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RESUMO

OBJETIVO: Em ratos anestesiados com sevoflurano, ap6s hemorragia aguda,
investigar a influéncia da ressuscitacdo fluidica com solucdo de Ringer ou
hidroxietilamido 130/0,4 (HEA) pelas alteracdes da pressdo arterial média (PAM),
histologia e expressdo de citocinas renais.

METODO: Foram anestesiados 44 ratos com sevoflurano, alocados em 4 grupos
(n=12): GSevo - ratos submetidos a hemorragia, sem ressuscitacao fluidica, GRinger-
hemorragia e ressuscitacdo com solucdo de Ringer (proporcdo de 3:1 de sangue
retirado), GHEA — hemorragia e ressuscitagio com HEA (proporgéo de 1:1) e GSham -
sem hemorragia. A hemorragia foi de 30% da volemia: trés etapas de 10% a cada 10
minutos. Realizada hidratagdo basal com solugdo de Ringer, 7 mL/kg/h, em todos os
animais. Ap6s o fim da ressuscitacdo fluidica, realizada nefrectomia bilateral nos 4
grupos para andlise histologica e das citocinas fator-a de necrose tumoral (TNF-o) e
interleucina-1 (IL-1) renais.

RESULTADOS: No final do experimento todos os grupos apresentaram hipotensao
arterial, exceto GHEA. A degeneracdo tubular foi a lesdo mais encontrada, estando
presente em todos 0s grupos, mais intensa em GSham. Apenas em GSham, GRinger e
GHEA foi observada necrose tubular - um rim de cada grupo. Houve expressédo de IL-1
em todos os rins, porém com significancia estatistica apenas em GHEA. A expressdo de
TNF-a ocorreu em todos 0s grupos, mas sem diferenca entre eles.

CONCLUSAO: A resposta da pressio arterial média foi melhor apds ressuscitagio com
HEA. O sevoflurano e/ou o estresse cirurgico foram responsaveis pela degeneracéo
tubular e expresséo renal de IL-1 e TNF-a e a administracdo basal de Ringer melhorou a
resposta histologica, enquanto que o HEA acentuou a expresséo de IL-1.

Palavras-Chave: Anestésicos inalatorios; Fator de necrose tumoral-alfa; Interleucina-1;
Ratos; Rim
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To investigate the influence of fluid resuscitation with Ringer solution
versus hydroxyethyl starch 130/0.4 (HES) on mean arterial pressure (MAP), and renal
histology and cytokine expression in rats submitted to acute hemorrhage under
sevoflurane anesthesia

METHOD: Forty-four rats anesthetized with sevoflurane were allocated into 4 groups
(n=12): GSevo- hemorrhage with no fluid resuscitation, GRinger- hemorrhage and
resuscitation with Ringer solution (3:1 of blood loss), GHES — hemorrhage and
resuscitation with HES (1:1), and GSham - without hemorrhage. Hemorrhage was
induced by withdrawing 30% blood volume loss over 30 minutes (10% every 10 min).
All animals received 7 mL/kg/h of Ringer solution for basal hydration. Bilateral
nephrectomy was conducted in all animal groups for the analysis of renal histology and
expression of tumor necrosis factor-a (TNF-a)) and interleukin-1 (IL-1).

RESULTS: All groups, except GHES, showed arterial hypotension by the end of the
experiment. Tubular degeneration was the most frequent lesion, which was observed in
all groups. Acute tubular necrosis was found in one kidney in GRinger, GHES, and
GSham. IL-1 was expressed in all kidneys, but statistical significance was reached only
in GHES. TNF-a was expressed in all groups without any difference among groups.

CONCLUSION: MAP response was improved after the use of HES solution.
Sevoflurane and/or surgical stress were/was responsible for tubular degeneration and
IL-1 and TNF-a renal expression. Basal hydration attenuated the lesions observed on
kidney histology, while HES attenuated IL-1 expression.

Key-words: Anesthetics, inhalation; Histology; Interleukin-1; Kidney; Rats; Tumor
necrosis factor-alpha.
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O choque hemorrégico continua sendo a principal causa de morte evitavel, seja
pelo sangramento macico, seja por seu efeito em multiplos oOrgdos, atingindo
mortalidade de aproximadamente 40% naqueles pacientes que receberam grande
quantidade de transfusdo sanguinea ou que desenvolveram coagulopatia importante.
(Frith et al.,2010). Observa-se diminuicdo do fluxo sanguineo com reducdo da
oxigenacdo dos tecidos. Esta hipoxia tecidual parece ser o principal fator na producéo
de alteragdes nas células e no metabolismo organico (Ertel et al.,1995). A perda
significativa de volume intravascular inicia a resposta neuroenddcrina, com producdo
de mediadores inflamatdrios e ativacdo de substancias como as interleucinas, espécies
reativas de oxigénio e moléculas de adesdo, além da ativacéo da cascata de coagulacao e

complemento (Yao et al.,1998).

O chogue hemorragico, se persistente e ndo tratado, desencadeia
comprometimento de multiplos 6rgdos, provocando alteracdes na fungéo e histologia. A
isquemia renal perioperatéria é complicagdo comum, aumentando a morbidade e
mortalidade dos pacientes cirargicos. A fisiopatologia da isquemia renal nao esta
totalmente estabelecida, porém sabe-se que alteracbes do endotélio vascular, resposta
imunolégica, mediadores inflamatérios e morte celular desempenham papel importante.
Alteracbes hemodindmicas podem determinar vasoconstricdo das arteriolas renais,
ocasionando lesbes isquémicas do parénquima renal por mecanismo de redistribuicdo de
fluxo sanguineo. Os fatores reconhecidamente associados a este fendmeno sao
hipovolemia e alteracfes hormonais decorrentes da resposta enddcrino-metabdlica ao
estresse cirargico, como o aumento da secrecdo de hormdnio antidiurético,
catecolaminas, aldosterona e angiotensina, além da reducgéo do fator natriurético atrial e

do éxido nitrico (Lema et al.,1998).

Diego et al., 2007, desenvolveram pesquisa com ratos em hipotermia leve, sob
anestesia com sevoflurano, tratados com glibenclamida e submetidos a hemorragia de
30% de sua volemia, por vinte minutos, sem reposi¢cdo adequada do volume perdido.
Esses autores estavam interessados em saber, do ponto de vista histoldgico, quais
seriam as influéncias sobre o rim ja apos trinta minutos da hemorragia. Observou-se que

0 hematdcrito dos animais que sofreram sangria foi 4% mais baixo que o do grupo
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controle e as alteragfes renais, tais como dilatacdo e congestéo vasculares, vacuolizagédo
tubular e, principalmente, dilatacdo e degeneracdo tubulares, além de necrose tubular,

foram significativamente menores no grupo tratado com glibenclamida.

Rushing & Britt, 2008, em revisdo de literatura, enfatizam que, além de se
assegurar via aérea estavel e ventilacdo adequada para os pacientes em choque
hemorragico, o tratamento primario tem de se voltar para o sangramento. A reposicao
da perda sanguinea é necessaria para a liberacdo de oxigénio tecidual, mas ainda resta
saber qual seria o tempo durante o qual se deve realizar essa ressuscitacdo e a extensdo
da mesma. Diferentes estratégias de ressuscitacdo sdo utilizadas para manter a pressdo
sanguinea no trauma até que o sangramento seja controlado. Contudo, enquanto se
mantém a pressdo sanguinea, muitas vezes se piora o sangramento. Dentre os diversos
estudos realizados para se saber qual a melhor estratégia de ressuscitacdo quanto ao
tempo em que ela deve ocorrer, o de Turner et al., 2000, mostrou que ndo ha diferenca
na mortalidade entre administracdo precoce de fluidos (10,4%) e tardia (9,8%) em 1309
pacientes traumatizados. O estudo de Bickellet al., 1994, controlado e randomizado em

598 pacientes traumatizados e hipotensos ja havia mostrado 0 mesmo resultado.

Hirshberg et al., 2006, elaboraram modelo multicompartimental intravascular em
paciente de 70 kg, avaliando a influéncia do tempo de infuséo fluidica no tratamento de
hemorragia. A administracdo de dois litros de cristaloides em bolus durante o inicio da
hemorragia aumentou o tempo de sangramento em torno de 4 a 29%, incrementando a
perda sanguinea, particularmente quando ela foi lenta. Bolus similar, administrado apés

0 aparecimento da hemostasia intrinseca, desencadeou novo sangramento.

Os cristaloides normalmente empregados na reposi¢do volémica atravessam o
endotélio capilar apds a sua administragdo, sendo que apds uma hora, apenas 20-25% do
volume administrado permanecem no intravascular, podendo levar a infusdo excessiva
de volume (Lobo et al., 2006). Essa sobrecarga hidrica produz efeitos deletérios em
diversos 6rgéos, contribuindo para aumento de tempo de ventilacdo mecanica, prejuizo
na cicatrizacdo de feridas com aumento de translocacdo bacteriana, aumento de tempo

de permanéncia em UTI, sindrome compartimental abdominal, edema cerebral e acidose
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metabdlica (Hahn, 2010). Na tentativa de minimizar a administracdo de grandes

volumes de cristaloides, foi proposto o uso de solucdes coloidais.

