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RESUMO

Martucci AF. Achados hemodindmicos e de funcdo e toxicidade renais apds a infusdo
de carreadores de oxigénio baseados em hemoglobina. [tese]. Botucatu: Faculdade de
Medicina, Universidade Estadual Paulista; 2016. 60p.

Introducdo. As reagdes adversas relacionadas a transfusdo sanguinea chegam a
0,138%. Lesdo Pulmonar Aguda Relacionada a Transfusdo (TRALI), imunossupressao,
febre, transmissdo de patogenos e reacdo hemolitica aguda sdo as complicacfes mais
comuns. Na tentativa de mitigar essas reacfes, pesquisadores tentam criar carreadores
de oxigénio eficazes e ndo toxicos. As solugdes até agora apresentadas ndo foram
melhores do que uma transfusdo sanguinea. O 6xido nitrico (NO) tem influéncia nas
alteracdes vasculares e pode ter influéncia na toxicidade. Assim como o NO, a curva de
saturacdo da hemoglobina (Hb) pelo oxigénio e a meia-vida sdo caracteristicas que ndo
foram completamente investigadas quanto a toxicidade e as alteracdes sistémicas e
micro-hemodinamicas. Objetivo. Determinar se as diferentes propriedades quanto a
meia-vida, a dissociacdo de oxigénio e a cinética de NO de solugdes de carreadores de
oxigénio baseados em Hb (HBOC) afetam a microvasculatura e a funcdo renal,
diferentemente. Material e Métodos. Estudo prospectivo realizado no Laborat6rio de
Bioengenharia da Universidade da Califérnia, San Diego, EUA, usando hamsters Sirios
Dourados machos. Foi injetado um HBOC em animal previamente anestesiado e
operado para instalacdo de uma janela de visualizacdo da microvasculatura e, também,
para implante de cateteres centrais. Cinco tipos de solucdo que variavam entre elas
quanto a meia-vida, a curva de dissociacdo do oxigénio e ao consumo de NO foram
empregadas. Foram avaliados a presséo arterial média (PAM), a frequéncia cardiaca, o
conteddo plasmatico de Hb livre. Arteriolas de 50 a 100mcm foram avaliadas ao longo
do experimento quanto a alteragdes de didmetro, fluxo e velocidade do fluxo através da
janela de visualizagdo. Foi também avaliado o ritmo de filtracdo glomerular (RFG) com
sinistrina associada a fluoresceina-isotiocianato em trés tempos diferentes apds a
infusdo das solucgdes. A estrutura renal foi analisada com cortes histolégicos ap6s o
sacrificio. Somente apds o experimento terminado é que as caracteristicas das solugdes

foram reveladas. Principais resultados. As cinco solugdes estudadas causaram
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aumento da PAM e diminuigdo da frequéncia cardiaca sustentados até 30 minutos apos
a infusdo das solucdes. As medidas de didmetro arteriolar e do fluxo e velocidade do
fluxo nesses vasos ndo foram diferentes até 60 minutos ap6s a infusdo. N&do foi
detectada alteracdo significativa do RFG, no entanto a analise histologica revelou dano
tubular associado a infusdo das solucGes. Conclusdo. As solugfes estudadas causaram
leséo renal sem alteragdes do RFG. O aumento da PAM sem alteragdes uniformes da

microcirculacdo pode sugerir que esse aumento seja decorrente de alteracdes em vasos

de maior calibre.

Palavras-chave: taxa de filtracdo glomerular, substitutos sanguineos, fluoresceina-

isotiocianato sinistrina, leséo renal aguda.



ABSTRACT

Martucci AF. Microvascular findings and acute kidney function and toxicity following
administration of hemoglobin based oxygen carriers [thesis]. Botucatu: Botucatu
Medical School, UNESP-Univ. Estadual Paulista; 2016. 60p.

Introduction. There is a 0,138% incidence of adverse reactions related to blood
transfusion. Synthetic oxygen carriers have been developed as an attempt to mitigate
these reactions. So far, no solution is better than a regular blood transfusion. Nitric
oxide (NO) has been implied to cause hypertension and may have influence on
toxicity. As much as NO, hemoglobin (Hb) dissociation slope of oxygen and half-life
have not been completely investigated regarding toxicity, micronemodynamics and
systemic parameters. Objective. To determine if different oxygen and NO Kinetics
how toploads of Hb-based oxygen carriers (HBOC) with different half-life, oxygen
and NO Kkinetics of Hb-based oxygen carriers (HBOC) affect microvascular
hemodynamics and kidney function differently. Design. Prospective study done at
Bioengineering Laboratory of University of California, San Diego, USA, using male
Golden Syrian hamsters. Interventions: Hamsters implemented with a dorsal window
chamber were given HBOC infusions characterized by five different Hb, oxygen, and
NO kinetics and heme dissociation rates. Measurements: Systemic variables included
mean arterial pressure, heart rate and free plasma Hb content. Microvascular
hemodynamic measurements included arteriolar diameter and red blood cell flow
velocity in vessels ranging from 50 to 100mcm. Glomerular filtration rate (GFR) was
estimated with fluorescein-isothiocyanate sinistrin clearance. Renal structure was
investigated with histological analysis. Main results. All five HBOC solutions
caused hypertension and bradycardia that were sustained up to 30 minutes after
infusion. Microvascular diameter and blood flow velocity were not different from
baseline up to 60 minutes after infusion. Acute changes in GFR were not detected
however histological analysis performed 72 hours later revealed tubular damage. The
characteristics of solution were only revealed after all the experiment was completed.
Conclusion. All the rHb solutions resulted in kidney structural damage without

change in GFR. There was no statistical uniform variation regarding arteriolar



diameter, velocity or flow. The mean arterial pressure increased without

microhemdynamics uniform variations suggest a role to bigger vessels.

Keywords: glomerular filtration rate, blood substitutes, fluorescein-isothiocyanate
sinistrin, acute kidney injury
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1 INTRODUCAO

O primeiro relato médico de transfusdo sanguinea bem-sucedida data de 1818.
James Blundell realizou o procedimento, transfundindo experimentalmente em um
paciente entre 30 e 40 anos, com vomitos incoerciveis, usando seringas (Blundell, 1819).
Tratava-se de um paciente com taquicardia, pulsos finos, palidez cutanea, alteragéo do
nivel de consciéncia e que ndo conseguia se alimentar. Todo alimento dado ao paciente
era regurgitado. Ao exame fisico, nenhuma alteracdo foi descrita, assim como nenhum
relato de dor. J& com alguns estudos bem-sucedidos em cées (Blundell, 1818), ele sugeriu
a hemotransfusdo aos colegas médicos e a esse paciente. ApOs a aceitacdo do
procedimento, ele foi realizado sem intercorréncias. Ao final do dia, o paciente
encontrava-se disposto e alerta, porém faleceu trés dias ap6s o procedimento. A necropsia
revelou um endurecimento do piloro. Mais tarde, em 1829, seu trabalho em mulheres que
apresentavam hemorragia pos-parto (Blundell, 1829), usando seringas, foi considerado um
sucesso. O primeiro banco de sangue, porém, foi criado somente em 1930.

