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RESUMO

DINIZ, M. S. Avaliacdo do hidroxietilamido de terceira geragao (“Tetrastarch” ) em relacéo ao ringer
lactato como fluido de reposicéo volémica em cdes s  ubmetidos & hemodiluicdo normovolémica
aguda. Botucatu, 2017. 155 p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista, Botucatu.

Justificativa:  Coloides sintéticos como o “Tetrastarch* (TS), quando comparados aos
cristaloides isotbnicos, sdo expansores volémicos mais eficazes e minimizam o risco de edema
tecidual. Entretanto, o TS pode causar efeitos adversos sobre a coagulacdo e, em pacientes
sépticos, pode aumentar o risco de injdria renal aguda e morte.

Hipoteses: Formularam-se as hipdteses de que, em cédes sadios, a HNA com TS nao resultaria
em evidéncia de IRA; enquanto que a inibicdo da coagulacéo induzida por este coloide seria ao
menos equivalente a produzida pelo Ringer Lactato (RL). A HNA com TS, quando comparada a
HNA com RL, resultaria em menor acimulo de agua extravascular pulmonar e menor incidéncia
de edema periférico.

Materiais e Métodos: Seis caes (19,7-35,3 kg) foram anestesiados durante 7 horas com
isoflurano/remifentanil em 3 ocasifes. Na primeira ocasido (Fase I), os animais ndo foram
submetidos a HNA (controle). Na Fase I, iniciada ap6s intervalo > 2 semanas do término da Fase
I, os cées foram anestesiados em 2 ocasides para realizacdo de HNA, em um modelo
experimental randomizado (intervalo > 8 semanas). Em cada procedimento, o sangue removido
foi reposto com RL ou TS, (3 mL de RL ou 1 mL de TS para cada 1 mL de sangue removido),
durante 60 minutos, visando reduzir o hematdcrito para 33%. A anestesia foi mantida por 4 horas
apos a reposicao volémica (RV). As variaveis cardiorrespiratdrias foram coletadas no momento
BL (basal, antes da HNA), 0,5, 1, 2, 3 e 4 horas apds a RV. Os biomarcadores de IRA (NGAL,
creatinina) foram mensurados no momento BL, 4, 24 e 72 horas ap6s a RV. A hemostasia foi
avaliada no momento BL, 0,5, 2, 4 e 24 horas ap6és a RV.

Resultados: No tratamento TS, o indice de agua extravascular pulmonar (EVLWI), observado a
1 hora apds a RV, foi significativamente menor (P < 0,05) em relacdo ao controle. As 4 horas
apés a RV, o EVLWI no tratamento TS foi significativamente menor em comparagcao ao
tratamento RL. A relacdo pressao parcial de oxigénio arterial/fracdo inspirada de oxigénio nao
diferiu entre tratamentos (P > 0,05) entre 0,5-4 horas apds a RV. Edema de cabeca foi observado
em 3/6 cdes somente no tratamento RL. A relacdo lipocalina associada a gelatinase
neutrofilica/creatinina urinéria ndo diferiu entre os tratamentos e manteve-se abaixo do limite
para deteccao de IRA (120.000 pg/mg) durante 72 horas ap6s a RV. O tempo de formacédo do
coagulo aumentou significativamente em relacéo ao controle por um periodo mais prolongado
no tratamento RL (entre 0,5-4 horas apés a RV) do que no tratamento TS (entre 0,5-2 horas
apos a RV). A firmeza maxima do coagulo se reduziu significativamente em relagéo ao controle
por um periodo idéntico para ambos os fluidos (entre 0,5-4 horas apés a RV). Nao foram
detectadas diferencas significativas no tempo de sangramento de mucosa oral apés a RV.
Conclusbes: O TS, quando empregado em caes saudaveis submetidos a HNA, além de nao
produzir evidéncia de IRA, causa coagulopatia dilucional transitéria de forma semelhante ao RL.
O emprego do TS como fluido de reposi¢cédo volémica na HNA é preferido em relacdo ao RL, uma
vez que este coloide resulta em menor acimulo de agua extravascular pulmonar que o RL e ndo
produz evidéncia de edema periférico.

Palavras chaves: cées; coagulacdo; coloides; lesdo renal aguda; transfusdo de sangue.



ABSTRACT

DINIZ, M. S. Evaluation of a third generation hydroxyethyl sta rch (Tetrastach), in
comparison to Lactated Ringer’s Solution (LRS), as a volume replacement fluid in healthy
dogs undergoing acute normovolemic hemodilution. Botucatu, 2017. 155 p. Tese (PhD) —
Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

Rationale: Synthetic colloids such as tetrastarch solution (TS), when compared to crystalloids,
are more effective plasma expanders and minimize the risk of edema. However, TS may cause
adverse effects on coagulation and, in septic patients, may increase the risk of acute kidney injury
(AKI) and death.

Hypotheses: The first hypothesis was that, in healthy dogs, acute normovolemic hemodilution
(ANH) with TS would not induce AKI; while the coagulation impairment induced by this colloid
would be at least equivalent to that induced by lactated Ringer’s solution (LRS). The second
hypothesis was that ANH with TS, when compared to ANH with LRS, would cause less extra-
vascular lung water accumulation and less evidence of peripheral edema.

Material and Methods: Six dogs (19.7-35.3 kg) were anesthetized with isoflurane/remifentanil
on 3 occasions. During the first occasion (Phase I), animals did not undergo ANH (control). During
Phase I, initiated after an interval of at least 2-weeks, the same dogs underwent anesthesia for
ANH on 2 occasions, in a ramdomized crossover design (washout interval > 8-weeks). During
both procedures, the blood withdrawn was replaced with LRS or TS (3 mL of LRS or 1 mL of TS
for each 1 mL of blood removed), during 60 minutes, aiming to decrease the hematocrit to 33%.
Anesthesia was maintained for 4 hours after volume replacement (VR). Cardiorespiratory
variables were recorded at BL (before ANH), 0.5, 1, 2, 3, and 4 hours after VR. Biomarkers of AKI
were measured at BL, 4, 24, and 72 hours after ANH. Hemostasis was assessed at BL, 0.5, 2, 4,
and 24 hours after VR.

Results: In the TS treatment, the extra-vascular lung water index (EVLWI) observed 1 hour after
VR was significantly smaller (P < 0.05) than in controls. At 4 hours after VR, the EVLWI in the TS
treatment was significantly smaller than in the LRS treatment. The arterial oxygen partial
pressure/inspired oxygen fraction ratio did not differ among treatments (P > 0.05) between 0.5-4
hours after VR. Head edema was observed in 3/6 dogs in the LRS treatment only. The Neutrophil
gelatinase-associated lipocalin/creatinine ratio in urine did not differ among treatments and was
lower than the threshold for detecting AKI (120.000 pg/mg) during 72 hours after VR. Clot
formation time significantly increased from controls for a longer period in the LRS treatment
(between 0.5-4 hours after VR) than in the TS treatment (between 0.5-2 hours after RV).
Maximum clot firmness significantly decreased from controls for the same time period for both
fluids (between 0.5-4 hours after VR). No significant differences were found for buccal mucosal
bleeding time after VR.

Conclusions: The use of TS in healthy dogs undergoing ANH, in addition to not producing
evidence of AKI, causes a transient dilutional coagulopathy that is at least similar to that produced
by ANH with LRS. In as much as TS results in less extra-vascular lung water accumulation than
LRS, and does not produce evidence of peripheral edema, the use of TS as a volume replacement
fluid in the ANH setting is favored in comparison to LRS.

Key words: acute kidney injury; autologous blood transfusion; coagulation; colloids; dog.
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1. INTRODUCAO

Em pacientes gravemente enfermos, a reposi¢cao volémica minimiza
a possibilidade de lesdo tecidual por manter a oferta de oxigénio (DO2) aos
tecidos. Em determinadas cirurgias (esplenectomias, lobulectomias, cirurgias
oncoldgicas abdominais e toracicas) € grande a probabilidade de sangramento
intraoperatorio excessivo, determinando a necessidade de transfusdes de
sangue e/ou hemocomponentes para manter a DOz.

Na medicina veterinaria a disponibilidade de hemocomponentes é
escassa. Além de que o0s caes possuem anticorpos naturais para o antigeno
eritrocitario canino 3, 5 e 7. Portanto, transfusées alogénicas em cées podem
resultar em reac6es hemoliticas imunomediadas, as quais podem se apresentar
tanto de forma aguda, como tardia. Por esta razdo, as alternativas para a
transfusdo autdloga sdo tdo importantes para esta espécie (DAVIDOW, 2013;
SPADA et al., 2016).

Dentre as estratégias alternativas, visando reduzir o uso de
hemocomponentes no centro cirdrgico, a hemodiluicdo normovolémica aguda
(HNA) pode ser uma alternativa interessante na medicina veterinaria. Esta
técnica consiste na remocao do sangue autélogo, previamente ao procedimento
cirdrgico onde se antecipa a ocorréncia de sangramento significativo, e a sua
substituicdo com cristaloides e/ou coloides (JAMNICKI et al., 2003). Apesar das
vantagens 6bvias da HNA, ainda h& questdes abertas com relacdo a escolha do
fluido mais adequado para manter a volemia durante o procedimento de remoc¢ao
do sangue autologo. Os cristaloides isotdnicos, como o Ringer Lactato, possuem
a desvantagem da necessidade de grandes volumes para manutencdo da
volemia, resultam em expansdo volémica/otimizacdo hemodinamica (aumento
do débito cardiaco) de curta duracdo, e estdo associados a um maior risco de
edema tecidual, devido a reducdo da presséo coloidosmoética (BARROS et al.,
2011; VALVERDE et al., 2012). Por outro lado, os coloides sintéticos como as
solucbes de hidroxietilamido (HES), além de minimizarem o risco de edema
tecidual por manterem pressdo coloidosmotica, necessitam de menor volume

para estabilizacdo da volemia, e proporcionam otimizacdo da funcdo
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hemodinamica mais duradoura que a observada com os cristaloides isotdnicos
(BARROS et al., 2011).

A utilizagdo dos coloides sintéticos na reposicéo volémica vem sendo
tema de grande debate na medicina. O principal efeito adverso das soluc¢des de
HES, que limita o seu emprego em humanos, esta associado aos danos
causados na funcao renal (DART et al., 2010; MUTTER et al., 2013). Modelos
de experimentacdo animal (SIMON et al., 2012) e estudos clinicos em humanos
(SCHORTGEN et al.,, 2001; BRUNKHORST et al., 2008) demonstram que
solugdes de HES com peso molecular médio elevado (= 200 kDa), aumentam o
risco de injuria renal e, em alguns casos, de morte. Confirmando as observacoes
realizadas em humanos, o emprego de solucéo hiper-oncética de HES com peso
molecular médio de 250 kDa (“Pentastarch”) foi recentemente associado a um
maior risco de injuria renal aguda (IRA) e morte em caes admitidos em uma
unidade de terapia intensiva (UTI) veterinaria (HAYES et al., 2016). Embora o
risco de injuria renal possa ser menor com o emprego de solucfes de HES de
baixo peso molecular médio, como o “Tetrastarch” (130 kDa), este coloide
também vem sendo associado a um maior risco de injaria renal aguda/leséao
tubular em humanos com sepse (DART et al., 2010; BAYER et al.,, 2011,
MYBURGH et al., 2012; PERNER et al., 2012; HAASE, 2014). Tendo-se em vista
qgue o HES, independendentemente do seu peso molecular médio, foi associado
a um maior risco de lesdo tubular aguda/morte em pacientes sépticos e néo
sépticos (BRUNKHORST et al., 2008; MYBURGH et al., 2012; PERNER et al.,
2012), houve uma proibicdo temporaria pela Unido Européia em 2013, até que
houvesse uma melhor definicdo dos riscos associados ao seu emprego
(ADAMIK et al., 2015).

O risco generalizado de indugédo de complicacdes renais por todas as
geracgdes de HES, entretanto, ndo vem sendo confirmado por outras metanalises
(VAN DER LINDEN et al., 2013; QURESHI et al., 2016). O “Tetrastarch”, quando
empregado no periodo peri-operatério de pacientes submetidos a cirurgias
eletivas e emergenciais (traumas e queimaduras), ndo foi associado a lesdes
renais ou a aumento da mortalidade (VAN DER LINDEN et al., 2013). Em outro
estudo de metanalise recente, um maior risco de lesGes renais/morte induzida

pelas solugbes de HES (“Pentastarch” e “Tetrastarch”) foi observado somente
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quando este coloide foi administrado em pacientes gravemente enfermos
apresentando sepse (QURESHI et al., 2016). Estes achados colocam em xeque
as restricdes generalizadas impostas as solucoes de HES de baixo peso
molecular médio (“Tetrastarch”), que podem ser particularmente vantajosas em
relacdo ao uso apenas de cristaloides no periodo peri-operatorio em pacientes
onde a sepse nao é um fator relevante (MAHMOOD et al., 2007; JAMES et al.,
2011). Nestes casos, as solucdes de “Tetrastarch” podem até reduzir o risco de
IRA (MAHMOOQOD et al., 2007; JAMES et al., 2011).

A associagéao entre o uso do “Tetrastarch” e o maior risco de IRA ainda
esta por ser estabelecida em céaes. Contrastando com o “Pentastarch” (HAYES
et al., 2016), o “Tetrastarch” ndo resultou em diferengas nos niveis de creatinina
sérica em relacdo ao emprego de cristaloides em cées, sugerindo que o HES de
32 geracdo pode ser seguro nesta espécie, no que se refere a funcéo renal
(YOZOVA et al., 2016). Entretanto, sabe-se que a creatinina sérica é um
parametro de baixa sensibilidade na identificagdo de IRA em estagios iniciais.

Portanto, para a confirmacéo da seguranca do “Tetrastarch” em caes,
faz-se necessario a realizacdo de estudos empregando parametros sensiveis e
especificos para deteccdo de estdgios iniciais de IRA, como a lipocalina
associada a gelatinase de neutrofilos (NGAL). Na espécie canina, a relagao
NGAL/creatinina urinaria acima de 120.000 pg/mg € capaz de predizer o
desenvolvimento de IRA associada a uremia com elevada sensibilidade e
especificidade (95% e 89%, respectivamente) (SEGEV et al., 2013). Portanto, o
NGAL urinério seria um marcador ideal a ser empregado na detec¢cdo de
estagios iniciais de IRA apos o uso do HES em cées.

Outro fator que pode limitar o uso de HES seria a inibicdo da
coagulacéo, devido a reducéo do fator de Von Willebrand, inibicdo da agregacéo
plaquetéaria e reducéo do fator VIII ativado, € um efeito adverso potencial que
pode limitar o uso de solu¢cdes de HES em pacientes cirdrgicos (JAMNICKI et
al., 2000; THYES et al., 2006; GLOVER et al., 2014). Apesar do efeito sobre a
coagulacdo “in vitro” em cées ter sido avaliado para solugbes de HES de
diferentes pesos moleculares (WIERENGA et al., 2007; CLASSEN et al., 2012;
FALCO et al., 2012), os resultados destes estudos possuem aplicabilidade
limitada para a realidade clinica. Ha poucos estudos clinicos avaliando o uso do
HES sobre a hemostasia em cdes (CHOHAN et al., 2011; GAUTHIER et al.,
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2015). Enquanto a administracdo de 10 mL/kg de HES de elevado peso
molecular (“Pentastarch”) em cées submetidos a cirurgia ortopédica ndo causou
inibicdo da hemostasia (CHOHAN et al., 2011), a administragdo de volumes
elevados (40 mL/kg) da solucdo de HES de 32 geracao (“Tetrastarch”) causou
hipocoagulabilidade transitéria em caes com inflamacéao sistémica (GAUTHIER
et al. 2016). No contexto da HNA, o “Tetrastarch” resulta em efeitos anti-
hemostéaticos de menor intensidade que as solu¢cdes de HES de maior peso
molecular (650 kDa) em suinos (THYES et al., 2006). Entretanto, ha necessidade
de esclarecer os efeitos das geracbes mais recentes de HES (“Tetrastarch”)
sobre a hemostasia em caes submetidos a HNA para uma melhor definicdo das
reais potencialidades deste coloide na pratica veterinéria.

Tendo-se em vista 0s pontos acima expostos, o0 presente estudo teve
como objetivos comparar os efeitos do “Tetrastarch” e do Ringer Lactato, como
fluidos de reposicdo na HNA, no que se refere aos seus efeitos sobre a fungao
cardiorrespiratdria, agua extravascular pulmonar, marcadores de IRA, e
hemostasia em cades sadios. Formularam-se as hipoteses de que, em caes
sadios, a HNA com TS nao resultaria em evidéncia de IRA; enquanto que a
inibicdo da coagulacao induzida por este coloide seria a0 menos equivalente a
produzida pelo RL. A HNA com TS, quando comparada a HNA com RL, resultaria
em menor acumulo de agua extravascular pulmonar e menor incidéncia de

edema periférico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hemodiluicdo Normovolémica Aguda (HNA)

A HNA é uma técnica empregada para reduzir a perda de células
sanguineas em pacientes submetidos a procedimentos cirdrgicos associados
sangramento substancial. Esta técnica comecou a ser empregada na medicina
em meados da década 70 em cirurgias cardiacas (HALLOWELL et al., 1972).
O seu aperfeicoamento ocorreu durante a Guerra do Vietna, onde a HNA
passou a ser utilizada com mais frequéncia, por ser uma alternativa capaz de
diminuir os efeitos indesejados da transfusdo sanguinea alogénica, como

transmissao de doencas e reacoes anafilaticas (WONG, 2004).

A HNA consiste na retirada de um determinado volume sanguineo
do paciente, o qual é imediatamente reposto com solugdo cristaloide e/ou
coloide, causando diluicdo das células sanguineas e reducdo do hematdcrito
(Ht) (ZHOU, 2016). O sangue retirado imediatamente antes da cirurgia, €
estocado com anticoagulante e, ao final do procedimento cirdrgico, ou a medida
gue o0 sangramento intra-operatério se torne relevante, o sangue autélogo é
transfunsdido ao paciente. Para que o paciente possa se beneficiar da técnica
€ importante manter a normovolemia (KREIMEIER; MESSMER, 2002
JAMNICKI et al., 2003; WONG, 2004).

A pratica de transfusdes autdlogas beneficia também pacientes que,
por motivos religiosos ou de aloimunizacdo, ndo podem receber transfusdes
alogénicas (ESPER; WATERS, 2011). O emprego da HNA proporciona sangue
fresco ao paciente, com os fatores de coagulacao e plaquetas preservados
(ZHOU, 2016). Além disto, os custos da HNA sao significativamente menores,
guando comparados com 0s custos de sangue alogénico pré-armazenado ou
estratégias de autotransfusdo intraoperatoria. Monk e colabradores (1995)
avaliariam os custos da HNA e constataram que o custo da transfuséo
alogénica foi 73% maior do que o custo da transfusdo autdloga no grupo de
pacientes submetidos a HNA. Dentre as outras vantagens da transfuséo
sanguinea autologa pode-se destacar: 1) auséncia da necessidade de teste de
compatibilidade; 2) auséncia de reagfes transfusionais e reagées hemoliticas
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tardias; 3) prevencdo da transmissao de doencas veiculadas pelo sangue
alogénico; 4) minimizacéo do risco de contaminacéo bacteriana relacionada ao

armazenamento prolongado do sangue (GOODNOUGH, 2005).

2.1.1 Indicacdes e limitacbes da HNA

Embora o principal objetivo da utilizacdo da HNA seja evitar a
transfusdo alogénica, esta técnica é pouco empregada. Dentre as razdes para
baixa popularidade da HNA entre os anestesiologistas/cirurgides pode-se citar,
além da falta de habito com a técnica, questionamentos sobre a efetividade da
mesma em prevenir o uso de transfusdes alogénicas (MONK et al., 2005). Para
maior efetividade da HNA, os pacientes devem apresentar Ht inicial
relativamente elevado. A magnitude da hemodiluicdo (Ht alvo) deve ser
ponderada, embora existam relatos de que a sua eficacia aumenta com a
remocdo de maior quantidade de sangue (WEISKOPF, 2001). No
planejamento do volume sanguineo a ser removido durante a HNA, além da
estimativa da perda sanguinea intra-operatoria, deve-se considerar os limites
inferiores aceitaveis para uma redugcdo aguda do hematdcrito (até 20%)
(JAMNICKI et al., 2003).

A eficacia da HNA em reduzir o emprego de transfusdes alogénicas
€ controversa. Uma vez que um estudo de metandlise baseada em 24 estudos
clinicos, Bryson e colaboradores (1998) ndo observaram evidéncias de que a
HNA fosse capaz de diminuir o uso de transfusdes alogénicas. Segal e
colaboradores (2004), apoOs realizarem metanalise de 42 estudos clinicos
utiizando a HNA, observaram que a redugcdo do risco de transfusdes
alogénicas proporcionada pela HNA foi pequena (10%). A grande
heterogeneidade dos méetodos empregados, incluindo diferencas na
intensidade da perda sanguinea intra-operatoria, além de variacbes nos
volumes sanguineos removidos no pré-operatorio, dificultam a real andlise da
eficdcia da HNA pré-operatoria na reducéo de tranfusdes alogénicas (BRYSON
et al., 1998; SEGAL et al., 2004; ZHOU et al., 2015). Caso o volume de sangue

perdido noperiodo intra-operatdrio exceda de forma significativa o volume de
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sangue autologo estocado, havera necessidade de emprego de tranfusdo
alogénica (BRYSON et al., 1998; SEGAL et al., 2004; ZHOU et al., 2015).

Apesar das revisdes sistematicas de literatura com metanalise
questionarem a eficacia da HNA na prevencdo da transfusdo alogénica
(BRYSON et al., 1998; SEGAL et al., 2004), esta técnica foi considerada eficaz
para diminuir a transfusdo de sangue alogénico em algumas circunstancias,
como pacientes submetidos a artroplastia total de quadril, neurocirurgias e
cirurgias hepaticas (GOODNOUGH et al.,, 2000; MAITHEL et al., 2009;
OPPITZ; STEFANI, 2013). O emprego da HNA para estes procedimentos tende
a ser mais eficaz quando o volume de sangue removido no pré-operatorio for
maior (> 800 mL) em humanos. Devido aos beneficios da HNA em cirurgias de
resseccdo hepatica, a hemodiluicdo deve ser considerada como técnica de
rotina nestes procedimentos (JARNAGIN et al., 2008).

A HNA também pode ser uma boa opc¢éao para cirurgias cardiacas,
as quais estédo relacionadas a maior exposicao as transfusdes alogénicas
(GRANT et al.,, 2015). Entretanto, seu emprego dever ser cauteloso em
pacientes com doenca valvular ou coronaria, uma vez que estes individuos séo
menos tolerantes a hemodiluicdo (VAN DER LINDEN; SAKR, 2005). A
hemodiluicdo moderada (Ht alvo de 28%) pode aumentar o volume sistolico e
melhorar a pré-carga nestes pacientes, esta melhora esta relacionada ao grau
de hemodiluicdo, ou seja, aos valores de hemoglobina (LICKER et al., 2005).
Goldberg e colaboradores (2015) observaram que a HNA foi eficaz em reduzir
transfusdo alogénica em pacientes submetidos a cirurgia cardiaca, sendo que
esta técnica foi mais eficaz para atingir este objetivo quando os pacientes eram
submetidos a um maior grau de hemodiluicdo (volume de sangue retirado =
800mL).

Tendo-se em vista que a HNA resulta em reducdo do contetdo
arterial de oxigénio (CaO2) devido a reducéo da concentragéo de hemoglobina,
o estado hiperdinamico compensatorio decorrente da HNA, caracterizado por
aumento do débito cardiaco (DC), € importante para manter a DO2. Portanto, a
HNA é contraindicada em pacientes com anemia ou com estenose adrtica
severa associada a hipertrofia do miocérdio (KREIMEIER; MESSMER, 2002;

GOODNOUGH, 2005). Enquanto em pacientes anémicos a reducédo adicional
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da hemoglobina pela HNA pode comprometer a DO2, em pacientes com
estenose aortica/sub-adrtica. Também pode haver comprometimento/reducéo
da DO:2 pela HNA, uma vez que o aumento compensatorio do DC induzido pela
hemodiluicdo, pode ser dificultado pela obstrucéo parcial da via de saida do
ventriculo esquerdo (KREIMEIER; MESSMER, 2002; GOODNOUGH, 2005).

O emprego da HNA em pacientes oncologicos é controverso. Alguns
pesquisadores afirmam que a transfusdo de sangue autdlogo nestes casos
implicaria na transfusdo de células tumorais e maior risco de metastase;
enquanto que outros autores ponderam que a HNA seria uma alternativa viavel
em cirurgias oncolégicas, pois a presenca de células cancerigenas na
circulacdo seria questionavel, e tampouco a transfusdo autéloga estaria
relacionada ao surgimento de metastases (WATERS; DONNENBERG, 2009;
ESPER; WATERS, 2011). Em pacientes submetidos a transplante hepatico,
Han e colaboradores (2016) nao relataram evidéncias de impacto relevante da

HNA na recorréncia de carcinoma hepatocelular.

2.1.2 Emprego clinico da HNA

Para que os beneficios da HNA sejam obtidos (reducao da perda de
células sanguineas e de fatores de coagulacdo durante a cirurgia, aléem de
reducdo da necessidade de transfusfes autdlogas) € necessario manter o
volume circulante normal durante o procedimento (MURRAY, 2004). A HNA
pode ser realizada antes da anestesia em pacientes conscientes ou apés a
inducdo anestésica. Contudo, este procedimento deve ser necessariamente
realizado nos momentos que antecedem a fase de sangramento intenso
(JAMNICKI et al., 2003). O volume de sangue a ser retirado (VSgR) é calculado

com base na férmula de Gross (1983):
VSgR = VST X [(Ht avo — Htinicial ) / (Htavo — Htinicial )/2]

onde, VSgT = volume de sangue total estimado do paciente, Htawvo =
valor de Ht a ser atingido apds a hemodiluicdo, valor de 33%, e Htinicias = valor

de Ht anterior a hemodilui¢cdo).
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A hemodiluicdo €é preconizada para pacientes humanos que
possuam valores de hemoglobina pré-operatoria de no minimo 11 g/dL (ou
Htiniciar = 33%); enquanto o Htavo geralmente se situa entre 25 a 30%
(KREIMEIER; MESSMER, 2002; JAMNICKI et al., 2003).

O VSgR pode ser obtido em sistema fechado, a fim de evitar
contaminacdes, em equipamento préprio capaz de coletar, armazenar e
transfundir o sangue (Figura 1). Neste equipamento especializado, o VSgR do
paciente é armazenado em um recipiente com anticoagulante, na sequéncia este
sangue é centrifugado, onde sédo separadas impurezas e a solucdo salina do
sangue. Este hemocomponente é estocado em bolsas de sangue para utilizacao

subsequente.
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Figura 1: Representacao esquematica do sistema de recuperacao sanguinea intraoperatoria. O
sangue coletado € misturado com anticoagulante, filtrado, lavado, concentrado e devolvido ao
paciente. Fonte: Santos et al., 2014.
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Uma forma mais pratica e de menor custo para o emprego da HNA
seria através de um sistema de coleta semi-fechado (Figura 2), o qual nao
requer equipamento especializado. Neste sistema, 0 sangue é coletado em
bolsas contendo anticoagulante (CPDA), as quais sdo estocadas por curto
periodo de tempo até o momento da retransfusdo (GOODNOUGH, 2005;
KREIMEIER; MESSMER, 2002). A bolsa de sangue podera ser armazenada
em temperatura ambiente, dentro do centro cirargico, para assim manter as
propriedades das plaquetas e dos fatores de coagulacéo, desde que o tempo
para transfusdo néo exceda o periodo de 8 horas apds a coleta. Caso este
tempo seja excedido, a bolsa de sangue devera ser refrigerada (KREIMEIER;
MESSMER, 2002; GOODNOUGH, 2005).

