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RESUMO

A hipovolémia e a hipoperfusdo sao condi¢des frequentes nos Centros
de Atendimento Médico-Veterinarios, secundarias a eventos traumaticos, tais
como acidentes rodoviarios, lesbes penetrantes, mordeduras de animais e
procedimentos cirdrgicos, eventos que colocam em perigo a vida dos animais
uma vez que, uma das principais causas da hipoperfusdo severa em
emergéncias veterinarias € a hemorragia.

A sobrevivéncia dos animais em estado de hipoperfusdo depende, em
muito, do controlo da hemorragia, da eficiéncia da reposicao da volémia perdida
e dos esforgos feitos para preservar ao maximo a integridade de todos os 6érgaos.
Para tal, € essencial o recurso a fluidoterapia. Ainda ndo se sabe ao certo qual
o melhor fluido, coloide ou cristaloide, para situacdes de hipoperfuséo.

O objetivo deste estudo, consistiu nha comparacdo do efeito de dois
fluidos distintos, um cristaloide o Lactato de Ringer e um coloide o
Hidroxietilamido 130/0,4 na perfuséo intestinal de um modelo animal submetido
a anestesia geral e posterior hemorragia provocada, seguido de reposicéo
volémica.

Para atingir este objetivo recorreu-se ao modelo suino, tentando
mimetizar as circunstancias presentes nos casos de perdas de sangue agudas
traumaticas, particularmente durante intervencdes cirirgicas sob anestesia
geral.

A fim de avaliar as diferengcas obtidas nos grupos interrelacionados,
efetuou-se o estudo histopatolégico para detetar lesdes teciduais, usando a
coloracdo de rotina de hematoxilina e eosina, e o estudo de detecdo de
fendbmenos pré e apoptéticos, através de métodos imunohistoquimicos
(Citocromo C e TUNEL) e de imunofluorescéncia (M30).

No final do estudo foi possivel concluir que o Lactato de Ringer possui
uma maior capacidade de prevencdo da arquitetura celular, em situacdes de
hipoperfusdo, hemorragia e recuperacdo sob anestesia geral a nivel intestinal,
guando comparado com o Hidroxietilamido 130/0,4.

PALAVRAS-CHAVE:
Hipoperfuséo; Reperfusao; Lactato de Ringer; Hidroxietilamido 130/04;

Intestino delgado; Imunohistoquimica.
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ABSTRACT

Hypovolaemia and hypoperfusion are frequent conditions in the Medical-
Veterinary Care Centers, secondary to traumatic events, such as road accidents,
penetrating injuries, animal bites and surgical procedures, events that endanger
the lives of the respective victims, one of the main causes of severe
hypoperfusion in veterinary emergencies is hemorrhage.

The survival of the animals in a state of hypoperfusion depends largely
on the control of bleeding, the efficiency of the replacement of the lost volume
and the efforts made to preserve the integrity of all organs to the maximum extent.
For this, the use of fluid therapy is essential. The best fluid, colloid or crystalloid,
for hypoperfusion situations is not yet known.

The objective of this study was to compare the effect of two distinct fluids,
a crystalloid Ringer's Lactate and a colloid o Hydroxyethylamido 130 / 0.4 in the
intestinal perfusion of an animal model submitted to general anesthesia and
subsequent bleeding, followed by volume replacement.

To achieve this goal, the pig model was used, trying to mimic the
circumstances present in cases of acute traumatic blood loss, particularly during
surgical procedures under general anesthesia.

In order to evaluate the differences obtained in the interrelated groups,
the histopathological study was carried out to detect tissue lesions using routine
staining of hematoxylin and eosin, and the study of detection of pre and apoptotic
phenomena using immunohistochemical methods (Cytochrome C and TUNEL)
and immunofluorescence (M30).

At the end of the study, it was possible to conclude that Ringer Lactate
has a greater ability to prevent cellular architecture, in situations of hypoperfusion,
hemorrhage and recovery under general anesthesia at intestinal level, when

compared to Hydroxyethylamido 130/ 0.4.
KEY WORDS:

Hypoperfusion; Reperfusion; Ringer Lactate; Hydroxyethylamido 130/04;

Small intestine; Immunohistochemistry.
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Figura 45. Congestédo. Reagao débil (grau 1) num animal do grupo 2 (A); reacdo moderada (grau
2) num animal do grupo controlo (B); Reac¢éo intensa (grau 3) nhum animal do grupo 1 (C);
reacao débil (grau 1) com presencga de hiperémia de reagdo débil (grau 1) num animal do
(o8] ool oTe] g 1 o] (oI () FA O OO PP PUPPPP 96

Figura 46. Inflamacdo. Infiltrado inflamatério mononuclear e presenca de congestdo, reacao
moderada (grau 2) num animal do grupo 3 (A); infiltrado inflamatério mononuclear, reacéo
intensa (grau 3) num animal do grupo 1 (B)...ccuuueeereeeiiiiiiieeee e 96

Figura 47. Descamacao epitelial. Reacao débil (grau 1), num animal do grupo controlo (A e B);
reacdo moderada (grau 2) num animal do grupo 1 (C); reacdo intensa (grau 3) num animal
(o [olNe | (0] o To TNt N () TR OO PP PPPPPPPPT 97

Figura 48. Citocromo C, regido duodeno. Reacdo moderada (grau 2) num animal do grupo 1
(A), e num animal do grupo controlo (B e C); reagdo intensa (grau 3) num animal do grupo
1 (D e E) e num animal do grupo 2 (F); reagdo muito intensa (grau 4) num animal do grupo
W (= o | TSP STPSR 100

Figura 49. Citocromo C regido jejuno. Reac¢édo débil (grau 1) num animal do grupo controlo (A) e
num animal do grupo 2 (B); reagdo moderada (grau 2) hum animal do grupo 1 (C) e hum
animal do grupo 2 (D); reacgdo intensa (grau 3) num animal do grupo controlo (E), num
animal do grupo 1 (F) e num animal do grupo 2 (G); reacdo muito intensa (grau 4) hum
ANIMAL O GIUPO 2. ..ottt et e e s sbb e e e s sabb e e e e abreeeeanes 101

Figura 50. Citocromo C regiéo ileo. Reagéo débil (grau 1) num animal do grupo 2 (A); reacéo
moderada (grau 2) num animal do grupo 1 (B) e num animal do grupo 2 (C); reacéo intensa
(grau 3) num animal do grupo controlo (D) num animal do grupo 1 (E) e num animal do do

grupo 2 (F); reagdo muito intensa num animal do grupo controlo (G) e num animal do grupo

Figura 51, TUNEL regido duodeno. Reac¢do débil (Grau 1) num animal do grupo 2 (A); reagéo
moderada (grau 2) hum animal do grupo controlo (B e C); reagdo intensa (grau 3) hum
animal do grupo controlo (D) e num animal do grupo 2 (E); reacdo muito intensa (grau 4)
animal do grupo 1 (F), num animal do grupo 2 (G) e num animal do grupo controlo (H).105

Figura 52. TUNEL regiéo jejuno. Reacdo moderada (grau 2) num animal do grupo controlo (A e
B) e num animal do grupo 1 (C); reacéo intensa (grau 3) num animal do grupo 1 (D e E) e

num animal do grupo (F); reacdo muito intensa (grau 4) num animal do grupo 2 (G e H).

Figura 53. TUNEL regi&o ileo. Rea¢&o débil (grau 1) num animal do grupo 1 (A) e num animal
do grupo 2 (B); reacdo moderada (grau 2) num animal do grupo 1 (C e D); reacao intensa
(grau 3) num animal do grupo 2 (E) e num animal do grupo controlo (F); reacdo muito
intensa (grau 4) num animal do grupo 2 (G € H)....covieiiiiiiii e 107

Figura 54. Numero de animais dos grupos em estudo por intervalo de H-score nas diferentes
regides intestinais e no intestino delgado INtEIM0. ...........oocuuiiiiiiii i 112

Figura 55. Niumero de animais dos grupos em estudo em cada intervalo de nimero total de

células apoptéticas nas diferentes regides intestinais e no intestino delgado inteiro. ..... 113
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1. INTRODUCAO

A perfusao refere-se a distribuicdo de oxigénio e nutrientes as células,
orgaos e tecidos, levada a cabo pelo sistema circulatorio. Quando atinge niveis
abaixo do normal € definida por hipoperfusdo (Beeb & Funk, 2001; Boag &
Hughes, 2005; Elling, 2012).

As etiologias principais da condicao de hipoperfusédo séo, a diminuicao
do retorno venoso e a diminuicdo da funcdo miocéardica. Por sua vez, a causa
mais comum da diminuicdo do retorno venoso é a hipovolémia, sendo a
hemorragia uma das varias etiologias da hipovolémia (Buchard et al., 2013).

Apesar dos avangos na sua abordagem terapéutica, a hemorragia
severa continua a ser a principal causa de morbilididade e mortalidade em
animais vitimas de trauma ou sujeitos a intervencdo cirargica, tal como em
humanos (Hughes, 2006; Pachtinger & Drobatz, 2008).

O exame fisico com foco nos sistemas respiratorio, cardiovascular e
neuroldgico, € o suporte da avaliacdo da perfusédo tecidual. O reconhecimento e
o tratamento precoce de situacfes de hipoperfusdo e a correcdo da causa
subjacente a mesma sao a chave para um melhor progndstico (Boag & Hughes,
2005).

A abordagem mais eficaz do tratamento da hipoperfusdo baseia-se na
antecipacdo dos eventos responsaveis pelo estado de perfusdo inadequada.
Numa fase inicial, o objetivo do tratamento consiste na reposi¢céo do deficit de
volume intravascular e na manutencao de um estado de oxigenacao eficaz, com
recurso a fluidoterapia (Puyana, 2005; Day & Bateman, 2006; Hughes,2006).

A escolha racional do tipo e taxa de fluidos intravasculares a administrar
s6 pode ser feita se for compreendida a dinamica dos fluidos e se for feita uma
avaliacdo correta da causa adjacente a perda de fluidos (Hughes, 2006;
Adamantos, 2008).

As técnicas de fluidoterapia e os fluidos disponiveis para a reversao de
situacdes de hipoperfusédo sao inumeras. No entanto, nem todos sdo adequados
para todos os pacientes, sendo que uns se ajustam mais a umas situac¢des que
os restantes. Genericamente, os fluidos encontram-se divididos em dois grupos:

os cristaloides e os coloides, sendo que, até aos dias de hoje, ndo foi encontrado



um consenso sobre qual destes grupos € o mais adequado numa situacdo de
hipoperfuséao (Hughes, 2006).

O papel destes fluidos na minimizacao das lesfes celulares e tecidulares
dos diferentes oOrgdos, resultantes da situacdo de hipopefusdo, nunca foi
avaliado ao pormenor, razao pela qual se propde, como objetivo deste projeto, o
estudo aprofundado das lesdes histopatolégicas e dos fenbmenos apoptéticos
gue decorrem no intestino delgado, comparando a reperfuséo feita com recurso
ao Lactato de Ringer (LR), um cristaloide, e pelo hidroxietilamido 130/0,4 (HES),

um coloide.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. HIPOVOLEMIA, HIPOPERFUSAO E CHOQUE HIPOVOLEMICO

Todas as células do corpo humano requerem oxigénio para 0 seu correto
funcionamento. Quando as células ficam em estado de anoxia por um periodo
de tempo, estas deixam de funcionar corretamente podento até, eventualmente,
ocorrer a sua morte (Beeb & Funk, 2001). Os 6rgdos e os tecido periféricos
contam com um espaco de fluido intravascular adequado (perfusdo adequada)
para a entrega de oxigénio e nutrientes e a remoc¢do de subprodutos do
metabolismo tecidual (Jasani, 2011).

A perfuséo € o termo que define a distribuicdo de oxigénio e nutrientes
as células, orgaos e tecidos, levado a cabo pelo sistema circulatorio (Beeb &
Funk, 2001; Boag & Hughes, 2005; Elling, 2012). Quando a perfusao atinge
niveis abaixo do normal é denominada por hipoperfusao (Beeb & Funk, 2001).

A hipoperfuséo é caraterizada pelo desiquilibrio entre as necessidades
de oxigénio e a sua entrega aos tecidos e 6rgaos. Embora possa ocorrer a nivel
local, também ¢é possivel ocorrer a nivel sistémico (Beeb & Funk,
2001; Meregalli et al., 2004; Jasani, 2011; Elling, 2012).

O termo choque € usado clinicamente para descrever a condi¢cdo de um
paciente em que a hipoperfuséo sistémica atingiu um certo nivel de gravidade,
suficiente para o paciente manifestar uma série de sinais clinicos carateristicos
(Jasani, 2011).

O choque é definido como uma inadequada producéo de energia a nivel
celular, ocorre secundariamente a uma ma perfusao dos tecidos quer pelo baixo
fluxo sanguineo quer por uma distribuicdo desequilibrada do mesmo, o que leva
ao decréscimo de oxigénio distribuido pelos tecidos (De Laforcade & Silverstein,
2009; Moore & Mortaugh, 2001; Porter et al., 2014).

O choque pode ser classificado em quatro subgrupos tendo em conta a
sua fisiologia: hipovolémico, cardiogénico, obstrutivo e distributivo, sendo o
choque hipovolémico o mais comum em emergéncias médico-veterinarias. Este
choque é caraterizado pelo volume circulatorio insuficiente, que origina um
aporte inadequado de oxigénio e nutrientes aos tecidos, levando a acumulagéo
de subprodutos do metabolismo celular (Boag & Hughes, 2005; Boller & Otto,
2010).



A deplecdo do volume intravascular esta normalmente associada a

hemorragias internas e externas ou a perdas excessivas de fluidos corporais,

como vomito severo, diarreia e polidria (Kurmar & Parrillo, 2001; Day & Bateman,
2006; De Laforcade & Silvertein, 2009).
A hipovolémia é a condigcdo em que o volume de fluidos circulantes

intravasculares se encontra diminuido, relativamente ao espaco vascular total.

Esta pode ser o resultado de um déficit real no volume de fluido (casos

de hemorragias, vomito ou polildria sem uma polidipsia adequada), ou de um

déficit relativo de volume de fluido (alterac¢des distributivas, em que ha expanséo

do espaco vascular, sem uma alteracdo no volume de sangue (vasodilatacao)
ou do resultado de ambos (Al-Khafaji & Webb, 2004; Pachtinger & Drobatz,

2008; Donohoe, 2012).

Na figura 1, encontra-se o resumo das diferengas entre os trés conceitos

abordados: hipovolémia, hipoperfusao e choque (Beeb & Funk, 2001; Al-Khafaji
& Webb, 2004; Pachtinger & Drobatz, 2008; Donohoe, 2012; Jasani, 2012).

| Volume de fluidos
circulantes
intravasculares

Hipovolémia

| Fornecimento de
sangue a 6rgaos ou
tecidos

| Forneciemento de
sangue a 6rgaos ou
tecidos

Hipoperfuséo

| Quantidade de
oxigénio disponivel
nos tecidos

Choque

| Quantidade de
oxigénio disponivel
nos tecidos

Distribuicdo
insuficiente de
oxigénio as células

Producéo
inadequada de
energia

Figura 1. Distingdo entre hipovolémia, hipoperfuséo e choque (adaptado de Beeb & Funk, 2001; Al-Khafaji &

Webb, 2004; Pachtinger & Drobatz, 2008; Donohoe, 2012; Jasani, 2012).



2.1.1. ETIOLOGIA DA HIPOPERFUSAO

As etiologias priméarias do estado de hipoperfusédo sdo a diminuicdo do
retorno venoso e a diminuicdo da funcdo miocardica. Sendo a hipovolémia, por
sua vez, a causa mais comum da diminui¢ao do retorno venoso (Buchard et al.,
2013).

A hipovolémia pode ter diversas etiologias, nomeadamente, a
hemorragia, a inflamacéao, a infeccéo severa, o trauma, a pancreatite, ou outras
causas de peritonite, queimaduras, vOmitos ou outras perdas intestinais, diurese
excessiva e alimentagéo inadequada (Buchard et al., 2013).

No quadro 1 encontram-se as principais etiologias da hipoperfuséo.
Quadro 1. Principais etiologias da hipoperfuséo (adaptado de Buchard et al.,
2013).

Hipovolémia

Tamponamento pericardico

Pneumotdrax hipertensivo
o Pressao abdominal aumentada

Diminui¢&o do retorno venoso

Obstrucao intestinal

Pneumoperitoneu hipertensivo

Hemorragia massiva

Laparoscopia diagndstica

Ascite

Pressao expiratdria final positiva Aumento da pressdo intratoracica com

diminui¢céo do débito cardiaco

Diminuic&o da funcéo do miocardio Insuficiéncia cardiaca congestiva

Choque cardiogénico

A hipovolémia pode ser classificada como absoluta ou relativa. A
hipovolémia absoluta refere-se a perda real do volume do espaco extracelular,
enquanto que a hipovolémia relativa refere-se a uma redistribuicdo inadequada
de fluidos corporais ou dilatacdo do espaco intravascular, resultando numa

diminuicao no volume intravascular efetivo (Figura 2) (Al-Khafaji & Webb, 2004).



Hipovolémia absoluta

*Perda real do volume do espaco extracelular

*Redistribuicdo inadequada de fluidos corporais ou dilatacdo do espaco
intravascular

*Diminuicéo no volume intravascular efetivo

Figura 2. Hipovolémia absoluta vs relativa (adaptado de Al-Khafaji & Webb, 2004).

Uma hemorragia que leve a perda de volume intravascular € uma causa
de hipovolémia absoluta. Um estado relativo de hipovolémia pode ser causado
por vasodilatacao tal como pode ocorrer em episodios de anafilaxias, com o uso
de medicacdo vasodilatadora ou em queimaduras graves, levando a sindrome
de resposta inflamatéria sistémica (SIRS) e aumento da permeabilidade
microvascular (Figura 3) (Al Khafaji & Webb, 2004).

Hipovolémia absoluta

*Hemorragia *Permeabilidade capilar
*Trauma Inflamagéo
Cirurgia *Queimaduras

*Trauma

*Queimaduras *Anafilaxia

*VVomito *Efuséo

*Efuséo pleural
*Diarreia *Ascite
*Polidria *Vasodilatagao

Inflamacéo

*Evaporacao *Anafilaxia
«Cirurgia Cirurgia
*Transpiracédo *Anestesia

Figura 3. Causas de hipovolémia absoluta e relativa (Adaptado de Al-Khafaji & Webb, 2004).

As principais causas do choque hipovolémico sao a perda de sangue por
hemorragia, sobretudo devido a situacdes de trauma e neoplasias, estando o
primeiro associado a rupturas esplénicas, hepaticas ou hemorragia de 0ssos



longos e 0 segundo associado a hemangiossarcomas esplénicos ou hepaticos,
com formacao de hemoperitoneu (Mathews, 2006).

A figura 4 demonstra as principais causas do choque hipovolémico.

Hemorragia

Perda externa
Desidratacéo

Trauma
Rutura esplénica

Rutura hepatica Vomito
Fractura de ossos longos Diarreia
Poliuria

Coagulopatias
Neoplasias
Hemangiossarcomas

Redistribuicao intersticial
Queimaduras
Trauma
Inflamacéo sistémica
Hipoalbuminémia

Perda para o 3° espaco
Ascite
Efuséo pleural

Figura 4. Causas de choque hipovolémico (Adaptado de Mathews, 2006).

2.1.2. SINAIS CLINICOS

A resposta a hipoperfusao inclui taquicardia, alteracfes na colora¢céo das
membranas mucosas (MM), no tempo de replecdo capilar (TRC) e na
intensidade do pulso. Os cées tém tendéncia a seguir um padrdo tipico de
agravamento da hipovolémia, que se inicia em alteracdes compensatorias, tal
como TRC reduzido e pulso diminuido, e termina em descompensac¢&o, como
TRC ausente, MM palidas e pulso femoral dificilmente perceptivel (Al-Khafaji &
Webb, 2004; Hughes, 2006; Adamantos, 2008; Boag, 2011; Aldrige & O’Dwyer,
2013).

Na figura 5 podemos observar os sinais de hipoperfusao mais comuns

em caes adultos.



| TRC *TRC ausente
«| Pulso *MM palidas
| Pulso
Fase compensatoria - /

Figura 5. Sinais de hipoperfus@o (Adaptado de Al-khafaji & Webb, 2004; Hughes, 2006; Adamantos,
2008; Boag, 2011; Aldrige & O'Dwyer, 2013).

A apresentacao clinica do paciente com choque hipovolémico é variavel,
dependendo do volume circulante perdido. Podemos observar pacientes cuja
temperatura varia de normal a hipotermia grave, o pulso varia de hiperdinamico
a ausente, a pressao arterial média de normal a diminuida, o TRC de curto a
prolongado e a cor das mucosas de rosadas a pdlidas. Outras alteracdes
gue podem ser observadas sdo a diminuicdo do débito urinario, a taquipneia e a
alteracéo do estado mental (Boag & Hughes, 2005).

No choque hipovolémico inicial ou compensado, 0s parametros clinicos
tendem a alterar-se de uma forma relativamente previsivel e fornecem um
instrumento til de avaliacdo da perfuséo sistémica do animal (Quadro 2). Nesta
fase, a taquicardia e o TRC diminuido sao sinais precoces. As MM apresentam-
se rosadas a hiperémicas e o estado mental varia de alerta a deprimido, o pulso
é hiperdinamico e a pressao arterial pode ser normal ou proxima do normal

durante a fase compensatoria inicial (Boag & Hughes, 2005).



Quadro 2. Parametros do exame clinico relacionados com as diferentes fases
de hipovolémia (Adaptado de Boag & Hughes, 2005).

Parametro Hipovolémia Hipovolémia Hipovolémia

Clinico ligeira moderada grave

Frequéncia

Cardiaca 130-150 bpm 150-170 bpm 170-220 bpm

Temperatura gl?jrimﬁ:uida Diminuida Diminuida

corporal

MM Nor_mal, . Palida Cinza ou branca
a hiperémica

TRC Réapido (<1 seg.) Normal (1,5 seg.) Prolongado (> 2

seg.) ou ausente
Amplitude do Aumentada Ligeira a Gravemente
Pulso moderadamente diminuida
diminuida

Duracdo do pulso Ligeiramente Moderadamente Gravemente

diminuido reduzido diminuido

A medida que a hipovolémia progride, os mecanismos compensatorios

ndo sao suficientes e o animal desenvolve choque hipovolémico
descompensado, no qual a perfuséo tecidual fica gravemente comprometida. Os
pacientes apresentam taquicardia grave (150-170 bpm em céaes), a auscultacao
cardiaca pode revelar hipofonose devido a diminui¢cdo do volume sanguineo, as
MM ficam pélidas, o TRC esté prolongado ou ausente, o pulso € fraco e o débito
cardiaco diminui aquando de frequéncias cardiacas superiores a 180 bpm
(Brauner, 2002; Boag & Hughes, 2005). Por fim, pode ser observado bradicardia,
estado mental comatoso, hipotensdo grave, membranas mucosas cianoticas,
hipotermia grave, pulso e TRC ausentes ( Boag & Hughes, 2005).

Em comparacéo, os gatos apresentam uma triade de choque diferente
do que acontece em caes, observa-se bradicardia em vez de taquicardia:
hipotensdo, bradicardia e hipotermia. Devido a diminuicdo da frequéncia
cardiaca, ocorre ma perfusdo dos tecidos principalmente a nivel periférico, o que

contribui para que ocorra hipotermia (Kirby, 2001). A hipotermia pode ter um
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efeito protetor em situagBes de trauma, choque hipovolémico e de cirurgias
cardiotoracicas, uma vez que protege o cérebro e o coracao até que o volume
sanguineo seja reposto (Deborah & Hopper, 2009). Contudo, a hipotermia
também pode ter efeitos deletérios para o animal. Abaixo dos 34°C os
mecanismos de termorregulacdo diminuem, o animal deixa de tremer ou de
procurar calor e ocorre vasoconstricdo periférica. Diminui a producéo de calor,
pois em situacbes de doencas metabdlicas severas o organismo, cOmo
mecanismo de defesa desencadeia uma hipotermia que diminui o gasto de
energia e consumo de oxigénio, conservando assim alguma energia durante um
periodo de défice, diminuindo assim a responsividade dos mecanismos de
choque como a libertagéo de catecolaminas (Kirby, 2001).

A medida que a hipotermia agrava, ocorre depress&o do sistema nervoso
central e este deixa gradualmente de dar resposta através dos mecanismos
compensatorios. Abaixo dos 31°C a termorregulacdo deixa de ocorrer por
completo. Devido a hipotermia ha uma diminuig&o da resposta dos recetores a1-
adrenérgicos. A afinidade da norepinefrina com os recetores a1-adrenergicos
depende da temperatura pelo que, quando esta diminui, também diminui a
capacidade contractii dos vasos. Deste modo, em vez de ocorrer a
vasoconstricdo em compensacao a hipotermia, ocorre vasodilatacdo que em

conjunto com a bradicardia causa hipotenséao (Kirby, 2001).

2.1.3. AVALIACAO DA HIPOPERFUSAO

A avaliagéo inicial da hipoperfusdo envolve o exame fisico suplementado
pela medicdo de parametros hemodinamicos e metabdlicos. Inicialmente, um
exame fisico com foco nos sistemas respiratério, cardiovascular e neurolégico é
a melhor maneira de avaliar pacientes de cuidados intensivos em Medicina
Humana e Veterinaria, a fim de detetar a presenca de qualquer grau
de hipoperfusdo (Boag & Hughes 2005).

Na Medicina Veterinaria a avaliacdo da frequéncia cardiaca (FC), a cor
das MM, o TRC, a amplitude e duracéo de pulso nos membros proximais e distais
e o ritmo cardiaco (RC) séo essenciais numa primeira abordagem ao paciente
com potencial hipoperfusdo. Numa avaliagdo mais precisa é também avaliado o
preenchimento venoso periférico, a presenca ou a auséncia do pulso jugular, o
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batimento do 4pice, a temperatura corporal e a temperatura das extremidades
(Boag & Hughes, 2005).

Os principais parametros do exame fisico na avaliacdo da perfusdo séo
0 RC, a qualidade de pulso arterial (artéria femoral), a colora¢do das MM, o TRC,
0 estado mental e a temperatura das extremidades (Al -Khafaji & Webb, 2004;
Hughes, 2006; Adamantos, 2008; Pachtinger & Drobatz, 2008; Boag, 2011,
Jasani, 2011; Aldrige & O’'Dwyer, 2013).

O aumento da FC pode ser visto como um indicador precoce da perda
de volume, o aumento da taxa cardiaca tenta aumentar o DC, em caes,
independentemente do seu tamanho, 0 aumento da taxa cardiaca é uniforme.
Enquanto que em gatos hipovolémicos, geralmente apresentam taxas cardiacas
mais lentas que o normal (Boag, 2011).

Na qualidade do pulso (plenitude ou largura), a vasoconstricdo e o
pequeno volume de tracado levam a uma pouca qualidade de pulso (Boag,
2011).

Nas MM, devido a vasoconstricao grave, a percentagem de hemoglobina
e oxigénio nas mucosas € reduzida, provocando uma alteracdo da cor das
mucosas (palidas ou brancas) (Boag, 2011).

O TRC é uma medida do ténus vasomotor periférico (Boag, 2011).

Relativamente ao estado mental, o cérebro possui uma alta taxa
metabdlica e reduzidas reservas de energia, assim sendo o estado mental do
animal depende do suprimento constante de oxigénio e glicose (Boag, 2011).

Relativamente a temperatura das extremidades devido a vasoconstricéao,
o fluxo sanguineo para as extremidades diminui, diminuindo assim a temperatura
(Boag, 2011).

Na figura 6 estédo descritos os parametros de perfusdo normais em caes

e gatos.
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Parametros clinicos em céaes
Temperatura (°C): 38.3 - 38.7
RC (bpm): 120 - 140

TRC (s):1-2

MM: Rosa

Parametros clinicos em gatos
Temperatura (°C): 38.0 - 38.5
RC (bpm): 110 - 180
TRC(s):1-2

MM: Rosa

J

Figura 6. Pardmetros clinicos de perfusdo normais em caes e gatos (Adaptado de Boag, 2011).

Em animais hipovolémicos, os parametros de perfusdo mencionados
sdo indicadores fidveis de volémia e tendem a evoluir a medida que a
hipovolémia progride, desde a fase compensatoria, passando pela fase
descompensatoria inicial e tardia, até que a perfusdo normal seja restaurada
(Hughes, 2006; Pachtinger & Drobatz, 2008; Jasani, 2011; Aldrige & O’Dwyer,
2013).

