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ORGAES, F.A.F.S. Modelo experimental de infusdo rapida de cristaloide em ratos.
2013. 90f. Dissertagdao (Mestrado) - Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista, Botucatu, 2013.

Foi descrito um modelo experimental de estudo de infusdo rdpida de cristaloide em
ratos, discutindo-se os resultados clinicos, laboratoriais e histologicos obtidos com a
administragdo de diferentes volumes. Utilizou-se 56 ratos machos da linhagem Wistar
com peso médio de 318 g (+ 4), divididos aleatoriamente em sete grupos de oito
animais. Os animais dos grupos 1 ao 6 receberam solugdo de Ringer com lactato por via
intravenosa, de maneira rapida (25 ml/min), no volume correspondente a 50%, 100%,
150%, 200%, 250% e 300% da volemia (V), respectivamente, formando os grupos de
estudo. Os ratos do grupo O foram operados da mesma forma, mas ndo receberam o
cristaloide, constituindo o grupo controle (SHAM). A avaliacao laboratorial do sangue e
dos sinais clinicos foram realizados em dois tempos (antes ¢ dez minutos apods a infusdo
liquida). A avaliagdo gravimétrica do edema pulmonar (EP) foi feita com o pulmao
esquerdo e a histologica com o pulmao direito, ambos extraidos apos eutandsia. As
variaveis que apresentavam dois tempos foram analisadas através da diferenca entre os
momentos, comparando com o grupo controle por uma analise de variancia, seguido do
teste de Dunnet. As andlises do indice pulmonar (IP), seco-umido (ISU), histologia e
desfecho foram realizadas utilizando uma andlise de varidancia (ANOVA). O nivel de
significancia foi fixado em 5%. Os sinais clinicos apresentaram alteracao significativa a
partir da hidratagdo com volume correspondente a 2 vezes a V. A queda na taxa de
hematdcrito foi significativa nos 6 grupos de estudo, confirmando a eficacia do método
na promog¢do de hemodilui¢do. Os exames laboratoriais de sangue apresentaram-se
alterados a partir da infusdo de volume igual a V. O EP foi bem caracterizado pelo
método gravimétrico e histologico apos infusdo de liquido de 2,5 vezes a V. A parada
respiratoria foi observada a partir da hidratagdo com 1,5 vez a V. O volume de infusdo
letal a todos os animais foi de 3 vezes a V. O modelo experimental descrito foi de
simples execu¢do, gerando dados objetivos, podendo ser aplicado em estudos que

envolvam hemodilui¢do, hidratagdo com cristaloides e hipervolemia.

Palavras-chave: hidratacdo; hemodiluicdo; edema pulmonar; modelos animais; ratos.






ORGAES, F.A.F.S. Animal model of rapid crystalloid infusion in rats. 2013. 90f.
Thesis (Master) - Faculty of Medicine of Botucatu, Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, 2013.

It was described an animal model study of crystalloid rapid infusion in rats, discussing
the clinical, laboratorial and histological results acquired with the administration of
various amounts. Fifty six male Wistar rats were used with a medium weight of 318 (=
4) grams, divided randomly in seven groups of eight animals. The rats of groups 1 to 6
received lactated Ringer’s solution intravenously, in a rapid way (25 ml/min), in the
amount of 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 and 3 fold its blood volume (BV), respectively, composing
the study groups. The rats of group 0 were submitted to surgery the same way, but did
not receive the crystalloid, composing the control group (SHAM). The laboratorial
evaluation of blood and the clinical signs were made in two times (before and ten
minutes after the fluid infusion). The gravimetric assessment of pulmonary edema (PE)
was made with the left lung and the histological assessment with the right lung, both
extracted after euthanasia. The data with two distinct times were analyzed through the
difference between the moments, comparing to the control group with an analysis of
variance, followed by Dunnett’s test. The evaluation of the lung wet weight/body
weight ratio (LW/BW), the lung wet/dry weight ratio (W/D), histology and upshot were
performed by an analysis of variance (ANOVA). The findings were significant at the
0.05 level. The clinical signs significantly changed in the 2, 2.5 and 3 fold BV groups.
The hematocrit reduction was significant in the six study groups, corroborating the
method effectiveness to promote hemodilution. The laboratorial blood exams
significantly changed from 1 fold BV group. The PE was clearly identified by the
gravimetric and histological assessment in the 2.5 and 3 fold BV. The respiratory arrest
was observed in the 1.5, 2, 2.5 and 3 fold BV groups. The volume of 3 fold BV was
lethal to all animals of the group. This animal model was easily performed generating
consisting data and may be applied in further researches of hemodilution, fluid therapy

with crystalloids and fluid overload.

Key word: fluid therapy; hemodilution; pulmonary edema; models, animal; rats.
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bpm = batimentos por minuto

cm = centimetro (s)

cmH,0 = centimetros de dgua

DC= débito cardiaco

DP = desvio-padrao

EP = edema pulmonar

etal. = e colaboradores

FC= frequéncia cardiaca

FR = frequéncia respiratoria
= grupo

g/ Kg= grama (s) / kilograma (s)

HAD = hormonio antidiurético

IP = indice pulmonar

ipm = incursdes por minuto

ISU = indice seco-umido

IV = intravenoso (a)

LEC = liquido extracelular

LIC = liquido intracelular

mEq = miliequivalente (s)

ml/dl/1=  mililitro (s) / decilitro (s) / litro (s)

mmHg = milimetros de mercurio

MPS = massa do pulmao seco (em gramas)
MPU = massa do pulmao timido (em gramas)
MR = massa corporal do rato (em gramas)

OP = oximetria de pulso

RL= Ringer com lactato

Ul = unidade (s) internacional (internacionais)
VE = volume de ejecao

Vi= volume de infusdo
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H4 muito tempo, antes da classica descricdo de William Harvey da
circulagdo corporea, curadores de varias culturas faziam especulagdes sobre a natureza
da circula¢do do sangue no homem. Na Mesopotamia, o figado representava o centro da
vida. O compéndio médico de Nei Ching, na antiga China, descrevia que "o sangue esta
sob controle do coragdo e flui em um circulo que nunca para". Aristoteles acreditava
que o sangue era produzido no coracdo e distribuido aos tecidos. Galeno dizia que o
figado produzia o sangue, e este era movido adiante e para tras até ser consumido; esta

teoria perdurou por muitos anos (apud Barsoum & Kleeman, 2002).

A primeira alusdo a terapia intravenosa (IV) é encontrada provavelmente
na classica histéria dos Argonautas. Ovidius, um poeta romano, relata que a princesa
Medea rejuvenesceu o pai de seu marido, Aeson, com uma po¢do magica. Ela havia
cortado a garganta do idoso, esvaziando as veias e preenchendo-as com sua po¢ao. Em
1492, o entdo doente Papa Inocéncio VIII recebeu "transfusao" de sangue de trés jovens
saudaveis na tentativa de salvar sua vida, mas todos morreram. Embora algumas
referéncias descrevam este episédio como a primeira transfusdo sanguinea, a maioria
dos textos acredita que o sangue foi dado por via oral, como de costume na época (apud

Barsoum & Kleeman, 2002).

Francis Folly, um médico de Florenca, reivindica em 1654 ter sido o
primeiro a executar uma transfusdo bem sucedida de animal para animal, porém seu
trabalho nunca foi publicado. A primeira descri¢ao de infus@o IV é de 1656, quando Sir
Christopher Wren, arquiteto londrino, relata "um meio de introduzir veneno liquido no
sangue". Ele desenvolveu um tubo e um reservatério eldstico para instilar vinho,
cerveja, Opio e uma solugdo com antimdnio nas veias de um cachorro. A obtengdo de
um c3o intoxicado foi interpretada como sucesso da experiéncia. Alguns anos depois,

em 1662, Johann D. Major, um médico alemao, injetou um composto ndo purificado na
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veia de um homem. O desfecho infeliz influenciou negativamente a sociedade, nio
havendo outras tentativas de acesso venoso por muito tempo (apud Barsoum &

Kleeman, 2002).

O primeiro relato de infusdo bem sucedida de liquido IV remonta ao
século XIX, mais precisamente 1832. O cendrio era a Inglaterra, que observava, com
horror e panico, o avango inexoravel da pandemia de célera da India para a Asia e
Europa. Sem ter conhecimento da etiologia da doenga, nem do caréter infeccioso, os
profissionais de saude ingleses tentavam executar diferentes abordagens com a intengao
de impedir o aumento do numero de mortes. Alguns se destacaram demonstrando um
pouco de conhecimento cientifico. Surgiu a ideia que a grande perda de liquido
dificultaria a circulagdo do sangue, e foi sugerida a introdugdo for¢osa de agua no
estomago; o que ndo surtiu o efeito desejado devido ao grande indice de vomitos. Um
médico, analisando o sangue dos pacientes doentes, observou que havia aumento da
coloracdo e queda na quantidade de dgua. Foi quando William Brooke O’Shaughnessy,
um médico recém formado, descreveu que a propor¢do de volume e sais do sangue
estavam alterados no paciente doente, e para melhora do mesmo, estes itens deveriam
ser corrigidos. Fazendo uso desta publicacdo, Thomas Latta e Robert Lewins, em 1832,
realizaram e publicaram a descricdo do primeiro acesso venoso com administragdo de
uma solugdo de sais com agua. A técnica foi utilizada em 25 pacientes moribundos, um
terco deles sobreviveu a célera. Seu feito ndo mudou a histéria da epidemia, que ainda
se alastrou pela América, mas certamente tornou-se um marco na medicina moderna

(apud Cosnett, 1989)

Em 1876, Sidney Ringer propds uma solugao fisiologica para perfusdo a
base de sodio, potassio, cloreto e calcio. Inicialmente, sua solu¢do era usada em

laboratodrios de fisiologia para banhar coragdes extraidos de sapos. A férmula original
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de sais inorganicos foi posteriormente modificada por Alexis Hartmann, adicionando o
lactato com o intuito de tratar acidose em criancas. Cento e trinta anos depois, a solu¢ao
de Ringer com lactato (RL) continua sendo uma das solug¢des de infusdo mais utilizadas
no mundo em intimeras situagdes, tais como no controle de hidratagdo do paciente

cirargico (apud Rivera et al., 2005).

Historicamente, o foco das pesquisas de hidratagdo intraoperatdria estava
na escolha do fluido, e mais recentemente comegaram a surgir algumas evidéncias
cientificas acerca da quantidade de fluido a ser administrada. Séries de casos mostrando
resultados positivos no uso de grandes volumes de liquido no trauma mudaram o
paradigma da cirurgia eletiva do "regime restritivo", como amplamente recomendado
até 1950, para o "regime liberal", praticado até hoje. Entretanto, a fisiopatologia e as
implicagdes clinicas dos diferentes regimes de administragcdo de fluidos para a cirurgia
eletiva ainda ndo foram adequadamente descritos, o que dificulta o desenvolvimento de

guidelines (Holte et al., 2002).

