunction of several organs and systems.
Metabolic acidosis (MA), a common clinical condition, is caused by a decrease in
blood pH and bicarbonate concentration. It can occur acutely, lasting from a few
hours to a day, or as a chronic condition, when normal pH cannot be fully restored.
Acidosis, as a dominant type of acid-base disorder, is currently considered a factor
causing cardiovascular dysfunction. Few researches on the effect of chronic
metabolic acidosis on cardiac function, in vivo, are available. Thus, it is of great
interest to study cardiac contractility in vivo and electrical changes in response to
metabolic acidosis, in addition to vascular reactivity in arteries from acidotic animals.
Aim: The aim of the present study was to demonstrate the effects of chronic
metabolic acidosis (CMA) induced by the administration of ammonium chloride on
cardiovascular and respiratory function, as well as the possible mechanisms
involved. Methods: CMA was induced in Wistar rats by replacing water by solution
of ammonium chloride 0.50M ad libitum plus 0.02M per gavage, for ten days. After
ten days the animals were grouped for the remaining analyzes. Vascular reactivity
was evaluated for several vasoactive drugs (Acetylcholine, Phenylephrine,
Angiotensin |l, Endothelin-1 and calcium ionophore - A23137) using the isolated
organ chamber methodology. Some dose-response curves were performed in the
presence of L-NAME. Cardiac function was also evaluated through echocardiogram
for small animals, analyzing the following parameters: cardiac output, heart rate,
systolic volume and systolic and diastolic shortening. The respiratory function was
analyzed by plethysmography of the whole body and the parameters analyzed were
ventilation, tidal volume and respiratory rate. In addition to the main analyzes
mentioned above, nitric oxide analysis, photomiographs of kidneys and urea and

creatinine analysis for renal function evaluation, were also performed. Results:
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Chronic metabolic acidosis (1) potentiated calcium ionophore-induced relaxation in a
nitric oxide-dependent manner and with no changes for the other agonists tested; (2)
reduced cardiac output and systolic volume, with no change in heart rate; (3) reduced
nitrite and plasma nitrate levels; (4) increased ventilation and tidal volume without
changes in respiratory rate and (5) no changes were observed in urea and creatinine
and morphology of the kidneys. Conclusion: Metabolic acidosis promoted changes
in vascular reactivity, cardiac function and pulmonary ventilation.

Key words: Metabolic chronic acidosis. Ammonium chloride. Vascular reactivity.

Ventilation. Echocardiogram.
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1. INTRODUCAO

Os disturbios &cido-base sdo comuns na pratica médica e podem variar desde
uma acidose ou alcalose simples até um disturbio misto complexo e potencialmente
fatal. Em situacdo de acidose ou alcalose, a permeabilidade iGnica e as fungdes
enzimaticas celulares se alteram, acarretando disfuncdo de diversos 6rgédos e
sistemas. Essas alteragfes sistémicas promovidas por variagdes no pH sdo as mais
diversas: reducdo da resisténcia vascular sistémica, alteracdes da atividade elétrica
do miocardio e do SNC, modificacdo da resposta a certos agentes quimicos,
endogenos e exdgenos (hormdnios ou drogas vasoativas), alteracdo na resposta
ventilatoria a hipoxia e hipercapnia, entre outras. Ha mais de um século se tém
conhecimento de que, mudancas no pH extracelular promovem alteragbes no tonus
vascular afetando a circulacéo e controle da presséo sanguinea, na contratilidade do
miocardio, prejudicando o bombeamento cardiaco e na manutengdo do equilibrio
acido-base, envolvendo o0s mecanismos de controle da ventilacio e o
processamento tubular renal (1, 2).

A acidose metabdlica (MA), uma condicdo clinica comum, é causada
por uma diminuicdo no pH do sangue e na concentracao de bicarbonato (3, 4). Pode
ocorrer agudamente, com duracdo de algumas horas a um dia, ou como uma
condicdo crénica, quando o pH normal ndo pode ser totalmente restaurado. A
acidose metabdlica também pode ocorrer frequentemente como uma complicacéo
secundaria e ter um efeito prejudicial no desfecho dos pacientes com vérias
condicbes de risco de morte. Estudos mostram que a acidose metabdlica pode
resultar de muitas condicbes, como doencas renais cronicas, acidose lactica,
cetoacidose diabética e acidose induzida por dieta (5, 6).

Acidose, como um tipo dominante de disturbio acido-base, atualmente,
€ considerada um fator causador de disfuncdes cardiovasculares. Allen e Orchard
(1983) relataram que a acidose poderia induzir um efeito inotrépico negativo no
coracao, através da alteracao da atividade elétrica, bombas e canais, e modificacfes
na sensibilidade do miofilamento céalcio (7). A maioria dos estudos sobre os efeitos
cardiacos da acidose foram realizados principalmente em tecidos isolados ou
midocitos, entretanto as alteracdes de funcdo cardiaca in vivo, também dependem de
outros fatores como alteragBes no retorno venoso, pos-carga, sistema nervoso e

mecanismos compensatorios (8). Poucas pesquisas sobre o efeito da acidose
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metabdlica crénica na funcdo cardiaca, in vivo, estdo disponiveis. Assim, é de
grande interesse em estudar a contratilidade cardiaca in vivo e as mudangas
elétricas em resposta a acidose metabdlica. Quanto a funcdo vascular, sabe-se que
a acidose promove vasodilatacdo, mediada por mecanismos que envolvem a
participacdo do oxido nitrico (NO), prostaciclina (PGl.), canais de potassio e fluxo de
calcio (1, 2, 9-12). Da mesma forma que os estudos da funcao cardiaca, a funcéo
vascular, normalmente é avaliada em vaso isolado com inducdo da acidose in vitro.
Os resultados desses trabalhos caracterizam mecanismos importantes envolvidos na
resposta vascular a acidose, entretanto, estariam mais relacionados a efeitos
agudos da acidose. Os disturbios do equilibrio acido-base impactuam no transporte
de oxigénio para os tecidos, permitindo assim a manutencao das funcdes celulares.
Para entender os mecanismos fisiopatologicos envolvidos nessa condicdo, é
necessario rever o efeito das alteragdes acido-base no coracéo, na rede vascular e
nos pulmdes (7, 13, 14).

A necessidade de oxigénio pelos varios tecidos, € atendida pelos
sistemas cardiovascular e pulmonar combinados, que funcionam como uma unidade
denominada "sistema de transporte de oxigénio" do corpo. O movimento de oxigénio
do ar ambiente para as células do tecido envolve ventilacdo pulmonar, débito
cardiaco (incluindo musculo cardiaco), distribuicao sistémica do fluxo, e finalmente a
capacidade dos tecidos aproveitarem esse oxigénio (14). Sendo importante
compreender os efeitos das mudancas no pH de cada uma dessas etapas. O
objetivo do presente estudo foi demonstrar os efeitos da acidose metabdlica crénica
induzida pela administracéo de cloreto de amoénio sobre a funcéo cardiovascular e

respiratéria, assim como 0s possiveis mecanismos envolvidos.
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2. ESTADO DA ARTE

2.1. Equilibrio Acido-Base

O hidrogénio € o elemento mais abundante no universo. Combinado com
outros elementos, € o décimo que mais ocorre na crosta terrestre.

No estudo das reacdes acido-base, a concentracao do ion hidrogénio (H*) é
fundamental. Para se referir as poténcias das concentracdes de H* ([H*]) livres em
uma solucéo, é utilizado o pH ou potencial hidrogenidnico.

O pH é inversamente relacionado a [H*], ou seja, um pH baixo corresponde a
uma [H*] elevada, e um pH alto corresponde a uma [H*] baixa. Assim, o pH serve
para nos indicar se uma solucéo é 4cida, neutra ou basica.(15-17)

O pH é expresso por uma escala numeérica que vai de 0 (zero) a 14, sendo 7 o
ponto de neutralidade. Solugbes com pH entre 0 e 7 sdo consideradas acidas e com
pH entre 7 e 14 sdo denominadas basicas ou alcalinas. (17, 18)

Nos liquidos corporais a [H*] necessita de uma regulacdo precisa, pois quase
todos os sistemas de enzimas no corpo tém suas atividades influenciadas pelo pH.
Assim, todas as funcdes celulares e corporais podem sofrer mudancas de acordo
com a [H*].

No individuo normal, o H* mantém-se, normalmente, em uma baixa
concentracdo nos liquidos corporais, com pH entre 7,35 e 7,45, mostrando assim
gue é precisamente regulado por sistemas tampdes e demais dispositivos
fisiologicos existentes, enfatizando a sua importancia para as diversas funcoes
celulares.(16, 17, 19)

Existem trés mecanismos compensadores que regulam a concentracdo de
ions H* nos liquidos corporais para evitar o desenvolvimento de acidose ou alcalose.
Os sistemas quimicos de tampdes acido-base dos liquidos corporais, 0 sistema
respiratério e os rins.(16, 17, 19, 20)

Tampao é qualquer substancia capaz de ligar-se, reversivelmente, aos H*.
Assim, os sistemas quimicos de tampdes acido-base dos liquidos corporais, atuam
imediatamente, e qualquer variacdo da concentracdo de ions H* € neutralizada,
impedindo a ocorréncia de alteracfes excessivas do pH. A reacao é imediata com os
tampbes sanguineos, mas leva de 2 a 4 horas para o tamponamento a nivel

intracelular. Mesmo sendo muito eficiente, os sistemas tampdes nao eliminam os
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ions H* do organismo, nem os adicionam, mas, apenas, 0s mantem inalterados até
gue o equilibrio possa ser restabelecido. (16, 17, 19)

Para a regulagdo quimica do equilibrio acido-base, os principais sistemas
tampdes do organismo s&o o sistema tamp&o bicarbonato, o sistema tampéo fosfato
e as proteinas.

O sistema tamp&o bicarbonato depende de dois ingredientes: um &cido fraco,
0 acido carbbnico (H2COs) e um sal de bicarbonato, como o bicarbonato de sddio
(NaHCOs3). (16, 17, 20) Este é o tampao extracelular mais eficiente do organismo,
pois permite a regulacao fisiolégica de seus componentes de maneira independente,
o dioxido de carbono (CO2) pela respiracdo e o bicarbonato (HCOz3") pelos rins.
Portanto, o tampé&o bicarbonato comporta-se fisiologicamente de uma maneira muito
mais eficiente que a esperada, respondendo por quase a metade do tamponamento
de todos os acidos despejados nos fluidos biologicos diariamente. (16, 17)

O sistema tampao fosfato apresenta importante papel no tamponamento do
liquido tubular renal e dos liquidos intracelulares e tem como principais elementos o
dihidrogenofosfato (H.POs) e o hidrogenofosfato (HPO4%>). Esse sistema tampé&o
tem pK de 6,8, que nao difere muito do pH normal de 7,4 dos liquidos corporais,
permitindo que este sistema opere proximo a sua capacidade maxima de
tamponamento, no entanto, devido a sua concentracdo no liquido extracelular ser
baixa, a capacidade total de tamponamento do sistema fosfato € muito menor que a
do sistema tampéo bicarbonato. (16, 21)

Devido a alta concentragcdo, principalmente no interior das células, as
proteinas estdo entre os tampdes mais abundantes no organismo e tem alta
capacidade de tamponamento em razdo do pK de muitos sistemas protéicos
estarem préximos a 7,4. Por ocorrer pequena difusdo de ions H* e de HCOg3™ através
da membrana celular, o pH das células se mantem préximo ao pH do liquido
extracelular. E essa difusdo dos elementos do sistema tamp&o bicarbonato provoca
alteracao do pH dos liquidos intracelulares quando ha mudanca do pH extracelular.
Assim, o sistema tampdo de proteinas no interior das células ajudam a impedir
alteracdes do pH dos liquidos extracelulares, mas podem levar varias horas para se
tornarem totalmente eficazes devido a lentiddo do movimento dos ions H* e HCO3s
através das membranas celulares quando ha algum distdrbio acido-base
extracelular.(15, 17, 21)
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Ha também a regulacdo respiratoria do equilibrio 4cido-base que € um tipo
fisiologico de sistema tampéo, pois atua rapidamente e a concentracdo de ions H*
muito alta é evitada até que a resposta mais lenta dos rins possa controlar o
desequilibrio. A resposta do mecanismo respiratério a uma alteracdo da
concentracdo de H* é rapida, no maximo 30 minutos, e passageira, pois quando o
nivel de H* volta ao normal, a ventilagdo diminui até chegar a seu nivel prévio.