Os coloides séo classificados de acordo com o tamanho de suas particulas. A
albumina humana, por exemplo, apresenta tamanho molecular de aproximadamente 69
kDa, enquanto que os coloides semissintéticos apresentam variagdes no tamanho de
suas moléculas, promovendo diferentes graus de dispersdo (Vercueil et al., 2005). A
capacidade de expansdo plasmatica depende do peso molecular da solucdo, da
concentracdo de moléculas osmoticamente ativas, da expansdo intravascular e da

integridade do endotélio (Upadhyay et al., 2005).

Os hidroxietilamidos sdo caracterizados pelas suas diferentes concentracoes (3, 6
e 10%), diferentes pesos moleculares médios (70, 130, 200 e 450 kDa) e diferentes
graus de substituicdo. Quanto maior o grau de substituicdo, maior sera a meia-vida da
solucdo. Essas particularidades sdo determinantes para o efeito expansor plasmatico e
pressdao oncotica, além dos eventos adversos sobre o sistema de coagulacdo, a fungdo
renal e a anafilaxia (Lobo et al., 2006). Anafilaxia e eventos anafilactoides, apesar de
raros, tém sido descritos em associacdo com coloides semissintéticos e albumina. A
incidéncia de reacbes graves é mais frequente com gelatinas do que com

hidroxietilamidos, dextranas ou albumina (Grocott et al., 2005).

Estudo investigou a influéncia de diferentes tipos de coloides e cristaloides sobre
a ocorréncia de eventos renais (aumento de duas vezes na concentracdo de creatinina ou
necessidade de dialise), avaliando a mortalidade por meio de anélises multivariadas e
pontuacdo de propensdo. Evento renal ocorreu em 17% dos pacientes. Apos o ajuste de
potenciais fatores de confusdo, o uso de coloides artificiais hiperoncoéticos e albumina
hiperoncética foi significativamente associado a ocorréncia de evento renal. A
mortalidade na UTI foi de 27,1% e a utilizacdo de albumina hiperoncotica associou-se a
maior risco de morte nessa unidade. Este estudo sugere que, com 0 uso de coloides
hiperoncoéticos, podem existir efeitos nocivos sobre a funcdo renal. A leséo renal ndo
pode ser descartada, devendo seu emprego ser considerado com precaucdo (Schortgen et
al., 2008).
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Estudo de Honore et al., 2008, levantou a hipo6tese de que o uso de expansores
volémicos hiperoncéticos promoveria lesdao renal. A ocorréncia de eventos renais
adversos sugere que a hiperoncogenicidade ¢ mais relevante do que a natureza do
produto em si. O tipo de hydroxyethylstarch (HES) utilizado foi o 130 /0.4 kDa a 6%.
Surpreendentemente, este HES, moderno, embora seja menos hiperoncético, nédo
reduziu o risco de eventos renais adversos. Mecanismos de lesdo permanecem obscuros,
mas a desidratacdo grave associada a vasoconstricdo da artéria renal parecem ser
requisitos prévios. Geralmente, a sindrome hiperoncética é vista quando a pressdo
oncética é tdo alta que esta compensa a pressdo hidraulica de filtracdo glomerular e,
como consequéncia, suprime a producdo de urina. Sindrome hiperoncética nao se
associa a alteracdes histologicas na maioria dos casos e, portanto, pode ser considerada
lesdo de natureza reversivel. Entretanto, lesdes histologicas minimas podem ocorrer em

tibulos proximais na sindrome hiperoncética relacionada a transplante renal.

Metanélise realizada pela Cochrane, 2012, comparou os efeitos dos coloides
com os dos cristaloides na reposicao fluidica em pacientes graves (trauma, queimadura
e pos-operatdrio) e o seu desfecho. Foram identificados 74 ensaios, sendo 66 com dados
de mortalidade. Vinte e quatro ensaios compararam 0 uso de cristaloide com albumina
ou plasma fresco (9920 pacientes), 21 ensaios compararam com O Uuso de
hidroxietilamido (1385 pacientes), 11 ensaios compararam com 0 uso de gelatina
modificada (506 pacientes) e nove ensaios compararam com o0 uso de dextran (834
pacientes), além de nove ensaios que compararam emprego de dextran e cristaloide
hipertdnico com o de cristaloide isotdnico (1985 pacientes). Concluiu-se que ndo ha
evidéncias de que a ressuscitacdo com coloides reduza o risco de morte em pacientes
com trauma, queimaduras ou em pos-cirurgia. Os coloides ndo estariam associados a
aumento da sobrevida (Perel & Robert, 2012).

James et al., 2011, realizaram estudo controlado, randomizado e duplo-cego que
comparou o uso de solugédo salina a 0,9% com hidroxietilamido 130/0,4 em pacientes
com trauma grave, sendo avaliadas a ressuscitacdo volémica, a recuperacao
gastrintestinal, a funcdo renal e a administracdo de derivados de sangue. Foram

estudados 109 pacientes e a sua evolucdo ao longo da internacdo. Os pacientes foram
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divididos quanto ao mecanismo de trauma, contuso ou penetrante, e quanto ao tipo de
fluido administrado, solucdo salina 0,9% ou HES, sendo formados quatro grupos: B-
HES (trauma contuso/HES), B-SAL (trauma contuso/solucdo salina 0,9%), P-HES
(trauma penetrante/HES) e P-SAL (trauma penetrante/solucédo salina 0,9%). Nao houve
diferengas em relacdo ao tempo de recuperacdo da funcdo intestinal ou a mortalidade
entre os grupos. No trauma penetrante, 0 grupo que recebeu hidroxietilamido mostrou
melhor depuracéao de lactato e menor lesdo renal do que o grupo da solucéo salina (0% X
16%).

Outra pesquisa procurou avaliar a seguranca e eficicia de solucdo coloidal para
ressuscitacdo no trauma, retrospectivamente. Foram estudados dois grupos de pacientes,
um ressuscitado de acordo com o atendimento padrdo do servigco, denominado grupo
SOC (standard of care) e um segundo grupo ressuscitado com o mesmo protocolo,
porém mais complemento de 500 a 1000 mL de solu¢do HET (hetastarch a 6% + SOC)
nas primeiras duas horas de atendimento. Foram 1714 admissGes, sendo 909 pacientes
do grupo SOC e 805 pacientes pertencentes ao grupo SOC + HET. O grupo que recebeu
o coloide apresentou reducdo da mortalidade, sem evidéncia de coagulopatia. Esse dado,
porém, pode ter sido influenciado por viés de selecdo, uma vez que o0 grupo que recebeu
complemento de HET foi escolhido para receber esta terapéutica. Sendo assim, um
estudo randomizado deve ser realizado para garantir o beneficio de um tratamento

relativamente ao outro (Ogilvie et al., 2010).

O choque hemorragico deve ser abordado como etiologia multifatorial, pois
recentes estudos sugerem que o desequilibrio imunolégico junta-se ao desequilibrio
circulatério. As pesquisas, na tentativa de encontrar tratamento para o choque
hemorragico, tém como alvo ndo apenas a restauragdo do volume, mas também a
prevencdo e a melhora dos efeitos inflamatérios e imunoldgicos consequentes a
hemorragia. Infelizmente, os estudos laboratoriais repetidamente mostram que a escolha
do fluido de ressuscitacdo pode piorar a disfuncdo celular induzida pela hemorragia, a

modulacdo imunoldgica e a inflamacdo (Santry & Alam, 2010).

O fator de necrose tumoral, TNF, esta envolvido na regulacdo da proliferacédo

celular e da apoptose, apresentando também atividade pro-inflamatoria. A familia de
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receptores de TNF tem quatro dominios extracelulares, que incluem receptores sollveis
para TNF-a e TNF-B, bem como CD40 ligado a membrana (importante para células B e
ativacdo de macrofagos) e Fas (sinaliza a célula a apoptose). Desse modo, TNF-a é uma
citocina multifuncional que participa da patogénese de varias doencgas, incluindo
doencas autoimunes, inflamatdrias e neurodegenerativas, diabetes mellitus, choque
séptico e insuficiéncia cardiaca congestiva. E a principal citocina mediadora da
inflamacédo aguda, ativa as plaquetas e desempenha, também, papel na génese da febre,
anemia e caquexia. Assim como 0 TNF-a, a interleucina-1 (IL-1) é produzida em
resposta a estimulos inflamatorios e entra como mediadora de diversas respostas
fisioldgicas, incluindo a inflamac&o e as rea¢fes imunoldgicas. Na homeostase, as a¢des
da IL-1 sdo mantidas em equilibrio pelo seu inibidor natural, a IL-1ra (Tayal & Kalra,
2008). Grande variedade de entidades clinicas, incluindo doencas autoimunes,
infeccOes, tumores sélidos, leucemia, doenga de Alzheimer, trauma, infarto isquémico
do miocérdio, asma, enxerto versus hospedeiro e hemodialise, associa-se ao aumento da
producdo de IL-1 (Dinarello, 1996).