Adicionalmente, a infusdo rdpida de cristaloides tem aplicagdo clinica
além do controle anestésico do paciente, pois gera um outro fendmeno também muito
estudado: a hemodiluigdo (Messmer, 1975). Esta técnica ja demonstrou ser eficaz na
preven¢do de trombose de microanastomoses vasculares (Farina et al., 2002) e,
possivelmente, pode beneficiar pacientes na prevencao de tromboembolia pulmonar em

cirurgias plasticas (Viterbo & Siclovan, 2006).
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1.1  Modelo experimental

Modelos experimentais em pesquisa podem ser definidos como a
materializagdo da realidade, com a representacdo mais proxima da ideal. Por isso,
devem ser precisos, apresentar embasamento cientifico e a limitacdo em relacdo a
realidade a ser representada. Nas ciéncias médicas, os modelos experimentais podem ser
aplicados no melhor conhecimento da fisiologia, da acdo de medicamentos e dos efeitos
de procedimentos cirargicos ou anestésicos. Sua maior importancia estd relacionada ao
respeito a barreira ética de ndo intervencdo primaria experimental em anima nobile

(Ferreira et al., 2005).

Os cuidados pré-anestésicos de roedores incluem revisao do aspecto
fisico e nutricional do animal. A 4agua via oral ndo deve ser restringida. A administragdo
parenteral do agente constitui o método mais comum de anestesia. O volume da droga,
o local da administragdo e propriedades irritantes das substincias devem ser

considerados (Damy et al., 2010).

O protocolo mais seguro e recomendado para ratos ¢ a associacdo da
Cetamina 75 - 100 mg/kg a Xilazina 5 - 10 mg/kg, por via intraperitoneal, capaz de
produzir 60 a 100 minutos de anestesia. Suas aplicagdes mais comuns nestes animais
sdo nas lesdes e injecdes cerebrais, cateterizagdes arteriais ou venosas € castragdes

(John Hopkins University, 2012).

A anestesia deve ser realizada, em animais de laboratdrio, sempre que o
procedimento implique em dor ou desconforto, sendo utilizadas drogas anestésicas,
analgésicas, tranquilizantes e a eutandsia. A profundidade anestésica pode ser avaliada

por meio da presenca ou auséncia de determinados sinais como reflexo da cauda,
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reflexo palpebral e corneal, e das alteragdes das frequéncias cardiaca e respiratdria, que
sofrem modificacdes de acordo com os planos atingidos (profundidade da anestesia)

(Taborda et al., 2004).

O estudo da lesdo pulmonar pode envolver desde pequenos achados de
edema sem lesdo celular até destrui¢des macicas do pulmao. O tamanho reduzido dos
ratos e camundongos limita o nimero de técnicas que podem ser aplicadas na
identificacdo da lesdo. Os métodos de avaliacdo incluem medidas subjetivas e ndo
especificas de quantificagdo do edema, até técnicas para calcular valores de coeficiente
de permeabilidade especifica da membrana microvascular nos pulmodes. O acimulo de
edema pulmonar (EP) pode ser medido de maneira facil e objetiva utilizando os
métodos gravimétricos, indicando o desequilibrio das for¢as que atuam sobre a barreira
endotelial. A complacéncia pulmonar também pode ser aferida, e as microscopias Optica
e eletronica podem ajudar na identificagdo do edema e danos estruturais (Parker &

Townsley, 2004).

A microscopia Optica do pulmdo pode gerar evidéncias qualitativas do
dano pulmonar, edema, transbordamento de alvéolos, espessamento dos septos
alveolares e compressao de vias aéreas (Parker & Townsley, 2004). O EP inicia-se no
tecido conjuntivo perivascular, peribronquico, seguindo para o intersticio. Ele ¢
resultado do desequilibrio das forcas de Starling na barreira endotelial dos capilares
pulmonares. O transbordamento alveolar ocorre quando a dgua extravascular do tecido
pulmonar aumenta mais de 35%, e ndo ocorre de maneira homogénea pelo pulmao (Wu

etal., 1995).

Leal Filho et al. (2005) estudaram a presen¢a de EP neurogénico apods

lesio da medula espinhal em ratos. O resultado foi avaliado através de método
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gravimétrico e histologico. Na histologia, o critério adotado foi a contagem de alvéolos

que continham liquido eosinofilico em seu interior, em cada lamina.

A morte do animal de laboratério pode ocorrer de maneira previsivel
(indugao, eutanasia) ou imprevisivel em um experimento, sendo importante sua precisa
identificagdo. A parada respiratdria, auséncia de pulsos, perda da coloragdo ocular e do
reflexo corneal sdo indicativos do 6bito (Conselho Federal De Medicina Veterinaria,

2012).

1.2 Alteracdes do equilibrio hidroeletrolitico

A 4gua desempenha papel fundamental no metabolismo do organismo,
correspondendo em média a 60% do peso do homem adulto normal. O liquido
intracelular (LIC) corresponde a aproximadamente 40% do peso do homem adulto, € o
restante (20%) € de liquido extracelular (LEC). Este espago ¢ dividido em intravascular

(5%) e intersticial (15%) (Ceneviva & Vicente, 2008).

A 4gua e os eletrdlitos estdo em equilibrio entre os compartimentos,
separados por membranas semipermeaveis. Os principais eletrdlitos catidnicos sdo o
sodio e o potassio, € os anidnicos o bicarbonato e o cloreto. H4 também uma
neutralidade elétrica em cada compartimento somando os ions positivos e negativos. O
desequilibrio deste sistema por algum motivo (traumatico, cirurgico ou infeccioso) pode
levar a criagdo do terceiro espago. Isto ocorre temporariamente, até a etiologia ser
sanada e o liquido resgatado para o espago intravascular. As trocas entre o plasma e o
intersticio dependem do gradiente entre a pressdo hidrostatica e a pressdo

coloidosmoética nos capilares (lei do equilibrio de Gibbs Donnan). As alteragdes



26

hidroeletroliticas iniciam-se sempre no compartimento extracelular ¢ podem ou nio

repercutir em alteragdes do intracelular (Kurbel & Maric, 2009).

Fisiologicamente, a super-hidratacdo significa excesso de entrada de
liquidos e/ou deficiéncia na saida. Pode ser instalado edema em todos os tecidos, como
pulmado, rim, subcutaneo, além da criacdo do terceiro espaco (derrame pleural e ascite).
O aumento progressivo deste edema pode gerar extravazamento de liquido para a luz
dos 6rgdos, sendo mais evidente no pulmao com a presenga de liquido intersticial dentro
dos alvéolos. Este estado ¢ caracterizado laboratorialmente pela diminui¢do na taxa de
hemoglobina, hematocrito e proteinas no sangue. A super-hidratacdo isotOnica ¢
caracterizada pelo acimulo de liquido no organismo. Pode ocorrer devido a faléncia
hepatica, insuficiéncia cardiaca e/ou renal. H4 um aumento de volume apenas do espago
extracelular devido a manuten¢do do equilibrio de tonicidade. O tratamento pode
envolver restricdo de liquidos, uso de diuréticos, cardiotonicos e eventualmente dialise.
A super-hidrata¢do hipotdnica ocorre na excessiva ingesta de agua ou administragao
parenteral de soro com glicose associado a baixa diurese. O aumento do espago
extracelular com queda da tonicidade gera migracdo de agua para o intracelular,
aumentando este também. O tratamento ¢ feito basicamente com a restrigdo hidrica e
administracdo de solugdes hipertonicas. A super-hidratagdo hipertonica ocorre apenas
iatrogenicamente se houver infusdo excessiva de solucdo hipertonica (Ceneviva &

Vicente, 2008).

A desidratacdo ¢ decorrente da deficiéncia na entrada e/ou excesso na
saida de liquidos. Pode ser classificada em hipotonica, isotdnica e hipertonica.
Laboratorialmente pode-se encontrar aumento na taxa de hemoglobina, hematocrito,
proteinas totais, uréia e creatinina no sangue. A quantidade de sodio define a

classificagdo da desidratacdo. A desidratacdo isotonica ocorre na perda de liquidos
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isotonicos como diarréia e vOmitos. H4 em geral diminuicdo apenas do espaco
extracelular, por ser isotdnica, ndo ha troca entre os compartimentos. O tratamento
consiste na administracdo de solugdes isotonicas. A desidratagdo hipotdnica ocorre nos
individuos que apresentam perda de liquido, mas principalmente de sais. Com a
diminui¢do da concentragdo de eletrdlitos no extracelular, a dgua tende a se deslocar
para o espago intracelular, alcangando o equilibrio eletrolitico, porém aumentando o
volume intracelular. O tratamento pode ser feito com solugdes isotonicas na
hipotonicidade leve (Na > 120 mEqg/l) ou solugdes hipertdnicas no caso de
hipotonicidade mais acentuada. A desidratacdo hipertonica ¢ caracterizada pela perda
predominante de agua, com preservagdo dos sais. O aumento na concentracao de
eletrolitos no extracelular favorece o deslocamento de agua a partir do intracelular,
diminuindo este espaco. O tratamento baseia-se na administragdo de solugdes

hipotonicas e posteriormente isotonicas (Ceneviva & Vicente, 2008).

O sodio € o principal cation do LEC com concentracdo normal entre 135-
145 mEq/l. A hiponatremia consiste na taxa de sodio inferior a estes parametros. Ela ¢
dividida em absoluta e dilucional. A absoluta normalmente ocorre por ingesta
insuficiente do ion, patologia renal ou uso de algumas drogas. A dilucional ¢ resultado
de uma terapia de hidratagdo inadequada. A corre¢do da hiponatremia dilucional ¢ feita
através da eliminacdo do excesso de agua; a reposicdo de sodio ¢ indicada apenas
quando a concentragdo sérica reduz abaixo de 110 mEgq/l. A hipernatremia ¢ menos
frequente e ocorre quando a perda hidrica € maior que a salina. A hipernatremia grave ¢
considerada na concentragdo maior que 160 mEq/l. A correcdo envolve o tratamento da

patologia de base e administracdo de soro com glicose a 5% (Ceneviva & Vicente,

2008).
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O cloro ¢ o principal anion do LEC com concentragdo normal entre 95-
105 mEq/l. Suas altera¢des geralmente acompanham o sodio, por isso a hiponatremia
pode também ser classificada em absoluta ou dilucional. O tratamento ¢ feito com
eliminagdo do excesso de agua, e o ion deve ser reposto quando a concentragdo for
menor que 80 mEg/l. A hipercloremia tem as mesmas causas da hipernatremia. O
tratamento especifico com soro glicosado a 5% ¢ indicado em concentragdes séricas de

cloro superiores a 125 mEq/l (Ceneviva & Vicente, 2008).