Bolsas com expansor Bolsa de expansor Reinfusio de
para normovolemia (apos infusdio) sangue coletado
TR - g S

Bolsas de
sangue
coletado

; )

S F— H

Figura 2: Representacdo esquematica da hemodiluicdo normovolémica aguda. (A) Bolsas de
sangue sendo retiradas imediatamente antes do inicio da cirurgia, juntamente com a infusdo de
expansor para manter a normovolemia. (B) Bolsas de sangue sendo reinfundidas durante e/ou
imediatamente apds o término da cirurgia. Fonte: Santos et al., 2014.

Os parametros cardiorrespiratérios devem ser monitorados durante
todo o procedimento de remocdo do sangue, o qual geralmente é realizado
concomitantemente a reposicdo volémica com solucdes cristaloides e/ou
coloides, visando garantir a manutencdo da perfusdo tecidual adequada
(KREIMEIER; MESSMER, 2002; MONK et al., 2005). A administracdo de
eritropoietina na fase pré-operatoéria visando aumentar o Htinicial foi liberada em
alguns paises. Este procedimento, guando empregado antes da HNA, pode
aumentar o VSgR proporcionando assim uma maior eficacia da técnica
(KREIMEIER; MESSMER, 2002; GOODNOUGH, 2005). Visando facilitar a
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realizacdo da HNA, Pliskow e colaboradores (2016) desenvolveram um
programa de computador capaz de sugerir diferentes protocolos de
hemodiluicdo, dependendo do procedimento cirdrgico e das condi¢cdes do

paciente.

2.1.3 Efeitos cardiovasculares da HNA

A reducéo da hemoglobina durante a HNA diminui o CaO2. Porém,
a DO2 aos tecidos é mantida através de um aumento compensatorio do DC:
1Ca02 x 1DC = DO2 (estavel). Entretanto, a DOz & mantida em niveis
adequados para suprir o consumo de oxigénio (VO2) tecidual global apenas em
caso de hemodiluicdo leve a moderada. Nos casos de hemodiluicado severa (Ht
< 20%), o aumento compensatorio do DC pode néo ser capaz de manter
demanda metabdlica de oxigénio dos tecidos/6érgdos. Neste caso, ha
inicialmente um aumento da taxa de extracdo de oxigénio para que tal
demanda seja suprida (SPAHN et al., 1994).

Durante a hemodiluicdo, a reducdo do Ht resulta em diminuicéo
proporcional da viscosidade sanguinea. Tal diminuicdo, além de propiciar uma
otimizacdo da microperfuséo, contribui também para uma melhora da pré-carga
(aumento) e da pos-carga (reducao) (LETCHER et al., 1981; SPAHN et al.,
1994; JAMNICKI et al., 2003;). O volume sistolico e o DC, por sua vez, se
elevam durante a HNA em funcdo dos seguintes fatores: 1) aumento da pré-
carga; 2) reducdo da pds-carga (ambos efeitos associados a melhora das
propriedades reoldgicas do sangue); 3) aumento da contratilidade do miocardio
(SPAHN et al., 1994; DOSS et al., 1995; HABLER et al., 1996; KREIMEIER,;
MESSMER, 2002; LICKER et al., 2005). A melhora na pos-carga (definida
como reducdo na tensdo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo para ejecéo
do volume sistdlico), além de ser atribuida a melhora das propriedades
reologicas do sangue (menor viscosidade), é atribuida também a reducéo da
resisténcia vascular sistémica (RVS) associada com a producdo de oxido
nitrico pelo endotélio vascular (SPAHN et al.,, 1994; DOSS et al., 1995;
HABLER et al., 1996; KREIMEIER, MESSMER, 2002; LICKER et al., 2005).
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A oxigenacao tecidual adequada depende do equilibrio entre a DO2
e 0 consumo de oxigénio (VO2). Uma vez que os anestésicos reduzem a
demanda de oxigénio tecidual devido a diminuicdo do metabolismo basal, ha
menor risco de comprometimento da oxigenacao tecidual caso a HNA seja
realizada em pacientes anestesiados. Entretanto, a DO2 pode nao ser
suficiente para suprir a demanda em situacdes extremas de hemodiluigdo, com
hemoglobina alvo de 5-4 g/dL (Htavo = 15%) (TANAKA; NISHIKAWA, 2003), ou
em caso de depressao cardiovascular associada a plano profundo de anestesia
(SCHOU et al., 1997). Tanaka e Nishikawa (2003) constataram que € possivel
preservar o controle do barroreflexo arterial com o emprego de HNA moderada,
com hemoglobina alvo entre 7-8 g/dL (Htavo = 24%) e plano anestésico
adequado em cées. Com base nestes resultados, pode-se inferir que um grau
de hemodiluicio moderada (Htavo: 24-25%) pode ser empregado com
seguranca em situacdes clinicas, sem resultar em comprometimento da
oxigenacdo tecidual, desde que o individuo apresente estabilidade

hemodinanica durante a anestesia.

2.1.4 Efeitos da HNA na coagulacéo

A hemodiluicdo causa hipocoagulabilidade, independentemente do
fluido empregado para reduzir o Ht apés a remocao do sangue. Este estado,
denominado coagulopatia dilucional, é ocasionado pela diminuicdo nos fatores
de coagulacdo pelo sangue retirado, e a sua subsequente diluicio com o
emprego de cristaloides e/ou coloides para manutencdo do volume circulante
(GLOVER et al., 2014). Ha 2 fatores que devem ser considerados para
determinar a severidade da coagulopatia dilucional: 1) o volume de sangue
retirado; 2) o volume e o tipo de solugdo de empregada para manutencao da
volemia (cristaloides isotbnicos ou coloides) (JAMNICKI et al., 2003). Os
cristaloides isotbnicos nao interferem diretamente com a cascata da coagulacéo
(inativando fatores de coagulacdo) e, portanto, os efeitos anti-hemostéticos
destas solucdes séo proporcionais ao grau de diluicado dos fatores de coagulagéo
(BOLLIGER et al., 2010). Por outro lado, os coloides sintéticos, quando
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empregados no contexto da HNA, podem exercer efeitos anti-hemostéaticos que
excedem o seu efeito dilucional, por inibirem diretamente o fator VIII da cascata
da coagulacdo (THYES et al., 2006; BOLLIGER et al., 2010; TOYODA et al.,
2014). Entretanto, a severidade dos efeitos anti-hemostaticos diretos pode variar
entre os diversos tipos coloides sintéticos. Reconhecidamente, solucdes de HES
de menor peso molecular médio, como o “Tetrastarch” (130 kDa), sé&o
favorecidas como fluido de reposicao na HNA, pois causam menor interferéncia
com a coagulagéo que solugcdes de HES de maior peso molecular (THYES et al.,
2006). No contexto da HNA, entretanto, ndo se sabe se solu¢cbes de HES de
menor peso molecular resultariam em coagulopatia mais intensa, ou ao menos

equivalente, aquela atribuida aos cristaloides isotonicos.
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2.2. Solucdes de hidroxietilamido (HES)

O HES € uma macromolécula sintetizada a partir do amido de milho
ou de batata, o qual € quimicamente modificado através da adicdo de
grupamentos de hidroxietil (WESTPHAL et al., 2009; GLOVER et al., 2014;
CAZZOLLI; PRITTIE, 2015). Devido ao seu tamanho (peso molecular médio
elevado), as moléculas de HES permanecem inicialmente no compartimento
intravascular, onde exercem efeito atrativo sobre a dgua (efeito sobre a pressao
coloidosmotica), auxiliando na manutencdo do volume intravascular. A
modificacdo na estrutura quimica do amido, através da adicdo de grupamentos
hidroxietil, retarda a sua hidrélise em moléculas menores, bem como a sua
subsequente eliminacao renal, a qual ocorre quando as moléculas de HES sé&o
reduzidas a um tamanho compativel com a sua filtracdo pelos glomérulos (45 -
60 kDa) (WESTPHAL et al., 2009; GLOVER et al., 2014; CAZZOLLI; PRITTIE,
2015).

2.2.1. Farmacocinética e farmacodinamica do HES

Para a compreensdo da farmacodindmica e da farmacocinética do
HES, é importante o reconhecimento de alguns parametros que definem as
caracteristicas da estrutura quimica deste coloide, como o peso molecular

médio, a substituicdo molar e a relagcéo C»/Ce.

O peso molecular médio reflete o tamanho das macromoléculas e,
por consequéncia, determina a persisténcia na circulacdo e a duracdo da
expansao volémica produzida pelo coloide. O HES é hidrolisado em moléculas
cada vez menores através da acdo da enzima a-amilase plasmatica
(WESTPHAL et al., 2009; GLOVER et al., 2014; CAZZOLLI; PRITTIE, 2015).
Mesmo moléculas menores de HES, derivadas da hidrélise pela a-amilase,
continuam a atrair a agua no compartimento intravascular, auxiliando assim a
manter a pressao coloidosmética e o volume circulante. Este efeito persiste até

que a hidrolise progressiva do HES resulte em particulas de tamanho
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compativel com a sua filtracdo glomerular/excrecéo urinaria (45 - 60 kDa)
(WESTPHAL et al., 2009; GLOVER et al., 2014; CAZZOLLI; PRITTIE, 2015).

A substituicdo molar representa o niumero médio de grupamentos
hidroxietil que se encontram ligados a cada sub-unidade de glicose (constituinte
da molécula de HES). Por exemplo, uma substituicdo molar de 0,4 indica que ha
em média 4 grupamentos de hidroxietil para cada 10 sub-unidades de glicose
(WESTPHAL et al., 2009; GLOVER et al., 2014; CAZZOLLI; PRITTIE, 2015). A
substituicdo molar apresenta grande relevancia para a farmacocinética uma vez
que, quanto maior o grau de substituicdo molar, mais retardada sera a hidrélise
progressiva das moléculas HES em particulas menores pela agdo da a-amilase
plasmatica. Portanto, moléculas de HES com diferentes graus de substituicdo
molar, apresentardo diferencas no seu tempo de persisténcia na circulacdo
(WESTPHAL et al., 2009; GLOVER et al., 2014).

A relagcdo C2/Ce (também denominada padrdo de substituicao)
corresponde a posicdo relativa dos grupamentos hidroxietil na molécula de
glicose, no carbono 2 e carbono 6. O posicionamento do grupamento hidroxietil
no carbono 2 resulta em maior dificuldade de hidrélise da molécula de HES pela
a-amilase (WESTPHAL et al., 2009; GLOVER et al., 2014). Portanto, solucdes
de HES com relagdo C,/Cs mais elevada sdo metabolizadas e eliminadas da

circulacdo mais lentamente.

O “Hetastarch” foi a 12 geracdo de HES sintetizada pela inddstria
farmacéutica, sendo aprovado para uso clinico pela Alemanha, Japdo e
Estados Unidos a partir de 1972 (WESTPHAL et al., 2009; ADAMIK et al.,
2015). Este coloide é caracterizado por apresentar peso molecular médio e
grau de substituicdo molar elevados (= 450 kDa e 0,7, respectivamente);
propriedades que Ihe conferem persisténcia prolongada na circulacdo e
eliminacao renal retardada (WESTPHAL et al., 2009). Devido a sua grande
efichcia como fluido de reposicdo volémica, o “Hetastarch” rapidamente
ganhou destague nas salas de emergéncia, uma vez que produz expansao
plasmatica rapida e duradoura (SCHORTGEN et al., 2004; WESTPHAL et al.,
2009; ADAMIK et al., 2015).
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Embora solu¢cdes de HES com peso molecular médio e grau de
substituicio molar elevados resultem em expansdo plasmatica mais
prolongada, o que seria aparentemente benéfico, tais caracteristicas
estruturais foram implicadas como desencadeadoras de efeitos adversos na
coagulacéo e sobre a funcéo renal (WESTPHAL et al., 2009; GLOVER et al.,
2014; CAZZOLLI; PRITTIE, 2015). Enquanto a ac¢do anti-hemostética
associado ao uso do “Hetastarch” passou a ser reconhecida ja a partir de
meados da década de 70 (HARKE et al., 1976), somente no final da década de
80/inicio da década de 90 surgiram os primeiros relatos associando este
coloide a ocorréncia de injaria renal (HASKELL; TANNENBERG, 1988;
WALDHAUSEN et al., 1991). Desde entdo, visando abolir ou minimizar estes
efeitos adversos, a industria farmacéutica tem focado no desenvolvimento de
solu¢cbes de HES com menor peso molecular médio e menor substituicio
molar, na tentativa de diminuir os efeitos adversos e otimizar a sua eliminacéo
da circulagcdo (WESTPHAL et al.,, 2009; GLOVER et al., 2014; CAZZOLL]I;
PRITTIE, 2015) (Tabela 1).

Atualmente, além do “Hetastarch”, foram desenvolvidos o
“Pentastarch” e o “Tetrastarch” para uso clinico (2° e 3° geracdo de HES,
respectivamente) (WESTPHAL et al., 2009; GLOVER et al., 2014; CAZZOLLI;
PRITTIE, 2015). A nomenclatura das solucdes de HES € descrita por numeros
separados por barras, os quais fazem referéncia a suas caracteristicas
estruturais, sendo o primeiro numero referente ao peso molecular médio, o
segundo numero referente a substituicdo molar e o terceiro numero referente a
relacdo Co/Ce (“Hetastarch” 450/0,7/5:1; "Pentastarch” 250/0,5/5:1;
“Tetrastarch” 130/0,4/9:1).

Embora a relacdo C,/Cs tenha se elevado com a 32 geragéo de HES
0 que em tese dificultaria a sua hidrélise/eliminacdo, a reducdo do peso
molecular médio e da substituicdo molar favorece a hidrolise e excrecao renal
mais acelerada (reducéo da meia vida de eliminag&o) das novas geracdes de
HES (Tabela 1). Muito embora o efeito deletério sobre a coagulacao tenha sido
minimizado/eliminado com a 32 geragdo de HES (“Tetrastarch”), os efeitos

adversos sobre a funcao renal ainda nao foram superados, ao menos em
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humanos (WESTPHAL et al., 2009; MUTTER et al., 2013; GLOVER et al.,
2014; CAZZOLLI; PRITTIE, 2015).
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Tabela 1. Caracteristicas das solu¢des de HES

Peso molecular Substiuicdo Relacao Concentragao Meia vida de
médio (kDa) molar C2/Cs (%) eliminacéo
(horas)*
Hetastarch 450 0,7 5/1 6 300
Pentastarch** 200 0,5 5/1 6 30,6*
Tetrastarch 130 0,4 9/1 6 12,8

* Meia vida de eliminacao para humanos
**\/alor determinado para o HES 200/0,5 (6%)
Fonte: Westphal t al., 2009.

Além das diferentes caracteristicas estruturais acima discutidas, as
solucdes de HES podem ser apresentadas em diferentes concentracdes (6%
ou 10%), geralmente diluidas em um fluido cristaloide isoténico. As solucdes
de HES a 10% séo hiper-oncoticas, pois apresentam pressao coloidosmaostica
mais elevada que a observada normalmente no plasma humano. Uma vez que
elevacdes da pressdo coloidosmética para valores suprafisiologicos (> 25
mmHg) resultam em atracdo de agua para o interior do compartimento
intravascular, solucdes de HES a 10% sé&o capazes de promover expansao
plasmatica equivalente a 145% do volume infundido; enquanto solu¢des de
HES a 6% produzem expansdo plasmatica proxima a 100% do volume
administrado (JUNGHEINRICH; NEFF, 2005; WESTPHAL et al., 2009;
GLOVER et al., 2014).

Muito embora solu¢des hiper-oncaticas (10%) sejam aparentemente
vantajosas pela sua maior eficacia em expandir o volume intravascular, estas
nao sdo mais empregadas. Este fato se deve a associagéo do uso de solugdes
de HES a 10% (peso molecular médio = 200 kDa, substituicdo molar = 0,5) com
lesbes tubulares agudas/injuria renal, tanto em modelos experimentais de
sepse (SIMON et al.,, 2012), como em estudos clinicos randomizados em
humanos (BRUNKHORST et al., 2008) e em caes (HAYES et al., 2016). Um
dos mecanismos propostos para explicar as lesdes renais associadas a
solucbes hiper-oncdticas seria o fato de que o aumento da pressao
coloidosmoética plasmatica induzido pelo HES a 10%, em pacientes

desidratados, poderia resultar em hiperviscosidade urinaria, com consequente
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estase/obstrucao do fluxo tubular renal (MORAN; KAPSNER, 1987; ROZICH,;
PAUL, 1989; BOLDT, 2009).

A eliminacdo do HES, além de ser dependente das suas
caracteristicas estruturais (peso molecular médio, substituicio molar e relacédo
C2/Cs), é determinada principalmente pela concentracdo plasmatica da a-
amilase (WESTPHAL et al., 2009; GLOVER et al., 2014; CAZZOLLI; PRITTIE,
2015). Devido a maior atividade da a-amilase em cédes do que no homem, a
meia vida de eliminacdo do “Hetastarch” é substancialmente mais curta em
caes (7,45 dias) do que em humanos (12,8 dias) (YAKOBI et al., 1982;
Mocharla et al., 1990). Tem-se especulado que a maior rapidez de hidrélise e
eliminacao das solucbes de HES em caes possa contribuir para uma menor
susceptibilidade desta espécie a IRA induzida por este coloide (GLOVER et al.,
2014; CAZZOLLI; PRITTIE, 2015; YOZOVA et a, 2016). Entretanto, esta
observacéo permanece especulativa e ndo vem sendo confirmada por estudos
recentes, 0s quais demonstraram que a administracdo de solucdo hiper-
oncética de “Pentastarch” (10%), em cdes admitidos em uma unidade de
terapia intensiva (UT]I) veterinaria, resultou em maior risco IRA e morte (HAYES
et al., 2016).

Apos a hidrolise pela a-amilase, o HES é eliminado principalmente
pela via renal, a qual é responsavel pela eliminacao de 70% das moléculas do
coloide (GLOVER et al., 2014). Somente moléculas de HES com peso
molecular abaixo do limiar de excrec¢éo renal (45 a 60 kDa), sao filtradas pelo
glomérulo e excretadas na urina (WESTPHAL et al., 2009; GLOVER et al.,
2014; CAZZOLLI; PRITTIE, 2015). Embora o peso molecular médio de todas
as geracOes de HES esteja situado acima do limiar de excrecéo renal (130 a
450 kDa), este varia de forma substancial nas solu¢gbes comerciais de HES,
havendo moléculas de peso molecular substancialmente maior e/ou menor que
o valor médio indicado (WESTPHAL et al., 2009). Portanto, logo apés a infuséao
intravenosa do HES, havera moléculas que serdo excretadas imediatamente
devido ao seu baixo peso molecular;, enquanto outras moléculas serao
excretadas somente quando seu peso molecular atingir o limiar de excre¢ao
renal através do processo de hidrdlise. Em cées héa evidéncias histopatoldgicas
da deposicdo de HES um periodo de até 6 dias em células do figado, baco,
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linfonodos e células tubulares renais sem, no entanto, causar interferéncias na
funcéo dos 6rgdos (THOMPSON et al., 1970).

2.2.2. Efeitos do HES na funcéo renal

O emprego de solucdes de HES em pacientes em estado grave é
controverso, pois estes coloides podem estar associados a um maior risco de
IRA/aumento na mortalidade (MUTTER et al., 2013). As solu¢cbes de HES podem

induzir a IRA por 2 mecanismos:

O primeiro mecanismo consiste na inducdo de nefrose osmotica.
(DICKENMANN et al., 2008). Neste caso, as moléculas de HES presentes no
ultrafiltrado glomerular sdo absorvidas por pinocitose pelas células tubulares
proximais, formando vacuolos. Na sequéncia estas moléculas causam aumento
da pressao oncotica intracelular e, logo, a pressdo hidrostatica intracelular
também se eleva ao ponto de causar ruptura/lesdo aguda das células tubulares
(DICKENMANN et al., 2008; GLOVER et al., 2014; CAZZOLLI; PRITTIE, 2015;
ADAMIK et al., 2015).

O segundo mecanismo de injdria renal induzida pelo HES pode ser
explicado pela estase/obstrucdo do fluxo urinario nos tubulos renais (BOLDT,
2009). O fluxo urinario € diretamente proporcional a pressdo de filtracdo

glomerular efetiva (Peff), @ qual é determinada pela formula:
Peff = (Pcap - Pbow) — Ppla

onde, Pcap = presséo hidrostatica capilar, Poow = pressdo hidrostéatica

na capsula de Bowman'’s, e Ppa = pressao coloidosmotica plasmatica.

O aumento da viscosidade urinaria deve-se ao aumento Ppa nas
arteriolas glomerulares, com consequente diminuicdo da Pet € da taxa de
filtrac&o glomerular (fluxo urinario nos tubulos renais). Este mecanismo (aumento
da Ppia nas arteriolas glomerulares) pode ocorrer durante a administracdo de
coloides hiper-oncoticos (HES a 10%) em pacientes desidratados. Quando as

moléculas menores de HES sao filtradas pelo glomérulo nestas condicoes, a
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urina produzida pode se tornar hiperviscosa, ao ponto de reduzir ou até mesmo
interromper do fluxo urinario tubular (MORAN; KAPSNER, 1987; ROZICH;
PAUL, 1989; BOLDT, 2009; SIMON et al., 2012).

Embora a inducéo de hiperviscosidade urinéria/obstrugdo tubular
aguda associada ao emprego de soluc¢des hiper-oncoticas de coloides pareca
ser uma hipotese atrativa para explicar a ocorréncia de IRA nestes casos
(MORAN; KAPSNER, 1987; ROZICH ; PAUL, 1989; BOLDT, 2009; SIMON et
al., 2012), estudos de metanadlise recentes ndao suportam a hipétese de que o
carater hiper-oncotico destas solucdes seja, isoladamente, um fator de risco para
IRA (WIEDERMANN et al., 2010).

Os primeiros relatos associando o emprego do HES de elevado peso
molecular (“Hetastarch”) as ocorréncias de injarias renais/IRA surgiram no final
da década de 80, inicio da década de 90 em humanos (HASKELL;
TANNENBERG, 1988; WALDHAUSEN et al., 1991). Entretanto, foi somente a
partir de meados da década de 90, que estudos clinicos randomizados passaram
a demonstrar a associacao entre solugdes de HES de elevado peso molecular
médio (= 200 kDa) e a possivel ocorréncia de IRA (CITTANOVA et al., 1996).
Desde entdo, a possivel associagéo entre solucbes de HES e a ocorréncia IRA
e/ou necessidade de terapia de reposicdo renal (TRR), vem sendo confirmada
pela maioria dos estudos clinicos randomizados em pacientes com sepse
(SCHORTGEN et al., 2001; BRUNKHORST et al., 2008; SCHABINSKI et al.,
2009; MYBURGH et al., 2012; PERNER et al., 2012) (Tabela 2).
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Tabela 2. Estudos clinicos randomizados avaliando a associacdo entre o HES e a incidéncia
de injdria renal aguda (IRA) e/ou necessidade de terapia de reposicéo renal (TRR) em
pacientes com sepse. Fonte: material elaborado pelo autor.

Autores/ ano de
publicacéo

Grupo controle:
Tipo de fluido
Numero de
pacientes (n)

Grupo (s) intervengéo:
Tipo de coloide
Ndmero de pacientes

Caracteristica da
populacdo/subgrupos

Resultados/
Conclusdes

Schortgen et al.,
2001

Gelatina a 3%
n=64

HES a 6% (250/0,6)
n =65

-Sepse severa ou
choque séptico

HES é fator de risco para
IRA

Brunkhorst et al.,

Ringer lactato

HES a 10% (200/0,5)

-Sepse severa

Maior incidéncia de IRA e

Gelatina a 4%

2008 n=275 n =262 maior necessidade de
TRR com uso de HES
Bayer et al., 2011 |Cristaloides HES a 6% (130/0,4) -Sepse severa Reposigéo volémica com
n=141 n=118 cristaloides apresentou

efetividade similar aos
coloides

n=_87 Coloides (Gelatina e HES)
resultaram em maior
incidéncia de IRA
Myburgh et al., Solugéo Salina HES a 6% (130/0,4) -IRA prévia Auséncia de diferenca
2012 Isotdnica n =3315 -Sepse entre Solucao Fisiolégica
n = 3336 -Trauma e HES na mortalidade aos
-Doenga severa 90 dias pos-admisséo
(APACHE Il > 25)
-Uso prévio de HES Aumento da necessidade
de TRR com uso de HES
Perner et al., 2012 |Ringer Acetato HES a 6% (130/0,4) -Sepse severa Aumento da mortalidade
n =400 n =398 aos 90 dias p6s-admisséo

e maior necessidade de
TRR com uso de HES

Guidet et al., 2012

Solucéo Salina
Isotnica
n=98

HES a 6% (130/0,4)
n=100

-Sepse severa

Menor volume de HES
necessario para atingir
estabilizacao
hemodinamica

Auséncia de diferencas na
mortalidade, incidéncia de
IRA, coagulacéo

Annane et al.,
2013

Ringer Lactato,
Solucéo Salina
Isoténica/Hipertbnica
n = 1443

HES (tipo ndo
especificado), Gelatinas,
Dextrans, Albumina
n=1414

-Choque hipovolémico
com sepse

-Choque hipovolémico
com trauma

-Choque hipovolémico
(sem sepse/trauma)

Aos 28 dias p0s-
admisséo: auséncia de
diferenca na mortalidade
entre grupos

Aos 90 dias pds-
admissao: menor
mortalidade com coloides

Entretanto,

a associacdo de solugbes modernas de HES

(“Tetrastarch”) as lesdes renais na sepse nem sempre vem sendo confirmada
por estudos clinicos randomizados. Em pacientes em choque hipovolémico
(incluindo hipovolemia associada a sepse), observou-se que a reposicado
volémica com coloides (Gelatina, HES, Dextrans e Alboumina) (n = 1414) reduziu
a mortalidade aos 90 dias pods-admissdo, quando comparada a reposicao
volémica com cristaloides (Ringer Lactato, Solu¢cédo Salina Isoténica/Hipertonica)
1443) (ANNANE et al., 2013). Em outro estudo clinico randomizado,

incluindo apenas pacientes com sepse severa, 0 “Tetrastarch” a 6% (n = 10)

(n

proporcionou estabilidade hemodinamica com emprego de menor volume,
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comparativamente a Solugcdo Salina Isotonica (n = 98) (GUIDET et al., 2012).
Embora estes efeitos ja sejam esperados, o resultado de maior relevancia neste
estudo foi a auséncia de associacao entre o “Tetrastarch” e maior incidéncia de
IRA, prurido, ou a maior interféncia na hemostasia do que o cristaloide (GUIDET
et al., 2012) (Tabela 2).

Devido ao acumulo progressivo do conhecimento a respeito do tema,
revisdes sistematicas de literatura com metanalise publicadas na “The Cochrane
database of systematic reviews” apresentam conclusdes diferentes com relacéo
aos efeitos renais das solucbes de HES (DART et al.,, 2010; MUTTER et al.,
2013). Em uma primeira publicacdo, apos analise de um total de 34 estudos
clinicos randomizados (2.607 pacientes), Dart e colaboradores (2010)
concluiram que haveria um maior risco de IRA com o emprego de solucdes de
HES apenas na sepse. Entretanto, até aquele momento, eventuais diferencas
entre as geracdes HES, no que se refere ao risco de injuria renal, ndo puderam
ser confirmadas pela falta de dados suficientes para andlise (DART et al., 2010).
Em 2013, em publicacdo suplementar aquela realizada em 2010, o mesmo grupo
de pesquisadores analisou um total de 42 estudos clinicos randomizados,
totalizando 11.399 pacientes (MUTTER et al., 2013). Nesta metanalise, os
autores concluiram que todas as geracdes de HES estao associadas a um maior
risco de injaria renal aguda, tanto em pacientes sépticos quanto em pacientes
ndo sépticos. Observaram também que ainda néo foi determinada uma dose
segura de HES para ser prescrita, e que os beneficios destas solu¢cdes néo
superam os riscos (MUTTER et al., 2013).