A pesquisa esta progredindo rapidamente na area das citocinas e ampliando a
sua aplicacdo clinica, sendo a administragdo de citocinas recombinantes purificadas e a
utilizacdo dos seus antagonistas as duas principais modalidades terapéuticas. No choque
séptico e na faléncia multipla de 6rgdos, as citocinas ja tém papel bem estabelecido
através de trés fortes evidéncias: 1. aumento dos niveis circulantes de citocinas em
animais e pacientes com choque séptico; 2. inducdo de resposta inflamatoria com a
administracdo desses agentes; 3. prevencdo de dano aos 0Orgdos e diminuicdo de
mortalidade pelo blogueio especifico experimental com anticorpos. No choque
hemorragico, porém, o papel das citocinas ainda ndo esta bem estabelecido (Yao et al.,
1998).

Justificativa

Técnicas e farmacos anestésicos mostram avango continuo, mas o
anestesiologista ainda ndo esta livre de complicagdes perioperatorias. Se ha hipovolemia

por hemorragia, por exemplo, havera reacbes compensatdrias, como ativacdo do sistema
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renina-angiotensina-aldosterona, interferindo na funcdo do rim, podendo levar a
isquemia renal. Na pratica clinica, muitas vezes observam-se situacfes de hemorragia
aguda em pacientes submetidos a cirurgias que normalmente ndo apresentariam grandes
perdas sanguineas. Por isso mesmo, o que se observa é que a reposi¢do dessa perda
nunca é imediata, tanto com solucdo cristaloide como com coloide, ou mesmo com
sangue. Até que se consiga repor a perda sanguinea, com uma ou outra solucdo ou
componente sanguineo, decorre um periodo de tempo. Quais as reais consequéncias que
essa situacdo traz para o rim? Os resultados encontrados na literatura sdo controversos,

havendo espaco para muitas pesquisas.
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2 OBJETIVO



Em ratos anestesiados com sevoflurano e que foram submetidos & hemorragia
aguda, investigou-se a influéncia da ressuscitacdo fluidica com solucdo de Ringer ou
hidroxietilamido130/0,4 na pressao arterial média e na histologia e expressdo de

citocinas renais.

Obijetivo



3 MATERIAL E METODO



Para a realizaco desta pesquisa, foi obtida a autorizagdo da Comisso de Etica
em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp. Este estudo
foi desenvolvido com ratos Wistars machos, adultos, com pesos superiores a 250g,
fornecidos pelo Biotério Central do campus de Botucatu. Apds terem sido anestesiados
com sevoflurano a 4% em O,, em campéanula apropriada, os animais foram intubados,
mantidos anestesiados com sevoflurano e distribuidos, por sorteio, em quatro grupos. A

amostra de cada grupo constou de 12 animais.

GSevo - ratos submetidos a hemorragia de 30% da volemia, sem reposicao;

GRinger - ratos submetidos a hemorragia de 30% da volemia e a reposicdo com
solucgéo de Ringer;

GHEA - ratos submetidos a hemorragia de 30% da volemia e a reposi¢do com solucéo
de hidroxietilamido130/0,4;

GSham - ratos que ndo foram submetidos & hemorragia.

Os ratos receberam sevoflurano em concentracdo necessaria para manipulacdo
cirdrgica (Vaporizador Ohmeda, EEUU), com oxigénio em FIO, de 0,3 e ventilacdo
artificial realizada com o aparelho Rodent Ventilator, mod 683 (EEUU), sem reinalacao.
Apos a instalacdo da anestesia, o animal foi colocado sobre e coberto com bolsa térmica
pré-aquecida. Em todos os animais foi:

1)  utilizado term6metro de alcool para leitura continua da temperatura retal;

2) dissecada a veia jugular interna direita para que se introduzisse venocath numero
24 G; por esta via foi iniciada a administracao de solugdo de Ringer na velocidade
de 7mL/kg/h;

3) dissecada a artéria carétida esquerda, a qual foi cateterizada com venocath nimero
24 G para leitura da pressdo arterial média; para tanto, o venocath foi conectado
ao aparelho Datex Engstron (Finlandia) que forneceu a leitura continua da presséo

arterial média.

Apds 30 minutos do inicio do experimento, os animais dos trés grupos sofreram
sangria correspondente a 30% da volemia, pela artéria carotida, realizada em trés

momentos com intervalo de 10 minutos entre eles. Em cada momento foram retirados
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10% da volemia, que foi calculada como sendo igual a 6% dos pesos corpdreos dos
ratos (Erni et al., 1995). Passados 20 minutos da 3% e Gltima sangria, a reposicéo do total
de sangue retirado (30% da volemia) foi iniciada, com solucédo de Ringer (GRinger), em
proporcdo de reposicdo de 3:1 de todo o sangue retirado e com solugdo de
hidroxietilamido 130/0,4 kDa (GHEA), em proporc¢édo de 1:1 de todo o sangue retirado
(Nascimento et al., 2006). A velocidade de infusdo foi aquela que repds a quantidade

em 30 minutos (Ferreira et al., 2005), quando se deu o final do experimento.

Em cada tempo de sangria foram observadas: a pressdo arterial média, a

temperatura retal e a frequéncia cardiaca.

O volume de sangue da 1% sangria foi separado para leitura do hematdcrito.
Vinte minutos apds o 3° tempo de sangria, quando se iniciou a reposi¢do do volume
total de sangue retirado, foi coletada amostra de sangue também para leitura do
hematocrito, 0 mesmo acontecendo no final do experimento (momentos M1, M2 e M3,
respectivamente). Para essa determinacéo, foi utilizado o método do micro-hematocrito,
com o aparelho Centremicro da Fanem (Brasil), sendo o resultado expresso em

porcentagem.

Cessada a reposicdo com solucdo de Ringer e HEA, e tendo sido retirada a
amostra sanguinea para determinacdo do hematdcrito, foi realizada laparotomia para
nefrectomia bilateral. Imediatamente apds, os ratos, ainda anestesiados, foram
sacrificados com injecdo venosa de cloreto de potassio, 19,1%, em dose necessaria para
que a pressao arterial caisse até zero.

Os rins dos animais foram colocados em solucdo de Duboscq-Brasil, durante 24
horas, sendo, a seguir, armazenados em alcool 70% para posterior estudo histolégico. A
solugéo de Duboscqg-Brasil foi utilizada com o intuito de preservar e fixar as estruturas
renais, aumentando a fidedignidade da andlise histologica. Foi preparada na seguinte
proporgdo: 6mL de formol 40%, 12 mL de alcool absoluto, 1,5 mL de acido acético e 8

mL de &cido picrico em solucéo saturada.
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3.1 Atributos estudados

Os atributos estudados em cada um dos animais dos dois grupos de estudo

foram:
1. pressdo arterial média
2. hematocrito

3. exame histoldgico dos rins

&

expressao das citocinas TNF-a e IL-1 no tecido renal

O peso e a temperatura retal serdo apresentados para demonstrar o perfil dos

grupos.

3.2 Momentos estudados

A pressdo arterial média e o hematocrito foram estudados em M1, M2 e M3,

sendo:

M1 — momento utilizado como controle e obtido 30 minutos ap6s o inicio do

experimento, correspondendo ao tempo em que ocorreu a 1% sangria;
M2 - momento obtido 40 minutos apds a 1% sangria e 20 minutos apds a 3% sangria;

M3 — momento em que os ratos foram sacrificados e foi realizada a nefrectomia

bilateral, tendo sido obtido 50 minutos apds a 3% sangria e 30 minutos apds M2.
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22 coleta 32 coleta

Inicio do experimento 12 coleta

Inicio da reposicdo Fim do experimento
12 sangria
22 sangria
32 sangria
M1 M2 M3
30 minutos 40 minutos 30 minutos

Esquema da sequéncia experimental

3.3 Tamanho da amostra

O tamanho da amostra foi determinado baseando-se em dados da literatura —
Diego et al., 2007. Considerando-se uma diferenca em torno de 4% entre médias de
hematocrito dos grupos, com desvio padrdo de 3,5%, nivel de 5% de significancia e

poder do teste de 80%, o tamanho da amostra ficou determinado em 12 animais em cada

grupo.
3.4 Analise histoldgica

ApoOs o preparo das laminas dos rins dos animais (fixagdo em parafina e
coloragdo com hematoxilina/eosina), elas foram avaliadas quanto a presenca de
dilatagdo e congestdo vasculares, dilatacdo, degeneragdo e necrose tubulares. Foram
aplicados escores correspondentes ao grau de importancia de cada uma das possiveis
alteracdes, sendo atribuido valor zero a auséncia de tais alteracdes, valor um para as
alteracdes leves, dois para as moderadas e trés para as intensas. O patologista que

observou as alterac6es ndo teve conhecimento a qual grupo pertenciam os rins.
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3.5 Analise imunoistoquimica

As reacOes de imunoistoquimica seguiram o protocolo do Laboratério de
Imunoistoquimica do Servigo de Patologia Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Unesp, campus de Botucatu.