O potassio € o principal cation do LIC. Sua concentra¢do no extracelular
varia de 3,5-5,0 mEq/l. A hipocalemia ¢ causada pela entrada insuficiente do ion ou
saida excessiva, normalmente em pacientes portadores de patologia gastroenterologica,
renal, ou em uso de diuréticos perdedores de potassio. E recomendada a reposi¢do do
potassio em concentracdo inferiores a 3 mEq/l, sempre lentamente para evitar
complicacdes cardiacas. A insuficiéncia renal ¢ a principal causa de hipercalemia,
podendo ocorrer também ou ser agravada quando associado a Doenca de Addison,
estado de acidose e situagdes em que haja grande dano celular como hemolise, trauma e
cirurgia. A intervencdo tem indicagdo de acordo com a etiologia do desequilibrio,
normalmente sendo a partir dos 5,5 mEgq/l. O tratamento ideal ¢ a dialise, mas ha outros
meios como gluconato de calcio (neutraliza a acdo do potassio na fibra muscular
cardiaca), bicarbonato de sodio (pacientes com acidose), solugdo polarizante
(redistribui¢do do potassio) e resinas de trocas iOnicas (extracdo do potadssio das

secregoes intestinais) (Ceneviva & Vicente, 2008).
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1.3  Hidratacio do paciente cirurgico

O estresse cirurgico leva a liberacdo de aldosterona e hormonio
antidiurético (HAD), e com isso a oliguria e retenc¢do de sddio. O baixo débito urinario ¢
normalmente acentuado pelo jejum do paciente nas cirurgias eletivas. Além disso, o
trauma cirurgico tende a minimizar ainda mais o LEC sequestrando liquido para o
terceiro espagco. A queda do volume extracelular gera reducdo na perfusdo justa
glomerular, o que estimula a produ¢do de renina e depois angiotensina e aldosterona.
Por outro lado, a diminui¢do da pressdo no atrio esquerdo (hipovolemia) estimula a
liberacdo de HAD pelo sistema hipotdlamo-hipofisario. Todo esse sistema pode ser
interrompido com uma hidratacdo intraoperatéria adequada (Ceneviva & Vicente,

2008).

Nao ¢ possivel na pratica estimar com precisdo, durante o ato operatdrio,
as perdas por exposicdo de visceras nem a perda interna no terceiro espago, o que
prejudica a estimativa do volume da solugdo a ser administrada. Infunde-se geralmente
de 2 a 10 ml de solugdo salina por quilo de peso corporal por hora de cirurgia, o que
pode induzir em erros, resultando em desidratacdo ou super-hidratagdo graves,
sobretudo em pacientes criticamente doentes. O rim normal pode corrigir o excesso de

agua e de eletrdlitos, mas dentro de determinados limites (Ceneviva & Vicente, 2008).

A hidratagdo com sobrecarga hidrossalina tem o objetivo de bloquear ou
reduzir a liberagdo do HAD e aldosterona, interferindo na resposta do organismo ao
trauma (cirurgia). Também ¢ capaz de reduzir a incidéncia de alcalose metabodlica no

pos-operatorio quando comparada com os outros métodos de hidratagcdo (restritivo e de
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reposi¢do conforme balango), uma vez que do 1° ao 3° dia pds-cirurgia a alcalose

metabolica € a alteragdo predominante do equilibrio acido-base (Moriya et al., 2000).

Possivelmente a rapida infusdo de fluido IV ¢ efetiva em estados
hipovolémicos, mas infusdes lentas sdo mais apropriadas quando se deseja aumentar o
volume plasmatico em pacientes normovolémicos, como na indugio da anestesia geral.
Nao ha duvidas que o melhor entendimento dos efeitos dos diferentes regimes de
infusdo beneficiard o manejo hidrico intraoperatorio, principalmente nos pacientes mais

criticos (Kramer et al., 2001).

Olsson et al. (2004) estudaram a distribui¢do e eliminagdo da infusdo IV
de 20 ml/Kg de RL (1500 ml em média) durante 60 minutos em colecistectomias
laparoscopicas. Seus dados mostraram que a meia-vida do cristaloide nos pacientes foi
17 vezes maior que a meia-vida de diluicdo do plasma, indicando uma forte tendéncia
de forma¢do de edema periférico. Sugeriram que a infusdo liquida inicial deve ser
rapida na cirurgia e lenta mais tardiamente. Esta estratégia pode criar uma diluicao

constante do plasma sem o aciimulo indesejado de liquido nos tecidos.

Shires et al. (2005) estudaram a infusdo rapida de algumas solugdes
cristaloides em ratos e seus efeitos sobre a apoptose celular. Observaram que o indice de
apoptose ¢ significativamente maior em animais submetidos a choque hemorrégico, e
que a infusdo rapida de liquidos para ressuscitagdo diminui o dano celular durante o

choque.

Svensen et al. (2009) estudaram o efeito da infusdo rapida de 15 ml/Kg
de RL em quinze voluntarios. A analise da cinética dos fluidos mostrou que o volume
intravascular arterial comegou a diminuir apds quatorze minutos, enquanto que 0 venoso

apo6s vinte minutos. Concluiram que a expansao plasmatica da solucdo de RL dura até
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30 minutos, ¢ que a distribuicao para os tecidos depende de componentes pressoricos,
permeabilidade capilar e da diferenca de perfusdo tecidual nos oOrgdos e regides

corporais.

A reposicao da perda sanguinea com cristaloides ou coloides ¢ empirica
devido a falta de acuracia no célculo da perda e a limitacdo dos métodos usados na
estimativa do volume necessario. As relagcdes mais comumente utilizadas de volume de
cristaloide para perda sanguinea sdo de 3:1 e 5:1. Entretanto, dados experimentais
frequentemente diferem de calculos tedricos. Em animais, a relacdo 3:1 torna-se
progressivamente menos adequada com a evolugdo da hemorragia, porém alguns dados
clinicos sugerem que uma relagdo inferior a 3:1 pode ser suficiente em algumas

circunstancias (Svensen et al., 2009).

Shires foi o primeiro a afirmar que a reposi¢ao do sangue por si s6 ndo ¢
suficiente na hemorragia severa e no trauma. Postulou que uma porcao do liquido
intersticial seria invidvel funcionalmente, e teria que ser reposto com solugdes
balanceadas de sais. O termo "perda para o terceiro espaco" mantém-se controverso, e
vem sendo discutido hd anos. Parece que ¢ mais apropriado dizer que o que foi
investigado no choque hemorragico pode ndo ser valido para os casos eletivos (Svensen

etal., 2009).

Jacob et al. (2012) estudaram a hemodilui¢do isovolémica em mulheres
submetidas a histerectomia por cancer de colo de utero. Utilizaram marcadores para
medir a volemia antes e depois da hemodilui¢ao utilizando uma relagdao de 3:1 de RL.
Observaram que esta relacdo utilizada foi incapaz de manter a volemia normal, € o
principal efeito colateral foi o notavel acimulo de liquido intersticial. Recomendaram a

substitui¢do do sangue por cristaloides na propor¢do de 5:1 e o uso de uma solugao iso-
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oncoética (albumina humana 20%) no caso de sangramento agudo em paciente que

necessite de prevengao rigorosa de edema (Jacob et al., 2012).

Sendo assim, neste estudo serdao descritas as alteragdes clinicas e
fisiologicas da administragdo intravenosa rapida de diferentes volumes de solugdo de

Ringer com lactato, através de um novo modelo experimental.
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Descrever um modelo experimental de infusdo intravenosa rapida em
ratos, utilizando diferentes volumes de solu¢do de Ringer com lactato, discutir os

resultados clinicos, laboratoriais e histologicos encontrados, bem como o volume letal.
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Foram utilizados 56 ratos Wistar machos, adultos, de linhagem
heterogénica, com peso variando de 280 g a 360 g, com média de 318 g (£ 4),
provenientes do Biotério Central do Campus de Botucatu da Universidade Estadual
Paulista (UNESP). Todos os ratos foram alimentados com rag¢ao padronizada e agua,

sem restri¢do, até o0 momento da anestesia.

O protocolo foi conduzido de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(Cobea), tendo sido aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal
(CEEA) da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP sob protocolo n® 799 de 28

de abril de 2010 (Anexo 1).

Os animais foram divididos aleatoriamente em 7 grupos. Todos os ratos
foram submetidos a infusdo IV rdpida de solucdo de RL conforme o grupo ao qual
pertenciam. O volume de cristaloide infundido variou proporcionalmente a massa
corporal de cada animal, com aumento correspondente a 50% da volemia original entre
um grupo e outro, seguindo a formula: Vi = MR x G x 0,027. Onde Vi ¢ o Volume de
infusdo (ml), MR ¢ o Peso do rato (g), G ¢ o nimero do grupo e 0,027 ¢ a constante
correspondente & metade da volemia por grama de massa corporal (ml/g). A volemia
estimada do rato foi considerada como 5,4 ml / 100g de peso (Hirano et al., 2003). No
G 0 ndo houve hidratacao (Vi = 0) constituindo o controle (SHAM). As médias de
volume administrado e de peso dos animais de cada grupo podem ser observadas com

mais detalhes na Tabela 1.
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Tabela 1 — Grupos com seus respectivos volumes de hidratagao.

Grupo n Peso (g) Volume de infusao (ml)
X+ DP x +=DP
0 (SHAM) 8 327 +26 0
1 (50% V) 8 309 + 26 83+0,7
2 (100% V) 8 325+24 17,6 £1,3
3 (150% V) 8 311 +£23 252+ 1,8
4 (200% V) 8 317 +£25 342+27
5(250% V) 8 315+£24 42,5+32
6 (300% V) 8 326 £ 25 52,7+4

V = volemia do rato; n = nimero de animais em cada grupo; x = média; DP = desvio-

padrao

A mesa de cirurgia foi montada com instrumental cirtrgico delicado, dois
cateteres de 24 gauges do tipo Abbocath®, duas seringas de plastico de 1 ml, trés
seringas de plastico de 20 ml e um frasco de Ringer com lactato. As seringas de 1 ml
foram heparinizadas aspirando e desprezando em seguida uma solu¢do de heparina a
5000 Ul/ml. Com as seringas de 20 ml aspirou-se o volume de RL correspondente ao

rato tratado.

Cada animal foi anestesiado com administragdo intraperitoneal de
cloridrato de cetamina a 80 mg/Kg e xilazina a 5 mg/Kg, individualmente,
imediatamente antes da realizagdo do procedimento. Durante todo o experimento o
animal permaneceu sem suporte adicional de oxigénio, respirando apenas em ar

ambiente. Apds a anestesia foi realizada tricotomia com aparelho elétrico em toda face
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ventral do animal. O posicionamento foi em decubito dorsal sobre uma placa
emborrachada rigida com o segmento cefalico voltado para o cirurgido. As duas patas
dianteiras e a pata traseira direita foram fixadas em abdug¢do com eldstico. Na pata
traseira esquerda foi colocado o sensor de oximetria. Neste momento deu-se inicio a
monitorizagdo da frequéncia cardiaca (FC), respiratoria (FR) e oximetria de pulso (OP)
(Fig. 1). O aparelho utilizado foi o Care Vision OM-100 da empresa IMFtec (Sao Paulo,

Brasil) com sensor pediéatrico.

Figura 1 - Monitoriza¢do do animal com aparelho de oximetria.