A capacidade de tamponamento do sistema respiratério € uma a duas vezes
maior que a capacidade de tamponamento do sistema tampdo quimico, ou seja,
uma quantidade maior de acido ou base pode ser tamponada por esse mecanismo.

O controle da concentracdo de CO2 no liquido extracelular é feito pelos
pulmdes. Um aumento da ventilacdo elimina o CO2 do liquido extracelular e reduz a
concentracao de ions H*, aumentando o pH. Por outro lado, a reducéo da ventilacao
aumenta o CO2, com o0 consequente aumento da concentracdo de H2COs e ions de
H*, diminuindo, assim, o pH no liquido extracelular. Portanto, o sistema respiratorio
atua como controlador por feedback negativo da [H*]. Quanto a eficiéncia do controle
respiratorio, esse é incapaz de normalizar por completo a [H*] quando o pH for
alterado por algum disturbio fora do sistema respiratorio. (15, 17, 20)

O sistema renal responsavel pelo equilibrio acido-base é o mais eficiente e
duradouro do organismo, porém, muito lento, precisando de varias horas a dias para
reajustar a concentracao de ions H*. O controle renal deste equilibrio se da quando
0S rins excretam urina acida ou basica, através de mecanismos como reabsorcéo de
ions HCOgs  filtrados, producado de novos ions HCOs'e secrecédo de ions H*.

O processo de secrecao de ions H* e reabsor¢cdo de HCO3 comeca quando o
CO2 se difunde para as células tubulares, ou € formado pelo metabolismo, nas
células epiteliais tubulares. O COz2, sob influéncia da enzima anidrase carbénica,
combina-se com H>O para formar H2COs, que se dissocia em HCO3z e H*. Os ions
H* sdo secretados pela célula para o lumen tubular, pelo cotransporte de soédio-
hidrogénio. O ion HCOs produzido na célula (quando o ion H* de dissocia do
H2COs) desloca-se e a seguir atravessa a membrana basolateral para o liquido
intersticial renal e o sangue dos capilares peritubulares. O resultado € que, para
cada ion H* secretado no lumen tubular, um ion HCO3™ penetra no sangue.

Em condi¢cdes normais, os tubulos renais devem secretar, pelo menos,
guantidade de ions H* suficiente para reabsorver quase todo HCOzs™ filtrado, e deve

haver ions H* remanescentes em quantidade suficiente para serem excretados
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como acido tituladvel ou aménio (NH4*) a fim de eliminar do organismo os acidos néo-

volateis produzidos, diariamente, pelo organismo.(16, 17, 20, 21)

2.2. Disturbios do Equilibrio acido-base

Quando os valores de pH, pressao parcial do dioxido de carbono (pCO2) e
HCOs permanecem equilibrados, diz-se que o organismo se encontra em equilibrio
acido-base. No entanto, quando os valores se afastam da normalidade, considera-se
gue esteja ocorrendo um distlrbio acido-base. A elevacdo do pH sanguineo para
valores acima dos normais é chamada de alcalose, e o oposto, a queda para valores
abaixo dos normais é considerada acidose.

O equilibrio acido-base é influenciado tanto pelas concentracdes de CO2
guanto de HCO3 plasmatico. Assim, quando o disturbio estiver relacionado a pCO:2
este é considerado respiratorio, e quando a origem estiver ligada as concentracdes
plasmaticas de HCOz', este é considerado metabolico (17, 21). Entre os possiveis
disturbios acido-base, estédo a alcalose ou acidose respiratoria e alcalose ou acidose
metabalica.

A alcalose respiratéria é caracterizada pela reducédo na pCO: e elevacao do
pH plasmatico. E resultado de um aumento das trocas gasosas nos pulmdes,
geralmente devido a hiperventilacdo por estimulacdo dos centros respiratorios como
uma resposta a ansiedade, ao medo, estresse emocional ou a altitude, estimulacéo
do Centro Respiratorio Bulbar (CRB) (encefalites, emocédo, febre e infeccdes
sistémicas, intoxicacao por salicilato, hipoxemia), reflexos (choque), por estimulagéo
de receptores toracicos (atelectasia, pneumopatias agudas), assisténcia ventilatoria,
insuficiéncia hepatica e lesdes do Sistema Nervoso Central. No tratamento o objetivo
€ combater a hiperventilacdo.(15-17, 20-24)

A acidose respiratoria é caracterizada por elevacdo da pCO:2 do liquido
extracelular e por reducdo do pH plasmatico, causados por uma diminuicdo nas
trocas gasosas nos alvéolos como resultado de reducéo da ventilacdo ou diminui¢cao
na difusdo gasosa. A compensacdo deste disturbio ndo pode ser feita pela

7

ventilacdo, uma vez que este € a principal causa. Assim, a correcdo deste

desequilibrio é feita pelos tampbes dos liquidos corporais e pelos rins, que

necessitam de varios dias para corrigir esta acidose.
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As causas da acidose respiratéria sdo: reducdo funcional do parénquima
pulmonar (tuberculose, céancer, enfisema pulmonar, pneumonia), dificuldade de
trocas gasosas (edema pulmonar, insuficiéncia respiratéria crénica) e estimulos
respiratérios insuficientes (intoxicacdo com depressores do sistema nervoso central,
anestésicos e barbituricos). O tratamento é baseado em oxigenagdo e ventilacao
adequadas, promovendo a manutencdo das vias aéreas livres, correcao da hipoxia
elou hipercapnia, remocao de secrecdes e tratamento das infeccbes respiratorias,
guando presentes. (15-17, 20-24)

A alcalose metabdlica é caracterizada por uma elevada concentracdo de
HCOs no plasma e um elevado pH plasmatico. A causa mais comum deste
desequilibrio & a perda de volume gastrico no vomito ou aspiracéo do contetdo do
estbmago, mas também pode ocorrer devido a ingestdo de antiacidos, diuréticos,
infusdo de bicarbonato, hemorragia e excesso de aldosterona. O tratamento utilizado
€ o restabelecimento do volume perdido, reposi¢cdo de cloretos, acetazolamida e
cloridrato de arginina. (15-17, 20-24)

A acidose metabdlica crénica (AMC) é talvez o disturbio acido-base mais
frequente observado na clinica. Origina-se da diminuicdo do pH nos fluidos
corporais, quando o organismo acumula excessos de H* ou ocorre uma diminuicao
da [HCOz37]. (25-27)

Independente da razdo, os excessos de acidos sdo tamponados incialmente
pelos sistemas tampdes do organismo. Os mecanismos tissulares agem
redistribuindo os ions entre os compartimentos celular e extracelular, provocando a
saida de bases e a entrada de ions H* no interior das células. Ja através dos
mecanismos pulmonares, a ventilacdo € estimulada, levando ao aumento da
eliminacdo do H2COs. E o mecanismo renal, aumenta a secrecdo de H* e a
reabsorcédo de HCOz.(16, 17, 20)

Entretanto, devido ao tamponamento e a hiperventilacgdo ndo serem,
totalmente, eficazes na prevencdo do aumento da [H*], esta permanece elevada, em
todo corpo. Nos rins, isso estimula a secrecdo de H* e a reabsorcdo de HCOs'.
Durante dias, o rim (exceto na insuficiéncia renal) pode ser capaz de corrigir esse
disturbio, por excretar o excesso de H* e adicionar, ao plasma, o HCOz que foi
perdido, tanto como consequéncia direta do distirbio primario, tanto como
consequéncia da compensacdo respiratoria. Uma vez ocorrido isso, a [H]

plasmatica retorna ao normal e a ventilacdo € também normalizada.(15, 16, 21)
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Existem diversas causas que originam a acidose metabdlica, como:
deficiéncia na excrecdo renal dos acidos normalmente formados no organismo,
formacdo de quantidades excessivas de acidos metabdlicos no organismo, perda de
base dos liquidos corporais (diarreia), adicdo de &cidos metabdlicos ao corpo por
ingestdo ou infusdo parenteral (acetilsalicilicos, alcool metilico), e também pode ter

algumas doencas como razdes primarias.(28-30)
2.3. Efeitos da acidose metabdlica sobre a contratilidade cardiaca

Entre as vérias consequéncias adversas da acidemia, as mais temidas pelos
intensivistas sdo sobre o sistema cardiovascular. (31)

O coracao € um 6rgéo de alta atividade metabdlica, susceptivel a quedas no
pH e a acidose metabolica afeta diretamente a fungéo cardiaca.(32)

Um dos efeitos da acidose metabdlica sobre a funcdo cardiaca é a
centralizacdo do volume sanguineo, 0 que aumenta a susceptibilidade a edema
pulmonar. (31, 33)

A acidose tem efeitos eletrofisiologicos complexos que estdo associados a
uma alta recorréncia de arritmias ventriculares, podendo ser fatal, quando nao
revertida rapidamente. Alguns achados sugerem que a diminuicdo do pH intracelular
(pH extracelular constante) aumenta a atividade do trocador de sédio/ hidrogénio
(Na*/H*), que aumenta o fluxo de Na* intracelular, e portanto altera a atividade do
trocador de sodio/célcio (Na*/Ca?*). Isso causa um aumento do Ca+ intracelular,
podendo induzir arritmias. (7, 33-38)

A acidose nao afeta apenas o ritmo cardiaco, mas também a contratilidade.
Quando ocorre reducdo do pH para valores inferiores a 7,2 ocorrera a inibicdo da
bomba Na*/K*/ATPase e alteracdo na atividade dos trocadores Na*/Ca?* e Na'/H*,
levando a reducédo no potencial de acdo dos cardiomiocitos e consequente reducéo
da forca de contracdo e insuficiéncia cardiaca. Tais efeitos na contratilidade estéo
relacionados a reducdo da afinidade da troponina pelo calcio e reducdo no
bombeamento do calcio de volta ao reticulo sarcoplasmatico. Dessa forma, é
possivel observar aumento da concentracdo de calcio nos midcitos, durante a
disfuncdo contratil. De maneira geral, a acidose metabdlica esta relacionada a

efeitos inotrépico, cronotrépico e lusitropico negativos, por alterar o transporte de
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ions através da membrana e modificar a afinidade dos filamentos ao calcio. (14, 33,
37)

Além disso, também foi observada uma diminuicdo da afinidade da
hemoglobina ao oxigénio, provocando vasodilatagéo arteriolar e vasoconstricdo do
sistema venoso, levando a hipoperfusdo dos 6rgéaos. (7, 31, 39, 40)

2.4. Efeitos da acidose metabdlica sobre a reatividade vascular

Ha mais de um século tem-se conhecimento de que mudancas no pH
extracelular (pHo) promovem altera¢des no tonus vascular, o que afeta a circulagéo e
o controle da pressao sanguinea. Gaskell, em 1880, foi, provavelmente, o primeiro a
mostrar que o pH é importante para o controle tdnus vascular, quando demonstrou,
em artéria mesentérica de rd, que uma reducdo no pH utlizando &cido latico
acarretava em aumento do diametro vascular, enquanto um aumento no pH por
hidroxido de sédio promovia reducéo do diametro vascular (41).