Para a analise imunoistoquimica, os cortes de rim incluidos em parafina, com
4um de espessura, foram colocados sobre 1amina histolégica, previamente tratada com
organolisano (Sigma A 3648). Os cortes foram desparafinizados em dois banhos de
xilol por 30 min e 20 min, a temperatura ambiente, desidratados em &lcool por 5 min e
lavados com agua destilada. Em seguida, os cortes foram submetidos a recuperacao
antigénica em banho-maria a 96° C, com solucédo pré-aquecida de TRIS EDTA pH 9,0
por 30 min, lavados em &gua destilada, sendo tratados com peroxido de hidrogénio
(H20,) a 10 volumes por 20 min para blogueio da peroxidase endégena. Foram entao
lavados em &gua destilada em dois banhos de TRIS pH 7,4 de 5 min e incubados com
soro normal de coelho por 20 min a temperatura ambiente. Em seguida, foram
incubados com anticorpo primario antigeno-especifico goat anti-rat TNF-a (R&D
Systems AF 510-NA) e goat anti-rat IL-1 (R&D Systems AF 501-NA), diluidos a
1:100 em diluente especifico para os anticorpos, com redutor de fundo (DAKO
Cytomation — S 3022) durante 18 horas a 4° C. As laminas foram lavadas em solucéo
tampado, dois banhos de 5 min cada. Apos esse periodo, foram incubadas com anticorpo
secundario biotinilado coelho anticabra (Southern Biotech 6160-08), diluido a 1:200,
por 30 min a temperatura ambiente em camara Umida, e lavadas em dois banhos de
TRIS pH 74 por 5 min. As laminas foram incubadas com complexo
streptoavidinaperoxidase (Dako Cytomation K 0377), diluido a 1:200, a temperatura
ambiente, por 30 min em cadmara Umida e lavadas em TRIS (dois banhos) por 5 min.
Para visibilizacdo da reacdo, os cortes foram tratados com cromégeno DAB (DAB Dako
cytomation K 3468) durante 5 min e, em seguida, lavados em TRIS e agua destilada. Os
cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris por 3 min e lavados em agua
corrente por 10 min com posterior hidratacdo em alcool, clareados em xilol e montados

sobre laminas com resina sintética Permount. A anélise foi realizada em todo o corte,
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em aumento de 20 e 40 vezes, estabelecendo-se um escore médio para a intensidade de
marcacdo observada nas laminas dos rins de todos os animais. Assim, 0s escores de
células marcadas para cada um dos tipos histoldgicos estudados foram determinados
COmMoO: escore zero = marcagdo ausente; escore um = marcagdo leve; escore dois =

marcacdo moderada; escore trés = marcagao acentuada.
3.6 Analise estatistica

Os dados obtidos foram tabulados em planilha no Programa Excell, sendo
exportados para o Programa Stata 9.0, com o qual se realizou a analise estatistica. Foi
utilizada, na comparacdo entre grupos, analise de variancia ANOVA, seguida do poés-
teste de Tukey, se valor de p<0,05. Na comparacdo entre momentos de um mesmo
grupo, foi utilizado o teste de Friedman. Na anéalise dos escores de histologia, utilizou-
se 0 teste de Wilcoxon na comparagdo entre rins de um mesmo grupo e o teste de
Kruskal Wallis na comparacao entre rins de grupos diferentes, seguido do pds-teste de
Dunn, se valor de p<0,05. Foi considerado um valor de p<0,05 como estatisticamente

significativo.
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4 RESULTADOS



4.1 Peso dos ratos

Tabela 1 — Média * desvio padrao referentes ao peso (g) dos ratos segundo grupo

Grupo Peso

GSevo 381,7455,7
GRinger 368,7+66,5
GHEA 390,0+44,3
GSham 390,0+45,9

p=0,74

Comentéario: a amostra de animais € homogénea quanto ao peso.

4.2 Temperatura retal

Tabela 2 — Média + desvio padrdo referentes a temperatura retal (°C) segundo momento e

grupo
Momentos
Grupos
M1 M2 M3

GSevo 37,4+0,6 37,910,7 37,7£0,5
GRinger 37,7+0,6 37,7+0,4 36,6+2,1
GHEA 37,610,8 37,8+0,5 37,4+0,5
GSham 37,7+0,6 37,8+0,5 37,5+0,6

Comentario: em
GSevo: momentos iguais p=0,18
GRinger: (M1>M3) p=0,03
GHEA: momentos iguaisp=0,28
GSham: momentos iguais p=0,36
em
M1: grupos iguais p=0,62
M2: grupos iguais p=0,75
M3: grupos iguais p=0,10

Resultados



4.3 Pressdo arterial média (PAM)

Tabela 3 - Média + desvio padrdo referentes a pressdo arterial média (mmHg) segundo
momento e grupo

Momentos
Grupos
M1 M2 M3
GSevo 97,4+28,5 54,7+27,0 42,6+22,6
GRinger 98,9+27,7 58,4+19,0 56,8+19,5
GHEA 95,1+27,0 61,6+23,0 92,2+21,3
GSham 99,6+18,0 95,4+14,1 73,3£19,5

Comentario: em
GSevo: (M1>M2 e M3) p=0,004
GRinger: M1>(M2=M3) p=0,01
GHEA: (M1=M3)>M2 p=0,01
GSham: (M1=M2)>M3 p=0,005
em
MZ1: grupos iguaisp=0,97
M2: GSham>GSevo, GRinger e GHEA p=0,02
M3: GSevo< GHEA e GSham; GRinger<GHEA p=<0,001

Em GSevo, com hemorragia e hidratacdo basal, a PAM caiu continuamente até o fim do
experimento. Em GRinger, com reposicao por solucdo de Ringer, a PAM caiu em M2,
20 minutos ap6s o fim da hemorragia, e manteve-se nesses niveis até o fim do
experimento. Em GHEA, com reposicdo por hidroxietilamido130/0,4 a PAM
recuperou-se no final do experimento, M3, depois da redu¢do em M2, 20 minutos apds
o fim da hemorragia. Em GSham, sem hemorragia, a PAM caiu no final do

experimento.

O hidroxietilamido130/0,4 foi eficaz em fazer com que a PAM retornasse aos

valores basais.
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4.4 Hematocrito
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Tabela 4 — Média * desvio padrao referentes ao hematdcrito (%) segundo momento e grupo

Momentos
Grupos
M1 M2 M3
GSevo 41,8451 33,2+4,1 32,5%4,0
GRinger 42,4+3,3 35,0£2,4 26,1+2,3
GHEA 42,7£3,0 33,8+2,4 27,8431
GSham 38,31£5,9 33,545,1 33,445,2

Comentario: em

GSevo: M1>(M2=M3) p<0,001
GRinger: (M1>M2>M3) p<0,0001
GHEA: (M1>M2>M3) p<0,0001
GSham: momentos iguais p=0,10

em

M1: grupos iguais p=0,07

M2: grupos iguais p=0,64

M3: (GSevo=GSham) > (GRinger e GHEA) p=<0,001

Em GSevo, 0 hematocrito caiu apos 20 minutos da hemorragia e assim permaneceu até

o fim do experimento. Em GRinger e GHEA, sob o efeito das solu¢bes empregadas, o

hematocrito caiu, inclusive em M3, momento final. Em GSham, sem hemorragia e

somente com a hidratacdo basal, houve pequena queda do hematdcrito que a analise

estatistica ndo detectou como significativa.

Provavelmente houve efeito de hemodilui¢cdo com as duas solugdes empregadas.
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4.5 Fator alfa de necrose tumoral (TNF-a)

Tabela 5 - Distribuicdo da mediana e dos percentis 25-75 quanto a marca¢do de TNF-a nos rins
direitos (D) e esquerdos (E) dos ratos dos grupos estudados

TNF-a
Grupos i i
Rim D Rim E
GSevo 2,5(2-3) 3(2-3)
GRinger 3(2,75-3) 2,5(2-3)
GHEA 2(2-3) 2(3-3)
GSham 2(2-3) 3(2-3)

Escore O=marcacdo ausente; 1=marcacéo leve; 2=moderada; 3=acentuada

Comentario:
Rim D: grupos iguais p=0,29
Rim E: grupos iguais p=0,41
em
GSevo: rins iguais p=0,36
GRinger: rins iguais p=0,31
GHEA: rins iguais p=0,99
GSham: rins iguais p=0,36

Houve expressdo da citocina TNF-a nos rins de todos os animais. Como os rins de
GSham ja apresentam marcacao pela TNF-a, infere-se que o tratamento cirdrgico
e/ou o sevoflurano podem ser o0s responsaveis pela expressdo desta citocina.