Foi feita antissepsia da face ventral dos animais com 4&lcool a 70%

utilizando pinga de Pean e gaze estéril. Realizada uma incisdo longitudinal mediana na
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regido cervical e outra transversal na transicdo entre o pescogo € torax com bisturi,
ambas com aproximadamente 3 cm, formando um "T" invertido, interessando a pele.
Em seguida, dissec¢do do tecido conjuntivo com tesoura curva, a fim de obter a
exposicdo necessaria para acesso as duas veias jugulares. Apds disseccdo fascial e

muscular com tesoura curva delicada, foi exposta a veia jugular esquerda (Fig. 2).

Figura 2 - Exposicao da veia jugular esquerda.

A veia jugular esquerda foi isolada com uso de pincas de Halsted curvas.
Em seguida foi puncionada com dispositivo intravenoso de cateter plastico sobre agulha
(Abbocath®) em angulo de 45°. O cateter de 24 gauges foi introduzido delicadamente
no sentido caudal; retirada entdo a agulha do dispositivo e conectado uma seringa de

plastico de 1 ml (Fig. 3).
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Figura 3 - Cateter introduzido na veia jugular esquerda.

Depois de a seringa estar bem acoplada ao cateter, foi realizada a
primeira coleta de sangue (Fig. 4). Devido ao calibre e delicadeza do vaso interessado, e
possibilidade de colabamento, eventualmente foi movimentado o cateter cefalicamente
para maior eficacia na aspiragdo. A amostra coletada foi de 0,4 ml, padronizada para
adequado funcionamento do aparelho de analise laboratorial. Ao final da aspiragdo foi
determinado o primeiro tempo de avaliagao (T;), sendo também anotados os valores de

FC, FR e OP.
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Figura 4 - Primeira amostra de sangue.

Colhida a primeira amostra, a seringa de 1 ml foi sacada cuidadosamente
e imediatamente substituida no cateter por outra seringa de plastico de 20 ml
previamente preenchida com o volume de RL previsto para a hidratagdo do animal. A
infusdo IV do cristaloide foi feita de maneira rapida, na velocidade de 25 ml/min,

maximo possivel para o cateter utilizado (Fig. 5).
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Figura 5 - Infusdo intravenosa rapida do cristaloide.

Apo6s o término da infusdo iniciou-se o periodo de dez minutos de
observagdo. O cateter foi sacado da veia jugular esquerda e o orificio deixado no vaso

foi imediatamente obliterado com pinga de Kelly curva para evitar sangramento.

A primeira amostra de sangue foi entdo submetida a andlise. O aparelho
utilizado para tal foi o ABL80-flex blood gas analyzer da empresa Radiometer Medical
ApS (Bronshoj, Dinamarca). Os testes realizados foram o hematocrito, pH, pCO,, pO,,

sodio, potassio, cloro, bicarbonato e saturacdo de oxigénio.

Neste periodo observou-se a ocorréncia de parada respiratoria ou 6bito.
Foi considerado como parada respiratoria a interrupgao temporaria do ciclo ventilatdrio,
com retorno espontaneo em até 1 minuto. Foi considerado como 6bito a interrupg¢ao
definitiva do ciclo ventilatério, associado a auséncia de pulsos por periodo superior a 5

minutos.
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Em seguida foi iniciada a dissecc¢do e isolamento da veia jugular direita
com tesoura curva delicada e pingas de Kelly curvas. O mesmo procedimento de pungdo
e introducdo do cateter ja descrito para o lado esquerdo foi aplicado ao lado direito. O
segundo tempo de avaliacdo (T,) foi caracterizado como sendo o término do periodo de
observagdo (dez minutos apds o final da infusdo do liquido) ou na constata¢do de 6bito.
Apds a anotagdo dos dados de FR, FC, e OP, foi aspirado 0,4 ml de sangue, constituindo
a segunda amostra coletada. Esta foi submetida a analise bioquimica dos exames
anteriormente citados. O cateter foi sacado da veia jugular direita e o orificio deixado no

vaso imediatamente obliterado com pinca de Kelly curva.

Para a continuacao do procedimento, a placa onde apoiava-se o animal
foi girada em 180° posicionando o segmento caudal para o cirurgido, para facilitar a
abordagem cirurgica da caixa toracica. Realizada incisdo sobre a pele, tangencial a
borda inferior do arcabouco costal bilateral utilizando bisturi de lamina fria. Com uma
tesoura curva, os musculos da parede abdominal e peritonio foram seccionados
chegando a cavidade abdominal. O musculo diafragma foi delicadamente pingado com
pinca de Adisson, tendo-se a cautela de preservar o lobo inferior dos pulmdes. Este
musculo foi seccionado com tesoura delicada curva, permitindo acesso a cavidade
toracica. Sob visao direta, os pulmdes direito e esquerdo foram afastados para sec¢ao
das costelas no sentido longitudinal bilateralmente. Os 6rgaos foram liberados da parede
anterior do térax remanescente, € esta foi rebatida no sentido cranial, utilizando uma
pinca de Kelly reta, oferecendo total exposi¢do do coracao, pulmdes e vasos. O
procedimento todo foi realizado com minima perda sanguinea, ja que, orientado pela

anatomia, ndo houve lesdao de 6rgaos ou vasos de grande porte.

Para a extracdo dos pulmdes nas melhores condi¢des possiveis, foi

executada uma sequéncia rapida de intervengdes: pingamento da veia cava inferior e dos
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vasos da base do coragdo utilizando pingas de Kelly curvas, e ligadura do hilo pulmonar
esquerdo e seguido do direito (Fig. 6). Cada ligadura foi realizada com a passagem de
dois fios de nylon 5.0 utilizando-se uma pinga de Kelly curva sob os vasos pulmonares

e bronquios.

Figura 6 - Pingamento da veia cava inferior e vasos da base do coragao.

O hilo pulmonar foi seccionado em ambos os lados com tesoura curva no
espaco entre os fios e os pulmdes esquerdo e direito, que foram extirpados
consecutivamente (Fig. 8). Findo este procedimento, as pingas de Kelly foram retiradas,
e os vasos da base do coragdo seccionados com tesoura curva para exsanguinagio e

eutanasia do animal.

O tempo total de cada cirurgia variou de 20 a 40 minutos. Os animais do

grupo controle (SHAM) foram anestesiados ¢ operados da mesma maneira que os
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demais. A tnica diferenga foi a ndo administragao de solugdo cristaloide apos a primeira

puncao venosa.

Figura 7 - Pulmdes direito e esquerdo apos a extracao.

Para pesagem dos pulmdes foi utilizado papel aluminio, sendo recortado
56 quadrados de 5 x 5 cm, cada um identificado a caneta com ntimeros de 1 a 56, ou
seja, um para cada animal. Estes papéis foram pesados individualmente em balanca de
precisdo e seus respectivos valores anotados em tabela. O pulmdo esquerdo retirado de
cada animal foi colocado sobre seu respectivo papel aluminio e pesado. O peso do
orgdo, portanto, foi obtido através da diferenca entre o peso total e do papel aluminio,

representando a massa do pulmao timido (MPU) (Fig. 8).
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Figura 8 - Pulmao sendo pesado na balanga de precisao.

Apods pesagem, cada conjunto de papel aluminio com pulmio foi
colocado em forno com temperatura fixada em 60°C para processo de secagem, onde
ficaram por 48 horas. Apds este periodo, o conjunto foi retirado para nova aferi¢do da
massa. A nova massa, subtraida da massa do papel aluminio, representou a Massa do
pulmao seco (MPS). Estes dados foram necessarios para a obtencdo do indice pulmonar

(IP) e seco-timido (ISU). Onde IP = 100 x (MPU / MR), e I1SU = MPU / MPS.

O pulmao direito foi inserido em Becker com solu¢do de formaldeido a
10% e, com o auxilio de gazes, mantido submerso por 48 horas para fixacdo. Apos este
periodo, cada orgdo foi transferido para pequeno recipiente pléstico fenestrado,

individual, numerado, e imerso em dalcool anidro para desidratacdo. Em seguida foi
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submetido a banho de xilol e de parafina fundida. Apds resfriamento da parafina na
forma, foi obtido o bloco. Cada bloco foi fatiado em diferentes posi¢des pelo micrétomo
para obter amostras de diversos pontos do tecido pulmonar (dpice, regido intermédia e
base). As fatias delgadas foram adequadamente posicionadas em laminas, novamente
banhadas com xilol para retirada da parafina, e finalmente coradas com hematoxilina e

eosina.

A avaliagdo histoldgica visou observar a presenca de edema nas laminas
de tecido pulmonar. Este edema foi mensurado com a andlise do tecido intersticial,
peribronquico, perivascular e unidades alveolares. A quantificacdo foi atribuida em
notas que variaram entre 1, 2, 3 e 4, sendo a menor nota correspondente a0 minimo de
edema encontrado e a maior nota ao maior edema encontrado. Foi observada também a
presenga ou ndo de transudato no interior de alvéolos. As ldminas foram estudadas em
microscopios Opticos com aumentos de 200 e 400 vezes, e as fotos realizadas com
aparelho de fotografia acoplado. A analise foi realizada por um unico observador cego,
uma vez que as laminas estavam numeradas mas nao havia referéncia a que grupo cada

uma pertencia.

A avaliacdo estatistica foi realizada no sentido de comparar os resultados
de cada grupo em relagdo ao controle (SHAM). Nos parametros em que havia dois
periodos (T, e T;), foi considerado a diferenga entre eles em cada grupo para a
comparagcdo com o controle. As varidveis quantitativas foram apresentadas através de
residuos descritivos (média, desvio-padrao, valores maximos e minimos, mediana e
diferenga). Os resultados do edema foram apresentados em porcentagens. As
comparagdes entre grupos, tempos € a interagdo grupo Versus tempo (para parametros
clinicos, exames laboratoriais e oximetria) foram feitas utilizando-se um modelo em

medidas repetidas, levando-se em conta a correlagao existente entre os momentos.
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Para o IP e ISU, a avaliacdo foi realizada utilizando-se uma analise de
varidncia ANOVA (modelo linear generalizado com distribuicdo gama), seguido de
teste de Tukey (comparacdes multiplas). Para as demais varidveis foram calculadas as
diferencas entre os momentos, € a comparagao entre os grupos foi realizada por meio de
uma analise de varidncia (a um fator), seguido do teste de compara¢des multiplas de
Dunnett (comparagdes com o controle). Para a variavel edema, também foi utilizado a
analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de comparagdes multiplas de Dunnett.

Todas as analises foram efetuadas utilizando-se o programa SAS for Windows® v9.2.

O nivel de significancia para todos os testes foi fixado em 5% (p < 0,05)

ou utilizado o "p" correspondente.
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4.1  Parametros clinicos e oximetria de pulso

Houve uma grande variagio na FR dos animais antes e apods o
procedimento. A média de incursdes por minutos antes do inicio do procedimento

variou de 65 (G 100%) a 87 (G 0), quase 35% de diferenga para o T, (Tabela 2).