Quando o pHo esta na faixa de 7.4, o pH intracelular (pH;) na célula do
musculo liso vascular se encontra em torno de 7.1. Devido ao fluxo de ions através
da membrana celular, alteragbes no pHo refletem em mudangas no pHi no mesmo
sentido, mas com velocidade, duracédo e intensidade diferentes. Por exemplo, em
artéria mesentérica, as alteragbes do pH; séo em torno de 70% em relagéo ao pHoe
ocorrem dentro de apenas 2 minutos (42).

A reducdo do pH perivascular na acidemia diminui a responsividade a
vasoconstritores e resulta em dificuldade de manter a pressdo sangiinea sistémica
(43, 44). O pH perivascular pode afetar muitos processos celulares (42, 45), mas o
mecanismo preciso dessa hiporesponsividade vascular permanece desconhecido.
Alteracbes no pH (7,4 - 7,0) ttm mostrado uma substancial inibicdo da contratilidade
do masculo liso vascular (46, 47), o qual tem sido associado a aumento da
hiperpolarizacdo (48, 49) e armazenamento de Ca*?> em organelas intracelulares
(38).

Os mecanismos pelos quais o pH influencia o tdnus vascular ou sua resposta
a determinados agonistas podem envolver: 6xido nitrico (NO), prostaciclina (PGl>),
canais de potassio e calcio. Por exemplo, em aorta de rato, reducdes no pH
intracelular podem afetar a concentracéo intracelular de Ca*?, por mecanismos que

envolvem influxo de Ca*? para o reticulo sarcoplasmatico (38). As mudancas no pH
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também podem atuar diretamente sobre os miofilamentos contrateis (50) e alterar os
receptores presentes na membrana celular (51).

A acidose também pode afetar a resposta vascular a determinados agonistas.
Estudo realizado em aorta de coelho mostrou que a acidificacdo por aumento da
pCO2 e redugcdo do bicarbonato, promoveu uma reducdo na poténcia da
noradrenalina, deslocando sua curva para a direita de maneira competitiva. O efeito
maximo deste agonista ndo foi alterado na faixa de pH 7,24 - 6,90; entretanto, foi
reduzido em pH 6,51. Os autores sugerem que, durante a acidificacdo, os ions
hidrogénio podem, de alguma forma, bloquear os alfa-adrenoceptores (52).

Tobian et al. (1959), utilizando anéis de aorta de rato, mostraram que a
resposta contratil induzida pela noradrenalina se encontrava reduzida em 43% frente
a acidificagcdo por alteragdo na pCO2, e apenas em 26% quando se tratava de
acidificacdo por adicdo de acido. Em casos em que a acidificacdo era severa, a
reducéo na contracao induzida pela noradrenalina passava de 26% para 32%, o0 que

ressalta, mais uma vez, o efeito vasorelaxante causado pela reducdo do pH (46).

2.5. Efeitos da acidose metabdlica sobre a ventilagcdo pulmonar

A ventilacao é controlada por feedback negativo mediado por pO2, pCO2z e pH
sanguineo. Os sitios receptores que reagem a acidose, hipercapnia e hipdxia estao
nos quimiorreceptores periféricos arteriais (cardtida e corpos aorticos) e nos
guimiorreceptores centrais na medula oblonga do cérebro. Dentre esses fatores, o
pH de ambos sangue e cérebro, fornece o mecanismo quimico principal para
controle ventilatorio. Entretanto, esse tipo de interpretacdo as vezes parece confusa,
uma vez que, as alteracbes no pH sanguineo néo correspondem diretamente a
alteracdes no pH cerebral ou liquido cefalorraquidiano. Por exemplo, acidose
causada por uma elevacao aguda da pCOz2 no sangue induz um maior aumento da
ventilacdo do que a mesma diminuicdo do pH causada por infusdo de &cido;
portanto alteracdes no pH sanguineo per se parecem ndo ser muito adequadas para
explicar o controle quimico por feedback, sendo necessario também alteracdes na
pCO:2 sanguinea e no pH no liquido cefalorraquidiano. Quando uma perturbacéo
acido-base persiste por mais de 24 horas, mecanismo de transporte ativo na barreira
hematoencefélica restabelecem a concentracdo de H* no liquido cefalorraquidiano

aos niveis normais (53).
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Assim, apés uma alteracao do equilibrio 4cido-base um estado estacionério é
novamente atingido e ndo ha mais variagdo de pH no liquido cefalorraquidiano ou
tecido cerebral para direcionar a ventilacdo, restando apenas o distlrbio de pH
sanguineo, agindo sobre quimiorreceptores periféricos, para sustentar as
mudangas cronicas na ventilagdo. Por outro lado, Fend, Miller e Pappenheimer
(1966) observaram, em modelo animal, que mesmo quando um novo estado
estacionario € alcancado, uma pequena variagdo de pH ainda persiste no tecido
cerebral e no liquido cefalorraquidiano. Essa variacdo que persiste, é sempre na
mesma dire¢cdo, mas de menor magnitude que a persistente no sangue, sugerindo
gue os quimiorreceptores centrais ainda proporcionam parte significativa da resposta

ventilatéria remanescente nos disturbios acido-base crénicos (54).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar os efeitos da acidose metabdlica crénica sobre a funcgéo

cardiovascular e respiratoria.

3.2. Objetivos especificos

Obter um modelo viavel e efetivo de acidose metabdlica cronica em ratos.

Avaliar os parametros ventilatorios nos animais acidoticos, utilizando a
pletismografia corpo inteiro: ventilacdo pulmonar (VP), frequéncia respiratoria (fR) e
volume corrente (Vc).

Realizar uma breve avaliacdo da funcao renal: ureia e creatinina plasmatica e
urinaria e histologia do rim.

Avaliar a reatividade vascular da artéria carotida de ratos acidoticos frente a
diferentes agonistas (fenilefrina (PE), acetilcolina (ACh), calcio iondforo A23187
(A23187), angiotensina Il (Ang Il) e endotelina-1 (ET-1)).

Investigar a participacdo do 6xido nitrico na resposta vascular induzida pela
acidose metabdlica cronica.

Avaliar a funcdo cardiaca na acidose metabdlica cronica, através do
ecocardiograma: frequéncia cardiaca, volume sistélico, débito cardiaco, fracdo de
ejecao, fracdo de encurtamento, diametro diastolico ventriculo, diametro sistélico
ventriculo, espessura da parede posterior — diastole, espessura da parede posterior
— sistole, espessura da parede anterior — diastole e espessura da parede anterior —

sistole.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com idade média de 70-90 dias (300 a
350 g). A espécie foi proveniente do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto
da Universidade de Sao Paulo (USP). Os animais foram mantidos no biotério da
Cirurgia Experimental no Departamento de Cirurgia e Anatomia, em ciclo claro-
escuro de 12/12 horas, a temperatura constante (22°C), e com livre acesso a
solucédo e a comida.

Os procedimentos com o0s animais, bem como os protocolos experimentais
deste estudo foram aprovados pela Comissdo de FEtica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de
Séo Paulo (protocolo 23/2015), estando, portanto, de acordo com o0s Principios
Eticos na Experimentacdo Animal do Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal
(COBEA).

O presente estudo foi realizado no Laboratorio de Funcdo Endotelial do
Departamento de Cirurgia e Anatomia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto -
USP (FMRP-USP).

4.2. Inducéo da acidose metabdlica crénica

A acidose metabdlica cronica foi induzida pela substituicdo de agua por uma
solucéo do cloreto de aménio 0,50M durante dez dias. Os animais do grupo acidose
receberam ad libitum a solucdo de cloreto de aménio (NH4Cl) diluida em uma
solucéo de 0,03% de suco artificial em p6. Os animais do grupo controle receberam
suco artificial em p6 (Figura 1A).

Com o objetivo de garantir que cada animal ingerisse a quantidade minima da
solucdo, suficiente para a instalacdo do quadro de acidose metabdlica, também foi
realizada a gavagem com uma solucao de cloreto de aménio 0,02M, com volume de
1 mL durante os dez dias (Figura 1B).

Os animais foram divididos aos pares por caixa e a ingestdo da solugéo e

racao era medida diariamente.
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4.3. Canulacéo da artéria femoral para avaliacdo da gasometria diaria

Os ratos foram anestesiados com Ketamina (50 mg/kg) e Xylazina (10 mg/Kg)
via intraperitoneal. Em seguida, foi realizada tricotomia na regido abdominal e no
dorso do animal (atrds do pescoc¢o), onde as canulas foram introduzidas e
exteriorizadas, respectivamente.

Foi realizada uma inciséo transversal, seguida da dissec¢éo da artéria femoral
esquerda. Depois a canula, confeccionada de polietileno (sendo 18 cm de PES0
soldada a5 cmde PE10), preenchidas com soro fisioldgico heparinizado, foram
implantadas na aorta abdominal através da artéria femoral, e verificada a presenca
de refluxo sanguineo pelo cateter.

Apos este procedimento, as canulas foram exteriorizadas no dorso do animal,
para que nao tivessem acesso de modo que estes ndao a destruissem, permitindo
assim a coleta de amostra de sangue diariamente para avaliagcdo gasométrica do

animal ndo anestesiado.

4.4. Gasometria

Para avaliar se houve sucesso na inducdo da acidose metabdlica crbnica, as
amostras do sangue arterial coletadas da artéria aorta abdominal de cada animal
foram submetidas a analise por gasometria.

As medidas bioquimicas de pH, presséao parcial de didxido de carbono arterial
(pCO2), pressdo parcial de oxigénio arterial (pO2), saturagdo de oxigénio (SO>),
concentracdo plasmatica de ion de bicarbonato (HCO3), sédio, potassio, calcio,
glicose e lactato foram realizadas por aparelho de hemogasometria Gem Premier
3000 (Instrumentation Laboratory Co., Bedford, MassAChussets, EUA) (Figura 2)
previamente calibrado, utilizando-se cartucho proprio do tipo iQM 150 GEM Premier
iQM Instrumentation Laboratory Co., Bedford, MassAChussets, EUA. Cada cartucho

permite a andlise de 150 amostras dentro de um periodo de 21 dias.

4.5. Avaliacdo dos parametros ventilatérios

A ventilagdo foi medida por pletismografia de corpo inteiro, em um sistema

fechado (55). Durante a realizacdo de cada medida de ventilacdo, o fluxo de ar foi
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interrompido e a camara do animal permaneceu totalmente vedada por curtos
periodos (~2 min). As oscilagbes de pressdo causadas pela respiracdo do animal
foram captadas por um dispositivo conectado a camara que contém o transdutor de
pressao e o amplificador de sinais (ML141 spirometer, PowerLab, ADInstruments). O
sinal foi entdo enviado para o sistema de aquisicdo e analise dos dados (PowerLab,
ADlInstruments) (Figura 3).