O risco renal representado por todas as geragcdes de HES (incluindo
o “Tetrastarch”) na sepse vem sendo confirmado por sucessivas metanalises
(DART et al., 2010; HAASE et al., 2013; SERPA NETO et al., 2014). Embora, a
controvérsia vem sendo alimentada por estudos clinicos randomizados
demonstrando que, em cirurgias cardiacas, o HES (200 kDa/0,5) né&o
apresentam efeitos deletérios na funcdo renal (WIESEN et al., 2005). Estudos
demonstram até mesmo que solu¢cdes de HES de baixo peso molecular podem
exercer efeito benéfico sobre a funcdo renal em determinados tipos de pacientes,
provavelmente devido a otimizacdo da perfusdo. Por exemplo, em individuos

submetidos a cirurgia corretiva de aneurisma aortico, 0s grupos de pacientes que
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receberam solugdes de HES a 6% com 2 diferentes pesos moleculares (200 kDa,
n =21 ou 130 kDa, n = 21), apresentaram melhora na funcao renal em relacéo
aos pacientes que receberam Gelatina a 4% (MAHMOOD et al., 2007). Em
pacientes com trauma penetrante, o uso do “Tetrastarch” para reposicao
volémica (n = 36), quando comparado ao uso da Solugcéo Salina Isotdnica (n =
34), resultou em reducdo do lactato sérico e menor incidéncia de injaria renal
(JAMES et al., 2011).

Estudos de metanalise também vém confirmando os achados dos
estudos clinicos randomizados no que se refere a seguranca do “Tetrastarch”
em pacientes cirdrgicos e no trauma, onde a sepse nao € um fator relevante
(VAN DER LINDEN et al.,, 2013; QURESHI et al., 2016). Van der Linden e
colaboradores (2013), ao analisarem 59 estudos clinicos randomizados onde o
“Tetrastarch” (n = 2139) foi comparado a outros fluidos (n = 2390), observaram
gue o “Tetrastarch”, quando administrado em pacientes submetidos a
procedimentos cirurgicos eletivos ou emergenciais (trauma ou queimadura), ndo
aumentou probabilidade de IRA e TRR, bem como ndo aumentou a possibilidade
de sangramento ou o uso de transfusdes alogénicas em comparacao a albumina
(VAN DER LINDEN et al., 2013). Em outro estudo de metanalise mais recente
envolvendo um total de 16.889 pacientes, incluindo pacientes cirdrgicos, com
trauma, e outros gravemente enfermos, observou-se que o maior risco de
mortalidade, aumento de IRA e TRR associado ao uso do HES (incluindo o
“Pentastarch” e o “Tetrastarch”) é verificado somente em pacientes gravemente
enfermos com sepse (QURESHI et al., 2016). Os autores concluiram ainda que
as restricoes gerais aplicadas ao HES ndo sao suportadas por evidéncia
cientifica, uma vez que estes coloides podem se apresentar seguros em

determinadas circunstancias (hipovolemia aguda).

Ha caréncia de estudos clinicos randomizados avaliando a
seguranca renal das solu¢cdes de HES na medicina veterinaria. Recentemente,
em estudo clinico observacional realizado em cdes admitidos em uma UTI
veterinaria, o grupo de animais que recebeu “Pentastarch” a 10% (n = 180)
apresentou maior probabilidade de efeitos adversos, incluindo IRA e morte,
quando comparado ao grupo de animais que recebeu fluidoterapia

convencional (n = 242) (HAYES et al., 2016). Por outro lado, em cdes sem
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evidéncia de injuria renal prévia (creatinina sérica dentro da normalidade), a
administracdo de 25 (12-62) mL/kg/dia de “Tetrastarch” [mediana (minimo—
méaximo) ] durante 3 (1-9) dias (nh = 86) ndo resultou em diferencas nas
concentracfes de creatinina sérica em relacdo aos animais que receberam
fluidoterapia apenas com cristaloide (n = 115) (YOZOVA et al., 2016). Embora
a mortalidade tenha sido mais elevada no grupo HES, os autores concluiram
que este fator ndo foi atribuido ao coloide, uma vez neste grupo havia um maior

namero de animais em estado grave (YOZOVA et al., 2016).

2.2.3. Efeitos na coagulagao

Quando solucdes de HES sé&o empregadas como fluido de reposicao
volémica em procedimentos cirdrgicos, é grande a preocupacdo com a
ocorréncia de coagulopatias, com consequente aumento do sangramento no
periodo peri-operatério. Entretanto, a hipocoagulabilidade causada pelo HES
pode ser benéfica em pacientes que tem predisposicdo a desenvolver trombose
no pos-operatorio (KOZEK-LANGENECKER, 2005).

Os prejuizos na coagulacdo sanguinea causados pelo HES podem
ocorrer de acordo com 0s seguintes mecanismos: 1) coagulopatia dilucional; 2)
ligagéo e inativagao do fator VIII e do fator de von Willebrand; 3) inibicdo do
receptor de glicoproteina llb/llla (GP llb/llla) que se encontra ativado na
superficie das plaquetas; 4) inibicdo da ligacéo entre GP lIb/llla e o fator de von
Willebrand ou o fibrinogénio; 4) aceleracédo do processo de fibrindlise (TOYODA
et al., 2014) (Figura 3 e 4).

A interferéncia na coagulagédo estaria diretamente relacionada ao
peso molecular médio e a substituicho molar das solucbes de HES
(JUNGHEIRINCH; NEFF, 2005; GLOVER et al., 2014; ADAMIK et al., 2015;
CAZZOLLI; PRITTIE, 2015). Portanto, as novas geracdes, desenvolvidas com
modificagdes na sua estrutura quimica visando acelerar o seu metabolismo e
eliminacdo, podem atenuar o0s prejuizos na coagulacdo (JUNGHEIRINCH;
NEFF, 2005; GLOVER et al., 2014; CAZZOLLI; PRITTIE, 2015; ADAMIK et al.,
2015). Deste modo, o HES de terceira geracao (“Tetrastarch”) induziria hipo-
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coagulabilidade dose-dependente, porém, apresentaria menor interferéncia na
hemostasia quando comparado com as soluc¢des da primeira e segunda geracao
(“Hetastarch” e “Pentastarch”, respectivamente) (JUNGHEIRINCH; NEFF, 2005;
GLOVER et al., 2014; CAZZOLLI; PRITTIE, 2015; ADAMIK et al., 2015).
Jungheirinch e colaboradores (2004), em pacientes submetidos a cirurgia
ortopédica, observaram que parametros de coagulacao (atividade do fator VIIl e
fator de von Willebrand) se normalizaram mais rapidamente com “Tetrastarch”
do que com o “Pentastarch”, provavelmente devido a eliminagdo mais rapida do
“Tetrastarch” em relacdo as demais geracoes de HES (JUNGHEIRINCH et al.,
2004).

O emprego de HES em humanos esta associado a disfuncdo plaquetaria
e a deficiéncia de fatores de coagulacdo, com reducéo significativa do fator XIII
e, principalmente, a deficiéncia de fibrinogénio. Entretanto, o “Tetrastarch” tende
a inibir a funcdo plaquetaria em menor grau do que as solucbes de peso
molecular médio e a substituicdo molar mais elevados (FENGER-ERIKSEN et
al., 2009). Muito embora o “Tetrastarch” cause menor interferéncia com a
coagulacdo que as geracdes anteriores de HES, este coloide ainda pode
interferir com as propriedades viscoelasticas do coagulo por diluir os fatores de
coagulacdo (coagulopatia dilucional) (FENGER-ERIKSEN et al., 2009). O
“Tetrastrach”, quando empregado para produzir hemodilucdo de 30% em
humanos, reduz a firmeza maxima do coagulo (MCF) avaliada pela
tromboelastometria (ENTHOLZNER et al.,, 2000; FENGER-ERIKSEN et al.,
2009). Estudos produzindo hemodiluicdo “in vitro” demonstram que todas as
geracdes de HES interferem com as propriedades viscoelasticas do coagulo,
resultando em prolongamento do tempo de coagulacéo (CT), prolongamento do
tempo de formacao do coagulo (CFT), além da reducdo da MCF (ENTHOLZNER
et al., 2000). Entretanto, a hemodiluicdo “in vitro” também demonstra que o
“Tetrastarch” causa menor interferéncia nas propriedades viscoelasticas do
coagulo que o “Hetastarch” e o “Pentastarch”, com reducéo da MCF equivalente
a observada com a hemodiluicdo produzida pela Solugcdo Salina Isotbnica
(ENTHOLZNER et al., 2000).

Estudos avaliando os efeitos da hemodiluicdo progressiva induzida “in

vitro” com solugcdes de HES demonstram resultados variaveis sobre a
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coagulacédo na espécie canina. Apés a producéo de 33 e 67% de hemodiluicéo
através da adicdo de fluidos, o HES de elevado peso molecular
médio/substituicdo molar (670/0,75) causou maior interferéncia nas
propriedades viscoelasticas do coagulo (tromboelastometria) que o Ringer
Lactato (MORRIS et al., 2016). Por outro lado, tanto uma solucdo de HES de
elevado peso molecular médio/substituicdo molar (HES 600/0,75) como o
“Tetrastarch” (HES 130/0,4), produziram estado similar de hipocoagulabilidade
no sangue canino “in vitro” (WURLOD et al., 2015). Estes resultados podem
sugerir que, ao menos na espécie canina, o0 HES de baixo peso molecular
(“Tetrastarch”) ndo apresentaria superioridade Obvia em relacdo as geracdes
anteriores de HES no que se refere aos seus efeitos na coagulacdo. Falco e
colaboradores (2012) observaram hipocoagulabilidade progressiva induzida pela
hemodiluicdo (10 a 25%) do sangue canino. Entretanto, este efeito ndo poderia
ser atribuido apenas a um efeito dilucional do coloide, uma vez que graus
similares de hemodiluicdo com Solugéo Salina Isotonica nao alteraram os

parametros derivados da tromboelastometria neste estudo (FALCO et al., 2012).

A diminuicdo na MCF induzida pelo HES pode estar relacionada a
alteracdo na funcéo e na quantidade de plaquetas e fibrinogénio. Além disto, com
a inclusdo do HES no coagulo, este exerce acdo fibrinolitica (FENGER-
ERIKSEN et al., 2009). Para a formacéo da rede de fibrina, € necessario que
esta interaja com o fator VIl ativado e com o fibrinogénio ativado. Uma vez que
o coloide promove diminuicdo no fator VIl ativado, a rede de fibrina se torna mais
friavel (Figura 3) (FENGER-ERIKSEN et al., 2009; ADAMIK et al., 2015). Deste
modo, 0 mecanismo mais importante que correlaciona HES a coagulopatias
parece ser a deficiéncia adquirida de fibrinogénio, uma vez que a adicdo de
fibrinogénio a amostras de sangue hemodiluidas com “Tetrastarch” é capaz de
normalizar a MCF (FENGER-ERIKSEN et al., 2009).
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Figura 3 Cascata de coagulacdo indicando as interferéncias do hidroxietilamido (HES)
adaptada. Fonte: Adaptada de Robbins: “Basic Pathology” por http://www.hepcentro.com.br/ .

A disfuncao plaquetaria (inibicdo da hemostasia primaria) associada ao
emprego do HES também pode estar correlacionada a diminuicdo da expressao
e ativacao do receptor Gllb/llla presente na superficie das plaquetas ativadas
(VAN DER LINDEN; Ickx, 2006; ADAMIK et al., 2015). A glicoproteina (GllIb/llla)

€ essencial para que ocorra o processo de agregacgao plaquetéria, uma vez que
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esta proporciona uma ligagcdo entre a plaqueta e o fator de von Willebrand
presente nas células endoteliais, iniciando-se desta forma formacao do tampéo
plaguetario (Figura 4) (VAN DER LINDEN; Ickx, 2006; ADAMIK et al., 2015).
Além da hemostasia secundaria, avaliada pela
tromboelastografia/tromboelastometria, a hemostasia primaria (formacdo do

tampao plaquetario) também pode ser afetada negativamente pelo “Tetrastarch”
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Figura 4: Representacéo esquematica da interferéncia do hidroxietilamido (HES) na hemostasia
primaria. Imagem das plaquetas na hemostasia primaria, na qual estdo as principais moléculas
das plaquetas, da matriz subendotelial e do plasma que participam dos processos de adesao,
secrecdo e agregacdo plaquetaria. Fonte: Palomo et al., 2009 (modificada).

no sangue canino submetido a hemodiluigéao “in vitro” (CLASSEN et al., 2012).

Os estudos produzindo hemodiluicéo “in vitro” apresentam relevancia
clinica limitada, uma vez que nao é possivel, com este modelo experimental, se
mimetizar a redistribuicdo de fluidos entre os compartimentos intravascular e
intersticial, bem como os efeitos diretos e/ou indiretos dos fluidos sobre o tonus
vascular e, consequentemente, sobre o volume circulatério (WURLOD et al.,
2015). Além disto, a hemodiluicdo “in vitro” ndo pode simular eventuais perdas
sanguineas continuadas em pacientes cirargicos, bem como o efeito dos fluidos
sobre a liberacéo de fatores fibrinoliticos e/ou sobre a dissolucédo dos coagulos
(WURLOD et al., 2015). O “Tetrastarch”, quando comparado a solu¢cbes de HES
de maior peso molecular, resultou em menor interferéncia na coagulacdo em um
modelo suino de HNA (THYES et al., 2006).

Atualmente ndo ha doses maximas diarias recomendadas para o0 uso
de solucbes de HES em animais. Mesmo as moléculas de HES de elevado peso
molecular, caso sejam empregadas em doses reduzidas em pacientes ndo

predispostos a sangramento, ndo aparentam causar efeitos clinicos adversos na
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coagulacdo. Moore e Garvey (1996), ap0s administrar o “Hetastarch” no
tratamento da hipoalbuminemia em cées, concluem que coagulopatias leves ndo
parecem ser o suficiente para contraindicar o uso deste coloide. Da mesma
forma, a administracdo de 10 mL/kg de HES de elevado peso molecular
médio/substituicdo molar (600/0,75), quando comparada a igual volume de
Ringer Lactato, ndo alterou os parametros de hemostasia (TP, TTPa, TSMO,
FVIII e vWF) em cées submetidos a cirurgia ortopédica (CHOHAN et al., 2011).

Contrastando com a inibicAdo da funcdo plaquetaria canina
demonstrada apds o uso do “Tetrastrach” para hemodiluicédo “in vitro” (Classen
et al., 2012); em cées submetidos ao choque hemorragico (remoc¢éo de 48mL/kg
de sangue), tanto a administracéo de “Tetrastarch” (20mL/kg) como de Solugé&o
Salina Isoténica (80mL/kg) inibiram a funcédo plaquetaria de forma equivalente,
suportando a hipotese de que o “Tetrastarch” nao interfere com a coagulacéao,
além de um efeito dilucional (MC BRIDE et al., 2016).

A relagéo entre o HES e as coagulopatias requer mais estudos clinicos,
para melhorar a compreenséo da real interferéncia na coagulagédo em animais.
Diante das evidéncias, em animais apresentado desordens na coagulacdo o
risco de sangramento deve ser considerado, restringindo a administracdo do
HES.

2.2.4. Recomendacgdes para a prescricdo de HES

Diante de resultados tdo controversos quanto ao emprego de HES,
em novembro de 2012 a “German Medicines Agency” analisou os resultados de
3 estudos clinicos randomizados (BRUNKHORST et al., 2008; MYBURGH et al.,
2012; PERNER et al.,, 2012) para avaliar a seguranca e a eficacia da
administragdo do HES (GLOVER et al.,, 2014). Todos os estudos em tela
associaram o uso do “Tetrastarch” a 6% a um maior risco de injuria renal em
pacientes com sepse/sepse severa (BRUNKHORST et al., 2008; MYBURGH et
al., 2012; PERNER et al., 2012); sendo que em uma destas publicacdes, a
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solucéo de HES foi associada ao um aumento de mortalidade (PERNER et al.,
2012).

Frente aos resultados observados pela “German Medicines Agency”,
esta requisitou uma revisdo a respeito do tema pelo “Pharmacovigilance Risk
Assessment Committee” no dia 29 de novembro de 2012. Este comité concluiu
que, em pacientes gravemente enfermos (sepse, queimaduras, trauma, ou
pacientes submetidos a procedimentos cirargicos), os beneficios do HES néo
superavam o0s riscos. O “Pharmacovigilance Risk Assessment Committee”
publicou no dia 13 de junho de 2013 no site do “European Medicines Agency”
um comunicado de imprensa, onde recomendou a suspensao da autorizacao da
venda de HES na Unido Européia (EMA, 2013a). Na sequéncia, em outubro de
2013, esta suspensédo também foi adotada pelo “Coordination Group for Mutual
Recognition and Decentralized Procedures”. Entdo, de forma proviséria, o HES
foi completamente suspenso do mercado por meio de um comunicado emitido
pelo “Medicines and Healyhcare products Regulatory Agency’no Reino Unido
(ADAMIK et al., 2015).

Outro comunicado de imprensa, publicado no site da “European
Medicines Agency” em 23 de outubro de 2013, emitido pela “Coordination Group
for Mutual Recognition and Descentralized Procedures”, de acordo com o
posicionamento do “Pharmacovigilance Risk Assessment Committee”, concluiu
gue o HES n&o deveria mais ser empregado em pacientes com sepse,
gueimaduras e pacientes criticos por aumentar o risco de IRA e mortalidade. O
HES poderia ser empregado apenas em pacientes hipovolémicos devido a
hemorragia aguda, e que ndo fossem responsivos ao tratamento prévio com
cristaloides. Ainda de acordo com o “Coordination Group for Mutual Recognition
and Descentralised Procedures”, o HES nao deveria ser administrado por mais

de 24 horas, e o paciente deveria ter sua funcao renal monitorada (EMA, 2013b).

Diante das evidéncias de que o HES pode causar IRA, aumento de
mortalidade e coagulopatias, o “United States Food and Drug Administration
(FDA)”, em novembro de 2013 aprovou novas recomendacdes para a
prescricdo de HES, tanto para o paciente quanto para o médico que o

prescreveria. As recomendacoes destinadas aos pacientes descrevem sinais
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importantes que estes devem ficar atentos, como alteracbes na coloracéo,
frequéncia, e quantidade de urina; cansaco ou fadiga; edema de pernas, pé,
face e maos. As recomendacbes aos medicos fazem referéncia a algumas
contra-indicacbes para a prescricdo do HES: 1) ndo usar em pacientes
gravemente enfermos, incluindo sepse; 2) evitar utilizar em pacientes com
doenca renal pré-existente; 3) monitorar a funcdo renal por 90 dias em
pacientes hospitalizados; 4) monitorar a coagulagéo em pacientes submetidos
a cirurgia cardiaca, e que tenham recebido “Hetastarch” em solucdo salina,
interrompendo o0 uso caso haja algum sinal de coagulopatia; 5) ndo usar HES
em pacientes com doenca hepética severa; 6) monitorar a funcao hepéatica dos
pacientes em que o HES foi administrado (FDA, 2013).

Na medicina veterinaria ha caréncia de estudos clinicos
randomizados avaliando a seguranca do HES nas diversas espécies animais.
Entretanto, por precaucéo, os cuidados advertidos para o homem poderiam ser
extrapolados para as espécies animais. Devido eliminacdo acelerada do HES
pela acdo da a-amilase plasmatica em céaes, tem-se especulado que esta
espécie seria menos susceptivel a IRA causada por este coloide (GLOVER et
al., 2014; CAZZOLLI; PRITTIE, 2015; YOZOVA et al., 2016). Com base em
estudos clinicos recentes, aparentemente o “Tetrastarch” a 6% seria mais
seguro do que o “Pentastarch” a 10% na espécie canina, uma vez que o coloide
de 3° geracdo ndo foi associado a maior incidéncia de IRA ou morte aos 90
dias pés-admissédo (HAYES et al., 2016; YOZOVA et al., 2016). Entretanto,
estudos veterinarios frequentemente apresentam pequeno poder estatistico
para detectar diferencas no risco relativo de IRA ou na mortalidade, em
populacbes apresentando uma miriade de doencas (CAZZOLLI; PRITTIE,
2015). De fato, no estudo de Yozova e colaboradores (2016), a inclusdo de um
namero maior de cdes gravemente enfermos no grupo “Tetrastarch” néo
permitiu que os autores efetuassem conclusdes a respeito do efeito do coloide

na mortalidade.
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2.3. Biomarcadores de injaria renal aguda, creatinina e NGAL.

Doencas renais sao de grande importancia clinica tanto na medicina
humana quanto na veterindria, pois causam aumento na mortalidade e
morbidade. A IRA é caracterizada por uma rapida diminuicdo na taxa de filtracédo
glomerular (DEVARAJAN, 2006; DAVIS et al., 2016) e pode se desenvolver em
decorréncia de um determinado periodo em que o rim € submetido a
hipoperfuséo, por exemplo este fato pode ocorrer durante uma anestesia geral
inalatéria (ROSS, 2011; DAVIS et al., 2016).

Um sinal laboratorial observado capaz de demonstrar disfuncéo renal
€ a proteinudria. Sabe se que as altera¢gdes nos valores de proteinas especificas,
excretadas via urina permite determinar o local da leséo renal, e possibilita a
avaliacdo da severidade da lesdo. A aplicabilidade dos testes capazes de
detectar as proteinas que indicam lesdo renal ainda é pouco conhecida na
veterinéria (NABITY etal., 2012). Diagnosticar e determinar o grau de proteinuria
€ importante, uma vez que a mesma pode refletir na diminuicdo do tempo de
sobrevida em caes. A IRA apresenta alta mortalidade tanto em humanos quanto
em cées, 45 -64% 50 - 60%, respectivamente, isso ocorre devido ao diagnostico
tardio da doenca (COBRIN et al., 2013).

A alta mortalidade pode ser atribuida a baixa sensibilidade dos testes
aplicados para detectar a doenca e, consequentemente acaba gerando atraso
no inicio do tratamento. Deste modo, métodos que possibilitam o diagnostico
precoce da doenca renal, podem aumentar a sobrevida destes pacientes. Por
esta razdo muitas pesquisas tém sido desenvolvidas com o objetivo de avaliar
novos métodos que viabilizem o diagndstico precoce da IRA, tanto na medicina

humana, quanto na veterinaria (COBRIN et al., 2013).

As pesquisas buscam por métodos ideais de biomarcadores para
predizer injaria renal, que devem ser capazes de: detectar tanto injuria renal
aguda e crbnica (IRC); devem ser sensiveis em detectar lesdes precoces;
localizar e predizer severidade da doenca; e monitorar os efeitos do tratamento
(COBRIN et al., 2013).
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2.3.1. Creatinina

A creatinina é o teste comumente utilizado para avaliar a funcao renal
tanto na medicina humana quanto na medicina veterinaria (BRAUN et al., 2003).
Atualmente, € considerado o teste padrdo para determinar a funcéao renal. O
clearance da creatinina sérica avalia a taxa de filtracdo glomerular. Na anélise
dos resultados é importante ponderar fatores que interferem na interpretacao,
como idade, sexo, alimentacdo e peso (COBRIN et al.,, 2013). Porém ha
biomarcadores de injuria renal capazes em diagnosticar injaria renal precoce
antes mesmo de observar aumento significativo nos valores de creatinina
(DEVARJAN et al., 2011).

2.3.2.Lipocalina associada a gelatinase neutrofilic  a - NGAL

A NGAL, que também denominado como Lipocaina 2 (Icn 2), é uma
proteina com peso molecular de 25KDa (COBRIN et al., 2013). A elevada
expressao desta proteina ocorre em decorréncia de uma resposta do néfron a
injuria epitelial renal (SCHMIDT-OTT et al., 2006). A quantificacdo dos valores
de NGAL é capaz de auxiliar no diagnostico precoce da IRA, e deste modo,
viabiliza um melhor prognéstico. Atualmente, o acesso ao teste capaz de dosar
NGAL esta disponivel apenas para pesquisa, o0 teste é realizado pelo ensaio

imunoenzimatico (ELISA) espécie-especifico.

Por ser altamente sensivel e especifico, a NGAL é capaz de
diagnosticar IRA de forma mais precoce em relagdo a creatinina (identificar a
injuria renal causada tanto na IRA quanto na IRC). Ha evidéncias de que a
expressao da NGAL se comporte de forma superior aos demais biomarcadores
de leséo renal (NAG, al microglobulina e creatinina) (NICKOLAS et al., 2008).
Durante a avaliacdo de 635 pacientes humanos, a NGAL urinaria demonstrou
ser altamente predictiva em identificar pacientes com lesdes renais ou

nefropatias em comparacdo com outros biomarcadores. Um Unico teste da
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NGAL urinaria, € capaz de identificar IRA, paciente renal em estado de pré-

azotemia, IRC e pacientes sem disfuncéo renal (NICKOLAS et al., 2008).

A dosagem da NGAL urinaria parece ser mais sensivel do que o
NGAL sérico. Visto que a concentracdo de NGAL sérico pode ser alterada ndo
s6 pela expressdo desta proteina em outros 6rgdos (tais como: pulmao,
estbmago e coldén), como também a proteina pode refletir em alteracdes
secundarias decorrentes de doencas (por exemplo: infec¢ao bacteriana aguda e
injuria tecidual) (DEVARJAN et al., 2011). Enquanto ndo se sabe ao certo quais
sao as reais diferencas e limitagcoes entre as concentragdes de NGAL presente
no plasma e na urina, é indicado que se faca a dosagem de ambas as amostras
(AHN; HYUN, 2013).

Quando a injuria renal ocorre ap0s a cirurgia, ocorre aumento de 50%
dos valores de creatinina sérica, esta elevacdo a qual que pode ser observada
de 1 a 3 dias apds a cirurgia, enquanto os valores de NGAL se elevam

precocemente de 2 a 6 horas apos o procedimento.

Os valores de NGAL na injaria renal aguda sao expressivamente
maiores do que os valores observados durante a injuria renal crénica em
humanos (DEVARJAN et al., 2011). O mesmo foi observado em cées, apos
avaliacdo de valores de NGAL sérico em animais classificados em diferentes
fases da IRC. Observou se que o valor de NGAL presente no plasma é maior

quando a doenca renal se encontra em estagio avancado (AHN; HYUN, 2013).

A quantificacdo de NGAL urinario foi capaz de identificar de forma
adequada leséo tubular renal em caes, que foram submetidos a hemorragia
guiada a pressdo (PAM = 40mmHg), seguida por reposicdo volémica com

solucdo de gelatina a 4% até recuperar a normotensédo (DAVIS et al., 2016).

Como a IRA é uma doenca comum em cées, Segev e colaboradores
(2013) avaliaram 94 cées classificados como: saudaveis, cdes com menores
disfuncdes no trato urinario, cdes com IRC. Observou-se que o melhor valor
apresentado pela relagdo NGAL/creatinina urinaria capaz de detectar IRA em
cées foi 120.000 pg/mg. Este valor apresentou uma sensibilidade de 95% e
especificidade de 89%. Deste modo, o ponto de corte avaliado agiliza o

diagnostico, facilita o rapido tratamento e melhora o prognéstico de caes com
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IRA. No entanto a NGAL precisa ser avaliado em um grupo maior de cées para

entdo ser prescrito como um teste padrao no diagnostico de IRA nesta espécie.
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3. CAPITULO 1: “Efeitos da hemodiluicdo normovolémica aguda com 6%
Tetrastarch ou Ringer Lactato sobre a funcdo cardiorrespirator a e
marcadores de injuria renal em caes”.

3.1. Resumo

Introducdo: O “Tetrastarch” (TS) é um expansor volémico mais efetivo que o Ringer Lactato
(RL). Entretanto, o TS pode causar injdria renal aguda (IRA) quando administrado em quadros
de sepse.

Objetivo: Comparar os efeitos da hemodiluicdo normovolémica aguda (HNA) com RL ou com
TS sobre a funcéo cardiorrespiratéria e marcadores de IRA em cées sadios.