Tabela 2 - Valores médios e respectivos desvios-padrdes da frequéncia respiratdria em

Ty, T, e a diferenca da média entre os tempos.

GO G 50% G 100% G 150% G 200% G 250% G 300%

x +DP x +DP x +DP x +DP x +DP x +DP x +DP

T, (ipm) 87 +27 83+ 20 65 +£25 84 +20 69 £ 20 66 £ 10 72 +£22

T, (ipm) 63+£9 62 +£23 54 +35 58+ 16 54 +20 44 + 38 0
Dif -24 -21 -11 -26 -15 -22 -72
p n/a 0,9995 0,7185 1 0,923 1 0,0014

x = média; DP = desvio-padrao; ipm = incursdes por minuto; Dif = diferenca entre T e T,; teste de

Dunnett.

A média da FC entre os grupos variou de 233 bpm (G 100%) a 288 bpm
(G 0), diferenga de pouco menos que 25%. Observou-se redugdo estatisticamente

significativa nos grupos G 200%, G 250% e G 300% (Tabela 3).
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Tabela 3 - Valores médios e respectivos desvios-padroes da frequéncia cardiaca em Ty,

T, e a diferenca da média entre os tempos.

GO G 50% G 100% G 150% G 200% G 250% G 300%
x +DP x +DP x +DP x +DP x +DP x +DP x +DP
T, (bpm) 288 £25 267 +£49 233 £37 252 +£50 276 £ 35 271 +32 282 +20
T, (bpm) 292 £23 240 + 60 201 £ 63 201 £ 68 182+ 53 105 + 96 0
Dif 4,2 -26,7 -31,5 -51 -93,3 -166 -281,7
p n/a 0,7523 0,6324 0,2173 0,0055 <0,0001 <0,0001

x = média; DP = desvio-padrio; bpm = batimentos por minuto; Dif = diferenga entre T, e T, teste de

Dunnett.

A média de saturacdo periférica de oxigénio medida pelo sensor de

oximetria variou no T de 79% (G 250%) a 94% (G 50%). Apo6s hidratagdo, apenas os

grupos G 250% e G 300% apresentaram uma variagdo estatisticamente significativa

entre o Ty e T,, em comparagdo com o grupo controle (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores médios e respectivos desvios-padrdes da saturagao periférica de

oxigénio em Ty, T, e a diferenca da média entre os tempos.

GO G 50% G 100% G 150% G 200% G 250% G 300%
x +DP X = DP X = DP X = DP X = DP X = DP X = DP
T1 (%) 87+5 94+5 89+ 7 84+ 11 88+ 9 79+9 85+ 7
T2 (%) 89+ 6 88+ 9 72+16 65 +22 69+ 18 54 + 35 0
Dif 2 -6 -17 -19 -19 -25 -85
p n/a 0,907 0,2324 0,1655 0,1613 0,0428 <0,0001

x = média; DP = desvio-padrdo; Dif = diferenca entre T, e T, teste de Dunnett.
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4.2  Exames hematologicos

A redugdo no valor do hematocrito foi, em média, de aproximadamente
25% no G 50%, 45% no G 100%, 59% no G 150%, 75% no G 200%, 91% no G 250% e
94% no G 300%. A hidratagdo proposta foi significativamente efetiva em todos os

grupos com p < 0,0001 (Tabela 5 e Grafico 1).

Tabela 5 - Valores médios e respectivos desvios-padrdes do hematocrito em Ty, T e a

relacdo da média entre os tempos.

GO G 50% G100% G150% G200% G250% G 300%

x = DP x = DP x = DP x = DP x +DP x = DP x +DP

T, (%) 53+5,1 494+33 495+59 53,1+4,1 52,1+32 43,6+57 485+5,1
T, (%) 534+34 369+22 273+4 22+2 128+2,7 39+08 28+1,5
T,/ T, 1,01 0,75 0,55 0,41 0,25 0,09 0,06

p n/a <0,0001 <0,0000 <0,0000 <0,0000 <0,0001 <0,0001

x = média; DP = desvio-padrdo; T,/ T| = relagdo entre T, e T,. Teste de Dunnett.
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Hematocrito - Relagao T1:T2
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Grafico 1 - Relagdao da média do hematdcrito entre T e Ts.

O pH variou no T de 7,29 (G 0) a 7,37 (G 300%). Os grupos G 100%, G
150%, G 200%, G 250% e G 300% apresentaram redugdo estatisticamente significativa

no valor do pH, tendo o G 300% a menor média (7,08) (Tabela 6).

Tabela 6 - Valores médios e respectivos desvios-padrdes do pH em T, T, e a diferenca

da média entre os tempos.

GO G 50% G 100% G 150% G 200% G 250% G 300%

x +DP x +DP x +DP x +DP x +DP x +DP x +DP

T, 73+0,11 7,32+0,05 7,33+0,03 7,33+0,03 7,32+0,05 7,32+0,05 7,37+ 0,04
T, 731+0,07 7,30+0,05 7.26+0,03 7,25+0,04 7,20+0,05 7,22+0,04 7,08=0,09
Dif 0,01 -0,02 0,07 -0,08 0,12 0,1 -0,29

p (-) 0,907 0,0475 0,0198 0,0004 0,0025 <0,0001

x = média; DP = desvio-padrio; Dif = diferenca entre T, e T,, teste de Dunnett.
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A pCO; variou de 49,9 mmHg (G 300%) a 57,4 mmHg (G 0) no T;.
Apenas o G 300% apresentou diferenga estatisticamente significativa, tendo a média se

elevado 12,9 pontos (Tabela 7).

Tabela 7 - Valores médios e respectivos desvios-padroes da pCO, em T;, T, ¢ a

diferenca da média entre os tempos.

GO G 50% G 100% G 150% G 200% G 250% G 300%

x +=DP x = DP x +DP x +DP x +DP x +=DP x +DP

T,(mmHg) 57,4+149 51,1+87 521+7,1 539+58 555+56 52+4,1 499+54
T,(mmHg) 59,3+128 51,1464 595+45 533+75 52,6+83 59,6+45 62,8+9,1
Dif 1,9 0 7.4 0,6 2,9 7,6 12,9

p (-) 0,9835 0,3704 0,938 0,5166 0,3276 0,0086

x = média; DP = desvio-padrdo; mmHg = milimetros de mercurio; Dif = diferenca entre T; e T, teste de

Dunnett.

A pO; variou de 37,6 mmHg (G 200%) a 41,9 mmHg (G 150%) no Tj.
Apenas os grupos G 200% e G 300% apresentaram queda estatisticamente significativa

no indice de pO, (Tabela 8).
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Tabela 8 - Valores médios e respectivos desvios-padroes da pO, em Ty, T, e a diferenca

da média entre os tempos.

GO G 50% G 100% G 150% G 200% G 250% G 300%
x = DP x +DP x +DP x +DP x +DP x +DP x +DP
T,(mmHg) 41,5+44 41,6+42 395+42 419+44 376+39 41,3+29 38+3,6
T,(mmHg) 383+5 40,8+6,1 383+11,9 37,1+14,7 219+8,6 258+7,6 19,1+84
Dif -3,2 -0,8 -1,2 -4,8 -15,7 -15,5 -18,9
p (-) 0,9906 0,9962 0,9992 0,0485 0,0551 0,0084

x = média; DP = desvio-padrdo; mmHg = milimetros de mercurio; Dif = diferenca entre T, e T, teste de

Dunnett.

As concentragdes de sodio variaram de 136 mEq/l a 142 mEql/l nas

médias dos grupos no T, ndo apresentando alteragdo estatisticamente significativa em

nenhum grupo (Tabela 9).

Tabela 9 - Valores médios e respectivos desvios-padrdes da concentracdao sérica de

sodio em Ty, T, e a diferenga da média entre os tempos.

GO G 50% G 100% G 150% G 200% G 250% G 300%
x +DP X = DP X = DP X = DP X = DP X = DP X = DP
T,(mBq/l) 142+13  138+2 137+ 1 137 +2 136+ 2 140 + 3 138 +3
T,(mEq/l) 142+11 138 £2 139+2 138+ 1 140 + 2 141 +2 138 +3
Dif 0 0 2 1 4 1 0
p (-) 1 0,7272 0,9648 0,0951 0,5916 1

x = média; DP = desvio-padrdo; mEq/l = miliequivalentes por litro; Dif = diferenca entre T, e T, teste de

Dunnett.
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As concentragdes de potassio sérico variaram de 3,71 mEq/l (G 250%) a
4,84 mEq/l (G 100%) no T;. Apenas o G 300% apresentou alteragdo estatisticamente

significativa, tendo elevado em 2,19 na média (Tabela 10).

Tabela 10 - Valores médios e respectivos desvios-padroes da concentragdo sérica de

potassio em Ty, T, e a diferenca da média entre os tempos.

GO G 50% G 100% G 150% G 200% G 250% G 300%

x + DP x +DP x +DP x +DP x +DP x +DP x +DP

T,(mEq/) 429+0,550 3,89+0,83 4,84+ 1,12 4,76+1,76 4,5+080 3,71+048 3,74+0,62
T,(mEq/!) 4,11+054 398+,32 493+138 4,16+039 428+051 443+0,78 593 +2,64
Dif 0,18 -0,09 -0,09 0,6 0,22 0,72 2,19

p (-) 0,9988 0,9988 0,9849 1 0,711 0,0161

x =média; DP = desvio-padrdo; mEq/l = miliequivalentes por litro; Dif = diferenga entre T, e T, teste de

Dunnett.

A média das concentragdes de cloro variou de 91,6 mEq/l (G 200%) a
94,6 mEq/l (G 250%) no T;. Apenas os grupos G 200% e G 250% apresentaram

alteracdo estatisticamente significativa na diferenca entre T1 e T2 (Tabela 11).
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Tabela 11 - Valores médios e respectivos desvios-padroes da concentragdo sérica de

cloro em T}, T, e a diferenca da média entre os tempos.

GO G 50% G 100% G 150% G 200% G 250% G 300%

x +DP x +DP x +DP x +DP x +DP x +DP x +DP

T, (mEq/l) 93,6+2,1 924+24 94+25 938+24 91,6+21 946+34 925+3
T,(mEq/l) 94,8+23 936+1,8 96,1+12 951+1,8 964+1,7 994+22 949+22
Dif -1,2 -1,2 2,1 -1,3 -4.8 -4.8 2,4

p (-) 1 0,8802 0,9999 0,0112 0,0112 0,7454

x = média; DP = desvio-padrdo; mEq/l = miliequivalentes por litro; Dif = diferenca entre T, e T,, teste de

Dunnett.

A média dos niveis de bicarbonato variou de 25,2 mEq/l (G 50%) a 30,3
mEq/l (G 0) no T;. Apenas o G 300% apresentou variacao estatisticamente significativa

com uma reducdo de 13,7 pontos na média (Tabela 12).

Tabela 12 - Valores médios e respectivos desvios-padroes da concentracdo sérica de

bicarbonato em T, T, e a diferenga da média entre os tempos.