A transfusdo sanguinea nédo € livre de complicacdes. Segundo relatorio do Reino
Unido, a incidéncia de reacfes adversas relacionadas a transfusdo chegou a 0,138% em
2014 (Bolton-Maggs e Poles, 2014). Lesdo Pulmonar Aguda Relacionada & Transfusdo
(TRALI) (Land, 2013) é uma das possiveis complicacbes relacionadas a transfusdo e
destaca-se hoje como a maior causa de mortalidade relacionada a esse procedimento,
cerca de 40%, segundo Marik e Corwin (2008), e a incidéncia de TRALI chega a 41% das
complicacBes relacionadas a transfusdo, segundo relatério anual do FDA (6rgéao
competente nos Estados Unidos da América (EUA) (2014). Seguem a TRALI, o Excesso
de Carga Circulatoria Associada a Transfusdo (TACQ), com 22%, as reacdes hemoliticas
transfusionais, com 21%, as infec¢des, com 8%, e as reacdes anafilaticas, com 6%. A
transfusdo de um concentrado de hemécias ja € suficiente para aumento de complicacGes
(Hajjar et al., 2010).

Atualmente, o balango entre oferta e demanda de sangue é suficiente, porém a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) alerta que esse balan¢co pode mudar com o
envelhecimento esperado da populagdo, uma vez que a parcela de doadores ira diminuir
em relacdo a parcela da populacdo mais suscetivel de receber transfusdes sanguineas, 0s
idosos (Zou et al., 2008).
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Uma das fungBes mais importantes do sangue é o transporte de oxigénio aos
tecidos, realizado pelas hemécias. Na prética clinica, a correcdo da volemia com
expansores plasmaticos, sejam eles solucBes cristaloides ou solugdes coloides, pode
compensar em parte a falta de hemoglobina (Hb), elevando o débito cardiaco e
promovendo oferta de oxigénio adequada as necessidades metabdlicas. Assim, o
desenvolvimento de substitutos sanguineos exige que esses produtos sejam também
expansores plasmaticos eficazes (Palmer e Intaglietta, 2014). Atualmente, 0s substitutos
sanguineos sdo chamados de carreadores de oxigénio, visto que seu desenvolvimento tem
se concentrado na fungéo de transportar oxigénio (Novaretti, 2007).

A Hb é a proteina da hemécia responsavel pela funcdo de carrear oxigénio.
Naturalmente, a Hb livre de estroma celular foi utilizada em diversos experimentos como
solucdo alternativa a transfusdo sanguinea. Von Stark, 1898, fez uso de Hb livre de
estroma celular e sabe-se, desde entdo, de seu potencial nefrotoxico (Von Stark, 1898).
Mais tarde, evidenciou-se, como causa da nefrotoxicidade, o acimulo, em excesso nos
tubulos renais, de ferro proveniente da Hb ou mioglobina e que nao foi ligado a
transferrina (Paller, 1988; Martines et al., 2013). Os estudos que se seguiram passaram a
sugerir que modificagfes na estrutura da Hb fossem feitas para que seu uso como
carreador de oxigénio ou como expansor plasmatico pudesse ocorrer de maneira segura
(Chang, 2013).

As primeiras modificacbes relatadas sdo o uso de ligacbes cruzadas entre as
moléculas de globina, da mesma Hb e entre as moléculas de Hb, aumentando o tamanho
da molécula e sua estabilidade. Uma série de experimentos passou a utilizar as ligacdes
cruzadas como possivel solucdo a toxicidade (Bunn e Jandl, 1968; Chang, 1971; Dudziak
e Bonhard, 1980; Park et al., 1981; DeVenuto e Zegna, 1982; Wong, 1988; Przybelski et
al., 1996). Estes autores exploraram o uso de Hb humana e de outros animais, mas
nenhum produto foi melhor do que uma transfusdo sanguinea quanto ao carreamento de
oxigénio, e ainda ocorria toxicidade renal. A criagdo de microcapsulas semipermeaveis foi
talvez 0 passo com maior impacto na diminuicdo da toxicidade renal. Essas microcapsulas
tém a capacidade de conter enzimas ou proteinas em um ambiente semelhante ao
intracelular. Essas membranas semipermeaveis previnem o contato com o meio externo de
maneira abrupta da Hb e do conteldo enzimatico. Diminuem, assim, as chances de

reacfes imunoldgicas e de hipersensibilidade, aumentam o tempo de circulagcdo e
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contribuem para reduzir a nefrotoxicidade (Chang, 1964). Apesar da menor toxicidade
renal, ainda podem ocorrer complicagGes. Solugdes em microcapsulas descritas por
Chang, em 1964, apresentam toxicidade hepéatica quando administradas em doses que
seriam usadas clinicamente. Outro passo importante no controle da toxicidade renal foi o
encapsulamento da Hb com polietileno glicol (PEG) (Belcher et al., 2013). Esse
encapsulamento aumentou a meia-vida significativamente, sendo que ainda passou a
ocorrer metabolizacdo hepatica, com diminuicdo da toxicidade renal (Olofsson et al.,
2011). O desenvolvimento dessas solucbes teve apoio maior apos 1980, quando
transfusdes sanguineas foram associadas a contaminacao pelo Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV).

A afinidade, medida pela pressdo parcial de saturacdo de 50% de oxigénio (P50-
02), é caracteristica crucial para rapida saturacdo e entrega de oxigénio aos tecidos
(Varnado et al., 2013). A P50-O2 6tima em hemacias € entre 20 e 40 mmHg (Bunn e
Jandl, 1968; Huang e Olsen, 1994; Dou et al., 2002). Determinar a afinidade ideal para
esses tipos de solugdes é também desejavel.

O aumento da pressdo arterial parece ser comum a todos os carreadores de
oxigénio baseados em Hb (HBOCs). Esse aumento da pressao arterial parece ter relacdo
com a disponibilidade do 6xido nitrico (NO). Em pesquisa com carneiros e ratos, a
aplicagdo complementar de NO preveniu o aumento da pressao arterial induzido por essas
solugdes nos animais (Yu et al., 2010). Os autores ainda puderam observar que mesmo
doses muito pequenas de carreador de oxigénio sdo capazes de induzir vasoconstri¢ao
adrtica e pulmonar, suprimidas também pela administracdo de NO. Outro estudo de 2009
também infere que a resposta vasoconstritora adrtica é decorrente da deplecdo do NO (Yu
et al., 2009). Um estudo de 2006, talvez seja aquele com maior evidéncia da implicacao
do NO na vasoconstricdo (Tsai et al., 2006). Neste estudo, os autores utilizaram N-6mega-
nitro-L-arginina-metil-éster-hidrocloreto (LNAME), composto inibidor da NO sintetase, e
mediram a quantidade de NO perivascular. Concluiram que a deplecdo de NO decorrente
do uso dos carreadores de oxigénio & por extravasamento dessas solugdes ao espaco
perivascular.