Material e Métodos: Seis caes (19,7-35,3 kg) foram anestesiados durante 7 horas com
isoflurano/remifentanil em 3 ocasifes. Na primeira ocasido (Fase I), os animais nao foram
submetidos a HNA (controle). Na Fase I, iniciada apds intervalo > 2 semanas do término da Fase
I, os caes foram anestesiados em 2 ocasides para realizacdo de HNA, em um modelo
experimental cruzado randomizado (intervalo > 8 semanas). Em ambas as anestesias, o sangue
removido foi reposto com TS ou RL, (3 mL de RL ou 1 mL de TS para cada 1 mL de sangue
removido), visando reduzir o hematdcrito para 33%. A anestesia foi mantida por quatro horas
apos a reposigdo volémica (RV). As variaveis cardiorrespiratdrias foram coletadas no momento
BL (antes da HNA), 0,5, 1, 2, 3 e 4 horas apés a RV. Os biomarcadores de IRA foram mensurados
no momento BL, 4, 24 e 72 horas apés a RV.

Resultados: No tratamento TS o indice de agua extravascular pulmonar (EVLW!I) observado 1
hora apé6s a RV (10,0 + 1,9 mL/kg) foi significativamente menor (P < 0,05) em relagédo ao controle
(11,9 + 3,4 mL/kg). As 4 horas apo6s a RV, o EVLWI no tratamento TS (9.7 + 1.9 mL/kg) também
foi significativamente menor em relacédo ao tratamento RL (11,8 + 2,7 mL/kg). A relacdo presséo
parcial de oxigénio/fracdo inspirada de oxigénio nao diferiu entre tratamentos (P > 0,05) entre
0,5-4 horas apos a RV. Edema de cabeca foi observado em 3/6 caes entre 2—4 horas apos a RV
no tratamento RL. A relagdo lipocalina associada a gelatinase neutrofilica (NGAL)/creatinina
urindria ndo diferiu entre os tratamentos e manteve se abaixo do limite para deteccao de IRA
(120.000 pg/mg) durante 72 horas apés a RV.

Conclustes: Conclui-se que a HNA com ambos os fluidos produz estado hiperdinamico com
auséncia de evidéncias de edema pulmonar e/ou impedimento as trocas gasosas, o TS contrasta
com o RL por reduzir o acimulo de agua extravascular e nao formar edema periférico. Entretanto,
0 TS é mais vantajoso como fluido de reposicéo para a HNA por ndo causar edema periférico
nem IRA em cées saudaveis.
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3.2. Introducéo

A utilizacdo de cristaloides isotdnicos ou coloides artificiais para a
reposicéo volémica € tema de um amplo debate na medicina, que se estende
h& décadas (MUTTER et al.,, 2013, QURESHI et al.,, 2016). Em raz&do da
administracao de “Tetrastarch” a 6% (TS) estar associada a maior risco de
injuria renal aguda (IRA), em consequéncia do dano tubular renal causado em
pacientes sépticos, o TS vem sendo contraindicado em pacientes com sepse

ou com doenca renal pré-existente (PERNER et al., 2012).

No entanto, a administracdo de TS pode ser associda a resultados
favoraveis. Quando empregado precocemente na reposi¢cdo volémica de
pacientes em estado grave apresentando trauma penetrante, este fluido pode
ser eficaz em reduzir os niveis de lactato circulantes, ou até diminuir a injaria
renal (JAMES et al., 2011). Em estudo de metanalise recente, verificou-se de
que ndo ha evidéncias que suportam as generalizadas restricdes aplicadas ao
TS (QURESHI et al., 2016). Na medicina veterinaria ndo ha dados suficientes
para estabelecer a seguranca do TS em caes (GLOVER et al.,, 2014;
CAZZOLLI; PRITTIE, 2015). Em outra publicacéo recente, onde o efeito de TS
foi avaliado sobre os valores de creatinina em cées admitidos a uma UTI
veterindria, verificou-se que o TS ndo promoveu aumento dos valores de
creatinina sérica quando comparado aos animais que receberam fluidoterapia
apenas com cristaloides (YOZOVA et al., 2016). Contudo conclusdes sobre a
utilizacao de TS e a seguranca renal permanecem inconclusivas, uma vez que
a creatinina € pouco sensivel para detectar estagios precoces de IRA em
comparagao com outros biomarcadores (YOZOVA et al., 2016).

A HNA é uma técnica empregada em procedimentos cirdrgicos
associados ao maior risco de sangramento capaz de evitar o emprego da
transfusdo sanguinea alogénica (JAMNICKY et al., 2003; MONK et al., 2005;
REEH et al.,, 2016). Esta técnica consiste na remocdo do sangue e
subsequente reposi¢cao com cristaloides isotonicos ou coloides artificiais, a fim
de manter a normovolemia antes da cirurgia e reduzir o hematocrito para um
valor previamente definido (JAMNICKY et al.,, 2003; MONK et al., 2005). O

sangue autologo removido é posteriormente retransfundido ao final da cirurgia,
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ou quando o sangramento intra-operatério se torna clinicamente relevante
(JAMNICKY et al., 2003; MONK et al., 2005). O TS, quando comparado ao RL
como fluido de reposicdo volémica na HNA, é capaz de manter a pressao
coloidosmatica e diminuir o risco de edema intersticial e pulmonar (GAUTHIER
et al., 2014); além de resultar em hemodinamica superior [aumento no débito
cardiaco (DC) mais prolongado que o observado ap6s a HNA com RL]
(OTSUKI et al., 2007).

Formulou-se no presente estudo a hipotese de que a administracéo do
TS como fluido de reposi¢cdo volémica durante a HNA, quando comparada a
HNA obtida com o emprego de RL, resultaria em menor formacéo de edema
periférico e pulmonar. Para testa esta hipétese avaliou a formacado do edema
pulmonar mensurou-se o indice de agua extravascular pulmonar (EVLW!I) por
meio da técnica de termodiluicdo transpulmonar para determinacdo do DC. O
EVLWI é capaz de quantificar com precisdo o volume de fluido presente no
espaco intersticial alveolar em diversas espécies, incluindo cées
(KATZENELSON et al., 2004; FERNANDEZ-MONDEJAR et al., 2005; TAGAMI
et al., 2010).

A segunda hipotese formulada foi que o emprego do TS, como fluido de
reposicao para a HNA, néo produziria evidéncias de IRA em estagio inicial ou
avancado em cées saudaveis. Para testar esta hipétese, além da creatinina,
mensurou se a lipocalina associada a gelatinase de neutréfilos (NGAL) no
plasma e na urina. O NGAL é uma proteina expressa em neutrofilos, em células
do epitélio tubular renal e em outros 6rgdos. As concentracdes de NGAL na
urina aumentam apés injdria renal isquémica em caes (DAVIS et al., 2016). A
relagdo NGAL/creatinina urinaria tem mostrado ser altamente sensivel e
especifica em detectar estagios precoce de IRA em céaes, sendo util para
diagnosticar IRA antes mesmo da ocorréncia de aumento nas concentracoes
de creatinina e altera¢des nos parametros urinérios (proteinaria) (SEGEV et al.,
2013).
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3.3. Materiais e Métodos

3.3.1. Animais e desenho experimental

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética da instituicdo (Comissao de
Etica no Uso de Animais, CEUA) com o protocolo de nimero 043/2015. Foram
utilizados 6 cées, da raca Pointer Inglés, com peso entre 19,4 — 35,8 kg, dos
quais eram 4 machos e 2 fémeas, com 47 e 48 meses de idade. Todos os
animais eram provenientes do canil da FMVZ — Unesp. A higidez dos céaes foi
testada por meio de exame fisico e testes laboratoriais (hemograma, pefrfil
bioguimico: hepético e renal; urindlise) dentro dos limites de normalidade. Apos

o final do periodo experimental todos os cées foram doados.

Este estudo foi desenvolvido em um modelo prospectivo, ndo-encoberto,
parcialmente randomizado e cruzado. Cada animal foi anestesiado em 3
ocasifes distintas. Na primeira ocasido (Fase 1), os animais foram anestesiados
por 7 horas sem a realizacdo de HNA (tratamento controle). Apds um periodo de
duas semanas iniciou-se a Fase Il, na qual os animais foram anestesiados em
duas ocasifes distintas com a mesma técnica e por periodo similar, com um
intervalo minimo de 8 semanas, para permitir a normalizacdo dos parametros
hematolégicos. Nesta fase os animais foram submetidos aleatoriamente a HNA
com RL (tratamento RL) ou com TS (tratamento TS), onde o sangue removido
foi reposto com RL ou TS (3 mL de RL ou 1 mL de TS para repor cada 1 mL de

sangue retirado, respectivamente).

3.3.2. Preparo dos animais e variaveis cardiorrespi  ratérias mensuradas

Ap6bs jejum alimentar de 12 horas, com agua ad libitum, os animais foram
pré-medicados com morfina® (0,5 mg/kg, IM). Decorridos 15 minutos da pré-
medicacdo, introduziu-se um cateter? 20-G na veia cefalica. Em seguida, a

anestesia foi induzida via mascara facial com 5% isoflurano?® diluido em 4 litros

1 Sulfato de morfina, Dimorf® (10mg/mL), Cristalia, Itapira, Sdo Paulo, Brasil.
2 Cateter Angiocath, Becton Dickinson, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil.
8 Isoflurano 100% - Isoforine®, Cristalia, Itapira, Sdo Paulo, Brasil.
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de oxigénio a 100%. ApoOs a intubacéo endotraqueal, entdo a sonda foi acoplada
ao circuito circular valvular do aparelho de anestesia’. Na sequencia foi
cateterizada a vesicula urinaria. A anestesia foi mantida com isoflurano
associado a infusdo continua de remifentanil® (0,15 pg/kg/minuto), administrado
via bomba de seringa®. As concentragGes expiradas de isoflurano (ETiso),
mensuradas por meio de analisador de gases incorporado ao aparelho de
anestesia®, foram ajustadas de forma a suprimir movimentos espontaneos e

manter a PAM entre 60 — 70 mmHg durante toda a anestesia.

ApOs posicionamento dos animais em decubito dorsal, instituiu-se
ventilagdo mandatéria intermitente sincronizada controlada a volume*. O volume
corrente expirado e a relacéo inspiracao/expiracdo foram mantidos constantes
(12 mL/kg e 1/1,5 respectivamente), com a fracdo de oxigénio inspirada (FiO2)
mantida entre 0,35 — 0,45. A frequéncia respiratéria foi ajustada de forma a
manter a pressao parcial de gas carbénico (PaCOz2) préximo a 40 mmHg durante

a anestesia.

A temperatura corporal foi mantida entre 37,5 — 38,5°C atraves
aquecedor’, mensurada por um sensor de temperatura esofagico posicionado
intra-tordcico. Ao longo da anestesia os animais receberam fluidoterapia de
manutencdo com Ringer Lactato (2 mL/kg/h), administrado por bomba

peristaltica® através da veia cefélica.

Um cateter venoso central de mono-limen?® de calibre 18-G, com 20 cm
de comprimento, foi inserido na veia jugular até que sua extremidade distal fosse
posicionada na entrada do térax para monitorar a pressao venosa central (PVC).
Um segundo cateter de termodiluicdo transpulmonar® 3-F, com comprimento de
7 cm, foi assepticamente inserido na artéria femoral, a 2,5 cm da dobra inguinal,
para monitorar o débito cardiaco (DC) de forma intermitente, conforme
previamente descrito (GAROFALO et al., 2016). Ambos os cateteres foram

4 Aparelho de anestesia Drager Primus, Dragerwerk AG ; Co, Libeck, Alemanha.

5 Cloridrato de remifentanil- Ultiva® 2 mg, GlaxoSmithKline, Rio de Janeiro, RJ, Brasil
6Bomba de infusdo de seringa DigiPump LP 8x®, Digicare Animal Health, RJ, Brasil.
7 Aquecedor Warmtouch™ - Bair Hugger®, Arizant Healthcare, Mineapolis, MN, EUA.
8 Bomba de infuséo peristaltica DigiPump LP 8x®, Digicare Animal Health, RJ, Brasil.
9 Cateter Venoseld monolimen18 - G 20 cm, Rehlinger-Siersburg, Alemanha

10 Cateter PIiCCO PV2013L07N, Pulsion Medical Systems, Munich, Alemanha
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conectados aos transdutores de pressado!! previamente preenchidos com
solucéo salina e zerados em relacdo a altura da base do coragéo para monitorar
a PVC e a PAM.

A FC foi mensurada pelo eletrocardiograma do monitor multiparamétrico
a partir da Il derivacédo de Einthoven 2. A mensuracédo do DC foi realizada pela
técnica de termodiluicdo transpulmonar'3. Para obtengdo dos valores de DC,
administrou-se 5 mL de solucéo resfriada (< 5°C) de solugéao salina isotonica,
durante 2 a 3 segundos, através do cateter venoso central. A temperatura da
solucéo injetada foi aferida por um sensor de temperatura posicionado na
conecgéao do cateter venoso central e a tubulagcédo do transdutor de presséo. A
curva de termodiluicdo (mudanca de temperatura versus tempo) foi obtida pelo
sensor de temperatura da extremidade distal do cateter de termodiluicao inserido

na artéria femoral.

Para cada bolus de 5 mL de solucéo resfriada, 0 monitor gera um novo
calculo do valor de DC através da equacao de Stewart-Hamilton (SAKKA et al.,
2012), aléem de mensurar o volume diastolico final global (GEDV) e agua
extravascular pulmonar (EVLW) (KATZENELSON et al.,, 2004; SAKKA et al.,
2012). Para cada momento, as variaveis de DC, GEDV e EVLW foram
mensuradas em triplicata. As variaveis calculadas foram: superficie corporea
(m?) = peso corporeo (gramas)?3. 10,1 . 10*4; indice cardiaco (IC) = DC/superficie
corpérea (L/min/m?); indice sistélico (IS) = IC/FC (mL/bat/m?); indice de
resisténcia vascular sistémica (IRVS) = (PAM - PVC)/IC (dinas.seg cm®m?);
indice de agua extravascular pulmonar (EVLWI) = EVLW/peso corporeo (mL/KkQ).

Amostras de sangue arterial (1 mL), colhidas a partir do cateter femoral
em seringas heparinizadas, foram imediatamente submetidas a
hemogasometria'# para obtencéo dos valores de pH, PaCO: e pressdo parcial
de oxigénio (PaO2) corrigidos pela temperatura corpérea. A PaO: foi utilizada
para calcular a relacdo da presséao parcial de oxigénio no sangue arterial/fracdo
inspirada de oxigénio (PaO2/FiOz). Na sequéncia, a mesma amostra de sangue

foi utilizada para mensurar o hematocrito e a proteina plasmatica total (PPT)

11 Transdutor de pressao descartavel TruWave™ PX 260, Edwards Lifesciences Irvine, CA, EUA.
12 Monitor multiparamétrico DX 2020®, Dixtal Biomédica Ind. Com. Ltda, Amazonas, Brasil.

13 Modulo PiCCO, Pulsion Medical Systems/Dixtal, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil.

Analisador de gases sanguineos Modelo 348, Siemens, Halstead, Reino Unido.
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apos sua centrifugacdo!® a 11.500 rpm durante 5 minutos. O refratdbmetro'®
utilizado para mensurar a PPT foi previamente zerado com agua destilada antes

de cada mensuracao.

3.3.3. Marcadores de injuria renal aguda mensurados

As concentracdes de NGAL e creatinina foram determinadas no plasma e

na urina.

As amostras de sangue coletadas para mensuracdo do NGAL foram
coletadas em tubos contendo EDTA. As amostras de urina foram coletadas,
através de sonda uretral durante a anestesia. A vesicula urinéria era esvaziada
através da sonda uretral com auxilio de seringa, ap6s a coleta de urina a cada
momento. Apds o término da anestesia, a urina foi coletada por miccao

espontanea ou, caso necessario, atraves de sonda uretral.

Em cada momento, o sangue e urina utilizados para mensuragédo do
NGAL e creatinina foram centrifugados!’ a 2.500 rpm, a temperatura de 2 - 8°C,
durante 20 minutos. Apds coleta do sobrenadante, as amostras foram

armazenadas a -70°C até a analise.

Enquanto a creatinina plasmatica e urinaria foram analisadas por meio do
método colorimétrico'®1%, o NGAL plasmatico e urinario foi mensurado por
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA)?° especifico para a espécie
canina. Ap6s o descongelamento das amostras, 0 NGAL foi mensurado em
duplicata em 96 pocos presentes na placa de ELISA, conforme as
recomendacdes do fabricante. Ap0s a reacdo ser interrompida, em
consequéncia da adicdo do 4cido sulfurico, a intensidade da cor foi determinada
por um leitor de microplaca?! com um comprimento de onda de 450 nm. As

concentracbes de NGAL foram determinadas empregando-se curva padréo

15 Centrifuga de Micro Hematdcrito MH, Celm, Sdo Caetano do Sul, Sdo Paulo, Brasil.

16 Refratdbmetro, Megabrix, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil.

17 Centrifuga refrigerada - Sigma 2-16KL, Sigma Laborzentrifugen, Osterod am Harz, Alemanha.
18 Espectofotébmetro SB-190, Celm, Sdo Caetano do Sul, Sédo Paulo, Brasil.

19 Espectofotébmetro Cobas, Mira Plus, Roche, Indianapolis, Indiana, EUA.

20 NGAL (Lipocalina-2) Kit ELISA, MyBioSource, San Diego, Califérnia, EUA.

21 Leitor de microplaca multi-modo Synergy HTX, Biotek, Winooski, Vermont, EUA
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formada por 8 concentracfes pre-definidas do peptideo. Caso a variacado das
amostras em duplicata resultasse em valores > 20%, a amostra era hovamente

analisada em duplicada e, na sequéncia, era obtido a média dos valores.

3.3.4. Protocolo de hemodiluicdo normovolémica agud a (HNA) e
momentos de coleta das variaveis estudadas:

A HNA objetivou reduzir o hematdcrito (Ht) para 33%. O volume de

sangue retirado (VSgR) foi determinado individualmente pela formula:

VSgR (mL) = 80 x peso (kg) X [ (Ht awvo — Htbasal) / (Htavo + Htbasal/2) ]

Onde: 80 representa o volume de sangue total estimado em caes (mL/kg);
Htavo refere-se ao Ht desejado (33%); Htoasal refere se ao Ht observado antes do
inicio da HNA (GROSS et al., 1983).

A HNA foi realizada durante um periodo de 60 minutos (Figura 5). O
sangue foi removido durante 30 minutos, a partir de um cateter 20-G 2?inserido
na artéria dorsal podal, em membro contralateral ao membro no qual o cateter
de termodiluicdo transpulmonar foi inserido na artéria femoral. Na sequéncia foi
realizada a reposigcdo volémica durante 30 minutos através do cateter venoso
central, empregando-se o Ringer Lactato na propor¢céo de 3:1 (tratamento RL)
ou “Tetrastarch” na propor¢ao de 1:1 (tratamento TS).

O sangue foi estocado em uma bolsa de coleta de sangue contendo o
volume de anticoagulante, CPDA?3 na proporcdo adequada para o volume de
sangue a ser retirado. O VSgR foi aferido por uma balanga de precisdo (com

base na proporgéao de 1,08 gramas = 1 mL de sangue).

2 Cateter Insyte, Becton Dickinson, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil.
% Bolsa de coleta de sangue/CPDA, JP Industria Farmacéutica, Ribeirdo Preto, SP, Brasil.
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Mensuragéo do Mensuragéo do Ht
Htnicial (Ht Pés-HNA)
N
HNA
30min | 30min
{ J\
| !
Remogéao do Reposicéo
sangue™ Volémica**

*Volume a ser retirado (mL) = 80 x peso (kg) x (Htiniciai = Htawo) / [(Htinicial + Htano) / 2]

**Volume a ser reposto: Ringer Lactato (3 : 1) ou Tetrastarch (1 :1)

Figura 5: Procedimento de hemodiluicdo normovolémica aguda (HNA). Fonte: material
elaborado pelo autor.

ApOs o periodo de estabilizacdo anestésica e preparo dos animais (desde
a intubacéo endotraqueal até duas horas ap0s a indugdo da anestesia), onde a
ETiso foi ajustada de forma a manter PAM entre 60 e 70 mmHg e a prevenir
movimentos espontaneos, foram registradas as variaveis referentes ao momento
basal (BL). Imediatamente ap6s o0 momento BL, iniciava-se o procedimento de
HNA.

As variaveis cardiorrespiratorias, Ht e PPT foram registradas no momento
BL, imediatamente ap0s a remocdo do sangue (RS), imediatamente apds a
reposicao volémica (RV), e 0,5, 1, 2, 3 e 4 horas apdés a RV. A anestesia foi
interrompida ao término da coleta de parametros as 4 horas apos a RV (Figura
6).

As concentracdes plasmaticas e urinarias de NGAL, creatinina e a relagéo
NGAL/creatinina urinaria foram mensuradas nos momentos BL, 4, 24 e 72 horas
apos a RV (Figura 6). A relacdo NGAL/creatinina urinaria foi calculada com

valores de NGAL (pg/ml) dividido pelos valores de creatinina (mg/ml).
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Figura 6: Protocolo experimental utilizado em 6 cdes submetidos a anestesia sem a
realizagcdo de hemodiluicdo normovolémica aguda (HNA) (tratamento controle), ou a
anestesia com HNA, visando reduzir o hematdcrito para 33%, através do emprego de solugéo
de “Tetrastarch” (tratamento TS) ou Ringer Lactato (tratamento RL). As variaveis
cardiorrespiratérias foram registradas no momento basal (BL), imediatamente apés a
remocéo de sangue (RS), imediatamente apds a reposi¢cao volémica (RV) apds 30 minutos
RV (0,5) com TS ou RL (3 mL de RL ou 1 mL de TS para cada 1 mL de sangue removido),
as mensuracfes seguem ao longo de 4 horas. Enquanto que as variaveis de hemostasia
foram avaliadas no BL, 0,5, 2, 4 e 24 horas ap6s RV. A funcéo renal foi avaliada nos
momentos BL, 4, 24 e 72 horas apds a HNA. Fonte: material elaborado pelo autor.

3.3.5. Recuperacao anestésica

Ao final da ultima coleta de dados, foram removidos os cateteres inseridos
na veia cefalica, artéria femoral e dorsal podal, a infusdo de remifentanil era
interrompida e na sequéncia interrompia-se o isoflurano. O cateter venoso
central foi mantido por um periodo de 24 horas apés o fim da HNA. Também
foram registrados os tempos de extubacéao (final da administracao do isoflurano
até o momento da extubacéo) e posicao quadrupedal (final da administracéo do

isoflurano até o momento em que o animal retornou a posi¢ao quadrupedal).

3.3.6. Andlise estatistica

Os resultados foram analisados por um programa comercial de
estatistica®*. A normalidade das amostras foi verificada pelos testes de Shapiro-

% programa de estatistica Prism 6.02, GraphPad, San Diego, Califérnia, EUA.
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Wilk e Kolmogorov-Smirnov. As variaveis cardiorrespiratorias, Ht e PPT foram
comparadas entre os tratamentos pela analise de variancia (ANOVA) duas vias
para medidas repetidas pelos 2 fatores (tempo e tratamento), seguida pelo teste
de Tukey para medidas repetidas. O teste t pareado foi usado para comparar o

VSgR nos tratamentos RL e TS.

A inspecdo visual do histograma da creatinina urinaria, NGAL plasmatico
e urinario e da relacdo NGAL/creatinina urinaria demonstrou um padrdo
substancial de assimetria, resultando em coeficiente de variacdo elevados (>
50%). Por esta razédo, aplicou-se teste ndo paramétrico para estas variaveis.
Neste caso, utilizou-se o teste de Friedman seguido pelo teste de Dunn para
comparacdes multiplas. Para todas as variaveis, a hipotese nula (auséncia de

diferenca entre tratamentos) foi rejeitada a nivel de probabilidade < 0,05.
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3.4. Resultados

3.4.1. Efeitos da HNA com “ Tetrastarch ” ou Ringer Lactato no Ht, PPT,
EVLWI e relacdo PaO 2/FiO:2

O VSgR durante para o procedimento de HNA nao diferiu entre os
tratamentos RL e TS (25 £ 7 mL/kg e 23 + 4 mL/kg, respectivamente). Durante
0 periodo de 4 horas apos a RV, houve reducéo significativa do Ht nos
tratamentos RL (P =0,0001 -0,0042)e TS (P =< 0,0001 - 0,0441) em relacdo
ao grupo controle (Figura 7A). O Htavo (33%) foi atingido nos tratamentos TS
e RL 1 hora apds a RV.

Os valores de PPT, de forma semelhante ao Ht, apresentaram
reducao significativa nos tratamentos RL e TS em comparacao ao controle (P
= < 0,0001) durante 4 horas apos a RV (Figura 7B). No entanto, a PPT foi
significativamente maior no tratamento TS, em relagdo ao tratamento RL, logo
apos a RV até 4 horas apo6s a RV (P = < 0,0001 — 0,0093).

No tratamento TS, uma hora apos a RV, observaram-se valores
significativamente menores de EVLWI em relagao ao tratamento controle (P =
0,0372) (Figura 7C). Por outro lado, ap6s 4 horas da RV, houve significativo
aumento do EVLWI no tratamento RL em comparacao ao tratamento TS (P =
0,0317).

Imediatamente apos a RS, a relacdo PaO2/FiO2 foi
significativamente menor nos tratamentos TS (P = 0,0048) e RL (P = 0,0388)
em relacdo ao grupo controle (Figura 7D). Contudo, imeditamente apds a RV,
a relagdo PaO2/FiO2 manteve-se menor em relagcdo ao controle apenas no
tratamento TS (P = 0,0145). Durante o periodo de 0,5 — 4 horas apos a RV
nao houve diferenca na relagdo PaO2/FiO2 entre os tratamentos. A relacao
PaO2/FiO2 se manteve > 400mmHg em todos os animais durante todo o

estudo.
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Figura 7. Representacdo grafica dos valores (média + desvio padrao) de hematocrito (Ht),
proteina plasmatica total (PPT), indice de agua extravascular pulmonar (EVLWI) e da relagao
entre a pressdo arterial de oxigénio e a fragdo de oxigénio inspirada (PaO2/FiO2). As variaveis
foram registradas durante a anestesia no momento anterior a hemodiluicdo normovolémica
aguda (BL), imediatamente ap6s a remog¢édo do sangue em 30 min (RS), imediatamente apos a
reposicdo volémica com TS ou RL e de 0,5 a 4 horas ap0s a reposi¢do volémica (RV). & ¢
Médias seguidas por letras diferentes séo significativamente diferentes entre si (P < 0,05). Fonte:
material elaborado pelo autor.

3.4.2. Efeitos da HNA com “ Tetrastarch ” ou Ringer Lactato no ETISO e
variaveis hemodinamicas (Tabela 3)

Nenhuma das variaveis diferiu entre os tratamentos no momento BL,
com excecdo dos valores de IRVS, que foram significativamente menores no
tratamento TS em relacdo ao tratamento controle (P = 0,0078) e dos valores de
GEDVI, que foram significativamente maiores no tratamento TS em relagéo aos
tratamentos controle (P = 0,0005), e RL (P = 0,0244) (Tabela 3).

Imediatamente apds a RV, houve reducado significativa a ETiso no
tratamento RL em relacdo ao tratamento TS (P = 0,0354). Nos tratamentos RL e
TS houve elevacgéao significativa da FC, em relacdo ao controle, imediatamente
apos a RS (P = < 0,0001 para ambos os tratamentos), e de 0,5 — 4 horas ap0s a
RV [P = 0,0005 - 0,0290 (tratamento RL), P = 0,0003 — 0,0334 (tratamento TS)
]- No tratamento RL, houve elevacéo significativa do IC em relag&o ao controle,
desde o momento imediatamente apds a RV até 4 horas apés a RV (P =< 0,0001
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— 0,0007) (exceto no momento de duas horas apds a RV). No tratamento TS,
houve aumento significativo do IC em relacéo ao controle imediatamente apods a
RV (P < 0,0001) e 30 minutos apés a RV (P = 0,0070). No tratamento RL, houve
maior elevacédo no IC em relacdo ao tratamento TS imediatamente apds a RV (P
= 0,0136), e de 0,5 — 4 horas apés a RV (P = 0,0009 — 0,0029) (exceto nos
momentos de 1 e 2 horas apos a RV).