O quadro 3 apresenta as alteracoes dos parametros de perfuséo,
detetaveis em diferentes graus de hipovolémia em cées.
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Quadro 3. Alteracbes dos parametros de perfusdo, detetaveis em
diferentes graus de hipovolémia em caes (Adaptado de Aldridge & O'Dwyer,

2013).

Parametro
clinico

Temperatura
RC (bpm)

Pulso periférico

Amplitude de
pulso

Duracéo de
pulso

TRC (s)
MM

Estado mental

Estado normal Hipovolémia Hipovolémia
moderada severa

Normal Baixa Muito baixa

120 - 140 140 - 170 170 - 220

Facilmente Dificilmente N&o palpéavel

palpavel palpavel

Aumentada Diminuida Muito diminuida

Ligeiramente
reduzido

Rapido (<1)
Rosadas

Normal

Reduzido Muito reduzido
Normal (1 — 2) Lento ou indetetavel
Palidas Brancas

Deprimido Muito deprimido

Em gatos, existe um numero consideravel de diferencas, no que diz

respeito a avaliacao da perfusdo e hipovolémia (Quadro 4) (Boag, 2011; Jasani,

2011).

Quadro 4. Parametros clinicos em gatos hipovolémicos (Adaptado de Boag,
2011; Jasani, 2011).

Parametro clinico
Temperatura

RC (bpm)

Pulso

TRC (s)

MM

Estado mental

Gato hipovolémico
Hipotermia

Bradicardia (<160 )
Fraco ou ausente

Lento (>2) ou indetetavel
Palidas

Deprimido
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Animais hipovolémicos podem ter outras condigbes concomitantes que
impedem a alteracdo dos seus parametros de perfusdo no sentido previsivel
descrito anteriormente. Quando avaliamos o estado de perfusédo de um paciente
€ importante adotar uma abordagem mais global, prestando atencéo a todas as
alteracGes nos parametros de perfusdo e correlacionando-as no contexto do
paciente em questdo (Boag, 2011; Jasani, 2011).

Adicionalmente ao exame fisico, devem ser feitas outras medicdes de
perfusdo, se disponiveis, nomeadamente a medicdo da pressdo sanguina, da
concentracdo de lactato venoso e do débito urinario. Mais uma vez, estes
achados devem ser interpretados no contexto dos parametros do exame fisico
feito ao animal (Boag, 2011; Jasani, 2011).

Como variadveis mais objetivas para avaliar a perfusdo temos a pressao
sanguinea arterial, a producao de urina e a concentracdo de lactato no sangue.
Em ultimo caso, pode ser feita a colocacdo de um cateter arterial pulmonar e
realizar a medicdo ou célculo do DC, da resisténcia vascular periférica, da
pressao arterial direita, da saturacao venosa central, do aporte total de oxigénio
e do consumo total de oxigénio. No entanto, estas técnicas ndo sdo executadas
na maioria dos CAMV (Al-Khafaji & Webb, 2004; Hughes, 2006; Pachtinger &
Drobatz, 2008; Aldrige & O’'Dwyer, 2013).

2.1.4. FISIOLOGIA DA HIPOPERFUSAO/REPERFUSAO

Como referido inicialmente, todas as células do corpo requerem sangue
oxigenado para a sua sobrevivéncia. Uma perfusdo adequada € crucial para a
manutencdo da homeostasia das células (Beeb & Funk, 2001; Aehlert, 2011), e
a hipoperfuséo provoca um desiquilibrio na homeostasia das células.

Em termos fisiologicos, a consequéncia mais devastadora
da hipoperfuséo é a diminui¢cdo absoluta ou relativa da pré-carga cardiaca, o que
resulta num baixo débito cardiaco, numa perfusédo tecidual inadequada e na
diminuicado do aporte de oxigénio aos tecidos (Figura 7) (Pachtinger & Drobatz,
2008; Mazzaferro, 2013).
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Hipoperfuséo

| Absoluta ou
relativa da pré-
carga cardiaca

| Débito cardiaco

Perfusdo tecidual
inadequada

| Aporte de O,
aos tecidos

Figura 7. Consequéncias e resultados da hipoperfusdo (Adaptado de Pachtinger & Drobatz, 2008).

Uma diminuicdo do aporte de oxigénio resulta num comprometimento da
funcao celular, sendo que a distribuicdo de oxigénio varia com o débito cardiaco
e com o conteudo de oxigénio a nivel arterial (Pachtinger & Drobatz, 2008;
Mazzaferro, 2013).

O débito cardiaco depende do ritmo cardiaco e do volume sistélico, que
€ o volume de sangue que o ventriculo esquerdo liberta num batimento cardiaco.
O volume sistélico, por sua vez, é afetado pela pré e pés-carga cardiaca e pela
contratilidade miocardica (Figura 8) (Pachtinger & Drobatz, 2008; Mazzaferro,
2013).

Ritmo cardiaco
Pré e Pés-carga

Volume sistélico

Débito cardiaco

Contratilidade miocardica

Figura 8. Fatores determinantes do débito cardiaco (Adaptado de Pachtinger & Drobatz, 2008).
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O choque ocorre secundariamente a uma falha cardiovascular, quer por
uma situacado de hipovolémia, quer por uma disfuncdo cardiaca ou por ma
distribuicdo do fluxo sanguineo, o que conduz a hipotencéo e hipoperfusdo dos
tecidos (Boag & Hughes, 2005; King & Boag, 2007; De Laforcade & Silverstein,
2009).

Durante o choque hipovolémico, a perda de volume de sangue
circulatério varia entre os 15 e 0s 80%. Quando a perda excede os 40% observa-
se hipotensao. O estado de hidratacdo anterior & lesdo, a severidade e o tipo de
lesdo, a coagulagao e os esforcos de ressuscitacdo com fluidos, determinam a
quantidade de sangue perdido apés o trauma. A gravidade do choque é
determinada principalmente pela duracdo e severidade da perda de volume
circulante (Groeneveld, 2013).

A fisiopatologia do choque envolve multiplos fatores inter-relacionados,
incluindo isquémia celular, mediadores inflamatérios, circulatérios ou locais, e
radicais livres de oxigénio (Sethi et al., 2003).

Uma vez que a hipovolémia resulta numa diminuicdo da pré-carga
cardiaca e em pressdes de enchimento baixas, o débito cardiaco diminui, com
consequente diminuicdo da presséao vascular (Mosier, 2012).

Os barorreceptores das artérias carétidas e da aorta detetam a
diminuicdo do débito cardiaco e € transmitido um sinal neuronal ao centro
vasomotor da medula oblongada. Em resposta, existe um aumento da atividade
do sistema nervoso simpatico, aumento da concentracdo sanguinea de
catecolaminas tais como a epinefrina e a ativacdo do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA), em que, a libertacao de renina pelas células
renais ativa a angiotensina, precursora da angiotensina Il, a qual atua ao nivel
da glandula adrenal no sentido de aumentar a secrecao de aldosterona a partir
da zona glomerulosa do cortex adrenal (Ross et al.,2002; Carcilho et al., 2007).

A aldosterona atua ao nivel do ducto coletor do rim no sentido de
aumentar a absorcéo de cloreto de sbédio e agua. A angiotensina Il é também um
potente vasoconstritor, especialmente ao nivel do intestino, aumentando a
pressdo sanguinea. Outra das suas fungbes é facilitar a libertacdo de
norepinefrina pela medula adrenal e pelas terminagfes nervosas simpaticas, que
vai determinar um aumento da frequéncia e da contratibilidade cardiaca,

vasoconstricdo e diminuicdo da perfusdo sanguinea do aparelho digestivo, dos
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musculos e da pele, de modo a manter a perfusdo sanguinea cerebral e cardiaca
(Ross et al.,2002; Carcilho et al., 2007).

Em conjunto, estes mecanismos atuam de forma a melhorar a presséo
arterial sanguinea, a perfusdo tecidual, a performance cardiaca e o retorno
venoso maximo (Ross et al.,2002; Carcilho et al., 2007).

No quadro 5 encontra-se a explicacdo dos mecanismos compensatorios

fisiologicos.
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Quadro 5. Mecanismos compensatorios fisiolégicas (adaptado de Carcilho et al.,

2007).

Manutencéo
do volume
sanguineo
efetivo

Maximizacgéao
da performance
cardiaca

Perfuséao
preferencial
para

Orgdaos vitais

Optimizacéo
das condicdes
para a libertacéo
de oxigénio dos
eritrocitos

Diminuic&o da capacitancia venosa (via vasoconstricao)
Aumento do ténus simpatico
Libertagé@o de epinefrina a partir da medula adrenal

Aumento da libertacdo de angiotensina Il (ativacdo do
SRAA).

Aumento da libertacdo de arginina-vasopressina
Diminuigéo da perda renal de fluidos
Diminuicéo da taxa de filtracdo glomerular

Aumento da libertacdo de Aldosterona (ativacdo do
SRAA).

Aumento da libertacdo de vasopressina da glandula
pituitaria posterior

Redistribuicéo de fluidos para o espaco vascular:

Efeito de starling (redistribuicdo de fluido a partir do
espaco intersticial)

Efeito osmdético (redistribuicdo de fluidos a partir do
espaco intracelular)

Aumento da frequéncia e contratibilidade cardiaca
Aumento do ténus simpéatico

Libertacdo de epinefrina da medula adrenal

Auto-regulacdo de érgaos vitais

Regulacao extrinseca do tonus arterial

Aumento da concentragdo de células sanguineas
Acidose tecidual

Diminui¢céo de PaO2 tecidual
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Em casos de hipovolémia leve, em curto prazo estes mecanismos de
compensacao sdo geralmente bem-sucedidos, com o retorno a homeostase,
contudo, em casos de hipovolémia grave ou prolongada em que ocorre a inibicdo
da capacidade do coracdo em aumentar a producao, o choque entra em estado
progressivo, que pode ser irreversivel e levar a morte (Mosier, 2012).

A hipovolémia é caraterizada por um déficit de oxigénio nos tecidos —
hipoperfuséo. A hipoperfusdo comumente leva a hipoxia celular e, em algumas
situagdes, como no choque hemorragico, pode causar comprometimento do
metabolismo celular, devido a diminuicdo severa dos niveis de oxigénio
disponiveis. Em caso de hipoOxia, as células produzem energia usando apenas a
glicélise, uma vez que 0s outros processos geradores de energia (ciclo do acido
citrico e fosforilacdo oxidativa ou cadeia de transporte de eletrbes) ndo decorrem
sob condic¢des anaerdbicas. Contudo, na glicélise, € produzida menos energia,
guando comparada aos processos aerdbicos. Durante este processo, a célula
produz piruvato e gasta nicotinamida adenina di-nucleotideo (NAD+), e entdo
descarta o piruvato e regenera NAD+, convertendo piruvato em lactato, com
producédo simultanea de ides de hidrogénio, levando a acidose metabdlica (Boag
& Hughes, 2005).

Na figura 9 encontra-se um esquema simplificado dos processos que

envolvem a respiracao anaerébia e aerodbia.

19



Célula eucariota

i GLICOLISE

GLICOSE + 2 ATP

2 PIRUVATOS +2 NADH + 2H" +2 ATP

CICLO DE KREBS
PIRUVATO =——>» ACETIL - COA 7

Aco ACIDO
citRico € OXALACETICO

SALDO: 8 NADH + 2 FADH + 2 ATP

CADEIA RESPIRATORIA

2 NADH - Glicélise
8 NADH E 2 FADH - Ciclo de Krebs

ATP € CITOCROMOS & p-
SALDO: 8 NADH, +2 FADH, + 34 ATP

Mitocondria

Figura 9. Esquema simplificado dos processos que envolvem a respiracéo anaerobia e
aerébia (adaptado de http://educacao.globo.com/biologia/assunto/fisiologia-
celular/respiracao-celular-aerobica-e-fermentacao.html)

A isquémia celular deve-se a hipoperfusdo, com diminuicdo da entrega
de nutrientes e oxigénio as células, com consequente diminuicdo de ATP. Com
a continuacao da hipoperfusao, a producdo de energia torna-se dependente do
metabolismo anaerobio, causando acidose lactica. A acidose intracelular leva a
libertacdo de hidrolases lisossomais que, por sua vez, provocam libertacdo de
péptidos vasoativos, com aumento da permeabilidade capilar, edema celular
com perda de fluido extracelular que entra nas células, a medida que a
integridade celular é perdida (Sethi et al., 2003).

Os efeitos dos mediadores inflamatoérios do metabolismo celular, tém um
papel fundamental na deficiéncia organica, resultam de sépsis, do choque
séptico e também do choque hemorragico associado a trauma extenso.
Geralmente, sdo as endotoxinas de bactérias gram negativas que iniciam a
cascata inflamatdria. No entanto, os antigénios bacterianos e lesado celular, por
si sO, podem iniciar a cascata de inflamacéo. A producéo de citoquinas pelos

macrofagos desempanha o papel principal no desenvolvimento e manutengcao
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do choque. O fator de necrose tumoral a (TNF-a) e a interleucina 1- (IL-1B) séo
propostos como os principais mediadores. Outras substancias envolvidas neste
processo incluem a interleucina 2 (IL-2), interleucina 6 (IL-6), o interferona, a
endotelina-1, os leucotrienos, os tromboxanos, as prostaglandinas e os
fragmentos de complemento C3a e C5a. Dois outros mediadores importantes
séo o fator depressor do miocéardio e 6xido nitrico (ON), sobretudo no choque
séptico (Aldrich, 1991; Ross et al., Sethi et al., 2003). Outro mecanismo pelo
qual as células e os 6rgados sofrem lesdo sao os radicais livres de oxigénio
(RLO) induzido pela reperfusdo ou pena atividade neutrofilica (Sethi et al.,
2003).

Na presenca de hipdxia ocorrem alteracfes fisiologicas multiplas, as
quais afetam a funcédo e a resisténcia celular até a lesédo permanente (Ross et
al., 2002).

Os niveis de calcio intracelular aumentam apos hipoxia, devido ao
aumento da permeabilidade dos canais de célcio e ativam a fosfolipase, com
subsequente libertacdo de acidos gordos livres pela célula e membranas de
organelas. Estes processos vao ativar a cascata do acido araquidénico e o
influxo de calcio ativa também a libertacdo de proteases enddgenas celulares
gue facilitam a conversdo de xantina desidrogenase (XD) em xantina oxidade
(XO) (Ross et al., 2002).

Quando o oxigénio entra novamente neste sistema de baixo fluxo,
aquando da reperfusdo, a hipoxantina € oxidada pela XO em RLO,
nomeadamente anifes radicais superoxido, peroxido de hidrogénio e anibes
hidroxil. Este fenbmeno é denominado de lesdo de reperfusdo, uma vez que
pode danificar as organelas membranares, desnaturar proteinas e desintegrar
cromossomas (Ross et al., 2002).

As células endoteliais lesionadas promovem a ativacdo da cascata de
coagulacdo, dando origem a um estado pro trombdtico, com o inicio de
coagulacao intravascular disseminada (CID) (Ross et al., 2002).

A reperfuséo de varios orgaos apos um episodio transitorio de isquémia,
resulta na leséo de reperfusao. Esta lesao limita a possibilidade de recuperacéo
do fluxo microvascular dos tecidos e da fung¢éo dos érgaos, mesmo que o débito
cardiaco e a pressao arterial retornem aos valores normais. A redistribuicdo do

fluxo sanguineo durante a hipovolémia pode ser apenas parcialmente atenuada
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pela reperfusdo (Rushing & Britt, 2008; Myers et al., 2012; Groeneveld, 2013;
Parrillo & Dellinger, 2013).

A leséo celular no choque hipovolémico pode ser irreversivel e culminar
com apoptose celular ou necrose. A apoptose celular ocorre frequentemente
como um componente de lesédo na hipdxia (Myers et al., 2012).

Apoptose

A morte celular, definida como perda irreversivel de estruturas e funcées
vitais da célula, ocorre por dois processos morfologicamente destintos: necrose
e apoptose.

A necrose carateriza-se pela perda da integridade da membrana
plasmatica quanto a sua permeabilidade. Diferentes insultos patolégicos como
isquémia, hipoxia, hipertermia, irradiacdo e metabolitos toéxicos podem levar a
perda abrupta da integridade da membrana plasmatica — citélise — e a alteragcéo
dos seus gradientes eletroquimicos. A libertacdo dos constituintes intracelulares
para 0 meio extracelular estimula a resposta inflamatéria e aumentam a lesao
tecidual (Patel, 2000).

A apoptose é caraterizada pela autodigestdo controlada dos
constituintes celulares, devido a ativacdo de proteases endogenas. A ativacéo
dessas proteases compromete a integridade do citoesqueleto, provocando um
colapso da estrutura celular. Em resposta a contracédo do volume citoplasmatico,
a membrana celular forma bolhas — blebs — e a posicdo dos lipidos constituintes
altera-se. Em células néo lesadas, a distribuicdo de fosfatidilserina faz-se
primariamente no folheto interno da membrana plasmatica. Durante o processo
de apoptose este lipido expbe-se no folheto externo da membrana (Thompson,
1999).

Este novo posicionamento da fosfatidilserina serve como sinalizador de
células fagocitarias das proximidades que englobam os fragmentos celulares e
completam o processo de degradacéo (Thompson, 1999).

Durante a apoptose ocorrem alteragdes carateristicas do nucleo celular,
gracas a ativacédo de endonucleases que degradam o ADN. Como resultado, o
ndcleo torna-se picnotico e a cromatina condensa-se nas projecdes adjacentes
a membrana nuclear. Por fim, o ndcleo entra em colapso e fragmenta-se.

Simultaneamente, as bolhas que se formaram no citoplasma separam-se da
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célula em fragmentos rodeados pela membrana, contendo partes do nucleo e
organelas intactas — corpos apoptéticos. Os restos celulares sdo fagocitados
pelos macrofagos teciduais ou células adjacentes (Thompson, 1999).

Em resumo, a necrose celular é caraterizada por mudancas resultantes
da falta de oxigénio, enquanto a apoptose resulta de uma sinalizagéo intracelular
que inicia a transcricdo de genes especificos. A necrose celular atinge
normalmente grupos de células ou 6rgaos inteiros, enquanto a apoptose atinge
células individuais de um tipo altamente especifico (Jones, 1997).

A apoptose, ao contrario da necrose, € um processo ativo de
autodestruicdo celular, caraterizada por mudancas morfolégicas, tais como a
condensacéao da cromatina, diminui¢cdo do tamanho da célula matendo organelas
intactas e eventual fragmentacao do ndcleo e citoplasma para formar os corpos
apoptoticos (Figura 10) (Chang et al., 2002; Fu et al., 1997).
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Figura 10. Diferenca entre apoptose e necrose
(adaptado de Grivincich et al., 2007).

Fagocitose de

A apoptose, também denominada por morte celular programada, é um
processo fisiolégico que provoca uma série de alteragbes morfoldgicas e
bioguimicas que ocorrem na célula e que conduzem a sua morte. Juntamente

com os processos de proliferacéo, diferenciacdo e maturagéo, € responsavel por
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controlar a quantidade e os tipos de células produzidas, removendo as que sdo
desnecessarias ou prejudiciais para o organismo (Marek, 2013).

A apoptose é regulada por inUmeros fatores inibidores e ativadores.
Entre os inibidores encontram-se algumas proteinas da familia de B-cell
lymphoma 2 (Bcl-2) e da familia de das proteinas da apoptose (IAP). Entre os
ativadores estdo o Fas ou cluster of differentation 95 (CD95), os recetores de
morte 4 (DR4) e 5 /DR5), o interferdo-gama (INF-y) e outras proteinas membros
da familia Bcl-2. O sistema Fas-FasL € constituido pelo recetor Fas e o seu
ligando (FasL), ambos da familia do fator de necrose tumoral (FNT) (Bergantini
et al., 2005).

Em relacdo ao mecanismo da apoptose, sao identificadas duas vias
apoptoticas classicas principais, a via extrinseca, desencadeada pela agregacéo
de "recetores de morte" e a via intrinseca, ou mitocondrial, que responde a sinais
de stresse, tais como as radiacdes, provocando a libertacdo de sinais
intracelulares que promovem a morte celular (Figura 11) (Yuan et al., 2011).

As enzimas mais importantes, envolvidas na apoptose, s&o as caspases,
que hidrolisam as proteinas estruturais e funcionais, conduzindo a morte celular.
As caspases sao sintetizadas na célula como zimogénios inativos, que tém que
ser ativados, para desempenharem as suas funcdes (Marek, 2013).

A apoptose pode ser desencadeada por estimulos externos, devidos a
interacdo dos recetores de membrana com os seus ligandos ou pelo stresse
intracelular. Esta dltima via é dependente das mitocondrias. Ambas as vias
culminam com a ativacdo de proteases, conhecidas como caspases executoras
(Bergantini et al., 2005).
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Figura 11. Vias de ocorréncia da apoptose (adaptado de Elsevier. Kumar et al: Robbins Basic
Pathology 8e - http://www.studentconsult.com/)

Via intrinseca

A via apoptética intrinseca (Figura 12), também denominada por via
mitocondrial, pode responder a varios estimulos externos, tais como alteracdes
no DNA, radiacdes e stresse osmotico. A ativagado desta via resulta na libertacado
do citocromo C do espago intermembranar mitocondrial para o citosol (Yuan et
al., 2012).

O apoptotic protéase activating factor-1 (Apaf-1), a pr6-caspase 9 e o
citocromo C vao formar um complexo no citosol, denominado por apoptossoma.
A ligacdo do Apaf-1 e do citocromo C a pro-caspase 9, leva a sua auto clivagem.
A caspase-9 ativa cliva e ativa a caspase-3 que, por sua vez, induz a clivagem
de substratos adicionais, tais como a Poly (ADO-ribose) polymerase (PARP) e
proteina cinase C-delta. A PARP é uma enzima nuclear que catalisa a
transferéncia da producdo adenina difosfato (ADP)-ribose da nicotinamida
adenina dinucleétido (NAD+) para um subconjunto especifico de substratos
nucleares, em resposta as alteracdes do ADN (Yuan et al., 2012).

Ao nivel molecular, a apoptose € levada a cabo pelo apoptossoma. Na
via intrinseca, as células sdo induzidas a sofrer apoptose por alteragdes do ADN
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e pelo stresse do reticulo endoplasmatico. A cascata subsequente, regulada
pelas proteinas da familia Bcl-2, leva a despolarizacédo mitocondrial, a libertacao

do citocromo C e a ativacdo de caspases ajusante (Dunkle & He, 2011).
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Figura 12. Via intrinseca da apoptose (Adaptado de http://www.creces.cl/Contenido?art=2113).

A proteina Bcl-2 controla a via intrinseca da apoptose. Os membros da
familia Bcl-2 podem ser pro-apoptoticos ou anti-apoptoéticos. Os pré-apoptéticos
podem ser divididos em grupos com um ou varios dominios. Os multidominios
da familia Bcl-2, Bcl-2 homologous antagonist killer (Bak) e Bcl-2-associated X
protein (Bax) podem oligomerizar para formar poros na membrana mitocondrial,
sendo necessarios para a apoptose por meio da via intrinseca (Dunkle & He,
2011).

As proteinas Bcl-2 homology region 3 (BH3), como Bcl-2-interacting
mediator of cell death (Bim), Bcl-2-associated death promoter (Bad), BH3
interacting domain death agonist (Bid), Noxa e p53-upregulated modulator of
apoptosis (Puma), compartilham apenas um dominio BH com a Bcl-2 e sdo as
iniciadoras da via apoptética. Elas sédo capazes de responder a estimulos e
também de iniciar a apoptose através de interacdes com outros membros da
familia Bcl-2 (Dunkle & He, 2011).
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Durante a homeostasia celular, as proteinas Bax (pré-apoptoética) e Bcl-
2 (anti-apoptoética) encontram-se em equilibrio. Sdo capazes de formar
homodimeros (Bax-Bax e Bcl-2-Bcl-2) e heterodimeros (Bax-Bcl-2), sendo que
o equilibrio entre homodimeros e heterodimeros € o que define o balanco pro-
apoptoético e anti-apoptético na célula (Grivicich et al., 2007; Lucinda, 2009;
Réssio, 2010).

Na presenca de um estimulo negativo, capaz de potenciar a apoptose,
estas duas proteinas v&o entrar em desequilibrio. E esta desproporcdo que vai
decidir o destino da célula. Caso o dano celular seja irreparavel, a expressao de
Bax irA aumentar e a célula entrara em apoptose. A Bax, que se encontra
originalmente no citoplasma da célula, desloca-se para a membrana mitocondrial
externa e interage com a mitocondria, de forma independente da interacdo com
outras proteinas anti-apoptoéticas. A mitocondria sofre, entdo, um aumento da
permeabilidade da sua membrana, possibilitando a libertacdo de moléculas pré-
apoptaéticas, incluindo o Citocromo C, AlIF e Smac/DIABLO. Por outro lado, o
aumento da expressao de Bcl-2 promove a inibicdo da apoptose ao impedir a
libertacdo de Citocromo C pela mitocondria. Isto acontece por causa da
interrupcdo da permeabilizacdo da sua membrana externa, devido a remocéo de
Bax ou porque a Bcl-2 compete pelos locais que esta proteina ira ocupar na
membrana mitocondrial, 0 que acabara por impedir a ativacdo da cascata de
caspases, ao interromper a libertacdo de fatores apoptoticos (Grivicich et al.,
2007; Lucinda, 2009; Réssio, 2010).

Via extrinseca

A apoptose € desencadeada, através da via extrinseca, quando 0s
recetores especificos sdo ativados pelos seus ligandos. A maior parte destes
ligandos de “morte” pertencem a familia FNT (Yuan et al., 2012),

A via extrinseca da apoptose (Figura 13) € iniciada pela ligacdo de um
ligando da familia FNT ao seu recetor, seguida pela ativacao de proteinas de
sinalizacdo a jusante. Na via intrinseca, o stresse celular provoca a ativagéo de
BH3 e a libertagdo do citocromo c. Ambas as vias vao ativar a caspase-3

(efetora) e promover a morte celular (Dunkle & He, 2011; Yuan et al., 2012).
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Figura 13. Via Extrinseca e Intrinseca da apoptose (Adaptado de http://www.mdpi.com/1999-
4915/4/12/3831).

A via extrinseca da apoptose é o mecanismo pelo qual as células sao
sinalizadas para morrer. Os fatores que desencadeiam esse percurso sao o FNT,
o TRAIL (Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand), e o FasL
(Dunkle & He, 2011).

Estas moléculas podem ligar-se a recetores da superficie da célula para
desencadear uma cascata apoptotica. ApOs a ativacdo dos recetores de morte,
dominios da porgdo intracelular do recetor recrutam o dominio de morte
contendo adaptadores, tais como a proteina Fas adaptor death domain (FADD)
e o Tumor necrosis factor receptor type 1l-associated death domain protein
(TRADD). O FADD liga-se a pro-caspase 8 que, em seguida, € submetida a
homodimerizagcédo e auto-clivagem, para formar a caspase 8 ativa. Em seguida

inicia-se a ativacao de caspases a jusante, levando a célula a apoptose (Dunkle
& He, 2011).
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2.2. EFEITOS DA HIPOPERFUSAO A NIVEL INTESTINAL
2.2.1. ANATOMIA INTESTINO DELGADO

O intestino delgado (ID) dos suinos é composto por trés regides: o
duodeno, o jejuno e o ileo. O ID inteiro possui cerca de 16 a 21 metros de
comprimento. O duodeno possui cerca de 70 a 95 cm de comprimento, o jejuno
possui cerca de 13 a 18 m de comprimento, enquanto que o ileo, possui cerca
de 70 a 95 cm de comprimento (Pizzolato, 2016).

O duodeno forma um angulo de quase 180 graus conforme se curva no
interior da cavidade abdominal e o corpo do pancreas repousa sobre esse arco.
O duodeno comeca com uma pequena parte superior que deixa o piloro e
termina numa curvatura acentuada, onde se junta ao jejuno (Figura 15)
(Pizzolato, 2016).

Cerca de dois tercos abaixo da parte descendente do duodeno, sao
encortadas duas pequenas aberturas: a papila duodenal maior e a papila
duodenal menor, onde se abrem os ductos provenientes do figado e/ou
pancreas. O duodeno recebe o ducto colédoco e o ducto pancreatico na papila
maior do duodeno — papila de Vater (Pizzolato, 2016).

