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RESUMO 

 

Introdução_ A influência do estímulo vagal sobre a coagulação foi demonstrada, neste trabalho,  

pela tromboelastometria no modelo experimental de choque hemorrágico controlado em ratos. A 

coagulopatia associada ao trauma.  O distúrbio de coagulação relacionado ao trauma resulta de 

processo multifatorial, envolvendo, sobretudo, choque hemorrágico e inflamação. Os níveis 

elevados de IL-1, IL-6 e TNF α estão relacionados à resposta inflamatória exacerbada e ao distúrbio 

de coagulação. Na última década, foi demonstrada a ação anti-inflamatória da via colinérgica vagal, 

através da interação da acetilcolina em receptores nicotínicos dos macrófagos, modulando a 

liberação de citocinas pró-inflamatórias. Modelos experimentais demonstraram a efetividade da 

estimulação vagal sobre a resposta inflamatória.  

Metodologia_ Ratos Wistar machos foram submetidos à cervicotomia, choque hemorrágico 

controlado, vagotomia e estimulação vagal. Foram coletadas amostradas sanguíneas iniciais e 

finais para tromboelastometria e dosagem de citocinas pelo método ELISA; a análise estatística foi 

pelo ANOVA e pelo t student. 

Resultados_ Nos animais com vago íntegro e submetidos ao choque hemorrágico, a força tênsil do 

coágulo foi reduzida; naqueles animais – cujo nervo vago foi seccionado – submetidos ao choque 

e à estimulação distal, a força tênsil aumentou e o tempo para formação do coágulo diminuiu. Além 

disso, houve redução significativa na produção de IL-1; a vagotomia bilateral e a estimulação com 

o vago íntegro, previamente ao choque não produziu diferença significativa nos parâmetros de 

tromboelastometria. 

Conclusão_ A estimulação vagal distal melhora a coagulação após o choque hemorrágico e reduz 

a produção de IL-1; vagotomia, estimulação prévia ao choque e nervo vago íntegro, não produziram 

diferença sobre a coagulação. Finalmente, o choque hemorrágico, sem estímulo vagal reduz a força 

tênsil do coágulo. 

 

 

 

 

 



  
  
 

 
 

ABSTRACT 

 

Background_ In the present work the influence of vagal stimulation on the coagulation profile as 

demonstrated by tromboelastometria in a controlled hemorrhagic shock model was investigated. 

The trauma coagulopathy is associated to hemorrhagic shock and inflammation with increase of 

plasmatic IL-1, IL-6 and TNF α levels. Cholinergic anti-inflammatory pathways were 

demonstrated to regulate inflammatory cytokines release. Vagal stimulation was proved to modify 

the inflammatory response pattern. The purpose of this paper was to investigate the role played by 

vagal stimulation on the hemorrhagic shock-induced coagulopathy.   

Methods _ Baseline and final measurements of thromboelastometry and cytokines were analyzed 

in rats submitted to hemorrhagic shock  preceded or followed by cervical vagal stimulation ; data 

expressed as mean +/- SD were analyzed by ANOVA and Student t test. 

Results _ Hemorrhagic shock without vagal stimulation, worsens maximum clot firmness (MCF) 

and reduced IL-1 levels. Stimulation of the caudal end of the vagus nerve improved maximum clot 

firmness (MCF), clot formation time (CFT) and anticipated thrombin organization (α angle). Either 

bilateral vagotomy or bilateral stimulation of intact vagus before acute hemorrhagic shock did not 

modified the coagulation profile.  

Conclusions_ Caudal stimulation of the distal edge of a seccioned vagus improves coagulation and 

reduces IL-1 plasmatic levels after acute hypovolemic shock, Bilateral vagotomy or stimulation of 

intact vagus before hemorrhagic shock do not modify coagulation. Acute hypovolemic controlled 

hemorrhagic shock without vagal stimulation worsens maximum clot firmness.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Trauma é considerado problema de saúde pública em todo o mundo.  Choque hemorrágico pós-

trauma é a segunda causa de morte em pacientes politraumatizados, causando repercussão 

sistêmica e desequilíbrio na homeostase, em decorrência da resposta inflamatória desencadeada1,2. 

Ocorre distúrbio de coagulação em 25% dos pacientes admitidos na sala de trauma, aumentando 

em quatro vezes a mortalidade dos pacientes com essa alteração2.  

 

A hemorragia grave (classificada como perda de 100% do volume sanguíneo em 24 horas ou 50% 

em três horas; ou, ainda, 150 ml/h ou 1,5 ml/min/kg colocar ref) está necessariamente ligada a 

alterações graves na coagulação. Para o controle do sangramento são necessárias quantidades 

suficientes de trombina e outros substratos que constituem a formação normal do coágulo, 

dependendo da ativação do fator XIII e do fator ativador de trombina, inibindo a fibrinólise.  

Tradicionalmente, a terapia de reposição dos fatores de coagulação é baseada nos testes de 

coagulação de rotina, que refletem apenas um pequeno montante de trombina formada no início do 

processo de coagulação. Métodos de análise viscoelástica da coagulação (tromboelastografia e 

tromboelastometria) foram recentemente desenvolvidos com o propósito de diferenciar os diversos 

tipos de deficiência dos fatores de coagulação como fibrinogênio, plaquetas ou fator XIII, além da 

presença de hiperfibrinólise.  

 

A Coagulopatia relacionada aos traumatismos resulta de processo multi-fatorial, envolvendo 

trauma tecidual, hemodiluição, choque, hipotermia e inflamação3,4. A grande quantidade de 

cristaloides utilizada na reposição volêmica do atendimento inicial ao trauma provoca acidemia 

adicional, edema intersticial e disfunção na microcirculação. A hipotermia, fenômeno diretamente 

associado ao choque hemorrágico, resulta em atraso na formação de trombina, queda na síntese de 

fibrinogênio e redução na contagem de plaquetas. O resultado da acidose está relacionado à 

hipoperfusão e se reflete na geração deficiente de trombina, redução do fibrinogênio e queda das 

plaquetas. Foi demonstrada relação direta entre coagulopatia do trauma e  insuficiência de 

múltiplos órgãos, sendo causada, em parte, pela liberação de citocinas pró-inflamatórias, 

principalmente Interleucina 1 (IL-1), Interleucina 6 (IL-6) e Fator de Necrose Tumoral (TNF-α)2,5,6.  