Recentemente, um carreador de oxigénio baseado em Hb previamente aprovado
para uso no homem foi retirado do mercado apos relatos de maior mortalidade por eventos

cardiovasculares (Natanson et al., 2008). Atualmente, apesar de algumas solucGes
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chegarem a fase em que se compara a eficacia do agente novo com o tratamento padréo
existente (fase Ill da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria ou ANVISA), os
resultados ndo sdo melhores do que os de uma transfusdo sanguinea (Weiskopf, 2010). A
margem econdmica é grande, porém, para o desenvolvimento desses produtos. Apenas 0s
custos com material e exames, segundo o Instituto Pontagrossense de Hemoterapia (por
meio de contato telefénico com o administrador), é de aproximadamente R$400,00. Se
forem levados em conta todos os custos diretos de uma transfusdo bem-sucedida, um
concentrado de hemécias chega a custar até US$1.183,00 dolares nos Estados Unidos
(Shander et al., 2010).

Como vantagens dos carreadores de oxigénio, podem ser citados o0 armazenamento
mais eficiente, a ndo transmissdo de doencas infecciosas e ainda a disponibilidade em
larga escala. As guerras e as instituicGes militares foram as grandes investidoras nesse tipo
de produto. Destaca-se, porém, o uso ndo militar em regides de catastrofes naturais, onde
0 acesso a mantimentos e a entrega dos mesmos sao dificeis, no atendimento pré-
hospitalar e hospitalar de vitimas de trauma (Njoku et al., 2015), na situacdo de recusa do
paciente em receber sangue, em pacientes com anemia falciforme e ainda na protecdo de
Orgdos para transplante (Blackbourne et al., 2012; Weiskopf, 2014).

As solugdes testadas neste presente estudo variam quanto a constante de
dissociacdo do 6xido nitrico (KNOD) e também a P50-O, e a meia-vida da Hb. Entender
como essas caracteristicas afetam a capacidade de entrega de oxigénio, utilizando-se, para
isso, alteracdes sistémicas e microhemodindmicas que ocorrerem, ira ajudar o
desenvolvimento de compostos mais eficazes (Palmer e Intaglietta, 2014).

Utilizando HBOCs que variam quanto a meia-vida, KNOD e P50-02,
investigou-se 0 gquanto essas caracteristicas influenciam a microcirculacdo e a fungéo

renal.
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2 JUSTIFICATIVA

Segundo relatorio do Reino Unido de 2014, a incidéncia de reacGes adversas
relacionadas a transfusdo sanguinea é de 0,14%, uma taxa que pode ser considerada alta.
Além disso, para que haja a transfusdo sanguinea, h& necessidade de tempo para a
realizacdo de testes de compatibilidade e nem sempre existe estoque suficiente para as
demandas clinicas. Soma-se a alta taxa de complicacfes, a provavel diminuicdo da
relacdo oferta/demanda e o alto custo, justificando, assim, a pesquisa e 0
desenvolvimento de agentes que possam substituir a transfusdo de hemocomponentes
com seguranca e eficacia, com menores indices de reacdo adversa e com rapidez e

disponibilidade.
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3 OBJETIVO

Este estudo tem como objetivo determinar se as diferentes propriedades quanto a
meia-vida, a dissociacdo de oxigénio e a cinéetica de NO de solugbes de carreadores de
oxigénio baseados em Hb (HBOC) afetam a microvasculatura e a fungédo renal,

diferentemente.
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4 MATERIAIS E METODOS

Animais. Os animais utilizados foram hamsters Sirios Dourados, machos, de
quatro a seis semanas de vida, com peso entre 55g e 65g na data do experimento. O
cuidado animal seguiu os padrdes do National Institute of Health Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals e o protocolo experimental n° S04052 foi aprovado pelo

comité de ética local.

Solucbes estudadas. As soluges utilizadas sao compostos de Hb humana mutante
produzidos a partir de clone de bactérias que se diferenciam quanto a P50-O2, KNOD e
meia-vida. Essas solugdes foram cedidas por John Steven Olson do Department of
BioSciences, Rice University, Houston, TX, USA. As solucdes foram estocadas em frascos
de 2 a 3 mL e refrigeradas a temperatura de -80°C. Na data da utilizacdo, elas foram
deixadas a temperatura ambiente para descongelar, processo que demorou
aproximadamente 15 minutos. As caracteristicas das solucdes foram reveladas apenas
apos a realizacdo do experimento. Todas as solugdes eram providas de subunidades o
geneticamente modificadas para conter ligacdo cruzada, utilizando uma glicina entre o
terminal C de uma cadeia o e o terminal N de outra cadeia o, como descrito por Looker et
al., 1992.

0.1IWT

A rHb0.1WT (wild-type) tem sua estabilidade aumentada por uma ligacéo cruzada,
a-gly-a, mantendo, porém, sua conformagdo tetramérica. Possui também mutagdo V1M
para facilitar a expressao em E. coli. Trata-se da primeira modificacdo na Hb em solucdes
carreadoras de oxigénio, sendo assim utilizada em outros estudos como grupo controle
(Snyder et al., 1987; Looker et al., 1992; Varnado et al., 2013).

Bethesda (beth)

A solucdo Bethesda tem uma mutagdo genética na Hb, apresentando uma variante
na cadeia B, na qual a histidina ¢ substituida por tirosina na posi¢do 145. Foi assim
chamada porque uma mutacdo genética na Hb humana com essas caracteristicas j& € assim
denominada. A ineficiéncia dessa Hb em se dissociar do oxigénio comumente leva 0s

pacientes a policitemia (Hayashi et al., 1971; Kawashima et al., 1994). Em alguns estudos,
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foi postulado que a posicdo normalmente encontrada da tirosina seria essencial para a
estrutura ndo ligada ao oxigénio. No entanto, essa mutacdo parece ndo alterar as reacdes
intrinsecas, nem sua conformacédo de ligacdo, apenas alterando sua estrutura quaternaria
(Olson e Gibson, 1972).

3001

Diminuicdo da P50-O2 por mutacdo nos sitios alL29F, aB10 e BE11l, com
diminuicdo da taxa de deplecdo de NO. Maior afinidade do oxigénio é associada &
policitemia no cenario clinico (Hayashi et al., 1971; Kawashima et al., 1994; Mollan et al.,
2012).

Providence (prov)

Além de V1M, apresenta alteracdo genética dessa Hb, na posicdo  K82D, que
troca uma lisina por um aspartato, imitando a hemoglobinopatia Providence. O importante
dessa mutacdo € a sua interacdo mais fraca com o 2-3, difosfoglicerato (2,3-DPG),
promovendo um aumento da P50-0,. Essa alteracdo genética também promove aumento
da resisténcia a degradacdo oxidativa (Bonaventura et al., 1976; Moo-Penn et al., 1976;
Abraham et al., 2011).