A calibracdo do volume foi obtida durante cada experimento, injetando-se um
volume conhecido de ar dentro da camara do animal (1 mL) com o uso de uma
seringa graduada. Duas varidveis respiratérias foram medidas, a frequéncia
respiratéria (fR) e o volume corrente (Vc) que foi calculado através da férmula:
Vc=PT/PK x TA/Tamb x (PB-PA)/PB-TA/TC(PB-PC), onde VK: volume de ar injetado
na camara do animal para calibracéo; PT: deflexdo de presséo associada com cada
volume de ar corrente; PK: deflexdo de pressdo associada com cada volume de ar
injetado para calibracédo, TC: temperatura corporal; Tamb: temperatura ambiente;
TA: temperatura do ar dentro da camara; PB: pressdao de vapor d'agua a
temperatura corporal; PA: pressdo de vapor d’agua a temperatura da camara. A
ventilacdo foi obtida pelo produto de fR e Vc. A ventilagdo (V) e o Vc foram
apresentados nas condicbes de pressao barométrica ambiente, a Tc e saturados

com vapor d’agua (BTPS).

4.6. Avaliacdo da ureia e creatinina plasmatica e urinaria renal

A coleta de sangue pela artéria aorta abdominal (colocada em tubo de ensaio
com heparina) e urina diretamente da bexiga foram feitas logo apds a anestesia dos
animais e armazenadas.

Posteriormente foram realizadas analises de creatinina e ureia plasmatica e
urinaria. As andlises foram realizadas com o emprego de kits Labtest®, utilizando

urina e plasma de acordo com o protocolo determinado pelo fabricante.

4.7. Analise histoldgica do rim

Para a andlise histoldgica foi coletado o rim do lado esquerdo dos animais

controle e acidaéticos.
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ApGs a coleta de amostra sanguinea pela artéria aorta abdominal para a
avaliacdo da gasometria, iniciou-se a perfusdo com solucao salina (NaCl) 0,9% para
retirada do sangue e, depois, com paraformol 4% para fixacdo. Ao final da perfuséo,
o rim foi coletado e cortado longitudinalmente e uma fatia central de cerca de 2 mm
foi armazenada em formol 10%.

ApGs 24 horas de fixacdo em formoltamponado 10% (v/v), as amostras de rim
passaram por desidratacao progressiva (bateria de alcoois de baixa graduacéo até
alcool absoluto: 50, 70, 80, 90, 95 e 100% - v/v), seguida por diafanizacdo em xilol e
inclusdo em parafina. Ap6s microtomia (Micrétomo 2040, Reichert-Jung, Alemanha),
cortes de 3 um de espessura foram colocados em laminas e corados com

hematoxilina/eosina para analise histologica.

4.8. Estudo da reatividade vascular em camaras de orgéo isolado (organ

chambers)

Os animais foram anestesiados com uretano (2 mg/Kg). Apdés completa
anestesia, foi realizada uma incisdo abdominal, seguida de coleta de amostra
sanguinea para analises posteriores e exsanguinados pela artéria aorta abdominal.
Em seguida, na regido cervical anterior foi realizada uma incisdo, disseccdo da
artéria carotida, que foi cuidadosamente removida.

O segmento arterial foi colocado em solucdo de Krebs (composicdo em mM:
NaCl 118,3, KCI 4,7, MgS0O4 1,2, KH2PO4 1,22, CaClz 2,5, NaHCO3 25,0 e CsH120s
11,1, pH 7,4), por fim, foi cortada em seguimentos de 4-5 mm.

Apés esta preparacao inicial, cada anel foi suspenso entre duas alcas de aco
inoxidavel, que foram passadas através de sua luz (Figura 4A), e este conjunto foi
imerso em uma cuba contendo 10 mL de solucdo de Krebs (Figura 4C), que eram
mantidas a 37°C e aeradas com mistura carbogénica (95% O2 e 5% CO2). Uma das
alcas estava ancorada a um suporte fixo e a outra conectada a um transdutor
(Figura 4B) (Force transducer (5mg — 25g), ADInstrument CO, Dunedin, New
Zealand) para mensuracao da tensdo isométrica. Os transdutores foram acoplados a
um registrador de 8 canais (PowerLab/16SP, ADInstrument CO, Dunedin, New
Zealand), permitindo, desta forma, o registro simultaneo da tensao isométrica de até

8 anéis vasculares (Figura 4D).
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Antes de iniciar os experimentos farmacoldgicos propriamente ditos, 0os anéis
vasculares foram submetidos ao ponto 6timo de estiramento-tensédo de 1g por meio
de um sistema micrométrico, e permaneceram em repouso sob esta tensdo durante
60 minutos. Durante o periodo de estabilizacdo, a solucao de Krebs foi substituida
de 3 a 4 vezes e a tensao ajustada. Apoés este periodo de estabilizacao, foi realizada
a contracdo dos anéis mediante adicao de fenilefrina (PE) (10-7M) ao banho, esta
concentragao permitiu avaliar a integridade da musculatura lisa. Depois de atingido o
platd de contragdo, a presenca de endotélio nos aneis foi avaliada mediante a
inducdo de relaxamento pela adicdo de acetilcolina (ACh) (10-6M) ao banho.
Subsequentemente, a solucdo das cubas foi substituida por uma solucdo de Krebs
pura e a preparacao foi deixada em repouso por 20 minutos.

Apés este segundo periodo de estabilizacdo, foram obtidas curvas
concentragcado-resposta para PE, ACh, caélcio ionoforo A23187 (A23187),
angiotensina 1l (Ang Il) e endotelina-1 (ET-1). Com o objetivo de avaliar a
participacdo do 6xido nitrico (NO), as curvas foram realizadas com e sem Nw-nitro-
L-arginina-metilester (L-NAME) (2x10-*M), um inibidor inespecifico da éxido nitrico

sintetase (NOS). O tempo de incubacédo com L-NAME foi de 45 minutos.

4.9. Determinacdao indireta de NO plasmatico pela dosagem de Nitrito (NOy)
e Nitrato (NO3)

Amostras de sangue total foram coletadas pela artéria aorta abdominal e
colocadas em tubo heparinizado. O plasma foi obtido por centrifugacdo 2.500 g (10
minutos, 4°C) e mergulhado imediatamente em nitrogénio liquido e armazenado em
freezer (-70°C) para posterior dosagem do nitrito (NO2) e nitrato (NO3z’) plasmaticos.

Aliguotas de plasma foram desproteinizadas por incubacdo com etanol
absoluto (4°C), mantidas por 30 minutos em freezer (-20°C), e em seguida,
centrifugadas a 10000 rpm por 5 minutos (Eppendorf Centrifuge 5810R, Hamburg,
Alemanha).

Para a medida do NO plasmatico, foi utilizada a técnica de
quimioluminescéncia NO/ ozbnio (Os) utilizando-se o analisador Sievers® Nitric
Oxide Analyser (280i NOA).

Das amostras desproteinizadas, utilizou-se o volume de 5 pl, que foi injetado

na camara de reacao do analisador contendo um agente redutor (0,8% de cloreto de
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vanadio em 1IN de HCI a 95°C) que converte o NOs em NO, em quantidades
equimolares. Como o gas nitrogénio, o NO é sugado para a camara de
quimioluminescéncia do analisador. NO é detectado pela reacdo com ozénio,
emitindo uma luz vermelha (NO + O3 — NO2 +O2; NO2 — NO:2 + hv). O féton emitido
pela reacdo é detectado e convertido em sinal elétrico. A corrente de elétrons é
captada, amplificada e processada por um transdutor analdgico-digital, dando
origem a um tracado grafico, em que a area sob a curva gerada pela corrente
elétrica corresponde a concentracdo de NO na amostra. A concentracdo de NO3 foi
calculada por comparacdo com uma curva padrdo usando concentragcbes
conhecidas (5 - 100 uM) de nitrato de sddio. Os valores foram expressos em pM.

As concentracbes de NO2 foram determinadas com o uso de 200 pl da
amostra como descrito acima, exceto que na camara de reacdo contém uma solucéo
de iodo acidificado contendo 0,5 g de iodeto de potassio e 0,325 g de iodo em 10 ml
de agua com 35 ml de acido acético, o qual reduz somente o NO> em NO. A
concentragdo de NO> foi calculado por comparagdo com uma curva padréo usando
concentragbes conhecidas (2 — 0,1 puM) de nitrito de sodio. Os valores foram
expressos em M.

As dosagens do NO2> e NOs plasmaticos foram realizada no Laboratério de
Bioquimica e Transplante Hepatico do Departamento de Cirurgia e Anatomia da
FMRP — USP.

4.10. Ecocardiograma

O exame ecodopplercardiogréfico foi realizado nos animais do grupo controle
e acidose apos 10 dias do tratamento.

Foi utilizado o ecocardiégrafo Vevo 2100® high-Resolution Imaging System
(Visual Sonics, Toronto, ON, Canadd), concedido pela FAPESP por meio do projeto
Multiusuarios (2009-54010-1), com sonda de 20 MHz.

Os animais foram anestesiados com uretano (2 mg/Kg), permitindo-os manter
a respiracdo espontanea durante o exame. Os pelos da regido anterior do térax
foram retirados com o auxilio de creme depilatério Veet®. Foram colocados em
placa aquecida (37°C a 40°C) e as quatro patas conectadas a eletrodos de

eletrocardiograma.
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Foram posicionados para obtencdo do eixo longo. Com a visualizagao
bidimensional do ventriculo esquerdo em eixo longo foi obtida uma imagem em
modo-M, a partir dessa imagem foram analisados 0s seguintes parametros (em mm):
espessura da parede anterior - diastole (EPAD), espessura da parede anterior -
sistole (EPAS), espessura da parede posterior - didstole (EPPD), espessura da
parede posterior - sistole (EPPS), diametro diastdlico do ventriculo (DDV) e
diametro sistdlico do ventriculo (DSV). A fracdo de encurtamento (FEnc) (%) sera
calculada a partir da obtengéo desses valores bem como a fracido de ejecédo (FE)
(%) utilizando o método de Teichholz.

4.11. Critérios de exclusao

Os animais que néo apresentavam pH igual ou menor que 7,2 e HCOs igual
ou menor que 18 mM ao final do tratamento, foram eutanasiados.
Nos estudos de reatividade vascular, os anéis de artérias carétidas que se

apresentaram com menos de 70% de endotélio foram descartados.

4.12. Andlise estatistica

Os dados estdo apresentados como meédia £ erro padrao da média (EPM) e
foram comparados (descrito nas legendas) pela analise de variancia de uma (one-
way ANOVA) ou duas vias (two-way ANOVA), seguida do pés-teste de Bonferroni e
teste t, utilizando o programa GraphPad Prism versdo 6.0 (GraphPad Software
Corporation, La Jolla, California, EUA). O nivel de significancia adotado foi de p <
0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Inducéo acidose metabdlica cronica

A inducdo da acidose metabdlica crénica foi feita incialmente com uma
solucéo de cloreto de aménio (NH4Cl) com concentracdo de 0,5M (Acidose 1) diluida
em uma solucao de 0,03% de suco artificial em p6d que foi oferecida aos animais
durante 10 dias, ad libitum. Enquanto que os animais do grupo controle ingeriram
somente a solucéo de suco artificial em po.

Os resultados da gasometria arterial dos animais do grupo Acidose 1
mostraram que estes, apos os 10 dias, ndo desenvolveram a acidose metabdlica
cronica (pH: 7,36; HCOs: 14,9; pCO2: 30,7), uma vez que mesmo com niveis
reduzidos de HCOs", 0 pH encontrava-se dentro da faixa de normalidade (Figura 1,2
e 3), assim adicionamos ao tratamento inicial uma gavagem diaria (10 dias) com
solugéo de NH4Cl com concentracdo de 0,02M (Acidose 2).