                                                                                                                                                 INTRODUÇÃO  

13 
 

TNF-α e IL-1 exercem função moduladora sobre a proteína C e alteram a via extrínseca da cascata 

de coagulação. Após trauma grave, os níveis séricos de TNF-α, IL-6 e IL-1 estão elevados, havendo 

provável relação entre gravidade do trauma e liberação dessas citocinas, aumentando a 

mortalidade5. A resposta inflamatória sistêmica está naturalmente relacionada ao distúrbio da 

coagulação. Em pacientes com sepse grave há relação direta entre ativação da coagulação com o 

início da resposta inflamatória, resultando em trombose microvascular, contribuindo com a falência 

de múltiplos órgãos6. Há uma divergência entre a tendência a fenômenos trombóticos e ao 

sangramento como resultado da resposta inflamatória ao choque hemorrágico, sendo observada 

uma diferença entre os modelos de sepse e sangramento pós trauma14,15. O grau de hipoperfusão 

tecidual pode produzir alargamento dos tempos de coagulação, havendo ativação precoce dos 

fatores de coagulação, incluindo a trombina cuja depuração está reduzida, o que resulta em maior 

formação de complexo trombina-trombomodulina nas células endoteliais e consequente ativação 

da proteína C (anticoagulante). Por este mecanismo, a geração de trombina é reduzida por inibição 

dos fatores V e VIII, sendo induzido o processo de fibrinólise. De maneira oposta à sepse, no 

trauma hemorrágico não se observa trombose na microvasculatura enquanto se observa disfunção 

plaquetária e do fibrinogênio.  

 

Citocinas são moléculas de baixo peso ligadas a receptores específicos, causando diferenciação de 

células imunes, proliferação e ativação. Sua liberação é desencadeada pela cascata inflamatória7. 

As células que liberam as citocinas (principalmente IL-1β e IL-6) são principalmente os 

macrófagos e monócitos. A resposta inflamatória deve ser precisamente regulada, o excesso ou a 

insuficiência leva a desequilíbrio irreversível. Por outro lado, as células ativadas do sistema imune 

liberam citocinas anti-inflamatórias, principalmente IL-10. No trauma, o sistema imune e a 

subsequente resposta inflamatória são ativadas por células de necrose e lesão tecidual7. Não há 

armazenamento de citocinas, ocorre síntese e liberação a cada ativação da cascata inflamatória. A 

deflagração da resposta inflamatória provoca um pico de liberação de citocinas pró-inflamatórias, 

principalmente IL-1, com tempo de meia vida curto e ocorrência destas moléculas próximo ao local 

de liberação. O tônus vascular é especialmente sensível à ação das interleucinas, exacerbando-se 

vasodilatação, intermediada pelo óxido nítrico.  

O nervo vago origina-se no bulbo e é considerado o principal par craniano do sistema nervoso 

parassimpático, interligando o sistema nervoso central à inervação esplâncnica, principalmente 
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baço e fígado, locais importantes de produção e ação das citocinas8,9. Há componentes sensoriais 

(aferentes) e motores (eferentes) na função vagal funcionando em um sistema onde a liberação de 

citocinas pró-inflamatórias estimula o cérebro a enviar estímulos periféricos, que inibem a 

formação de novas moléculas inflamatórias8. 

A estimulação periférica do nervo vago, em ratos, diminui os níveis de IL-6 e TNF-α, 

possivelmente por ação da acetilcolina liberada nas terminações nervosas pós-ganglionares. Além 

disso, em culturas de células humanas, observou-se redução na produção de TNF-α, provocada 

pela ação da acetilcolina em receptores nicotínicos de macrófagos9,10. Antagonistas de receptores 

nicotínicos aboliram o efeito da acetilcolina na liberação de citocinas pró-inflamatórias em culturas 

de macrófagos9. A estimulação vagal pós-traumatismo crânio encefálico levou ao aumento da 

grelina, um hormônio orexígeno predominantemente produzido no estômago e intestino, com 

propriedades anti-inflamatórias, cujo receptor se localiza no núcleo motor dorsal do vago; a grelina 

se liga a receptores nos macrófagos, inibindo a fosforilação do NFκB, o que reduz a transcrição de 

citocinas pró-inflamatórias12. Em modelo experimental de queimadura, foi demonstrado que a 

estimulação vagal anterior e posterior ao trauma melhorou a integridade da barreira intestinal após 

aumento de produção da ocludina, proteína atuante na junção celular, garantindo menor 

permeabilidade e menor propensão à translocação bacteriana13.  
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1.1 OBJETIVOS 

 

Avaliar alterações da coagulação sanguínea relacionadas à estimulação vagal, vagotomia e choque 

hemorrágico controlado em ratos, por meio da tromboelastometria e da dosagem de citocina
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2.MATERIAL E MÉTODO 

 

2.1 ANIMAIS 

  

Foram utilizados 36 ratos Wistar machos pesando entre 250g e 350g alojados em gaiolas de 35 x 

45 x 15cm (quatro animais por gaiola), submetidos a ciclos dia/noite de 12 horas, no biotério da 

Faculdade de Medicina, à temperatura de 25oC. Os animais foram alimentados com ração para 

ratos (Purina®, Cotia, SP, Brasil) e água ad libitum até o momento do experimento. O conjunto foi 

dividido em seis grupos, cada um contendo seis animais, submetidos aos procedimentos descritos 

a seguir:  

 

Nervo vago íntegro 

 Grupo 1 (cirúrgico experimental): cervicotomia sem choque hemorrágico e sem estímulo 

vagal.  

 

 Grupo 2: cervicotomia com choque hemorrágico e sem estímulo vagal.    

 

 Grupo 3A: cervicotomia com estímulo vagal bilateral anterior ao choque hemorrágico. 

 

Nervo vago seccionado 

 Grupo 3B: cervicotomia com vagotomia bilateral anterior ao choque hemorrágico.  

 

 Grupo 4A: cervicotomia, choque hemorrágico, vagotomia bilateral e estímulo vagal 

bilateral distal. 