3011

A Hb recombinante rHBOC 3011 é também baseada na mutacdo V1M para
expressdo em bactérias, apresenta mutacdo aL29W e da cadeia de genes B, tem taxa de
deplecdo de NO diminuida e curva de dissociacdo de oxigénio deslocada para a direita
devido a mutacdo adicional o (L29W/H58Q) e B (V67W), como descrito em trabalhos
anteriores (Looker et al., 1994; Doherty et al., 1998; Olson et al., 2004; Varnado et al.,
2013).
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O quadro 1 traz um resumo das caracteristicas das solucdes.

Quadro 1. Caracteristicas das solu¢Ges de hemoglobina humana mutante, sintetizada a
partir de bactéria

Hb Mutagéo P50-0, KNOD Meia-vida
recombinantg o/p
3011 Aumento da P50-O2 por alteracéo no sitio 65+4,1mmHg ~20/>20
al_29W/H58Q; com diminuicéo da taxa de 5-10 uM st

deplecdo do NO por mutacdo em BV67F, é
instavel, porém

0.1WT Ligacdo cruzada para aumentar a estabilidad] 10+1,3 mmHg| 60a 80 pM7s™ 3,0+0,8/0,25+0,02

do tetrdmero e mutagdo no V1M que permite
replicacdo em E. coli

Providence | Substitui¢do da Lisina por Aspartato na 14+0,7 mmHg 6,1+0,8/0,45+0,04

posicdo pK82D, promovendo menor 60 a 80 pM™'s™
interacdo com 2,3-DPG e, assim, aumento dé
P50-0, e maior resiténcia a degradacao por
peréxido

3001 Diminuicéo da P50-0, por mutacao no sitio <10 mmHg
aL29F; reducdo da taxa de deplecdo de NO <10 yMs™ 40°
por mutacdo nos sitios aB10 e BE11

Bethesda | Dimimuicio da P50-O, 2,7 mmHg 56 uM st
Alteracdo na histidina, posi¢do 145, cadeia fj 60’

Grupos. Os animais foram alocados em cada grupo de acordo com a solucéo de
carreador utilizada, totalizando 32 animais: GO.IWT com 6 animais, Gprov com 6
animais, Gbeth com 4 animais, G3001 com 3 animais, G3011 com 5 animais e Gc, grupo
controle, com 8 animais. O nimero de animais correspondeu ao volume total de solucdo
disponivel. O grupo controle recebeu apenas solugéo salina. Os dados de microcirculacéo
foram colhidos de grupo controle histérico (Tsai et al., 2006).

Preparacdo animal. O experimento foi realizado no laboratorio de Bioengenharia
da Universidade da California San Diego. O experimento de preparacdo animal descrito
foi publicado pela primeira vez por Endrich et al. (1980). Hamsters Sirios Dourados
machos foram, entdo, submetidos a procedimento cirdrgico de colocacdo da janela de
visualizagdo ou window frame (WF) e implante de cateteres jugular e carotideo. O
protocolo cirdrgico foi realizado em duas partes: a) colocacdo da WF e b) implante dos
cateteres. A colocacdo da WF foi realizada primeiro e o implante dos cateteres foi
realizado dois a trés dias ap0s a primeira cirurgia. Somente depois de dois a trés dias do
implante dos cateteres é que os experimentos foram realizados. No biotério, 0s animais

foram sempre mantidos com alimentacdo e hidratacdo ad libitum.
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O animal foi anestesiado com cetamina/xilasina, na dose de 200mg/10mg/kg, pela
via intraperitoneal. O plano anestésico foi confirmado por auséncia de reflexo a puncéo
dolorosa com pinca cirurgica na pata traseira do animal. Uma vez em plano anestésico, o
pelo do dorso foi removido com creme depilatério - area aproximada de 5 x 2cm — e esse
dorso foi enxaguado. Logo em seguida, foi aplicada técnica asséptica para preparacao
cirargica. A pele do dorso foi gentilmente puxada por sutura nas bordas da dobra de pele
em um suporte que segurou o animal e a dobra de pele. Uma area de pele em forma de
disco de aproximadamente 12 mm de diametro foi retirada com subcutaneo, gordura,
fascia, muasculo subcutaneo e masculo retrator da pele, mas apenas de um lado da dobra
de pele, enquanto o outro lado foi mantido intacto. O tecido exposto foi coberto com um
vidro acoplado a um molde de titanio que fixou a dobra de pele (Figuras 1a e 1b). Durante
a realizacdo desse procedimento, o nivel de anestesia foi constantemente avaliado e
qguando houve retorno dos reflexos dolorosos, doses suplementares de cetamina/xilasina,
100mg/5mg/kg, por via intraperitoneal foram realizadas. O procedimento demorava
aproximadamente de 15 a 30 minutos. Os animais receberam buprenorfina, na dose de
0,05mg/kg, por via subcuténea, no pés-operatdrio imediato. Quando despertos, 0s animais

voltavam ao biotério e eram avaliados duas vezes ao dia.

Figura la. Foto do implante cirdrgico da janela de visualizagcdo (WF) com luz de fundo



Materiais e Métodos 26

Figura 1b. Foto do implante cirargico da janela de visualizagdo (WF) com maior aproximagéo.

O implante dos cateteres iniciou-se com procedimento anestésico com solucdo de
cetamina/xilasina, na dose de 200mg/10mg/kg, pela via intraperitoneal. O plano anestésico
foi confirmado por auséncia de reflexo a puncdo dolorosa com pinga cirdrgica na pata
traseira do animal. Uma vez em plano anestésico, a regido cervical ventral do animal foi
depilada e técnica asséptica foi utilizada. Incisdo medial de aproximadamente 2 cm e
disseccdo dos planos para cateterizacdo da veia jugular direita e da artéria carétida esquerda
foram realizadas (Figura 2). Os dois cateteres foram, entdo, tunelizados para a parte
posterior, com saida junto a WF. Sutura foi realizada na pele e junto aos cateteres para
melhor fixagdo. A parte externa dos cateteres foi, entdo, enrolada e fixada junto &8 WF com
fita adesiva (Figura 3). Os cateteres foram preenchidos com solucdo de NaCl 0,9% e
heparina 30U/mL, totalizando 0,ImL em cada cateter. O procedimento demorava
aproximadamente de 15 a 30 minutos. Durante a realizacdo desse procedimento, o nivel de
anestesia foi constantemente avaliado e quando houve retorno dos reflexos dolorosos, doses
suplementares de cetamina/xilasina, 100mg/5mg/kg, por via intraperitoneal, foram
realizadas. Os animais receberam buprenorfina, na dose de 0,05mg/kg, por via subcutanea,
no pés-operatério imediato. Quando despertos, os animais voltavam ao biotério, sendo
avaliados duas vezes ao dia. Os animais foram avaliados diariamente até cinco a seis dias

apés a primeira cirurgia e aqueles com complicacdes foram excluidos (Tsai et al., 1998).
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Figura 2. Foto do implante dos cateteres.