GO G 50% G 100% G 150% G 200% G 250% G 300%

x +=DP x +=DP x +=DP x +=DP x +=DP x +=DP x +=DP

T,(mEq/l) 30,3+54 252+37 266+29 27,8423 275+3 27+29 287+22
T,(mEq/l) 26,6421 241+27 258+1,6 22,6425 19,6433 202+32 15+3,1
Dif 3,7 1,1 0,8 52 7,9 6,8 13,7

p (-) 0,4398 0,3613 0,87 0,0695 0,2455 <0,0001

x = média; DP = desvio-padrdo; mEq/l = miliequivalentes por litro; Dif = diferenca entre T, e T, teste de

Dunnett.
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A saturacdo venosa de oxigénio no T; variou de 64,9% (G 200%) a
72,7% (G 250%). Houve queda estatisticamente significativa destes indices nos grupos

G 200%, G 250% e G 300% (Tabela 13).

Tabela 13 - Valores médios e respectivos desvios-padrdes da saturagdo venosa de O,

em Ty, T, e a diferenga da média entre os tempos.

GO G 50% G 100% G 150% G 200% G 250% G 300%

x + DP x +DP x +DP x +DP x +DP x +DP x +DP

T, (%)  69,6+82 712+72 69+7  724+56 649+83 727+5 682+78
T, (%)  64,6+51 713+66 663124 61+17,7 298+15 36,6+16,6 16,6+102
Dif 5 0,1 2,7 11,4 35,1 36,1 51,6

p (-) 0,9361 0,9986 0,8519 0,0002 0,0001 <0,0001

x = média; DP = desvio-padrio; Dif = diferenca entre T, e T,, teste de Dunnett.

4.3  Avaliacido gravimétrica do edema pulmonar

O IP no grupo controle foi de 2,35, atingindo 5,96 no G 300%, um
aumento de cerca de 2,5 vezes. Porém apenas os grupos G 250% e G 300%

apresentaram diferenga estatistica em relagao ao controle (Grafico 2).
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Indice pulmonar (IP)
5,96 (*)

mllsiﬂi

G50% G100% G150% G200% G250% G 300%

Grafico 2 - Média e desvio-padrao do indice pulmonar em cada grupo; (*) p < 0,05

(teste de Tukey).

O ISU no grupo controle foi de 4,73, chegando a 13,14 no G 300%, um
aumento superior a 2,5 vezes. Apenas os grupos G 250% e G 300% apresentaram

diferencga estatistica em relagdo ao controle (Grafico 3).
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Grafico 3 - Média e desvio-padrao do indice seco-umido em cada grupo; (*) p < 0,05

(teste de Tukey).

4.4  Avaliacao histologica do edema pulmonar

As médias das notas de cada grupo podem ser observadas no Grafico 4.
Os grupos G 150%, G 200%, G 250% e G 300% apresentaram diferenca estatistica de
resultado em relagcdo ao controle. Em dois animais do G 250% e cinco animais do G
300% foi observado o maior grau de edema e a presenga de liquido na luz de alguns
alvéolos, sendo atribuido a maior nota (4). Nas Figuras 9, 10, 11 e 12 pode ser
observado o aspecto histolégico correspondente as notas 1, 2, 3 e 4 respectivamente. A
Figura 13 caracteriza a presenga de transudato no interior dos espagos alveolares em

uma lamina que recebeu nota 4.
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2,13 (*)

nii

G50% G100% G150% G200% G 250% G 300%

Grifico 4 - Média e desvio-padrdo da nota atribuida na avaliagdo histolégica em cada

grupo; (*) p < 0,05 (ANOVA, seguido de teste de Dunnet).

Figura 9 - Avaliagio histologica do edema pulmonar nota 1. E possivel visualizar a

preservagao estrutural dos alvéolos e septos alveolares.
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Figura 10 - Avaliacdo histologica do edema pulmonar nota 2. Pode-se observar
preservacdo dos alvéolos, porém com aumento da espessura dos septos devido ao

edema, principalmente perivascular.
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Figura 11 - Avaliacdo histologica do edema pulmonar nota 3. Pode-se observar a perda
da estrutura de alguns alvéolos, edema mais evidente nos espacgos perivasculares e nos

septos alveolares.
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Figura 12 - Avaliacdo histoldgica do edema pulmonar nota 4. Pode-se observar a
destrui¢do da morfologia caracteristica do pulmao, com o espago predominantemente

ocupado pelo tecido conjuntivo (intersticial) ao invés dos alvéolos.
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Figura 13 - Avaliagdo histologica do edema pulmonar nota 4. E possivel observar o
espessamento dos septos alveolares com edema e a presenca de liquido no interior dos

alvéolos.

4.5 Desfecho

Foi evidenciada parada respiratoria, ap6s a hidratagdo, em 50% dos
animais do G 150% e 100% dos animais dos grupos G 200%, G 250% e G 300%. Esta
parada foi temporaria (< 1 minuto) em todos os animais que a apresentaram nos grupos
G 150% e G 200%, e em 75% dos animais do G 250%. Nestes casos, 0os animais
voltaram a respirar espontaneamente sem qualquer intervengdo. Em 25% dos animais do
G 250% e 100% do G 300%, a parada respiratdria foi definitiva levando os animais a

obito.
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Todos os animais dos grupos G 0, G 50%, G 100%, G 150% e G 200%
permaneceram vivos, tendo sido sacrificados para o término do experimento. Apenas
25% dos animais do G 250% e 100% do G 300% evoluiram para o 6bito. No Grafico 5

pode-se observar a ocorréncia de parada respiratoria e 6bito em cada grupo.

Desfecho 100%  100%  100%

2 0,
B obito M parada respiratoria G250% " G300%

Grafico 5 - Incidéncia de parada respiratéria e Obito nos grupos (p < 0,0001 -

ANOVA).
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A descri¢ao de um modelo experimental de infusdo IV rapida de liquidos
envolve a determinagdo do limiar de toxicidade, ou seja, quando o sujeito da pesquisa
fica exposto a alteracdes anatomicas e fisioldgicas irreversiveis e potencialmente letais.
Sabe-se que as principais consequéncias maléficas da rapida administracdo de grandes
volumes de cristaloides sdo o distarbio eletrolitico, a queda do pH e o EP, por
desequilibrio das pressdes entre os compartimentos e pela insuficiéncia cardiaca
(Ceneviva & Vicente, 2008). Neste trabalho foram estudados estes efeitos e foi possivel

identificar em que momento cada um dos parametros se altera de maneira significante.

Foi escolhido o rato para a pesquisa por ser um animal que apresenta
caracteristicas bioldgicas proximas a de mamiferos maiores, ¢ de certa forma, do
homem; somado a possibilidade de uso de um niimero grande de individuos devido a
facilidade de reprodugdo em cativeiro, o que permite maior acuracia da andlise
estatistica. O animal macho adulto apresenta todas suas fungdes fisiologicas
adequadamente maduras e ndo sofre interferéncia de agdes hormonais periddicas

(Steiner et al., 1981).

Como o estudo esta diretamente relacionado ao volume de liquido
circulante no animal, estes foram alimentados de maneira padronizada com ra¢do e dgua
sob livre demanda até o inicio da anestesia. Ainda assim, o estado de hidratagao prévio
pode gerar um viés. Considerando que os ratos utilizados eram da mesma raga (Wistar),
sadios e ndo apresentavam diferenga significativa de peso, a taxa de hematocrito prévia
a intervenc¢do pode revelar maior ou menor diluicdo dos hemocomponentes (Messmer,
1975). O animal com menor taxa inicial (mais hidratado) apresentou 31 % e o maior
62 % (menos hidratado). Ainda assim, a amostra se apresentou estatisticamente

homogénea, permitindo a anélise dos resultados.
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Para evitar possivel viés em relacdo a quantidade de liquido administrada
em cada animal, o volume infundido de fluido obedeceu a uma férmula que considerou
a massa corporal e o grupo ao qual este pertencia. Utilizando um indice de ajuste de 5,4
ml de sangue para cada 100 g de peso (Hirano et al., 2003), foi possivel estabelecer de

maneira padronizada o volume adequado para cada individuo nos diferentes grupos.

A utilizagdo de dois acessos vasculares foi importante. A coleta de
sangue através do mesmo cateter e vaso em que foi injetado o liquido poderia causar
uma diluicdo errdtica da amostra do T,, alterando os resultados. Inicialmente foi
aventada a ideia de obter um acesso venoso para infusdo e um arterial para coleta dos
exames. Os acessos arteriais de rato descritos na literatura sdo a cateterizagdo da artéria
femoral ou cardtida, e puncao da artéria aorta (Oliveira et al., 2003; Brito et al., 2008).
A cateterizagdo arterial envolve o isolamento e seccdo do vaso para introducdo do
cateter. Neste processo ¢ frequente a perda de alguma quantidade de sangue, o que
poderia interferir de maneira significativa neste estudo devido ao controle dos volumes.
A puncao da artéria aorta exige uma laparotomia prévia. Esta cirurgia poderia acarretar
perdas sanguineas pelo acesso cirargico, perdas hidricas adicionais pela evaporacdo das
visceras, bem como interferir na dindmica ventilatoria do animal e consequentemente

nos resultados. Por esses motivos optou-se pela utilizagdo de dois acessos venosos.

O cristaloide escolhido foi a solu¢gdo de Ringer com lactato por
apresentar algumas vantagens em relacdo a solugdo salina a 0,9%, como descrito na
literatura (Schott, 2010). Por mais de cem anos, ha um debate significante de méritos
das varias composi¢des fluidas utilizadas na ressuscitacdo do adulto. O dogma
estabeleceu-se devido aos médicos clinicos utilizarem invariavelmente a solug¢do salina
a 0,9%, enquanto que os cirurgides declararam a solu¢do de RL de Hartmann o "anico"

composto realmente fisioldgico disponivel. Pacientes que requerem ressuscitacdo aguda
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e manejo clinico critico sdo susceptiveis a alteracdes metabdlicas, principalmente de
parametros que aumentem a morbidade ou mortalidade. Em um trabalho de revisdo,
Schott (2010) observou evidéncias que a super-hidratagdo com soro fisioldgico 0,9%
causa acidose hiperclorémica como também ajuda a modular a coagulagdo em modelos
de hemorragia. Concluiu que ndo hd um fluido de ressuscitagdo que seja uma "arma
magica". Mas a solu¢do de RL parece ter a maior eficicia na substitui¢do volumétrica
do sangue causando os menores desequilibrios metabodlicos, e por isso pode ser o fluido
de escolha na ressuscitagdo do paciente. Pode-se dizer que apesar das dilui¢des
extremas realizadas neste estudo, a solucdo de RL produziu realmente pouco
desequilibrio eletrolitico. As alteragdes mais pontuais foram no G 300% com o pH e
bicarbonato. Mesmo assim, como todos os animais deste grupo evoluiram ao 6bito,
parte deste desequilibrio pode ser atribuido a parada da fungdo renal e acumulo de

acidos organicos produzidos.