Nos tratamentos RL e TS, imediatamente apos a RS, houve aumento
significativo do IRVS (P = 0,0114 e P = 0,0143, respectivamente) em
comparacao ao controle. Subsequentemente, no tratamento RL, houve reducgéo
significativa do IRVS em relagéo ao controle no momento imediatamente apods a
RV, e de 0,5 - 4 horas apés a RV (P = 0,0001 — 0,0120) (exceto no momento de
2 horas apos a RV). No tratamento TS também houve reducéo significativa da
IRVS em relagéo ao controle apds a RV, porém esta reducdo se estendeu por 1
hora apés a RV (P = < 0,0001 — 0,0025). No tratamento RL, houve reducao
significativa do IRVS em comparacao ao tratamento TS imediatamente apés RV
(P = 0,0026), e as 3 e 4 horas apés a RV (P = 0,0009 e P = 0,0042,

respectivamente).

No tratamento RL, imediatamente apos a RV, houve reducéo
singificativa nos valores da PAM em relagdo ao tratamento TS (P = 0,0169).
Durante toda a anestesia 0s ajustes nos valores de ETiso possibilitaram manter
a PAM entre 60 — 70 mmHg, exceto em 3 animais, nos quais a PAM se manteve
menor que o valor alvo apos a administracdo de TS e RL em alguns momentos
(56 — 59 mmHg e 54 — 58 mmHg nos tratamentos RL e TS, respectivamente).
Nestes animais, a presenca de movimentagédo espontanea durante a anestesia
impediu que redugdes adicionais do ETiso fossem efetuadas com o objetivo de

manter os valores de PAM = 60 mmHg.

Nos tratamentos RL e TS, imediatamente apds a RS, houve reducéo
significativa da PVC em relagdo ao controle (P = 0,0007 para ambos o0s
tratamentos). No tratamento RL, imediatamente apds a RV, houve elevacao
significativa da PVC em relagdo ao controle (P = 0,0019) e em relacdo ao
tratamento TS (P = 0,0132). No tratamento TS, houve reducéo significativa da
PVC em relac&o ao controle as 2 e 3 horas apds a RV (P =0.0002 e P = 0,0007,
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respectivamente). Quando comparado ao tratamento RL, houve reducédo

significativa da PVC no tratamento TS apenas as 2 horas apds a RV (P = 0,0052).

Nos tratamentos RL e TS, imediatamente apds a RS, houve reducéo
significativa do GEDVI em relacdo ao controle (P = 0,0265 e P = 0,0470,
respectivamente). Imediatamente apos a RV, houve elevacdo no GEDVI nos
tratamentos RL e TS em relagdo ao controle (P = < 0,0001 em ambos os
tratamentos). Enquanto no tratamento RL houve elevacéo significativa do GEDVI
em relagdo ao controle apenas 3 horas apos a RV (P = 0,0207); no tratamento
TS, a elevacéo significativa do GEDVI em relacdo ao controle, foi mantida por
um periodo mais sustentado (de 0,5 — 3 horas apos a RV) (P = 0,0042 — 0,0253).
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Tabela 3: Valores médios (+ desvio padréo) de concentracdo expirada de isoflurano (ETiso), frequéncia cardiaca (FC), indice cardiaco (IC), indice de resisténcia
vascular sistémica (IRVS) pressao arterial média (PAM), presséo venosa central (PVC) e indice de volume diastélico global final (GEDVI) observados em 6
cdes adultos submetidos aos tratamentos controle, Ringer Lactato (RL) e “Tetrastarch” (TS) em um delineamento prospectivo cruzado, parcialmente
aleatorizado e ndo encoberto. As variaveis foram registradas antes da hemodiluicdo normovolémica aguda (BL), imediatamente ap6s a remoc¢éo do sangue no
periodo de 30 minutos (RS), imediatamente apos a reposi¢cao volémica com TS (tratamento TS) ou RL (tratamento RL) durante 30 minutos (RV) e durante 4
horas apds a RV (momentos semelhantes foram mensurados no tratamento controle).

Tempo ap6s a RV (horas)

Variaveis Tratamentos BL RS RV 05 1 > 3 2
Controle 1,35+0,51 1,37 +0,53 1,32 +0,48% 1,33 +0,49 1,32 +0,45 1,43 £0,34 1,48 + 0,34 1,37 +0,43
ETiso (%) RL 1,37 +0,33 1,27 +0,21 1,12 + 0,292 1,20 + 0,06 1,33+0,23 1,38 +0,31 1,52 +0,34 1,42 +0,29
TS 1,53 +0,36 1,42 +0,37 1,35 +0,33" 1,40 +0,32 1,42 +0,25 1,48 +0,31 1,48 +0,35 1,48 +0,33
Controle 96 + 27 99 + 292 97 +28 97 + 282 93 + 242 96 + 252 95+ 252 99 +222a
FC (bat/min) RL 99 +24 133 +£33P 106 * 26 113 £ 35P 113 £330 111 +31P 118 +30P 122 +29b
TS 102 + 26 146 + 33b 109 + 30 112 +27°b 112 + 29 114 +33b 110 +33b 123 +38b
Controle 2,80 + 0,45 2,97 +0,54 2,80+0,382  3,23+0,482  3,31+0,452 3,48 +0,33 3,39+0,502  3,68+0,422
IC (mL/m?) RL 2,97 £0,52 2,74 £0,17 5,38 +1,09P 4,92+1,84>  439+117° 4,10 +0,92 4,73 +0,86 4,77 +0,92b
TS 3,20+ 0,40 2,74+ 0,29 4,57 +0,61° 4,10+0,67¢ 3,98+0,63%  3,69+0,68 3,78+0,642  3,72+0,492
RVS Controle 1861 + 3242 1789 #2852 1759 +2282 1606 +2062 1556 + 1612 1461 +130 1479 +200% 1372 +1762
(dines/seg/cm™$/m?) RL 1750 +2713 1990 + 119 891 + 218P 1100 + 318P 1223 +259b 1294 + 271 1085 + 168P 1113 +177°
TS 1644 + 204> 1996 + 176 1133 + 149°¢ 1252 +187° 1314 +242b 1426 +178 1351 +170% 1344 + 1582
Controle 65+3 66+3 64 + 42b 65+1 65+3 65+3 63+2 63+3
PAM (mmHg) RL 65+2 67 +1 61 +52 63+5 65+4 65+2 64+3 65+2
TS 65+2 67+3 65 + 4P 64+3 64 +2 64 +4 62+3 61+5
Controle 0+1 1+22 1+12 1+1 1+2 1+12 2+28 1+1
PVC (mmHg) RL 1+1 -1£3P 3+2b 1+1 1+2 1+12 14280 0+2
TS 0+1 -1+1b 1+1a 1+1 0+1 -1+1b -1 +1b 0+1
Controle 637 + 1452 609 +1252 567 + 912 602 + 1082 587 + 1002 563 + 752 545 + 772 551 + 96
GEDVI (mL/m?) RL 668 + 912 546 + 92b 704 +55Pb 647 + 823 617 + 642 603 + 523 610 + 44P 576 + 34
TS 732 +164P 551 + 121b 740 +187° 668 + 128P 665 + 177P 627 + 126P 610 + 139P 590 + 128

ab.¢ Médias seguidas por letras diferentes s&o significativamente diferentes entre si (P < 0,05)
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3.4.3. Efeitos da HNA com " Tetrastarch " ou Ringer Lactato na recuperacao
anestésica

O tempo de recuperacdo anestésica ndo diferiu entre os grupos. Os
animais apresentaram um tempo de extubacdo de 14 + 8 minutos (média *
desvio padrédo dos valores agupados dos tratamentos) e se mantiveram em
posi¢cdo quadrupedal em 30 minutos (15 - 136 minutos) [mediana (valor minimo
e maximo) dos valores agupados dos tratamentos]. Ndo houve intercorréncias
durante a recuperagao anestésica nos tratamentos controle e TS. Entretanto, 3/6
animais tratados com RL, apresentaram edema palpebral, labial e de lingua ao
final da anestesia (anexo | e Il), sendo que 1 destes animais também apresentou
estridor inspiratorio apos ter retornado a posi¢cado quadrupedal.

3.4.4. Efeitos da HNA com " Tetrastarch” ou Ringer Lactato nos
biomarcadores de IRA (Tabela 4)

N&o houve diferencas nos valores de creatinina entre tratamentos (P =
0,0624 — 0,9879), com excecado do tratamento de RL onde, 4 horas ap6s a RV,
houve reducao significativa nos valores de creatinina plasmatica e urinaria (P =
0,0362 e P = 0,0117, respectivamente), em comparacao ao tratamento controle
(Tabela 4). Nao houve diferenca entre os tratamentos para 0s parametros de
NGAL plasmatico (P = 0,2500 — > 0,9999), NGAL urinario (P = 0,2500 — >
0,9999), e relagcdo NGAL/creatinina urinaria (P = 0,2500 — > 0,9999).
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Tabela 4: Valores médios (+ desvio padrédo) de creatinina plasmatica, e medianas (valores minimos e maximos) de creatinina urinaria, lipocalina associada a
gelatinase neutrofilica (NGAL) no plasma e na urina, e relagdo NGAL/creatinina urinaria observados em 6 cdes adultos submetidos aos tratamentos controle,
Ringer Lactato (RL) e “Tetrastarch” (TS) em um delineamento prospectivo cruzado, parcialmente aleatorizado e ndo encoberto. As variaveis foram
registradas durante a anestesia, antes da hemodiluicdo normovolémica aguda (BL) e 4 horas apds a RV com RL (tratamento RL) e TS (tratamento TS). Logo
apos o registro das mensuracdes as 4 horas apés a RV, a anestesia foi interrompida e as variaveis foram registradas nos animais conscientes as 24 e 72
horas apds a RV (momentos semelhantes foram considerados no tratamento controle).

Momentos ap6s RV (horas)

Variaveis Tratamentos BL 2 >4 72
Controle 0,77 £0,12 0,77 £0,122 0,70£0,04 0,76 £ 0,15
Creatinina plasmatica (mg/dL) RL 0,72+0,11 0,70 +0,08" 0,65 + 0,07 0,77 + 0,08
TS 0,70+£0,10 0,710,112 0,67 £ 0,07 0,74 £0,11
Controle 226 (162-353) 272 (182-370)2 99 (75-139) 184(75-259)
Creatinina urinaria (mg/dL) RL 217 (61-365) 180 (119-318)P 53 (38-79) 243 (105-465)
TS 134 (82—-299) 218 (129-233)2 116 (43-189) 153 (42-371)
Controle 6396 (3562-14618) 5871 (3671-12979) 8084 (4134-15298) 7422 (5085-23968)
NGAL plasmaético (pg/mL) RL 9318 (5653-17963) 7740 (4179-17321) 11,737 (6095-19581) 12214 (5677-25550)
TS 9169 (3751-28978) 7576(3445-31850) 11294 (4417-36926) 13118 (4529-31187)
Controle 919 (320-5084) 1684 (921-3,524) 867 (580-5978) 1062 (398—11096)
NGAL urinario (pg/mL) RL 1626 (249-4586) 606 (73—4545) 431 (206-3332) 1074 (138-9133)
TS 286 (261-17093) 948 (260—20827) 1140 (238-4738) 887 (262—8527)
Relacio Controle 538 (122-1442) 621 (249-1470) 822 (632-6069) 671 (267-4483)
NG A(I;_/Creatinina urindria (pg/ma) RL 721 (143-3264) 366 (23-2631) 863 (260-5976) 381 (132—-2720)
peima) g 279 (87-9128) 514 (115-16114) 870 (418-6494) 373 (246-4418)

a.b.c Médias seguidas por letras diferentes séo significativamente diferentes entre si (P < 0,05).
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3.5. Discussao

Os resultados observados no presente estudo demostram que a HNA com
TS, além de nédo produzir evidéncias de injuria renal em cédes sadios, € mais
benéfica que a HNA com RL uma vez que este coloide ndo produz sinais clinicos
de edema periférico. Em contraste com os resultados obtidos apds a
administracdo de TS, a HNA com RL resultou em sinais clinicos de edema
periférico em 3/6 animais, 0s quais persistiram durante o perido pos-anestésico
imediato. A auséncia de alteracdes significativas nas concentracdes de
NGAL/creatinina urinaria também sugerem que a utilizacdo do TS durante a
HNA, de forma similar ao RL, ndo causa danos aos tubulos renais ou evidéncias
de IRA em estagio inicial (SEGEV et al., 2013). Embora o TS apresente
restricbes generalizadas associadas a sua prescricdo na medicina humana
(MUTTER et al., 2013), ndo se deve extrapolar tais restricbes para caes sadios
submetidos a HNA.

No presente estudo, a administracdo de RL causou sinais de edema
periférico em 3/6 animais, além de ter causado aumento significativo do EVLWI
em relacdo ao tratamento TS 4 horas apdés a RV. Estes efeitos do RL
provavelmente sdo resultados da diminuigédo da pressao coloidosmética induzida
pelos cristaloides (RUDLOFF; KIRBY, 2000; VALVERDE et al., 2012). No
entanto, a formacdo de edema secundario a administracdo de cristaloides
iIsotonicos, pode ndo ser causada apenas pela redugdo da pressdo
coloidosmatica, mas pode também estar relacionada as lesbes causadas no
glicocélice endotelial (CHAPPELL et al., 2014; CHAPPELL; JACOB, 2014). O
glicocélice é uma membrana fina formada por glicoproteinas e proteoglicanos
localizada préximo a parede do endotélio vascular. Esta membrana atua como
uma barreira eficaz no controle da permeabilidade transvascular (CHAPPELL et
al., 2014; CHAPPELL; JACOB, 2014). A hipervolemia € um fator em potencial
para causar danos ao glicocélice (CHAPPELL et al., 2014; CHAPPELL; JACOB,
2014). Deste modo, a administracao de grandes volumes de TS (20 mL/kg) em
pacientes normovolémicos, também pode agravar as lesdes causadas nesta
membrana, contribuindo assim para a formacao de edema tecidual (CHAPPELL
et al., 2014).
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O EVLWI, mensurado pela técnica de termodiluicdo transpulmonar, é
capaz de determinar a quantidade de liquido acumulado no espaco intersticial e
alveolar, auxiliando no diagnostico de edema pulmonar (KATZENELSON et al.,
2004; FERNANDEZ-MONDEJAR et al., 2005; JOZWIAK et al., 2015). Os valores
médios do EVLWI observados no tratamento controle variaram entre 11 +2 a 13
+ 4 mL/kg. Estes valores aparentaram diferir substancialmente dos valores de
EVLWI observados com técnica de mensuracao semelhante em cdes saudaveis
sem raca definida (9,4 + 3,5 mL/kg), e em humanos sem lesao alveolar difusa (<
10 mL/kg) (KATZENELSON et al., 2004; TAGAMI et al., 2013; JOZWIAK et al.,
2015). Entretanto € improvavel que estes valores representem acumulo anormal
de agua extravascular pulmonar, uma vez que o tratamento controle recebeu
uma taxa relativamente pequena de fluidoterapia com RL (2 mL/kg/hora). Além
deste fato, os valores de relacdo PaO2/FiO2 elevados (> 400 mmHg) no
tratamento controle demonstram que a transferéncia de oxigénio dos alvéolos
para o sangue foi proxima do ideal. Por outro lado, apés uma hora da RV, houve
reducao significativa do EVLWI no tratamento TS em relacdo ao controle. Esta
reducdo no EVLWI também foi significativa no tratamento TS quando este foi
comparado ao tratamento RL 4 horas ap6s a RV. Contudo, ndo houve evidéncias
de edema pulmonar em nenhum dos tratamentos administrados neste estudo,
visto que as alteracdes encontradas no EVLWI ndo estédo associadas a prejuizos
na oxigenacao (diminuigéo na relacdo PaO2/FiO2) (HOLTE et al., 2002; AMAN et
al., 2012). Estudos futuros sdo necessarios para se estabelecer os valores de
EVLWI, acima dos quais seria possivel identificar o edema pulmonar em céaes.

O estado hiperdinamico induzido pela HNA com RL, caracterizado por
elevacdo do IC e reducdo do IRVS, foi reportado em caes anestesiados
(HABLER et al., 1996; FANTONI et al., 2005). A diminui¢cdo na pds-carga, como
consequéncia da reducdo do IRVS, e um concomitante aumento na pré-carga e
na contratilidade do miocardio apos a HNA, sdo os mecanismos envolvidos na
melhora do volume sistélico e do IC apds a HNA (HABLER et al.,, 1996;
JAMNICKY et al., 2003; MURRAY 2004; MONK et al., 2005).

No presente estudo, a elevacao do IC observada apés a HNA com RL foi
de maior magnitude e mais prolongada em comparacdo a HNA com TS.

Entretanto, a maior duracdo do estado hiperdinamico induzido pela HNA com
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RL, em comparacdo com o TS, ndo deve ser atribuida a melhora na pré-carga,
uma vez que o GEDVI nao apresentou diferencas entre os animais tratados com
TS e RL, apés a RV. Estas observagcbes contrastam com os resultados
observados em suinos anestesiados submetidos a HNA (Htawvo de 15%), onde a
HNA com “Pentastarch” a 6% resultou em estado hiperdinamico (valores maiores
de IC) quando comparado com o grupo submetido a HNA com RL (OTSUKI et
al., 2007). A redugcdo mais prolongada e sustentada da pos-carga (IRVS),
observada apos a administracdo do RL, provavelmente contribuiu para a
manutencdo do estado hiperdinamico mais prolongado com o emprego do
cristaloide. Outros fatores né&o avaliados no presente estudo, como a
contratilidade miocardica, podem ter contribuido para o aumento mais

prolongado do IC observado apés a HNA com RL.

No presente estudo, com base nas mensuracbes de NGAL e
creatinina, ndo foram encontradas evidéncias que suportem a hipétese de
injuria renal apés a HNA com RL ou TS em cdes sadios. Os coloides sintéticos
podem causar nefrose osmética em decorréncia de edemallise das células
tubulares (DICKENMANN et al.,, 2008). Neste caso, apés o TS ser
metabolizado em particulas abaixo do limiar de excre¢éo renal (45 a 60 kDa),
as moléculas do coloide filtradas pelo glomérulo podem ser absorvidas pelas
células tubulares proximais causando elevacdo da pressdo oncotica
intracelular.Tal efeito resulta no movimento de agua para o interior das celulas
tubulares, com consequente edema e lise celular (Dickenmann et al., 2008;
GLOVER et al., 2014; ADAMIK et al., 2015; CAZZOLLI; PRITTIE, 2015). A
injuria renal decorrente da administragcdo dos coloides também pode ser
explicada pela reducdo/obstrucao do fluxo tubular, causada pela administracéo
de solucdes hiperoncaticas (“Pentastarch” a 10%) em pacientes desidratados
(MORAN; KAPSNER, 1987; ROZICH; PAUL, 1989; BOLDT, 2009). A solugéo
de “Pentastarch” a 10% resulta em evidéncias de lesdes tubulares/IRA, tanto
em modelos experimentais de sepse (SIMON et al., 2012) como em estudos
clinicos randomizados realizados em humanos (BRUNKHORST et al., 2008) e
em cées (HAYES et al., 2016).

Apesar da grande variabilidade das concentrac6es de NGAL na urina e

no plasma nos caes do presente estudo, estes valores estdo dentro da faixa de
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variacdo observada em cédes com auséncia de IRA (COBRIN et al 2016; DAVIS
et al.,, 2016). Os valores maximos da relacdo de NGAL/creatinina urinaria
observados no presente estudo foram registrados em um céo ap6s a HNA com
TS (16.114 pg/mg) logo apés a RV com TS. Entretanto este animal ja
apresentava valores mais elevados de NGAL/creatinina urinaria desde o
momento basal (9.128 pg/mg). Além disto os valores encontrados sé&o
consideravelmente menores que o limite de deteccdo de formas azotémicas de
IRA em cées (relacdo NGAL/creatinina urinaria > 120.000 pg/mg) (SEGEV et al.,
2013).

A maior limitagdo deste estudo € o pequeno numero de animais avaliados,
resultando em menor poder dos testes estatisticos aplicado na detecgéo de
alteracdes significativas entre os tratamentos. Além disto, por se tratar de modelo
experimental, ndo associado a procedimentos cirdrgicos com elevado risco de
sangramento, ndo foi possivel avaliar os efeitos da HNA com RL ou TS na
reducdo do uso de transfusdes alogénicas. Outra limitacao, foi o fato de que o
protocolo de HNA utilizado (remocé&o de sangue e reposi¢ao volémica realizados
em fases distintas) ndo se assemelhou ao protocolo empregado clinicamente
(reposicao volémica realizada concomitantemente a remoc¢ao de sangue), o qual
visa prevenir a ocorréncia de sinais de choque (exemplo hipotenséo)
(JAMNICKY et al., 2003). Todavia, no presente estudo, os sinais de choque
foram evitados através do emprego de técnica de anestesia balanceada e do
ajuste do ETiso afim de prevenir a hipotensdo (PAM < 60 mmHg) durante a

anestesia.
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3.6.Conclusdes

Diante dos resultados observados no presente estudo, conclui-se que a
administracdo do TS é preferida em relacdo ao RL no contexto da HNA em caes
saudaveis. Embora ambos os fluidos tenham resultado em estado
hiperdindmico, sem evidéncias de edema pulmonar ou prejuizos na oxigenacao
pulmonar, o coloide contrastou com o RL por reduzir o acumulo de agua
extravascular pulmonar e ndo promover sinais clinicos de edema periférico.
Finalmente, tanto o emprego do RL como do TS em caes saudaveis submetidos
a HNA, nao produz evidéncia de estagios iniciais de IRA por até 72 horas apos

a sua administracao.
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4. CAPITULO 2: “Efeitos da hemodiluicdo normovolémica aguda com
6% Tetrastarch ou Ringer Lactato sobre a coagulagédo sanguinea em
cées”

4.1. Resumo

Introdugdo: A administracdo de “Tetrastarch” (TS) pode causar distirbios da coagulacgao.
Entretanto, a relevancia clinica destes efeitos ainda esta por ser determinada em cées
submetidos a hemodiluicdo normovolémica aguda (HNA).

Objetivos: Comparar os efeitos da HNA com TS ou Ringer Lactato (RL) na coagulacdo em cées.

Material e Métodos : Seis cédes (19,7-35,3 kg) foram anestesiados com isoflurano/remifentanil
em 3 ocasides. Na primeira ocasido (Fase ), os animais ndo foram submetidos a HNA (controle).
Na Fase Il, iniciada ap6s intervalo > 2 semanas do término da Fase |, os cdes foram anestesiados
em 2 ocasifes para realizacdo de HNA, em um modelo experimental cruzado randomizado
(intervalo > 8 semanas). Em ambas as anestesias, o sangue removido foi reposto com TS ou
RL, (3 mL de RL ou 1 mL de TS para cada 1 mL de sangue removido), visando reduzir o
hematdcrito para 33%. A anestesia foi mantida por 4 horas apds a reposi¢do volémica (RV). A
variaveis de coagulacéo foram coletadas durante a anestesia no momento basal (BL), 0,5, 2 e 4
horas apés a RV e as 24 horas apos a RV (cées conscientes).

Resultados: Quando comparada ao controle, a contagem de plaquetas foi significativamente (P
< 0,05) menor entre 0,5 — 24 horas ap6s a RV no tratamento RL; enquanto no tratamento TS
houve reducao significativa somente aos 30 minutos e as 24 horas apds a RV. O tempo de
tromboplastina parcial ativada aumentou significativamente, em relacdo ao controle, aos 30
minutos apés a RV (tratamento RL), e as 4 horas apos a RV (tratamento TS). O tempo de
formacado do coagulo aumentou significativamente em relagcdo ao controle por um periodo mais
prolongado no tratamento RL (entre 0,5-4 horas apds a RV) do que no tratamento TS (entre 0,5—
2 horas ap6s a RV). O angulo a diminuiu entre 0,5 — 4 horas apés a RV no tratamento RL. No
tratamento TS, o angulo a diminuiu em relagdo ao controle por periodo idéntico (coagulacao
ativada pela via extrinseca) ou mais curto (0,5 — 2 horas apés a RV) (coagulacao ativada pela
via intrinseca). A firmeza maxima do coagulo diminuiu significativamente em relacéo ao controle
por um periodo idéntico para ambos os fluidos (entre 0,5-4 horas ap6s a RV). Ndo encontraram-
se diferencas significativas no tempo de sangramento de mucosa oral apés a RV.

Conclus@es: A hipocoagulabilidade induzida pela HNA com RL ou TS foi transitéria (2 a 4 horas).
As alteracdes da coagulacdo observadas apdés a HNA com TS ndo sdo maiores que as
observadas apés a HNA com RL. Portanto o TS provavelmente resultou em coagulopatia
dilucional.
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4.2. Introducéo

A utilizacédo de coloides sintéticos, como as solucdes de hidroxietilamido
(HES), na reposi¢ao volémica de pacientes gravemente enfermos é controversa.
Além de poderem causar injuria renal aguda em pacientes com sepse
(MYBURGH et al., 2012; PERNER et al., 2012), as solu¢bes de HES podem
causar disturbios de coagulacdo, potencialmente limitando seu emprego em
pacientes cirurgicos e/ou predispostos a apresentar sangramento (FENGER-
ERIKSEN et al., 2009; WESTPHAL et al., 2009; GLOVER et al., 2014; TOYODA
et al., 2014). Os disturbios causados na coagulagdo pelo HES podem ser
consequéncia do comprometimento de varios mecanismos, incluindo: 1)
Formacao e inibicdo de fibrina em decorréncia da ligacdo e inativagao do fator
VIl e o fator de von Willebrand; 2) Inibicdo da formac&o do coagulo via inibicdo
das glicoproteinas GP llb/llla localizadas na superficie de plaquetas ativadas; 3)
Inibicdo da ligag&o do fator de von Willebrand e do fibrinogénio aos receptores
GP lIb/llla das plaguetas ativadas; 4) Aceleracdo da degradacdo de fibrina
(JUNGHEINRICH; NEFF 2005; FENGER-ERIKSEN et al., 2009; GLOVER et al.,
2014; TOYODA, 2014).

A farmacocinética do HES é diretamente relacionada ao peso molecular
médio e a substituicdo molar (porcentagem de moléculas de glicose
quimicamente modificadas pela adigcdo de grupamentos hidroxietil) ( WESTPHAL
et al., 2009; GLOVER et al.,, 2014). As solucbes de HES com menor peso
molecular médio/substituicdo molar apresentam metabolismo acelerado e, por
esta razao, parecem apresentar efeitos adversos atenuados (WESTPHAL et al.,
2009; GLOVER et al., 2014). O “Tetrastarch” (TS) € um HES de 3° geragcdo com
menor peso molecular médio (130 KDa) e substituicdo molar (0,4) que as outras
solugdes de HES a geracOes anteriores, como o “Hetastarch” (450 KDa/0,7) e o
"Pentastarch® (200 KDa/0,5). Os cées possuem maior capacidade de
degradacdo e excre¢cdo das moléculas de HES do que o homem, devido a maior
atividade da enzima a-amilase presente no plasma canino (YACOBI et al., 1982;
GLOVER et al., 2014). Em funcdo da remocao mais acelerada da circulacdo do

TS, em relacdo as geracoes anteriores de HES, a inibicdo direta do fator VIl e
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do fator de von Willebrand podem ser minimas, reduzindo assim o impacto
negativo do TS sobre a coagulacdo (JUNGHEINRICH; NEFF 2005).