Nenhum tratamento modificou este cenario.
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4.6 Interleucina-1 (IL-1)

Tabela 6 — Distribuicdo da mediana e dos percentis 25-75 quanto a marcacdo da IL-1 nos rins
direitos (D) e esquerdos (E) dos ratos dos grupos estudados

IL-1
Grupos i i
Rim D Rim E
GSevo 2,5(2-3) 3(2,75-3)
GRinger 3(2-3) 2,5(2-3)
GHEA 3(3-3) 3(3-3)
GSham 2,5(2-3) 2,5(2-3)

Escore O=marcacdo ausente; 1=marcacéo leve; 2=moderada; 3=acentuada

Comentario:
RimD p=0,03
P0s teste de Dunn: GHEA difere de GSevo e GSham
Rim E: grupos iguais p=0,11
em
GSevo: rins iguais p=0,34
GRinger: rins iguais p=0,42
GHEA: rins iguais p=0,31
GSham: rins iguais p=0,9

Houve expressdo da citocina IL-1 nos rins de todos os animais com significancia
estatistica entre os rins direitos de GHEA e GSham-GSevo, sendo a expressao
maior em GHEA. Se GSham ja apresenta marcacdo pela IL-1, infere-se que o
tratamento cirurgico e o sevoflurano sdo os provaveis responsaveis pela expressao
desta citocina. A administracdo da solucdo de Ringer ndo melhorou o cenario e a

de HEA piorou.
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Figura 1 - Rim (rato). (A e B) - Imunomarcacdo leve em tabulos renais (escore 1), 20x e 40x.
(C e D) - Imunomarcacdo tubular moderada (escore 2), 20x e 40x. (E e F) - Acentuada
marcacdo nos tubulos renais (escore 3), 20x e 40x. Imunoistoquimica, TNF-a, ABC, DAB,
contra-coloracdo hematoxilina de Harris.
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4.7 Dilatacao vascular (DV)

Tabela 7 — Distribuigdo de frequéncias dos rins de ratos quanto a presenca de DV dentro de

cada grupo
DV

Grupos Nao Sim

N° % N® %
GSevo 24 100 - -
GRinger 23 96 1 4
GHEA 24 100 - -
GSham 24 100 - -

Comentario: grupos iguais

Resultados

Teste de qui-quadrado (p=0,38)



4.8 Congestao vascular (CV)

Tabela 8 — Distribuicdo de frequéncias dos rins de ratos quanto a presenca de CV dentro de
cada grupo

CcVv
Grupos Nao Sim
N° % N° %
GSevo 24 100 - -
GRinger 24 100 - -
GHEA 24 100 - -
GSham 24 100 - -

Comentério: grupos iguais.
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4.9 Dilatacao tubular (DT)

Tabela 9 - Distribuicdo de frequéncias dos rins de ratos quanto a presenca de DT segundo
escore e dentro de cada grupo

DT
Grupos 0 1 2 3
N° % N % N° % N° %
GSevo 24 100 - - - - - -
GRinger 24 100 - - - - - -
GHEA 22 92 2 8 - - - -
GSham 23 96 - - - - 1 4

Escore 0 = ausente; 1 = discreta; 2 = moderada; 3 = intensa; Teste de qui-quadrado (p=0,17)

Comentario: grupos iguais.
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4.10 Degeneracao tubular (DGT)

Tabela 10 - Distribuicéo de frequéncias dos rins de ratos quanto a presenca de DGT segundo
escore e dentro de cada grupo

DGT
Grupos 0 1 2 3
NC % NC % N° % N° %
GSevo 9 37 5 21 10 42 - -
GRinger 6 25 3 13 13 54 2 8
GHEA 1 4 15 63 8 33 - -
GSham 3 13 7 29 8 33 6 25

Escore 0 = ausente; 1 = discreta; 2 = moderada; 3 = intensa; Teste de qui-quadrado de particdo (p=0,002)

Comentéario: GSham apresentou maior percentual de rins com escore 3 em relacdo aos
demais grupos. GHEA apresentou apenas um rim sem degeneracéo tubular e 0 maior

percentual de rins com escore 1, em relacdo aos demais grupos.
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4.11 Necrose tubular (NT)

Tabela 11 - Distribui¢do de frequéncias dos rins de ratos quanto a presenca de NT segundo
escore e dentro de cada grupo

NT
Grupos 0 1 2 3
N° % NT % N° % N° %
GSevo 24 100 - - - - - -
GRinger 23 96 1 4 - - - -
GHEA 23 96 1 4 - - - -
GSham 23 92 1 4 - - - -

0 = ausente; 1 = discreta; 2 = moderada; 3 = intensa; Teste de qui-quadrado de particéo (p=0,55)

Comentario: Grupos iguais.

Figura 2 — Analise histoldgica de rins de ratos submetidos a hemorragia de 30% da volemia e
que receberam solugdo de Ringer (esquerda), GRinger, e solucdo de hidroxietilamido130/0,04
kDa (direita), GHEA. A esquerda, degeneracio tubular e & direita, dilatacdo tubular. Coloragéo:
hematoxilina/eosina — HE.
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Esta pesquisa mostrou que, em ratos anestesiados com sevoflurano e submetidos
a hemorragia de 30 % de sua volemia, com posterior ressuscitacdo fluidica com solucédo
de Ringer ou de hidroxietilamido 130/0,4, a pressao arterial média diminuiu logo apos a
hemorragia e no decorrer do tempo, em valores diferentes nos quatro grupos estudados,
com excegdo daquele ressuscitado com hidroxietilamido, cujos valores retornaram aos
iniciais. Ocorreu, no rim, degeneracdo tubular sem necrose e expressdo de citocinas
TNF-0 e IL-1. A expressdo de IL-1 foi mais marcante nos animais que receberam

hidroxietilamido.

O volume de solucdo cristaloide que deve ser reposto em substituicdo a volume
de sangue perdido ainda ndo foi corretamente calculado e apresentado na literatura
porque o cenario de hemorragia varia bastante, 0 mesmo acontecendo com a reposi¢édo
dessa hemorragia. No presente estudo, houve hemorragia aguda de 30% da volemia
durante vinte minutos, sendo que a reposic¢do do sangue perdido iniciou-se apenas vinte
minutos apds o término da hemorragia, seja com solucdo de Ringer, seja com solugdo
de hidroxietilamido130/0,4.

A temperatura retal foi aferida desde o inicio do experimento para que 0s ratos
dos quatro grupos (GSevo, GRinger, GHEA e GSham) se mantivessem normotérmicos
durante todo o estudo, o que era proposta do modelo. Tentou-se evitar tanto a
hipotermia quanto a hipertermia, sendo que a primeira poderia ser fator protetor para
isquemia renal apds hemorragia e a segunda, por alterar a disponibilidade de ATP e
promover aumento de radicais livres de oxigénio, poderia contribuir para agravar a
lesdo renal (Zager & Altschuld, 1986). Os animais de GRinger, entretanto, em M3,
apresentaram hipotermia leve em relagdo a M2. Como ha entre os dois momentos 30
minutos de intervalo, pode ser que tenha ocorrido algum grau de protecdo renal para 0s

animais deste grupo.

A reducdo do hematdcrito, observada em M2, ou seja, 20 minutos apds a terceira
e Gltima hemorragia nos quatro grupos experimentais, pode ter ocorrido pela hidratagéo
basal oferecida aos animais mesmo apds a sangria. Este fato pode ser observado no
grupo em que ndo houve hemorragia (GSham), embora em menor propor¢do que nos

demais. Também, em choque hemorragico, constricdo arteriolar em Grgdos menos
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essenciais, como a musculatura esquelética, por exemplo, redistribui sangue para 6rgéos
vitais e ha diminuicdo na pressdo capilar, facilitando a absorcédo de fluidos e ocorrendo

hemodiluicdo (Mazzoni et al., 1994).

No grupo em que ndo houve reposi¢cdo (GSevo), o hematdcrito ndo mais
diminuiu no momento M3, ocorrido 50 minutos ap6s a Ultima sangria, mostrando que o
mecanismo proposto por Mazzoni et al., 1994, foi estanque. Por outro lado, os dois
outros grupos que sofreram hemorragia e receberam tanto solucdo de Ringer (GRinger)
quanto solugéo de hidroxietilamido 130/0,4 (GHEA) continuaram a apresentar redugéo
no valor do hematdcrito. Com a reposicdo da perda sanguinea com as duas solucgdes,
pode ter ocorrido hemodiluig&o.

Ja com relacdo aos resultados da pressdo arterial média (PAM), cada grupo
apresentou comportamento proprio. Em GSevo, que sangrou e apenas recebeu
hidratacdo basal, sem reposicdo adequada, a PAM reduziu-se paulatinamente e, em M3,
seus valores foram os mais baixos do experimento. No grupo em que n&o houve sangria
(GSham), a PAM diminuiu significativamente somente em M3 e isto pode ser devido a
acao do sevoflurano em um organismo no qual o estimulo cirargico esta ausente. Com o
uso de anestésicos volateis, como o sevoflurano, a diminuicdo da PAM é um efeito
comum e dose-dependente, cujo mecanismo primario é a diminuicdo da resisténcia

vascular sistémica (Pagel et al., 2010).

Nos dois grupos que receberam reposicdo de volume 20 minutos apds o término
dos periodos de hemorragia, M2 apresentou-se com hipotensdo. Entretanto, em M3,
com o hidroxietilamido130/0,4 a PAM voltou aos valores normais dos animais,
enquanto que com a solucdo de Ringer este atributo conseguiu apenas manter-se igual a
M2. Ou seja, para restaurar a PAM, a solucdo de hidroxietilamido130/0,4 mostrou-se

superior a de Ringer.