Figura 3. Foto da fixacdo dos cateteres na janela de visualizacéo.

27
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Critérios de inclusdo. Todos os animais j& preparados cirurgicamente com peso
corporal entre 55 e 65 gramas e parametros sistémicos dentro dos padrdes de referéncia de
estudos anteriores, isto &, frequéncia cardiaca (FC) maior que 340 batimentos por minuto
(bpm) e pressdo arterial média (PAM) entre 80 e 130mmHg, medidas por meio de

transdutor na linha arterial, bem como hematdcrito (Htc) maior que 45%.

Critérios de exclusdo. Animais com edema ou sangramento na WF. Animais com
algum sinal de doenca, como letargia, auséncia de ganho de peso apds as cirurgias e PAM

abaixo de 80mmHg.

Parametros sistémicos. PAM e FC foram medidas continuamente durante o
experimento por meio do cateter arterial carotideo (Spectramed Pressure Transducer,
Biopac; Santa Barbara, CA, USA).

Topload (TL). Trata-se de um protocolo utilizado para investigar caracteristicas e
toxicidades de solucBes para testes, tendo sido iniciado de cinco a seis dias ap6s a
primeira cirurgia a que foram submetidos os animais. Utiliza-se como padréo a infuséo
das solugbes i.v. a uma velocidade de 0,1ml/min em volume igual a 10% do volume
sanguineo. Este volume sanguineo é estimado como sendo igual a 7% do peso corporal do
animal. Este presente estudo utiliza um grupo controle histérico com infusdo de NaCl
0,9% (Tsai et al., 2006). Em estudos prévios, a administracdo de solu¢do de NaCl 0,9%
ndo resultou em alteracOes significativas de PAM e também ndo apresentou alteragdes

significativas da microcirculacdo (Tsai et al., 2006).

Avaliacdo da microcirculacdo. As mensuracdes da microcirculacdo foram feitas
na WF e podem ser bem compreendidas pela figura 4. A avaliacdo dessa microcirculagéo
deu-se por meio de um microscopio 6ptico com lente de imersdao de 40 aumentos. No
inicio do procedimento, cinco arteriolas foram escolhidas de acordo com seu tamanho (50
a 100mcm de didmetro) e facilidade de localizagdo sob o microscopio. Para que 0 vaso
fosse caracterizado como arteriola, foram determinantes a direcdo do fluxo e a velocidade
acima de 400mcm/s. Fluxo sanguineo arteriolar foi medido por meio de um fotodiodo
(Photo Diode/Velocity Tracker 102B; Vista Electronics, San Diego, CA, USA) (Intaglietta
et al., 1975). A velocidade do fluxo medida na parte central das arteriolas (V) foi corrigida

de acordo com o tamanho do vaso para obtencdo da velocidade média das hemaécias
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(Lipowsky e Zweifach, 1978). Aparelho Video image-shearing foi utilizado para medir o
diametro dos vasos (D) (Image Shearing Monitor; Vista Electronics, San Diego, CA,
USA) (Intaglietta e Tompkins, 1972). Fluxo sanguineo (Q) foi calculado como Q =
V..(D/2)%.

Figura 4. Foto da janela de visualizagdo (WF) sob luz de fundo a qual é posicionada no
microscépio para visualizacdo dos elementos da microcirculagao.

Amostras sanguineas. Amostras sanguineas foram colhidas pelo cateter arterial
nos tempos baseline (aproximadamente 20 minutos antes do TL), 30 minutos apds TL
(TL30) e 90 minutos ap6s TL (TL90). O Htc foi medido por centrifugacdo de amostras
arteriais colhidas em tubos capilares heparinizados (Readacrit Centrifuge, Clay Adams,
Division of Becton and Dickinson; Parsippany, NJ, USA). A concentragdo de Hb foi
medida utilizando sangue total em fotdmetro portéatil (B-Hemoglobin; Hemocue, Sweden).
Hemoglobina plasmaética livre (HPL) foi medida com o mesmo aparelho a partir das
amostras plasmaticas dos tubos capilares apos centrifugacdo para medida do Htc e ela
determina a quantidade de Hb livre de estroma celular no animal proveniente das solugdes

infundidas.
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Funcéo renal. O ritmo de filtracdo glomerular (RFG) foi estimado empregando
sinistrina associada a fluoresceina-isotiocianato (FITC-S) (Fresenius Kabi Linz, Austria).
A sinistrina € um agente que € totalmente filtrado, ndo reabsorvido e ndo excretado pelo
rim. A associacdo FITC-S, um marcador fluorescente, ndo altera nem suas caracteristicas
farmacocinéticas e nem as farmacodinamicas. Esse método estima o RFG pela meia-vida
de FITC-S. A meia-vida de FITC-S tem uma relacdo inversa com o RFG e é calculada por
um método transcutaneo que mede a curva de caimento da concentracdo tecidual de
FITC-S. Esse método € eficaz e mostrou boa correlagdo com RFG quando foi medido
concomitantemente com a concentra¢do sanguinea (Schreiber et al., 2012; Zollner et al.,
2013). FITC-S 1% foi injetada no cateter venoso, na dose de 5mg/100g de peso corporal
do animal, sendo o cateter lavado em seguida com 0,ImL de NaCl 0,9% em cada
mensuracdo. Uma camera fotografica de alta sensibilidade a luz acoplada a um
microscopio Optico de fluorescéncia com lente de quatro aumentos foi utilizada para
capturar imagens seriadas da WF por 2h. As medidas de intensidade da fluorescéncia
foram feitas pelo programa ImageJ v1.47 (National Institutes of Health - dominio publico)
e plotadas em funcdo do tempo para criar a curva de caimento (Abramoff et al., 2004).
Com essa curva, a meia-vida de FITC-S foi entdo calculada pelo programa Prism v7
(GraphPad software), pelo célculo da curva de caimento de uma fase. Em estudos com
outras espécies de roedores, a correlacdo com o RFG deu-se por meio de um coeficiente.
Este coeficiente é encontrado, fazendo-se a medida simultdnea com inulina endovenosa
(Schock-Kusch et al., 2009). Ainda ndo foram publicados estudos em hamsters que
validem esse coeficiente, portanto, nesta pesquisa atual, foi utilizado um coeficiente para
facilitar as unidades e manteve-se o valor apenas em unidades. A estimativa do RFG foi
realizada em trés momentos: 2h, 24h e 72h ap6s o uso de cada solugdo de teste. O grupo
controle foi utilizado para definir um valor normal de RFG. Para isso, fez-se a medida de
RFG de oito animais em trés tempos diferentes e considerou-se o valor normal igual a

média + um desvio padrao.