Figado Ducto hepético direito Ducto hepético esquerdo

Ducto hepatico
comum
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Ducto biliar
Vesicula biliar
Papila duodenal menor
Ducto
Papila duodenal maior pancreatico

Duodeno R
Pancreas
Ducto pancreatico acessorio

Figura 14. Estrutura anatémica do duodeno.

O jejuno e o ileo sao similares ao duodeno em estrutura, contudo, a partir
do duodeno em direcdo ao ileo, existe uma diminuicdo gradual no diametro do
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intestino delgado, na quantidade de pregas circulares e na quantidade de
vilosidades (Pizzolato, 2016).

O local onde o ileo se une ao intestino grosso € denominado de juncéo
ileocecal. Esta possui um anel de musculo liso — esfincter ileocecal — e uma
vélvula ileocecal de direc&o Unica, que permite que o conteudo intestinal se mova

do ileo para o intestino grosso, mas nao na direcao oposta (Pizzolato, 2016).

2.2.2. HISTOLOGIA DO SISTEMA DIGESTIVO — INTESTINO
DELGADO

Em termos de estrutura geral do aparelho gastrointestinal, todos os
componentes apresentam certas carateristicas estruturais em comum. Trata-se
de um tubo oco composto pelo limen, cujo diametro € variavel, circundado por
uma parede formada por quatro camadas distintas: mucosa, submucosa,

muscular e serosa (Figura 16) (Junqueira & Carneiro, 2004).
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Figura 15. Estrutura geral do trato gastrointestinal.

A camada mucosa, também denominada por membrana mucosa, €
composta pelo revestimento epitelial, pela lamina propria formada por tecido
conjuntivo laxo rico em vasos sanguineos e linfaticos e células musculares lisas,
apresentando, por vezes glandulas e tecido linfoide, e pela muscular da mucosa,
gue separa a camada mucosa da submucosa (Burkitt et al., 1993; Young &
Heath, 2000; Junqueira & Carneiro, 2004).
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A camada submucosa é composta por tecido conjuntivo com muitos
vasos sanguineos e linfaticos e pelo plexo nervoso submucoso — plexo de
Meissner. Nesta camada também € comum a existéncia de glandulas e tecido
linfoide (Burkitt et al., 1993; Young & Heath, 2000; Junqueira & Carneiro, 2004).

A camada muscular mucosa contém células musculares lisas orientadas
em espiral, divididas em duas subcamadas, de acordo com a direcao principal
seguida pelas células musculares. Na subcamada mais interna (proxima do
limen), a orientagcdo é geralmente circular; na subcamada externa, é
maioritariamente longitudinal. Entre estas duas subcamadas observa-se o plexo

nervoso mieontérico — plexo de Aurebach e tecido conjuntivo contendo vasos

sanguineos e linfaticos (Burkitt et al., 1993; Young & Heath, 2000; Junqueira &
Carneiro, 2004).
A figura 17 demostra as diferentes camadas abordadas.

Figura 16. Duodeno (H&E; Obj 4x), séo visiveis as diferentes camadas constituintes:
mucosa (1) com as vilosidades e as glandulas intestinais, a submucosa (2) e a camada
muscular (3).
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Na figura 18 estéo representados os diferentes plexos: plexo submucoso

ou de Meissner (A) e o plexo mioentérico ou de Auerbach (B).
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Figura 17. Estdbmago (Obj. 40x) Plexo submucoso ou de Meissner (A); Intestino delgado

(Obj. 50 x) Plexo mientérico ou de Aurebach (B).

A serosa € uma camada delgada de tecido conjuntivo laxo, rica em vasos

sanguineos e linfaticos e tecido adiposo, revestida por um epitélio pavimentoso

simples denominado mesotélio (Burkitt et al.,

Junqueira & Carneiro, 2004).

1993; Young & Heath, 2000;

O revestimento epitelial do sistema digestivo fornece uma barreira

seletivamente permeavel entre o conteddo do Iimen e os tecidos do organismo,

auxilia ainda o transporte e a digestao dos alimentos, promove a absor¢éo dos

produtos da digestao e produzem hormonas que regulam a atividade do sistema

digestivo. As células caliciformes presentes nesta camada produzem muco, afim

de promover a sua lubrificacdo e protecéo (Burkitt et al., 1993; Young & Heath,

2000; Junqueira & Carneiro, 2004).
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Diferencas histologicas do ID: duodeno, jejuno e ileo

No duodeno, estreitas projecdes da mucosa formam as vilosidades, que
possuem 0,5 a 1,5mm de comprimento. Cada vilosidade € revestida por epitélio
simples cilindrico. Grande parte das células que revestem a superficie das
vilosidades possui numerosas extensdes citoplasmaticas (1um de comprimento)
denominadas microvilosidades. As microvilosidades combinadas sobre toda a
superficie epitelial formam a bordadura em escova (Figura 19). Estas diversas
modificacdes aumentam a &rea do ID, aumentando assim a absorc¢éo (Burkitt et
al., 1993; Young & Heath, 2000; Junqueira & Carneiro, 2004; Pizzolato, 2016).
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Figura 18. Duodeno (H&E, Obj. 20x), observa-se as vilosidades estas sédo revestidas por
epitélio cilindrico simples (1). No p6lo apical das vilosidades observa-se a bordadura em
escova (2). No interior das vilosidades observa-se a lamina prépria (3). Observam-se
também células caliciformes (4).

Como ja referido, o duodeno apresenta um epitélio cilindrico simples
constituido por quatro principais tipos celulares: células absortivas, células
caliciformes, células granulares ou células de Paneth e células enddcrinas,
(Burkitt et al., 1993; Young & Heath, 2000; Junqueira & Carneiro, 2004; Pizzolato,
2016).

As células epiteliais sdo produzidas no interior de invaginacdes tubulares
da mucosa, chamadas glandulas intestinais, ou criptas de Lieberkihn, na base
das vilosidades. As células absortivas e caliciformes migram das glandulas
intestinais até a superficie das vilosidades. As células enddcrinas e granulares
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permanecem na base das glandulas (Burkitt et al., 1993; Young & Heath, 2000;
Jungueira & Carneiro, 2004; Pizzolato, 2016).

A submucosa do duodeno contém glandulas mucosas tubulares
alveolares denominadas glandulas duodenais, ou glandulas de Brunner, que se
abrem na base das glandulas intestinais (Burkitt et al., 1993; Young & Heath,
2000; Junqueira & Carneiro, 2004; Pizzolato, 2016).

Nas figuras 20 e 21 estdo representadas as glandulas intestinais ou

criptas de Lieberkiihn e as glandulas duodenais ou de Brunner.

| B, O N S S, o —

Figura 19. Duodeno (H&E, Obj. 10x) Na mucosa podem observar-se, as glandulas
intestinais ou de Lieberkiihn (1). Na submucosa observam-se numerosas glandulas de
Brunner (2) e a camada muscular (3).
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Figura 20. Glandulas intestinais ou de Lieberkuhn (H&E, Obj. 40x) (A); Glandulas de Brunner
(H&E, Obj. 40x) (B).

As vilosidades intestinais s&o menores no jejuno em comparagao com
0 duodeno, cerca de 1 mm de comprimento. As vilosidades véo gradualmente
assumir forma de dedos a medida que se aproximam do ileo (Burkitt et al., 1993;
Young & Heath, 2000).

No jejuno ndo se observam glandulas na submucosa nem na lamina
propria (Burkitt et al., 1993; Young & Heath, 2000; Junqueira & Carneiro, 2004;
Pizzolato, 2016).

As vilosidades intestinais do ileo sdo relativamente menores em
comparacdo as vilosidades do duodeno e jejuno, cerca de 0,5 mm de
comprimento (Burkitt et al., 1993; Young & Heath, 2000).

Os noddulos linfaticos e as placas de Peyer (Figura 22) sdo muito
numerosos na submucosa do ileo (Burkitt et al., 1993; Young & Heath, 2000).

Na mucosa do ileo em vez de células absortivas encontram-se células
M — microfold, estas células sao células epiteliais especializadas que recobrem
os foliculos linfoides das placas de Peyer (Burkitt et al., 1993; Young & Heath,
2000; Junqueira & Carneiro, 2004; Pizzolato, 2016).
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Figura 21. Placas de Peyer localizada na camada mucosa e submucosa do ileo (H&E, Obj.
40x).
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2.2.3. EFEITOS DA HIPOPERFUSAO A NIVEL INTESTINAL

A leséo por isquémia e reperfusdo estd associada a perda da funcao da
barreira intestinal, translocacdo bacteriana na circulacdo e consequente
inflamacéo sistémica, encontrando-se descrita em pessoas e animais (Collard &
Gelman, 2001; Fink & Delude, 2005; Bilkslager et al., 2007).

A isquémia é uma condicdo de interrupcao no suprimento de oxigénio e
nutrientes para uma determinada area, durante um determinado periodo, devido
a uma deficiéncia de fornecimento de sangue, que como ja referido pode levar a
morte tecidual (Scannel et al., 1995).

Recentemente, surgiram evidéncias de que a lesdo dos tecidos nao
estaria somente limitada a isquémia, podendo também estender-se ou agravar
com a reperfusdo (Pinheiro et al., 1999; Meyer et al., 1999).

Parks & Granger (1986) demonstraram que trés horas de isquémia
seguidas por uma hora de reperfusdo determinavam maior lesdo na mucosa
intestinal, do que quatro horas de exclusiva isquémia.

Entre os diversos 6rgaos, o intestino € provavelmente o mais sensivel a

lesé@o de isquémia e reperfusao (Granger et al., 1986).
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Nos mamiferos, a lesdo de isquémia intestinal é resultante de fatores
locais, como a obstrucdo vascular mecanica, ou de fatores sistémicos, como a
hipovolémia, ou hipotenséo ou sepsis (Barie, 1999).

A mucosa intestinal € altamente dependente de energia e, caso ocorra
uma reducdo no fluxo sanguineo e oxigenacdo, pode ocorrer uma rapida
formacéo de lesdo e morte celular (Moore et al., 1995).

As vilosidades intestinais possuem uma arteriola central que se ramifica
proximo ao topo das mesmas, drenando para as vénulas periféricas (Dart et al.,
1992). Esta arquitetura vascular permite um mecanismo de troca corrente, onde
o oxigénio se difunde desde a arteriola central para os tecidos e vénulas
adjacentes periféricas. Quando o fluxo arterial esta reduzido, as extremidades
das vilosidades tornam-se progressivamente hipéxicas, resultando numa leséo
epitelial. A lesdo isquémica da mucosa leva a uma descamagdo tempo-
dependente do epitélio, desde as extremidades das vilosidades em direcdo as
criptas (Shepherd & Granger, 2001).

O consumo de oxigénio no intestino € independente do fluxo sanguineo,
sendo que, normalmente existe um nivel constante de absor¢éo de oxigénio, o
gue € possivel através de mudancas reciprocas compensatérias na extracao de
oxigénio intestinal e aumento do recrutamento capilar, sendo este um
mecanismo extremamente importante na protecdo contra a lesdo isquémica
(Bulkley et al., 1985).

Contudo, em seres humanos, sabe-se que a absorcdo de oxigénio
intestinal torna-se dependente do fluxo. Quando o fluxo intestinal cai abaixo dos
30 ml/min/100g de tecido (Wilcox et al., 1995) ou quando a presséo arterial
sistémica cai abaixo dos 50 mmHg (Bulkley et al., 1985), um nivel inadequado
de oxigénio leva a isquémia tecidual e consequente comprometimento da funcéo
celular e morte celular (Mallick et al., 2004).

Um estudo em ratos demonstrou que a maior sensibilidade dos
enterocitos do topo das vilosidades a isquémia é dependente, na verdade, do
seu estado de diferenciacéo (Hinnebusch et al., 2002).

De acordo com Chiu et al., (1970), as principais mudancas provocadas
pela isquémia na mucosa metabolicamente ativa podem ser classificadas, com
base na severidade das lesbes, em Grau O (mucosa normal), Grau I

(desenvolvimento de um espaco subepitelial — espaco de Gruenhagen —
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normalmente no topo das vilosidades e presenca de congestao nos capilares),
Grau Il (extencéo do espaco subepitelial com descamacao moderada da camada
epitelial em relacdo a lamina propria), Grau Il (descamacéo massiva do epitélio
em direcdo a base das vilosidades, sendo que, alguns topos das vilosidades
podem estar descobertos), Grau IV (vilosidades descobertas com exposicédo da
lamina propria e capilares dilatados expostos, pode ser observada um aumento
de células na lamina prépria) e Grau V (desintegracdo da lamina propria, com
presenca de hemorragia e Ulceras).

Durante a fase de isquémia, ocorre lesdo da mucosa intestinal, ha
aumento da permeabilidade microvascular, perda de fluido no limen intestinal,
libertacao de hidrolases lisoss6micas, aumento de protedlise e libertacéo de fator
de depressao do miocardio na circulacdo e choque circulatério, criando um ciclo
vicioso, no qual essas altera¢des causam depressao na funcéo cardiaca e esta,
por sua vez, origina deterioracdo progressiva da perfusdo intestinal. Essas
alteracdes sdo agravadas ainda mais com a reperfuséo, pois esta desencadeia
a acumulacédo de radicais livres, que atacam e lesam as membranas celulares,
atraem neutrdfilos e estimulam a libertacdo de mediadores inflamatérios (Horton
& Walker, 1993; Myers & Hernandez, 1994).

O aumento da permeabilidade capilar e a producéo de radicais livres de
oxigénio sdo as principais alteragbes determinantes da instabilidade
hemodinamica e subsequente mortalidade (Bitterman & Aoki, 1998).

Um dos fatores mais importantes, causadores de lesao intestinal apos
reperfusdo € a geracdo de radicais livres de oxigénio, através do sistema
hipoxantina-xantina oxidase (Horton & Walker, 1993; Haward et al., 1993; Parks
et al., 1983).

A perda da barreira da mucosa intestinal permite que as bactérias e
endotoxinas atinjam a cavidade abdominal, provocando um aumento do numero
de neutrofilos no fluido peritoneal. As lesbes isquémicas levam a necrose, a
menos que o fluxo sanguineo retorne (White, 2003).

A reperfuséo do tecido intestinal danificado agrava o dano tecidual e é
considerado um efetor de inflamacédo local e distante com consequéncia na
faléncia de varios 6rgaos, sendo uma causa comum de morte em pacientes
criticos (Parks & Granger 1986; Homer-vanniasinkam et al., 1997; Chen et al.,
2004; Baue, 2006; Vollmar & Menger, 2011).
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A lesao de reperfuséo resulta num dano celular, com afluxo de infiltrado
inflamatorio em ambas as camadas do intestino delgado. Os achados mais
comuns na lesdo da mucosa intestinal incluem: dilatacdo das criptas,
acumulacdo extensa e multifocal de detritos necroéticos na superficie da l[amina
propria, edema, congestado e dilatacdo dos capilares linfaticos. Sendo que estes
achados também podem ser comuns a outras desordens inflamatérias do
intestino (Meschter et al., 1986).

Apoptose na lesdo de isquémia e reperfuséo intestinal

No sistema digestivo, a apoptose pode ser associada a manutencao da
homeostase, a descamacdo das células, desde o topo das vilosidades do
intestino delgado, a patogénese da doenca inflamatéria intestinal e aos danos
induzidos pela radiacdo (Sun et al., 1998). Supdem-se que a apoptose tem um
papel complementar e oposto a mitose na regulacéo das populagdes de células
nos animais (Kerr et al., 1972).

Um estudo demostrou que equinos submetidos ao estrangulamento do
intestino delgado, apresentaram grandes numeros de células apoptéticas,
possivelmente devido a lesédo de isquémia e a inflamacdo subsequente (Rowe
et al., 2003). A apoptose ocorre também como parte da funcao intestinal normal
e, como ja referido ndo desencadeia um processo inflamatorio, contudo uma
apoptose excessiva induzida experimentalmente provoca uma resposta
inflamatdria (Sun et al., 1998).

O estimulo pré-apoptético induz as células a apoptose. Contudo, a
concentracdo de ATP intracelular € um fator determinante nas reacdes que
causam apoptose. Uma diminuicdo dos niveis de ATP facilita a ocorréncia de
necrose em relacdo a apoptose e um aumento do ATP resultante dos substratos
glicoliticos promovem o efeito oposto (Leist et al., 1997).

A percentagem de fragmentacdo de ADN aumenta durante a isquémia e
atinge o seu limite maximo apo6s uma hora de reperfusdo. A magnitude da
fragmentacao do ADN é diretamente proporcional a duracao da lesdo isquémica,
com uma percentagem significativamente maior de fragmentagc&o de ADN, apoés
60 minutos de isquémia, comparado a 15 minutos. Devido ao facto da
fragmentacdo méxima ocorrer ap6s uma hora de reperfusdo, seguida de um

retorno aos valores basais ap0s seis horas, observou-se que a inducédo da
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apoptose intestinal e a recuperacdo da mucosa séo processos rapidos (Noda et
al., 1998).

Estima-se haver um aumento temporal dependente dos fatores que
promovem a apoptose durante a isquémia e em fases iniciais de reperfuséo,
contudo, os mesmo reduzem rapidamente com a reperfusdo prolongada.
Também parece haver uma inducdo simultanea dos inibidores da apoptose, bem
como dos promotores de reparacdo tecidual durante a fase avancada de
reperfusao (Noda et al., 1998).

O mecanismo exato para a inducdo de apoptose ndo € conhecido.
Entretanto, estudos tém demonstrado que os RLO podem causar apoptose e 0
aumento da producdo desses radicais € consideravel durante a lesdo de
isquémia e reperfusao (Buttke & Sandstrom, 1994; Ratan & Baraban, 1995).

Existe uma proposta de interacao entre a matriz extracelular e as células,
apresentando um papel critico na causa de apoptose. Neste caso, a morte
celular ocorre quando ha rompimento dos contactos (complexos juncionais), isto
€, as células epiteliais atingidas perdem o seu contacto com o estroma das
vilosidades, sendo este fenbmeno denominado por anoiquia (Frisch & Francis,
1994).
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2.3. TRATAMENTO DA HIPOPERFUSAO

A abordagem mais eficaz do tratamento consiste em antecipar 0s
eventos responsaveis pelo estado de perfusdo inadequada. O reconhecimento
precoce e a rapida intervencdo sdo 0s pontos-chave para o sucesso do
tratamento (DeClue, 2008).

Numa fase inicial, o objetivo do tratamento consiste em restaurar a
perfusdo periférica e manter uma oxigenacédo eficaz (Puyana, 2005; Day &
Bateman, 2006).

Em fases mais avancadas, a reposicéo da volémia por si so € insuficiente
para progredir a progressdo do processo inflamatério. Manter uma correta
funcionalidade organica e prevenir os estimulos pr6 inflamatorios, como o caso
de hipdxia, hipotensdo e infe¢cdo, sdo os pontos criticos no tratamento de
hipoperfusao (Day & Bateman, 2006).

2.3.1. FLUIDOTERAPIA

Os principais objetivos da fluidoterapia sdo a reposicdo da perda de
fluidos que ocorrem durante um procedimento cirirgico, em caso de doenca
subjacente ou devido a ocorréncia de eventos traumaticos, a expansao do
volume circulatorio, a manutencdo do balanco eletrolitico e &cido-base
adequado, a correcdo do choque, a melhoria da perfusdo tecidual e o
fornecimento eletrélitos, medicacgfes e nutricdo parental (Pachtinger, 2010; Liss,
2012; Donohoe, 2015; Silverstein & Santoro-Beer, 2015).

Em casos de hipovolémia deve ter-se em conta a localizagéo do deficit
de fluidos, a presenca de alteracBes eletroliticas e se a desidratacdo € uma
componente do deficit de fluidos ou se este deficit se encontra apenas no espaco
intravascular (Mazzaferro, 2013).

A fluidoterapia pretende aumentar o DC, a quantidade de oxigénio no
sangue e o aporte deste para valores acima do critico, para que a extracdo de
oxigénio aumente de forma a responder as necessidades do organismo,
pretende ainda descer os niveis de lactato no sangue e melhorar a acidose (Al-
Khafaji & Webb, 2004; Hughes, 2006; Aldrich, 2009; Groeneveld, 2013).
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A reposicado do deficit de volume circulante assegura o retorno a um
volume intravascular adequado, evitando o dano tecidual (Pachtinger & Drobatz,
2008).

2.3.1.1. FISIOLOGIA DA HIPOPERFUSAO

A fluidoterapia é parte imprescindivel no maneio do paciente grave e o
objetivo de repor volume para obter a maxima perfusdo e aumentar a sobrevida
s6 podera ser alcancado se conhecermos 0s potenciais de troca entre 0s
diferentes compartimentos de fluidos, as no¢des basicas de hemodinamica e os
tipos de fluidos (Driessen et al., 2006; Hughes, 2006; Liss, 2012).

Os fluidos no organismo encontram-se tanto na célula (intracelulares),
como no exterior da célula (extracelulares). Os trés maiores compartimentos de
fluidos sdo o espaco intracelular (LIC), o espaco intravascular e o espago
intersticial, sendo que estes dois ultimos constituem o espaco extracelular (LEC)
(Figura 23) (Driessen et al., 2006; Hughes, 2006; Liss, 2012).

Compartimento

de fluidos
Espaco Espaco
intracelular extracelular
(LIC) (LEC)
Espaco Espaco
intravascular intersticial

Figura 22. Esquema de compartimento de fluidos (Adaptado de Driessen et al., 2006;
Hughes, 2006; Liss, 2012).

O movimento de fluidos do compartimento intravascular para o0s
compartimentos intersticial e intracelular ocorre na membrana capilar, sendo
esta permeadvel a 4gua e a particulas de pequeno peso molecular. O

compartimento intersticial € o espaco entre os capilares e as células. O

compartimento intracelular é separado do compartimento intersticial por uma
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membrana celular, a qual é permedavel a 4gua e particulas de pequeno ou grande
peso molecular (Figura 24) (Driessen et al., 2006; Hughes, 2006; Liss, 2012).

|
|
| |
i grande peso
| molecular :

______________

©

—-e
—_—

— Particulas de
pequeno peso
molecular

Figura 23. Esquema dos movimentos entre os compartimentos intravascular, intersticial e intracelular
(Adaptado de Liss, 2012).

Esta nocao € importante para entender a diferenca entre a desidratacao
e a hipovolémia, uma vez que a desidratacdo refere-se a perda de fluidos
intersticiais e a hipovolémia a perda de volume intravascular (Rudolff & Kirby,
2001).

A troca de fluidos entre 0s espaco intravascular e intersticial ocorre
em areas de microvasculatura, representada pelos capilares arteriais, venosos e
as suas comunicagdes. A quantidade e composicao de fluido que se movimenta
entre estes espacos sao regulados pela pressao oncética, pressao hidrostatica
e permeabilidade capilar (Rudolff & Kirby, 2001).

A pressdo oncética € a forca exercida pelo tamanho e numero de
moléculas com grande peso molecular em ambos os lados de uma membrana
semipermeavel, enquanto que a pressao hidrostatica é a forca exercida pelas
moléculas de agua no interior dos diferentes compartimentos (Boag,
2011; Mazzaferro, 2011; Rudloff, 2012; Mazzaferro, 2013).

Os fluidos administrados devem concentrar-se dentro do compartimento
em que existe o deficit de volume. Existem dois tipos de fluidos: os cristaloides
e o0s coloides. Os cristaloides sao frequentemente usados na reposi¢cao do
volume intravascular e intersticial, enquanto que, os coloides sdo usados na
reposicdo do volume intravascular. Os cristaloides e os coloides podem ser

usados em conjunto afim de repor deficits de fluido intersticial, devendo, nestes
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casos, os cristaloides ser administrados em doses mais reduzidas, de cerca de
40 a 60% (Driessen et al., 2006; Hughes, 2006; Liss, 2012).

2.3.1.2. VIAS E SISTEMAS DE ADMINISTRACAO

Na administracdo de fluidos deve-se ter em conta a condig&o clinica do
animal, o tipo de fluido, a rapidez e o volume necessario. As vias disponiveis
para esta terapia sdo a via oral, a via subcutanea, a via intravenosa (IV)
(periférica e central), a via intradssea (IO) e a via intraperitoneal (DiBartola &
Bateman, 2012; Donohoe, 2015).

Em casos de pacientes que apresentam hipovolémia, as vias de
administrado mais indicados s&o as vias IV e 10.

A via IV é a via preferencial para obtencédo de uma rapida expansao do
volume sanguineo (Hansen, 2012). Esta pode ser efetuada pela cateterizacdo
de veias periféricas, como a cefélica e a safena lateral, que permitem a
administracdo de fluidos com osmolaridade inferior a 600 mOsm/L, ou pela
cateterizacao de veias centrais, como a veia jugular que, por sua vez, permite a
administracao de fluidos com osmolaridade superior a 700 mOsm/L, diminuindo
assim o risco de flebite ou trombose (DiBartola & Bateman, 2012; Silverstein &
Santoro-Beer, 2015).

Relativamente ao equipamento necessario para a realizacdo deste
método incluem-se fluidos estéreis, cateteres IV, material de fixacao, material de
infusdo e bomba infusora (DiBartola & Bateman, 2012).

A via 10 é indicada em neonatos, animais jovens ou adultos, quando o
acesso IV ndo é possivel. O equipamento necessario inclui cateteres 10, agulhas
espinhais ou hipodérmicas, material de infusdo e o fluido. As localizacBes mais
comuns para a colocacao de cateteres 10 séo a fossa trocantérica, a crista tibial,
a asa iliaca e o umero proximal (DiBartola & Bateman, 2012; Hansen,
2012; Plunkett, 2013, Donohoe, 2015).

Uma vez conseguido 0 acesso intravenoso ou intradsseo, tem de ser
feita a escolha dos fluidos mais adequados (Pachtinger & Drobatz, 2008; Jasani,
2011).

44



2.3.1.3. PLANO DE FLUIDOTERAPIA

As perdas diarias normais de um animal saudavel sdo aproximadamente
50 mL/kg. Quando se verifica a alteracdo do estado higido do animal, o volume
de perdas pode aumentar significativamente e a ingestdo de fluidos
diminuir. Assim sendo, a fluidoterapia € o método utilizado para a reposicéo das
perdas e/ou manutencdo da hidratacdo normal do individuo. Previamente a
administracdo de fluidos deve tracar-se o plano de fluidoterapia adequado a
cada caso especifico, considerando a sua percentagem de desidratacdo
(Quadro 6) (Donohoe, 2015).

Quadro 6. Estimativa da percentagem de desidratacdo do animal, considerando
as alteracdes detetadas na avaliagéo clinica do mesmo (Adaptado de DiBartola
& Bateman, 2012; Liss, 2012; Mazzaferro & Powell, 2013; Donohoe, 2015).

Desidratacéao Alteragdes
(%)
Alteragdo subclinica
Historia clinica refere a perda ou reducéo da ingestéo de fluidos por
<5% um curto periodo
MM rosadas
Sem alterag&o dos sinais vitais
MM secas
5% Reducdo ligeira da elasticidade cutanea
Historia clinica refere a perda ou reducao da ingestéo de fluidos
MM secas
Reducéo da elasticidade cutanea
TRC aumentado
Aumento da frequéncia cardiaca
7% Frequéncia de pulso normal
Presséo sanguinea normal
Possivel retracéo do globo ocular
Historia clinica refere a perda de fluidos por um periodo prolongado
Aumento do hematdcrito e proteinas totais
Historia clinica refere a perda de fluidos grave por um periodo
prolongado

Reducéo evidente da elasticidade cutanea
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MM secas

10% TRC aumentado
Taquicardia
Frequéncia de pulso diminuida
Hipotensédo
Retracdo do globo ocular
Aumento do hematécrito e proteinas totais
Historia clinica refere a perda de fluidos marcada (hemorragias ou
gueimaduras)

212% MM secas
TRC aumentado
Retracdo do globo ocular muito evidente
Taquicardia
Bradicardia
Frequéncia de pulso diminuida ou ausente
Diminuicdo da temperatura corporal
Alteragcdo do estado mental
Aumento do hematdcrito e proteinas totais

Morte eminente

A reposicao das perdas de fluido é calculada com a seguinte formula:

Volume (mL) = % de desidratacdo (numeracdo decimal) x peso
corporal (kg) x 1000

A esta formula deve-se adicionar perdas diarias normais, de

manutencdo, calculadas de acordo com o quadro 7.
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Quadro 7. Formula de calculo do volume de manutencdo em cées e gatos
(Adaptado de Liss, 2012; Plunkett, 2013; Donohoe, 2015).
Animais com peso corporal entre 2kg-50kg

Volume de manutencéo (mL/dia) = [peso corporal (kg) x 30] + 70
Animal com peso corporal <2kg ou >50kg
Volume de manutencéo (mL/dia) = [peso corporal (kg)]>"®+ 70

Em alternativa, considerar as seguintes estimativas

40 mL/kg/dia para os gatos adultos

60 mL/kg/dia para os cdes adultos

80-120 mL/kg/dia para neonatos

120-200 mL/kg/dia para animais pediatricos.