 

 Grupo 4B: cervicotomia, choque hemorrágico, vagotomia bilateral e estímulo vagal 

bilateral proximal. 
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2.1.1 Procedimentos cirúrgicos 

 

Os animais foram anestesiados com 60 mg/kg de cetamina (Rhabifarma Indústria Farmacêutica 

LTDA., Hortolândia-SP) associada a 15 mg/kg de xilazina (Rhabifarma Indústria Farmacêutica 

LTDA., Hortolândia-SP) por via intra-peritoneal. Em seguida foram submetidos à canulação da 

veia jugular direita, para infusão de fluidos e drogas, e da artéria carótida direita para monitorização 

da pressão arteiral média (PAM). Ambas com cateter do tipo Jelco® calibre 21 (Johnson & 

Johnson, Rodovia Presidente Dutra 154, São José dos Campos, SP). O nervo vago foi identificado 

e cuidadosamente separado da artéria carótida para posterior estimulação; a secção vagal ocorreu 

entre reparos com fio de seda 3-0 (Polysuture®, São Sebastião do Paraíso-MG), individualizando-

se os segmentos do nervo.  

 

2.1.2 Amostras iniciais 

 

Todas as amostras foram obtidas pelo cateter posicionado na artéria carótida. Coletou-se 1ml de 

sangue, em frasco contendo citrato de sódio a 3,2%, para a realização da tromboelastometria basal 

(Rotem® Coagulation analyzer Pentapharm, Munich, Alemanha). Outra amostra de sangue de 1ml 

foi obtida e colocada em frasco contendo solução de EDTA para a dosagem das citocinas (IL1, IL-

6 e IL-10).  

 

2.1.3 Intervenções 

 

Hemorragia 

A hemorragia foi iniciada após a preparação cirúrgica do animal, registro da PAM basal, e cálculo 

do volume de sangue total (VS = 0,06 x Peso (g) + 0.77). Em seguida foi aspirado sangue, pelo 

cateter da artéria carótida direita, para manter a PAM em 45% do valor da PAM basal (PAM basal 

x 0,45). Ao atingir esse valor, aguardou-se 15 minutos (tempo de choque sem reposição). Havendo 

elevação da PAM acima do valor de 45% da PAM basal, novas amostras de sangue foram retiradas. 

Os dados da PAM foram anotados em formulário apropriado. 
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Reposição volêmica 

A reposição volêmica iniciou-se após 15 minutos do início da hemorragia. Foram infundidos bolus 

de 20ml/kg de Ringer lactato, conforme preconizado pelo ATLS® para adulto de 70kg (mantendo 

a mesma proporção, um rato de 250g recebeu aproximadamente 5ml). O bolus foi infundido em 3 

minutos. Volumes adicionais de ringer lactato foram infundidos até que a PAM alcançasse os níveis 

basais ± 5mmHg. No grupo 1, imediatamente após a retirada das amostras basais de sangue, foi 

infundido ringer lactato para manter a PAM no nível basal ± 5mmHg.  O volume de ringer lactato 

infundido foi anotado para cada animal. 

 

Estímulo do nervo vago 

O estímulo foi feito após o isolamento entre fios de seda 3-0 (Polysuture®, São Sebastião do 

Paraíso-MG) e vagotomia, sendo posicionado o eletrodo (Grass stimulator, Boston, MT, USA) na 

extremidade seccionada. No Grupo 3A a estimulação foi feita com o nervo íntegro. Foram 

realizados sete estímulos elétricos (3.5mA, 5Hz) com duração de 30 segundos cada com intervalos 

de 5 minutos entre os estímulos (tempo total 35 minutos).  

 

Amostras finais 

 

As amostras finais foram obtidas após 60 minutos do início do experimento, para realização dos 

seguintes testes finais: 

 Tromboelastometria final; 

 Dosagem das citocinas (IL1, IL-6 e IL-10) pelo método ELISA. 

 

Detalhamento da metodologia dos testes realizados nas amostras obtidas 

 

 Tromboelastometria: foi coletado 1 ml de sangue em tubo a vácuo (MiniCollect – Vacuette, 

Monroe, EUA) contendo citrato como anticoagulante. A tromboelastometria foi realizada por meio 

do Coagulation Analyzer (Pentapharm, Munich, Germany) com temperatura corrigida para 37oC, 

após ativação da coagulação com cloreto de cálcio em solução fornecida pelo fabricante (Star-

tem®, Pentapharm, Munich, Germany). Os parâmetros tromboelastográficos foram calculados 

pelo software (Natem®, DyCoDerivAn; Avordusol, Rissov, Denmark).  
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 Dosagem das citocinas: Após a centrifugação das amostras de sangue (3500 rpm x 20 min a 

4oC) o sobrenadante foi pipetado em alíquotas de 200μl e armazenado a -20oC. A dosagem sérica 

foi realizada utilizando o kit ELISA Rat Cytokine Test (Neogen® Corporation, Neogen do Brasil, 

Indaiatuba, SP). 

 

Morte dos animais e destino das carcaças 

 

Ao final do experimento os animais foram eutanasiados por sangria sob anestesia geral e as 

carcaças foram devidamente descartadas conforme as normas estabelecidas pelo CEUA-UFMG. 
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Cronograma das intervenções em cada grupo 

 

Grupo 1 (cirúrgico experimental):  

 

Os animais do Grupo 1 foram submetidos somente aos procedimentos cirúrgicos e as coletas de 

materiais inicial e final (Fig 1). 

 

 

Fig 1: Cronograma das intervenções no grupo 1. PAM, pressão arterial média. min, tempo em 

minutos 
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Grupo 2: Os animais foram ao choque hemorrágico sem estímulo vagal (Fig 2). 

 

 

Fig 2: Cronograma das intervenções no grupo 2. PAM, pressão arterial média. min, tempo em 

minutos 
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Grupo 3A: 

 

Os animais foram submetidos a todos os procedimentos e o estímulo vagal foi anterior ao choque 

hemorrágico, com o nervo vago íntegro (Fig 3). 

 

 

  

Fig 3: Cronograma das intervenções no grupo 3A. PAM, pressão arterial média. min, tempo em 

minutos. Estimulação vagal 30”x 7, sete ciclos de estímulo vagal com duração de 30 segundos 

cada.  
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Grupo 3B: 

 

Os animais foram submetidos à secção vagal bilateral imediatamente antes do choque hemorrágico 

(Fig 4). 