Anédlise tecidual renal. Apo6s a ultima mensuragdo do RFG, o animal foi
anestesiado novamente com cetamina e xilasina, na dose de 200mg/10mg/kg, por via
intraperitoneal. O plano anestésico foi confirmado por auséncia de reflexo a puncdo
dolorosa com pinga cirurgica na pata traseira do animal. Uma vez em plano anestésico,

creme depilatorio foi utilizado no dorso e o animal, submetido & nefrectomia esquerda,
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sendo em seguida sacrificado com excesso de dose de tiopental sédico i.v.. O rim
esquerdo de cada animal foi incluido em formaldeido a 4% e depois, incluido em resina.
Esse método é excelente para visualizacdo estrutural (Lacy e Schmidt-Nielsen, 1979). Os
cortes das pecas foram de 1,5mcm e foram corados com azul de toluidina. As lesbes
foram classificadas, segundo a intensidade, como O (zero) quando ndo houve lesdo
aparente; 1 (um) quando houve dilatacdo tubular; 2 (dois) quando houve necrose tubular
com estruturas adjacentes intactas e 3 (trés) quando houve necrose tubular com perda da
estrutura adjacente com ou sem infiltrado inflamatorio. Para se determinar o grau de leséo,
foi usada a lesdo de maior intensidade encontrada. A procura por lesdo deu-se por no
minimo trés ldminas com no minimo seis cortes em cada lamina. A gradacdo da lesdo
encontrada criada foi baseada em Jablonski et al. (1983), que dividiu as alteracbes
morfoldgicas em 1 (um) quando foi visualizado mitose e necrose de células individuais, 2
(dois) quando foi visualizado necrose de todas as células adjacentes ao tabulo proximal, 3
(trés) quando houve necrose do terco distal do tubulo proximal e 4 (quatro) quando houve
necrose afetando os trés segmentos do tdbulo proximal. Foi realizada essa adaptacédo por
entender-se que agentes que podem ser toxicos ao rim podem afetar mais que apenas o
tubulo proximal. Outro fator importante para essa adaptacdo realizada nesta pesquisa é a
dificuldade em conseguir-se determinar, pelo método em resina, as diferentes partes do
tibulo proximal, especialmente quando ha agresséo e as estruturas estdo danificadas.

Medidas dos parametros estudados. PAM e FC foram monitoradas
continuamente até 2h ap6s o TL e registradas nos tempos baseline, 10 minutos, 30
minutos e 60 minutos. A microcirculacdo foi avaliada até 60 minutos ap6s o TL. A Hb, o
Htc e a HPL foram monitorados nos tempos baseline, 30 minutos e 90 minutos. As figuras

5 e 6 ilustram as medidas realizadas e os procedimentos realizados.
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Figura 5. Medidas realizadas de acordo com o tempo (T) em minutos apés o Topload

Do D2 D4 Ds D7 N

I fempo em dias

lopload

4 A A A 4 725
; | ‘

- |

HHI‘].UHL' Llllll}_’li’(?'l.l ‘

Ja- de visualizac
ANCH OC VISUAZACHO) - .
I S Afericao do RFG

l]ll ‘I‘il‘.l(' Cirurgico 'i‘)\
I i1 Afericao do RYG Aferican do RIG
catereres centraus

Nefrectomia

Eutandsia

Figura 6. Procedimentos realizadas de acordo com o tempo em dias (D) desde a instalacdo da
janela de visualizagdo até a nefrectomia. RFG = ritmo de filtracdo glomerular.

Analise Estatistica. A analise estatistica testou as possibilidades de diferenca
entre os tempos T10, T30, T60 e T90 e o baseline e também entre os grupos para um
mesmo tempo. ComparacOes entre os grupos foi testada pela andlise variancia
(ANOVA). Pos-teste Bonferroni foi utilizado se significancia estatistica foi encontrada.
Quando da comparacdo de dois grupos em relacdo a variaveis quantitativas foi
considerado o teste t de Student para amostras independentes. A andlise da diferencga
quanto a lesdo renal foi testada por Mann-Whitney ndo pareado. Valores de p<0,05
indicaram significancia estatistica. Os dados foram analisados com o programa

computacional Prism v.7.
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O experimento foi realizado entre junho e dezembro de 2014. Foram avaliados 32

animais distribuidos nos grupos de acordo com a solucdo estudada e apresentados no

quadro 2.

Quadro 2. Namero de animais utilizados por solucéo

Solugéo NuUmero de animais utilizados
3011 5
0.IWT 6
Providence 6
3001 3
Bethesda 4
Controle 8

Apbds o TL, apenas dois animais morreram antes de completar 72 horas do

experimento, sendo um animal do Gbeth e um animal do Gprov. Eles foram encontrados

mortos na manha do tempo completado de 72 horas. Seus dados acerca da analise

histoldgica foram desprezados pois ja estavam mortos no momento da nefrectomia.

Homogeneidade. Os animais apresentaram homogeneidade, confirmada pela

analise de variancia, no periodo inicial quanto a PAM, a FC e ao D arteriolar.
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Pressdo Arterial. O aumento significativo da PAM ocorreu nos grupos G3011,
GO0.1WT, Gprov e Gbeth (Gréfico 1). Os dados comparados referem-se aos mesmos
animais estudados ao longo do tempo. Observa-se também que houve aumento de maior
intensidade se comparados G3011 em 30 minutos com GO,IWT, Gprov e Gbeth,
também em 30 minutos. Houve também aumento significativo quando do uso das
solugbes G3011 em 30 minutos, GO.1IWT em 30 minutos, Gprov em 10, 30 e 60

minutos e Gbeth em 30 minutos, quando sdo comparados ao grupo controle histérico.
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Gréfico 1. Representacdo da pressao arterial média com referéncia aos valores basais separados

por solugdo. *Significancia estatistica se comparado ao baseline e ao grupo controle historico.
**Significancia estatistica comparando solu¢des em um mesmo tempo. A linha pontilhada representa

os valores de baseline normalizados para 1,0.



Resultados 35

Frequéncia Cardiaca. Houve diminuicdo significativa da FC apds a infusdo de
todas as solucdes, exceto a solucéo 3001 (Grafico 2).
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Grafico 2. Representacéo da frequéncia cardiaca com referéncia aos valores basais separados
por solugdo. *Significancia estatistica se em comparacéo ao do baseline e ao do grupo controle
historico.

Velocidade Arteriolar. A velocidade do fluxo arteriolar ndo apresentou alteracdes
estatisticamente significativas (Grafico 3).
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Gréfico 3. Representacao da velocidade do fluxo arteriolar com referéncia aos valores basais
separados por solucéo. *Significancia estatistica se em comparagdo ao do baseline.
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Diametro Arteriolar. Alteragdes no D das arteriolas comparadas com o baseline
foram utilizadas como indicativas de mudanca no tonus vascular (Tsai et al., 2006). Nao
foi encontrada, porém, diferenca estatisticamente significativa entre as medidas de D

arteriolar (Grafico 4).
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Gréfico 4. Representacdo do D arteriolar com referéncia aos valores basais separados por solugao.
*Significancia estatistica se em comparacéo ao do baseline.