O resultado deste somatorio corresponde ao volume total necessario,
por dia, para cada caso individual (Liss, 2012; Plunkett, 2013; Donohoe, 2015).

Relativamente ao plano de fluidoterapia pré-anestésico e anestésico,
este deve ser mantido a um nivel basal de 5 a 10 mL/kg/hora ou de 10 a
15 mL/kg/hora em procedimentos cirdrgicos mais exigentes para o animal,
permitindo a correcdo da hipovolémia, da hipotenséo, da reposicdo das perdas
de fluidos em curso e um fluxo continuo ao longo da via, prevenindo a formacéo
de coagulos e evitando problemas de administracdo em situacdes de urgéncia
(Davis, 2013; Plunkett, 2013).

2.3.1.4. TIPOS DE FLUIDOS

Os fluidos encontram-se genericamente divididos em duas categorias,
os cristaloides e os coloides. Os coloides podem, por sua vez, ser divididos em
coloides sintéticos e naturais (Al-Khafaji & Webb, 2004; Jasani, 2011; Donohoe,
2012; Liss, 2012).

a) Cristaloides

Os cristaloides sé&o os fluidos mais frequentemente utilizados na pratica
veterinaria. Estes, sdo compostos por solu¢cdes aquosas ou cloreto de sodio,
eletrdlitos, como o caso de sédio, potassio, cloro ou magnésio e por tampdes,
como o0 acetato, lactato, bicarbonato ou gluconato). Os cristaloides possuem

uma capacidade de difusdo para todos os compartimentos de fluidos do
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organismo (Pachtinger, 2010; Haskins & Macintire, 2012; Liss, 2012; Plunkett,
2013; Donohoe, 2015).

A concentracao de sodio dos cristaloides determina a sua tonicidade e a
dindmica dos fluidos. Como os eletrélitos se movem através do gradiente de
concentracdo de uma area de grande concentragdo para uma area de menor
concentracdo, a concentracdo das particulas, osmoticamente ativas num fluido
cristaloide, vai influenciar a quantidade de fluido que é retida dentro do espaco
intravascular, apés a sua administracéo IV (Driessen et al., 2006; Jasani, 2011;
Donohoe, 2012; Mazzaferro, 2013).

As solucbes tampdo adicionadas aos fluidos s&do convertidas ou
metabolizadas pelo organismo em bicarbonato. O bicarbonato € um tampéo
fulcral existente no organismo que ajuda a controlar o pH sanguineo (Mazzaferro,
2013).

O sdédio (Na) € o principal catido extracelular presente no organismo. A
sua concentracdo normal é de 140 a 150 mEg/l, em cédes e de 150 a 160 mEq/I,
em gatos. Na maioria dos cristaloides isotonicos, o contetdo de sddio varia de
130 a 154 mEq/l. Os fluidos usados para repor o deficit de volume intravascular
e intersticial devem conter 130 a 154 mEq/I de sodio (Mazzaferro, 2013).

O cloro (Cl) é o principal anido extracelular, este pode ser perdido em
situacdes de vomito ou diarreia. Embora o cloro seja importante, a avaliagdo das
concentragdes de sodio e de outros eletrélitos € mais importante no momento de
selecionar um fluido de substituicdo para um estado especifico (Mazzaferro,
2013).

O potassio (K) € o principal anido intracelular. Em casos de desidratacéo
severa, hipoadrenocorticismo, acidose metabdlica, cetoacidose diabética e de
insuficiéncia renal, o potassio sérico pode encontrar-se elevado, razéo pela qual
se devem evitar os cristaloides, ja que a maioria contém alguma forma potassio.
Em casos de animais com hipercalemia & recomendado sempre que possivel
evitar a administracéo de fluidos que contenham potassio (Mazzaferro, 2013).

O célcio (Ca) € um importante ido, necessario para a normal atividade
muscular e coagulacao (Mazzaferro, 2013).

O magnésio é necessario para a regulacdo e o normal funcionamento da

bomba de sodio-potassio (Mazzaferro, 2013).
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O quadro 8 apresenta uma comparacdo da composicdo de vérias

solucdes cristaloides.

Quadro 8. Composicdo de fluidos cristaloides (Adaptado de Pachtinger &
Drobatz, 2008; Mazzaferro, 2013).
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e} ja—
g o ~ o= = \\@
. = o = = = = = ®
Fluido S K = LIEJ Y S LIEJ = @
= £ W = £ S = = S
0 S = < = — < o =)
O LIRSS pa @) N2 @) = 0]
Plasma 300 24 (B) 145 105 5 5 3 0,7-1,1
Normosol-R 296 27 (A)23(G) 140 98 5 0 3 0
Plasmalyte-A 294 27 (A)23(G) 140 98 5 0 3 0
NacCl 0,9% 308 0 154 154 0 0 0 0
Lactato de 272 28 (L) 130 109 4 3 0 0
Ringer
Dextroseem 252 0 0 0 0 0 0 50
agua 5%
NacCl 0,45% 280 0 77 77 0 0 0 25
+ Dextrose
2,5%
Normosol-M 363 16 (A) 40 40 13 0 3 50
Plasmalyte- 377 12 (A)12(L) 40 40 16 5 3 100
M
NaCl 3% 1026 0 513 0 0 0 0
NaCl 7% 2400 0 1283 O 0 0 0

Tampdes usados: Acetato (A), Bicarbonato (B), Gluconato (G), Lactato (L).
Abreviaturas: Ca, célcio; Cl, cloro; K, potassio; Mg, magnésio; Na, sddio.

A elevada permeabilidade do endotélio capilar face aos fluidos
cristaloides permite que, 30 a 60 minutos ap6s a sua administracdo, cerca de
75% do volume administrado se redistribua para o compartimento intersticial,
restando apenas 25% do volume administrado no espaco intravenoso (Figura
25). Assim sendo, esta capacidade permite a rapida reidratacdo do paciente,
implicando, o uso de grandes volumes ou bolus de fluidos (Haskins & Macintire,
2012; Liss, 2012; Donohoe, 2015; Silverstein & Santoro-Beer, 2015).

49



7504 Compartimento

intersticial
30 - 60 min apos
administracéo de
cristaloides
25% Espaco intravenoso

Figura 24. Redistribuigdo do fluido cristaloide ap6s 30-60 min de administragdo (Adaptado de Liss, 2012;
Donohoe, 2015; Silverstein & Santoro-Beer, 2015).

O aumento do volume intersticial conferido por estas solu¢des deve ser
controlado, evitando a formacao de edema intersticial, pulmonar e/ou cerebral.
O uso destes fluidos deve ser efetuado com precaugdo em animais com pressao
oncoética reduzida, contusdo pulmonar, traumatismo ou aumento da pressao
intracraniana, doenca renal e doenca cardiaca. A administracdo de grandes
volumes pode conduzir a hemodiluicdo, verificando-se posteriormente anemia,
hipoproteinémia, disturbios eletroliticos, hipocoagulabilidade e/ou dano no
endotélio capilar (Silverstein & Santoro-Beer, 2015).

Os fluidos cristaloides podem ser classificados consoante a sua
concentracdo de solutos como isoténicos, hipotdnicos ou hiperténicos e quanto
a sua funcéo, de reposicdo ou de manutencdo (Nolan, 2001; Driessen et al.,
2006; Mazzaferro, 2013).

Cristaloides isotdnicos/Fluidos de reposicao

Os cristaloides isoténicos possuem uma concentracao de solutos muito
semelhante a do compartimento extracelular, o que néo altera significativamente
a pressao oncoética dentro do espaco intravascular nem provoca movimentos
relevantes de fluidos entre os compartimentos. Assim sendo, estes fluidos
podem ser administrados em grande volume de forma segura e sdo selecionados
para a reposicdo das perdas e restauracdo do volume sanguineo
(Haskins & Macintire, 2012; Donohoe, 2015).

A administracdo intravascular de fluidos cristaloides isotonicos resulta

numa reposicdo de volume intravascular e intersticial e numa acumulacao
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intracelular minima de fluidos. Como resultado da rapida passagem da solucéo
do espaco intravascular para o espaco intersticial, ttm de ser administrados
grandes volumes para repor uma perda intravascular. A administracéo IV rapida
de cristaloides isotdnicos causa uma expansao de volume vascular continua até
que a infusdo pare, altura em que a maioria do volume administrado esta no
sistema vascular. Em regra, a quantidade de cristaloide isoténico administrado
deve ser igual ao triplo da perda estimada de volume intravascular (Al Khafajji &
Webb, 2004; Pacthinger & Drobatz, 2008; Jasani, 2011; Aldrige & O’Dwiyer,
2013).

Os cristaloides isotonicos séo baratos, encontram-se abundantemente
disponiveis no mercado e tém um longo histérico de sucesso na reposicao de
fluidos (Jasani, 2011).

Em caso de choque, a redistribuicdo de fluidos cristaloides para o
intersticio é benéfica, uma vez que o problema também envolve perdas de sais
e agua pré-existentes que esgotaram o volume extracelular, como o caso da
desidratacéo (Hughes, 2006; Aldrich, 2009; Jasani, 2011).

Caso os cristaloides isotdnicos forem administrados muito lentamente, a
expansdo de volume vascular desejada ndo é alcancada, cerca de 75% do
volume administrado é distribuido pelo intersticio, predispondo o paciente a uma
sobrecarga de fluido intersticial e, possivelmente, a edema pulmonar (Al-
Khafaji & Webb, 2004; Aldrich, 2009).

Os cristaloides isotonicos diluem todos os componentes do plasma,
exceto os ides que estdo presentes no fluido administrado, numa concentracao
igual a plasmatica. Mais preocupante € a diluicdo da albumina e a consequente
diminuicdo da pressao oncética e diluicdo da massa de glébulos vermelhos. Com
a redistribuicdo dos fluidos cristaloides este efeito € reduzido (Hughes,
2006; Aldrich, 2009; Boag, 2011).

No quadro 9 constam exemplos de fluidos cristaloides isotonicos (NaCl
0,9%, solucdo de Lactato de Ringer, Plasmalyte-A e Normosol-R) e as suas
respetivas indicacoes e contraindicacdes de administracédo (Haskins & Macintire,
2012; Pascoe, 2012; Mazzaferro & Powell, 2013; Donohoe, 2015).
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Quadro 9. Fluidos cristaloides e as suas indicagfes e contraindicacdes de
administracdo (Adaptado de Haskins & Macintire, 2012; Pascoe, 2012;

Mazzaferro & Powell, 2013; Donohoe, 2015).

Fluido

NaCl 0,9%

Lactato de

Ringer

Plasmalyte-A

Normosol-R

Indicacoes
Reposicao/Desidratacéo
Choque hipovolémico
Anorexia
Vémito
Diarreia

Alcalose metabdlica (hipocloremia)

Hipercalémia
Hipercalcémia
Hiponatrémia aguda
Hipernatrémia crénica
Insuficiéncia rena
Reposicao/Desidratacdo
Choque hipovolémico
Vomito

Diarreia

Hipocalcémia

Acidose metabolica
Insuficiéncia renal
Reposicao/Desidratacéo
Acidose metabolica
Anorexia

Vomito

Choque hipovolémico
Diarreia (hipomagnesemia)
Insuficiéncia renal
Reposicao/Desidratacédo
Acidose metabdlica
Anorexia

Vémito

Choque hipovolémico
Diarreia (hipomagnesémia)

Insuficiéncia renal

Contraindicagdes
Doenca cardiaca
Doenca hepética
Acidose metabolica

Hipercalcémia
Hipercalémia
Linfossarcoma
Insuficiéncia hepatica
Em conjunto com

transfusao sanguinea

Hipercalémia

Alcalose metabdlica

Hipercalémia

Alcalose metabdlica
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Lactato de Ringer

O lactato de Ringer (LR) é um cristaloide isoténico de reposicéo
tamponado, sendo o tampé&o utilizado o lactato. E um dos fluidos mais utilizados
em clinicas de pequenos animais. E considerado um fluido versatil, e pode ser
utilizado no tratamento de animais que apresentam hipovolémia e desidratacéo
e para reposicdo de perdas continuas (Nolan, 2001; Liss, 2012;
Aldrige & O’'Dwyer, 2013).

O lactato de Ringer tem uma tonicidade semelhante a do plasma e pode
ser usado para repor esses deficits de perfusdo. Contém cerca de 130 mEq/I de
sédio, 109 mEg/I de cloro, 4 mEq/l de potassio, 3 mEqg/l de célcio e 28 mEq/l de
lactato (Nolan, 2001; Liss, 2012; Aldrige & O’'Dwyer, 2013).

Como referido anteriormente, o LR contém lactato como um percursor
do bicarbonato, o qual € importante para a regular do pH. A administracédo deste
fluido pode, por vezes, encontrar-se associada a um aumento das concentracdes
de lactato em animais com lesdo hepatica severa, uma vez que estes podem
nao conseguir metabolizar facilmente o lactato nos fluidos (Pachtinger &
Drobatz, 2008; Liss, 2012; Aldrige & O’Dwyer, 2013).

Os eletrolitos presentes no LR sdo semelhantes, em composicdo, ao
fluido extracelular, isto €, o sédio relativamente alto e o potassio relativamente
baixo. Assim sendo quando usado para expansao do fluido intravascular, este
cristaloide vai equilibrar com o fluido intersticial, 0 que significa que menos de
25% de fluido vai permanecer no espaco intravascular ap6s uma hora. Podem
ser administrados grandes volumes rapidamente, quando necessario, sem muito
risco de alteracdes eletroliticas drasticas. Se for usado durante muito tempo
existe uma tendéncia para hipocalémia, nos casos em que 0 paciente nao se
esta a alimentar (Aldrige & O’'Dwyer, 2013).

O quadro 10 indica as taxas iniciais de LR a administrar a caes e gatos
com hipovolémia. Normalmente, sdo administrados bolos iniciais de fluidos,
durante 15 a 20 minutos (Jasani, 2011).

53



Quadro 10. Linhas de orientagdo gerais da terapia com lactato de Ringer em
cées e gatos hipovolémicos (Adaptado de Jasani, 2011).

Previsdo da taxa inicial de fluidos (ml/kg) Quantidade
do bolo
Hipovolémia  Ligeira Moderada Severa -
Inicial (ml)
Cées 20-40 40 - 60 60— 90 10-40
Gatos 10-20 20-40 40 - 60 5-20

A dose de fluidos recomendada para animais hipovolémicos é de 90
ml/kg, em caes e 44 ml/kg, em gatos. No entanto, a administracdo de um volume
tdo grande de LR pode ser demorada e pode dilui fatores de coagulagéo,
plaguetas e glébulos vermelhos. Para além disso, aproximadamente 75 a 80%
do volume de solu¢éo administrado vai abandonar o espaco vascular, no periodo
de uma hora ap06s a administracdo. Em vez de administrar uma dose de choque
de fluidos completa, é preferivel administrar um quarto, 0 mais rapido possivel,
e reavaliar os parametros de perfusdo (Mazzaferro, 2013).

Caso o paciente n&o estiver a responder ou os parametros de perfuséo
nao estiverem a normalizar, deve-se administrar mais um quarto da dose de
choque de LR (Mazzaferro, 2013).

Deve ter-se especial atencdo com a administracdo de grandes volumes
de fluidos a pacientes em choque hipovolémico, secundario a hemorragia,
particularmente aos que tenham sinais de trauma fechado da cavidade
abdominal. O excesso de fluidos cristaloides pode conduzir a extravasamentos
para o espaco intersticial dos pulmdes e do cérebro, quando estdo presentes
contusdes pulmonares e traumatismo craniano, respetivamente (Mazzaferro,
2013).

A reposicdo rapida do volume e da pressdo sanguinea para valores
suprafisiolégicos pode fazer com que coagulos, entretanto formados, voltem a
sangrar e causar retrocesso no processo hemorragico (Mazzaferro, 2013).

No entanto, ndo é recomendada a administracdo de LR, em conjunto
com produtos derivados de sangue, devido ao papel importante que o calcio tem

na cascata de coagulacdo. O LR tem sido associado a alteragbes nos estados

54



imunoldgicos e pro-inflamatorios, tais como a ativacao de neutréfilos e aumento
da apoptose (Aldrich, 2009; Liss, 2012).

Cristaloides hipotonicos/Fluidos de manutencéo

Os cristaloides hipotdnicos possuem uma concentracdo de solutos
inferior & do compartimento extracelular. Como tal, ndo devem ser administrados
rapidamente, dada a alteracdo na pressao oncética que provocam dentro do
espaco intravascular, induzindo o movimento de fluidos do compartimento
intravascular para o compartimento intracelular de modo a atingir o equilibrio
(Haskins & Macintire, 2012; Silverstein & Santoro-Beer, 2015).

Segundo Silverstein & Santoro-Beer (2015) as perdas diarias
obrigatérias de fluidos, nomeadamente urina, fezes e respiracdo, séao
hipoténicas. Assim, os cristaloides hipotonicos sdo considerados fluidos de
manutencdo e ndo devem ser usados para restauracdo do volume sanguineo
(Donohoe, 2015; Silverstein & Santoro-Beer, 2015).

Solucdes hipotdnicas como dextrose 5% e NaCl 0,45%, resultam numa
distribuicdo intracelular dos fluidos e ndo sao eficientes na reposicéo de fluidos
(Jasani, 2011; Aldrige & O’Dwyer, 2013).

As solucdes dextrose 5 % sado considerados cristaloides fracos
expansores de volume, e diluem os eletrdlitos séricos, sdo também considerados
inadequados para a reposigéo de volume intravascular, em casos com deficits
de perfuséo (Aldrige & O’'Dwyer, 2013).

A solucéo salina hipoténica (NaCL a 0,45%), ndo deve ser usada para o
tratamento do choque hipovolémico, pois contém demasiada agua livre e
distribuem-se excessivamente pelo compartimento intracelular. Tal facto pode
conduzir a uma diminuicao rapida e severa dos niveis de sédio séricos, o que é

potencialmente prejudicial (Driessen & Brainard, 2006; Liss, 2012).
Cristaloides hiperténicos

Os cristaloides hipertonicos possuem uma concentracdo de solutos
superior a do compartimento extracelular, conduzindo assim, a alteracdo da
osmolaridade que, por sua vez, leva ao movimento de fluidos a partir do
compartimento intersticial e do compartimento intracelular para o compartimento

intravascular (Pachtinger, 2010; Donohoe, 2015).
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Estas solu¢cdes mostram-se indicadas para a rapida restauracdo do
volume sanguineo, sem a necessidade de administracdo de quantidades
elevadas (Haskins & Macintire, 2012; Donohoe, 2015).

Para além da expansdo do volume intravascular, os cristaloides
hiperténicos aumentam o DC, a pressao arterial sanguinea e a perfusdo dos
tecidos. Contudo, a sua administracdo pode conduzir a hipernatrémia,
hiperclorémia, hiperosmolaridade, broncoconstricdo e acidose metabdlica,
guando administrados em quantidades elevadas sem monitorizacdo atenta ou
hipotensdo e bradicardia quando administrados rapidamente (Plunkett,
2013; Donohoe, 2015).

Idealmente, os cristaloides hipertonicos devem ser administrados em

conjunto com cristaloides isotonicos (Plunkett, 2013; Donohoe, 2015).
b) Coloides

Os coloides contém particulas com um grande peso molecular e
encontram-se divididos em duas categorias: naturais e sintéticos. Os coloides
naturais incluem sangue total com proteinas plasmaticas, plasma, solu¢des de
transporte de oxigénio a base de hemoglobina e solu¢des concentradas de
albumina. Enquanto que os coloides sintéticos incluem as gelatinas, os
hidroxietilamidos e o0s dextranos, sendo que estes variam entre si no peso
molecular e duragédo da acédo (Nolan, 2001; Al-Khafaji & Webb, 2004; Driessen
et al., 2006; Pachtinger & Drobatz, 2008; Jasani, 2011; Mazzaferro, 2011; Liss,
2012; Mazzaferro, 2013).

No quadro 11 estdo representadas as propriedades das solucdes

coloides.
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Quadro 11. Propriedades das solucbes coloides (Adaptado de Mazzaferro,

2013).

Coloide
Albumina 25%
Dextrano 70 6%
Oxipoligelatina

Voluven
(Hidroxietilamido
130/0,4 a 6% em
NaCl 0,9%)
Hidroxietilamido
6%

Pentastarch 10%

Albumina 5%

Presséo
oncoética
(mmHgQ)

70
60
46

36

35
32

20

Meia-vida Expanséo de
sérica volume
intravascular

16h 4-5
7-9h 0,8
2h 1
4-6 1
7-9h 1-1,3
10h 15
16h 0,7-1,3

Peso
molecular
médio (Da)

69000
41000
35000

130000

69 000
120 000

69000

Os coloides que tém uma pressao oncotica semelhante a do plasma possuem uma
menor capacidade de expansdao intravascular, do que fluidos como a albumina a 25%.
O hidroxietilamido tem um peso molecular médio semelhante ao da albumina, a
proteina encontrada naturalmente dentro do organismo que contribui para 75 a 80%
da presséao oncotica do plasma.

No quadro 12 estdo representadas as doses recomendadas de solu¢cdes

coloides disponiveis para uso veterinario.
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Quadro 12. Doses recomendadas de solucdes coloides disponiveis para uso
veterinario (Adaptado de Mazzaferro, 2013).

Dose dos Dose dos Dose diaria Dose diéria
bolos bolos recomendada recomendada
Coloide recomendada recomendada para caes para caes
para cées para gatos
5-10 ml/kg 5 ml/kg 20-30 ml/kg/dia 20 ml/kg/dia
Hidroxietilamido
5-10 ml/kg 5 ml/kg 20-30 ml/kg/dia 20 ml/kg/dia
Dextrano 70
10-40 ml/kg 5 ml/kg 10-25 ml/kg/dia  5-10 ml/kg/dia
Pentastarch
4-5 ml/kg para  2-3 ml/kg para 5 mi/kg/dia 3 mi/kg/dia
Albumina 25% tratar tratar pode aumentar pode aumentar
hipotenséao hipotenséao com perdas com perdas
continuas continuas
3-5 ml/kg 3-5 ml/kg 20 ml/kg/dia 20 ml/kg/dia
Oxipoligelatina durante 15 durante 15
min, depois 5-  min, depois 5-
15 ml/kg mais 15 mi/kg
lentamente lentamente

Os fluidos coloides sdo solucdes heterogéneas com moléculas de
grande tamanho (>20,000 KDa), como o caso da albumina e ndo sao capazes
de atravessar o endotélio capilar (Pachtinger, 2010; Haskins & Macintire,
2012; Plunkett, 2013; Donohoe, 2015).

Tendo em conta a impossibilidade de movimento para fora do
compartimento intravascular, cerca de 60%-80% do volume administrado
mantém-se neste espaco (comparativamente com 20% a 30% dos fluidos
cristaloides), tornando os fluidos efetivos para uma maior expansédo do volume
sanguineo, reposicdo das perdas proteicas e manutencdo de uma pressao
oncoética estavel com necessidade de administracdo de uma menor quantidade
de fluido (Haskins & Macintire, 2012; Donohoe, 2015).

Os coloides sintéticos redistribuem-se pelo espaco intersticial a uma
velocidade muito mais lenta, em comparagcdo com os cristaloides isotonicos,
permanecendo no espaco intravascular mais tempo, o que ira causar o aumento
da presséo oncotica, conduzindo ao movimento de fluido do espago intersticial
para 0 espaco vascular, tornando a reposicao volémica mais eficiente. A
administragcdo de coloides aumenta o volume de sangue numa quantidade
superior ao total de volume de coloide administrado. Isto significa que a

reposicdo da volémia € possivel com a administracdo de volumes mais
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pequenos (Hughes, 2006; Pachtinger & Drobatz, 2008; Jasani, 2011; Liss,
2012; Mazzaferro, 2013).

O movimento de fluidos entre compartimentos é regulado pelo balanco
relativo da pressdo oncotica e da presséo hidrostatica, em ambos os lados da
membrana semipermeavel da vasculatura. O tamanho da particula, o tamanho
dos poros da vasculatura e a carga da particula também sdo considerados
fatores que podem influenciar o movimento ou retencdo de uma particula dentro
do espaco vascular e intersticio (Al-Khafaji & Webb, 2004; Hughes, 2006; Boag,
2011; Mazzaferro, 2011; Rudloff, 2012; Mazzaferro, 2013).

A administracdo de solu¢Bes coloides esta indicada quando o valor de
proteina total € inferior a 3,5-4,5 g/dL e/ou quando a pressdo oncatica é inferior
a 15 mmHg ou quando h& probabilidade de diminuicdo desta com a
administracdo de fluidos cristaloides (Pachtinger, 2010; Haskins & Macintire,
2012).

Os fluidos cristaloides podem ser administrados conjuntamente com
estas solugdes, de modo a diminuir o seu volume de infuséo e obter uma melhor
correcdo da hipovolemia e da reposicéo das perdas (Donohoe, 2015).

Apesar da utilidade das solucdes coloides, deve ter-se em atencao a
possibilidade da libertacdo de histamina quando administrados em gatos e o
risco de reacdes do tipo anafilaticas (Liss, 2012; Donohoe, 2015).

E fundamental a monitorizacdo atenta do animal sob esta terapia, ja que
ndo se pode confiar na determinacdo dos tempos de coagulacdo nem da
densidade urinaria, uma vez que estes parametros estdo falsamente
aumentados (Haskins & Macintire, 2012; Donohoe, 2015).

As solucdes coloides sdo Uteis durante o tratamento de condicbes
associadas a hipovolémia e ao choque séptico, vasculites, hipoproteinémia,
efuséo pleural, efusédo peritoneal e edema periférico. Uma vez que os coloides
providenciam volume intravascular e os cristaloides corrigem os deficits intra e
extravasculares, a infuséo de coloides é feita frequentemente em combinacao
com cristaloides, durante o choque hipovolémico (Jasani, 2011; Mazzaferro,
2011; Rudloff, 2012; Mazzaferro, 2013).

No quadro 13 encontra-se resumidamente as principais aplicacdes dos

fluidos coloides.
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Quadro 13. Principais aplicacdes dos fluidos coloides (Mazzaferro, 2013).

Coloides

Hidroxietilamido

Gelatinas

Dextranos

Pentastarch

Fluidos de transporte de oxigénio
baseados em hemoglobina

Concentrado de albumina humana

Produtos derivados do sangue

Principais aplicacdes

Aumento da presséo sanguinea
Aumento da pressao oncaética
Aumento de niveis de proteinas totais

Aumento dos niveis de albumina

Aumento da presséo sanguinea

Aumento da pressado oncébtica.

Expanséo rapida do volume vascular
Aumento da presséo sanguinea

Aumento da pressao oncaética

Aumento da pressdo sanguinea

Aumento da pressédo oncotica.

Tratamento de anemia
Aumento da pressao oncaética

Aumento da pressao osmdtica — animais
hipotensos

Melhoria do transporte de oxigénio

Situagbes de hipoalbuminémia
Aumento de proteinas totais séricas
Aumento da presséo oncotica sérica
Aumento de presséo sanguinea

Estados hipovolémicos causados por
hemorragia
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Hidroxietilamido 130/0,4

A familia dos hidroxietilamidos contém diferentes preparacfes com
bastantes pesos moleculares diferentes. As solucdes de hidroxietilamido contém
um polimero sintético de amilopectina, sendo esta molécula de amido altamente
ramificada colocada em suspensdo numa solugdo salina a 0,9% ou numa
solucéo de lactato de Ringer. A natureza ramificada do polimero produz um fluido
gue contém moléculas de varios tamanhos, que vao dos 10 000 aos 1 000
000 Daltons (Da). As particulas do hidroxietilamido tém um peso molecular
superior as dos dextranos. Estas grandes particulas permanecem no plasma dos
pacientes por aproximadamente 36 horas (Driessen et al., 2006; Mazzaferro,
2011; Donohoe, 2012; Liss, 2012; Rudloff, 2012; Mazzaferro, 2013).