O TS pode induzir hipocoagulabilidade em caes (GAUTHIER et al., 2015;
REUTELER et al., 2016). Estudos recentes demonstraram que a administracéo
de grandes volumes de TS (40 mL/kg), quando comparado com volume similar
de solucéo salina (NaCl 0,9%) causa prejuizos na coagulacdo em caes com
endotoxemia (GAUTHIER et al., 2015). No entanto, a utilizacdo de volumes
idénticos de TS e cristaloides neste estudo dificulta reconhecer a relevancia
clinica da coagulopatia associada ao TS, uma vez que, em funcdo da rapida
distribuicdo de fluidos entre o espago intravascular e intersticial, um volume de
cristaloides 3 vezes maior que o volume de coloides seria necessario para
produzir efeito expansor volémico semelhante (BARROS et al., 2011, MILLER et
al., 2015).

A hemodiluicdo normovolémica aguda (HNA) €& uma alternativa
empregada para evitar transfusdes alogénicas em cirurgias com maior risco de
sangramento (JAMNICKI et al., 2003; ZHOU, 2016). Durante a HNA, momentos
antes da cirurgia, um volume pré-definido de sangue é removido e reposto com
fluido cristaloide e/ou coloide visando reduzir o hematdcrito (Ht) para um
determinado valor. Durante a fase de maior sangramento, ou apds o término da
cirurgia, o sangue estocado pode ser transfundido para o paciente (JAMNICKI et
al., 2003; ZHOU, 2016). Em suinos submetidos a HNA, os efeitos indesejados
do TS na coagulacdo foram relativamente menores quando comparados com
solucdo de HES de maior peso molecular médio (650 KDa) (THYES et al., 2006).
Entretanto, ainda ndo se sabe o quanto o TS poderia comprometer a coagulacéo
guando comparado a um cristaloide isotbnico durante a HNA. Portanto, o
presente estudo objetivou comparar o efeito da HNA com TS ou RL, sobre as
variaveis de coagulacdo em cédes sadios. Logo hipotetizou que o TS nao

produziria maiores interferéncias na coagulacao além do efeito hemodilucional.
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4.3. Materiais e Métodos

O presente estudo foi realizado concomitantemente a pesquisa anterior
(Capitulo 1), a qual objetivou comparar os efeitos da HNA com TS ou RL sobre
a funcao cardiorrespiratoria e marcadores de funcéo renal em cées. Portanto,
foram empregados os mesmos cédes e a metodologia foi idéntica a descrita no
capitulo 1, diferindo apenas no que se refere as variaveis mensuradas e aos

momentos de coleta de destas.

4.3.1. Hematécrito (Ht), contagem de plaquetas, tem  po de protrombina
(TP) e o tempo parcial de tromboplastina ativada (T  TPa) e tempo de
sangramento da mucosa oral (TSMO)

As amostras de sangue foram coletadas em seringas heparinizadas,
colocadas em um tubo de microhematdcrito, e em seguida foram centrifugadas®®
a 1500 rpm por 5 minutos para medir o Ht. A contagem de plaquetas foi realizada
de forma manual na camara de Neubauer em amostras sanguineas contendo
EDTA. O tempo de protrombina (TP) e o tempo parcial de tromboplastina ativada
(TTPa) foram mensurados no sangue coletado em tudos contendo citrato de

s6dio através de um analisador portatil®®.

O tempo de sangramento de mucosa oral (TSMO) foi avaliado através de
um dispositivo?’ que, ao ser acionado, promovia uma incisdo linear de 1 mm de
profundidade e 5 mm de comprimento na mucosa labial. Para a realizacédo deste
teste, o labio superior do cao foi evertido, e o dispositivo disparado. O
sangramento resultante da incisdo era secado com auxilio de um papel filtro
posicionado abaixo do ponto de sangramento, de forma com que este nao
tocasse na incisao e removesse 0 coagulo que estava se formando. Deste modo,

o TSMO foi determinado pelo tempo em gue o dispositivo foi disparado até o fim

25 Centrifuga de Micro Hematécrito - MH, Celm, Séo Caetano do Sul, Sdo Paulo, Brasil.
26 Analisador Coag Dx™, IDDEX, Sao Paulo, SP, Brasil.
27 Dispositivo Triplett Bleeding Time Test Device, Helena Laboratories, Beaumont, TX, EUA.
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do sangramento. O TSMO foi realizado pelo mesmo pesquisador durante todo o

estudo.

4.3.2. Tromboelastometria

A tromboelastometria?® foi utilizada para avaliar as propriedades
viscoelasticas do coagulo. Para cada amostra sanguinea, a tromboelastometria
foi realizada simultaneamente em 2 canais de mensuragdo. Em ambos os canais
canal foram adicionados 300uL de sangue citratado recalcificado com 20 pL de
cloreto de calcio 0,2 mol/L (starTEM®). A ativacdo da coagulacdo em um canal
foi realizada pela adicdo de 20 pL do fator recombinante de tecido humano (in-
TEM®)?°, e em outro canal pela adi¢do de 20 uL fosfolipideo de tromboplastina
parcial/acido elagico (ex-TEMt®)%°, os quais correspondem a via intrinseca e
extrinseca da coagulacao, respectivamente.

Foram avaliadas as seguintes variaveis: 1) CT (tempo de coagulag&o):
parametro correspondente ao tempo para o inicio da formacdo do codgulo e
formacdo inicial de fibrina; 2) CFT (tempo de formacdo do coagulo): parametro
que reflete a tempo para formacdo do coagulo; 3) Angulo a: parametro que
representa a velocidade de acumulo de fibrina e de ligacdo cruzada (nivel de
fibrinogénio), refletindo assim a dindmica da formacdo do coagulo; 4) MCF
(firmeza maxima do codgulo): medida do pico da forga/resisténcia do coagulo,
compreende o periodo de tempo desde o inicio da formac&o do coagulo até a

obtencéo da firmeza maxima.

4.3.3.Tempos de coleta das variaveis estudadas

Apés o término da fase de preparo dos animais/estabilizacdo do plano
anestésico (2 horas apoés a intubacdo endotraqueal), as amostras sanguineas
para mensuracao do Ht, variaveis relacionadas a hemostasia primaria (contagem

de plaquetas e TSMO) e secundaria (TP, TTPa e tromboelastometria) foram

28 ROTEM delta, Tem International GmbH, Munich, Alemanha.
2in-TEM, Tem International GmbH, Munich, Alemanha.
%0 ex-TEM, Tem International GmbH, Munich, Alemanha.
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coletadas no momento basal (BL) e o procedimento de HNA com RL ou TS foi
realizado durante 1 hora, conforme descrito no capitulo 1. Os parametros acima
descritos foram novamente mensurados durante a anestesia as 0,5, 2, 3 e 4
horas ap0s a reposicéo volémica com RL ou TS. ApOs a coleta das variaveis as
4 horas apos a administracédo dos fluidos, a anestesia foi interrompida e novas
mensuracdes foram realizadas as 24 horas apés a reposicao volémica (Figura
8).

Periodo
pos - anestésico

Anestesia (isoflurano / remifentanil)

- Remocdo | Reposicéo Tempos de avaliagées apos HNA
Preparo dos animais de sangue | volémica (horas)
(30 min) (30 min)
y
. L
Intubagédo orotraqueal HNA

Figura 8: Protocolo experimental utilizado durante o experimento. A hemodiluicdo
normovolémica aguda (HNA), visando reduzir o hematdcrito a 33%, foi realizada durante 60
minutos. As variaveis foram registradas no momento basal (BL), apds 2 horas da intubacgéo
endotraqueal, e as 0,5, 2 e 4 horas ap6s a reposicao volémica durante a anestesia, e as 24 horas
apos a reposicdo nos cdes conscientes. Os momentos semelhantes foram considerados no
tratamento controle (ndo submentido a HNA). Fonte: material elaborado pelo autor.

4.3.4. Andlise estatistica

Os resultados foram analisados por um programa de estatistica!.
Verificou se a normalidade das amostras através do teste de Kolmogorov-
Smirnov. Para realizar comparacéo entre grupos foi utilizado anélise de variancia
(ANOVA) bifatorial, com medidas repetidas para ambos os fatores (tratamento e
tempo), seguida pelo teste de Tukey para medidas repetidas. O teste t pareado
foi usado para comparar o volume total de sangue retirado entre 0s grupos
tratados com RL e TS. Para todas as variaveis, a probabilidade de erro tipo Il
(auséncia de diferenca entre tratamentos) foi rejeitada a um nivel de significancia
<0,05.

31Programa de estatistica Prism 6.02, GraphPad, San Diego, Califérnia, EUA.
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4 4. Resultados

4.4.1. Efeitos da HNA com RL ou TS sobre o Ht, TP, TTPa, contagem de
plaguetas e TSMO

O volume total de sangue removido para realizar o procedimento de
hemodiluicdo nao diferiu entre os tratamentos RL e TS (25 +7 mL/kg e 23 £ 4
mL/kg, respectivamente). Nos tratamentos RL e TS, de 0,5 — 24 horas apos a
RV, houve reducéo significativa do Ht em relacdo ao controle, (P = < 0,0001 —
0,0197 e P =< 0,001 — 0,0013, respectivamente). As 24 horas apds a RV, o Ht
no tratamento TS foi significativamente maior que no tratamento RL (P = 0,0197)
(Tabela 5).

A contagem de plaquetas foi significativamente menor no tratamento
RL em relacdo ao controle de 0,5 — 24 horas ap6s a RV (P = <0,0001 — 0,0019).
Por outro lado, comparativamente ao tratamento controle, o tratamento TS
reduziu significativamente a contagem de plaquetas apenas apés 0,5 hora e 24
horas da RV (P = < 0,0001 e P = 0,0314, respectivamente).

Os valores médios de TP e TTPa foram mantidos dentro do intervalo
de referéncia para caes fornecido pelo fabricante do equipamento (11 — 17
segundos e TTPa (72 — 102 segundos). Aos 30 minutos apos a RV, houve
reducdo significativa do TP no tratamento TS, comparativamente aos
tratamentos controle (P = 0,0381) e RL (P = 0,0065). Houve elevacao
significativa do TTPa em relacdo ao controle aos 30 minutos apds a RV no
tratamento RL (P = 0,0311) e as 4 horas apds a RV no tratamento TS (P =
0,0481).

O TSMO se menteve dentro dos valores normais para a espécie
canina (< 240 segundos) durante todo o estudo. Houve elevacao significa do
TSMO no tratamento RL em relagao ao tratamento TS no momento basal (P =
0,0183). Entretanto, apés a RV, ndo houve diferenca significativa entre os

tratamentos.
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Tabela 5. Média + desvio padrao dos valores de hematocrito (Ht), contagem de plaquetas, tempo
de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) e tempo de sangramento
de mucosa oral (TSMO) observada em 6 cdes submetidos a hemodiluicdo normovolémica aguda
(HNA) com Ringer Lactato (tratamento RL) ou “Tetrastarch” (tratamento TS). As variaveis foram
registradas antes da hemodiluicdo normovolémica aguda (HNA) no momento basal (BL), e as
0,5, 2 e 4 horas apés a reposicao volémica (RV) (animais anestesiados), Nova coleta foi realizada
as 24 horas ap6s a RV nos animais conscientes (anestesia interrompida apos coleta de
parametros as 4 horas apos RV). Momentos semelhantes foram considerados no tratamento
controle. &b ¢ Médias seguidas por letras diferentes séo significativamente diferentes entre si (P
<0,05).

Tempo apoés a RV (horas)

Variaveis Tratamentos BL 05 > 2 >4
Controle 43+3 41 + 42 40 + 22 40 + 22 45 + 32
Hematdcrito (%) RL 41 +2 32+2b 34 +2P 37+3b 36+ 3P
TS 42 +3 32 +4b 35 +2b 36 +1P 39 + 3¢
Controle 332.038 346.346 326.567 316.467 313.521
Contagem de +43.698 +66.8702 + 36.088% +48.0332 +43.0712
plaguetas RL 322.779 212.521 261.758 252.079 241.558
(células/ul) +57.099 +45.630° +60971° +67.308b +35.193b
TS 302158 232.300 290.796 293.742 267.525
+41,725 +27.706° +54.,1892b  +39.8172b +15.957b
Controle 15+1 15+12 17 +3 15+2 13+1
TP (seg) RL 14 +1 16 + 22 15+1 15+1 13+1
TS 14 +1 13 +1P 16 +1 14 +1 13+1
Controle 72+9 73 £92 75+ 14 73 £ 92 80+11
TTPa (seg) RL 75+12 92 +29b 82+15 83 +9ab 87 +6
TS 79 +15 89 + 24ab 90+ 14 91 + 16° 79 +10
Controle 61 + 1620 63 +15 57+14 56 +12 97 +40
TSMO (seg) RL 86 + 222 56 +14 60 +19 52 +15 80 + 38
TS 50 + 16° 74 +21 79 + 35 51+21 76 + 39

4.4.2. Efeitos da HNA com TS ou RL avaliados pelat romboelastometria

Os resultados da tromboelastometria, obtidos pela ativacdo da
coagulacdo pelas vias extrinseca (ex-TEM) e intrinseca (in-TEM), sé&o
apresentados na Tabela 6. Aos 30 minutos apés a RV, houve elevagcdo no CTex-
Tem Nos tratamentos RL (P = 0,0342) e TS (P = 0,0052) em relag&o ao controle.
No tratamento RL houve elevagao significativa nos valores de CFTex-tem € CFTin-
TEm em relacdo ao controle entre 0,5 — 4 horas ap6s a RV [P =< 0.0001 - 0,0083
(CFTex-tem) € P = < 0,0001-0,0163 (CFTin-tem)]. No tratamento TS, a elevacédo
singficativa no CFTex-tem € CFTin-TEm €m relagcdo ao controle foi observada aos
30 minutos [P = 0,0102 (CFTex-1em) € P = 0,0004 (CFTin-Tem)] € 2 horas apos a
RV (P = 0,0045 (CFTex-tem) P = 0,0002 (CFTin-Tem)].
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Houve reducéo significativa no &ngulo aex-Tem em relagéo ao controle
somente no tratamento RL entre 0,5 —4 horas apés a RV (P =< 0,0001 - 0,0088).
Neste mesmo periodo, 0 &ngulo aex-tem também foi significativamente menor no
tratamento RL em relag&o ao tratamento TS (P = < 0,0001 — 0,0088).

Para o angulo ain-tem, entre 0,5 — 4 horas apos a RV, houve redugéo
significativa no tratamento RL em relagdo ao controle (P = < 0,0015 — 0,0179).
No tratamento TS, houve redugé&o significativa do angulo ain-tTem aos 30 minutos
(P =<0.0134) e as 2 horas apés a RV (P = < 0,0005).

A MCFex-tem NO momento BL do tratamento RL foi significativamente
menor em relacdo ao controle (P = 0,0126). Houve reducédo significativa da
MCFex-Tem NO tratamento RL, em relag&o ao controle, entre 0,5 — 4 horas apos a
RV (P =< 0,0001). No tratamento TS, houve reducéo significativa da MCFex-tem,

comparativamente ao controle, por um periodo idéntico (P = < 0,0001 — 0,0048).

Para a MCFin-Tem, Observou-se reduc¢dao significativa no tratamento RL
em relacdo ao controle entre 0,5 — 4 horas apos a RV (P = < 0.0001 — 0,0143).
No tratamento TS, houve reducéo significativa deste parametro em relacdo ao
controle por periodo idéntico (P = 0,0037 — 0,0488).
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Tabela 6. Variaveis derivadas da tromboelastometria em amostras de sangue citratado onde a
coagulacéo foi ativada pela via intrinseca (in-TEM) e extrinseca (ex-TEM): tempo de coagulagéo
(CT), tempo de formacédo do coagulo (CFT), angulo a e firmeza maxima do coagulo (MCF). Os
valores sé@o apresentados como média (+ desvio padrao) observadas em 6 cées submetidos a
hemodiluicdo normovolémica aguda (HNA) com Ringer Lactato (tratamento RL) ou “Tetrastarch”
(tratamento TS). As variaveis foram registradas antes da hemodiluigdo normovolémica aguda
(HNA) no momento basal (BL), e as 0,5, 2 e 4 horas ap6s a reposi¢ao volémica (RV) (animais
anestesiados). Nova coleta foi realizada as 24 horas ap6s a RV nos animais conscientes
(anestesia interrompida ap0s coleta de parametros as 4 horas ap6s RV). Momentos semelhantes
foram considerados no tratamento controle.

Tempo apoés a RV (horas)

Variaveis Tratamento BL 05 > 2 52
Controle 40 +£10 37 +£22 43 +8 41 +12 35+7
CTex-tem (s€Q) RL 49+ 17 57 +30° 54 +16 56 +18 34 +14
TS 44 +16 63 + 14° 47 +8 48 +18 48 +17
Controle 96 +12 96 + 1072 89 + 142 92 + 142 90 +11
CFTex-1em (S€Q) RL 106 £12 129 + 43P 118 + 25P 113 + 24P 100 + 17
TS 95+8 116 + 22° 111 + 18P 104 + 1620 91+12
A Controle 70,8+23 70,7+2,0% 722+252 715+282 723+272
Angulo dextem (°) RL 69,8+29 67,3+28° 672+33 678+42b 713+19
TS 70,8+23 70,7+2,0% 722+252% 715+282 723+272
Controle 62,0+ 3,42 62,7+3,32 61,7+4,32 62,2+3,62 66,2+3,3
MCPFex-tem (mm) RL 57,8+4,7° 525+52P 537+58P 548+57° 64,2+29
TS 60,8 +3,4% 547+35P 567+31° 575+39" 63,8+4,4
Controle 116 £ 23 109 £+ 16 105 +17 113 +11 105 + 33
CTin-tem (s€Q) RL 120+ 21 105 + 41 108 +17 115 +18 121 +30
TS 106 + 14 97 +29 93+23 109 + 25 106 + 33
Controle 76 +13 80 + 152 75+ 132 84 + 232 76 +13
CFTin-tem (s€Q) RL 93+16 133 + 46° 116 + 32P 109 + 23P 82 +15
TS 77 +16 116 + 32P 112 + 18P 100 + 2020 81+11
. Controle 76,2 +2,3 748+242 755+243 752+25%2 765+45
Angulo ain-em (°) RL 73,3+27 69,7+6,9° 70+3,6° 71 +3,20 73,8+2,6
TS 75,8+33 705+28° 695+4,1b 728+293% 74+21
Controle 60,2 + 3,2 61 +4,12 61,2 + 3,12 60 + 4,82 64,3 +3,3
MCFin-tem (mm) RL 55,5+3,8 51,8+45b 525+39 542+33° 598+73
TS 58,5+2,7 55,7+3,4P 543+26P 552+47° 62 +4

a,b.c Médias seguidas por letras diferentes séo significativamente diferentes entre si (P < 0,05).
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4 .4. Discussao

A HNA com o TS resultou em coagulopatia dilucional, uma vez que,
no contexto da HNA, a hipocoagulabilidade sanguinea induzida pelo coloide foi
equivalente ou menor que hipocoagulabilidade induzida por um volume 3 vezes
maior de RL. O aumento no CFT induzido pela HNA com TS foi de duragéo mais
curta em comparacao a HNA com RL (2 e 4 horas, respectivamente). Enquanto
a reducao na MCFin-Tem foi semelhante a MCFex-Tem tanto na magnitude quanto
na duracao (4 horas) para ambos os fluidos, TS e RL. Como o TS n&o causou
maior interferéncia nas propriedades viscoelasticas do coagulo do que o RL,
pode-se inferir que o TS provavelmente ndo exerceu ac¢ao inibitoria direta dos

fatores de coagulacédo no contexto da HNA.

As alteracdes na hemostasia induzidas pela HNA com RL ou TS,
foram comparadas com as alteracdes na hemostasia observadas nos mesmos
animais submetidos ao mesmo protocolo experimental, porém sem a realizacéo
da HNA (delineamento cruzado). Este modelo experimental possui a vantagem
de evitar situagfes de viés causadas por diferengas nas respostas individuais as
intervencdes terapéuticas/procedimentos avaliados. Embora a HNA com TS e
RL tenha reduzido a velocidade de formacao e firmeza do coagulo (angulo a e
MCF, respectivamente), os valores médios dos paradmetros derivados da
tromboelastometria, a excecdo dos valores médios do CTin-Tem, S€ mantiveram
dentro dos intervalos de referéncia previamente publicados por outro laboratério
(FALCO et al., 2012). Estas observacOes reforcam a hipdtese de que o TS
poderia ser administrado como fluido de RV durante a HNA sem agravar o

sangramento em caes saudaveis.

Em estudos comparando o efeito de diferentes fluidos na coagulacéo,
diferencas no grau de diluicdo dos fatores de coagulacao podem representar um
viés importante. Em cées submetidos ao choque hemorragico hipotensivo
(pressao arterial média entre 40 — 50 mmHg), a expansdo volémica efetiva
(expanséo efetiva do volume plasmatico dividida pelo volume infundido) do RL
foi diminuida de 38% aos 5 minutos apds o RL, para aproximadamente 11% aos
90 minutos apos o RL (BARROS et al.,, 2011). Em contraste, a expansao

volémica efetiva do TS foi préxima a 100% no mesmo periodo (BARROS et al.,
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2011). Portanto, a relacdo entre o volume de RL administrado e o volume de
sangue removido (3/1) para a HNA poderia ndo ser suficiente para compensar a
redistribuicdo do RL entre os compartimentos intravascular e extravascular.
Contudo, devido as reducbes semelhantes do Ht, observadas por até 4 horas
apos a RV com TS ou RL, sugere-se que a relacéo entre o volume do fluido de
reposicdo e o volume de sangue removido (3/1 para o RL e 1/1 para o TS)
promoveu grau semelhante de hemodiluigdo. Em contrapartida, o RL causou
reducdo mais consistente na contagem de plaquetas (entre 0,5 — 24 horas apos
a RV) em relacéo ao controle; enquanto o TS reduziu a contagem de plaquetas
em relacdo ao controle de forma menos consistente (30 minutos e 24 horas apos
a RV). Esta diferenga sugere que o grau de hemodiluicdo causado pelo RL
poderia ser maior que o promovido pelo TS. Apesar da RV com ambos os fluidos
ter reduzido a contagem de plaquetas, os valores médios permaneceram dentro
da faixa normal para caes (200.000 — 500.000 plaguetas/pL). Além deste fato, a
reducdo da contagem de plaquetas provavelmente ndo afetou a hemostasia
primaria, uma vez que o TSMO ndo diferiu entre os tratamentos entre 0,5 — 24

horas ap0s a RV.

O HES pode interferir na atividade e na concentracdo do fator de von
Willebrand, o que resulta em prejuizos na agregacéo plaquetaria (hemostasia
primaria) (ZOZEK-LANGENECK, 2005; GLOVER et al., 2014; GAUTHIER et al.,
2015). A administracdo de volumes elevados de TS (40 mL/kg) diminui as
concentracbes do fator de von Willebrand, quando comparado com volume
semelhante de solugdo salina (NaCl 0,9%) em cées, sugerindo que a
administracdo de coloide pode inibir a hemostasia primaria (GAUTHIER et al.,
2015). Entretanto estudos recentes tém mostrado que a administragdo de TS
apos o choque hemorragico em cées nédo altera a hemostasia primaria (funcéo
plaquetéaria) além de um efeito exclusivamente dilucional (MC BRIDE et al.,
2016). Contrastando com o efeito das solu¢cdes de HES com elevado peso
molecular médio, o TS apresenta pouco impacto na agregacao plaquetaria em
humanos (WIERENGA et al., 2007; SCHADEN et al., 2012). Apesar da atividade
do fator de von Willebrand ou a agregacdo plaguetaria ndo tenham sido

avaliados no presente estudo, observaram-se evidéncias de que a hemostasia
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primaria nao foi alterada pelos fluidos empregados, uma vez que o TSMO néo

diferiu entre os tratamentos apds a RV.

Embora a atividade do fator VIl ndo tenha sido avaliada no presente
estudo, ha evidéncias de que as solucdes de HES podem interferir no fator VIIlI,
causando inibigdo da via intrinseca da coagulag&o por 2 mecanismos diferentes:
1) diminuicdo direta da atividade do fator VIII, através de um mecanismo
dilucional; 2) ligacao e inativacdo direta do fator VIII (ARELLANO et al., 2005;
TOYODA et al., 2014). Embora a diminui¢cdo da atividade do fator VIII possa ser
observada com a administracéo de solu¢des de HES de elevado peso molecular
médio (ARELLANO et al., 2005), doses relativamente elevadas de TS em
humanos (50 — 70 mL/kg) e em cées (40 mL/kg) ndo reduziram a concentracao
do fator VIII (KASPER et al., 2003; NEFF et al., 2003; GAUTHIER et al., 2015).

Tanto o RL como o TS induziram aumento transitério no TTPa (aos
30 minutos e 4 horas apos a RV, respectivamente), além da diminuicdo na
MCFex-1em € MCFin-Tem de magnitude e duragéo similar para ambos os fluidos.
Estes resultados suportam a hipétese de que a hipocoagulabilidade induzida
pelo TS é atribuida exclusivamente a um efeito dilucional. Além disto, estas
observacdes estdo de acordo com o conceito de que as solu¢cbes de HES com
menor peso molecular médio e menor substituigdo molar, como o TS, causam
menor interferéncia na coagulacdo do que as solu¢gbes de HES com elevado
peso molecular médio e elevado grau de substituicdo molar (ENTHOLZNER et
al., 2000; JUNGHEINRICH; NEFF 2005; THYES et la, 2006; WESTPHAL et al.,
2009; TOYODA et al., 2014).

Interessantemente, o TP néo foi afetado por nenhum dos fluidos, ou
diminuiu transitoriamente apos 30 minutos da administracao do TS. A diminuicéo
do TP poderia ser interpretada como um aumento na velocidade de coagulagéo
da via extrinseca. Embora as alteracdes no TP e TTPa tenham apresentado
significancia estatistica, estas observa¢des séo de pouca relevancia clinica, uma
vez que os valores observados encontram se dentro do intervalo de referéncia

para caes.

A principal limitacdo do presente estudo esté relacionada ao reduzido

tamanho amostral da populacdo estudada, o que poderia ter resultado em
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reducdo do poder estatistico dos testes aplicados (menor probabilidade de
demonstrar diferencas mais discretas entre os tratamentos). Entretanto, esta
limitagcdo foi em parte compensada pelo delineamento experimental cruzado.
Outro problema potencial, foi o fato de que o0 TSMO e MCFex-tem diferiram entre
tratamentos no momento BL (antes da realizacdo da HNA), o que poderia sugerir
que o intervalo entre tratamentos (> 2 semanas entre o tratamento controle e os
demais tratamentos e > 8 semanas entre os tratamentos RL e TS) néo tenha
sido o suficiente para eliminar um efeito residual associado as intervencdes
realizadas. Entretanto, os valores TSMO e MCFex-Tem NO momento BL ndo se
apresentaram fora dos valores de referéncia (FALCO et al., 2012). Além disto, o
intervalo de 8 semanas entre os procedimentos envolvendo HNA foi
substancialmente maior que o tempo minimo requerido para recuperacao das
células sanguineas apds doacédo de sangue em caes (10 dias) (FERREIRA et
al., 2014). As diferencas observadas para os parametros de TSMO e MCFex-Tem
foram relativamente pequenas e podem ser atribuidas a erro do tipo | (rejeicao

da hip6tese nula quando ela € verdadeira).
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4.5. Conclusao

O estado de hipocoagulabilidade induzido pela HNA com RL e TS foi
transitério (2 — 4 horas). A HNA com TS ndo causa interferéncia maior na
coagulacdo que a observada apés a HNA com RL. Portanto, estes resultados
sugerem que o TS administrado como fluido de RV na HNA induziu coagulopatia
dilucional. S&o necessarios estudos futuros visando determinar se a HNA com
TS, quando comparada a HNA com cristaloides, ndo aumentaria o risco e/ou

intensidade do sangramento em pacientes cirargicos.
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APENDICES

Apéndice A- indice cardiaco (IC, L/min/m2) apresentado em média individual para cada
momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS (HNA com
Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA (BL), imediatamente
apo6s a remocédo do sangue em 30 min (RS), imediatamente apos a reposi¢édo volémica com TS
ou RL em 30 min (RV) e durante 4 horas ap6s HNA.