 

 

 

Fig 4: Cronograma das intervenções no grupo 3B. PAM, pressão arterial média. min, tempo em 

minutos 
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Grupo 4A:  

 

Os animais foram submetidos à vagotomia e estimulação vagal bilateral no coto eferente 15 

minutos após o choque hemorrágico (Fig 5). 

 

 

Fig 5: Cronograma das intervenções no grupo 4A. PAM, pressão arterial média. min, tempo em 

minutos. Estimulação vagal 30”x 7, sete ciclos de estímulo vagal com duração de 30 segundos 

cada.  
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Grupo 4B: 

 

Os animais foram submetidos à vagotomia e estimulação vagal bilateral no coto aferente 15 

minutos após o choque hemorrágico (Fig 6). 

 

 

 

Fig 6: Cronograma das intervenções no grupo 4B. PAM, pressão arterial média. min, tempo em 

minutos. Estimulação vagal 30”x 7, sete ciclos de estímulo vagal com duração de 30 segundos 

cada.  

 

 

  

PROCEDIMENTOS 
CIRÚRGICOS 

PAM BASAL 
AMOSTRAS 

 

HEMORRAGIA 

0 
min 
 

15 
min 

 

60 
min 

 

50 
min 

 

AMOSTRAS 
FINAIS 

GRUPO 4B 

 

ESTIMULAÇÃO VAGAL AFERENTE         
30” x 7  

REPOSIÇÃO VOLÊMICA 



                                                                                                                                MATERIAL E MÉTODO  

26 
 

3. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os valores foram expressos pelas médias dos valores de cada grupo, sendo analizados pelo 

ANOVA com pós teste de Turkey para comparação de múltiplos grupos e teste t student para 

comparação grupo a grupo. A significância foi determinada para valores de p<0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

Os dados da variação hemodinâmica foram registrados em todos os grupos e comparados no gráfico 

abaixo, destacando-se o grupo 2 (choque hemorrágico sem estímulo vagal), grupo 1 (cirúrgico 

experimental) e o grupo 4A (choque hemorrágico e estímulo vagal eferente). A cervicotomia não 

produziu alterações significativas na pressão arterial média (PAM) dos animais; do contrário, o 

choque hemorrágico reduziu significativamente a PAM, que se estabilizou após reposição 

normotensiva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Foram analisados os seguintes parâmetros de tromboelastometria em todos os grupos do 

experimento: Tempo de coagulação (Clotting Time-CT), que corresponde ao intervalo em 

segundos entre o início da medição até a formação do coágulo, podendo ser interpretado como 

início da coagulação, formação da trombina e início do ciclo de polimerização do coágulo. Tempo 

de formação do coágulo (Clot formation time-CFT) – intervalo entre o início da coagulação até que 

uma consistência mínima de 20 mm seja detectada no coágulo; também pode ser entendida como 

a polimerização de fibrina ou estabilização do coágulo com trombócitos e fator XIII. Consistência 

máxima do coágulo (Maximum clot firmnes-MCF) – traduz a estabilidade do coágulo ou evolução 
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Fig 7: Variação na resposta hemodinâmica entre os grupos 1, 2 e 4A 
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do processo de polimerização do coágulo pela ação dos trombócitos e do fator XIII17. Ângulo 

ALFA(α), medido, em graus, do ângulo formado na curva de leitura da tromboelastometria entre o 

CT e o MCF; quantifica a coagulabilidade da amostra, pela medida da força tênsil do coágulo e da 

clivagem de fibrinogênio em fibrina pela ação da trombina16.  

 

4.1 EFEITO DA INTERVENÇÃO CIRÚRGICA NA COAGULAÇÃO _ GRUPO 1 

 

A intervenção cirúrgica sem choque hemorrágico ou estimulação vagal não produziu diferença 

significativa entre os valores basais e finais da tromboelastometria, em CT (média basal 253,5, 

final 189,83, em segundos, P>0,05; Fig 7), CFT (média basal 82,83, final 66, em segundos, P>0,05; 

Fig 8), MCF (média basal 59,16, final 63,5, em milímetros, P>0,05; Fig 9) e ângulo α (média basal 

73,83, final 76,83, em graus, P>0,05; Fig 10). 
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Fig 8: Variação entre os valores basais e finais para CT no grupo 1. CT, início da coagulação, com 

polimerização incipiente da trombina desde o tempo zero. 
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Fig 9: Variação entre os valores basais e finais para CFT no grupo 1. CFT, tempo de formação do 

coágulo, relacionado à polimerização da fibrina e estabilização do coágulo sob ação do fator XIII.  
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Fig 10: Variação entre os valores basais e finais para MCF no grupo 1. MCF, máxima estabilidade 

do coágulo ou maior força tênsil.  
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Fig 11: Variação entre os valores basais e finais para ALFA no grupo 1. Alfa, coagulabilidade da 

amostra medida em graus.  

      

Fig 12: Curva de tromboelastometria do rato 4, grupo 1; amostra inicial  
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Fig 13: Curva de tromboelastometria do rato 4, grupo 1; amostra final 
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Fig 14: Comparativo entre a tromboelastometria inicial e final do rato 4, grupo 1 
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4.2 EFEITO DO CHOQUE HEMORRÁGICO, SEM ESTÍMULO VAGAL, NA 

COAGULAÇÃO – GRUPO 2A 

 

Choque hemorrágico, sem estímulo vagal, resultou em menor firmeza do coágulo, segundo a 

comparação entre as amostras basais e finais na tromboelastometria para MCF (média basal 71,5, 

final 64, em milímetros, P<0,05; Fig 14); não houve diferença significativa na comparação de 

valores basais e finais nos parâmetros CT (média basal 308,33, final 336,33, em segundos, P>0,05; 

Fig 15), CFT (média basal 78,6 final 93,4, em segundos, P>0,05; Fig 16) e ângulo α (média basal 

75,66 final 73, em graus, P>0,05; Fig 17). 
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Fig 15: Variação entre os valores iniciais e finais para MCF no grupo 2.  MCF, máxima estabilidade 

do coágulo ou maior força tênsil.  
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Fig 16: Variação entre os valores basais e finais para CT no grupo 2. CT, início da coagulação, 

com polimerização incipiente da trombina desde o tempo zero. 
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Fig 17: Variação entre os valores basais e finais para CFT no grupo 2. CFT, tempo de formação do 

coágulo, relacionado à polimerização da fibrina e estabilização do coágulo sob ação do fator XIII.  