Fluxo Arteriolar. O fluxo arteriolar ndo apresentou diferenca significativa em

relacdo ao tempo inicial, exceto aos 10 minutos para a solugdo 3011 (Grafico 5).
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Gréfico 5. Representacdo do fluxo arteriolar com referéncia aos valores basais separados por
solucdo. *Significancia estatistica se em comparagdo ao do baseline.
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Hemoglobina Plasmatica Livre. A HPL é diretamente proporcional a solugédo
injetada. Assim, sua queda ao longo do tempo refere-se a eliminagdo ou distribuicdo da
solugdo. G3011 apresentou concentracdo de HPL significativamente maior no tempo 30
minutos se em comparacao a Go.iwr, Ggeth € Gprov. O grafico 6 ilustra essas alteracdes da

concentragéo.
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Gréfico 6. Representacdo da HPL por solucdo. *Significancia estatistica entre as concentragdes de
HPL medidas entre 30 e 90 minutos. **Significancia estatistica comparando a concentragdo de HPL da
solugdo 3011 em 30 minutos com a das solugBes 0.1WT, Providence e Bethesda, também em 30
minutos.

Ritmo de Filtracdo Glomerular. As alteracdes no RFG estdo representadas no

gréfico 7.
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Gréfico 7. Representacdo do RFG em unidades arbitrérias. A area sombreada em amarelo
representa a média + um desvio padrdo (3,4 + 0,6) obtidos do grupo controle.
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Com relacdo as lesdes histoldgicas: 0 (zero) quando ndo houve lesdo aparente; 1
(um) quando houve dilatagdo tubular; 2 (dois) quando houve necrose tubular com
estruturas adjacentes intactas e 3 (trés) quando houve necrose tubular com perda da

estrutura adjacente com ou sem infiltrado inflamatorio.

Tabela 1. NUmero de animais que apresentaram leséo tecidual distribuida por grupo e intensidade da lesdo

Intensidade 3011 0.1 WT  Providence 3001 Bethesda Controle
(n=5) (n=6) (=5  (n=3) (n=8)  (n=9)
0 2 0 1 0 2 8
1 0 1 1 1 1 0
2 0 2 0 2 0 0
3 3 3 3 0 0 0
Total 5 6 5 3 3 8

Anélise Renal Tecidual

A intensidade da lesdo tecidual foi estatisticamente significativa se comparados 0s
grupos Gprov, Goiwt, Gso11 € Gspor € grupo controle. Ndo houve diferenca significativa
com relacéo a intensidade da leséo tecidual entre essas solugdes. A lesdo renal encontrada
no Gbeth apresentou-se sem diferenca estatisticamente significativa a do grupo controle e
do Ggsgo1. A lesdo tecidual foi classificada e estd representada no grafico 8. As imagens

obtidas da histologia estdo representadas individualmente nas fotos de 1 a 44.
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Intensidade da Lesdo Renal
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Gréfico 8. Representacdo da analise histolégica por intensidade, separados os resultados por
solucéo.
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6 DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi identificar se ha associacdo entre as caracteristicas
bioquimicas de solucbes carreadoras de oxigénio com alteracbes da microcirculacéo,
PAM e toxicidade renal. Os resultados mostram hipertenséo e bradicardia com todas as
solugdes, independentemente da KNOD, da P50-O2 e da meia-vida. A hipertenséo parece
ndo ter relacdo com o D arteriolar periférico. O fluxo arteriolar sofreu alteragcdes de
aumento e diminuicdo no mesmo animal, sugerindo que ndo houve padrdo de alteragcdo. A
andlise tecidual mostrou aumento da incidéncia de toxicidade renal com a utilizagéo

dessas solucdes. O RFG ndo sofreu alteracOes estatisticamente significativas.

Pressdo Arterial Média

Analisando os resultados obtidos, observa-se aumento da PAM sustentado até o
fim do experimento, exceto no grupo G3011. Isto poderia ser explicado pela queda mais
rpida da HPL. Uma vez que a solucgdo € eliminada mais rapidamente, seus efeitos séo
percebidos em menor intensidade. Da mesma forma ocorre com as alteragdes da FC. Esse
fato sugere, entdo, efeito dose-dependente. Em estudos com infusdo de solucdo salina,
seguindo o mesmo protocolo de TL, ndo foi observada alteracdo significativa da PAM do
comego ao fim do protocolo (Tsai et al., 2006; Tsai et al., 2012). O fato de nédo se
encontrarem diferencas significativas quanto ao fluxo ou ao D arteriolar sugere que o
aumento da PAM seja decorrente de alteracBes de vasos de maior calibre (Sakai et al.,
2000).

G3011 apresentou aumento da PAM em niveis mais elevados se comparados aos
dos outros grupos. Esse grupo tem baixo KNOD e elevada P50-02 e foi também aquele
com maior concentracdo de HPL. Esse é um resultado inesperado se for considerada
apenas a KNOD, ja que se esperava maior aumento da PAM nos grupos das solugdes com
maior KNOD. A P50-O2 poderia também contribuir para aumento da PAM, ja que
disponibilizaria maior quantidade de oxigénio, que tem efeito vasoconstritor. O aumento
da concentracdo de HPL poderia explicar esse maior aumento da PAM, porém, em estudo
recente, a elevacgédo adicional da quantidade de solugéo carreadora de oxigénio baseada em
Hb livre de estroma celular ndo causou aumento adicional da PAM (Tsai et al., 2006).
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Microcirculacéo

O estudo da microcirculacdo tem o objetivo de aperfeigoar a entrega de oxigénio
aos tecidos (DO,). Calcula-se a entrega com a seguinte formula: DO2 = DC x SO2 x 1.34
x Hb + PaO, x 0,0031, sendo DC = débito cardiaco, SO2 = saturacéo arterial da Hb pelo
O,, Pa02 = pressao parcial de oxigénio arterial, Hb = quantidade de Hb do animal, 1,34 =
quantidade de O, que um grama de Hb conduz, 0,0031 = volume de O, dissolvido em 100
dL de sangue. Utilizou-se o fluxo arterial para estimar o débito sanguineo em tecido
periférico. E esperado que um concentrado de hemécias tenha Htc de 70% e Hb de
23g/dL. A concentracdo de Hb das solugdes infundidas foi de 3,7+/-0,5g/dL. Assim, o
aumento na Hb circulante seria de aproximadamente 3%, um valor menor do que a
prépria acuracia do método. Considerando-se, entdo, o animal acordado sem doenca
prévia, espera-se que a SO2 e a PaO2 sejam constantes, assim o aumento do fluxo pode
ser considerado como aumento da entrega do O, aos tecidos, a DO, e a diminui¢do do
fluxo como diminuicdo da DO2. Os resultados mostram um padrdo de variacdo de fluxo
sem associacdo com KNOD ou P50-O2. Resultado diferente foi observado no estudo de
Cabrales (2009), em que houve aumento de fluxo arteriolar com diminui¢do da KNOD.