A partir dos resultados obtidos, o tratamento do grupo acidose 2 foi escolhido
como o modelo de inducdo de acidose metabdlica cronica, a ser empregado para as
demais analises do projeto. Os valores obtidos, em relagcdo ao grupo controle, de pH
(7,39 para 7,24) (Figura 4) e HCOz3 (22,72 para 15,12 mEg/L) (Figura 5) alcangaram
niveis considerados satisfatérios para o desenvolvimento do projeto. Também foi
observada uma reducdo do pCO. (37,22 para 32,90 mmHg) (Figura 6),
caracterizando uma resposta compensatoria em decorréncia do quadro de acidose
metabdlica.

O peso dos animais também foi medido durante os dez dias de tratamento.
Foi observado um ganho de peso, no grupo controle, compativel com o crescimento
esperado no periodo (309 para 408 g), ja nos grupos tratados o ganho de peso, no
mesmo periodo, nado foi significativo (Acidose 1: 277 para 292 g; Acidose 2: 295 para
302 g) (Figura 7).

Também foram analisados os valores de pressao parcial de oxigénio (pO.),
sodio (Na*), potassio (K*), célcio (Ca?*), glicose (Glu), lactato (Lac) e saturacdo de
oxigénio (S0O2). Todas estas varidveis apresentaram diferenca estatistica
significativa, exceto pO, Ca?"e SO..(Tabela 1).

Desse momento em diante, iremos nos referir a grupo controle e grupo

acidose, esse ultimo corresponde a acidose 2 apresentado até o presente momento,
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uma vez que este foi definido como modelo experimental de acidose metabdlica

cronica.

Tabela 1 — Valores da gasometria do grupo controle e acidose. Os dados representam a
média + EPM (n = 32).

Controle Acidose
pH 7,390,009 7,24 +0,01%
Presséo parcial arterial de oxigénio (pO2) (mmHQ) 81.83+£2.33 94.33+1.05
Pressao parcial arterial de diéxido de carbono (pCO,) (mmHg) 37,22 +0,77 32,90 + 0,56 *#
Saédio (Na*) (mmol/L) 141.3+0.67 143.8+0.35%
Potassio (K*) (mmol/L) 459+0.14 4.13+0.05™
Calcio (Ca?") (mmol/L) 0,92 £ 0,04 1,02 + 0,03
Glicose (Glu) (mgl/dL) 207,9+6,85 186,3+2,93"
Lactato (Lac) (mmol/L) 224+0.13 1.85+0.08°
Bicarbonato (HCO3") (mmol/L) 2272+0,41 1512+0,43#
Saturacédo de oxigénio (SO-) (%) 95,33+£0,52 94,93+0,33

"p=0,0176; " p = 0,0012; ™ p = 0,0003; # p = 0,0007; # p < 0,0001; #*p = 0,0001 (Controle versus
Acidose).

Figura 2: Efeito dos diferentes tratamentos com NH4Cl sobre o pH sanguineo. Acidose 1
(NH.CI 0,5M ad libitum); Acidose 2 (NH4CIl 0,5M ad libitum + gavagem 0,02M). Os dados
representam a média tEPM (n = 16), *** p<0.0001 (controle versus acidose 2, One-Way
ANOVA, pés-teste de Bonferroni.
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Figura 2: Efeito dos diferentes tratamentos com NH4Cl sobre o bicarbonato sanguineo.
Acidose 1 (NH4CI 0,5M ad libitum); Acidose 2 (NH4Cl 0,5M ad libitum + gavagem 0,02M). Os
dados representam a média tEPM (n = 16), ** p<0.0001 (controle versus acidose 1 e
acidose 2), One-Way ANOVA, pos-teste de Bonferroni.
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Figura 3: Efeito dos diferentes tratamentos com NH4CI sobre a pCO; sanguinea. Acidose 1
(NH.CI 0,5M ad libitum); Acidose 2 (NH4Cl 0,5M ad libitum + gavagem 0,02M). Os dados
representam a média tEPM (n = 16), *** p=0.0001 (controle versus acidose 1; controle
versus acidose 2), One-Way ANOVA, pés-teste de Bonferroni.
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Figura 4: Efeito do tratamento com solu¢cdo (NH.Cl 0,5M) ad libitum e gavagem (NH.CI
0,02M) sobre o pH sanguineo. Os dados representam a média tEPM (n = 16), *** p<0.0001
(controle versus acidose), Teste t.
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Figura 5: Efeito do tratamento com solucdo (NH.Cl 0,5M) ad libitum e gavagem (NH.CI
0,02M) sobre o bicarbonato sanguineo. Os dados representam a média tEPM (n = 16),
*** n<0.0001 (controle versus acidose), Teste t.
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Figura 6: Efeito do tratamento com solucdo (NH.Cl 0,5M) ad libitum e gavagem (NH.CI
0,02M) sobre a pCO, sanguinea. Os dados representam a média tEPM (n = 16),
*** p=0.0001 (controle versus acidose), Teste t.
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Figura 7: Efeito dos diferentes tratamentos com NH4Cl sobre o peso corporal durante os 10
dias de tratamento. Acidose 1 (NH4CIl 0,5M ad libitum); Acidose 2 (NHsCl 0,5M ad libitum +
gavagem 0,02M). Os dados representam a média tEPM (n = 16), *** p<0.0001 (controle Dia
1 versus controle Dia 10), (controle Dia 10 versus acidose 1 Dia 10), (controle Dia 10 versus
acidose 2 Dia 10), One-Way ANOVA, pés-teste de Bonferroni.

420- el

3604

3004

2404

Peso (g9)

1804

1204

604

Controle Acidose 1 ' Acidose 2



Resultados 49

As relagbes entre consumo de solucdo, racdo e o peso dos animais foram
analisadas a partir das medidas diéarias.

O grupo controle iniciou o tratamento ingerindo uma média de 137 ml de
solucéo e 65g de racdo. No decorrer dos dez dias houve uma pequena variagdo da
guantidade, terminando com 124ml e 59g (Figura 8 A).

Quanto ao grupo acidose, a ingestdo de solucdo e racao foi muito inferior.
Iniciaram o tratamento ingerindo 41ml de solucdo e 39g de racéo, finalizando com
um leve aumento na ingestdo de solucao (54ml). Mesmo havendo um aumento na
ingestao de racdo do sexto ao nono dia, finalizaram o tratamento ingerindo a mesma
quantidade do inicio (Figura 8 B).

A ingestao de solucéo e racédo tem uma relagéo positiva com o ganho de peso
corporal em ambos grupos. Sendo 0 ganho de peso maior quanto maior a ingestéao

de liquido e alimento. (Figura 8 e 9).

Figura 8: Relacdo entre a quantidade de solucdo e racdo ingeridas durante os 10 dias de
tratamento pelos Grupo Controle (A) (solugdo somente com suco) e Grupo Acidose (B)
(solucéo (NH.Cl 0,5M) ad libitum e gavagem (NH4Cl 0,02M)), (n = 16).
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Figura 9: Relacdo entre a quantidade de solugdo ingerida e peso durante os 10 dias de
tratamento dos Grupo Controle (A) (solugdo somente com suco) e Grupo Acidose (B)
(solucéo (NH.4Cl 0,5M) ad libitum e gavagem (NH4Cl 0,02M)), (n = 16).
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5.2. Gasometria diaria

Para que houvesse uma monitorizagdo dos valores gasométricos e assim
poder acompanhar a evolucao da acidose metabdlica crénica nos animais, estes
receberam uma canula colocada na artéria femoral, permitindo uma coleta de
amostra sanguinea arterial diéria.

Do total de animais canulados (n = 16), apenas em quatro (A,B,C,D) foi
possivel a coleta diaria de amostra sanguinea. Alguns morreram devido a
hemorragia causada pela saida da canula da artéria femoral, alguns retiraram a
canula e outros precisaram ser eutanasiados para evitar sofrimento do animal.

A solugdo que esses animais ingeriram foi medida diariamente, mas néo
houve uma relacéo direta com a variacdo dos valores de pH (Figura 10).

Analisando a relacdo dos valores de pH e HCO3s nos quatro animais, €
possivel observar que houve uma variacdo diretamente proporcional entre estas
duas variaveis. Mostrando uma queda acentuada do pH até o terceiro dia e uma
tentativa de retorno ao pH inicial entre o sexto e sétimo dia, com uma nova queda
nos valores em seguida (Figura 11). Essa variagdo do pH estd associada a
variacdes nos valores de HCOs'.

Na relagdo entre os valores de pH e pCO., podemos notar que entre o
primeiro e segundo dia houve uma tentativa de compensacdo da acidose com a
diminuicdo da pCO2, o que promoveu um retorno do pH. Ent&o, os valores do pH
aumentaram junto com a pCO:2 nos dias seguintes até o sexto ou sétimo dia, apos
esse periodo, o pH volta a diminuir até final do tratamento, normalmente com pouca
alteracéo da pCO: (Figura 12).

Examinando a relacdo entre pCO. e HCOsz notou-se que a variagdo €
proporcional durante o tempo de tratamento (Figura 13).

Em dois dos quatro animais os valores de pH diminuiram com o tratamento de
dez dias (Figura 14 A,C), enguanto que nos outros dois ndo houve diferenca,
finalizando com o mesmo pH do inicio (Figura 14 B,D). J4 quanto ao pCO2 e HCOg,
trés animais mostraram uma diminuicdo dos valores entre o inicio e final do
tratamento (Figura 14 A,C,D), e um deles apresentou aumento no decorrer do

tratamento.
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Figura 10: Efeito do tratamento com solugdo (NH4Cl 0,5M) ad libitum e gavagem (NH.CI
0,02M) nos animais canulados (A, B, C, D), (n = 4). Relag&o entre o pH e a quantidade de
solucéo ingerida durante os 10 dias de tratamento.
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Figura 11: Efeito do tratamento com solucdo (NH4Cl 0,5M) ad libitum e gavagem (NH.CI
0,02M) nos animais canulados (A, B, C, D), (n = 4). Relacdo entre o pH e bicarbonato

durante os 10 dias de tratamento.
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Figura 12: Efeito do tratamento com solucdo (NH4Cl 0,5M) ad libitum e gavagem (NH.CI
0,02M) nos animais canulados (A, B, C, D), (n = 4). Relacéo entre o pH e a pCO2 durante os
10 dias de tratamento.

e 40 e 40
./

7.4 30 7.4 20

,\‘7 ) ) i /‘ )

7.0 10 7.0 10

pH
(curve)
(sreq)
¢ood
pH
(curve)
(sreq)
¢ood

<
N

6 924 48 72 96 120 144 168 192 216 240 0 6 924 48 72 96 120 144 168 192 216 240

Horas Horas
A e e e A e e e e e
23 4 5 6 7 8 9 10 23 4 5 6 7 8 9 10

Dias Dias

A B

7.6 7.6
40 |40
\ / — L
7.4 30 7.4 L 30
T =5 T =TT
Tz 2 Q Tz g Q
3 o9 3 o9
72 20 7.2 20
7.0 10 7.0 ' L10
0 3 6 924 48 72 96 120 144 168 192 216 240 0 3 6 924 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Horas Horas
A A A A I—H—H—H—H—H—H—H—H—H—i
2 3 4 5 6 7 8 9 10 9 10
Dias D\ s

C D



Resultados 55

Figura 13: Efeito do tratamento com solucdo (NH4Cl 0,5M) ad libitum e gavagem (NH.CI
0,02M) nos animais canulados (A, B, C, D), (n = 4). Relag&o entre a pCO2 e 0 bicarbonato
durante os 10 dias de tratamento.
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Figura 14: Efeito do tratamento com solu¢do (NH4Cl 0,5M) ad libitum e gavagem (NH.CI
0,02M) nos animais canulados (A, B, C, D), (n = 4). Relacao entre o pH, pCO: e bicarbonato
no dia 1 e 10 dias depois do tratamento.
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5.3. Avaliacao dos parametros ventilatérios

A inducéo da acidose metabdlica durante dez dias promoveu um aumento
significativo da ventilagdo ja no segundo dia do tratamento. A partir do terceiro dia,
os valores diminuiram significativamente (p<0,003) de 1724+235,43 mL/Kg.min para
1001+67,81 mL/Kg.min e permaneceu reduzida até o décimo dia (709,22+126,66
mL/Kg.min) (Figura 15). Este resultado é reflexo principalmente do volume corrente

gue apresenta um aumento gradual até o segundo dia (8,66 0,94 mL/Kg no
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7

controle para 13,7+1,60 mL/Kg) onde é significativamente maior que o controle
(P<0,05) e reducéo significativa a partir do quarto dia de acidose (Figura 16).
Durante o periodo de tratamento ndo foi observada alteracdo na frequéncia

respiratoria (Figura 17).