 



                                                                                                                                                RESULTADOS  

35 
 

 

 

 

Alfa

 BASAL FINAL

0

20

40

60

80

100

Grupo 2

g
ra

u
s

 

Fig 18: Variação entre os valores basais e finais para Alfa no grupo 2. Alfa, coagulabilidade da 

amostra medida em graus.  
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Fig 19: Curva de tromboelastometria do rato 5, grupo 2; amostra inicial 

 

 

Fig 20: Curva de tromboelastometria do rato 5, grupo 2; amostra final 
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Fig 21: Comparativo entre a tromboelastometria inicial e final do rato 5, grupo 2 
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4.3 EFEITO DO ESTÍMULO VAGAL ANTERIOR AO CHOQUE HEMORRÁGICO – 

GRUPO 3A 

 

A estimulação vagal não interferiu significativamente na coagulação, quando realizada antes do 

choque hemorrágico, em todos os parâmetros da tromboelastometria, CT (média basal 331,4, final 

348,4, em segundos, P>0,05; Fig 21), CFT (média basal 111,83, final 97,83, em segundos, p>0,05; 

Fig 22), MCF (média basal 64, final 57,33, em milímetros, p>0,05; fig 23) e ângulo α (média basal 

70,16, final 71,16, em graus, p>0,05; fig 24). 
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Fig 22: Variação entre os valores iniciais e finais para CT no grupo 3A. CT, início da coagulação, 

com polimerização incipiente da trombina desde o tempo zero. 
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Fig 23: Variação entre os valores basais e finais para CFT no grupo 3A. CFT, tempo de formação 

do coágulo, relacionado à polimerização da fibrina e estabilização do coágulo sob ação do fator 

XIII 
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Fig 24: Variação entre os valores iniciais e finais para MCF no grupo 3A. MCF, máxima 

estabilidade do coágulo ou maior força tênsil. 
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Fig 25: Variação entre os valores iniciais e finais para ALFA no grupo 3A. Alfa, coagulabilidade 

da amostra medida em graus.  

 

 

4.4 EFEITO DA SECÇÃO VAGAL BILATERAL ANTERIOR AO CHOQUE 

HEMORRÁGICO- GRUPO 3B 

 

Os resultados deste grupo demonstraram que a secção vagal bilateral antes do choque não produz 

efeito sobre a coagulação nos parâmetros de tromboelastometria CT (média basal 334,5, final 335, 

em segundos, P>0,05; Fig 25), CFT (média basal 116,5, final 110,66, em segundos, p>0,05; Fig 

26), MCF (média basal 64,16, final 57,66, em milímetros, p>0,05; fig 27) e ângulo α (média basal 

68,5, final 68,66, em graus, p>0,05; Fig 28). 
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Fig 26: Variação entre os valores iniciais e finais para CT no grupo 3B. CT, início da coagulação, 

com polimerização incipiente da trombina desde o tempo zero. 
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 Fig 27: Variação entre os valores inciais e finais para CFT no grupo 3B. CFT, tempo de formação 

do coágulo, relacionado à polimerização da fibrina e estabilização do coágulo sob ação do fator 

XIII.  
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Fig 28: Variação entre os valores iniciais e finais para MCF no grupo 3B. MCF, máxima 

estabilidade do coágulo ou maior força tênsil. 
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Fig 29: Variação entre os valores iniciais e finais para ALFA no grupo 3B. Alfa, coagulabilidade 

da amostra medida em graus.  

 

 

4.5 EFEITO DO ESTÍMULO VAGAL EFERENTE APÓS CHOQUE HEMORRÁGICO- 

GRUPO 4A 

 

Estímulo vagal no coto eferente, após choque hemorrágico, produziu alterações significativas na 

coagulação, segundo resultados de tromboelastometria nos parâmetros MCF (média basal 64,16, 

final 57,66, em milímetros, p<0,05; fig 29), CFT (média basal 102,4, final 63,4, em segundos, 

p<0,05; Fig 30) e ângulo α (média basal 72,66, final 78,66, em graus, p<0,05; Fig 31).
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 Fig 30: Variação entre os valores 

iniciais e finais para MCF no grupo 4A. MCF, máxima estabilidade do coágulo ou maior força 

tênsil. * P<0,05 
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Fig 31: Variação entre os valores iniciais e finais para CFT no grupo 4A. CFT, tempo de formação 

do coágulo, relacionado à polimerização da fibrina e estabilização do coágulo sob ação do fator 

XIII.  
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Fig 32: Variação entre os valores iniciais e finais para ALFA no grupo 4A. Alfa, coagulabilidade 

da amostra medida em graus.  

 

 

 

Fig 33: Curva de tromboelastometria do rato 5, grupo 4A; amostra inicial 
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Fig 34: Curva de tromboelastometria do rato 5, grupo 4A; amostra final 
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Fig 35: Comparativo entre a tromboelastometria basal e final do rato 5, grupo 4A 
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4.6 EFEITO DO ESTÍMULO VAGAL AFERENTE APÓS CHOQUE HEMORRÁGICO- 

GRUPO 4B 

 

Estímulo vagal no coto aferente, após choque hemorrágico, não produziu alterações significativas 

na coagulação, segundo resultados de tromboelastometria nos parâmetros CT (média basal 232,5, 

final 168,66, em milímetros, p>0,05; Fig 35), CFT (média basal 72, final 52,16, em segundos, 

p>0,05; Fig 36) MCF (média basal 64,16, final 57,66, em milímetros, p>0,05; fig 37) e ALFA 

(média basal 75,16, final 79,33, em graus, p>0,05; Fig 38). 
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Fig 36: Variação entre os valores iniciais e finais para CT no grupo 4B. CT, início da coagulação, 

com polimerização incipiente da trombina desde o tempo zero. 
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Fig 37: Variação entre os valores iniciais e finais para CFT no grupo 4B. CFT, tempo de formação 

do coágulo, relacionado à polimerização da fibrina e estabilização do coágulo sob ação do fator 