Pellegrino et al., em 2003, infundiram solug@o salina a 0,9% na dose de
30 ml/Kg em vinte minutos em humanos. Observaram os parametros clinicos e de
espirometria. Em concordancia com estudos prévios, a quantidade de liquido infundida
foi incapaz de causar EP, de acordo com os dados espirométricos, embora tenha-se
observado a instalacdo de congestdo vascular pulmonar. Nao houve diferenga estatistica
entre os parametros avaliados antes e apos a sobrecarga volémica (Pellegrino et al.,

2003).

A quantidade de liquido utilizada por Pellegrino et al. equivale a 9 ml em
um rato de 300 g e 1800 ml em um humano de 60 Kg, ou seja, pouco mais de 50% da
volemia. Avaliando a FR em T; e T,, o grupo correspondente a hidratagdo de 50% nao
apresentou alteracdo significativa em relagdo ao controle, alids, apresentou uma

diferenca ainda menor entre os dois tempos. Isto pode ter ocorrido devido ao aumento
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da circulagdo pulmonar e melhora da oxigena¢ao, como sugere outro trabalho (Muir et
al., 1975). O tnico grupo que apresentou diferenga estatisticamente significativa foi o G
300%, no qual todos os animais evoluiram com o6bito, ou seja todos apresentaram T,

igual a zero.

A FR parece ndo ter sido um parametro adequado para avaliagdo da
influéncia da sobrecarga volémica e EP. O protocolo de anestesia com cetamina e
xilazina interfere na FR do animal, reduzindo mais ou menos em cada individuo. Esta
heterogenicidade de efeito na mecénica ventilatoria causada pela anestesia pode ter
interferido significativamente nos resultados deste parametro. Apesar do protocolo
utilizado ser descrito como de baixa interferéncia na atividade ventilatoria (Taborda et
al., 2004), a xilazina é uma droga relaxante muscular e pode atuar, mesmo que pouco,

no musculo diafragma e musculatura intercostal.

Muir et al. publicaram um artigo sobre os efeitos da infusdo rapida de
2000 ml de solugdo salina em humanos (mais de 50% da volemia, considerando um
adulto de 60Kg), tendo sido observados em trés tempos: na aplicacdo, 10 e 20 minutos
apos. Este volume ndo causou nenhum sintoma ou sinal respiratdrio tais como dispneia
ou estertores crepitantes. Através de resultados de espirometria, foi presumido que
houvesse algum aumento na quantidade de liquido intersticial pulmonar. A FC dos
individuos ndo se alterou, apesar do aumento nitido do débito cardiaco de 4,67 1/min
(antes) para 6,1 I/min (20 min) (Muir et al., 1975). Diferentemente do descrito, neste
trabalho os animais apresentaram reducdo de 10% na FC ja no G 50%, sendo esta
reducdo progressivamente maior nos grupos subsequentes. Isto pode ser explicado pela
fisiologia circulatéria, onde o débito cardiaco (DC) ¢ resultado do produto entre o
volume de ejecdo (VE) e a FC. Como o VE aumentou devido ao aumento da volemia, a

FC tende a abaixar para estabilizar o DC.
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Muir et al. (1975) ainda observaram uma queda no valor da oximetria,
apesar de ndo ter encontrado grandes alteracdes nas pressdes dos gases no sangue.
Associaram este fato a menor concentracdo sanguinea de oxigénio, consequéncia
natural da hemodiluicdo, ndo traduzindo necessariamente em queda da oxigenagdo
tecidual. Neste trabalho, o valor da saturacdo periférica de oxigénio avaliada pelo
oximetro de pulso foi progressivamente menor, apresentando diferenga estatisticamente
significativa apenas nos grupos G 250% e G 300%. Porém, avaliando os grupos G
100% e G 150%, nota-se, concordante com Muir et al., uma dissocia¢do na queda do
valor da oximetria de pulso e da pO,. No G 100% houve uma queda de 19% na
oximetria € 3% na pO,, e no G 150% queda de 22,5% na oximetria e 11% na pO2. Isto
sugere que talvez a oximetria de pulso realmente nao seja um parametro confiavel em

animais submetidos a hemodiluigao.

A saturacdo periférica de oxigénio variou no T; de 79,1% (G 250%) a
93,8% (G 50%). Este pode ser mais um dado indicativo da interferéncia da anestesia na

mecanica ventilatoria.

Em relagdo a pressdao dos gases, Muir et al. (1975) observaram aumento
da pO, e inalterabilidade da pCO,. Associaram esta observacdo ao aumento da pressao
da artéria pulmonar, com aumento do fluxo sanguineo pulmonar e consequentemente
maior oxigenacdo do sangue. Este trabalho apresentou nimeros congruentes com o de
Muir et al., sendo que a pO; sofreu alterag@o significativa apenas com hidratagdo de 2
vezes da volemia, enquanto que a pCO, apresentou diferenca estatistica apenas no G

300%.

O cirurgido suico Kronecker, em 1886, demonstrou que caes sobrevivem

com hemodiluicao isovolémica com solu¢ao salina a 0,6% até um hematocrito superior
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a 15%. Na literatura sd3o encontrados muitos estudos com a inten¢dao de determinar o
grau de tolerancia da hemodilui¢do, utilizando cristaloides e coloides. Takaori e Safar,
em 1966, publicaram que caes resistem até 3 g/dL. de concentragdo de hemoglobina.
Messmer, em 1967, mostrou que caes resistem a hemodilui¢do com Dextran 60 até o

nivel de 2,8 g/dL de hemoglobina (apud Messmer, 1975).

Ap6s elucidagcdo de mecanismos compensatorios nas redugdes agudas da
taxa de hemoglobina (aumento do DC, aumento da extracdo de oxigénio e alteragdes na
microcirculagdo), pode-se afirmar que a oxigenagdo tecidual esta preservada até um
indice de hematdcrito de 20%. Varios autores demonstraram que esta dilui¢do ndo
compromete a oxigenagdo do pancreas, intestino delgado, figado, rim, musculo

esquelético, cérebro e miocardio (Messmer, 1975).

Considerando que o hematocrito ¢ um o6timo indice para quantificar a
hemodilui¢do (Messmer, 1975), a metodologia de hidratagdo executada neste estudo foi
eficaz. O nivel do hematocrito foi progressivamente menor, desde a média de 53,4% no
grupo controle até 2,8% no grupo hidratado com 3 vezes a volemia. A hidratagdo com
adicional de 150% da volemia em cristaloide levou a uma média de 22% de
hematdcrito, nivel este capaz de manter a adequada oxigenacao tecidual de acordo com

a literatura.

Foi notado um pequeno aumento no hematdcrito (inferior a 1%) entre o
T, e T, nos animais do grupo controle. Nao deveria haver diferenga entre os tempos
porque nao houve infusdo de liquido, apenas a retirada de 0,4 ml de sangue em cada
pungdo. Isto pode ter ocorrido devido a desidratagao provocada pela exposicao da ferida
operatoria ou devido ao proprio aparelho de leitura laboratorial que possui margem de

erro de 1%.
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Os principais ions responsaveis pelo equilibrio eletrolitico, os quais
devem ser alvo de maior atencdo no paciente cirurgico sdo o sédio, potassio e cloro
(Ceneviva & Vicente, 2008). Apesar da administragdo de grandes volumes provocada
nesta pesquisa, com hemodiluigdes extremas, apenas o bicarbonato apresentou grande
variagdo em sua concentragdo, ¢ ainda assim apenas no G 300% que houve infusdo de
volume de 300% da volemia em cristaloide. O sddio, cloro e potassio sofreram

pequenas alteragdes com aumento ou queda apos a hidratagao.

O sddio ¢ o principal cation do LEC. A corre¢do da hiponatremia por
diluicdo ¢ feita através da eliminacdo do excesso de dgua; o tratamento da baixa taxa de
sodio ¢ indicada apenas quando a concentragdo sérica atinge menos de 110 mEq/l,
enquanto que a hipernatremia deve ser corrigida acima de 160 mEq/l (Ceneviva &
Vicente, 2008). Nenhum dos grupos apresentou queda ou aumento significativos da taxa
de sodio em relagdo ao controle. E nenhum animal observado apresentou uma

concentragdo de sodio inferior a 110 mEq/l ou superior a 160 mEq/1.

O cloro ¢ o principal anion do LEC. As interveng¢des sdo indicadas se a
concentragdo ficar abaixo de 80 mEq/l ou acima de 125 mEq/l (Ceneviva & Vicente,
2008). Apenas os grupos G 200% e G 250% apresentaram aumento significativo na taxa
de cloro. Nenhum rato do estudo apresentou cloremia inferior ou superior aos niveis de

alerta para tratamento.

O potassio ¢ o principal cation do LIC. Atencdao especial deve ser
considerada a este ion que apresenta interferéncia significante na contratilidade do
musculo miocardico, € por isso sua oscilacdo ndo tem uma faixa muito extensa de
seguranca. Concentragdes inferiores a 3 mEq/l e superiores a 5,5 mEq/l podem exigir

intervengdo para evitar possiveis complicacdes cardiacas (Ceneviva & Vicente, 2008).
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Apenas o G 300% apresentou elevagdo significativa no nivel de potdssio. Porém, um
animal do G 250% (12,5%) e quatro animais do G 300% (50%) apresentaram nivel

superior a 5,5 mEq/l, tendo extrapolado a faixa de seguranca.

Em relagdo ao pH, Muir et al. observaram queda de 0,03 apds a
hidratagao (Muir et al., 1975). O uso de bicarbonato de sddio para atenuar a queda do
pH na acidose latica ¢ alvo de controvérsias hd mais de 20 anos. Nas acidoses
metabolicas hiperclorémicas, existe um déficit real de bicarbonato no LEC. Na pratica,
este fato tem implicagdes terapéuticas, pois significa que a concentracdo sérica de
bicarbonato s6 retornara ao normal espontaneamente se os rins forem capazes de
aumentar a excrecdo urinaria de prétons e regenerar bicarbonato. Isto pode ocorrer
quando a acidose hiperclorémica ¢ de origem ndo renal, como no caso da diarreia. A
acidose pode ainda ocorrer quando nao houve aumento significativo do cloro, porém
aumento de acidos organicos. Com o tratamento da doenca de base e a reversdo das
condi¢des metabdlicas responsaveis pela producao excessiva destes dcidos, o acetato e o
lactato sdo rapidamente convertidos em bicarbonato (sendo, por isso, considerados
precursores de bicarbonato ou “bicarbonato em potencial”). A implicagdo terapéutica
desse fato ¢ que, nas acidoses organicas, os esforcos devem ser concentrados na
correcdo da doenca de base, e ndo na administragdo exogena de bicarbonato. No
entanto, a acidose severa (pH < 7,15) tem seus riscos metabodlicos, respiratdrios,
cerebrais e cardiovasculares, ndo sendo prudente aguardar a compensagdo renal. E por

1ss0, nestes casos, pode estar indicado o uso do bicarbonato (Rocha, 2009).