INDICE CARDIACO

Animal Tratamento Basal RS RV 0,5 1 2 3 4

1 Controle 330 331 3,09 357 414 357 3,47 3,76
2 Controle 287 29 261 334 347 3,47 3,60 430
3 Controle 224 235 263 287 297 295 2,77 3,04
4 Controle 270 315 323 315 326 3,77 3,72 3,79
5 Controle 336 372 334 38 3,18 384 398 3,79

6 Controle 244 235 242 255 288 327 2,78 3,42
1 HES 296 251 398 334 297 344 351 3,67
2 HES 327 3,16 424 3,77 399 332 332 3,60
3 HES 262 242 450 420 374 311 3,21 3,06
4 HES 364 301 554 530 471 501 495 457
5 HES 364 2,70 412 383 386 347 3,97 3,68
6 HES 307 261 504 414 460 3,79 3,72 3,75
1 RL 253 260 39 348 3,00 3,08 3,72 3,59
2 RL 273 258 450 388 379 381 431 434
3 RL 269 278 570 420 3,69 321 446 481
4 RL 361 301 7,02 455 524 462 499 5,07
5 RL 365 284 595 490 442 437 4,66 4,48

6 RL 261 261 512 854 6,22 550 6,26 6,34
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Apéndice B - indice do volume sistolico (IVS, mL/batimento/m?2 apresentado em média individual
para cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS
(HNA com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA (BL),
imediatamente apds a remocdo do sangue em 30 min (RS), imediatamente ap6s a reposi¢do
volémica com TS ou RL em 30 min (RV) e durante 4 horas ap6s HNA.

INDICE SISTOLICO

Animal Tratamento Basal RS RV 0,5 1 2 3 4
1 Controle 44,6 46,7 43,5 50,3 56,6 50,3 43,9 44.8
2 Controle 28,2 28,7 26,3 34,8 37,7 37,7 39,1 46,7

3 Controle 279 290 30,2 319 341 369 338 389
4 Controle 208 225 233 22,7 251 269 28,2 273
5 Controle 269 295 285 325 284 370 340 358
6 Controle 365 31,7 361 375 443 380 422 3772

1 HES 40,6 26,5 498 375 386 400 374 398
2 HES 330 27,2 543 454 48,6 415 475 429
3 HES 278 146 398 350 343 354 36,1 33,6
4 HES 258 17,3 349 340 30,2 31,3 306 271
5 HES 29,1 175 355 314 30,7 261 296 263
6 HES 374 154 458 398 38,7 283 332 234
1 RL 341 285 542 435 389 453 51,7 418
2 RL 251 226 484 49,1 48,6 44,8 43,5 40,2
3 RL 345 258 576 43,7 37,7 30,6 41,3 491
4 RL 278 175 468 36,1 364 319 351 327
5 RL 304 191 496 389 351 352 335 34,0

6 RL 31,0 158 49,7 505 40,6 390 423 412
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Apéndice C - Frequéncia cardiaca (FC, batimentos/min) apresentado como valores individuais
para cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS
(HNA com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA (BL),
imediatamente apds a remocdo do sangue em 30 min (RS), imediatamente ap6s a reposicdo
volémica com TS ou RL em 30 min (RV) e durante 4 horas ap6s HNA.

FREQUENCIA CARDIACA

Animal Tratamento Basal RS RV 0,5 1 2 3 4
1 Controle 74 71 71 71 73 71 79 84
2 Controle 102 103 99 96 92 92 92 92
3 Controle 80 81 87 90 87 80 82 78
4 Controle 130 140 139 139 130 140 132 139
5 Controle 125 126 117 119 112 104 117 106
6 Controle 67 74 67 68 65 86 66 92
1 HES 73 95 80 89 77 86 94 92
2 HES 99 116 78 83 82 80 70 84
3 HES 94 166 113 120 109 88 89 91
4 HES 141 174 159 156 156 160 162 169
5 HES 125 154 116 122 126 133 134 140
6 HES 82 169 110 104 119 134 112 160
1 RL 74 91 73 80 77 68 72 86
2 RL 109 114 93 79 78 85 99 108
3 RL 78 108 99 96 98 105 108 98
4 RL 130 172 150 126 144 145 142 155
5 RL 120 149 120 126 126 124 139 132
6 RL 84 165 103 169 153 141 148 154
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Apéndice D - Pressédo arterial média (PAM, mmHg) apresentado como valores individuais para
cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS (HNA
com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA (BL),
imediatamente apds a remocdo do sangue em 30 min (RS), imediatamente ap6s a reposicdo
volémica com TS ou RL em 30 min (RV) e durante 4 horas ap6s HNA.

PRESSAO ARTERIAL MEDIA

Animal Tratamento Basal RS RV 0,5 1 2 3 4
1 Controle 63 66 65 66 66 68 64 66
2 Controle 69 67 61 65 69 65 62 61
3 Controle 64 60 61 64 64 61 61 61
4 Controle 60 66 68 64 64 65 66 62
5 Controle 63 68 60 67 60 62 62 61
6 Controle 68 68 67 65 64 66 64 67
1 HES 68 67 69 64 63 65 64 63
2 HES 66 66 65 66 64 63 64 67
3 HES 63 62 61 66 63 57 57 54
4 HES 68 69 70 67 63 66 66 58
5 HES 64 67 63 61 67 63 63 63
6 HES 63 69 64 59 61 69 60 62
1 RL 65 65 64 70 60 63 63 62
2 RL 62 66 61 62 68 68 68 67
3 RL 64 67 60 56 62 64 61 64
4 RL 66 68 59 60 69 63 61 64
5 RL 67 68 66 65 64 64 64 65

6 RL 65 67 53 67 67 66 64 66
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Apéndice E - indice de resisténcia vascular sistémica (IRVS, dinas/seg/cm5) apresentado como
valores individuais para cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer
com Lactato) e TS (HNA com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes
da HNA (BL), imediatamente apds a remocao do sangue em 30 min (RS), imediatamente apés
a reposicgdo volémica com TS ou RL em 30 min (RV) e durante 4 horas apds HNA.

INDICE RESISTENCIA VASCULAR SISTEMICA

Animal Tratamento Basal RS RV 0,5 1 2 3 4
1 Controle 1524,8 1567,6 1655,0 1476,6 12752 14989 14755 1402,7
2 Controle 1919,3 1757,3 1809,3 1506,2 1542,3 1427,2 1331,7 1115,0
3 Controle 2287,4 2037,7 1856,0 1726,0 1723,1 1626,1 1642,7 16054
4 Controle 1773,9 1697,8 1680,1 1621,8 1594,6 1379,4 1396,5 1307,7
5 Controle 1499,1 1460,8 1436,6 1364,7 1506,5 1268,1 12454 12854
6 Controle 2158,3 2211,6 2116,4 1941,2 1693,7 1563,2 1780,3 1518,3
1 HES 1835,2 2192,9 1384,3 1532,7 17205 1532,0 1433,0 1395,1
2 HES 1589,0 1695,2 1169,7 1379,2 1262,7 1514,5 1538,6 1464,9
3 HES 1924,0 2046,2 1083,0 1237,2 1389,0 1513,8 1467,8 1438,2
4 HES 14934 1908,4 980,1 994,8 1068,2 1068,0 1064,3 1030,7
5 HES 1384,1 20149 1182,3 1229,9 1364,7 1450,0 1268,8 1368,6
6 HES 1640,9 21154 999,6 1138,7 1076,6 1476,9 1331,9 1364,9
1 RL 2056,2 2000,3 12714 1608,4 1573,6 1609,4 1330,2 1378,0
2 RL 1724,0 1983,7 993,9 1216,2 1369,2 1362,6 1168,3 1197,7
3 RL 1897,9 19816 798,8 10659 1364,1 1592,2 1110,4 1079,1
4 RL 1436,7 18819 637,2 1053,5 1051,4 1089,6 992,9 1040,1
5 RL 1424,0 1884,2 819,0 10279 1120,3 1151,8 1080,3 1140,4

6 RL 1962,1 2207,4 827,55 627,0 861,1 959,3 830,0 844,5
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Apéndice F - Pressdo venosa central (PVC, mmHg) apresentado como valores individuais para
cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS (HNA
com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA (BL),
imediatamente apds a remocdo do sangue em 30 min (RS), imediatamente ap6s a reposi¢do
volémica com TS ou RL em 30 min (RV) e durante 4 horas ap6s HNA.

PRESSAO VENOSA CENTRAL
Animal Tratamento Basal RS RV 0,5 1 2 3 4
1 Controle 0 1 1 0 0 1 0 0
2 Controle 0 2 2 2 2 3 2 1
3 Controle 0 0 0 2 0 1 4 0
4 Controle 0 -1 0 0 -1 0 1 0
5 Controle 0 0 0 1 0 1 0 0
6 Controle 2 3 3 3 3 2 2 2
1 HES 0 -2 0 0 -1 -1 1 -1
2 HES 1 -1 3 1 1 0 0 1
3 HES 0 0 0 1 -2 -2 -2 -1
4 HES 0 -3 2 1 0 -1 0 -1
5 HES 1 -1 2 2 1 0 0 0
6 HES 0 0 1 0 -1 -1 -2 -2
1 RL 0 0 1 0 1 1 1 0
2 RL 3 2 5 3 3 3 5 2
3 RL 0 -2 3 0 -1 0 -1 -1
4 RL 1 -3 3 0 0 0 -1 -2
5 RL 2 1 5 2 2 1 1 1
6 RL 1 -5 0 0 0 0 -1 -1
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Apéndice G -Volume diastdlico final global (GEDVI, mL/m?) apresentado em média individual
para cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS
(HNA com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA (BL),
imediatamente apds a remocdo do sangue em 30 min (RS), imediatamente ap6s a reposicdo
volémica com TS ou RL em 30 min (RV) e durante 4 horas ap6s HNA.

VOLUME DIASTOLICO FINAL GLOBAL

Animal Tratamento Basal RS RV 0,5 1 2 3 4

1 Controle  830,6 788,3 7014 7119 7178 622,6 623,8 5991
2 Controle  769,7 7144 596,6 737,5 699,7 666,6 647,2 718,1
3 Controle  519,3 500,8 469,6 504,7 504,7 508,6 468,6 489,1
4 Controle  475,8 479,3 459,7 472,4 485,1 460,8 463,1 4504
5 Controle  679,8 632,3 597,2 613,7 536,2 5651 536,2 5434
6 Controle  548,4 536,6 574,2 5715 576,9 5552 528,0 507,7

1 HES 650,8 527,5 641,4 602,7 556,9 5909 5275 531,0
2 HES 660,1 5745 7181 637,1 677,6 636,2 611,3 6454
3 HES 573,0 404,2 5525 553,5 494,0 459,8 473,5 444,22
4 HES 650,2 436,6 615,6 557,8 512,8 533,6 492,0 464,3
5 HES 1008,4 643,7 8555 834,8 8255 786,2 800,7 7005
6 HES 849,7 720,8 1056,0 8199 9244 752,0 752,0 752,0
1 RL 587,4 533,4 641,4 601,5 561,6 5557 5839 5592
2 RL 639,9 548,7 698,8 6656 683,1 618,7 637,1 583,7
3 RL 591,6 457,8 668,7 557,4 526,2 557,4 551,6 540,8
4 RL 656,0 4516 6756 589,0 612,1 574,0 622,5 557,8
5 RL 703,6 582,7 780,0 6850 6323 6209 5879 5755

6 RL 832,1 700,4 760,12 7819 6855 6909 674,6 638,0
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Apéndice H - Indice do volume sanguineo intra-toracico ( mL/m?) apresentado em média
individual para cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com
Lactato) e TS (HNA com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA
(BL), imediatamente ap6s a remocdo do sangue em 30 min (RS), imediatamente apds a
reposigdo volémica com TS ou RL em 30 min (RV) e durante 4 horas apés HNA.

iNDICE DO VOLUME SANGUINEO TOTAL
INTRATORACICO

Animal Tratamento Basal RS RV 0,5 1 2 3 4

1 Controle  1038,2 985,4 876,7 889,99 897,2 7783 779,8 7489
2 Controle  962,1 893,0 745,77 921,8 874,6 833,2 809,0 897,6
3 Controle  649,2 626,0 586,9 630,9 630,9 6358 5857 6114
4 Controle  594,8 599,1 574,6 5905 606,3 576,0 578,9 563,0
5 Controle  849,8 790,4 746,5 767,1 670,3 7064 670,3 6793
6 Controle 6855 670,7 717,7 714,3 721,1 6940 660,0 634,6

1 HES 813,5 659,4 801,8 753,3 696,1 738,7 659,4 663,8
2 HES 825,1 718,1 8976 796,4 847,0 7952 764,2 806,7
3 HES 716,3 505,2 690,7 6919 6175 574,7 591,8 555,2
4 HES 812,8 5457 769,5 697,3 6410 667,0 6150 5804
5 HES 1260,5 804,6 1069,3 1043,5 1031,9 982,8 1000,9 875,6
6 HES 1062,1 901,0 1320,1 1024,8 1155,5 940,0 940,0 940,0
1 RL 734,2 666,7 801,8 7519 7019 6946 729,8 699,0
2 RL 799,8 6859 873,5 8321 8539 7734 796,4 729,6
3 RL 7395 572,3 8359 696,8 657,7 696,8 689,4 676,0
4 RL 820,0 564,5 8446 736,3 7652 7175 778,1 697,3
5 RL 879,5 7284 9750 856,2 7904 776,2 7348 719,3

6 RL 1040,1 875,5 950,2 977,3 856,8 863,6 843,3 797,55




125

Apéndice | - indice de agua extravascular pulmonar (EVLWI, mL/kg) apresentado em média
individual para cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com
Lactato) e TS (HNA com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA
(BL), imediatamente ap6s a remoc¢do do sangue em 30 min (RS), imediatamente apds a
reposigdo volémica com TS ou RL em 30 min (RV) e durante 4 horas apés HNA.

AGUA EXTRAVASCULAR PULMONAR

Animal Tratamento Basal RS RV 0,5 1 2 3 4
1 Controle 21,3 18,9 17,4 17,6 17,8 15,9 13,6 12,7
2 Controle 14,9 17,1 15,9 14,8 13,5 14,5 14,1 15,2
3 Controle 12,1 12,6 11,7 11 9,9 9,7 9,4 8
4 Controle 10 9 9,2 9 8,8 9 8,6 8,7
5 Controle 9,9 8,9 9,1 8,9 9,1 8,8 8,5 8,6
6 Controle 11 11,8 11,8 12 12,5 11 11,6 10,2
1 HES 14,3 12,9 12,6 131 12,7 13,6 12,9 12,7
2 HES 11,6 10,9 12 9,3 10,5 9,3 9,1 8,5
3 HES 12,3 9,3 9,9 11,4 8,3 9 8,9 8,1
4 HES 12,7 12,6 11,2 11,4 11,4 10,9 11 10,8
5 HES 15,6 7,5 7.8 8,6 8,6 9,6 9,4 8
6 HES 13 19,8 14,5 9,6 8,2 10 10,4 10,2
1 RL 11,1 11,6 11,7 11,5 11,2 11,7 10,5 11,7
2 RL 9,8 8,3 9,1 9 9,3 8,4 8,5 8,7
3 RL 10,9 10,8 9,4 9 9,4 8,4 9,3 9,4
4 RL 14,8 14,9 14,2 14,8 15,8 14,4 15,6 16,3
5 RL 13,8 14 13,6 12,2 12,2 12,8 12,6 12,4

6 RL 16,7 17,5 13,5 13,2 12,4 12,7 12,3 12
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Apéndice J- Potencial hidrogenibnico (pH) apresentado como valores individuais para cada
momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS (HNA com
Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA (BL), imediatamente
apos a remocao do sangue em 30 min (RS), imediatamente apds a reposicao volémica com TS
ou RL em 30 min (RV) e durante 4 horas ap6s HNA.

POTENCIAL HIDROGENIONICO

Animal Tratamento Basal RS RV 0,5 1 2 3 4
1 Controle 7,42 7,41 7,40 7,40 7,38 7,40 7,41 7,39
2 Controle 7,41 7,40 7,39 7,38 7,37 7,31 7,33 7,33
3 Controle 7,39 7,40 7,39 7,40 7,38 7,41 7,40 7,38
4 Controle 7,42 7,41 7,40 7,41 7,41 7,41 7,42 7,38
5 Controle 7,35 7,38 7,38 7,38 7,39 7,40 7,38 7,37
6 Controle 7,39 7,39 7,40 7,41 7,39 7,38 7,39 7,37
1 HES 7,45 7,45 7,41 7,44 7,42 7,42 7,41 7,39
2 HES 7,38 7,33 7,37 7,39 7,37 7,37 7,38 7,37
3 HES 7,42 7,42 7,40 7,41 7,41 7,40 7,37 7,37
4 HES 7,40 7,37 7,38 7,38 7,39 7,34 7,35 7,31
5 HES 7,38 7,35 7,38 7,41 7,42 7,34 7,34 7,33
6 HES 7,43 7,40 7,34 7,35 7,36 7,40 7,43 7,38
1 RL 7,40 7,36 7,38 7,39 7,36 7,39 7,37 7,34
2 RL 7,38 7,37 7,38 7,40 7,38 7,38 7,36 7,37
3 RL 7,42 7,40 7,41 7,46 7,43 7,40 7,48 7,42
4 RL 7,39 7,38 7,42 7,40 7,40 7,40 7,39 7,36
5 RL 7,40 7,37 7,42 7,41 7,42 7,40 7,38 7,40

6 RL 7,41 7,38 7,37 7,43 7,38 7,38 7,37 7,38
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Apéndice K - Pressao parcial do diéxido de carbono no sangue arterial (PaCO2, mmHg)
apresentado como valores individuais para cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL
(HNA com Ringer com Lactato) e TS (HNA com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia:
momentos antes da HNA (BL), imediatamente ap6s a remocao do sangue em 30 min (RS),
imediatamente apds a reposi¢éo volémica com TS ou RL em 30 min (RV) e durante 4 horas apds
HNA.

PRESSAO PARCIAL DE DIOXIDO DE CARBONICO NO

SANGUE ARTERIAL
Animal Tratamento Basal RS RV 0,5 1 2 3 4
1 Controle 41 42 43 42 45 41 40 43
2 Controle 41 42 43 43 43 46 42 39
3 Controle 43 41 44 43 44 42 41 45
4 Controle 43 46 47 44 43 43 43 39
5 Controle 47 42 45 45 42 42 45 43
6 Controle 41 41 41 42 44 46 46 50
1 HES 37 40 40 38 37 39 41 43
2 HES 41 45 42 40 40 42 41 40
3 HES 42 42 43 42 41 41 44 43
4 HES 41 44 44 44 46 48 47 46
5 HES 44 45 42 40 39 47 47 49
6 HES 42 39 45 47 48 40 38 39
1 RL 39 42 41 41 42 39 41 44
2 RL 42 42 43 42 42 43 45 44
3 RL 42 42 42 37 39 41 34 40
4 RL 44 43 39 42 43 44 41 47
5 RL 41 42 39 39 39 42 43 39

6 RL 39 41 43 38 41 43 46 45




128

Apéndice L - Presséo parcial de oxigénio no sangue arterial (PaO2, mmHg) apresentado como
valores individuais para cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer
com Lactato) e TS (HNA com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes
da HNA (BL), imediatamente apds a remocao do sangue em 30 min (RS), imediatamente apés
a reposicgdo volémica com TS ou RL em 30 min (RV) e durante 4 horas apds HNA.

PRESSAO PARCIAL DE OXIGENIO NO SANGUE

ARTERIAL
Animal Tratamento Basal RS RV 0,5 1 2 3 4
1 Controle 241 255 270 185 190 207 210 196
2 Controle 184 201 185 166 204 194 202 183
3 Controle 205 212 228 213 210 210 204 182
4 Controle 210 201 195 190 209 203 217 197
5 Controle 169 208 195 190 174 171 184 172
6 Controle 194 198 202 200 193 135 199 169
1 HES 213 203 199 204 216 205 192 197
2 HES 187 218 205 207 199 203 208 189
3 HES 182 210 209 197 176 205 207 187
4 HES 195 195 182 184 185 182 181 154
5 HES 178 161 215 226 221 194 194 175
6 HES 207 183 191 202 195 212 207 209
1 RL 215 219 207 207 200 226 226 193
2 RL 204 228 197 187 182 196 183 184
3 RL 208 194 213 223 192 183 190 181
4 RL 188 175 224 225 205 186 182 203
5 RL 190 182 193 197 198 186 179 201

6 RL 208 212 206 227 196 198 191 180
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Apéndice M - Relacdo da presséo parcial de oxigénio no sangue arterial/fracdo inspirada de
oxigénio (PaO2/FiO2, mmHg) apresentado como valores individuais para cada momento.
Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS (HNA com Tetrastarch).
Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA (BL), imediatamente apds a remoc¢éao
do sangue em 30 min (RS), imediatamente apds a reposi¢céo volémica com TS ou RL em 30 min
(RV) e durante 4 horas apés HNA.

RELACAO PaO ,/FiO;

Animal Tratamento Basal RS RV 0,5 1 2 3 4
1 Controle 669 671 693 501 487 518 539 478
2 Controle 498 490 501 474 510 485 470 480
3 Controle 524 531 542 533 524 525 522 465
4 Controle 539 515 513 529 535 534 530 493
5 Controle 445 495 476 488 482 462 472 451
6 Controle 511 549 560 646 569 354 553 424
1 HES 545 508 509 511 528 513 492 506
2 HES 468 484 500 505 485 495 496 4384
3 HES 454 500 487 493 488 540 493 479
4 HES 488 464 454 459 463 444 442 366
5 HES 445 435 499 513 502 524 461 449
6 HES 505 468 490 491 488 517 505 487
1 RL 537 522 504 531 512 564 514 495
2 RL 499 506 504 478 467 467 426 449
3 RL 496 440 507 485 492 469 474 463
4 RL 494 473 510 511 487 490 466 473
5 RL 488 478 495 493 484 491 471 478

6 RL 547 531 516 527 478 470 454 429
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Apéndice N - Sodio (Na*, mEg/L) apresentado como valores individuais para cada momento.
Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS (HNA com Tetrastarch).
Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA (BL), imediatamente apds a remoc¢éao
do sangue em 30 min (RS), imediatamente apds a reposi¢céo volémica com TS ou RL em 30 min

(RV) e durante 4 horas apés HNA.

SODIO
Animal Tratamento Basal RS RV 0,5 1 2 3 4
1 Controle 139 139 139 140 139 138 139 139
2 Controle 139 137 136 144 140 136 141 140
3 Controle 142 140 141 140 144 140 142 139
4 Controle 141 138 137 139 138 139 143 144
5 Controle 140 143 140 142 142 141 139 141
6 Controle 144 143 143 144 142 141 141 141
1 HES 143 138 142 142 141 143 140 142
2 HES 139 142 143 142 143 142 145 142
3 HES 140 139 141 140 142 140 142 141
4 HES 143 141 145 143 144 143 141 141
5 HES 140 142 140 142 141 140 140 139
6 HES 137 138 141 138 139 139 138 140
1 RL 139 138 139 138 139 140 140 139
2 RL 141 140 140 138 141 140 139 139
3 RL 140 141 143 141 141 143 142 140
4 RL 142 137 139 138 137 138 143 137
5 RL 141 140 141 138 139 139 139 140
6 RL 142 141 143 142 143 140 142 140
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Apéndice O - Potéassio (K*, mEg/L) apresentado como valores individuais para cada momento.
Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS (HNA com Tetrastarch).
Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA (BL), imediatamente apds a remoc¢éao
do sangue em 30 min (RS), imediatamente apds a reposi¢céo volémica com TS ou RL em 30 min

(RV) e durante 4 horas apés HNA.

POTASSIO
Animal Tratamento Basal RS RV 0,5 1 2 3 4
1 Controle 3,73 3,63 3,7 3,53 3,77 3,65 34 3,58
2 Controle 3,73 3,74 3,8 3,92 3,89 4,47 3,74 3,58
3 Controle 3,76 3,82 4,07 4,07 3,94 4,1 3,96 4,22
4 Controle 3,92 4,38 4,51 4,69 4,94 4,55 4,4 3,62
5 Controle 3,65 3,43 3,8 3,75 3,82 3,79 3,98 3,62
6 Controle 3,55 3,43 3,562 3,63 3,89 3,89 3,94 3,94
1 HES 3,19 3,19 3,24 3,34 3,18 3,21 3,35 3,22
2 HES 3,61 3,58 3,32 3,82 3,68 3,63 3,48 3,75
3 HES 4,01 4,16 3,95 3,97 3,74 3,71 3,7 3,55
4 HES 3,53 3,68 4,08 4,47 4,38 4,21 4,29 3,93
5 HES 3,84 3,58 3,67 3,87 3,74 3,96 3,86 3,86
6 HES 3,86 3,73 3,562 4,05 3,88 3,83 3,76 3,47
1 RL 3,79 3,78 3,72 3,78 3,33 3,38 3,68 3,66
2 RL 3,59 3,73 4,01 3,94 3,69 3,86 3,8 3,72
3 RL 3,75 3,68 34 341 3,31 3,19 3,23 3,28
4 RL 4,03 4,2 3,97 3,92 3,88 3,75 3,38 3,77
5 RL 3,36 3,58 3,562 3,69 3,54 3,54 3,54 3,35
6 RL 3,69 3,72 3,53 3,43 3,16 3,46 3,22 3,46
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Apéndice P - Cloreto (Cl, mEqg/L) apresentado como valores individuais para cada momento.
Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS (HNA com Tetrastarch).
Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA (BL), imediatamente apds a remoc¢éao
do sangue em 30 min (RS), imediatamente apds a reposi¢céo volémica com TS ou RL em 30 min

(RV) e durante 4 horas apés HNA.

CLORETO
Animal Tratamento Basal RS RV 0,5 1 2 3 4
1 Controle 123 124 124 124 123 124 124 123
2 Controle 121 122 122 117 112 107 110 114
3 Controle 122 123 123 124 123 122 123 120
4 Controle 122 120 122 122 121 123 124 127
5 Controle 124 125 126 123 125 122 123 124
6 Controle 125 127 125 126 125 124 124 126
1 HES 120 124 125 124 124 125 123 125
2 HES 127 126 129 128 127 126 128 126
3 HES 122 122 125 125 125 126 124 125
4 HES 132 125 126 127 129 127 129 127
5 HES 124 126 127 126 130 125 125 125
6 HES 124 123 126 125 126 124 125 124
1 RL 126 127 125 127 125 127 126 125
2 RL 124 124 123 125 124 124 123 124
3 RL 125 122 123 122 122 123 124 122
4 RL 122 123 124 122 124 124 123 121
5 RL 124 124 126 124 123 125 123 123
6 RL 126 126 125 124 123 123 127 123
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Apéndice Q- Excesso de base (BEect, mEQ/L) apresentado como valores individuais para cada
momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS (HNA com
Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA (BL), imediatamente
apos a remocao do sangue em 30 min (RS), imediatamente apds a reposicdo volémica com TS
ou RL em 30 min (RV) e durante 4 horas ap6s HNA.