XIII.  
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Fig 38: Variação entre os valores iniciais e finais para MCF no grupo 4B. MCF, máxima 

estabilidade do coágulo ou maior força tênsil.  
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Fig 39: Variação entre os valores iniciais e finais para ALFA no grupo 4B. Alfa, coagulabilidade 

da amostra medida em graus.  
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Citocinas 

A citocina IL-1 foi dosada nas amostras basais e finais de cada grupo; IL-6 e IL-10 foram dosadas 

apenas no grupo 4A. Não houve diferença significativa na produção de IL-1 após a preparação 

cirúrgica (média basal 4,24, final 4,49, em pg/ml, P>0,05; Fig 39), assim como no choque 

hemorrágico sem estimulação (média basal 8,56, final 22,62, em pg/ml, P>0,05; Fig 40). Não 

houve diferença significativa na produção de IL-1 após estímulo vagal aferente (média basal 5,34, 

final 2,74, em pg/ml, P>0,05; Fig 42).  Por outro lado, estímulo vagal eferente reduziu 

significativamente a produção da citocina pró-inflamatória IL-1 (média basal 3,17, final 0,64, em 

pg/ml, P=0,019; Fig 41), enquanto aumentou significativamente a produção da citocina anti-

infamatória IL-10 (média basal 26,31, final 40,18, em pg/ml, P=0,03; Fig 44). A produção de IL-6 

não foi siginificativamente alterada pelo estímulo vagal eferente (média basal 31,26, final 21,27, 

em pg/ml, P=0,03; Fig 43). 
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Fig 40: Variação entre os valores iniciais e finais para IL-1 no grupo 1 em picogramas por ml.  
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Fig 41: Variação entre os valores iniciais e finais para IL-1 no grupo 2, em pictogramas por ml.  
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Fig 42: Variação entre os valores iniciais e finais para IL-1 no grupo 4A, em pictogramas por ml.  
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Fig 43: Variação entre os valores iniciais e finais para IL-1 no grupo 4B, em picogramas por ml.  
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Fig 44: Variação entre os valores iniciais e finais para IL-6 no grupo 4A, em picogramas por ml.  
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Fig 45: Variação entre os valores iniciais e finais para IL-10 no grupo 4A, em picogramas por ml.  
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5. DISCUSSÃO  

 

A via colinégica anti-inflamatória é uma resposta fisiológica já demonstrada em diversos modelos 

experimentais6-10,22. Em função do caráter sistêmico da resposta inflamatória pós-choque 

hemorrágico, é fundamental a compreensão dos mecanismos fisiológicos envolvidos, 

proporcionando uma perspectiva de tratamento para alterações determinantes de altos índices de 

morbimortalidade, como as alterações de coagulação pós-traumáticas1.  As alterações da 

coagulação pós-choque hemorrágico são, classicamente, monitoradas por testes de rotina no 

plasma como o tempo de tromboplastina ativada (ttpa) e o tempo de protrombina (tp). Contudo, 

são incapazes de predizer alterações inerentes ao choque hemorrágico por detectarem uma pequena 

porção de trombina formada no início da coagulação25. O conhecimento do modelo celular na 

cascata de coagulação levou ao desenvolvimento da análise viscoelástica de início da coagulação, 

representada pela tromboelastografia e tromboelastometria25. Ambos procedimentos produzem 

representação gráfica da formação do coágulo e subsequente lise. A vantagem destes testes está na 

redução da influência de elementos do plasma como plaquetas, hemácias e leucócitos sobre a 

coagulação, além de permitir análise do processo em diferentes etapas, em curto espaço de tempo, 

permitindo decisões rápidas, como o tipo de elemento a ser transfundido em uma sala de trauma25. 

 Este estudo relacionou a estimulação vagal às alterações da coagulação, presentes no choque 

hemorrágico, diretamente afetadas pela reposta inflamatória2. As citocinas exercem papel 

fundamental na resposta inflamatória sistêmica desencadeada pelo trauma, produzindo 

desequilíbrio na hemostasia. Neste processo, ocorre disfunção endotelial das células, como 

resultado da disfunção inflamatória; estudos prévios demonstram a função da syndecan-1, um 

componente proteoglicano do glicocalix celular endotelial, propiciando uma modulação da 

resposta inflamatória e depuração de citocinas27-29. Corroborando esta hipótese, resultados de 

pacientes vítimas de choque hemorrágico traumático demonstram uma relação inversamente 

proporcional entre syndecan-1 e interferon-α e IL-1β e diretamente proporcional com IL-1030. Da 

mesma forma, o presente estudo demonstrou aumento de IL-10 e redução de IL-1β após 

estimulação vagal.  
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Como a inflamação pode causar tanto a exacerbação da coagulação quanto a inibição, pode-se 

inferir que a estimulação vagal propicia um balanço hemostático, que em última análise resulta na 

melhora da coagulação, evidenciada neste estudo pela melhora na cinética de formação do coágulo 

e maior firmeza do coágulo. De acordo com estudos anteriores, IL-10 reduz a ativação do NF-κB, 

expressão da molécula de adesão intracelular 1 (ICAM-1) e molécula de adesão vascular 1 

(VCAM-1), além de inibir a produção de citocinas pró-inflamatórias, em um mecanismo positivo 

de retroalimentação31,32. Assim, níveis aumentados de IL-10 e reduzidos de IL-1β, após 

estimulação vagal, podem ter reduzido hemorragia provocada pela disfunção endotelial e ainda 

contribuído para melhor hemostasia, segundo resultados do presente estudo.  

Os resultados obtidos produzem informações adicionais, quando comparados a outro trabalho 

recente sobre hemostasia e estimulação vagal21. No presente estudo foi produzido choque 

hemorrágico mais intenso, resultando em hipotensão significativa, atingindo níveis importantes 

para resposta inflamatória vigorosa. Obteve-se, ainda, como em outros trabalhos a evidência de 

que estimulação vagal eferente não produz disfunção cardiovascular33-36. 

 

5.1 PREPARAÇÃO CIRÚRGICA E COAGULAÇÃO 

 

O grupo 1 foi executado com o intuito de demonstrar a pouca influência da preparação cirúrgica 

experimental nos resultados. Neste sentido, a ausência de diferença significativa entre resultados 

basais e finais, na tromboelastometria, demonstra que a cervicotomia, isoladamente, não é capaz 

de causar alterações na coagulação. Provavelmente, há poucos estímulos pró-inflamatórios nesses 

animais. 