Os coloides, como o hidroxietilamido 130/0,4, sdo solucdes a base de
agua com um grande peso molecular, o qual ndo atravessa facilmente a
membrana capilar saudavel. Sdo considerados melhores expansores de volume,
uma vez que 50 a 80% do volume administrado permanece no espaco
intravascular, apés uma hora. Estima-se que causem uma expansao de volume
inicial entre os 70 e os 170% do volume administrado (Aldrige & O’'Dwyer,
2013; Mazzaferro, 2013).

Os coloides séo indicados quando os cristaloides ndo estdo a conseguir
aumentar, com eficacia, a pressao sanguinea e/ou quando os niveis de proteinas
totais ou de albumina estdo abaixo de 3,5 g/dl ou 2,0 g/dl, respetivamente, e a
pressdo oncética se encontra comprometida (Aldrige & O’Dwyer, 2013;
Mazzaferro, 2013).

Os hidroxietilamidos com maior peso molecular podem ser
administrados em doses de 5 ml/kg em cées e 2,5 ml/kg em gatos, durante 5 a
15 minutos, até ao limite de 4 administracdes ou 20 ml/kg, nhuma so infusao
rapida. Os hidroxietilamidos de menor peso molecular, como o cado do HES
130/04, podem seguir doses semelhantes podendo, no entanto, ser
administrados em doses superiores a 20 ml/kg/dia, quando necessario, sem que
ocorra um risco acrescido de coagulopatias (Liss, 2012; Rudloff, 2012).

O HES 130/0,4 é um coloide sintético de ultima geracdo, com um peso
molecular muito baixo. O seu peso médio € de 130 000 Da e pode ser

administrado em grandes doses, até 50 ml/kg/dia. Tem um efeito minimo no
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prolongamento do tempo de coagulagdo (Chan, 2008; Hamimy et al.,
2011; Mazzaferro, 2011; Liss, 2012; Rudloff, 2012).

Alguns animais apresentaram reacoes alérgicas, apos a administracao
desta solugdo. A administracdo de bolos muito rapidamente pode causar a
libertagé@o de histamina em felinos. Esta reacdo é evitada, na maioria dos casos,
se a administracéo do hidroxietilamido for feita, durante um periodo de 15 a 20
minutos. Pacientes que recebam doses excessivas demonstram algum grau de
comprometimento na coagulagao. Este comprometimento nao se tem associado
a hemorragias espontdaneas ou hemorragias clinicamente significativas e,
aparentemente, deve-se a diminuicdo da concentracdo do fator VIl e do fator
de Von Willebrand e também ao efeito diluidor que os hidroxietilamidos exercem
sobre outros fatores de coagulacdo (Al-Khafaji & Webb, 2004; Hughes,
2006; Pachtinger & Drobatz, 2008; Rudloff, 2012; Mazzaferro, 2013).

Cristaloides vs Coloides

Os coloides sdo amplamente utilizados na ressuscitacdo de pacientes
em estados criticos. Existe um debate em curso sobre a eficacia relativa de
coloides em comparacao com os cristaloides.

Foram realizados ensaios controlados aleatorios de fluidos coloides em
comparacdo com fluidos cristaloides, em pacientes que necessitaram de
reposicdo de volume. Nesse estudo ndo houve evidéncia de ensaios clinicos que
demostrassem que a ressuscitacao por coloides reduzia o risco de morte, em
comparacao com a ressuscitacdo com cristaloides, em pacientes com trauma,
gueimaduras ou apos cirurgia. Foi ainda demostrado que o uso de HES pode
aumentar a mortalidade dos pacientes. Os coloides ndo foram associados a uma
melhoria na sobrevivéncia das pacientes, sendo consideravelmente mais caros
gue os cristaloides (Perel, 2013).

Um estudo recente Laszl6 et al., 2017, demostrou que, em eventos de
hemorragia aguda, como o caso de trauma ou de cirurgia, os coloides eram
benéficos, uma vez que a estabilidade hemodinamica poderia ser alcancada
mais rapidamente do que com os cristaloides. Este estudo baseou-se na
comparacdo de uma solucdo coloide (Voluven®, HES) e de uma solugéo

cristaloide (Ringerfundin®, RF) durante um modelo experimental de hemorragia
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e ressuscitagdo guiada pelo indice de volume de acidente vascular cerebral
(AVC).

Pina (2014), no seu projeto de aplicacdo de cuidados anestésicos na
monitorizagdo precoce de situagdes clinicas de hipoperfusdo organica, concluiu,
através dos resultados obtidos pelos métodos de imunohistoquimica (citocromo
C e TUNEL) e de imunofluorescéncia (M30), que os animais tratados com a
solucéo cristaloide (LR) apresentaram menor grau de lesédo, quando comparados
com o0s animais tratados com a solugao coloide (HES 130/0,4) apresentando
valores muitos semelhantes aos animais que n&do foram sujeitos a sangramento
ou a qualquer reposicao volémica. Concluindo assim que o RL possui uma maior
capacidade de prevencdo da lesdo de hipoperfusdo a nivel hepatico, quando
comparado com o HES 130/0,4 e de preservacdo da arquitetura celular em
situacOes de hipoperfusédo, hemorragia e recuperacéo sob anestesia geral.

No figura 26 estdo resumidas as vantagens e desvantagens dos

cristaloides e coloides.

Cristaloides Coloides
Manutencio do < Aumento do volume > Aumento do volume| Alteractes de
equilibrio eletrolitico | intravascular intravascular coagulacao
Regulacéo do pH Efeito pouco Efeito duradouro Reacdes alérgicas
Lo 3 duradouro . -

Figura 25. Relag&o entre as principais vantagens e desvantagens de cristaloides e coloides (Adaptado de Pina,
2014).
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2.3.2. MONITORIZACAO

Apos a instituicdo do plano de fluidoterapia € essencial a realizacdo da
monitorizacdo atenta do animal, adequando a administracdo e o tipo de fluido as
alteracdes do estado clinico do animal (Boag & Hughes, 2007; Plunkett, 2013).

A monitorizagdo basica do paciente sob fluidoterapia passa pela
realizacdo de exames fisicos regulares, particularmente direcionados para
avaliacdo da perfusdo e da hidratacdo e para a detecdo de complicacdes
associadas, como o aumento da frequéncia e esforco respiratérios, a
auscultacdo de estertores compativeis com edema pulmonar, a taquicardia, a
descarga nasal serosa, a quemose, a distensdo da veia jugular ou a formacéao
de edema periférico (Boag & Hughes, 2007; Donohoe, 2015; Silverstein &
Santoro-Beer, 2015).

O objetivo do tratamento do paciente em estado de hipoperfuséo
consiste na otimizacéo das fun¢cdes do sistema cardiovascular. O DC, a PA e o
fornecimento de oxigénio sdo dependentes do volume de sangue e, quando este
é expandido, os parametros cardiovasculares normalizam (Stephen et al., 2006).

A monitorizagéo, as ferramentas de monitorizagdo dos mesmos e um
exame fisico completo sdo de extrema importancia para a estabilizacdo destes
pacientes criticos, uma vez que, fornecem dados importantes da resposta a
terapia (Stephen et al., Barton, 2009).

As alteracBes do peso, do débito urinario, da dor e do estado mental
permitem uma detecado precoce de disfun¢des organicas (Brady & Otto, 2001).

Considerando a elevada percentagem de agua que compde o corpo, a
medicdo do peso corporal mostra-se um parametro Util para a detecdo de
alteracdes de hidratacdo. Assim, o aumento ou diminuicdo do peso corporal
correspondem ao ganho ou perda de fluidos, devendo ter-se em conta que o
ganho de fluidos no animal ndo desidratado pode corresponder a sobrecarga de
volume e o ganho de fluidos no animal que se mantem desidratado pode
corresponder a movimento de fluidos intravasculares para o terceiro espaco, ou
seja, para uma cavidade corporal (espaco pleural, peritoneal ou intersticial) sem
perda de peso associada (Boag & Hughes, 2007; DiBartola & Bateman, 2012,
Donohoe, 2015).
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Os vérios sistemas devem ser monitorizados apés a entrada e
estabilizacdo do paciente. Devem ser realizados diversos testes e exames tais
como o hemograma, gases arteriais, lactato, bioquimicas (creatinina, ureia,
alanina transferase (ALT), albumina, proteinas totais, fosfatase alcalina e
ionograma), medicdo do débito urinério e testes de coagulacdo. A avaliacao do
sedimento urinario permite verificar a existéncia de células inflamatorias,
cilindros e proteinas (Stephen et al., 2006; Hackett, 2011).

A medicdo dos valores de hematdcrito e proteinas totais permite a
avaliacao do grau de desidratacdo/reidratacdo do animal, bem como a detecdo
da necessidade de administracao de fluidos coloides ou produtos sanguineos.
Ja a medicdo dos niveis de eletrélitos permite a detecdo de desequilibrios
eletroliticos e a sua correcao (Boag & Hughes, 2007)

Radiografias abdominais e torécicas, ecografia abdominal e
ecocardiografia podem estar indicadas ap6s a estabilizacdo do paciente
(Stephen et al., 2006, Barton, 2009).

Oxigenoterapia

Por norma, a melhoria da condicao clinica do animal é um meio
suficiente de determinar a resposta do paciente a oxigenoterapia. A melhoria na
cor das mucosas, diminuicdo da frequéncia e do esfor¢o respiratério e reducao
da ansiedade indicam-nos uma resposta favoravel a suplementacéo de oxigénio
(Manning, 2002).

De forma mais objetiva, a monitorizacdo da oxigenoterapia pode ser
realizada através de medicbes dos gases artérias e pela pulsioximetria. A
pulsioximetria € um método simples e ndo invasivo de monitorizagdo constante
ou intermitente da saturacdo de oxigénio (SpO2). Este método estima a
saturacdo da hemoglobina, a oxigenacao do paciente, mas nao avalia o DOz ou

a perfusdo dos tecidos (Manning, 2002).

Gasometria sanguinea

Os gases arteriais medem a PaOz2 e a PaCO2 no sangue arterial e
fornecem informacdes suficientes para determinar a eficacia da troca gasosa, da
suplementacao de O2 e o equilibrio metabdlico acido-base do paciente (Manning,
2002).
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Os parametros avaliados através da gasometria sdo o pH, a PaOz, a
PaCO2 e o bicarbonato (HCOs.). Alguns equipamentos também conseguem

medir eletrolitos, ureia, creatinina e lactato (Pachtinger, 2013).

Sistema cardiovascular

O volume sanguineo € avaliado indiretamente através das medi¢des da
PA, da FC, do débito urinario e do hematdcrito (Brady & Otto, 2001).

Em pacientes em estado de hipoperfusdo e de choque, a determinacao
do volume sanguineo permite-nos determinar a terapéutica a instituir e verificar
a sua eficacia. A perfusdo dos tecidos, o DC e a resisténcia vascular periférica
podem ser avaliadas de forma indireta através da cor das mucosas e do TRC
(Hackett, 2011).

Presséao arterial

A pressédo arterial encontra-se normalmente diminuida em animais
desidratados e a sua medi¢do permite a avaliacdo do DC e da capacidade de
perfusdo vascular e a monitorizacdo de animais em choque (Boag & Hughes,
2007; Donohoe, 2015). A correta avaliacdo do volume sanguineo circulatorio €
realizada através da medicdo da pressdo venosa central, da qual se obtém o
valor da pressao hidrostatica dentro do espaco vascular.

A presséo arterial € definida como a forca que € exercida pelo sangue
na parede arterial e ndo € sinénimo de débito cardiaco (Dias, 2002).

Um animal com insuficiéncia miocardica devido a SIRS e vasoconstricao
causada pela dor ou hipotermia, pode ter um DC muito baixo. Portanto, a
monitorizacdo da pressao arterial deve ser usada em associa¢ao com a historia,
com o exame fisico e com outros parametros de monitorizacdo, para fornecer o
acompanhamento mais rigoroso e avalia¢do do sistema circulatério (Day, 2003).

Embora uma pressao arterial sanguinea baixa (PS < 90 mm Hg, PAM de
60 mm Hg) implique hipoperfusdo grave e requeira tratamento urgente, constitui
um indicador insensivel de hipoperfusdo ligeira a moderada porque 0s
mecanismos homeostaticos do corpo atuam de forma a manter a pressao arterial
sistémica dentro de valores normais, mudando a sua frequéncia cardiaca, o seu
volume de ejecdo e a sua resisténcia vascular sistémica. Além disso, a pressao
arterial sistémica nao é sinébnimo de perfusdo tecidual pois pacientes com DC
baixo, mas com uma vasoconstricdo periférica intensa, podem ter a pressao
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arterial sistémica normal ainda que tenham um fluxo sanguineo tecidual
perigosamente baixo (Boag & Hughes, 2005).

Apesar da medicdo da pressédo arterial ser uma ferramenta valiosa, o
clinico deve ter em mente de que a pressao arterial normal ndo exclui alteracdes

da perfusédo tecidual (Pachtinger & Drobatz, 2008).

Presséo venosa central (PVC)

O valor da PVC reflete alteracbes do volume de sangue venoso central,
capacitancia venosa, funcéo ventricular direita e estado do volume intravascular
sendo relativamente facil de monitorizar, especialmente na pratica hospitalar
(Day, 2003) A PVC ¢ influenciada pelo volume de sangue, pelo ténus venoso,
pela funcdo cardiaca e pela presséo intratoracica (Pachtinger, 2013).

Os valores de PVC normais séo de 0 a 5 cmH20, em animais saudaveis
com volémia normal. Medi¢Bes baixas de PVC (<0 cmH20) sédo normalmente
indicadoras de diminuicdo no volume de fluido intravascular ou podem ser
secundarias a vasodilatacdo. Valores de PVC superiores a 10-12 cmH20 séo
geralmente indicadoras de um risco aumentado de sobrecarga de volume
intravascular ou podem ser observadas em situagdes de efuséo pleural e/ou
insuficiéncia cardiaca direita. Idealmente, a PVC deve ser de 7-10 cmH20. Em
alguns animais a linha base de PVC pode ser superior a 10 cmH20 devido a
dobras no cateter, colocagdo impropria do cateter ou devido a um aumento no
fluido intravascular circulante. Nestes casos, se for necessaria fluidoterapia 1V, a
PVC néo deve ser aumentada em mais de 5 cmH20, a cada 24 horas. Se existir
um risco inerente de sobrecarga de volume intravascular, devem ser
monitorizados entdo os sinais clinicos acima mencionados (Quadro 14)
(Pachtinger & Drobatz, 2008; Mazzaferro, 2013).
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Quadro 14. Interpretacao dos valores de pressao venosa central (Adaptado de
Mazzaferro, 2013).

PVC (cmHz0)

<-2

-2a0

O0ab

5al0

>10

Interpretacéo

Hipovolémia
severa

Hipovolémia

Normovolémia

PVC normal a
ligeiramente
aumentada

PVC aumentada

Causas possiveis

Volume intravascular muito diminuido
Desidratacéo severa
Vasodilatacdo

Medicao imprecisa

Volume intravascular diminuido
Vasodilatagdo

Medic&o imprecisa

Volume intravascular normal

Funcao cardiaca direita normal

Pode ser normal

Volume intravascular aumentado

Fluxo de entrada diminuido no coracéo direito
(doenca miocardica, tumor cardiaco, efusao

pericardica)

Possibilidade de sobrecarga de volume
iminente

Medigcéo imprecisa

Volume intravascular aumentado

Cateter dobrado

Fluxo de entrada diminuido no coracgédo (doenca
miocardica, tumor cardiaco, tamponamento
pericardico)

Sobrecarga de volume intravascular iminente

Medicéo imprecisa
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Pacientes com hipoperfusdo secundaria a hipovolémia sdo suscetiveis
de ter uma PVC baixa, e a sua leitura pode ser bastante util para ajudar a orientar
as taxas de fluidoterapia usadas no tratamento. Ha algumas evidéncias
experimentais de que a hipovolémia aguda pode levar a diminuicdo da
distensibilidade ventricular e venoconstricdo, originando um aumento da PVC.
Assim, é possivel que a medicado da PVC possa ser pouco precisa no paciente
com hemorragia aguda. Num animal que se apresenta em choque secundario a
pancreatite e a SIRS, a PVC deve ser monitorizada o mais rapidamente possivel
(Day, 2003).

Débito urinario

O débito urinario relaciona-se com a capacidade renal de filtracdo e
reabsorcéo dos fluidos, a sua monitorizacdo € uma ferramenta importante para
a avaliacdo do estado de hidratacdo do paciente. Os valores normais variam
entre 1 a 2 mL/Kg/h. A diminuicdo do débito urinario (<0,5 mL/kg/hora) pode
sugerir uma incorreta perfusao ou filtracdo renal, devido a hipotensdo e
hipovolémia, insuficiéncia renal, aumento da reabsor¢do ou causas pos-renais.
O aumento do débito urinério (>2 mL/kg/hora) sugere a presenca de uma doenca
subjacente, devendo adequar-se o volume de administracéo e o tipo de fluido
com a mesma (Boag & Hughes, 2007; Donohoe, 2015).

A densidade urinaria também deve ser medida e avaliada em conjunto
com o débito urinario. Idealmente esta deve ser medida antes da fluidoterapia

para permitir uma avaliacdo mais adequada da funcéo renal (Pachtinger, 2013).

Lactato

A medicdo do lactato permite avaliar a perfusdo dos tecidos e
oxigenacdao, prever a resposta a terapéutica nos pacientes criticos e a avaliacdo
da acidose metabdlica (Sharkey & Wellman, 2013).

A sua medicdo pode determinar a gravidade da doenga, resposta a
terapia e avaliar o prognostico do paciente (Sharkey & Wellman, 2013).

Animais criticos apresentam-se muitas vezes com inadequada entrega
e/ou consumo de oxigénio e/ou com perfusdo diminuida, desenvolvendo
hiperlactatémia e acidémia que refletem a severidade de hipoxia celular
(Laforcade & Silverstein, 2009).
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A hiperlactatémia pode resultar de hipoperfusdo, faléncia hepatica,
sépsis, fluidoterapia com solucbes que contenham lactato, toxinas e
medicamentos. E definida com um valor do lactato acima de 2,5 mmol/L
(Pachtinger, 2013).

A hipoperfusao ligeira est4 associada com niveis de lactato de 3 a 5
mmol/L, hipoperfusdo moderada com niveis de 5 a 7 mmol/L e grave com niveis

gue excedem 7 mmol/L (Boag & Hughes, 2005).

Monitorizacdo e resposta a hipotensado durante a anestesia

A hipotensdo durante a anestesia € uma situacdo bastante comum,
mesmo em animais saudaveis. O primeiro parametro a avaliar deve ser a
profundidade anestésica, uma vez que esta é a causa mais comum de
hipotensdo. Em seguida, para estimar a perfusao tecidular devemos controlar a
pressdo sanguinea. Deve-se ter especial cuidado com o uso de apenas
fluidoterapia para corrigir a hipotensédo anestésica, uma vez que altas taxas de
fluidos podem piorar as complicagdes, mais do que as prevenir (Davis et al.,
2013).

Se uma hipovolémia devida a vasodilatacéo periférica estiver a contribuir
para a hipotensdo do animal anestesiado, devemos proceder de acordo com o

seguinte protocolo (Figura 27) (Davis et al., 2013).
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| profundidade

anestésica e/ou
concentracdo de
anestésico volatil

Regular a dose.
minimizando assim o
risco de sobrecarga
vascular

Terapias auxiliares
farmacologicas

Bolos de cristaloides
isotonicos (ex. LR de
taxa 3-10 ml/kg)
Repetindo sempre
gue necessario

Medic&o da pressédo
arterias a cada 3-5
min

Caso nao haja
resposta

Admin. de coloides IV
lentamente a uma
taxa de

5-10 ml/kg - cées
1-5 ml/kg - gatos

Caso a resposta quer
a cristaloides, quer
coloides nao for
pretendida

Figura 26. Protocolo em casos de hipovolémia devida a vasodilatacéo periférica caso esta contribuia para
a hipotensédo do animal anestesiado (Davis et al., 2013).

2.3.3. TERAPIAS AUXILIARES

As terapias auxiliares incluem agentes farmacol6gicos inotrépicos, como

exemplo a dobutamina e a dopamina, farmacos vasopressores, tais como a

epinefrina, a norepinefrina, a fenilefrina e a vasopressina, também conhecida

como hormona antidiurética (Pachtinger & Drobatz, 2008).

Os estudos mais recentes indicam que o0 uso de vasopressores em

conjunto com a fluidoterapia traz vantagens na recuperacdo de pacientes com

choque distributivo (Beloncle, 2013). A presséao arterial, e consequente perfuséo

dos tecidos, pode ser melhorada atraves da utilizacao de agentes hipertensores

(Brady & Otto, 2001).
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2.4. PAPEL DO ENFERMEIRO VETERINARIO EM CASOS DE
HIPOPERFUSAO

A hipovolémia e a hipoperfusao sao frequentemente uma ameaca a vida
dos animais que chegam as urgéncias veterinarias. O exame fisico é o suporte
imediato da avaliagdo da perfuséo tecidular. A identificacdo e tratamento rpidos
de uma perfusédo tecidular anormal e a correcdo da causa subjacente sdo as
chaves para melhorar o prognostico (Pachtinger & Drobatz, 2008; Jasani, 2011).

A fluidoterapia é a intervencgéo terapéutica mais comum nas urgéncias
veterinarias. A compreensédo das indicacdes para o uso de fluidos, dos tipos de
fluidoterapia disponiveis e do protocolo mais apropriado para a sua
administracdo é crucial, tanto para maximizar o beneficio, como minimizar o
potencial maleficio associado ao uso desta terapia (Jasani, 2011).

A hipovolémia é uma das indicacdes mais comuns para o0 uso de
fluidoterapia e é fundamental perceber a sua fisiopatologia, bem como realizar
previamente uma completa avaliacdo clinica para administrar os fluidos
apropriados (Jasani, 2011).

O exame fisico no qual o Enfermeiro Veterinario (EV) participa,
auxiliando o Médico Veterinario (MV), deve incluir a verificagcdo dos parametros
de hidratacdo e perfusdo, assim como procurar quaisquer outras complicacées
da fluidoterapia, tais como edema, flebites e extravasamento de fluidos (Aldrige
& O’Dwyer, 2013).

Além dos parametros de hidratacéo e perfusao, também o peso corporal,
0 débito urinario, a pressao arterial e a pressao venosa Sao parametros cruciais
na avaliacdo da monitorizacéo do paciente (Aldrige & O’'Dwyer, 2013).

O EV auxilia 0 MV na deciséo sobre qual o melhor fluido, qual o melhor
plano de fluido que deve ser executado, discutindo com ele os prés e contras de
cada protocolo. Apos a decisdo do melhor plano de fluidoterapia, o EV pode
realizar o acesso venoso mais indicado e escolhido pelo MV (Aldrige & O’Dwyer,
2013).

O EV tem um papel crucial na monitorizacdo de pacientes sob cirurgia,
estando sempre atento ao estado clinico do animal, sempre que ocorra alguma

alteragcéo dos parametros (Aldrige & O’'Dwyer, 2013).
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O EV esta presente e proximo do animal, acompanhando-o desde que
ele entra até que sai da clinica. O EV se conhecedor dos parametros de perfuséo
e de hidratacdo, permite contribuir em muito no controlo da hipoperfusdo dos
pacientes encontrados nos CAMV, e ajudando a diminuir as taxas de morbilidade
e mortalidade.
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3. PARTE PRATICA
3.1. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo, consistiu ha comparacdo do efeito de dois
fluidos o lactato de Ringer (LR) e do Hidroxietilamido 130/0,4 (HES) na perfusao
intestinal de um animal submetido a anestesia geral e posterior hemorragia
provocada, seguido de reposicdo volémica com cada um destes fluidos, um
cristaloide e um coloide, respetivamente.

Para atingir este objetivo recorreu-se ao modelo suino, tentando
mimetizar-se as circunstancias presentes nos casos de perdas de sangue
agudas, particularmente durante intervencgdes cirdrgicas sob anestesia geral
(Direccao Geral de Veterinaria, Portugal; numero de aprovacdo DGV000228).

A fim de avaliar as diferencas entre estes dois fluidos, foram utilizados
métodos de detecdo de lesdes histopatoldgicas, através da coloragcéo de rotina
de hematoxilina e eosina, e métodos de detecdo de fenbmenos apoptéticos,
designadamente, métodos de imunohistoquimica (Citocromo C e TUNEL) e de

imunofluorescéncia (M30).
3.2. MATERIAL E METODOS

Este estudo envolveu dezoito porcos de raca Large White, com trés
meses de idade, provenientes de uma suinicultura autonoma (Unidade de
Suinicultura da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro. Vila Real,
Portugal). Os animais foram selecionados aleatoriamente 30 dias antes do inicio
do estudo, alojados separadamente e com acesso ad libitum a comida e agua,
sendo submetidos a interacdo gradual entre humanos, afim de reduzir o stresse
e proporcionar a familiarizacdo. Nesse periodo efetuou-se ainda a
desparasitacao.

Um dia antes da realizagdo do protocolo anestésico, os animais foram
submetidos a jejum durante a noite, com acesso livre a agua.

Os dezoito porcos foram submetidos a anestesia total intravenosa (TIVA)
com propofol e remifentanil, durante a qual, foram realizados os procedimentos
de monitorizacdo e hemorragia provocada.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos, os quais

diferiam apenas nos seguintes aspetos:
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Grupo controlo — constituido por seis porcos submetidos a TIVA, sem
qualquer reposicao volémica,

Grupo 1 — construido por seis porcos que receberam uma solucéo IV de
RL, vinte minutos apos o final da hemorragia passiva;

Grupo 2 — constituido por seis porcos que receberam uma solucéo IV de
HES 130/0,4, vinte minutos apos o final da hemorragia passiva.

A todos os animais do grupo 1 e do grupo 2, foi removido, de forma
passiva, um total de 25 ml/kg de sangue, a partir da artéria femoral, durante 20
minutos. Apos um periodo de espera de mais 20 minutos, o volume intravascular
foi reposto, usando RL, numa dose de 25 ml/kg, no caso do grupo 1 e HES
130/0,4, numa dose de 20 ml/kg, no caso do grupo 2 com taxa de infusdo, em
ambos os grupos, de 999 mi/h.

ApGs a reposicdo volémica, 0os animais permaneceram anestesiados por
um periodo de 1 hora. O grupo controlo foi submetido a procedimentos
semelhantes aos restantes, a excecdo de sangramento e da reposi¢cao volémica
(Figura 28).

Grupo controlo
26, .. 96
(), Inicio da " ? Eutanasia
anestesia
At — P
[ 1 120 min I l
Grupo 1
7 o ’ 9 aﬂanmencio q A
Remog:éo Periodo Eu!
de sangue de espera de anestesia (] ) anasia
A gy -I
L 20 min }J—i 20 min 'J—-l 20 min }—I _60 min ll |
": @ Remogao 3 0 Periodo i @ HES ‘i ananuten;ao “a @ it
de sangue de espera 130/0,4 V' de anestesia ’

we —
T 1
l-' 20 min ’J-( 20 min )J—l 20 min 60 min I

Figura 27. Cronograma de procedimentos realizado em cada grupo de animais neste projeto.
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3.2.1. ANESTESIA, MONITORIZACAO E EQUIPAMENTO

Trinta minutos antes do inicio da inducdo anestésica todos 0s porcos
foram pré-medicados com azaperona por via IM, numa dose de 4 mg/kg
(Stresnil®).

ApGs a pré-medicacéo foi colocado um cateter de 22G na veia auricular
direita para administrar farmacos e fluidos. Foi utilizada uma torneira de trés vias
para ligar o cateter intravenoso ao sistema de fluidos de manutencdo e ao
sistema de administracdo de propofol 1% (Fresenius Kabi, Bad Homburg,
Germany) e remifentanil, numa dose de 20 pg/ml (Ultiva ®, GSK, Midlessex, UK).
Foi utilizada uma bomba de infusdo Braun (Braun, Melsungen, Germany) para
efetuar a administracdo de fluidos a uma taxa de infusdo constante de 6 ml/kg/h
+ 1 ml/kg/h, por cada kg, acima dos 20 kg de peso, durante o total de periodo de
estudo. O propofol e o remifentanil foram administrados usando duas bombas de
seringa Asena GH (asena GH, Alaris Medical Systems).