Figura 15: Efeito da acidose metabdlica crénica sobre a ventilagdo. *** p < 0,0001 (Dia O
versus Dia 2). Os dados representam a média +tEPM (n = 8), One-Way ANOVA, pos-teste
de Bonferroni.
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Figura 16: Efeito da acidose metabdlica crbnica sobre o volume corrente. ** p < 0,001 (Dia 0
versus Dia 2). Os dados representam a média tEPM (n = 8), One-Way ANOVA, pos-teste
de Bonferroni.
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Figura 17: Efeito da acidose metabolica crénica sobre a frequéncia respiratéria. Os dados
representam a média tEPM (n = 8), One-Way ANOVA, pés-teste de Bonferroni.
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5.4. Avaliacao da ureia e creatinina plasmatica e urinéaria
A avaliacdo da ureia e creatinina plasmatica e urinaria hos grupos controle e
acidose, mostrou que o tratamento durante dez dias com a solucdo de NH4Cl néo
promoveu alteracdes na filtracdo renal, uma vez que nenhuma alteracdo foi

observada para estes parametros (Figuras 18 e 19) (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores da ureia e creatinina plasmatica e urinaria nos grupos controle e
acidose. Os dados representam a média + EPM (n = 10).

Controle Acidose
Ureia plasmatica 5427+ 1,74 58,89 + 1,63
Ureia urina 3695 +420,2 3316 + 248,7
Creatinina plasmatica 0,589 + 0,023 0,583 + 0,023

Creatinina urina 47,14 + 5,27 48,83 + 2,55
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Figura 18: Efeito da acidose metabdlica sobre os niveis de ureia plasmatica e na urina. Nao

houve diferenca significativa entre os grupos. Os dados representam a média *EPM
(n =10), Testt.
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Figura 19: Efeito da acidose metabdlica sobre os niveis de creatinina plasmatica e na urina.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos. Os dados representam a média tEPM
(n =10), Testt.
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5.5. Anédlise histolégica do rim

Na analise histoldgica do rim esquerdo dos animais utilizados no estudo, ndo
foram observadas diferencas significativas. (Figura 20).

Figura 20: Fotomicrografia renal de ratos do grupo controle (A e B) e grupo acidose (C e D).

A e C — Medula renal (20x); C e D — Cértex renal (20x). Coloracdo Hematoxilina-eosina
(HE).
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5.6. Estudo da reatividade vascular em camaras de 6rgéo isolado (organ

chambers)

O tratamento para inducdo da acidose metabdlica com a solucdo de NH4CI
ndo alterou o relaxamento induzido pela ACh em anéis de car6tida com endotélio
pré contraidos com PE (Figura 21).

Também em anéis de car6tida com endotélio, o A23187 promoveu maior
relaxamento em anéis do grupo acidose quando comparado ao grupo controle. Este
efeito foi bloqueado na presencga do L-Name (Figura 22).

Nas curvas dose-resposta com PE a contracdo nos anéis com endotélio do
grupo acidose somente foi maior na ultima dose, quando comparado ao grupo
controle. (Figura 23).

A contragdo induzida pela angiotensina Il apresentou-se aumentada em
artérias do grupo acidose com endotélio em relagdo ao grupo controle. (Figura 24).

A resposta contratii da endotelina-1 ndo foi alterada no grupo acidose

comparado ao grupo controle, com endotélio. (Figura 25).

Figura 21: Curva dose-resposta para acetilcolina em anéis de carétida de ratos controle e
acidéticos, com endotélio, pré-contraidos com PE (107 M). Os dados representam a média +
EPM (n = 10), Two-Way ANOVA, pds-teste de Bonferroni.
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Figura 22: Curva dose-resposta para célcio ionéforo A23187 em anéis de carétida de ratos
controle e acidéticos, com endotélio, pré-contraidos com PE (10”7 M). Os dados representam
a média £ EPM (n = 10), a p < 0,05, b p < 0,01 (controle versus acidose), ¢ p < 0,05, d p <
0,01, e p < 0,001 (acidose versus acidose L-Name). Two-Way ANOVA, poés-teste de
Bonferroni.
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Figura 23: Curva dose-resposta para fenilefrina em anéis de carétida de ratos controle e
acidoticos, com endotélio. Os dados representam a média + EPM (n = 10). Two-Way
ANOVA, pés-teste de Bonferroni.
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Figura 24: Curva dose-resposta para angiotensina Il em anéis de car6tida de ratos controle
e acidoticos, com endotélio. Os dados representam a média + EPM (n = 10). Two-Way
ANOVA, poés-teste de Bonferroni.
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Figura 25: Curva dose-resposta para endotelina-1 em anéis de carétida de ratos controle e
acidoticos, com endotélio. Os dados representam a média £+ EPM (n = 10), a p < 0,05,
(controle versus acidose). Two-Way ANOVA, pés-teste de Bonferroni.
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5.7. Determinacéo indireta de NO plasmatico pela dosagem de Nitrito (NOy)
e Nitrato (NOg)

A acidose metabdlica cronica induzida nos animais provocou uma queda nos
valores de nitrito (Controle: 0.6246 + 0.0434; Acidose: 0.4685 + 0.0374) e nitrato

(Controle: 25.88 + 1.07 ; Acidose: 21.69 + 1.37) (Figura 26 e 27).

Figura 26: Niveis de nitrito plasmatico em animais do grupo controle e grupo acidose. Os
dados representam a média +tEPM (n = 10), ** p = 0,008 (controle versus acidose), Test t.
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Figura 27: Niveis de nitrato plasmatico em animais do grupo controle e grupo acidose. Os
dados representam a média tEPM (n = 10), * p = 0,01 (controle versus acidose), Test t.
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5.8. Ecocardiograma

Os valores funcionais obtidos pela ecocardiografia mostraram uma reducao
significativa do débito cardiaco (DC) e do volume sistélico (VS) enquanto que a
frequéncia cardiaca (FC) ndo apresentou diferenca entre os grupos (Tabela 3)
(Figura 28).

A fracdo de ejecdo (FE) e a fracdo de encurtamento (FEN) também n&o
apresentaram diferenca estatistica (Figura 29).

Os valores morfolégicos obtidos, como espessura da parede anterior -
diastole (EPAD), espessura da parede anterior - sistole (EPAS), espessura da
parede posterior - diastole (EPPD), espessura da parede posterior - sistole (EPPS),
diametro diastolico do ventriculo (DDV) e diametro sistolico do ventriculo (DSV) nao

apontam um aumento significativo (Figura 30).

Tabela 3 — Valores funcionais e morfoldgicos obtidos pela ecocardiografia no grupo controle
e acidose. Os dados representam a média zEPM (n = 8).

Controle Acidose
Frequéncia Cardiaca 379,9 + 24,97 355,8 £ 29,59
Volume Sistdlico 204,9 + 24,79 129,6 + 21,78
Débito Cardiaco 75,05 + 6,52 46,02+7,61"
Fracdo de Ejecéo 82,52 + 2,56 82,37 + 2,06
Fracdo de Encurtamento 25,34 £ 0,98 24,66 £ 1,26
Diametro Diastolico Ventriculo 4,65 + 0,36 4,75 + 0,36
Diametro Sistolico Ventriculo 1,83 +0,24 1,84 +0,19
Espessura da Parede Posterior — Diastole 2,59 +0,17 2,35+0,14
Espessura da Parede Posterior — Sistole 3,81+0,24 3,40 £ 0,15
Espessura da Parede Anterior — Didstole 2,30 £0,10 2,28 £0,08
Espessura da Parede Anterior — Sistole 4,33 +0,13 4,05+0,14

"p =0,0425; " p = 0,0160 (Controle versus Acidose).



Resultados 66

Figura 28: Valores funcionais obtidos pela ecocardiografia em ratos do grupo controle e
acidose. (A) Frequéncia cardiaca (FC), (B) Volume sistolico (VS), (C) Débito cardiaco (DC).
Os valores estdo expressos em médias + EPM (n = 8), * p = 0,04; ** p = 0,01 (controle
versus acidose), Teste t.
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Figura 29: Valores funcionais obtidos pela ecocardiografia em ratos do grupo controle e
acidose. (A) Fracdo de ejecdo (FE), (B) Fracdo de encurtamento (FEN). Os valores estdo
expressos em médias £ EPM, (n = 8), Teste t.
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Figura 30: Valores morfologicos obtidos pela ecocardiografia em ratos do grupo controle e
acidose. (A) Diametro diastélico ventriculo esquerdo (DDVE), (B) Diametro sistélico
ventriculo esquerdo (DSVE), , (C) Espessura da parede anterior - diastole (EPAD), (D)
Espessura da parede anterior - sistole (EPAS), (E) Espessura da parede posterior - diastole
(EPPD), (F) Espessura da parede posterior - sistole (EPPS). Os valores estdo expressos em
médias + EPM, (n = 8), Teste t.
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6. DISCUSSAO

6.1. Inducéo da acidose metabdlica cronica

O protocolo padrdo para inducdo da acidose metabdlica em animais de
experimentacao envolvendo o cloreto de amdnio teve inicio em 1921, quando Davies
(1920) sugeriu que essa substancia reduzia a reserva alcalina no sangue e em
outros tecidos (56).

A forma mais frequentemente utilizada do cloreto de amoénio é diluido na
agua, mas também pode ser adicionado na racdo ou gelificado, ou por duas destas
vias, agua e racao ao mesmo tempo (5, 57-59).

A concentracdo da solucdo de cloreto de aménio e o tempo de tratamento
utilizados para a inducdo da acidose metabolica cronica varia muito em relacéo ao
objetivo proposto em cada experimento. Ha referéncias citando o uso de solucéo
padrdao de 0,28M, 0,25M, 0,3M pura ou com sucralose, variando de 1,8% a 2,2%,
5%, durante 2, 3, 5, 6, 7,10 dias ou 2 semanas (5, 57-64). Neste estudo buscou-se
avaliar os efeitos da acidose metabdlica isolada, ou seja, ndo associada a qualquer
doenca ou condicdo. Assim, foram testadas duas metodologias de inducdo de
acidose, as quais foram confirmadas ou néao pela analise gasométrica do sangue
arterial.

A metodologia utilizada aqui foi baseada em experimentos prévios do nosso
laboratorio e foi adaptada conforme a necessidade deste estudo (1).

Foram testadas solucbes de cloreto de ambnio com concentracdo de 1M
(nenhum animal sobreviveu mais que 3 dias), 0,25M e 0,5M (nenhum animal ficou
acidético). Com esta ultima concentracdo, os animais ingeriram pouca solucao,
talvez pela baixa palatabilidade ou desconforto gastrointestinal (65), assim foi
introduzida a glicose, que também ndo foi bem aceita. O problema da baixa
aceitacdo pelos animais da solucédo de cloreto de amdnio foi resolvida pela diluicdo
em solucdo de 0,03% de suco artificial em pé. Logo, a introducdo da gavagem com
solucdo de cloreto de ambnio 0,02M resolveu o problema da inducdo da acidose
metabdlica isolada, apresentando os parametros definidos inicialmente.