 

 

5.2 CHOQUE HEMORRÁGICO E COAGULAÇÃO 

 

 Por outro lado, choque hipovolêmico com reposição normotensiva, sem estimulação vagal (grupo 

2) induz à piora da coagulação na vigência da hemorragia. Ocorreu redução média de 7,5 mm nos 

valores do MCF, demonstrando menor força tênsil do coágulo. Isto demonstra a eficácia do 

sangramento neste modelo, alterando a coagulação possivelmente pela intensa resposta 

inflamatória1,3. Outro resultado importante deste grupo, foi o aumento da produção da IL-1 após o 
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choque hemorrágico, apesar de não haver significância estatística (possivelmente pelo desvio 

padrão alto), permitindo, contudo, especular-se que a resposta inflamatória se intensificou após o 

choque hemorrágico. No trauma associado ao choque hemorrágico, observa-se pelo menos seis 

elementos associados às alterações da coagulação: lesão tecidual, choque, hemodiluição, 

hipotermia, acidemia e inflamação. O choque hemorrágico, com ou sem reposição volêmica é 

responsável por induzir à maior degradação de fibrina24. A deficiência de fatores de coagulação 

por hemorragia grave (perda igual ou maior que 40% da volemia) prejudica a formação de trombina 

e piora a força tênsil do coágulo (MCF)25. 

 

5.3 VAGO SECCIONADO: ESTÍMULO VAGAL DISTAL E COAGULAÇÃO 

 

Os resultados do grupo 4A demonstram que a estimulação bilateral do coto eferente vagal após 

choque hemorrágico produz alterações tendendo à melhora da coagulação. Houve redução 

significativa do CFT  na amostra final (p<0,05). O parâmetro CFT (do inglês clot formation time) 

caracteriza a consolidação da formação do coágulo (cujo início é medido pelo CT, do inglês clotting 

time). Neste período, ocorrem alterações estruturais precipitadas pela interação do fator VII ativado 

(VIIa) com o fator tecidual, exposto após lesão do endotélio26.  A melhora na coagulação do grupo 

4A pode ser atribuída à ação da via anti-inflamatória colinérgica, onde o nervo vago é considerado 

elemento chave na resposta inflamatória9. Neste mecanismo, ocorre uma inibição das citocinas pró- 

inflamatórias (principalmente IL-1 e TNF α) após interação da acetilcolina com receptores 

nicotínicos, subunidade α-7(α7-AchR), localizados nos macrófagos, principalmente no baço e 

fígado. Todo este processo é deflagrado por retroalimentação das vias aferentes vagais até o núcleo 

motor dorsal cerebral, estimuladas pelo desequilíbrio da homeostase após injúria tecidual, como 

no sangramento de grandes vasos9. Deve ser observado que no grupo 4A houve estimulação do 

coto distal do nervo vago o que corrobora experimentos anteriores demonstrando a efetividade da 

via eferente como inibidora da resposta inflamatória16,20. A estimulação vagal distal ainda produziu 

aumento médio superior a 4 mm ( p<0,05) no MCF (maximum clot firmness), demonstrando 

estabilização do coágulo após grande quantidade de trombina ser liberada pela atividade 

plaquetária, sob influência dos fatores XIII e XIIIa; pode-se dizer que a estimulação vagal produziu 

um coágulo mais firme ou com maior força tênsil26. Finalmente, estimulação vagal distal produziu 

aumento significativo do ângulo alfa (p<0,05), traduzindo antecipação no pico de ação da trombina 
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e consequente aumento de força e estabilidade do coágulo26. Ocorreu aumento médio de 36 graus 

na comparação entre os valores finais e basais.  

 

A dosagem de citocinas tem grande importância na correlação entre estímulo vagal eferente e 

melhora da coagulação. Houve diminuição da produção de IL-1 e aumento na produção de IL-10 

neste grupo. Deste modo, demonstrou-se a ação da via colinérgica anti-inflamatória em todos os 

segmentos, desde a modulação da resposta inflamatória até a resultante influência sobre a 

coagulação no choque hemorrágico. De fato, a dosagem das citocinas reforçou a ação da 

estimulação vagal sobre a coagulação, comprovando a relação direta entre resposta inflamatória e 

coagulopatia, modulada pelo nervo vago. Por ter sido feita exclusivamente no grupo 4A, a dosagem 

de IL-10 não serve como parâmetro de modulação anti-inflamatória da estimulação vagal neste 

trabalho; mas permite especular que a modulação se dá tanto pela inibição da inflamação (neste 

caso, com redução significativa de IL-1, pós-estimulação eferente e tendo sido feitas dosagens em 

todos os grupos) quanto pelo estímulo de produção de citocinas anti-inflamatórias. Os resultados 

obtidos reforçam a importância da pesquisa molecular, determinando os agentes celulares 

envolvidos na transcrição das citocinas e possivelmente afetados pela estimulação vagal, apontando 

para aplicabilidade clínica efetiva como tratamento em nível molecular dos distúrbios da 

coagulação19. 

 

 

5.4 VAGO SECCIONADO: ESTÍMULO VAGAL PROXIMAL E COAGULAÇÃO 

 

O grupo 4B não demonstrou efeito da estimulação vagal de fibras aferentes sobre a coagulação. De 

fato, estudos anteriores confirmaram a eficácia da estimulação distal, provavelmente por envolver 

a maioria das fibras eferentes, que estimulam a liberação da acetilcolina em nível celular9,13,16,19
. 

Os resultados neste grupo comprovam a teoria da via colinérgica anti-inflamatória onde a ação 

aferente do nervo vago está relacionada à sinalização, iniciada pela liberação de fatores teciduais, 

no núcleo dorsal do vago10. 
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5.5 VAGO ÍNTEGRO: ESTÍMULO VAGAL BILATERAL, PRÉVIO AO CHOQUE 

HEMORRÁGICO 

 

A estimulação vagal prévia ao choque, com vago íntegro não produziu diferença sobre a 

coagulação. Estudo anterior demonstrou ação da estimulação prévia sobre sangramento, porém 

utilizando modelo diferente para sangramento e estimulação vagal21. Ainda que fosse demonstrada 

a alteração da estimulação prévia sobre a coagulação, os efeitos seriam de discutível aplicabilidade 

clínica, dada a imprevisibilidade do evento trauma. Pode-se especular, ainda, que a estimulação 

sobre o vago íntegro não é capaz de alterar a coagulação significativamente, já que fibras aferentes 

e eferentes são igualmente ativadas, sem direcionamento específico para regulação da resposta anti-

inflamatória.  