Solucgdes cristaloides, com predominancia de ions de sddio e cloro, expandem os
compartimentos intravascular e intersticial, uma vez que sdo livremente permeaveis
através da parede endotelial. Com a administracdo dessas solucfes, a expansdo do
plasma serd de apenas 20%. Teoricamente, as solucBGes coloidais permanecem no

compartimento intravascular, provocando expansdo plasmatica em volume igual ao do
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volume infundido. A maior persisténcia intravascular é raz&o para o uso dos coloides
em Anestesiologia. Seu peso molecular e, portanto, sua pressdo coloidosmdtica,
determina o grau de expansao volémica. J& seu peso molecular e as caracteristicas de
sua carga de superficie determinam o grau de sua perda através da barreira endotelial
capilar para o espaco intersticial, bem como o grau de filtracdo glomerular e a perda
para a urina. Para o hidroxietilamido 130/0,4, estima-se que, 30 minutos apds sua
administracdo, 75% do volume infundido ainda persistirdo na corrente circulatoria,

assim contribuindo para a manutencao da pressdo arterial (Vercueil et al., 2005).

Entretanto, estudos com animais documentaram a exacerbacdo da perda
sanguinea, com consequente aumento da mortalidade, quando a ressuscitacdo sanguinea
leva a pressdo arterial para valores normais antes do controle da hemorragia
(Kowalenko et al., 1992; Stern et al., 1993; Holmes et al., 2002). A preocupacao de que
coagulos delicados e precoces possam ser desfeitos pelo retorno rapido a presséo arterial
normal tem dado municdo para que se pesquisem diferentes condutas para a

ressuscitacdo, denominadas ressuscitacdo hipotensiva e retardada.

A medida da pressao arterial € tradicionalmente utilizada como avaliacdo da
liberacdo de oxigénio para os tecidos, mas é um preditor grosseiro da perfusdo tecidual
e do suprimento de oxigénio em nivel circulatorio ou celular (Holley et al., 2012). Apo6s
hemorragia, ha diminuicdo da perfusdo macrovascular que se manifesta como
hipotensdo sistémica e decréscimo na perfusdo organica periférica (vasos maiores)
(Nunn & Freeman, 1964). Em dltima analise, isto resulta em reducdo da perfuséo
microvascular (capilares). A hipoperfusdo microvascular cria condi¢des hipoxicas que
rompem a membrana mitocondrial, determinando a geracéo de elétrons livres, agentes
da lesdo tecidual oxidativa (Onem et al., 2003; Abdelrahman et al., 2004, 2005). O
choque hemorragico seguido de ressuscitacdo provoca estresse oxidativo, que resulta
em multiplos danos a 6rgéos, sendo o rim um desses alvos de leséo tecidual oxidativa.
A heme oxigenase (HO)-1, enzima que limita a taxa de catabolismo do heme, é induzida
por estresse oxidativo, sendo essencial para proteger as células epiteliais de lesdo pelas

propriedades anti-inflamatorias e antiapoptoticas (Arimori et al., 2010).
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A degeneracdo tubular foi a lesdo mais encontrada nos rins dos animais
estudados. No grupo GRinger, no qual se repds a perda volémica com solucdo de
Ringer, a lesdo mais frequente foi degeneracao tubular moderada, enquanto que o grupo
que recebeu hidroxietilamido 130/0,4, GHEA, apresentou maior nimero de rins com
escores de degeneracdo tubular discreta. O grupo GSham, que foi anestesiado com
sevoflurano e sofreu a instrumentacdo cirdrgica do modelo experimental, mas nao a
hemorragia de 30% da volemia, apresentou alguns rins com degeneracdo tubular
intensa, ocorréncia que foi estatisticamente significativa com relacdo aos demais grupos.
Ja no grupo que ndo foi ressuscitado e que recebeu apenas solucdo de Ringer como
hidratacdo basal (GSevo), houve distribuicdo homogénea em nimero de rins sem leséo,
com leséo leve e lesdo moderada. Uma provavel explicacdo para o aparecimento dessa
lesdo seria a acdo do sevoflurano, que pode ndo ser totalmente inbcuo como agente
anestésico. Quando utilizado em circuitos com absorvedores de dioxido de carbono,
como cal baritada e sodada, o sevoflurano degrada-se formando um composto com base
de éter e vinil, denominado composto A (fluoromethyl-2,2-difluoro-1-[trifluoromethyl]
vinylether), o qual induz nefrotoxicidade no ser humano. Ele também pode resultar em
lesdo renal transitoria em ratos. O mecanismo da toxicidade é controverso, porém
parece estar relacionado a via da cysteine conjugate lyase, a qual é 10 a 30 vezes menos
ativa no ser humano (Gents & Malan, 2001). Como nesta pesquisa nao houve
reutilizacdo de gases expirados, esta ndo é uma via para a explicacdo do possivel papel

do sevoflurano nas alteragdes renais encontradas.

Outra possibilidade que explica a toxicidade renal do sevoflurano € a liberacéo
do ion fluoreto de sua férmula por meio de metabolismo oxidativo (Nuscheler et al.,
1998). Estudo clinico mostra que a concentracdo sérica de ion fluoreto muitas vezes
eleva-se até 50 umoL/L, mesmo quando o sevoflurano é administrado durante cirurgia
de média duracdo (Kobayashi et al., 1992). Por causa de sua baixa solubilidade sangue-
gés e rapida eliminacéo, as concentra¢bes do ion fluoreto caem muito rapidamente apds
cirurgia e ndo se espera toxicidade renal pela sua administracdo. Embora parega que o
potencial para lesdo renal ou diminuicdo da funcdo do 6rgdo em pacientes saudaveis,

como resultado da presenca do fluoreto inorganico, ndo seja problema clinico
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importante, ha relatos, como o de Artru, 1998, mostrando leséo renal induzida pelo

fluoreto apds anestesia pelo sevoflurano.

Os animais de GSham ficaram sob agdo do sevoflurano, com vasodilatacédo
durante a maior parte do experimento. Nao foram submetidos & hemorragia e néao
receberam outra solugdo além da solugdo de Ringer em dose de administracdo basal. J&
os ratos de GSevo, também sob anestesia pelo sevoflurano e solucédo de Ringer em dose
de administracdo basal, sofreram hemorragia e seus rins, portanto, permaneceram algum
tempo sob acdo do sistema nervoso simpatico, 0 que provoca vasoconstricdo para
desvio de sangue para 6rgdos mais nobres. Se para que haja toxicidade renal é
importante o tempo de exposic¢do ao sevoflurano (Eger et al., 1997; Ebert et al., 1998),
os rins dos animais de GSham, devido a vasodilatacao, tiveram maior exposicdo a este
anestésico volatil, o que poderia explicar a maior quantidade de degeneracdo tubular
intensa que apresentou, assim como a menor quantidade de rins sem este tipo de

alteracéo (apenas um) entre todos 0s grupos que se estudaram.

Um estudo evidenciou nefrotoxicidade subclinica transitdria apos anestesia com
o sevoflurano. Pacientes foram submetidos a procedimentos ortopédicos periféricos que
duraram mais do que cinco horas, ficando expostos a isoflurano e sevoflurano. Os
resultados foram relatados para dois grupos com sevoflurano — aqueles com niveis de
fluoreto inorganico menores que 50 PM/L (SeVOopaixo) € aqueles com niveis maiores que
50 UM/L (sevoar,). Esta categorizacdo baseou-se em niveis de fluoreto inorganico
determinados em uma hora de pés-operatério: 4,8 uM/L para isoflurano, 36,8 uM/L
para 0 grupo SeVOpaixo € 55,8 UM/L para 0 grupo sevog,. Uréia, creatinina e clearance
de creatinina estavam normais em todos os grupos durante o estudo. A osmolalidade
urinaria maxima mostrou tendéncia no grupo sevog, para o lado de desenvolvimento de
lesdo. Niveis de N-acetil-B-glucosaminidase (NAG) dos grupos SeVOpaixo € SEVOaito
estavam duas e trés vezes mais altos que os do grupo do isoflurano, respectivamente.
Além disso, 0s pacientes do grupo sevo,g, mostravam evidéncias de lesdo renal
subclinica. Clinicamente, ocorreu perda transitoria da habilidade de concentracéo renal
em metade dos pacientes do grupo Sevog. A disfungéo resolveu-se em seis dias (Bito
& lkeda, 1994).

Discussao



Recente revisdo de literatura mostrou que numero consideravel de estudos
sugere que a lesdo celular ndo seja influenciada somente pelo choque, mas também pela
estratégia fluidica. Solugdes cristaloides, como a de Ringer lactato, por exemplo, podem
desencadear respostas inflamatdrias, excitacdo neutrofilica e inducdo de apoptose e
necrose celular (Alam & Rhee, 2007).