A excegio do G 50% e controle, todos os grupos apresentaram queda
significativa na taxa de pH do sangue. Porém, ha de se observar que as quedas foram
discretas, chegando a 0,12 no G 200% ¢ 0,1 no G 250%. Apenas o G 300% apresentou

uma queda que levasse o animal a uma acidose severa, com uma média de pH de 7,08.



76

E apenas neste grupo houve animais (75%) que apresentaram o pH inferior a 7,15.
Pode-se dizer portanto que a hidratacdo com solucdo de RL de volume igual ou superior
a volemia induziu a uma queda do pH, mas com importancia clinica apenas a partir do
volume de 3 vezes a volemia. Congruente a este achado estd a avaliacdo do bicarbonato
sérico (que atua como tampao), pois apenas no G 300% apresentou uma queda

significativa.

Quanto ao EP, sua maneira mais simples de avaliagdo ¢ o método
gravimétrico, considerado como padrdo ouro na literatura. As trés principais medidas
sdo: peso do pulmao imido (MPU), indice pulmonar (IP) e o indice seco-timido (ISU).
Estes indices sdo facilmente aplicados no rato, necessitando apenas de uma balanga de
precisdo e um forno para secagem. Ragas puras de animais tem o IP relativamente
uniforme em qualquer idade, tornando esta medida bastante tutil. Porém o ISU ¢ ainda
mais util porque leva em consideracdo as pequenas variagdes na massa seca do pulmao
do animal, devendo ser utilizado em linhagens heterogéneas. O ISU obteve uma
excelente correlagdo com a albumina e proteina total de lavado broncoalveolar durante
lesdo por pressdo de vias aéreas superiores em ratos (Yoshikawa et al., 2003). Se houver
necessidade de determinar apenas o edema intersticial, pode-se recorrer a outro indice
mais especifico: a 4gua pulmonar extravascular (EVLW). Descrito pela primeira vez em
1965 (Pearce et al., 1965) e posteriormente modificado para uso em ratos (Fukuda et
al., 2000). Este indice ¢é aferido indiretamente utilizando a medida de agua do espago
intravascular, através de diluigdo da hemoglobina, ou ainda de maneira mais especifica
com uso de marcador radioativo no sangue (Hedlund & Putman, 1985; Katzenelson et

al., 2004; Parker & Townsley, 2004).

Todos os grupos apresentaram aumento do ISU em rela¢do ao controle.

Isto pode significar que todos possuiam um certo grau de edema, dependendo do peso
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do liquido intravascular de cada animal. Apenas os grupos G 250% e G 300%
apresentaram diferenca significativa em relagdo ao controle, sendo considerados

verdadeiramente edemaciados, segundo este critério.

Snashall et al. compararam a quantidade de EVLW de caes submetidos a
expansdo de volume extracelular com grupo controle. Quando a expansdo de volume
aumentou as forg¢as intravasculares dos capilares (devido a queda da pressdo osmética e
elevagdo da pressdo hidrostatica) acima de 20 cmH,0, houve um aumento linear do
EVLW. Trés caes nao seguiram este padrdo, apresentando aumento desproporcional da
EVLW, o que foi relacionado ao transbordamento alveolar (Snashall et al., 1977). Isto
também foi observado no presente estudo. O ISU dos grupos G 250% e G 300% foram
desproporcionalmente mais altos, e detinham os animais que apresentaram

preenchimento de alvéolos.

O EP inicia-se no tecido conjuntivo perivascular, peribronquico,
seguindo para o intersticio. O transbordamento alveolar ocorre quando a agua
extravascular do tecido pulmonar aumenta mais de 35%, e ndo ocorre de maneira
homogénea pelo pulmao (Wu et al., 1995). Porém, este fluido alveolar ¢ derivado do
filtrado microvascular, e ndo do espaco intersticial (tecido conjuntivo) (Zumsteg et al.,
1982). O espago pleural, que atua como compartimento de reserva, parece ser recrutado
apenas quando a capacidade do sistema linfatico ¢ ultrapassada e o transbordamento
alveolar ja ocorreu (Wiener-Kronish & Broaddus, 1993). Neste estudo, foram
observados alvéolos preenchidos por liquido apenas apds hidratagdo com volume de 2,5

vezes a volemia ou mais.

A microscopia Optica do pulmdo pode gerar evidéncias qualitativas do

dano pulmonar, edema, transbordamento de alvéolos, espessamento dos septos
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alveolares e compressao de vias aéreas. Pode ser facilmente detectado o acumulo de
hemadcias, leucdcitos e transudato nos espacos alveolares. Uma avaliagdo mais detalhada
de alteragdes celulares no tecido pulmonar requer microscopia eletronica. Esta pode
ajudar a diferenciar edemas causados por aumento da pressdo hidrostatica daqueles
oriundos de alteracdes endoteliais (Parker & Townsley, 2004). Exatamente como
descrito no trabalho de Parker et al. e também de Wu et al. (Wu et al., 1995), foi
observada maior presenca de edema nos espagos perivasculares pulmonares dos animais
dos grupos G 50%, G 100%, G 150% e G 200%. Nos animais dos demais grupos (G
250% e G 300%) esta diferenga ndo foi bem observada devido ao grande edema que se
apresentava em praticamente todo o corte histologico. Embora os grupos G 150%, G
200%, G 250% e G 300% terem apresentado aumento significativo do edema na
avaliagdo estatistica, foram considerados como efetivamente edemaciados apenas os
ratos dos ultimos dois grupos. Isto porque, apenas nos animais onde a hidratacao foi de
2,5 e 3 vezes a volemia, houve uma alteragdo do padrdo de inchaco tecidual, ocupando
todo o pulmdo tanto quanto os espagos perivasculares. Além destes grupos terem sido
0s Unicos a apresentar animais com transbordamento de liquido para os alvéolos.
Interpretagdo esta também realizada por Leal Filho et al., que avaliaram a presenca de
EP pela quantidade de alvéolos que continham liquido eosinofilico em seu interior (Leal

Filho et al., 2005).

O EP causado pela alteracdo de permeabilidade ¢ mais comumente
relacionado a processos inflamatérios sistémicos, como pneumonias ou estados pos-
operatorios, queimaduras, trauma ou sepse. Embora algumas situacdes de EP por
aumento da permeabilidade sejam atribuidas aos efeitos de toxinas no endotélio dos
pulmdes, hd progressivamente mais evidéncias que as citocinas tenham o papel

fundamental. Estas tem como efeito a ativagdo do endotélio, na expressao de moléculas
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de adesdo e na quimiotaxia leucocitaria. A ligacdo entre as citocinas € a ativagdo
neutrofilica estd clara, porém seu efeito direto sobre a formacdo do edema permanece
obscuro. A presenga de atividade inflamatdéria, com migracdo de leucécitos pode
diferenciar histologicamente o EP por alteracdo da permeabilidade capilar do causado
por desequilibrio eletrolitico e/ou pressorico entre os compartimentos (Pittet et al.,
1997). Os cortes histologicos de pulmdes observados neste estudo nio apresentaram
presenca desproporcional de células leucocitarias fora dos vasos, isto caracterizou a
lesdo pulmonar exclusiva por diferencial pressorico, ja que os eletrdlitos ndo sofreram

significativas alteragdes.

Hogg et al., em 1972, utilizando caes, dividiram a resisténcia das vias
aéreas com um bypass biventricular ¢ observaram que ela aumentou quando a pressdo
no atrio esquerdo aumentou. Isto foi reversivel até quando a pressdo no atrio esquerdo
ndo superou 15 mmHg. Acima deste valor, a resisténcia periférica aumentou
gradativamente e ndo foi mais reversivel. As alteragdes de resisténcia nas vias aéreas
centrais foram menos consistentes. Concluiram que o aumento inicial da resisténcia nas
vias aéreas periféricas provavelmente ocorreu pela competicio de espaco entre as
arteriolas e as pequenas vias aéreas nas unidades bronco-vasculares (Hogg et al., 1972).
Esta constatagdo provavelmente explique a presenga progressiva de parada respiratoria
nos animais deste estudo, sendo transitoria até o G 200%, onde possivelmente nao
tenham atingido um valor pressérico no atrio esquerdo proporcional aos 15mmHg
encontrado por Hogg et al. em cédes. No G 250%, alguns animais (25%) apresentaram
parada respiratoria irreversivel, evoluindo ao 6bito. No G 300% esta evolugdo ocorreu

com todos os animais.

A execucdo deste modelo experimental foi simples e ndo exigiu

treinamento em microcirurgia. Seu método e resultados podem ser utilizados em novas
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pesquisas que envolvam a administragdo de grandes quantidades de liquido, como
estudos de hemorragia, choque, alteragdo da coagulag¢do, prevengdo de trombose,

hemodilui¢do, hidratagdo e hipervolemia.

Os efeitos da infusdo aguda de grandes volumes de liquido por via
intravenosa foram aqui descritos. O resultado da manutencdo deste estado de
hipervolemia por tempo prolongado necessita ainda ser avaliado. A oferta adicional de
oxigénio por cateter nasal, mascara ou tubo endotraqueal com pressdo positiva
possivelmente resultaria em novos nimeros e conclusdes. A extrapolagdo dos dados

aqui apresentados para a pratica clinica em humanos deve ser feita com cautela.
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A infusdo de volume igual a volemia do animal ndo alterou
significativamente a frequéncia cardiaca, respiratoria, oximetria de pulso e ndo produziu
parada respiratéria em ratos. Quando administrado até o volume igual a 1,5 vez a
volemia do animal ndo alterou significativamente os parametros laboratoriais de pO,,
pCO,, sddio, potassio, cloro, bicarbonato e saturagdo venosa de oxigé€nio. A hidratagdo
com solucdo de Ringer com lactato produziu acidose severa nos ratos apenas apos
infusdo de volume correspondente a 2,5 vezes da volemia. O modelo experimental

descrito foi eficaz na promog¢ao de hemodilui¢do em todos os grupos de estudo.

A infusdo no volume de 50% da volemia ja pode gerar acimulo de
liquido nos pulmdes; porém o edema pulmonar apresenta-se bem caracterizado pelo
método gravimétrico e histologico, apenas em hidratacdes com volumes iguais ou

superiores a 2,5 vezes da volemia.

A administra¢do de volume correspondente a 3 vezes o valor da volemia

foi letal em todos os animais submetidos a esta hidratagao.
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Anexo 1 - Certificado de aprovagdo da pesquisa pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal.

Certificado

Certificamos que o Protocolo n.° 799 sobre o projeto de pesquisa “Determinagdo do limite mdximo de
hidratacdo em ratos”, de autoria de Flavio A. F. Stillitano de Orgaes, com a colaboragdo de Bruno Pires do
Amaral Marques, orientados pelo Prof. Dr. Fausto Viterbo de Oliveira Neto, estd de acordo com os Principios

Eticos na Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), com a
ressalva de que os “ratos”, sdo provenientes de Biotério convencional, sem condicdes de atestar a Sanidade dos
mesmos.

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEEA em 28/04/2010.
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Presidente da CEEA Secretdrio da CEEA
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