A quantidade de peso ganho, agua e comida ingeridos durante o tratamento
neste estudo condiz com o que foi obtido por Nowik et al. (2010), Carbajo et al.

(2001) e Faroqui et al. (2006), onde os animais tratados ganharam menos peso,
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comeram menos e ingeriram menos solucdo. Diferente do trabalho de Lasheen e
Mohamed (2016) onde nao foi observada nenhuma diferenga no consumo de
solucéo ou comida (5, 57, 58, 64).

A analise de gases sanguineos pode ser feita em amostras venosas ou
arteriais, mas padronizamos amostras arteriais (artéria aorta abdominal e artéria
femoral) pois sdo melhor utilizadas quando se tenta avaliar disturbios metabdlicos,
eletroliticos e de ventilagdo (66, 67).

As amostras de sangue coletadas dos animais, tratados ou n&o, foram
analisadas por gasometria imediatamente.

Os resultados imediatos dos testes mediram diretamente o pH, pressao
parcial de oxigénio (pO2) e didéxido de carbono (pCO2), sodio (Na*), potassio (K*),
célcio (Ca?"), dlicose (Glu), lactato (Lac), hematdcrito (Htc), e indiretamente o
bicarbonato (HCO3), didéxido de carbono total (TCOz2), excesso de base (BE),
saturacgdo de oxigénio (SOz) e hemoglobina total (THbc).

Os valores de pH e HCOs deste experimento concordam com os valores
obtidos por Nowik et al. (2010), Lasheen e Mohamed (2016), Magalhdes et al.
(2016), Lucioni et al. (2002), Wang et al. (1998) e Celotto et al. (2016), enquanto que
o valor de pCO2 no grupo acidose obtido neste estudo se mostrou menor que do
grupo controle, divergindo do trabalho de Nowik et al. (2010), onde o valor no grupo
acidose era maior que do grupo controle, e de Wang et al. (1998) e Celotto et al.
(2016), onde os valores de ambos os grupos nao apresentaram diferenca (1, 57, 59,
60, 62).

Em vista disso, podemos confirmar, baseado na literatura e nos resultados
das analises apresentados a seguir, que o protocolo utilizado neste estudo foi efetivo
para a inducao da acidose metabdlica crénica.

Nas analises de eletrélitos encontramos aumento de Na* e diminuicdo de K*
no grupo acidose. Estas alteracfes poderiam estar relacionadas a um aumento na
producdo de aldosterona, corroborando com os dados de Lasheen e Mohamed
(2016), que também encontrou um aumento significante da renina e aldosterona no
plasma, e Nowik et al. (2010), que encontrou elevacdo da excrecdo de aldosterona
na urina, o que levou a hipocalemia. Diferente de Afzal et al. (2013) que encontraram
hipercalemia moderada a grave (57, 68).

T

ATPase, com consequente inibicdo da secrecdo de K* para a luz tubular, e a
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reducdo da permeabilidade dos canais luminais de K* das células principais. Outra
hiptese, € que os animais tenham apresentado desidratacdo, o que ativaria o
sistema renina-angiotensina-aldosterona, que estimula a sintese de angiotensina Il e
a secrec¢ao de aldosterona (69).

A analise gasométrica também apresentou baixa disponibilidade de lactato,
gue pode ser justificado pela acidose que reduz a acdo de algumas enzimas
relacionadas ao metabolismo anaer6bio, diminuindo a taxa (glicolitica e
glicogenolitica e esta associada a um maior consumo desse ion pelo figado e outros
tecidos ao invés de uma reducéo na sua producdo. Considerando que na presenca
de andxia este é um metabolito anaerdbico, a diminui¢do do lactato também pode ter
ligacdo com o aumento da pO», ainda que sem alteracao na SOz (65, 70, 71).

Os niveis de glicose se mostraram baixos, 0 que poderia estar relacionado
com a diminuicdo da ingesta alimentar dos animais do grupo acidose, ou também,
ter relacdo com o baixo nivel de potassio, que pode ter sido deslocado para o meio

intracelular pela insulina que também absorveu a glicose (72-75).

6.2. Gasometria diaria

Com a finalidade de acompanhar a evolucdo da acidose metabdlica nos
animais durante os 10 dias de tratamento, foi feita uma cirurgia para a colocacédo de
uma canula na artéria femoral esquerda para a coleta de amostra sanguinea
diariamente.

A canulacdo arterial e venosa, incluindo a veia jugular, aorta abdominal,
artéria carotida, artéria e veia femoral, tem sido muito utilizada para monitorizar de
forma aguda e cronica a pressao arterial, colher amostras de sangue e administrar
substancias durante um tempo prolongado no modelo experimental de ratos (76).

As artérias femorais sao de facil acesso e o fluxo sanguineo prejudicado néo
afeta os principais 6rgdos, como o cérebro ou o abdémen, mas um dos principais
beneficios deste modelo é que todo os procedimentos podem ser realizados com o
minimo de estresse para o animal.

H& muitos métodos da canulacdo descritos na literatura relatando a
capacidade de atingir um periodo prolongado de repetidas amostragens de sangue
sem causar coagulos e / ou embolia. Alguns trabalhos que mantiveram a coleta de

sangue por longo tempo (mais de uma semana) utilizaram equipamentos inseridos
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individualmente nos animais para facilitar a coleta e perfusdo de solugcao
anticoagulante durante todo o tempo de monitorizacdo. Neste trabalho devido a
limitacdo de material e técnica cirargica disponivel, contamos com o auxilio de
pessoal técnico especializado do Departamento de Fisiologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto — USP para ensinar o método. Assim, mesmo fazendo
uma coleta didria de amostra de sangue e logo em seguida lavando com solucéo
heparinizada, ndo foi possivel manter a paténcia das canulas em todos os animais
durante o periodo de tratamento de 10 dias (76-85).

A gasometria diaria realizada com as amostras sanguineas de quatro animais
mostrou a evolucdo da inducdo da acidose metabdlica. Diferente do que foi
encontrado por Lucioni et al. (2002), que n&o observou alteracéo no valor do pH mas
sim no HCOs nos dois primeiros dias de tratamento e uma diferenga significativa
somente no sexto dia, neste estudo observou-se uma queda acentuada do pH até o
terceiro dia e uma tentativa de retorno ao pH inicial entre o sexto e sétimo dia, com
uma nova queda nos valores em seguida. Faroqui et al. (2006) também encontrou
resultado semelhante ao nosso com uma queda dos valores de HCO3 nas primeiras
24 horas de inducéo da acidose (62, 64).

Essa variagdo se deve a degradagdo de NH4Cl que aumenta a [H*] no
sangue. Assim, o H* reage com as bases tampé&o do liquido corporal, incluindo o
HCOgs, a fim de atenuar a acidose metabdlica. A diminuicdo da [HCOs] e do pH,
altera o comportamento de alguns parametros respiratérios promovendo um
aumento na ventilacdo e frequéncia respiratoria, eliminando o CO2 formado e apos
esse ajuste ventilatorio a pCO2 diminui. Desta maneira, na inducdo da acidose
ocorrem mudancas dinamicas na liberacdo da carga acida que provavelmente
representam mudancas no inicio do tratamento ou representam mudancas

compensatorias, que podem variar de animal para animal (65, 69, 86).

6.3. Avaliacdo dos parametros ventilatérios

H& inumeros testes funcionais desenvolvidos e utilizados para avaliacédo
gualitativa e quantitativa da funcdo pulmonar, e indicam somente o quanto e como
uma doenca alterou essa funcdo, podendo, assim, contribuir, mas nao fazer o

diagnostico patologico e/ou etiolégico. Também né&o revelam alteracdes em todos os
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tipos de doencas pulmonares, somente naquelas cujas lesbes estruturais atingem
magnitude suficiente para serem detectadas (87, 88).

Um método mais facilmente utilizado em pequenos animais de
experimentacdo é a pletismografia de corpo inteiro em um sistema fechado, que
oferece uma maneira precisa, nao-invasiva, quantitativa e evita o uso de anestesia e
apoios. A pletismografia foi utilizada neste estudo para quantificar a frequéncia
respiratoria (respiragdes/min), volume corrente (mL/Kg) e ventilagdo (mL/Kg. min)
(89-92) .

Neste trabalho a indugéo da acidose metabdlica durante dez dias promoveu
um aumento significativo da ventilagdo e do volume corrente no inicio do tratamento
e os valores diminuiram significativamente até o decimo dia. Entretanto, nao foi
observada alteracdo na frequéncia respiratoria. Estes achados corroboram com o
trabalho de Van de Ven et al. (2001), que depois do tratamento de individuos com
duas doses de 26.75 mg/kg de NH4Cl administrado oralmente, mostrou frequéncia
respiratéria inalterada com um aumento significativo de volume corrente e ventilagao
(93).

A ventilacdo é regulada pelos niveis de pCOz2, pO. e pH do sangue arterial.
Mudancas nesses parametros sao detectadas pelos quimiorreceptores periféricos e
centrais, e a informacdo € conduzida ao centro de controle respiratério no tronco
encefalico. Os quimiorreceptores periféricos sao sensiveis as variacoes da pOg,
pCO:2 e pH arterial e 0s quimiorreceptores centrais sdo mais sensiveis a alteracdes
na pCOz2 arterial e pH do liquido cefalorraquidiano. Ambos sdo importantes para a
manutencao do equilibrio acido-base por regulacéo da ventilacdo pulmonar (69, 70,
94).

Um distarbio acido-base, como a acidose metabdlica, resulta em sinais
(principalmente alteracbes em [H*]) que sdo detectados, preferencialmente, pelos
guimiorreceptores periféricos. Estes fornecem informacdes para o centro de controle
respiratério, provocando o aumento da ventilacdo como um meio para restaurar o pH
normal do sangue (70, 92).

Assim, como a aclimatacdo a altitude, onde ocorrem respostas adaptativas
aos quimiorreceptores periféricos que minimizam a sensibilidade a pO2, mas
fornecem uma entrada adequada ao centro de controle respiratério para manter um
equilibrio acido-base quase normal, podemos inferir, que a diminuicdo da ventilacdo

e volume corrente encontrada neste estudo depois do terceiro dia de tratamento
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pode ser devido a alteragbes nos quimiorreceptores centrais e periféricos pela

exposicao a longo prazo (dias) a [H*] elevada e pCO2 reduzida (69, 70).

6.4. Avaliagdo ureia e creatinina

Os rins desempenham um papel central na manutencdo e defesa contra
distarbios sistémicos do pH. Em resposta a uma agressao acida, os rins sofrem
varias mudancas adaptativas em sua funcdo e aumenta apropriadamente a
excrecao de acido na urina, levando a correcdo da acidose metabdlica (63, 64, 95).

Para avaliar a funcéo renal e confirmar a inducéo da acidose metabdlica sem
a influéncia de lesdo nos rins associada, optou-se por determinar a concentracao
plasmatica e urinaria de ureia e creatinina, uma vez que a verificagdo de possiveis
danos renais expressa alteracéo nestes valores.

A analise destes parametros € muito utilizada na literatura para indicar
insuficiéncia renal, uma das doencas que tem como consequéncia a acidose
metabalica.