EXCESSO DE BASE

Animal Tratamento Basal RS RV 0,5 1 2 3 4
1 Controle 15 11 1,2 0,7 0,9 0,3 0,1 0,3
2 Controle 0,6 0,3 0 0 -1,4 -3,6 -4,2 -6,2
3 Controle 0,1 0 1 1 -0,1 11 -0,4 1
4 Controle 2,8 3,7 3,4 24 2,6 2,3 2,2 -2,5
5 Controle -0,4 -0,7 1,3 0,7 0,4 0,2 0,8 -0,9
6 Controle -0,9 -0,5 -0,3 1 0,9 1,3 1,7 24
1 HES 1,4 3,4 0,3 0,8 -15 0 0,3 0,5
2 HES -1,3 -2,6 -1,8 -1,2 -2,7 -1,7 -1,7 -2,4
3 HES 1,7 1,6 1 11 0,5 0,1 -0,8 -1
4 HES 0 -0,8 -0,2 -0,2 2,1 -0,3 -0,3 -3,4
5 HES 0,2 -1,7 -0,6 0,2 -0,2 -1 -1 -0,8
6 HES 2,3 0 -1,8 -0,1 0,7 -1,1 -0,1 -2,5
1 RL -1,4 -1,8 -1,5 -1,1 -2,4 -2,4 -1,7 -2,2
2 RL -1 -1,4 -0,3 0,5 -0,5 -0,1 -0,7 -0,4
3 RL 2,2 0,3 1,5 2,3 1 0,6 1,4 1,2
4 RL 1,2 -0,2 0,1 0,9 1 1,4 -1,2 0,7
5 RL 0 -1,3 0,6 -0,4 -0,2 0,6 -0,2 -1,3

6 RL -0,7 -2 -0,5 0,3 -1,3 -0,3 0,7 0,7
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Apéndice R - Hematécrito, (Ht, %) apresentado como valores individuais para cada momento.
Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS (HNA com Tetrastarch).
Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA (BL), imediatamente apds a remoc¢éao
do sangue em 30 min (RS), imediatamente apds a reposi¢céo volémica com TS ou RL em 30 min

(RV) e durante 4 horas apés HNA.

HEMATOCRITO

Animal Tratamento Basal RS RV 0,5 1 2 3 4
1 Controle 39 38 37 38 38 38 36 38
2 Controle 44 36 38 40 42 40 40 40
3 Controle 48 48 48 48 45 40 41 42
4 Controle 43 45 41 43 43 43 41 41
5 Controle 42 38 38 37 38 38 41 38
6 Controle 42 42 42 40 40 42 42 42
1 HES 38 40 34 33 33 35 38 38
2 HES 40 43 27 32 34 34 34 37
3 HES 42 36 28 30 30 34 32 35
4 HES 43 47 30 34 35 36 42 43
5 HES 40 40 29 30 32 31 36 35
6 HES 42 42 28 30 31 35 36 36
1 RL 38 39 30 32 34 36 34 36
2 RL 40 40 28 30 32 34 36 36
3 RL 45 47 24 29 30 36 36 35
4 RL 45 47 24 32 34 34 32 37
5 RL 40 42 28 28 32 34 36 36
6 RL 45 46 27 38 38 38 38 38
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Apéndice S - Proteina plasmatica total (PPT, mg/dL) apresentado como valores individuais para
cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS (HNA
com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA (BL),
imediatamente apds a remocdo do sangue em 30 min (RS), imediatamente ap6s a reposi¢do
volémica com TS ou RL em 30 min (RV) e durante 4 horas ap6s HNA.

PROTEINA PLASMATICA TOTAL

Animal Tratamento Basal RS RV 0,5 1 2 3 4
1 Controle 5,8 5,8 5,8 6 6 5,6 5,6 5,6
2 Controle 5,4 5,6 5,4 5,6 5,6 5,6 5,6 5,4
3 Controle 6 6 54 5,8 5,6 52 5,6 54
4 Controle 5,8 5,8 5,6 5,8 5,6 5,6 5 5
5 Controle 5,9 5,2 57 54 6 5,6 5,8 52
6 Controle 5,2 5,2 5 5,2 5,2 5 5 5
1 HES 6,4 6,4 6 5,8 5,8 6,2 6,2 6,2
2 HES 7,2 6,8 5,6 5,6 5,6 5,6 5,8 5,8
3 HES 5,6 5,8 3,6 4 3,8 4 4 4,2
4 HES 6,6 6,6 54 5,4 54 5,6 5,6 5,8
5 HES 7,2 7 6,2 5,8 5,8 6 6,4 6
6 HES 6,8 6,6 5,4 5,4 5,4 5,8 5,8 5,8
1 RL 7 6,8 5 54 5,8 5,8 5,8 5,8
2 RL 5,4 5,2 3,2 4 3,8 4,2 4,2 4,2
3 RL 7,4 7 4 4,8 4,8 5,2 5 5,2
4 RL 6,4 6,2 3,6 4.4 5 5 5 5
5 RL 7,2 6,8 5,8 5 5,4 5,6 6 5,6

6 RL 6,8 6,4 3,8 4,8 5 5 4,8 5,2




136

Apéndice T - Hemoglobina (Hb, mmol/L) (Na*, mEqg/L) apresentado como valores individuais para
cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS (HNA
com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA (BL),
imediatamente apds a remocdo do sangue em 30 min (RS), imediatamente ap6s a reposi¢do
volémica com TS ou RL em 30 min (RV) e 0,5, 2, 4 horas ap6s HNA, e 24 horas ap6s a HNA,
em animais conscientes.

HEMOGLOBINA

Animal Tratamento Basal 0,5 2 4 24
1 Controle 14,0 15,4 14,2 12,7 14,6
2 Controle 12,6 11,8 11,9 13,4 11,2
3 Controle 12,2 12,9 11,5 12,7 15,4
4 Controle 16,6 15,3 15,6 17,4 16,3
5 Controle 13,5 13,4 13,7 13,6 12,5
6 Controle 15,9 14,3 15,1 14,7 13,9
1 HES 12,5 8,8 9,6 6,7 13,5
2 HES 15,1 11,5 12,9 14,4 14,0
3 HES 15,7 11,7 14,4 13,0 13,0
4 HES 16,3 10,4 12,9 14,9 14,7
5 HES 14,8 10,8 11,3 12,6 13,0
6 HES 16,0 10,6 11,8 14,7 16,9
1 RL 14,9 12,9 13,4 13,7 12,2
2 RL 13,0 8,9 10,7 10,9 14,1
3 RL 17,4 11,6 13,2 13,3 12,1
4 RL 15,2 10,9 12,3 12,7 14,0
5 RL 15,1 12,0 11,0 11,7 16,0

6 RL 16,6 14,3 13,7 12,8 8,9
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Apéndice U - Lipocalina associada a gelatinase de neutrofilos (NGAL, pg/mL) mensurada no
plasma, apresentada como valores individuais para cada momento. Tratamento controle (sem
HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS (HNA com Tetrastarch). Registradas durante a
anestesia: momentos antes da HNA (BL), 4 horas apés HNA, 24 e 72 horas ap6s a HNA, em
animais conscientes.

NGAL - PLASMA

Animal Tratamento Basal 4 24 72

1 Controle 3754,847 3670,481 4133,689 5084,962
2 Controle 14618,02 10122,87 14479,83 23967,66
3 Controle 3562,16 4276,64 5816,49 5848,78
4 Controle 13984,1 12978,8 15298,2 16007,4
5 Controle 7851,387 6785,852 8966,494 8049,137
6 Controle 4940,497 4955,982 7201,423 6794,851
1 HES 3750,467 3444,558 4416,583 4529,221
2 HES 28978,3 31849,7 32779,9 23900

3 HES 4112,16 3516,58 5173,51 5150,52
4 HES 15007,19 14537,09 36925,83 31186,51
5 HES 7516,823 6406,388 10681,51 14536,03
6 HES 10820,26 8744,824 11905,75 11700,97
1 RL 5652,525 4178,457 6094,95 5676,988
2 RL 10408,1 8928,505 9117,49 25549,94
3 RL 10193,8 11861,7 14024,5 13234,6
4 RL 17962,75 17320,63 19580,6 25289,03
5 RL 8338,038 6489,644 10382,11 10904,7

6 RL 8441,244 6550,836 13091,46 11192,45
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Apéndice V - Lipocalina associada a gelatinase de neutréfilos (NGAL, pg/mL) mensurada na
urina, apresentada como valores individuais para cada momento. Tratamento controle (sem
HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS (HNA com Tetrastarch). Registradas durante a
anestesia: momentos antes da HNA (BL), 4 horas apés HNA, 24 e 72 horas ap6s a HNA, em
animais conscientes.

NGAL - URINA
Animal Tratamento Basal 4 24 72

1 Controle 319,645 1731,034 579,913 579,913
2 Controle 5083,856 2839,725 2645,583 11095,61
3 Controle 1829,03 1636,84 859,215 930,93

4 Controle 1039,67 955,438 769,504 1193,386
5 Controle 798,346 920,603 874,618 397,678
6 Controle 552,479 3524,041 5977,773 2193,319
1 HES 280,916 718,621 866,954 262,101
2 HES 17093 20827,2 4737,89 8526,91
3 HES 260,948 273,593 476,955 1392,34
4 HES 3087,302 1176,816 4318,719 450,805
5 HES 273,593 259,728 237,545 286,533
6 HES 290,23 1634,24 1413,581 1322,156
1 RL 248,637 304,152 570,716 1172,735
2 RL 4178,587 626,918 290,23 5746,83
3 RL 4586,37 1215,588 1822,93 9132,6

4 RL 1699,361 585,273 220,462 868,783
5 RL 302,245 73,353 206,12 137,698

6 RL 1552,199 4545,075 3331,582 975,019
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Apéndice W - Relacdo NGAL/creatinina urina (pg/mL) mensurada no plasma, apresentada como
valores individuais para cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer
com Lactato) e TS (HNA com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes
da HNA (BL), 4 horas ap6s HNA, 24 e 72 horas ap6s a HNA, em animais conscientes.

RELACAO NGAL/CREATININA - URINA

Animal Tratamento Basal 4 24 72
1 Controle 121,7 589,8 770,6 770,6
2 Controle 14422 772,7 2799,6 4483,1
3 Controle 782,5 651,5 872,3 570,2
4 Controle 641,8 525,0 709,2 461,2
5 Controle 435,1 249,0 631,5 267,3
6 Controle 254,0 1469,9 6068,8 1075,2
1 HES 341,5 324,1 459,9 246,1
2 HES 9128,4 16113,9 3844,1 4418,1
3 HES 87,4 128,1 4184 389,2
4 HES 3642.,8 822,9 6494,3 1079,8
5 HES 217,1 114,5 549,2 254,1
6 HES 203,3 702,9 1190,4 356,1
1 RL 411,0 2414 1141,4 252,2
2 RL 1144,0 213,4 471,9 2720,4
3 RL 3264,3 650,9 4340,3 2440,2
4 RL 746,2 490,8 584,0 353,9
5 RL 143,4 23,1 260,1 131,8

6 RL 695,3 2631,0 5975,9 407,1
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Apéndice X - Creatinina (mg/dL) mensurada no plasma, apresentada como valores individuais
para cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS
(HNA com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA (BL), 4 horas
apos HNA, 24 e 72 horas apés a HNA, em animais conscientes.

CREATININA- PLASMA

Animal Tratamento Basal 4 24 72
1 Controle 0,67 0,62 0,65 0,62
2 Controle 0,75 0,77 0,68 0,73
3 Controle 0,64 0,67 0,67 0,6
4 Controle 0,91 0,92 0,75 0,78
5 Controle 0,92 0,89 0,75 1
6 Controle 0,7 0,77 0,68 0,8
1 HES 0,61 0,63 0,64 0,6
2 HES 0,62 0,7 0,64 0,77
3 HES 0,67 0,63 0,62 0,75
4 HES 0,79 0,85 0,69 0,8
5 HES 0,86 0,85 0,81 0,89
6 HES 0,66 0,62 0,61 0,64
1 RL 0,63 0,66 0,55 0,7
2 RL 0,79 0,81 0,7 0,8
3 RL 0,59 0,59 0,59 0,67
4 RL 0,82 0,77 0,71 0,9
5 RL 0,82 0,74 0,73 0,8

6 RL 0,64 0,65 0,64 0,74
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Apéndice Y - Creatinina (mg/dL) mensurada na urina, apresentada como valores individuais para
cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS (HNA
com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA (BL), 4 horas apés
HNA. E 24 e 72 horas ap6s a HNA, em animais conscientes.

CREATININA- URINA

Animal Tratamento Basal 4 24 72
1 Controle 262,75 293,5 75,25 75,25
2 Controle 352,5 367,5 94,5 2475
3 Controle 233,75 251,25 98,5 163,25
4 Controle 162 182 108,5 258,75
5 Controle 183,5 369,75 138,5 148,75
6 Controle 217,5 239,75 98,5 204
1 HES 82,25 221,75 188,5 106,5
2 HES 187,25 129,25 123,25 193
3 HES 298.,5 213,5 114 357,75
4 HES 84,75 143 66,5 41,75
5 HES 126 226,75 43,25 112,75
6 HES 142,75 232,5 118,75 371,25
1 RL 60,5 126 50 465
2 RL 365,25 293,75 61,5 211,25
3 RL 140,5 186,75 42 374,25
4 RL 227,75 119,25 37,75 2455
5 RL 210,75 318 79,25 104,5

6 RL 223,25 172,75 55,75 239,5
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Apéndice Z - Tempo de coagulagédo (CT, seg) pela via intrinseca, apresentado como valores
individuais para cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com
Lactato) e TS (HNA com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA
(BL), 0,5, 2, 4 horas ap6s HNA.E 24 horas apés a HNA em animais conscientes.

CTin-tem
Animal Tratamento Basal 0,5 2 4 24
1 Controle 129 99 89 106 82
2 Controle 118 110 107 119 61
3 Controle 143 111 116 119 147
4 Controle 125 135 125 125 137
5 Controle 76 88 81 94 102
6 Controle 104 108 112 115 101
1 HES 84 101 51 104 121
2 HES 103 63 102 90 41
3 HES 116 84 109 117 120
4 HES 96 147 115 131 111
5 HES 121 107 92 138 134
6 HES 115 80 90 72 111
1 RL 95 98 94 89 90
2 RL 141 111 99 109 147
3 RL 112 30 106 119 152
4 RL 136 151 92 130 78
5 RL 138 130 122 103 134

6 RL 100 109 136 138 122
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Apéndice AA - Tempo de formacéo do coagulo (CFT, seg) pela via intrinseca, apresentado como
valores individuais para cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer
com Lactato) e TS (HNA com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes
da HNA (BL), 0,5, 2, 4 horas apos HNA.E 24 horas ap6s a HNA em animais conscientes.

CFTin-tem
Animal Tratamento Basal 0,5 2 4 24
1 Controle 68 68 63 88 62
2 Controle 73 20 81 85 83
3 Controle 87 98 90 124 82
4 Controle 57 59 59 58 58
5 Controle 76 80 69 64 82
6 Controle 94 86 88 87 90
1 HES 79 80 88 90 71
2 HES 90 97 96 80 70
3 HES 112 141 120 132 102
4 HES 82 169 102 103 82
5 HES 82 109 111 109 67
6 HES 113 199 177 138 99
1 RL 80 109 127 88 72
2 RL 61 89 88 75 94
3 RL 78 123 131 91 77
4 RL 105 171 125 130 82
5 RL 62 82 101 102 67

6 RL 74 120 102 114 91
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Apéndice BB - Angulo a (°) pela via intrinseca, apresentado como valores individuais para cada
momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS (HNA com
Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA (BL), 0,5, 2, 4 horas
apo6s HNA.E 24 horas apds a HNA em animais conscientes.

ANG UuLO Ain-TEM

Animal Tratamento Basal 0,5 2 4 24
1 Controle 79 76 78 75 77
2 Controle 76 76 73 76 73
3 Controle 77 71 73 71 74
4 Controle 78 78 78 78 79
5 Controle 74 74 77 77 84
6 Controle 73 74 74 74 72
1 HES 76 70 65 72 75
2 HES 79 72 75 75 71
3 HES 75 66 66 74 76
4 HES 70 72 67 76 74
5 HES 79 74 73 72 76
6 HES 76 69 71 68 72
1 RL 75 77 74 72 76
2 RL 75 72 73 74 76
3 RL 70 63 68 67 72
4 RL 74 70 70 75 73
5 RL 76 76 71 70 76

6 RL 70 60 64 68 70
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Apéndice CC - Firmeza maxima do coagulo (MCF, mm) pela via intrinseca, apresentado como
valores individuais para cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer
com Lactato) e TS (HNA com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes
da HNA (BL), 0,5, 2, 4 horas apos HNA.E 24 horas ap6s a HNA em animais conscientes.

MCFin-tem
Animal Tratamento Basal 0,5 2 4 24
1 Controle 63 64 63 58 69
2 Controle 58 57 59 57 63
3 Controle 57 56 58 54 61
4 Controle 64 67 66 67 68
5 Controle 62 61 62 64 63
6 Controle 57 61 59 60 62
1 HES 55 56 53 56 64
2 HES 60 58 54 59 57
3 HES 60 55 52 56 61
4 HES 55 50 52 46 65
5 HES 61 60 57 56 67
6 HES 60 55 58 58 58
1 RL 54 58 57 56 48
2 RL 56 56 54 60 64
3 RL 54 48 47 51 56
4 RL 61 48 52 53 66
5 RL 58 53 56 52 67

6 RL 50 48 49 53 58
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Apéndice DD - Tempo de coagulagdo (TC, seg) pela via extrinseca, apresentado como valores
individuais para cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com
Lactato) e TS (HNA com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA
(BL), 0,5, 2, 4 horas ap6és HNA.E 24 horas apos a HNA em animais conscientes.

CTex-teEM
Animal Tratamento Basal 0,5 2 4 24
1 Controle 55 38 45 40 36
2 Controle 31 39 41 39 31
3 Controle 47 38 57 64 48
4 Controle 32 37 36 31 29
5 Controle 35 36 39 37 32
6 Controle 37 35 38 37 32
1 HES 37 51 49 36 42
2 HES 34 64 41 37 82
3 HES 46 73 45 52 47
4 HES 40 67 62 71 35
5 HES 32 43 43 65 44
6 HES 76 79 41 24 36
1 RL 43 49 41 49 39
2 RL 56 50 31 47 36
3 RL 57 32 58 81 46
4 RL 28 60 53 35 27
5 RL 37 38 68 48 44

6 RL 75 114 75 76 9
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Apéndice EE - Tempo de formagéo do coagulo (CFT seg) pela via extrinseca, apresentado como
valores individuais para cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer
com Lactato) e TS (HNA com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes
da HNA (BL), 0,5, 2, 4 horas apos HNA.E 24 horas ap6s a HNA em animais conscientes.

CFTex-teEm
Animal Tratamento Basal 0,5 2 4 24
1 Controle 78 88 73 90 76
2 Controle 107 103 97 105 90
3 Controle 99 99 86 89 85
4 Controle 85 79 78 71 84
5 Controle 97 99 88 89 102
6 Controle 109 105 111 110 103
1 HES 105 108 110 108 108
2 HES 86 96 97 87 79
3 HES 91 100 109 94 82
4 HES 103 155 139 120 90
5 HES 92 107 88 88 84
6 HES 90 128 123 124 103
1 RL 108 94 117 102 97
2 RL 84 98 113 87 86
3 RL 112 124 109 115 108
4 RL 103 115 102 114 96
5 RL 115 129 99 103 84

6 RL 115 211 168 157 129




Apéndice FF - Angulo a (°), pela via extrinseca, apresentado como valores individuais para
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cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS (HNA

com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA (BL), 0,5, 2, 4
horas apés HNA.E 24 horas ap6s a HNA em animais conscientes.

Angulo Oex-TeEMm

Animal Tratamento Basal 0,5 2 4 24
1 Controle 74 72 75 72 75
2 Controle 69 69 71 69 72
3 Controle 70 70 73 72 73
4 Controle 73 74 74 76 74
5 Controle 71 70 72 72 71
6 Controle 68 69 68 68 69
1 HES 74 72 75 72 75
2 HES 69 69 71 69 72
3 HES 70 70 73 72 73
4 HES 73 74 74 76 74
5 HES 71 70 72 72 71
6 HES 68 69 68 68 69
1 RL 68 71 67 70 71
2 RL 73 70 67 72 73
3 RL 68 66 68 68 69
4 RL 69 68 70 67 71
5 RL 67 65 70 70 74
6 RL 74 64 61 60 70
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Apéndice GG - Firmeza maxima do coagulo (FMC, mm) pela via extrinseca, apresentado como
valores individuais para cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer
com Lactato) e TS (HNA com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes
da HNA (BL), 0,5, 2, 4 horas apos HNA.E 24 horas ap6s a HNA em animais conscientes.

MCFex-tem
Animal Tratamento Basal 0,5 2 4 24
1 Controle 64 62 64 61 69
2 Controle 61 60 61 60 64
3 Controle 61 61 58 60 65
4 Controle 67 69 68 68 71
5 Controle 62 63 63 65 66
6 Controle 57 61 56 59 62
1 HES 59 56 56 58 60
2 HES 63 53 59 61 58
3 HES 62 54 57 60 66
4 HES 57 52 52 50 66
5 HES 66 61 61 57 70
6 HES 58 52 55 59 63
1 RL 58 58 58 56 63
2 RL 61 56 58 60 64
3 RL 55 50 54 49 63
4 RL 60 51 52 56 63
5 RL 63 56 57 61 70

6 RL 50 44 43 a7 62
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Apéndice HH - Tempo de protrombina (TP, seg), apresentado como valores individuais para
cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS (HNA

com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA (BL), 0,5, 2, 4
horas apés HNA.E 24 horas ap6s a HNA em animais conscientes.

TEMPO DE PROTROMBINA

Animal Tratamento Basal 0,5 2 24
1 Controle 14 16 14 14 14
2 Controle 14 14 18 15 14
3 Controle 16 14 19 19 14
4 Controle 14 14 12 14 12
5 Controle 14 17 17 14 12
6 Controle 15 16 19 13 14
1 HES 14 12 15 14 14
2 HES 14 14 16 14 14
3 HES 16 14 16 14 12
4 HES 15 15 15 16 11
5 HES 12 12 14 14 12
6 HES 14 13 17 14 14
1 RL 14 14 14 14 14
2 RL 12 18 14 14 14
3 RL 16 16 17 16 14
4 RL 14 14 14 14 12
5 RL 14 16 16 14 14
6 RL 14 16 15 16 11
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Apéndice Il - Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA, seg), apresentado como valores
individuais para cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com
Lactato) e TS (HNA com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes da
HNA (BL), 0,5, 2, 4 horas apos HNA.E 24 horas apés a HNA em animais conscientes.

TEMPO DE TROMBOPLASTINA ARCIAL ATIVADA

Animal Tratamento Basal 0,5 2 4 24
1 Controle 71 72 63 65 87
2 Controle 84 67 68 72 64
3 Controle 67 66 92 68 84
4 Controle 64 74 76 82 91
5 Controle 64 68 61 65 68
6 Controle 81 91 91 87 85
1 HES 71 114 79 77 62
2 HES 54 66 90 79 78
3 HES 87 72 80 84 80
4 HES 80 124 116 115 86
5 HES 84 85 92 83 89
6 HES 96 73 80 106 76
1 RL 65 61 70 75 89
2 RL 72 103 93 74 86
3 RL 72 84 70 83 84
4 RL 70 98 96 87 78
5 RL 70 65 64 79 86

6 RL 98 140 98 97 96
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Apéndice JJ - Contagem de plaquetas (células/uL), apresentado como valores individuais para
cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS (HNA
com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA (BL), 0,5, 2, 4

horas apés HNA.E 24 horas ap6s a HNA em animais conscientes.

CONTAGEM DE PLAQUETAS

Animal Tratamento Basal 0,5 2 4 24
1 Controle 310575 429250 328250 310575 391375
2 Controle 255025 232300 262600 242400 297950
3 Controle 358550 348450 371175 330775 333300
4 Controle 376225 361075 345925 356025 300475
5 Controle 353500 320675 320675 285325 275225
6 Controle 338350 386325 330775 373700 282800
1 HES 287850 222200 277750 292900 270175
2 HES 315625 270175 338350 333300 282800
3 HES 247450 232300 222200 267650 265125
4 HES 300475 186850 265125 287850 237350
5 HES 373700 247450 371175 343400 277000
6 HES 287850 234825 270175 237350 272700
1 RL 282800 265125 303000 252500 280275
2 RL 292900 184325 285325 242400 280275
3 RL 388850 239875 204525 313100 202000
4 RL 368650 224725 275225 277750 229775
5 RL 358550 224725 330775 300475 252500
6 RL 244925 136350 171700 126250 204525
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Apéndice KK - Tempo de sangramento de mucosa oral (TSMO, seg) apresentado como valores
individuais para cada momento. Tratamento controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com
Lactato) e TS (HNA com Tetrastarch). Registradas durante a anestesia: momentos antes da HNA
(BL), 0,5, 2, 4 horas ap6és HNA.E 24 horas apos a HNA em animais conscientes.

TEMPO DE SANGRAMENTO DE MUSOSA ORAL

Animal Tratamento Basal 0,5 2 4 24
1 Controle 52 54 78 73 66
2 Controle 43 47 45 47 138
3 Controle 64 83 50 45 150
4 Controle 58 80 57 51 71
5 Controle 89 59 42 51 55
6 Controle 58 56 68 67 100
1 HES 46 69 66 33 31
2 HES 48 81 69 45 140
3 HES 47 107 74 41 83
4 HES 79 80 77 53 96
5 HES 32 63 146 92 48
6 HES 49 46 43 41 59
1 RL 100 51 60 46 51
2 RL 119 39 43 37 52
3 RL 92 76 76 75 123
4 RL 75 70 52 54 127
5 RL 60 47 40 60 41

6 RL 71 51 89 37 87
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Apéndice LL - Volume de sangue retirado (mL/kg) para realizar a HNA.

VOLUME DE SANGUE RETIRADO PARA HNA

Animal Tratamento Volume
1 HES 17,5
2 HES 19,5
3 HES 24,2
4 HES 26,9
5 HES 20,6
6 HES 26,9
1 RL 17,1
2 RL 19,7
3 RL 29,4
4 RL 30,7
5 RL 20,6

6 RL 32,5
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Apéndice MM - Tempo de extubagdo (min) apresentado como valores individuais para cada
tratamento: controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS (HNA com Tetrastarch).

TEMPO DE EXTUBACAO

Animal Tratamento Tempo
1 Controle 18
2 Controle 28
3 Controle 4
4 Controle 9
5 Controle 11
6 Controle 9
1 HES 10
2 HES 18
3 HES 15
4 HES 11
5 HES 2
6 HES 19
1 RL 11
2 RL 27
3 RL 21
4 RL 5
5 RL 6

6 RL 29
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Apéndice NN - Tempo de posicdo quadrupedal (min) apresentado como valores individuais para
cada tratamento: controle (sem HNA), RL (HNA com Ringer com Lactato) e TS (HNA com
Tetrastarch).

TEMPO DE POSICAO QUADRUPEDAL

Animal Tratamento Tempo
1 Controle 38
2 Controle 89
3 Controle 64
4 Controle 27
5 Controle 26
6 Controle 30
1 HES 27
2 HES 40
3 HES 27
4 HES 23
5 HES 29
6 HES 62
1 RL 22
2 RL 136
3 RL 53
4 RL 22
5 RL 15

6 RL 98
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GLOSSARIO

Definicdo baseada na “U.S. Anti-Doping Agency”, USADA

Transfusédo de sangue autéloga: a coleta e a transfuséo sdo feitas no mesmo

individuo.

Transfusdo de sangue alogénica: também denominada de transfuséo
homéloga, consiste na coleta de sangue é feita em individuo doador e a

transfusédo é realizada em um outro individuo receptor compativel.

Transfusdo de sangue heterdloga: a coleta e a transfusdo séo realizadas em

individuos de espécies diferentes.
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ANEXOS

Anexo |. Animal tratado com Ringer Lactato apresentou edema de conjuntiva. Fonte:
elaborado pelo autor.

Anexo II. Animal tratado com Ringer Lactato apresentou edema de lingua. Fonte:
elaborado pelo autor.