A inducédo da anestesia foi feita com um bolo de propofol, na dose de 4
mg/kg.

De seguida, procedeu-se a entubacdo endotragqueal com um tubo
endotraqueal de 6,5 mm. Os porcos foram ventilados mecanicamente com ar +
O2 (com um volume tidal de 10 ml/kg, a uma taxa respiratoria de 12 a 14 mrm e
uma taxa expiratéria de 1:3, com correcdes na concentracdo de CO: da
expiracao (EtCO2) com o objetivo de alcancar uma PaCO2 de 404 mmHg).

Apos a inducdo da anestesia, iniciou-se uma infusdo intravenosa
continua de propofol a uma taxa de 15 mg/kg/h, que néo foi alterada até ao final
do estudo. Simultaneamente, iniciou-se a infusdo continua de remifentanil, a
uma taxa de 0,3 pg/kg/h.

Foi colocada uma sonda de medicdo de saturacdo periférica de O:2
(SPO2) na lingua dos animais e o ritmo cardiaco foi monitorizado por trés
elétrodos de ECG, colocados de acordo com o recomendado pela Academy of
Veterinary Cardiology Committe.

ApoOs alcancar uma anestesia estavel, foram feitos procedimentos
cirirgicos a fim de colocar cateteres venosos e arteriais do seguinte modo
(Figura 29):
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Monitorizag&o invasiva continua da pressao

Artéria femoral esquerda sanguinea

Artéria femoral direita

Realizacao de hemorragia passiva
(cateter 16G) ¢ glap

Regido cervical ventral Saturacao de O2 no sangue venoso (SVjO2)

esquerda
PVC e DC

Figura 28. Procedimentos cirdrgicos realizados.

Na regido cervical ventral esquerda foi recolhida a informagéao sobre a
SVjO2, através da colocagcdo de um cateter 6tico de Swan-Ganz 7F (Edwards,
Life Sciences, Irvine, California) no sinus petrosus ventralis, através da veia
jugular interna, foi também ainda recolhida informacéo sobre a PVC e o DC na
artéria pulmonar, medido através de um método de termodiluicdo, colocando um
cateter de Swan-Ganz 7F pela veia jugular externa esquerda.

Foi utilizado um monitor S/5 Datex (Datex-ohmeda, Helsinki, Finland)
para recolher toda a informacédo hemodinamica e ventilatoria. Adicionalmente, a
SVjO2 foi analisada com recurso ao monitor Oxymetrix 3 (Abbott Laboratories,
North Chicago, USA) ligado ao monitor S/5 Datex.

A informacao eletroencefalografica foi recolhida usando o monitor
Aspect Medical A-2000XP BIS (Aspect Medical Systems, Newton, MA, USA),
através de um elétrodo cutaneo, colocado de acordo com as instru¢cdes do
fabricante (Aspect Medical Systems, Newton, MA). O indice de qualidade de
sinal (IQS) e a taxa de supressao foram monitorizados continuamente.

Todos os monitores foram ligados, via ligacdo RS-232, a um computador
com o software RugLoop Il Waves®, desenvolvido por Tom De Smet (Demed
ENgineering, Temse, Belgium). Este software foi usado para gravar e armazenar
toda a informacdo relativa a hemodinamica, ventilacdo e eletroencefalografia, a
cada 5 segundos. As bombas de seringa utilizadas para administrar o propofol e

o remifentanil foram também controladas pelo software RugLoop Il Waves®.
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3.3. PROTOCOLO CLINICO

Apoés efetuados todos os procedimentos de monitorizacdo, a taxa de
infusdo de remifentanil foi alterada para uma infusdo constante de 0,2 pg/kg/h e
manteve-se inalterada durante todo o periodo do estudo. A taxa de infusdo do
propofol permaneceu em 15 mg/kg/h, desde o final da inducdo anestésica.

Antes de iniciar as hemorragias, foi recolhida uma amostra de sangue
venoso de cada porco para analise hematologica e bioquimica.

Apébs terminados todos os processos de monitorizagcdo necessarios e
antes de iniciar a hemorragia, o DC foi medido, usando o método de
termodiluicdo do Datex S/5. Posteriormente, foram removidos 25 ml/kg de
sangue de cada porco, a partir da artéria femoral direita, durante
aproximadamente 20 minutos.

No final da hemorragia foi realizada outra medicdo do DC e foram
administrados os fluidos, lactato de Ringer, no grupo 1 e HES 130/0,4, no grupo
2, 20 minutos apos a hemorragia, a uma taxa de infusdo de 999 ml/h, usando
uma bomba de infusdo Braun (Braun, Melsungen, Germany).

O volume de HES 130/0,4, para a reposi¢ao volémica foi administrado
numa dose de 20 ml/kg; a dose de lactato de Ringer foi 25% superior a
administrada de HES, ou seja, 25 ml/kg. Estes volumes foram administrados
atraves da torneira de trés vias associadas ao cateter de Swan-Ganz colocado
na veia jugular externa.

As infusdes de propofol e remifentanil foram mantidas por uma hora,
apos o final da reposicdo volémica, ao fim da qual os animais foram
eutanasiados, com recurso a cloreto de potassio intravenoso, tendo sido colhidas
amostras para analise histopatolégica posterior.

3.3.1. ANALISE HISTOPATOLOGICA

ApoOs eutanasia dos animais foram recolhidas amostras de todos os
orgaos, sendo que, no presente estudo foram contempladas apenas amostras
da porcdo descendente do duodeno, jejuno meédio e ileo, trés centimetros
proximais a abertura ileo-cecal. O mesentério foi removido das amostras e cada

segmento foi aberto ao longo do seu comprimento, enxaguado suavemente
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numa solugéo de cloreto de sédio a 0,9% e imediatamente fixado com recurso a
formol tamponado a 10%, por um periodo ndo superior a 48 horas.

A fixacdo consistiu na colocacdo das amostras obtidas num liquido
fixador que insolubiliza as proteinas celulares responsaveis pela estrutura das
células e dos tecidos, permitindo-lhes manter a sua forma e estrutura, bem como
a sua composicao quimica, o mais proximo possivel do estado vivo.

Apos a fixacdo das amostras, efetuou-se a o processamento de tecidos,
o qual culmina com a impregnacao do corte por um material capaz de Ihe conferir
uma consisténcia rigida, tendo sido usada a parafina.

No processamento ocorreu a desidratacao dos tecidos, que consistiu na
remocao do fixador aquoso, utilizando concentracdes crescentes de alcool, a
diafanizacdo dos tecidos, que consistiu na utilizacdo de um solvente organico
intermediério, o xilol, o qual provoca também a clarificacdo dos tecidos. No final
do processamento ocorreu entdo a impregnacao propriamente dita, em parafina
e previamente fundida, a uma temperatura aproximadamente de 60°C. O calor
provocou a evaporacao do xilol e os espacos intratecidulares foram preenchidos
pela parafina que os endureceu (Figura 30 — A).

Apos a realizacéo do processamento dos tecidos foi realizada a inclusao
dos tecidos (Figura 30 — B). Neste processo os tecidos foram definitivamente
envolvidos em parafina, utilizando moldes metdlicos retangulares cheios de
parafina fundida, posteriormente arrefecidos, o que permitiu a obtencdo de
blocos de parafina com os tecidos no seu interior (Figura 30 — C).

Os blocos rigidos de parafina foram entéo levados a um micr6tomo, no
qual sdo encaixados, orientados e seccionados por uma lamina de aco,
resultando um conjunto de cortes unidos — ténia, com aproximadamente 3um de
espessura (1um = 0,001mm) (Figura 30 - D).

De forma a corrigir o enrugamento resultante da presséo provocada pelo
corte, os cortes foram colocados em banho-maria, a 42°C, para distenderem
(Figura 30 — E). As seccdes flutuantes foram depois recolhidas para uma lamina
de vidro a qual aderem por efeito da secagem.

Por fim as seccdes histologicas foram submetidas a um banho de xilol
durante 15 minutos para desparafinacéo, tendo-se em procedido seguidamente

a passagem por concentracdes decrescentes de alcool para hidratacao,
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comecando com o alcool a 100%, durante 10 minutos e, posteriormente 5

minutos em cada um dos restantes (96%, 80% e 70%) (Figura 30 — F).

Figura 29. Anadlise histopatoldgica. A — Processador. Equipamento que realiza, de modo automatico, os
passos de desidratagdo, diafanizagdo e impregnacgéo; B — Bancada de inclusdo; C — Blocos de parafina
com tecidos incluidos no interior; D — Corte de blocos de parafina no micrétomo; E — Sec¢des "enrugadas”
colocadas em banho-maria; F — Equipamento que realiza, de modo automatico o processo de
desparafinacéo e hidratacdo das secg¢es histolégicas, adaptado Labpat.

Os cortes histologicos destinados as técnicas imunohistoquimicas,
foram submetidas a inibicdo da peroxidase enddégena com perédxido de
hidrogénio (H202) a 3% em metanol, por um periodo de 30 minutos, a
temperatura ambiente, sob agitacdo continua.

Apés a realizacao da inibicao da peroxidase enddgena, foram realizadas

3 lavagens em solucéo tampé&o TBS (Tris Buffered Saline, pH=7,4).
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3.3.1.1.C
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Apbs a hidratacdo, os cortes foram submetidos a uma solucdo corante
bésica/ corante nuclear — hematoxilina de Harris — durante 8 minutos, seguindo-
se uma lavagem em agua tépida, durante 10 minutos. Foi usada eosina alcodlica
a 1 % como corante contraste, na qual permaneceram durante 6 minutos (Figura
31).
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Hemal—tg)r(rli“sna de Agua tépida Eosina 1%
(8 minutos) (10 minutos) (6 minutos)
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Figura 30. Coloragédo de rotina com hematoxilina e eosina.

Para finalizar, os cortes passaram pelo procedimento inverso ao inicial,
a fim de desidratarem novamente. Duas passagens por alcool a 96%, uma com
a duracao de 10 minutos, a outra de 5 minutos, em seguida por alcool a 100%,
também 2 ciclos de 5 minutos, e para concluir um ciclo de 5 minutos em xilol
(Figura 32).

Alcool Alcool Alcool Alcool Xilol
96% 96% 100% 100% _
(10 min) (5 min) (10 min) (5 min) (5 min)

Figura 31. Processo de desidratagéo.

No final do processo as prepara¢6es foram montadas com recurso a um
meio de montagem permanente (Entellan®) e lamelas.

Todas as secc¢Oes histologicas coradas por H&E foram observadas por
dois patologistas independentes para avaliagdo de diversas variaveis
morfologicas, que incluiram: congestao, hiperémia, hemorragia,
degenerescéncia celular, infiltrado inflamatorio, edema, classificacdo de

descamacao epitelial e necrose.
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3.3.1.2.C
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A detecdo do citocromo C citosdlico é utilizada para identificar células
em apoptose, uma vez que este € um fator necessario para a ativacdo da
apoptose. O citocromo c localiza-se no espaco mitocondrial intermembranario,
quando a célula entra em stress oxidativo, decorrente de uma situacdo de
hipoperfusdo, vai ocorrer a transicdo de permeabilidade da mitocondria,
resultando na libertacdo de citocromo ¢ e na consequente ativacdo da via
mitocondrial de apoptose.

A avaliacdo da presenca do citocromo c citosélico foi feita por
imunohistoquimica, utilizando o anticorpo Cytochrome C (C20): sc-8385 (Santa
Cruz Biotechnology, Inc.), através do complexo estreptavidina-biotina (Immuno
Cruz TM goat LSAB Staining System: sc-2053).

O tratamento de recuperacdo antigénica foi executado em microondas,
com uma solucéo de tampéao citrato de pH 6,0. Foram realizados 3 ciclos, dois
de 5 minutos e um de 3 minutos a uma poténcia de 850 W, sendo que, entre

cada ciclo, foi feito um breve arrefecimento (Figura 33).

Tampao
citrato +
tecidos
- o > 850 W
ﬂm’-‘* > 3 ciclos x 5 min
> Arrefecimento intermédio

Figura 32. Tratamento de recuperagéo antigénica para citocromo c.
Entre cada ciclo foi adicionado uma pequena quantidade de agua
destilada, de modo a evitar a secagem das laminas. Ao fim dos 3 ciclos, foi feito
um arrefecimento de 25 minutos, apés o qual se realizaram trés lavagens em

tampédo TBS. Efetuou-se a secagem da area ao redor da amostra e delimitacao
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do tecido com uma barreira hidrofébica, para evitar o vazamento da solugao
aplicada posteriormente.

As preparacbes foram colocadas em camara hamida vertical, a
temperatura ambiente, tendo-lhes sido aplicadas 2 gotas de solucao de bloqueio
de soro, por um periodo de 10 minutos.

No final desse periodo, foi feita a incubacdo do anticorpo primario
(Cutochrome ¢ (C20): sc-8385), a uma diluicdo de 1:1500, deixando-se a incubar
durante toda a noite (overnight), a temperatura ambiente. A diluicdo foi realizada
utilizando uma solucdo de diluicdo para anticorpos (Diluente de anticorpo,
Zytomed).

Posteriormente, foram efetuadas 3 lavagens em solucédo tampao TBS,
durante 5 minutos, seguindo-se a incubac¢do do anticorpo secundario biotinilado,
por um periodo de 30 minutos, a temperatura ambiente.

Removeu-se o anticorpo secundario com 3 lavagens de 5 minutos com
TBS, a seqguir a qual se fez a incubacédo do complexo enzimatico estreptavidina
biotina, por um periodo de 10 minutos, com novos 3 ciclos de lavagem de 5
minutos com TBS no final da mesma.

A revelacdo foi efetuada com substrato DAB durante 5 minutos, a
temperatura ambiente, tendo sido interrompida através da imersdo em solucéo
tampao e posterior lavagem em agua tépida durante 10 minutos.

O protocolo realizado na técnica imunohistoquimica de citocromo C esta

descrita na figura 34.

Incubacéo do

A - 2 gotas de solucéo anticorpo primario
Camara himida bloqueio de soro 1corpo p
vertical (10 min) Diluicdo 1:1500
(Overnight)
Incubacéo do
Lavagem em TBS anticorpo Lavagem em TBS

(3 x 5 min) ~secundario (3 x 5 min)
biotinilado (30 min)

Incubacéo do

complexo Lavagem em TBS Substrato DAB
enzimatico . _
estreptavidina (3 x5 min) (5 min)

Figura 33. Protocolo realizado na técnica imunohistoguimica de citocromo C.
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Por ultimo, foi feita a desidratacao (Figura 32) e montagem das laminas,

num processo igual ao utilizado na coloragéo de rotina H&E.

3.3.1.3.T
UNE

O método TUNEL (Terminal Dupt Nick End-Labeling) deteta a
fragmentacao do DNA das células que ocorre nos estagios tardios da apoptose.
Neste estudo, o tecido intestinal foi coletado aproximadamente 90 minutos apés
o estimulo apoptético. Sendo assim, a possibilidade da ocorréncia da
fragmentacdo do DNA durante este periodo de estudo é limitada.

A detecdo da apoptose com base na capacidade enzimética da
deoxinucleotidil transferase terminal (TdT) para -catalisar uma adicdo
independente de modelo de trifosfato de nucleétidos as extremidades 3’ — OH de
DNA de cadeia dupla ou de cadeia simples foi realizada neste estudo, utilizando
o In Situ Cell Death Kit Detection, POD (Cat. No. 168817910, Roche, Manheim,
Germany), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante.

Neste protocolo, a semelhanc¢a do que foi feito na técnica citocromo c, o
tratamento de recuperacdo antigénica foi executado em microondas, com uma
solucéo de tampéo citrato de pH 6,0 (Figura 6).

Foram também realizados dois ciclos de 5 minutos e um ciclo de 3
minutos a uma poténcia de 850 W, sendo que entre cada ciclo foi feito um breve
arrefecimento, adicionando uma pequena quantidade de agua destilada, de
modo a evitar a secagem das laminas. Apos o final dos trés ciclos, foi feito um
arrefecimento de 25 minutos, apds o qual se realizaram 3 lavagens em tampéo
TBS, efetuou-se a secagem da area ao redor da amostra e delimitacdo do tecido
com uma barreira hidrofébica, para evitar o vazamento da solucdo aplicada
posteriormente.

As laminas foram colocadas em camara humida horizontal, onde foram
encubadas com 100 ul de solucdo enzimatica (TdT) (a diluicdo ideal para esta
mistura enzimatica foi de 1: 2,5) por um periodo de 90 minutos a 37 °C. O passo
de incubacao com a mistura de TdT ndo foi realizada no controle negativo, este

foi submetido ao tratamento com solugéo rotulo.
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Posteriormente, foram realizadas 3 lavagens em solugéo tamp&o, com a
duracédo de 5 minutos cada. No final das lavagens foi feita uma nova incubacéao,
desta vez com a solugcédo Converter-POD (anticorpo antifluoresceina, fragmento
Fab de ovelha), durante 10 minutos, a temperatura de 37°C, também em camara
hamida. No final desta incubacéo, foram feitas cinco lavagens de 5 minutos com
solucdo tampdo. Nesta etapa foi possivel a observacdo da reacdo da
imunoperoxidase por microscopia de luz.

Para concluir a técnica, foi feita a revelagdo com substrato DAB, por um
periodo de 5 minutos, a temperatura ambiente. Findo este tempo, a reacao foi
terminada com recurso a lavagem com solucdo tampéo e, posteriormente,

lavagem abundante com agua tépida (Figura 35).

Incubacéo de 100 pl
) solugdo enzimatica
Camara humida (TdT) Lavagem em TBS

hotizenta Diluig&o 1:2,5 (3 x.5 min)
(90 min a 37°C)

Incubacéo de solucdo
Converter - POD

(10 min a 37°C)

Lavagem em TBS Substrato DAB
(3 x 5 min) (5 min)

Figura 34. Protocolo realizado na técnica imunohistoquimica de TUNEL.

A coloracgao nuclear de contraste foi feita com hematoxilina de Harris por
um periodo de 10 minutos, seguida de lavagem em agua corrente durante mais
10 minutos. Para terminar o processo foi efetuada a desidratagdo em banhos de
alcool, em concentracdes crescentes, e montagem das laminas a semelhanca

do realizado para a H&E (Figura 32).

3.3.1.4.M
30

O ensaio da imunofluorescéncia M30 CytoDeath® Fluorescein (Roche,
Manheim, Germany) foi utilizado neste estudo, como método complementar para
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a detecdo da apoptose, tendo sido ligeiramente ajustado ao caso especifico do
tecido utilizado neste estudo, com a colaboracao do protocolo do fabricante.

O anticorpo M30 € constituido por um anticorpo monoclonal de rato
(anticorpo monoclonal, clone M30, IgG2b, rato) que interage com 0 neoepitopo
que se forma apds a clivagem da citoqueratina 18 por parte da caspase, durante
0 processo de apoptose. Este anticorpo ndo marca células vivas, uma vez que
nestas, 0 neoepitopo de citoqueratina 18 ndo é detetavel, sendo que células
vidveis ou necroticas vao ser negativas ao teste.

O tratamento de recuperacdo antigénica foi feito com recurso ao
microondas, tal como nas técnicas anteriores, usando solucéo de tampao citrato
de pH 6,0. No entanto, foram feitas algumas alteracdes ao tempo e poténcia
utilizados. Inicialmente, o tampao citrato foi pré-aquecido no microondas a 850
W, até entrar em ebulicdo, ap6s a qual foram induzidos os cortes de tecido no
tampéao e este colocado novamente a mesma poténcia no microondas (850 W)
até nova ebulicdo. Assim que este ponto foi atingido, diminuiu-se a poténcia do
microondas para 100 W e deixou-se incubar durante 15 minutos. No final, deixou-
se arrefecer a solugdo tampdao por 5 minutos a temperatura ambiente (Figura
36).

- Tampdao
citrato

> 850 W

& remus > Até entrar em ebulicdo

Tampao
citrato +
tecidos

: >  850W

> Até entrar em ebulicdo

citrato +
tecidos

o 9 > 100w

Figura 35. Pfocésso de recuperagao antigénica para uso do anticorpo M30.

Tampéo E

|
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Apos o arrefecimento, foram feitas 3 lavagens em solucao tampéo PBS,
deixando-se no final incubar nesse mesmo tampéo durante 2 minutos. Em
seguida foram blogqueadas as secc¢bes de tecido com solugdo de bloqueio,
durante 10 minutos, a temperatura ambiente. Removeu-se o0 tampdo de
incubacéo no final do tempo e adicionaram-se 100 pl da solu¢cdo com o anticorpo
e deixou-se incubar durante 60 minutos, em camara humida, a temperatura
ambiente. Terminada a incubacgé&o, foram feitas cercas de 30 lavagens com
tampao de lavagem (Figura 37).

Incubacdo em PBS

Lavagem em PBS }
(2 min)

(3%)

Solugédo bloqueio
(10 min)

Incubacéo de 100u de
anticorpo em camara
hamida
(60 min, temperatura
ambiente)

Lavagem em PBS
(30 x)

Figura 36. Processo de incubacéo do anticorpo M30.

No final destas lavagens, as laminas foram montadas com uma solucao

prépria para imunofluorescéncia e observadas ao microscopio.

Todas as secc¢des histologicas foram avaliadas através da observagao
com 0 microscopio Zeiss Axiplan 2 e as imagens foram adquiridas através da
camara digital microscopica Leica DFC450, nos casos das técnicas de
hematoxilina e eosina, citocromo ¢ e TUNEL, ou através da camara digital

microscopica Axiocam MRM VER 3, no caso da técnica M30. O processamento
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das imagens foi efetuado com o software LAS Advanced Analysis (Bundle No:
12730448) e Zen 2012 (Host ID: 16546675564), respetivamente.
Todas estas variaveis morfolégicas analisadas com recurso a coloracao

de H&E foram semiquantificadas numa escala de 0 a 3, em que 0 corresponde

a auséncia da lesdo, 1 a sua presencga discreta ou focal, 2 & sua presenca

-—

Presenca
discreta ou

Auséncia de

Presenca L Presenca
lesdo

focal moderada intensa

Figura 37. Escala semiquantificativa usada na técnica H&E.

moderada e 3 corresponde a sua presenga intensa (Figura 38). No final foi
atribuido um score a cada lamina, isto €, o somatoério de todas as variaveis
analisadas (Quirezze et al., 2006; Figueira, 2007).

As lesdes da mucosa foram classificadas com base na sua severidade,
de acordo com Chiu et al., (1970), variando de grau 0 — mucosa normal — até
grau 5 — desintegracao da lamina propria, com presenca de hemorragia e Ulceras
(Figura 39). No final foi atribuido um score a cada lamina, isto €, o somatdrio de

todas as variaveis analisadas.

Grau 0
*Mucosa normal

Grau 1

*Desenvolvimento de um espaco subepitelial - espaco de Gruenhagen - normalmente no
topo das vilosidades e presenca de congestdo nos capilares

Grau 2

*Extensdo do espaco subepitelial com descamacdo moderado da camada epitelial em
relagcdo a lamina propria

Grau 3

*Descamacédo massiva do epitélio em direcdo a base das vilosidades; podendo alguns
topos das vilosidades estar descobertos

Grau 4

*Vilosidades descamadas com exposicdo da lamina prépria e exposicao de capilares
dilatados

Figura 38. Escala de diversos Graus de lesdo de mucosa (Adaptado de Chiu et al., 1970).
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A reacdo obtida com as técnicas de Citocromo C, TUNEL e M30 foi
avaliada por dois patologistas independentes, os quais fizeram uma analise
semiquantitativa da mesma, tendo sido delineada uma escala com 5 niveis,
sendo que: 0 — auséncia de reacao; 1 — reacao deébil; 2 — reacdo moderada; 3 —
reacao intensa; 4 — reagao muito intensa (Figura 40), de acordo com Cheg et al.,
2011 e Fedchenko & Reifenrath, 2014 esta escala foi designada quickscore (Q-
score), baseando-se na quantidade de células positivas e na intensidade da

reacao, na totalidade da lamina em estudo (Quadro 15).

Auseéncia Reacéo Reacéo Reacéo Rrﬁiﬁgo
de reagéo débil moderada intensa intensa

Figura 39. Escala semiquantitativa, utilizada nas técnicas Citocromo C, TUNEL e M30 (Adaptado de Cheng
etal., 2011).

Quadro 15. Q-Score (Adaptado de Cheg et al., 2011 e Fedchenko & Reifenrath,

2014).
A- % células positivas B- Intensidade de reacéo AXB — Q-score
0 = sem células positivas 0 = néo reacgéo 0 — 1 = negativo (0)
1=<25% 1 =reacdo débi 2 — 3 =débil (1)
2=25-50% 2 = reacéo moderada 4 — 8 = moderada (2)
3=50-75% 3 =reacdo intensa 9 — 12 =reacéo intensa (3)
4=>75% 4 = reacdo muito intensa >12 = reacdo muito intensa

4

Posteriormente, nas reacbes de TUNEL e M30 foi ainda utilizada uma
férmula de calculo aplicada a 10 campos de maior ampliacdo (40x) por cada
lamina, tendo por base a quantidade de células positivas e a intensidade da
reacao obtida, sendo automaticamente atribuido um score a cada animal (H-
score), o qual varia ente 0 0 e 0s 400, onde O corresponde & auséncia de reagao
na totalidade das célula, entre 0 e 100 a um grau lesional baixo, dos 100 aos 200
a um grau lesional médio, entre os 200 e os 300 a um grau lesional elevado. De
300 a 400 corresponde a um grau lesional muito elevado e 400 representa uma
reacdo de intensidade maxima na totalidade das células em avaliagéo (Detre et
al., 1995) (Figura 41 e 42).
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Figura 40. Escala H-Score, utilizada nas técnicas TUNEL e M30 (Adaptado de Detre et al., 1995).

Figura 41. Método de contagem H-Score (Adaptado Pina, 2012).

Nestas técnicas foi ainda avaliado o total de células apoptoéticas
existentes nos 10 campos selecionados, assim como o indice apoptotico,
calculado através da comparacéo entre o total de células positivas e a totalidade
de células contabilizadas (positivas + negativas), sendo este apresentado sob a
forma de percentagem. Os resultados foram divididos em quatro intervalos para
facilitar a interpretacdo. Fez-se ainda a contabilizacdo do niamero de células
positivas (apoptoéticas) existentes em cada milimetro quadrado de tecido
analisado (Kang et al., 2006; Cheng et al., 2014).
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3.4. RESULTADOS
3.4.1. ANALISE HISTOPATOLOGICA
3.4.1.1. COLORACAO DE HEMATOXILINA E EOSINA

A avaliagdo histopatologica do intestino delgado feita com recurso a
coloracéo de rotina de H&E nao revelou diferencas significativas entre os animais
dos trés grupos. Ao avaliar o grau de lesdo observado no conjunto de animais
de cada grupo podemos, no entanto, encontrar algumas diferencas na expressao
de algumas das lesdes avaliadas.

Os parametros histopatologicos qualitativos como o edema, a
congestao, a hiperémia, a hemorragia, a degenerescéncia celular, a necrose, a
inflamacé&o e a descamacéao epitelial foram registadas nos grupos 1 (LR) (n=11),
2 (HES) (n=11) e 3 (Controlo) (n= 6).

O edema (Figura 43 e 44) foi observado em todos os grupos, sendo que
o grau de lesédo discreta ou focal (grau 1) foi o predominante. Foram também
observadas lesbes moderadas (grau 2) em todos os grupos. Apenas foi
observado um animal com leséo intensa (grau 3), no grupo 2, jejuno.

O edema foi significativamente maior no grupo 1, quando comparado
com os grupos 2 e 3 (P <0,01). Ao considerar todo o intestino delgado, os niveis
meédios de edema foram significativamente maiores nos grupos 1 e 2, quando
comparados com o grupo 3 (P < 0,05).

Em relacdo a congestéo, o grau de lesao variou de discreta ou focal a
intensa (Figura 45), sendo o grau de lesdo discreta ou focal (grau 1)
predominante em todos o0s grupos. Foi observado apenas um animal com grau
de lesao intensa (grau 3), no grupo 1, duodeno.

Ao avaliar os niveis de congestdo em todo o intestino delgado, os niveis
médios foram significativamente menores nos grupos 1 e 2, em comparacao ao
grupo 3 (P <0,05).