O hidroxietilamido 130/0,4 (HEA) utilizado neste presente estudo, Voluven®,
um polissacarideo com peso molecular de 130 kDa, é um HEA de terceira geracdo. Suas
caracteristicas farmacoldgicas condicionam sua eliminacdo e estocagem tecidual e,
como consequéncia, seus efeitos secundarios, como, por exemplo, sobre o
funcionamento renal (Wierre et al., 2010). Atualmente, ha trés mecanismos que
explicam o aparecimento de disfuncdo renal secundaria a utilizacdo do HEA. O
primeiro esta ligado ao aumento da pressdo oncotica nos capilares glomerulares. Esta
pressdo oncotica ird contrabalancar a pressdo de filtracdo glomerular e, assim, diminuir
a filtracdo glomerular (Schortgen et al., 2008). O aumento da viscosidade da urina
tubular mais a formacdo de depositos coloides no tibulo seriam igualmente a causa do
aparecimento de disfuncdo renal com a utilizacdo de HEA. O terceiro mecanismo seria
o0 aparecimento de lesbes nos tubulos proximais descritas em microscopia eletrénica sob

0 nome de nefrose osmética (Dickenmann et al., 2008).

Onem et al., 2003, submeteram ratos anestesiados com cetamina intramuscular a
hemorragia durante 10 minutos, até que a pressao sistolica caisse para 40-35 mmHg. Os
animais permaneceram em choque hemorragico por 45 minutos, quando foram
administradas, nos mesmos volumes retirados de sangue, varias solucGes diferentes
(sangue total, solucdo de NaCl a 0,9%, solucdo de Ringer lactato, amido a 6% e 10%,
dextran 40%), exceto no grupo controle, o qual ndo foi ressuscitado. Neste grupo, apds
45 minutos de hipotensdo, a microscopia de luz e a microscopia eletrénica dos rins
mostraram alargamento glomerular e do espaco de Bowman, sendo que os tubulos
proximais se encontravam com extensa vacuolizacdo e edema celular, mitocondrial e de
lisossomas. Muitos desses tubulos evidenciaram distor¢do marcante, com edema de
microvilosidades e extenso desaparecimento da borda em escova. Observou-se numero

aumentado de lisossomas e de vacuolos no citoplasma apical. Degeneracdo nos
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capilares glomerulares, picnose em poddcito e espessamento da Iamina basal da capsula
glomerular também foram observados. Numerosos capilares peritubulares apresentavam
mitocondrias livres e outros debris celulares. O endotélio desses capilares apresentou
muita descontinuidade, o que, ocasionalmente, mostrou ocupacdo por plaquetas, as
quais aderiram a membrana basal adjacente. As ressuscitacbes com sangue total e
solucdo de dextran 40 foram as terapéuticas que mais preveniram 0s danos renais

estruturais.

Outros autores, anestesiando ratos com cetamina e submetendo-0s a hemorragia
de 30% da volemia, sem ressuscitagdo fluidica, também obtiveram alteracbes na
histologia do rim, inclusive necrose tubular, em periodo de tempo muito curto (30
minutos) apos o termino da hemorragia (Rusafa et al., 2006). Assim, mais uma vez se

observa a importancia do anestésico utilizado para anestesia de base dos animais.

Do ponto de vista histologico, a necrose tubular é o cléssico estigma de
diminuicdo na funcdo renal e a avaliacdo das alteracBes nos tabulos proximais
superficiais e na microcirculacdo peritubular permanece como boa medida de lesdo em

modelo de insuficiéncia renal apds choque (Haab et al., 1996; Yin et al., 1996).

No presente estudo, observou-se necrose tubular aguda apenas nos grupos que
receberam reposi¢do volémica e no grupo que ndo foi submetido a hemorragia. Esta
necrose, porém, apareceu somente em um rim de cada grupo, o que nao foi
estatisticamente significativo. Esta necrose pode ser explicada pelo desenvolvimento de
obstrucdo intratubular e perda da integridade tubular com liquido extravasado, sendo
caracteristicas proeminentes na regido cortical de rins com leséo séria ap0s isquemia
(Gaudio et al., 1983; Yin et al., 1996). A descamacédo das microvilosidades da borda em
escova leva a compactacdo e obstrucdo intratubulares com vesiculas citoplasmaéticas
(Gaudio et al., 1983). Assim, acredita-se que possa ter ocorrido necrose tubular nos rins

dos ratos com degeneracdo mais intensa.

As alteracdes fisiopatoldgicas apos dano renal isquémico sdo complexas e em
parte relacionadas ao tempo do intervalo isquémico. Apds 25 minutos de choque, as
células tubulares proximais caminham para lesdo progressiva, com perda da borda em

escova, formacéo de vesiculas citoplasmaticas, necrose das células epiteliais e cilindros
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intratubulares abundantes (Gaudio et al., 1983). Nos tubulos dos rins dos ratos da
presente pesquisa, a hemorragia de 30% da volemia determinou perda da integridade
tubular 50 minutos apos o término da hemorragia, tempo também coincidente com o
final da reposicdo desse sangue perdido com solucéo cristaloide ou coloide. Os animais
dos grupos GRinger e GHEA permaneceram em choque durante 20 minutos, quando se
iniciou a reposi¢do. Os animais de GSevo ndo foram ressuscitados e estiveram apenas
com a administracdo basal de solucdo de Ringer por 50 minutos. Segundo Mehta et al.,
2004, necrose tubular aguda seria o resultado de hipoperfusdo prolongada ou mais
grave, muitas vezes coexistindo com outras lesdes renais. Necrose tubular aguda néo foi

observada em GSevo, apenas degeneracao tubular.

Lesdo renal aguda (LRA) pré-renal e necrose tubular aguda (NTA) séo partes do
espectro de manifestacdes da hipoperfusdo-LRA pré-renal, sendo uma resposta a
hipoperfusdo de leve a moderada. E notavel que perdas do fluido extracelular ou
hipoperfusdo renal transitéria (parada cardiaca ou clampeamento adrtico) ndo causem
NTA na auséncia tanto de comprometimento renal pré-existente como de outra lesdo
nefrotdxica (Domanovits et al., 2001). A lesdo tubular é a marca registrada da NTA e é
mais grave na parte mais externa da medula renal durante lesdo produzida por fluxo

sanguineo reduzido, com consequente isquemia (Olsen & Hansen, 1990).

NTA isquémica é observada mais frequentemente em pacientes apos grandes
cirurgias, trauma, hipovolemia grave, sepse e queimadura (Clarksonet al., 2008). A
NTA que complicou apds trauma é frequentemente multifatorial em sua origem e
devida a combinacgédo de efeitos da hipovolemia e da mioglobina ou de outras toxinas
liberadas pelo dano tecidual. Nos animais da presente pesquisa pode ndo ter ocorrido
hipovolemia grave uma vez que, antes da reposicdo da perda de 30% da volemia,

estavam sendo administrados, aos ratos, 7mL/kg/h de solucéo de Ringer.

Cotton et al., 2006, no entanto, publicaram artigo de revisdao no qual mostram
que estratégias de ressuscitacdo agressiva baseadas em cristaloides associam-se a
complicagbes cardiacas e pulmonares, alteracbes de motilidade gastrintestinal,
distdrbios de coagulacdo e disfungdo imunologica e inflamatoria. Também se observa

desequilibrio da osmolaridade intra e extracelular. Distarbios no volume celular
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rompem 0S NUMEerosos mecanismos responsaveis por manter sob controle a cascata
inflamatdria. Por outro lado, estratégias que restringem a administracdo de fluidos
associaram-se com menor frequéncia a sindrome da angustia respiratéria aguda e menor
tempo para o paciente se recuperar da mesma. Portanto, regimes de ressuscitacdo que
provocam elevagdes precoces no fluxo sanguineo e na pressdo arterial podem resultar
em maiores hemorragias e mortalidade que aqueles regimes que permitem que na

ressuscitacdo o fluxo e a pressdo aumentem de modo gradativo e mais tardiamente.

Em relacdo ao estudo imunoistoquimico, houve expressdo renal de IL-1 em
todos os animais, porém com significancia estatistica apenas em GHEA quando
comparado a GSevo e GSham. Os rins direitos destes grupos diferiram
significativamente, sendo que em GHEA a expressdo da citocina foi maior. Se 0s rins
de GSham ja apresentam marcacdo pela IL-1, pode-se dizer que o tratamento cirdrgico
e/lou o sevoflurano sdo os provaveis responsaveis pela expressdo desta citocina. A
administracdo da solucdo de Ringer ndo melhorou esse cenario e a solucdo de HEA
seria a causa da maior expressao evidenciada em todos os animais. A literatura diz que o
uso de hidroxietilamido estd associado a diminuicdo significativa da liberacdo de
citocinas pré-inflamatérias e moléculas de adesdo, porém quando se comparou com 0

uso de solugdes isotonicas e de Ringer lactato (Lang et al., 2003).