 

5.6 VAGO SECCIONADO: SECÇÃO BILATERAL DO NERVO VAGO, PRÉVIA AO 

CHQUE HEMORRÁGICO 

 

Não houve alterações significativas da coagulação após secção bilateral do nervo vago, 

previamente ao choque hemorrágico. Isto comprova que o nervo vago não atua de forma 

independente na regulação da coagulação. Foi demonstrado, anteriormente, que a vagotomia 

bilateral exacerba a resposta inflamatória, em ratos submetidos à ventilação mecânica, sem 

influência na coagulação16. 

 

5.7 LIMITAÇÕES DO ESTUDO  

 

Estudos comparativos entre espécies demonstraram que os ratos são hipercoaguláveis36. Este 

fator pode ter aumentado o efeito pró-coagulante da estimulação vagal. Embora a hipotensão 

tenha sido significativa, não se produziu trauma tecidual significante com diferentes graus de 

hipoperfusão. Finalmente, não se utilizou hemoderivados durante a reposição volêmica, 

restringindo a aplicabilidade clínica do modelo.
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6.CONCLUSÕES 

 

 

O Estímulo do vago íntegro e do seu ramo aferente não altera a coagulação em ratos, quando 

analisados os parâmetros de tromboelastometria CT, ALFA, CFT e MCF. Por outro lado, o 

choque hemorrágico sucedido da reposição volêmica normotensiva reduz significativamente a 

força tênsil do coágulo em ratos. Finalmente, o estímulo eferente do nervo vago melhora a 

coagulação em ratos, quando considerados os parâmetros ALFA, CFT e MCF, após choque 

hemorrágico ao mesmo tempo em que reduzem a produção de IL-1β e aumentam a produção de 

IL-10, sinalizando uma provável modulação da resposta inflamatória pela via colinérgica.  

 

6.1 PERSPECTIVAS 

 

O desenvolvimento de dispositivos implantáveis que atuam sobre o nervo vago já é uma 

realidade no que diz respeito ao tratamento das epilepsias; pode-se especular, assim, que se 

proponha o uso de dispositivos semelhantes com intuito de modular resposta inflamatória 

exacerbada e consequente coagulopatia associada ao trauma no segmento de pacientes vítimas de 

politraumatismo associado a sangramento grave. O uso de medicamentos que possam interagir 

com receptores colinérgicos, mimetizando moduladores da resposta inflamatória em nível dos 

macrófagos pode também ser apontado como uma especulação a ser considerada para 

aplicabilidade clínica do estímulo vagal pós choque hemorrágico no trauma. Por fim, com 

aprofundamento do conhecimento molecular, o bloqueio de precursores nucleares da resposta 

inflamatória como o NFκB, reduzindo a produção de citocinas pró-inflamatórias e por 

conseguinte, minimizando os efeitos deletérios da inflamação sobre a coagulação.  
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8. ANEXOS 

8.1 PROTOCOLO DE APROVAÇÃO NO CEUA 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS  
CEUA  

COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS  

                    

CERTIFICADO   
Certificamos que o Protocolo nº. 052/2013, relativo ao projeto intitulado 

“Efeito do estímulo vagal sobre a coagulação em modelo de choque hemorrágico controlado”, 

que tem como responsável João Baptista de Rezende Neto está de acordo com os Princípios Éticos 

da Experimentação Animal, adotados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA/UFMG), 

tendo sido aprovado na reunião de 02/09/2013. Este certificado expira-se em 01/09/2018.  

  

CERTIFICATE   

We hereby certify that the Protocol nº. 052/2013, related to the Project entitled “The role of vagal 

nerve stimulation on coagulopathy: experimental study on rats”, under the supervision of João 

Baptista de Rezende Neto, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, 

adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and was approved 

in 09/02/2013. This certificate expires in 09/01/2018.  

Belo Horizonte, 03/09/2013.  

Jacqueline Isaura Alvarez Leite  
Coordenadora da CEUA/UFMG  

  Universidade Federal de Minas Gerais  

Avenida Antônio Carlos, 6627 – Campus Pampulha- Unidade Administrativa II – 2º Andar, Sala 

2005  
31270-901 – Belo Horizonte, MG – Brasil  

Telefone: (31) 3409-4516 – 

Fax: (31) 3409-4592 

www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua 

- cetea@prpq.ufmg.br   

    

 

 

  

http://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua
http://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua
http://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua
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8.2 CARTA PARA PUBLICAÇÃO DE ARTIGO  

 

May 1, 2014   

Dr. Fredrick Moore, MD                                                                                                                                       

Editor in Chief World Journal of Emergency Surgery                                                                         

Chief of Acute Care Surgery                                                                                                                         

Dear Dr. Moore,   

We are hereby submitting the manuscript entitled “Vagus nerve stimulation improves 

coagulopathy in hemorrhagic shock: a thromboelastometric animal model study” to be 

considered for publication in the WORLD JOURNAL OF EMERGENCY SURGERY.     

This manuscript has been submitted solely to the WORLD JOURNAL OF EMERGENCY SURGERY. 
The authors have no conflicts of interest to declare.    

This study was approved by the Animal Research and Ethics Committee of the Federal   
University of Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil, and conducted under stringent animal ethics 
protocol.    

    

Sincerely,   

Joao B. Rezende-Neto, MD, PhD, FACS                                                                                                
Associate Professor of Surgery, University of Toronto                                                                                      

Trauma and Acute Care Surgery, St Michael’s Hospital   
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8.3 FOTOS DO EXPERIMENTO   

 

 

Rato wistar macho sendo submetido ao estímulo vagal  

 

 

Estimulador elétrico utilizado no experimento  
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Momento do estímulo vagal registrado na monitorização de PIA, marcado pela redução na 

frequência de pulso e aumento na amplitude.  