A hiperémia no grupo 1 esteve ausente em todos as regides do intestino,
tendo sido apenas observado um animal com lesédo discreta ou focal (grau 1) na
regido do jejuno (Figura 45 — D). Nos grupos 2 e 3 o grau de hiperémia variou de

ausente a moderada.
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Em relacdo a hiperémia do intestino delgado, o nivel médio nos animais
em que a reposicao do volume feita com HES 130/0,4 (G2), foi significativamente
maior do que nos animais tratados com LR (P < 0,05), o mesmo nao pode ser
confirmado com o grupo 3.

A hemorragia esteve ausente na maioria dos grupos, apenas foi
observado um animal do grupo 1, ileo com lesdo moderada (grau 2) e outro
animal do grupo 2, também na regiéio do ileo com les&o discreta ou focal (grau
1). Nao foram observadas diferencgas estatisticamente significativas entre grupos
em relagcdo a hemorragia.

Também ndo foram observadas diferencas significativas em relacédo a
degenerescéncia celular, em que os niveis de lesdo variaram de ausente a
intensa em todos 0S grupos.

N&o foram observadas diferengas estatisticamente significativas em
relacdo a necrose, tendo sido apenas observada necrose por coagulacdo
discreta ou focal (grau 1) na ponta de uma vilosidade, num animal do grupo 1,
regido do duodeno.

A inflamac¢do da mucosa intestinal (Figura 46), em todos os grupos e
regides do intestino delgado variou entre moderada a intensa. No duodeno, a
inflamacéo foi significativamente maior nos grupos 1 e 2, em comparacao ao
grupo 3 (P < 0,05). A inflamagé&o no jejuno foi significativamente maior no grupo
2, em comparacao ao grupo 3 (P < 0,05). Em relacdo ao intestino delgado inteiro,
a inflamacéo foi significativamente maior no grupo 2, quando comparado ao
grupo 3 (P < 0,05).

A classificacdo das lesdes histopatoldgicas observadas com recurso da

coloracao de rotina H&E encontram-se registadas no quadro 16.
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Quadro 16. Classificacdo de lesdes histopatologicas observadas com a
coloracao de rotina hematoxilina & eosina.

Grupo 1 (LR) Grupo 2 (HES) Grupo 3 (Cont.)
Grau 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Edema
N Duodeno 1 5 5 0 2 9 0 0 2 4 o0 O
Jejuno 2 8 1 0 2 3 5 1 3 3 0 o0
ileo 2 8 1 0 1 8 2 O 3 2 1 o0
Congestéao
N Duodeno 7 3 0 1. 9 2 O O 2 1 3 o0
Jejuno 7 4 0 O 9 2 0O O 2 2 2 o0
ileo 7 2 2 0/4 6 1 0 0 5 1 o0
Hiperémia
N Duodeno 121 o0 o o 7 3 1 O 5 1 0 o
Jejuno 0o 1 o0 0 9 1 1 0o 5 1 o0 O
ileo 272 o0 o0 0O 8 3 0O 0 4 2 0 O
Hemorragia
N Duodeno 12 0 0 O 11 0o O 0 6 0O 0 O
Jejuno 1127 0 0 0 11 0o o0 o0 +6 0O 0 O
ileo 10 0 1 0O 10 1 0 O 6 0O 0 O
Degenerescéncia celular
N Duodeno 0 4 4 3 |1 2 6 2 1 4 1 O
Jejuno 4 3 4 0 5 3 3 0 O 4 2 0
ileo 7 2 1 1 7 2 2 0 6 0O 0 O
Necrose
N Duodeno 10 1 0 0O 11 0 O o0 6 0O 0 O
Jejuno 11 0 0 0O 11 0 O o0 6 0O 0 O
ileo 127 0 0 O 11 o0 O 0 6 0O 0 O
Infiltrado inflamatério
N Duodeno 0 0 4 7 0 0O 3 8 O 0O 6 O
Jejuno 0 1 8 2 0 0O 4 7 0 0O 6 O
ileo 0 2 7 0 5 1 0 1 0
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Figura 42. Edema na regido da submucosa. Reagédo débil (grau 1) num animal do grupo 2 (A); reagdo
moderada (grau 2) num animal do grupo 1 (B, C); reacao intensa (grau 3) num animal do grupo 2 (D).

Figura 43. Edema com presente dilatacédo dos quiliferos. Reagdo débil (grau 1) num animal do grupo
controlo (A); reagao débil (grau 1) num animal do grupo 1 (B); reagdo intensa (grau 3) num animal do
grupo 2 (C e D).
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Figura 44. Congestédo. Reagdo débil (grau 1) num animal do grupo 2 (A); reagdo moderada (grau 2)
num animal do grupo controlo (B); Reagdo intensa (grau 3) num animal do grupo 1 (C); reacéo débil
(grau 1) com presenca de hiperémia de reacdo débil (grau 1) num animal do grupo controlo (D).

b ANA S LT R A AL W ST P BV R g 9
Figura 45. Inflamacéo. Infiltrado inflamatdrio mononuclear e presenca de congestéo, reacdo moderada

(grau 2) num animal do grupo 3 (A); infiltrado inflamatério mononuclear, reacéo intensa (grau 3) num
animal do grupo 1 (B).
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A descamacéo do epitélio (Quadro 17), foi registado nos graus lesionais

1, 2, 3 e 4 (Figura 47), apenas ndo foram observadas lesdes de grau 5, e ndo

foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre grupos.

Quadro 17. Classificacao das lesdes de descamagao.
Grupo 2 (HES)

Grupo 1 (LR)

Grupo 3 (Cont,)

Grau 0 1 2 3 45 012 3 45 012 3 45

Descamacéo do epitélio

n Duodeno 0 2 43 2 0125300212010
Jejuno 3 52100542 000320100
ileo 5 4 2 0007 310006 00000

moderada (grau 2) num animal do grupo 1 (C); reacao intensa (grau 3) num animal do grupo 1 (D).
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3.4.1.2.C
ITOC
ROM
ocC

A imunorreatividade ao anticorpo Citocromo C foi avaliada em seis
animais de cada grupo, para o duodeno, jejuno e ileo. O grau de intensidade da
imunorreatividade citoplasmatica ao anticorpo Citocromo C variou de reacao
fraca (grau 1) a reacdo muito intensa (grau 4), em todas as regides intestinais
(Figuras 48, 49 e 50).

Em relacdo a intensidade de marcacdo observada no epitélio das
vilosidades, no grupo 1 a intensidade média de coloracao foi intensa (grau 3)
para o duodeno, moderada a intensa (grau 2,5) para o jejuno e intensa (grau 3)
para o ileo.

No grupo 2, a intensidade média foi intensa (grau 3) para o duodeno e
jejuno e reacdo moderada a intensa (grau 2,5) para o ileo.

No grupo 3, a intensidade média foi moderada (grau 2) para o duodeno
e jejuno e intensa (grau 3) para o ileo.

Em relacéo ao intestino delgado inteiro, a intensidade de marcacao foi
intensa (grau 3) no grupo 1, moderada a intensa (grau 2 e 3) no grupo 2 e
moderada (grau 2) no grupo controlo (grupo 3).

N&o foram observadas diferencgas estatisticamente significativas entre os
grupos.

Nos quadros 18, 19, 20 e 21 estdo representadas as médias do Q-score
das regides do intestino delgado, bem como o intestino delgado inteiro nos
diferentes grupos.
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Quadro 18. Média Q-Score regido duodeno.

Duodeno Grupo Controlo Grupo 1 (RL) Grupo 2 (HES)
Porco 1/2(3/4|/5/6|7(8/9|10|11 (12|13 |14 |15 |16 |17 |18
Q-Scrore 2 2 2 2233333 3 3 3 2 4 3 4 4
Média 2,16 3 3,3
Quadro 19. Média Q-Score regiao jejuno.

Jejuno Grupo Controlo Grupo 1 (RL) Grupo 2 (HES)

Porco 12 3 4 5/6 7 89 10 11 12 13 /14 15 16 17 18
Q-Scrore 3 2/3 2112322 2 4 3 3 3 2 2 1
Média ‘2 2,5 3,3

Quadro 20. Média Q-Score regiao ileo.

ileo Grupo Controlo Grupo 1 (RL) Grupo 2 (HES)

Porco 1/2/3/4/5|6 /7 8|9/10|11 12|13 |14 |15 16|17 18
Q-Scrore 4 3 33334333 /3 3 3 /2 3 3 2 2
Média ‘ 3,16 3,16 2,5

Quadro 21. Média Q-Score Intestino delgado.

D Grupo Controlo Grupo 1 (RL) Grupo 2 (HES)

Porco 12 3 4 5/6 7 89 10 /11 12 13|14 15 16 17 18
Q-Scrore 3 232123333 3 3 3 2 3 3 2 2
Média 2,16 3 2,5
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Figura 47. Citocromo C, regido duodeno. Reacdo moderada (grau 2) num animal do grupo 1 (A), e
num animal do grupo controlo (B e C); reagdo intensa (grau 3) num animal do grupo 1 (D e E) e num
animal do grupo 2 (F); rea¢@o muito intensa (grau 4) num animal do grupo 2 (G e H).
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Figura 48. Citocromo C regido jejuno. Reacéo débil (grau 1) num animal do grupo controlo (A) e num
animal do grupo 2 (B); reacdo moderada (grau 2) num animal do grupo 1 (C) e num animal do grupo

2 (D); reacéo intensa (grau 3) num animal do grupo controlo (E), num animal do grupo 1 (F) e num
animal do grupo 2 (G); reacdo muito intensa (grau 4) num animal do grupo 2.
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Figura 49. Citocromo C regiédo ileo. Reagdo débil (grau 1) num animal do grupo 2 (A); reagcdo moderada
(grau 2) num animal do grupo 1 (B) e num animal do grupo 2 (C); rea¢&o intensa (grau 3) num animal do
grupo controlo (D) num animal do grupo 1 (E) e num animal do do grupo 2 (F); reagdo muito intensa num
animal do grupo controlo (G) e num animal do grupo 1 (H).
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3.4.1.3. TUNEL

A detecdo de apoptose pelo método TUNEL foi realizado em seis
animais de cada grupo, duodeno, jejuno e ileo.

Foram observados varios animais negativos pelo método TUNEL em
todos os grupos. A intensidade de reacao nos restantes animais variou de débil
(grau 1) a muito intensa (grau 4) (51, 52 e 53).

No grupo 1 a intensidade média de marcacao foi moderada (grau 2) para
o duodeno e variavel de débil a moderada (grau 1 e 2) para o jejuno e ileo.

No grupo 2, a intensidade média de marcacéo foi varidvel de moderada
a intensa (grau 2 e 3) para o duodeno e moderada (grau 2) para o jejuno e ileo.

No grupo 3, a intensidade média de marcacéo foi de débil a moderada
(grau 1 e 2) para o duodeno, débil (grau 1) para o jejuno e variavel de ausente a
débil (grau O e 1) para o ileo.

Em relacéo ao intestino delgado inteiro, a intensidade de marcacao foi
moderada (grau 2) no grupo 1, intensa (grau 3) no grupo 2 e variavel de débil a
moderada (grau 1 e 2) no grupo controlo (grupo 3).

N&o foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre
grupos.

Nos quadros 22, 23, 24 e 25 estdo representadas as médias do Q-score
das regides do intestino delgado, bem como o intestino delgado inteiro nos
diferentes grupos.

103



Quadro 22. Média Q-Score regidao Duodeno.

Duodeno Grupo Controlo Grupo 1 (RL) Grupo 2 (HES)

Porco 1/2[(3|4]|5 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Q-Scrore 0 3 0 3 4 333 0 0 0 4 3 3 4 1
Média 1,83 2,33 2,5

Quadro 23. Média Q-Score regido Jejuno.

Jejuno Grupo Controlo Grupo 1 (RL) Grupo 2 (HES)

Porco 1 2 3 4 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Q-Scrore 0 03 3 3033 0 0 0 3 0 0 4 4
Média 1 1,5 2

Quadro 24. Média Q-Score regiéo ileo.

fleo Grupo Controlo Grupo 1 (RL) Grupo 2 (HES)

Porco 1(2(3]|4 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Q-Scrore 0 3 2 0 3013 0 3 2 3 3 3 3 0
Média 0,83 1,66 2,33

Quadro 25. Média Q-Score intestino delgado.

D Grupo Controlo Grupo 1 (RL) Grupo 2 (HES)

Porco 1(2(3]|4 7 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Q-Scrore 0 3 3 3 3033 2 3 2 4 3 3 4 4
Média 1,5 2,33 3,33
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Figura 50, TUNEL regi@o duodeno. Reacdo débil (Grau 1) num animal do grupo 2 (A); reacéo
moderada (grau 2) num animal do grupo controlo (B e C); reac&o intensa (grau 3) num animal do grupo

controlo (D) e num animal do grupo 2 (E); reagdo muito intensa (grau 4) animal do grupo 1 (F), num
animal do grupo 2 (G) e num animal do grupo controlo (H).
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Figura 51. TUNEL regido jejuno. Reag&o moderada (grau 2) num animal do grupo controlo (A e B) e num
animal do grupo 1 (C); reacdo intensa (grau 3) num animal do grupo 1 (D e E) e num animal do grupo

(F); reac@o muito intensa (grau 4) num animal do grupo 2 (G e H).
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Os valores de H-Score obtidos com o método TUNEL, revelam que no
duodeno, o grupo 1 e o grupo 2 apresentaram valores médios semelhantes,
72,81 e 84,28, respetivamente, jA o0 grupo controlo obteve um valor médio
superior, de 100,105.

No jejuno, foram o grupo controlo e o grupo 1 que representaram valores
médios muito semelhantes, de 49,55 e 44,34, respetivamente, ja 0 grupo 2
obteve um valor médio muito superior, de 90,42.

Em relacdo ao ileo, o grupo controlo e o grupo 1 representaram valores
médios semelhantes, 46,73 e 38,58, respetivamente, j& 0 grupo 2 representou
um valor médio muito superior, de 92,35.

Para todo o intestino delgado, a média de H-Score no grupo controlo e
no grupo 1 foi semelhante, de 65,46 e 51,91, respetivamente, ja 0 grupo 2 obteve
um valor médio superior, de 89,01.

Em relacdo ao total de células apoptoticas positivas, no duodeno, o
grupo 1 e o grupo 2 apresentaram valores médios semelhantes, 181,5 e 206,67,
respetivamente, ja o grupo controlo obteve um valor médio superior, de 324,67.

No jejuno o grupo controlo e o grupo 2 apresentaram valores médios
semelhantes, de 244,67 e 293,67, respetivamente, ja o grupo 1 obteve um valor
médio inferior de 199,17.

Em relacdo ao ileo, o grupo controlo e o grupo 1 obtiveram valores
médios semelhantes, de 193,17 e 194,17, respetivamente, jA o grupo 2 obteve
um valor médio superior, de 271,16.

Em relacdo ao intestino delgado inteiro, o grupo controlo e o grupo 2
apresentaram um numero médio de células apoptéticas semelhante, de 762,5 e
771,5, respetivamente, enquanto o grupo 1 obteve um valor médio inferior, de
574,83.

No que respeita ao indice apoptotico no duodeno, o grupo 1 e o grupo 2
apresentaram valores médios semelhantes, 32,76 e 42,54%, respetivamente,
enguanto o grupo controlo obteve um valor médio superior, de 59,74%.

No jejuno o grupo controlo e o grupo 1 obtiveram valores medios
semelhantes, de 38,82 e 28,97%, respetivamente, jA o grupo 2 obteve um valor

médio superior, de 48,65%.
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No ileo, o grupo controlo e o grupo 1, apresentaram valores médios
semelhantes, de 22,25 e 26,59%, respetivamente, ja o grupo 2 obteve um valor
meédio superior, de 47,37%.

Para todo o intestino delgado, o grupo controlo e o grupo 1 obtiveram
valores médios semelhantes, de 83,27 e 70,27%, respetivamente, j& 0 grupo 2
apresentou um indice apoptotico bastante superior, de 100%.

A média do nimero de células apoptéticas por mm? no duodeno foi de
386,15 no grupo 1 e 439,69 no grupo 2, o grupo controlo registou uma média de
690,74 células.

No jejuno, o grupo controlo apresentou uma média de 520,54 células, o
grupo 1 apresentou uma meédia de 423,73 células, sendo que o0 grupo 2
apresentou uma meédia superior de células, 624,65.

No ileo o grupo controlo e o grupo 1 obtiveram uma média de células
semelhante, de 410,96 e 413,09 células, respetivamente, ja o0 grupo 2 obteve um
namero médio de células superior, de 576,91.

Para todo o intestino delgado, o nimero médio de células apoptéticas
por mm? no grupo controlo e no grupo 2 foi superior, 1622,23 e 1641,25,
respetivamente, ja o grupo 1 obteve um numero médio de células inferior, de
1222,97 células.

Nos quadros 27 e 28, estdo registados os resultados obtidos apés a

avaliacdo da técnica TUNEL.
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Quadro 26. Resultados obtidos com recurso a marcacédo por método TUNEL.

H-score Total células apoptéticas

Porco  Duodeno Jejuno ileo Duodeno Jejuno ileo

1 148,15 61,42 0,67 429 276 12

g 2 78,65 73,33 96,70 314 195 396
% 3 4,53 16,13 67,50 61 262 304
% 4 112,20 6,27 4,13 528 130 35
% 5 194,94 65,79 62,67 303 275 208
© 6 62,16 74,36 48,72 313 330 204
7 167,45 100,64 83,67 358 372 429

R 8 1,25 62,70 56,98 15 225 179
5/ 9 127,16 19,29 26,37 307 179 298
E?J_' 10 62,65 3,83 39,86 128 43 124
g 11 10,60 42,20 19,95 127 222 83
12 67,76 37,37 4,66 154 154 52

13 19,21 17,95 7,21 139 111 155

& 14 154,02 106,40 281,44 235 367 562
EEJ/ 15 2,21 7,49 10,97 11 104 152
(él_ 16 155,58 55,85 91,85 297 127 219
g 17 147,64 181,94 82,04 340 460 254
18 27,02 172,88 80,61 218 593 285
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Quadro 27. Resultados obtidos com recurso a marcac¢ao por método TUNEL.

indice apoptoético

Células apoptéticas/mm?2

Porco  Duodeno Jejuno ileo Duodeno Jejuno fleo

1 42,35 25,34 0,63 912,71 587,20 25,52
g 2 26,95 31,10 27,35 668,04 414,87 842,50
% 3 3,09 12,41 28,82 129,78 557,41 646,77
% 4 42,86 5,66 2,14 1123,33 276,58 74,46
% 5 41,11 28,56 20,27 644,64 585,07 442 52
© 6 22,07 32,71 15,14 665,91 702,08 434,01

7 40,68 35,03 32,5 761,65 791,44 912,71
~ 8 0,86 23,46 19,80 31,91 478,69 380,83
% 9 37,35 12,02 24,01 653,15 380,83 634
§_ 10 16,86 2,30 17,22 272,32 91,48 263,81
o 11 8,47 21,98 9,78 270,20 472,31 176,58

12 20,05 17,52 2,48 327,64 327,64 110,63

13 9,29 7,88 6,64 295,73 236,16 329,77
0 14 36,72 32,65 64,89 499,97 780 1195,67
i 15 0,53 5,44 9,74 23,40 221,26 323,38
(él_ 16 40,91 16,86 26,13 631,87 270,20 465,93
g 17 36,48 46,05 25,71 723,36 978,66 540,39

18 22,99 52,20 25,58 463,80 1261,62 606,34

Na figura 54, pode observar-se a distribuicdo de animais de cada grupo

pelos varios intervalos de H-Score definidos.

Em relacdo a regido do duodeno pode constatar-se que, tanto no grupo

controlo como no grupo 2, metade dos animais encontram-se no primeiro

intervalo, ou seja, apresentam um grau de lesdo menor, assim como quatro

animais do grupo 1. A outra metade dos animais do grupo controlo e do grupo 2

e dois animais do grupo 1, encontram-se no segundo intervalo, indicando um

nivel de leséo intermédio.

Em relagdo a regido do jejuno todos os animais do grupo controlo

encontram-se no primeiro intervalo, bem como cinco animais do grupo 1 e

metade dos animais do grupo 2, apresentando assim um grau de lesédo menor.
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Um animal do grupo 2 e metade dos animais do grupo dois encontram-se no

segundo intervalo, indicando um nivel de leséo intermédio.

Em relacéo a regi&o do ileo todos os animais do grupo controlo e grupo

1, encontram-se no primeiro intervalo, bem como cinco animais do grupo 2.

Apenas foi encontrado um animal do grupo 2 no segundo intervalo.

Em relacéo ao intestino delgado inteiro, cinco animais do grupo controlo

e do grupo 1, bem como metade dos animais do grupo 2, situaram-se no primeiro

intervalo, ou seja, apresentaram um grau de lesdo apoptética menor. No

segundo intervalo, ou seja, com um nivel de leséo intermédio foram encontrados

apenas um animal do grupo controlo e do grupo 1 e metade dos animais do grupo

2.

H-Score Duodeno

B Grupo controlo M Grupo 1 (LR) B Grupo 2 (HES)
4
3 3 3 3
2
II IIII 00O 00O
0-100 100-200 200-300 300-400

H-Score ileo

B Grupo controlo ® Grupo 1 (LR) M Grupo 2 (HES)

6 6
5
1
00 00O 000

0-100 100-200 200-300 300 -400

H-Score Jejuno

B Grupo controlo M Grupo 1 (LR) ® Grupo 2 (HES)

65
I3 3
L .
0- 00O 000

0-100 100-200 200-300 300 -400

H-Score Intestino delgado

B Grupo controlo ® Grupo 1 (LR) ® Grupo 2 (HES)

55
3 3
11
1 | 00O 000

0-100 100-200 200-300 300 -400

Figura 53. Numero de animais dos grupos em estudo por intervalo de H-score nas diferentes regiées

intestinais e no intestino delgado inteiro.
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Na figura 55, pode observar-se a distribuicdo de animais de cada grupo
pelos varios intervalos de total de células apoptoticas definidos

No duodeno ambos os grupos apresentaram poucas células apoptoticas,
isto €, menos de 550 células.

No caso da regido do jejuno e ileo ambos os grupos controlo e grupo 1
apresentaram em todos 0s animais poucas células apoptoticas, isto €, menos de
550 células, ja no grupo 2, cinco animais apresentaram menos de 550 células,
sendo que num animal se registaram 593 células no jejuno e 562 células no ileo.

Em relag&o ao intestino delgado inteiro, o grupo controlo apresentou em
todos os animais poucas células apoptoticas, menos de 550 células. Ja em
relacdo ao grupo 1, pode observar-se quatro animais com células apoptoéticas
inferiores a 550 células, um animal com 784 células apoptéticas e outro animal
com 1159 células apoptéticas. No grupo 2 metade dos animais apresentaram
poucas células apoptoticas, menos de 550 células, dois animais com valores

entre os 550 e 1100 células apoptoticas e um animal com 1164 células

apoptoticas.
Total cél. apopt. Duodeno Total cél. apopt. Jejuno
H Grupo controlo M Grupo 1 (LR) ® Grupo 2 (HES) H Grupo controlo M Grupo 1 (LR) ® Grupo 2 (HES)
6 6 6 6 6
5
1
00O 00O 00O 00 00O 00O
0-550 550-1100 1100 - 1650 1650 - 2200 0-550 550-1100 1100 - 1650 1650 - 2200
Total cél. apopt. lleo Total cél. apopt. I.Delgado
B Grupo controlo ® Grupo 1 (LR) ® Grupo 2 (HES) B Grupo controlo ® Grupo 1 (LR) ® Grupo 2 (HES)
6 6 6
5
4
3
2
1 1 11
00 00O 00O 0 0 00O
0-550 550-1100 1100 - 1650 1650 - 2200 0-550 550-1100 1100 - 1650 1650 - 2200

Figura 54. Nimero de animais dos grupos em estudo em cada intervalo de nimero total de células
apoptéticas nas diferentes regifes intestinais e no intestino delgado inteiro.
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Na figura 56 pode observar-se a distribuicdo dos animais dos diferentes
grupos pelos varios indices apoptéticos.

No duodeno dois animais do grupo controlo, quatro animais do grupo 1,
bem como metade dos animais do grupo 2, apresentaram menos de 25% de
células apoptéticas, ou seja, um indice apoptoético baixo. Quatro animais do
grupo controlo, dois animais do grupo 1 e metade dos animais do grupo 2,
apresentaram um indice apoptotico médio, isto é, entre 25 a 50% das células.

Em relacdo ao Jejuno, dois animais do grupo controlo, cinco do grupo 1
e metade dos animais do grupo 2, apresentaram menos de 25% de células
apoptoticas, um indice apoptotico baixo. Quatro animais do grupo controlo, um
animal do grupo 1 e dois animais do grupo 2, apresentaram um indice apoptético
médio, isto é, ente 25 a 50% das células. Apenas um animal do grupo 1
apresentou um indice apoptético elevado, isto €, entre 50 a 75% das células.

No ileo, quatro animais do grupo controlo, cinco animais do grupo 1 e
dois animais do grupo 2 apresentaram um indice apoptético baixo, menos de
25% das células. Dois animais do grupo controlo, um animal do grupo 1 e trés
animais do grupo 2, apresentaram um indice apoptético médio, de 25 a 50% das
células. Apenas se verificou um animal do grupo 2 com indice apoptético
elevado, de 50 a 75% das células.

Em relacdo ao intestino delgado inteiro apenas um animal do grupo 2 apresentou
um indice apoptético baixo, inferior a 25% das células. Quatro animais do grupo
1, bem como um animal do grupo controlo e do grupo 2 apresentaram um indice
apoptético médio, entre 25 a 50% das células. Apenas um animal do grupo
controlo apresentou um indice apoptético elevado, entre 50 a 75% das células.
Quatro animais do grupo controlo e do grupo 2, bem como dois animais do grupo
1 apresentaram um indice apoptotico muito elevado, com mais de 75% das

células.
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indice apopt. Duodeno Indice apopt. Jejuno

B Grupo controlo B Grupo 1 (LR) ® Grupo 2 (HES) B Grupo controlo ® Grupo 1 (LR) M Grupo 2 (HES)
5
4 4 4
3 3 3
2 2 2 2
1 1
00O 00O I 00 00O
0-25 25-50 50-75 75 -100 0-25 25-50 50-75 75-100
Indice apopt. lleo Indice apopt. |. Delgado
H Grupo controlo M Grupo 1 (LR) ® Grupo 2 (HES) H Grupo controlo M Grupo 1 (LR) ® Grupo 2 (HES)
5
4 4 4 4
3
2 2 2
1 1 1 1 1 1
00 00O 00 00
I | O
0-25 25-50 50-75 75 -100 0-25 25-50 50-75 75 -100

Figura 55. Numero de animais de cada grupo em cada intervalo de indice apopt6tico nas diferentes regides
intestinais, e no intestino delgado inteiro.

A distribuicdo dos animais pelos diferentes intervalos de namero de
células apoptéticas/mm2 pode ser observada na figura 57.

Em relacédo ao duodeno, um animal do grupo controlo, bem como quatro
animais do grupo 1 e do grupo 2 apresentaram menos de 600 células
apoptéticas/mm?. Cinco animais do grupo controlo e os restantes animais do
grupo 1 e 2 apresentaram entre 600 a 1200 células apoptéticas/mm?2.

Em relagéo ao jejuno a maior parte dos animais do grupo controlo e
grupo 1, e metade dos animais do grupo 2, apresentaram menos de 600 células
apoptéticas/mm?2. Um animal do grupo controlo e do grupo 1 e dois animais do
grupo 2, apresentaram entre 600 a 1200 células apoptéticas/mm?. Apenas foi
registado um animal do grupo 2 com 1200 a 1800 células apoptdticas/mm?.

No ileo quatro animais de cada grupo apresentaram menos de 600
células apoptéticas/mm?. Trés animais de cada grupo apresentaram entre 600 a
1200 células apoptéticas/mm?.

Em relacéo ao intestino delgado inteiro apenas se verificou um animal
do grupo controlo com menos de 600 células apoptéticas/mm?. Entre 600 a 1200

células apoptéticas/mm? observaram-se quatro animais do grupo 1 e um animal
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do grupo 2. Entre 1200 a 1800 células apoptéticas/mm? foi observado cinco

animais do grupo controlo e um animal do grupo 1 e 2. Entre 1800 a 2400 células

apoptéticas/mm? foi observado um animal do grupo controlo e grupo 1 e trés

animais do grupo 2.