Também houve expressdo de TNF-o nos rins de todos os ratos estudados,
contudo sem diferencas significativas entre os grupos. Com relacdo a esta citocina, pode
ser, também, que o sevoflurano e/ou a cirurgia tenham sido gatilhos para a sua
expressao. Esperava-se que o grupo GSevo, que sofreu hemorragia sem ressuscitacao,
apresentasse maior expressao dessa citocina. Como este grupo mostrou-se igual ao
GSham, a hidratacdo basal pode ter contribuido para melhorar a resposta inflamatoria ao

estresse hemorragico.

Jiang et al., 1997, demonstraram que 0 TNF-a ¢ a primeira citocina a aparecer
nos tecidos de ratos, seguida pela IL-1p, ap6s choque hemorragico. Os autores sugerem
que a liberacdo de citocinas em 6rgdos vitais representa papel importante na lesdo dos
mesmos apds choque hemorragico. Os rins sdo capazes de produzir TNF-a em resposta

a lipopolissacarideos, ao proprio TNF-a (por meio de mecanismo de up-regulation), ou
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a IL-1. Os oxidantes liberados durante a reperfusdo de um tecido isquémico também
estimulam a transcricdo de fatores envolvidos na expressdo do TNF-a (Donahoo et al.,
1999a).

Sato et al., 2004, estudaram, no rato, o papel do TNF-a na disfungdo renal apds
hemorragia de 16,7% da volemia, sem ressuscitacdo fluidica, utilizando um composto
que antagoniza uma via de sinal intracelular com importante papel na expressao do
MRNA de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e IL-1B. Ap6és uma hora de
hemorragia, a expressdo do mMRNA de TNF-a no rim e as concentragBes séricas de
TNF-a estavam mais altas. O tratamento intraperitoneal prévio com o composto
estudado inibiu significativamente o aumento de TNF-a. A infiltragdo de células
inflamatdrias e a lesdo celular tubular, induzidas pela hemorragia, foram suprimidas e a
disfuncdo renal foi dramaticamente reduzida no grupo que recebeu o tratamento com o
referido composto. As alteracbes morfolégicas também foram mais leves no grupo

tratado, quando se comparou este ao grupo néo tratado.

Barahmi et al., 1997, realizaram pesquisa que investigou o papel do TNF-a na
faléncia multipla de 6rgaos e mortalidade causadas pelo choque hemorragico. Utilizou-
se, neste estudo com ratos, um anticorpo monoclonal para TNF-a, o TNF-a Mab. Os
ratos foram anestesiados e submetidos a periodo prolongado de choque hemorragico
(pressdo arterial média de 30-35mmHg durante 180 minutos) seguido de ressuscitacao
por 50 minutos. Os ratos tratados com TNF-o Mab na dose de 20 mg/kg apresentaram
diminuicdo do indice de resisténcia periférica e mostraram-se superiores quanto a
protecdo de Orgdos. A taxa de sobrevida nas primeiras 48 horas foi significativamente

mais alta no grupo que recebeu TNF-a Mab quando comparada a do grupo controle.

Kong et al., 2010, estudaram os efeitos renais do sevoflurano em modelo
experimental de transplante hepatico em ratos. Os autores postularam que o sevoflurano
poderia interferir na cascata inflamatoria e na lesdo de isquemia/reperfusdo em muitos
orgdos, incluindo o rim, e concluiram que ele teria modulado a resposta inflamatéria
nesses rins. Foram citados dois estudos de Lee et al.,, 2004, 2006, utilizando
sevoflurano. O primeiro baseou-se em modelo de isquemia/reperfusdo renal em ratos,

com efeitos protetores do o6rgao por esse anestésico volatil, e o segundo baseou-se em
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estudo in vitro com culturas de células de tbulo proximal, no qual ocorreram efeitos
antinecroticos e anti-inflamatorios. Para desenvolverem seu estudo nos rins de ratos que
sofreram transplante hepatico, Kong et al., 2010, pesquisaram duas citocinas no soro
desses ratos que foram anestesiados com sevoflurano, TNF-a e IL-6. Entretanto, néo
houve pesquisa dessas citocinas no tecido renal. E esses autores compararam as
dosagens obtidas no grupo anestesiado com o sevoflurano com dosagens no soro de
animais anestesiados com hidrato de cloral. Obtiveram resultados melhores no grupo
anestesiado com sevoflurano e concluiram o que ja foi exposto anteriormente, ou seja,
que o sevoflurano modulou a cascata inflamatéria, mas quando comparado com o
hidrato de cloral. Houve aparecimento de necrose com ambos 0s anestésicos, mas 0S

autores encontraram grau menor dessa alteracdo com o sevoflurano.

Em estudo in vitro com mondcitos humanos, Sato et al., 1996, ja& haviam
investigado se o sevoflurano inibiria as secre¢cbes de TNF-a e IL-1B, quando sob
estimulo por lipopolissacarideo (LPS), de modo dose-dependente. Mondcitos
estimulados por LPS foram cultivados por trés horas na presenca de sevoflurano em
concentracdo de 1% e 5%. Outro grupo de mondcitos foi cultivado na auséncia de
sevoflurano. As citocinas estudadas, TNF-a e IL-1p, aumentaram ap6s estimulagdo com

LPS e este aumento n&o foi inibido pelo sevoflurano.

Existem estudos que focalizaram a producdo de TNF-a em hemorragia grave
(50% da volemia) ou prolongada com ressuscitacdo fluidica (Abraham et al., 1995;
Jiang et al., 1997; Tani et al., 2000). Esta citocina pro-inflamatéria seria a de maior
importancia durante os eventos de isquemia e reperfusdo relacionados com a
hemorragia (Guo et al., 1995; Donnahoo et al., 1999b), tendo papel importante na
inflamacdo excessiva, autodestrutiva, induzindo, no final, faléncia de multiplos 6rgaos
pela ativagdo de neutrofilos (Donnahoo et al., 2000). No homem, apos trauma grave,
chogue hemorragico e ruptura de aneurisma de aorta abdominal, encontrou-se
concentragdo aumentada de TNF-a, IL-1 e IL-6 (Roumen et al., 1993). TNF-a também
¢ o gatilho para liberacdo de outras citocinas pro-inflamatorias, como a IL-1P
(Dinarello, 1996; Suitters et al., 1994). No presente experimento, sua imunomarcacao

estd expressa em todos os rins estudados, sem diferenca significativa entre 0s grupos,

Discussao



porém em todos a degeneracdo tubular € observada. Portanto, pode-se deduzir que o
TNF-a teve implicacdo no comportamento histoldgico observado, sem que tenha sido a

hemorragia o gatilho para seu aparecimento, ja que GSham também teve sua expressao
no tecido renal.

Discussao



6 CONSIDERAGOES FINAIS



No Laboratério Experimental do Departamento de Anestesiologia ja foram
realizados varios estudos com modelo experimental semelhante ao desta pesquisa.
Nesses outros experimentos, sempre com ratos e com a retirada de sangue
correspondente a 30% da volemia, nunca houve reposicdo de volume adequado para a
perda sanguinea, sendo a hidratacdo basal realizada com solugdo de Ringer em apenas
5,0 ou 5,7mL/kg/h. Nos rins de todos esses animais sempre Se encontrou necrose
tubular (de Souza Silva et al., 2006; Rusafa Neto et al., 2006; Diego et al., 2007; Eberle,
2007; Marangoni et al., 2007, Guedes et al., 2012). Desse modo, como ndo foi realizada
ressuscitacdo em GSevo, esperava-se encontrar NTA nos rins de seus animais, mas isto
ndo foi observado. Pode ser que a hidratagdo basal administrada, com solugdo de
Ringer, 7mL/kg/h, tenha sido suficiente para atenuar a necrose que ocorreria com 0
choque hemorragico. Por outro lado, GSham, que ndo sofreu hemorragia, ndo deveria
ter sido o grupo de animais com as alteracGes histol6gicas mais acentuadas nos tabulos,
como o foi. Existe a possibilidade de que os ions fluoretos tenham tido participacdo
nesses resultados, uma vez que, com a vasodilatacdo ocorrida em consequéncia a acao
do sevoflurano, houve maior exposicdo ao anestésico. Com relacdo ao estudo
imunoistoquimico, parece que as expressdes das citocinas IL-1 e TNF-a foram
estimuladas pelo sevoflurano e/ou pela instrumentacdo cirtrgica. A solucdo de Ringer,
como administracdo basal, pode ter sido responsavel pela melhor resposta das citocinas,
enguanto que a solucdo de hidroxietilamido 130/0,4 acentuou a expressao de IL-1. A
solucdo de HEA mostrou-se superior a de Ringer, em qualquer volume administrado, na
ressuscitacdo da pressao arterial média.

Consideracgfes Finais



7 CONCLUSAO



A resposta da pressdo arterial media foi melhor ap6s ressuscitagdo com a
solucdo de hidroxietilamido 130/0,4. O sevoflurano e/ou o estresse cirurgico foram
responsaveis pela degeneracdo tubular observada e pela expressdo renal de IL-1 e TNF-
a, sendo que a solu¢do de Ringer, mas em administracdo basal, melhorou a resposta

histologica, enquanto que a de hidroxietilamido 130/0,4 acentuou a resposta
inflamatoria.

Conclusao
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