O valor normal da P50-O2 no homem é de 26,7mmHg e o valor normal em
hamsters é de 28mmHg, valores muito proximos. Especula-se haver um valor ideal da
P50-02 para uma solucdo carreadora de oxigénio. Determinar esse valor pode ser de
grande valia. Quando a P50-0O2 é maior que a normal, essa solucéo teria a capacidade de
entregar oxigénio em regiGes mais isquémicas. Por outro lado, uma afinidade alta poderia
roubar oxigénio dos tecidos. Gundersen et al., 2009, quantificaram a quantidade de
oxigénio entregue aos tecidos na presenca de HBOCs recombinantes. Seus resultados
provaram que HBOCs recombinantes aumentam a entrega de oxigénio aos tecidos em
modelo experimental de perda sanguinea, porém ndo conseguiram atingir a mesma
entrega quando se comparou com a quantidade equivalente de concentrado de hemaécias.
Importante também ressaltar que nesse estudo ndo foi possivel diferenciar a DO2 das
solugBes com relagdo a sua P50-O2. Os autores concluiram que as alteracbes da DO2
foram relacionadas & KNOD e ndo comprovaram relacdo das alteracbes da

microcirculacdo com alteracdes da P50-O2 (Gundersen et al., 2009).
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A deplecdo de NO chegou a ser especulada como causa de leséo tecidual em
ensaio clinico realizado na Holanda. Neste estudo, foi encontrada associagdo entre a
deplecéo de NO e a lesdo de 6rgaos apos cirurgia cardiaca com circulacdo extracorporea.
(Vermeulen Windsant et al., 2014). Loeb et al., 1997, observaram queda do DC e do fluxo
sanguineo renal (neste de até 30%) ap6s o uso de HBOCs. Altera¢cbes morfoldgicas
encontradas em miocérdio ap0s infusdo de HBOC sdo compativeis com lesdo de isquemia
e reperfusdo (Burhop et al., 2004). Para avaliar se essa diminui¢cdo do fluxo sanguineo é
suficiente para causar isquemia, um estudo com pimonidazole (PIM) poderia ser
realizado. Este PIM é radio sensivel e liga-se a tecidos com PO2 abaixo de 10mmHg,
evidenciando a isquemia (Terada et al., 2007; Rosenberger et al., 2009).

RFG e Andlise Histologica Renal

Diferencas entre os resultados da analise histolégica renal e do RFG podem
acontecer. Espera-se grande alteracdo da funcdo renal se uma alteracdo morfoldgica é
importante. Por outro lado, nem toda alteracdo da funcdo é decorrente de alteracdo
morfologica que seja visivel em microscopia éptica. O método com resina e azul de
toluidina foi escolhido por ser de baixo custo e eficaz para alteracbes morfoldgicas
tubulares (Lacy e Schmidt-Nielsen, 1979), ja que, uma vez filtradas pelo glomérulo, a Hb
e a mioglobina sao reabsorvidas pelas células epiteliais no tdbulo proximal e heme é entdo
liberado no intracelular. A enzima anti-inflamatoria heme-oxigenase 1 (HO1) catalisa a
degradacdo parcial do heme, liberando ferro livre intracelular (Martines et al., 2013),
promovendo, entdo, lesdo tubular.

Chan et al., 2000, estudando as alteracfes morfoldgicas em rins de ratos apds o
uso de rHBOC, perceberam que elas sdo diferentes das encontradas ap6s lesdo de
isquemia e reperfusdo. Os autores sugeriram que a leséo renal seja decorrente da liberacao
de heme. Heme contém ion ferro, o qual, quando livre, pode promover reacGes de
oxidacdo e formacdo de radicais livres, como a peroxidacdo de lipideos, atuando como
catalizador na formacéo de radicais hidroxila, de agregados proteicos, com consequente
lesdo tecidual (Rohlfs et al., 1998; Tsai et al., 2006). O segmento S1 dos tubulos
proximais é o segmento mais atingido apos a liberacdo de heme. Nas Iaminas desta atual
pesquisa, também pode ser observado que a &rea mais atingida é a area cortical e, em

especial, os tubulos proximais, o que pode ser indicativo de leséo relacionada ao heme e
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n&o isquemia ou alteracdes de fluxo (Beeri et al., 1995).

O grupo controle ndo apresentou nenhum tipo de alteragdo morfoldgica, sugerindo
entdo que todos os achados séo, sim, referentes a solugédo infundida e nao relacionados ao
método. O Gbeth apesar de ndo apresentar diferenca quanto a lesdo renal se comparado ao
grupo controle, € um grupo pequeno e, portanto, seus resultados tém significado restrito,
especialmente se for levado em conta que um animal morreu antes mesmo das 72 horas.

PolyHeme (Hb polimerizada, Laboratorio Northfield), uma solucéo carreadora em
fase Il (Moore et al., 2009), tem sua meia-vida em torno de 24h enquanto estas solucfes
estudadas tém uma meia-vida em torno de 60 minutos. Clinicamente, essa diferenca é
significativa. Com uma meia-vida maior, o heme livre seria filtrado em concentragGes
menores, fato desejado ja que a toxicidade do heme ¢é dose-dependente (Chan et al., 2000).
A adicdo de “polyethylene glycol” (PEG) e “polylactide” (PLA) aumentou a meia-vida
consideravelmente, e quando estes composto foram utilizados, também ndo se observou
leséo renal (Conover et al., 1997; Malhotra et al., 2003; Liu e Chang, 2008).
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7 CONSIDERACOES FINAIS A MODO DE CONCLUSAO

As solucbes estudadas causaram lesdo renal. As conclusdes quanto ao RFG séo
limitadas pois este € o primeiro estudo a avaliar RFG com FITC-S em hamsters. Outros
fatores limitantes sdo o uso de um grupo controle para medida do RFG e o pequeno
nimero de animais. As alteragdes de D, velocidade e fluxo ndo foram uniformes. O
aumento da PAM sem altera¢cdes uniformes da microcirculacdo sugere que esse aumento
seja decorrente de alteraces em vasos de maior calibre. Outras pesquisas deverdo ser
desenvolvidas, com numero maior de animais, para corroborar os achados ora

apresentados.
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Intensidade de lesdo grau 0 — sem lesdo aparente
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PROVIDENCE

Intensidade Grau 0 - sem lesédo aparente

Hamster C359
S -
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Intensidade Grau 3 — Lesao tubular com destruicéo da estrutura adjacente
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0.1IWT

Intensidade Grau 1 — Dilatacao tubular

Hamster C234

Intensidade Grau 2 — Necrose tubular com preservacao das estruturas
adjacentes

Hamster C286

56



Apéndice 57

Intensidade Grau 3 — Lesao tubular com destruicéo da estrutura adjacente
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SOLUCAO 3001

Intensidade Grau 1 — Dilatacao tubular

Intensidade Grau 2 — Necrose tubular com preservacao das estruturas
adjacentes
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Intensidade de lesdo grau 0 — sem lesdo aparente
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Intensidade Grau 3 — Lesao tubular com destrui¢cdo da estrutura adjacente
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