N&do ha padronizacdo dos valores de referéncia para ureia e creatinina
plasmatica e urinaria na literatura, confirmando que ha variacdes intraespécies,
decorrentes de diferencas geograficas e de manuseio. Neste estudo o valor
encontrado no grupo controle para creatinina plasmatica concorda com os trabalhos
de Castro et al. (2014), Dantas et al. (2006), Magalhaes et al. (2016), enquanto que
a creatinina urinaria encontrada foi menor que do trabalho de Castro et al. (2014), e
Dantas et al. (2006), e maior que Nowik et al. (2010). Quanto a ureia plasmatica o
valor para o grupo controle deste estudo diverge do encontrado por Dantas et al.
(2006), e Magalhaes et al. (2016), que apresentaram valores menores (57, 60, 96,
97).

O trabalho com acidose metabdlica de Nowik et al. (2010), que utilizou 0,28M
de NH4CI com 0,5% de sucralose na agua dos animais, apresentou um valor de
creatinina urinaria proximo ao achado aqui, e Magalhdes et al. (2016) mostrou um
valor de creatinina plasmatica acima do nosso resultado com animais acidéticos, que
nao mostraram diferenca estatistica quando comparados com o grupo controle (57,
60).
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Diferente de Celotto et al. (2016) que encontrou um aumento da concentragao
de ureia e creatinina plasmética induzindo a acidose com solucdo de 1% de NH4CI
com 0,5% de glicose (1).

Na analise histoldgica do rim esquerdo dos animais utilizados no estudo, ndo
foram observadas diferengas significativas, enquanto que Magalhaes et al. (2016)
(inducdo de AMC com 0,28M NH4CI na 4gua por 5 dias) também fez coloracédo de
hematoxilina e eosina e mostrou apenas alteracdes leves nos tabulos. J& no trabalho
de Tammaro et al. (2018) (inducao de AMC com 0,3M NH4Cl na agua por 21 dias)
com camundongos, foi feita coloracdo de tricromio de Masson e encontraram um
dano progressivo do parénquima renal (60, 98).

Desta forma, dependendo da metodologia de inducdo da acidose, como
variagdo da concentracdo de NH4CI, tempo de tratamento ou espécie animal, é

possivel encontrar ou ndo leséo renal.

6.5. Reatividade vascular

Desde que Gaskell estudou a tonicidade dos vasos sanguiineos em solucao
acida, e foi reconhecido que o pH do sangue, entre outros fatores, como hipéxia e
pCOz2, € um importante determinante do tbnus vascular, o efeito vasodilatador da
acidose vem sendo pesquisado em diferentes tipos de leitos vasculares (99).

A literatura mostra que a acidose promove alteracdo na responsividade
vascular a diferentes agonistas (12, 38, 100-104). Entretanto esses resultados sao
obtidos em modelos de acidose in vitro. Nesses casos, a maioria dos estudos indica
diminuicdo da contracéo ou potencializacdo do relaxamento mediado por NO e canal
de potéassio (102).

Estudos realizados por Celotto et al. (2016) em coelhos empregando modelo
de acidose aguda e crbnica, observou que apenas a acidose aguda promoveu
aumento no efeito hipotensor da ACh in vivo, entretanto, quando as artérias (aorta e
carétida) de animais acidoticos foram colocadas em banho de 6rgéos, ndo foram
observadas alteraces na reatividade para ACh e PE. Corroborando com o0s
resultados encontrado por Magalhdes et al. (2016), que também nao encontrou

alteracfes na reatividade para ACh em artéria renal de ratos acidéticos (1, 60).
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No presente estudo, observou-se que apenas o0 relaxamento para o célcio
ion6foro (A23187) foi potencializado pela acidose. Tal efeito foi observado na
presenca de endotélio e bloqueado pelo L-Name, sugerindo a participagdo do NO.

O mecanismo pelo qual o célcio ionéforo promove relaxamento envolve o
aumento no influxo de célcio na célula endotelial, ativando a via calcio-calmodulina,
induzindo a producdo de NO que se difunde para o muasculo promovendo o
relaxamento. A literatura mostra que o aumento da concentracado de H* extracelular
pode alterar o funcionamento de bombas e trocadores presentes na membrana
celular, como por exemplo Na*/K*-ATPase, trocador Na*/Ca?* (NCX), canal de Ca?*
tipo L (LCC), trocador Na*/H* (NHE), canal de liberacdo de Ca?* do reticulo
sarcoplasmatico (SR) (receptor de rianodina, RyR) e SR Ca+-ATPase (SERCA). (38,
105, 106).

Poderiamos considerar que a acidose pode alterar o funcionamento do
trocado NHE, o que altera a concentracdo de sédio, levando a inversdo do NCX e
aumento do Ca?* intracelular no endotélio. Esse acumulo de Ca?* induzido pela
acidose poderia, somado ao Ca?* mobilizado pelo célcio ion6foro, aumentar a
atividade da NOS e producao de NO vascular. (2, 37, 105).

A auséncia de alteracéo para a Ach e os demais vasoconstritores sugere que
nao ha disfuncao endotelial, nem alteracédo na expressao e/ou funcédo de receptores
AT-1, a-adrenérgico e ET-A. Biais et al. (2012) mostra que apenas a sinalizacéo
ligada aos receptores beta-adrenérgicas esta alterada, efeito que nao foi observada
para a sinalizacéo envolvendo receptores alfa-adrenérgicos (8).

Embora possa ser observado um aumento do NO arterial induzido pelo célcio
ionéforo, ndo observamos um aumento do NO plasmatico, como seria esperado
para acidose. Ao contréario, foi observada diminuicdo do nitrito e nitrato plasmatico,
gue ndo implicou em prejuizo no relaxamento vascular. Celotto et al. (2016),
observou em modelo de acidose, em coelhos, que apenas a acidose aguda
promoveu um aumento de NO plasmatico, efeito este ndo observado no modelo
cronico (1).

Alguns fatores poderiam justificar a diminuicdo do NO na acidose. Um deles é
gue inicialmente o meio acido permite maior estabilidade do NO e portanto mais
tempo de acdo. Seus produtos também tendem a ser convertidos novamente em

NO. Isso poderia implicar em diminuicdo da producdo de NO, uma vez que este
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permanece disponivel por mais tempo, sendo menos NO suficiente para exercer seu
papel (107).

Outro fator é que a acidose e 0 estresse oxidativo se intensificam
mutuamente. A acidose pode levar ao estresse oxidativo também diminuindo os
niveis intracelulares de um dos antioxidantes mais importantes, a glutationa, uma
diminuicdo alcancada através de mdultiplos mecanismos relacionados ao pH. A
acidose também pode reduzir a atividade das enzimas antioxidantes. Assim, poderia
estar ocorrendo um maior consumo de NO por espécies reativas (108, 109).

6.6. Ecocardiograma

A acidose metabdlica afeta diretamente a funcdo cardiaca e esta pode estar
comprometida mesmo em individuos sem doenca cardiaca ou pulmonar intrinseca
devido aos disturbios acido-base.

Depois do tratamento para inducdo da acidose metabodlica os animais
apresentaram valores funcionais obtidos pela ecocardiografia em que havia uma
reducédo significativa do débito cardiaco (DC) e do volume sistolico (VS) enquanto
gue nao houve alteracdo da frequéncia cardiaca (FC). Essa diminuicdo do DC
relacionada a diminuicdo do VS poderia ser justificado por reducdo de volemia ou
por alteracdo na contratilidade cardiaca.

Uma vez que a ingesta hidrica pelos animais do grupo acidose diminuiu
durante o tratamento, poderia implicar na diminuicdo da volemia, diminuicdo do
retorno venoso levando a diminuicdo do DC. Em uma situacdo como esta seria
esperada um aumento da FC compensatoria, que ndo ocorreu. Lasheen e Mohamed
(2016), induziram acidose metabdlica usando NH4Cl em ratos, e verificaram
diminuicdo de FC, uma vez que acidose parece ter efeito cronotropico negativo,
afetando o potencial de acdo no nd sinoatrial e assim causando bradicardia.
Entretanto a auséncia de modificacdo da FC no presente estudo poderia ser
justificado pela acdo da acidose sobre os receptores B-adrenérgicos. Biais et al.
(2012) relataram que a acidose poderia prejudicar o efeito cronotrépicopositivo da
estimulacdo [B-adrenérgica, por alteragcbes na transmissdo de sinal na via que
envolve desde o receptor 3-adrenérgico até a adenilato ciclase (5, 8).

O efeito inotrépico negativo proporcionado pela acidose também poderia

explicar a diminuicdo do DC. A acidose pode diminuir a sensibilidade da troponina
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pelo calcio, causando uma diminuicdo da contratilidade cardiaca. Estudos de
Lasheen e Mohamed (2016) mostram que a acidose metabdlica promove um quadro
peculiar no midcito, caracterizado pela diminuicdo da contratilidade com aumento da
concentracdo intracelular de célcio. O aumento da concentragédo de calcio citosolico
ocorre por ndo ligacdo deste a troponina e pelo retardo na recaptacéo do calcio para
o reticulo sarcoplasmatico. A acidose altera a recaptacdo de calcio no reticulo
sarcoplasmatico na célula cardiaca. Durante a diastole o célcio é sequestrado para
reticulo sarcoplasmatico, e, posteriormente, liberado para o citoplasma para iniciar
uma nova contracdo A acidose causa uma reducdo na quantidade de célcio
disponivel a cada ciclo, diminuindo assim a quantidade de Ca que esta
potencialmente disponivel para ligacdo a troponina (5, 14, 35).

O efeito inotropico causado pela diminuicdo do pH, também ocorre devido a
inibicdo do transportador da Na*/K*-ATPase que diminui o potencial de acdo dos
cardiomidcitos, resultando em reducédo da forca das contracées musculares (14, 33,
37, 69).

Podemos considerar ainda a possibilidade da ocorréncia de fibrose no tecido
cardiaco, como um fator para reducdo do DC, uma vez que 0 aumento da
aldosterona no midcito por promover esse efeito. Embora ndo tenhamos realizado
dosagens de aldosterona, observamos aumento nos niveis de sédio e potassio. Para
entender melhor a participacdo da aldosterona na alteracdo da funcéo cardiaca,
associado as dosagens bioquimicas também seria importante a analise histologica

do musculo cardiaco (110).
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7. CONCLUSAO

A acidose metabdlica crbnica induzida por cloreto de aménia (NH4CI)
provocou efeitos prejudiciais na fungdo cardiaca reduzindo o débito cardiaco e
volume sistélico, sem alterar a frequéncia cardiaca. Na reatividade vascular de
carétidas de ratos potencializou o relaxamento induzido pelo ionoforo de calcio de
maneira dependente do 6xido nitrico e ndo foram observadas alteracdes para 0s
demais agonistas testados. Também reduziu os niveis de nitrito e nitrato plasmatico.
Na avaliacdo dos parametros respiratorios, causou aumentou da ventilacdo e do
volume corrente, sem provocar alteracdes na frequéncia respiratoria. Contudo, ndo
foram observadas alteragdes na ureia e creatinina e morfologia dos rins.

Disturbios no equilibrio acido-base sdo problemas comumente encontrados
na medicina clinica e decisdes sobre seu tratamento sédo de grande importancia em
pacientes com problemas pulmonares, nos quais os disturbios acido-base podem
ser especialmente criticos. Da mesma forma, a funcédo cardiopulmonar pode estar
significativamente comprometida, mesmo em pacientes sem doenca cardiaca ou
pulmonar intrinseca, diante de distarbios &cido-base. E essencial, portanto,
compreender as consequéncias fisiopatologicas desses disturbios no sistema

cardiovascular e pulmonar.
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