Cél. apop./mm? Duodeno

B Grupo controlo B Grupo 1 (LR) M Grupo 2 (HES)
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o |
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Cél. apop./mm?Jejuno

B Grupo controlo ® Grupo 1 (LR) ® Grupo 2 (HES)
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Cél. apop./mm? |.Delgado
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5
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| n N EN

0-600 600-1200 1200 - 1800 1800 - 2400

Figura 56. NUumero de animais de cada grupo em cada intervalo de total de células apoptéticas/mm?2 nas
diferentes regides intestinais, e no intestino delgado inteiro.
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3.4.1.4. M30

A detecdo de apoptose pelo método TUNEL foi realizado em seis
animais de cada grupo, duodeno, jejuno e ileo.

A intensidade de reacédo variou de ausente a muito intensa (Figuras 58,
59 e 60).

No grupo 1 a intensidade média de marcacéo foi de moderada a intensa
(grau 2 e 3) para o duodeno e ileo e moderada (grau 2) para o jejuno.

No grupo 2, a intensidade média de coloracao foi intensa (grau 3) para
o duodeno, jejuno e ileo.

No grupo 3, a intensidade média de marcacédo foi moderada (2) para o
duodeno, foi varidvel de débil a moderada (grau 1 e 2) para o jejuno e moderada
(grau 2) para o ileo (Figuras 11, 12 e 13).

Em relacéo ao intestino delgado inteiro, a intensidade de marcacéo foi
intensa (grau 3) no grupo 1 e no grupo 2 e moderada (grau 2) no grupo controlo
(grupo 3).

Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre
grupos.

Nos quadros 29, 30, 31 e 32 estao representadas as médias do Q-score
das regides do intestino delgado, bem como o intestino delgado inteiro nos

diferentes grupos, para a técnica de M30.
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Quadro 28. Média Q-Score regidao Duodeno.

Duodeno Grupo Controlo Grupo 1 (RL) Grupo 2 (HES)

Porco 1/2[(3|4]|5 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Q-Scrore 2 2 4 3 43 12 3 4 2 4 1 4 4 3
Média 2,33 2,83 3

Quadro 29. Média Q-Score regido Jejuno.

Jejuno Grupo Controlo Grupo 1 (RL) Grupo 2 (HES)

Porco 1(2(3|4]|5 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Q-Scrore 3.2 10 0 4 32 2 3 4 3 4 3 3 1
Média 1,5 2,33 3

Quadro 30. Média Q-Score regido ileo.

fleo Grupo Controlo Grupo 1 (RL) Grupo 2 (HES)

Porco 1123|415 7 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Q-Scrore 3130 4133 3 2 4 3 3 3 4 3
Média 2 2,66 3,33

Quadro 31. Média Q-Score Intestino Delgado.

D Grupo Controlo Grupo 1 (RL) Grupo 2 (HES)

Porco 1(2(3|4]|5 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Q-Scrore 3 2 0 4 '3 3 2 3 3 4 3 3 3 4 3
Média 2,16 3 3,33
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Figura 57. M30 regido duodeno. Reacao débil (grau 1) num animal do grupo controlo (A) e num animal
do grupo 2 (B); reagdo moderada (grau 2) num animal do grupo 2 (C) e num animal do grupo controlo
(D); reacao intensa (grau 3) num animal do grupo 1 (E) e num animal do grupo 2 (F); reacdo muito
intensa (grau 4) num animal do grupo controlo (G) e num animal do grupo 1 (H).
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Figura 58. M30 regido jejuno. Reacgdo débil (grau 1) num animal do grupo controlo (A) e num animal do
grupo 1 (B); reacdo moderada (grau 2) num animal do grupo 2 (C e D); reacéo intensa (grau 3) num
animal do grupo 1 (E) e num animal do grupo 2 (F); reagdo muito intensa (grau 4) num animal do grupo 1
(G eH).
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Figura 59. M30 regido ileo. Reacgéo débil (grau 1) num animal do grupo 1 (A) e num animal do grupo 2
(B); reacdo moderada (grau 2) num animal do grupo controlo (C) e num animal do grupo 1 (D); reacéo
intensa (grau 3) num animal do grupo 1 (E) e num animal do grupo 2 (F); rea¢do muito intensa (grau 4)
num animal do grupo controlo (G) e num animal do grupo 2 (H).
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Os valores de H-Score obtidos com o método M30, revelam que no
duodeno, o grupo controlo e o grupo 1 apresentaram valores meédios
semelhantes, 33,05 e 28,36, respetivamente, ja o grupo 2 obteve um valor médio
superior, de 40,25.

No jejuno, foram o grupo 1 e o grupo 2 que representaram valores
meédios muito semelhantes, de 26,23 e 28,48, respetivamente, ja o grupo controlo
obteve um valor médio muito inferior, de 7,09.

Em relacdo ao ileo, o grupo controlo e o grupo 1 representaram valores
médios semelhantes, 4,97 e 11,37, respetivamente, j& 0 grupo 2 representou um
valor médio superior, de 28,37.

Para todo o intestino delgado, a média de H-Score no grupo controlo e
no grupo 1 foi semelhante, de 15,04 e 21,99, respetivamente, ja 0 grupo 2 obteve
um valor médio superior, de 32,37.

Em relacdo ao total de células apoptoticas positivas, no duodeno, o
grupo controlo e o grupo 1 apresentaram valores médios semelhantes, 190,33 e
195,66, respetivamente, ja o grupo 2 obteve um valor médio superior, de 210,33.

No jejuno, o grupo controlo apresentou um valor médio de 48,83, o grupo
2 obteve um valor médio de 145,66, jA o grupo 1 apresentou um valor médio
superior de 145,66.

Em relacdo ao ileo, o grupo controlo e o grupo 1 obtiveram valores
médios semelhantes, de 35,66 e 79,66, respetivamente, ja o grupo 2 obteve um
valor médio muito superior, de 208,83.

Em relacéo ao intestino delgado inteiro, o grupo controlo apresentou um
namero médio de células apoptoticas de 274,83, o grupo 1 apresentou um valor
médio de 446,5, ja o grupo 2 obteve um valor médio superior, de 564,83.

No que respeita ao indice apoptético no duodeno, o grupo controlo e o
grupo 1 apresentaram valores médios semelhantes, 17,45 e 17,80%,
respetivamente, enquanto o grupo 2 obteve um valor médio superior, de 22,92%.

No jejuno o grupo 1 e o grupo 2 obtiveram valores médios semelhantes,
de 15,55 e 14,92%, respetivamente, ja o grupo controlo obteve um valor médio
inferior, de 4,28%.

No ileo, o grupo controlo e o grupo 1, apresentaram valores médios
semelhantes, de 2,20 e 5,34%, respetivamente, ja o grupo 2 obteve um valor
meédio superior, de 13,79%.
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Para todo o intestino delgado, o grupo controlo e o grupo 1 obtiveram
valores médios semelhantes, de 20,03 e 33,65%, respetivamente, ja o grupo 2
apresentou um indice apoptatico superior, de 50,05%.

A média do nimero de células apoptéticas por mm? no duodeno, o grupo
controlo e o grupo 1 apresentaram valores médios semelhantes, de 200,14 e
205,75, respetivamente, ja o grupo 2 apresentou um valor médio superior, de
221,17 células.

No jejuno, o grupo controlo apresentou uma média de 51,35 células, o
grupo 2 apresentou uma meédia de 152,82 células, sendo que o grupo 1
apresentou uma média superior, de 179,99 células.

No ileo o grupo controlo e o grupo 1 obtiveram uma média de células
semelhante, de 37,51 e 83,77 células, respetivamente, jA o grupo 2 obteve um
namero médio de células superior, de 219,60.

Para todo o intestino delgado, o nimero médio de células apoptéticas
por mm? no grupo controlo foi de 288,99 células, no grupo 1 apresentou um
médio de 469,51 células, ja o grupo 2 apresentou um numero meédio de células
superior, de 593,59.

Nos quadros 33 e 34, estdo registados os resultados obtidos apos a

avaliacao da técnica M30.
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Quadro 32. Resultados obtidos com recurso a marcacao por método M30.

H-score Total células apoptéticas

Porco  Duodeno Jejuno ileo Duodeno Jejuno ileo

1 62,22 5,13 5,02 399 64 40

g 2 9,81 4,65 0,91 93 40 13
% 3 56,41 3,22 9,77 313 29 60
% 4 0,46 8,39 2,16 7 49 27
% 5 2,43 15,57 6,23 38 70 37
© 6 66,96 5,56 5,73 292 41 37
7 47,33 3,73 23,12 333 26 120

R 8 52,8 62,22 3,99 381 399 66
Qi.:lz 9 10,95 14,88 12,05 92 103 88
E?J_' 10 4,89 1,33 8,82 65 17 61
g 11 21,56 55 12,66 139 31 87
12 32,61 69,7 7,6 164 451 56

13 59,77 112,31 117,88 375 566 846

& 14 74,97 6,23 5,84 414 61 33
EEJ/ 15 7,05 19,65 12,13 71 88 132
(él_ 16 24,56 14,97 10,61 96 63 82
g 17 66,08 17,09 17,15 266 89 103
18 9,09 0,63 6,61 40 7 57
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Quadro 33. Resultados obtidos com recurso a marcacao por M30.

indice apoptético

Células apoptéticas/mm?2

Porco  Duodeno Jejuno ileo Duodeno Jejuno ileo

- 1 31,47 4,63 2,05 419,56 67,3 42,06
(_é 2 8,55 5,08 0,88 97,79 42,06 13,67
g 3 18,9 1,65 3.4 329,13 30,49 63,09
; 4 0,38 3,27 1,55 7,36 51,52 28,39
§- 5 2,24 5,84 2,45 39,96 73,61 38,91
o 6 17,53 2,9 2,24 307,05 43,11 38,91
7 22,73 1,67 6,98 350,16 27,34 126,18

- 8 27,973 31,47 4,03 400,63 419,56 69,4
g:" 9 6,44 8,58 5,43 96,74 108,31 92,53
S 10 4,21 1,46 3,73 68,35 17,88 64,14
g 11 7,76 2,08 5,23 146,16 32,6 91,48
12 10,16 28,61 3,14 172,45 474,24 58,89
13 28,28 47,48 45 394,32 595,16 889,59

) 14 33,15 4,31 2,22 435,33 64,14 34,7
EJI:J, 15 4,99 8,67 8,13 74,66 90,43 138,8
(él_ 16 7,28 5,99 4,45 100,95 66,25 86,23
5 17 19,66 6,58 6,18 279,71 93,59 108,31
18 3,18 0,36 2,84 42,06 7,36 59,94
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Na figura 61, pode observar-se a distribuicdo de animais de cada grupo
pelos varios intervalos de H-Score definidos.

Em relacéo a regido do duodeno pode constatar-se que, em ambos os
trés grupos, todos 0s animais encontram-se no primeiro intervalo, ou seja,
apresentaram um grau de lesdo menor.

Em relacdo a regido do jejuno todos os animais do grupo controlo e do
grupo 1, bem como cinco animais do grupo 2 encontram-se no primeiro intervalo,
apresentando assim um grau de lesdo menor. Foi observado um animal do grupo
2 no segundo intervalo, indicando um nivel de lesdo intermédio.

Em relacdo a regi&o do ileo, tal como na regido do Duodeno todos os
animais do grupo controlo e grupo 1, bem como cinco animais do grupo 2
encontram-se no primeiro intervalo, apenas sido observado um animal do grupo
2 no segundo intervalo.

Em relacéo ao intestino delgado inteiro, ambos os trés grupos, todos os

animais encontram-se no primeiro intervalo, ou seja, apresentaram um grau de

lesdo menor.
H-Score Duodeno H-Score Jejuno
H Grupo controlo M Grupo 1 (LR) ® Grupo 2 (HES) B Grupo controlo ® Grupo 1 (LR) ® Grupo 2 (HES)
6 6 6 6 6
5
1
00O 00O 00O 00 00O 00O
0-100 100-200 200-300 300-400 0-100 100-200 200-300 300-400
H-Score lleo H-Score Intestino delgado
B Grupo controlo M Grupo 1 (LR) M Grupo 2 (HES) B Grupo controlo ® Grupo 1 (LR) ® Grupo 2 (HES)
6 6 6 6 6
5
1
00 00O 00O 00O 00O 00O
0-100 100-200 200-300 300-400 0-100 100-200 200-300 300-400

Figura 60. Numero de animais dos grupos em estudo por intervalo de H-score nas diferentes regides
intestinais e no intestino delgado inteiro.
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Na figura 62, pode observar-se a distribuicdo de animais de cada grupo
pelos varios intervalos de total de células apoptoéticas definidos.

No duodeno ambos os grupos apresentaram poucas células apoptoticas,
isto €, menos de 550 células.

No caso da regido do jejuno e ileo ambos 0s grupos controlo e grupo 1
apresentaram em todos 0s animais poucas células apoptéticas, isto €, menos de
550 células, ja no grupo 2, cinco animais apresentaram menos de 550 células,
sendo que num animal se registaram 566 células no jejuno e 846 células no ileo.

Em relag&o ao intestino delgado inteiro, o grupo controlo apresentou em
todos os animais poucas células apoptoticas, menos de 550 células. Ja em
relacdo ao grupo 1, pode observar-se quatro animais com células apoptoéticas
inferiores a 550 células, um animal com 671 células apoptéticas e outro animal
com 846 células apoptéticas. No grupo 2 cinco animais apresentaram poucas

células apoptoticas, menos de 550 células, e um animal com 1787 células

apoptaoticas.
Total cél. apopt. Duodeno Total cél. apopt. Jejuno
B Grupo controlo ® Grupo 1 (LR) ® Grupo 2 (HES) B Grupo controlo ® Grupo 1 (LR) ® Grupo 2 (HES)
6 6 6 6 6
5
1
00O 00O 00O 00 00O 00O
0-550 550-1100 1100 - 1650 1650 - 2200 0-550 550-1100 1100 - 1650 1650 - 2200
Total cél. apopt. lleo Total cél. apopt. I.Delgado
B Grupo controlo B Grupo 1 (LR) M Grupo 2 (HES) H Grupo controlo B Grupo 1 (LR) B Grupo 2 (HES)
6 6 6
5 5
4
2
1 1
00 00O 00O 0 0 00 00O
0-550 550-1100 1100 - 1650 1650 - 2200 0-550 550-1100 1100 - 1650 1650 - 2200

Figura 61. Nimero de animais dos grupos em estudo em cada intervalo de ndmero total de células
apoptéticas nas diferentes regides intestinais e no intestino delgado inteiro.
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Na figura 63, pode observar-se a distribuicdo dos animais dos diferentes
grupos pelos varios indices apoptéticos.

No duodeno cinco animais do grupo controlo, cinco animais do grupo 1,
bem como quatro animais do grupo 2, apresentaram menos de 25% de células
apoptoticas, ou seja, um indice apoptético baixo. Um animal do grupo controlo e
do grupo 1, bem como dois animais do grupo 2, apresentaram um indice
apoptotico médio, isto €, entre 25 a 50% das células.

Em relacdo ao Jejuno, todos os animais do grupo controlo, quatro do
grupo 1 e cinco animais do grupo 2, apresentaram menos de 25% de células
apoptoticas, um indice apoptético baixo. Dois animais do grupo 1 e um animal
do grupo 2, apresentaram um indice apoptotico médio, isto €, ente 25 a 50% das
células.

No ileo, todos os animais do grupo controlo e do grupo 1, bem como
cinco animais do grupo 2 apresentaram um indice apoptotico baixo, menos de
25% das células. Apenas um animal do grupo 2 apresentou um indice apoptotico
médio, de 25 a 50% das células.

Em relacdo ao intestino delgado inteiro, quatro animais do grupo
controlo, bem como metade dos animais do grupo 1 e do grupo 2 apresentaram
um indice apoptético baixo, inferior a 25% das células. Dois animais do grupo 1
e do grupo 2 apresentaram um indice apoptético médio, entre 25 a 50% das
células. Apenas um animal do grupo um apresentou um indice apoptético
elevado, entre 50 a 75% das células. Um animal do grupo 2 apresentou um

indice apoptdtico muito elevado, com mais de 75% das células.

128



indice apopt. Duodeno

H Grupo controlo ® Grupo 1 (LR) ® Grupo 2 (HES)

II 00O 000

25-50 50-75 75-100

Indice apopt. ileo

Indice apopt. Jejuno

B Grupo controlo ® Grupo 1 (LR) M Grupo 2 (HES)

II 0. 000 000

25-50 50-75 75-100

indice apopt. I. Delgado

B Grupo controlo B Grupo 1 (LR) ® Grupo 2 (HES) B Grupo controlo B Grupo 1 (LR) ® Grupo 2 (HES)

2 2 2 2
1 1
00O 000 0 0 OI
|

25-50 50-75 75 -100 25-50 50-75 75-100

Figura 62. Numero de animais de cada grupo em cada intervalo de indice apopt6tico nas diferentes regides
intestinais, e no intestino delgado inteiro.

A distribuicdo dos animais pelos diferentes intervalos de namero de
células apoptéticas/mm2 pode ser observada na figura 64.

No duodeno e no jejuno, todos os animais de ambos 0s trés grupos
apresentaram menos de 600 células apoptéticas/mm?.

Em relacdo ao ileo, todos os animais do grupo controlo e do grupo 1,
bem como cinco animais do grupo 2 apresentaram menos de 600 células
apoptoéticas/mm?.

Em relacdo ao intestino delgado inteiro, todos os animais do grupo
controlo, bem como quatro animais do grupo 1 e cinco animais do grupo 2
apresentaram menos de 600 células apoptéticas/mm?, dois animais do grupo 2
apresentaram entre 600 a 1200 células apoptéticas/mm?2. Apenas foi registado
um animal do grupo 2 com 1800 a 2400 células apoptéticas/mm?.
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Figura 63. Numero de animais de cada grupo em cada intervalo de total de células apoptéticas/mm2 nas
diferentes regides intestinais, e no intestino delgado inteiro.
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3.5. DISCUSSAO

Analisando os resultados de histopatologia, obtidos com o método de
coloracao de rotina Hematoxilina & Eosina constatou-se que:

O edema, foi significativamente maior no grupo 2, quando comparado
com o grupo controlo no jejuno. No entanto em relagdo ao intestino delgado
inteiro, os niveis médios de edema foram significativamente mais elevados nos
grupos 1 e 2 quando comparado com o grupo controlo, ndo apresentando
diferencas significativas entre os grupos 1 e 2. Este resultado pode estar
relacionado com a diminuigdo significativa do nivel de proteinas totais nestes
grupos, quando comparado ao grupo controlo que ndo sofreu sangramento. O
desenvolvimento de edema apdés isquémia e reperfusao também pode resultar
de um dano vascular, com extravasamento de liquido intravascular (Donna et al.,
2000; Eltzschig & Collard, 2004).

Os niveis de congestdo em todo o ID foram significativamente menores
nos grupos 1 e 2, quando comparados com o grupo controlo. O remifentanil é
conhecido por ser um potente vasodilatador, afetando tanto vasos venosos como
arteriais, com efeitos na circulagdo sistémica, provavelmente devido ao
relaxamento da musculatura lisa (Bentley et al., 1989; Samain et al., 2000; Koch
et al. 2008).

Na leséo por isquémia e reperfuséo, pode ocorrer hemorragia apés dano
vascular consideravel ou apos o dano extensivo com desintegracdo da mucosa
(Chiu et al.,, 1970). A hemorragia foi apenas observada em dois animais,
pertencente ao grupo 1, na regido do ileo, com grau de lesdo moderado e outro
também na regido do ileo, com grau de lesdo débil. Considerou-me mais
provavel um achado acidental, por ndo estar associado a necrose, desintegracdo
na lamina propria, ulceracdo e/ou vasculite.

A inflamacgao foi significativamente maior nos grupos 1 e 2, quando
comparado com o grupo controlo, na regido do duodeno e significativamente
maior no grupo 2 quando comparado com o grupo controlo na regiao do jejuno
e no intestino delgado inteiro. Independentemente do grupo e do segmento do
intestino delgado, os animais apresentaram infiltrado misto no interior da lamina
prépria, com numeros variaveis de linfécitos, plasmdécitos, macréfagos,

eosinofilos e neutrofilos ocasionais. A hipovolémia grave e o choque
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hemorrdgico estdo associados a diminuicdo do volume intravascular e,
consequentemente, a diminuicdo da perfusdo organica. Sabe-se que a isquémia
intestinal seguida de reperfusdo prejudica a funcdo da barreira intestinal,
permitindo a translocacédo bacteriana para a circulagéo, promovendo desta forma
a inflamacéo sistémica (Collard & Gelman 2001; Fink & Delude 2005).

Grootjans et al., (2010) referiram que a isquémia intestinal prolongada,
seguida de reperfusdo, esta associada a uma resposta inflamatoéria local e
sistémica, possivelmente devido & perda da barreira intestinal, com exposi¢céo a
agentes patogeénicos intraluminais, e também ao vazamento de componentes
intracelulares de tecidos danificados, enterécitos. Embora ndo tenha sido
atingido um estado de choque hipovolémico ou de isquémia completa no
presente estudo, o0 aumento da inflamag&o observado nos grupos 1 e 2, quando
comparado ao grupo controlo, pode estar relacionado com a resposta
inflamatoria aguda a hipoperfusdo intestinal, como consequéncia do
sangramento seguido de reposicéo volémica.

A lesdo da mucosa intestinal ocorre ap0s isquémia, comecando com
descamacdo das células epiteliais nas pontas das vilosidades, devido a
diminuicao do nivel de oxigénio disponivel para essas células. Caso a isquémia
se prolongue, as alteracdes na mucosa podem afetar todas as vilosidades, até a
sua base (Chiu et al., 1970; Robinson et al., 1981; Juel et al., 2004; Derikx et al.,
2008; Matthijsen et al., 2009; Kvietys, 2010).

Em relacdo a classificacdo da lesdo da mucosa, ndo foram observadas
diferencas significativas entre grupos. A classificacdo do dano da mucosa
desenvolvido por Chiu et al., (1970) inclui, para cada grau, alteragdes especificas
da mucosa, desde o desenvolvimento do espaco subepitelial no &pice das
vilosidades (grau 1) até a perda da superficie das vilosidades, com exposi¢cao de
capilares dilatados e desintegracdo da lamina prépria com ulceracdo
hemorragico, incluindo mais carateristicas do que apenas a perda da mucosa.
No presente estudo, ndo foram identificadas lesdes incluidas no 5° grau, sendo
provavelmente explicado pelo facto de nado ter ocorrido a oclusdo vascular
completa e reposi¢do volémica, realizada logo apés o sangramento — 30 min

apos.
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Uma vez que a apoptose foi apenas avaliada numa fase de pos-
reperfusdo, este facto limitou as conclusdes sobre quais alteracbes estarao
relacionadas com a hipoperfusao e quais as alteracdes relacionadas a reposicao
volémica.

A infuséo de propofol esté relacionada com uma reducédo acentuada da
perfusdo esplancnica e renal (Piriou et al., 1999), sendo um facto relevante a ser
considerado na avaliacéo dos efeitos histopatoldgicos da hipoperfuséo intestinal,
apos mais de quatro horas de anestesia com propofol, como ocorreu com 0s
animais do nosso estudo. Assim sendo o objetivo do grupo controlo usado no
nosso estudo foi o de excluir as influéncias do tempo de anestesia com o propofol
e as possiveis lesfes intestinais associadas a uma possivel hipoperfuséo
esplancnica associada a administragdo de propofol.

A correlagdo entre as alteracdes histopatoldgicas intestinais observadas
neste estudo e a funcéo/disfuncao intestinal ndo foi avaliada no presente estudo.
Sabe-se, no entanto, que a lesdo da mucosa intestinal apds isquémia e
reperfusdo, estd associada ao comprometimento da funcéo da barreira intestinal,
facilitando a translocacdo bacteriana para a circulacdo, o que pode levar a
inflamacéo sistémica (Koziol et al., 1988; Rush, 1992; Mythen & Webb, 1994;
Biffl et al., 1996). A leséo tecidual intestinal também é agravada pela reperfusao
do tecido ja lesado, o que também aumenta a inflamacédo local e sistémica,
podendo levar a faléncia multipla de 6rgaos (Grootjans et al., 2010).

Em relacdo & técnica de citocromo C, os dados obtidos ndo permitiram
obter diferencas estatisticamente significativas entre os diversos grupos, no
entanto, foi possivel constatar que a média de Q-Score de animais obtida foi
superior no grupo 1 (reacdo intensa) em comparagdo com O grupo controlo
(reacdo moderada) e com o grupo 2 (reacdo moderada a intensa).

Os resultados obtidos com recurso a marcacéo pelo método TUNEL na
ponta das Vvilosidades, também n&o foram observadas diferencas
estatisticamente significativas, contudo os resultados do Q-Score no intestino
delgado permitem constatar que a média de Q-Score de animais obtida foi
superior no grupo 2 (reacgéo intensa), quando comparado com o grupo controlo
(reacdo deébil a moderado) e com o grupo 1 (reacdo moderada).

Em relacdo aos resultados do H-Score no intestino delgado inteiro pelo
método TUNEL, também néo foram observadas diferencas estatisticamente
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significativas entre 0s grupos, apresentando grau de lesdo baixo e médio, sendo
que, o grupo 2 (HES) apresentou trés animais com grau lesional médio.

Com o método de M30 ndo se obtiveram diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos referente ao Q-Score. Contudo constatou-se que a
média de Q-Score no intestino delgado inteiro foi superior no grupo 2 (reacdo
intensa), quando comparada com o grupo controlo (reacdo moderada).

Também ndo foram encontradas diferencas estasticamente
significativas em relagdo ao H-Score no intestino delgado inteiro pelo método
M30, sendo que, todos os animais apresentaram grau lesional baixo

Os métodos utilizados na analise imunohistoquimica, nomeadamente a
imunorreatividade ao anticorpo do citocromo C, a imunorreatividade ao anticorpo
e o0 método TUNEL podem nédo permitir a avaliacao precisa de estimulos pro-
apoptoéticos e apoptose numa fase tdo precoce de lesdo e reperfusdo, na
auséncia de isquémia completa.

Na via intrinseca da apoptose, apés a fase de sinalizacao, o citocromo
C é libertado da mitocondria para o citosol, desencadeando a ativacdo da
caspase resultando na clivagem de alvos celulares — fase de execucgao. Portanto,
a partir dos métodos utilizados, a avaliacdo do citocromo citosolico C €
considerado o método mais eficaz na detecdo de fases precoces do processo
apoptoético, uma vez que a sua libertacao para o citosol € um passo critico nesse
processo.

A técnica de Citocromo C recorre a atividade das proteinas avidina e
biotina, trata-se de um método que deteta a apoptose na sua fase inicial e,
mesmo sendo reconhecida por Garcia (2013) como passivel de falsos positivos,
pouco especifica e causadora de muito fundo, acabou por apresentar resultados
bastante semelhantes aos restantes métodos.

A técnica de TUNEL, a qual recorre a identificacdo de locais de
fragmentacao de DNA, sendo por isso uma técnica que sO deteta a apoptose ja
numa fase mais tardia, acarreta um elevado custo e apresenta alguma tendéncia
para alsos positivos, no entanto, neste trabalho revelou resultados muito
semelhantes aos restantes ensaios (Stahelin et al., 1998; Pulkkanen et al., 2000).

O M30 é um anticorpo desenvolvido para interagir com a citoqueratina
18 e é considerado o mais especifico na detecdo de estados iniciais de apoptose,
permitindo detetar a apoptose antes de qualquer um dos restantes meétodos
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utilizados, contudo possui a desvantagem dos seus custos elevados (Garcia,
2013).

No global, as técnicas de detecédo de eventos apoptoticos, apesar das
diferentes vias a que recorrem para a detecdo dos mesmos, apontaram no
sentido de que as amostras dos animais tratadas com lactato de Ringer
obtiveram um grau de lesdo muito semelhante ao observado no grupo controlo,
enquanto que as amostras dos animais tratados com hidroxietilamido

apresentam um maior grau de lesao intestinal.
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3.6. CONCLUSOES

A avaliacdo histopatoldgica do intestino delgado feita com recurso a
coloracao de rotina de H&E néo revelou diferencas significativas entre os animais
dos trés grupos. Ao avaliar o grau de lesdo observado no conjunto de animais
de cada grupo foram encontradas algumas diferencas na expresséo de algumas
das lesGes avaliadas, como o caso de edema e congestdo, onde o edema foi
significativamente superior nos grupos LR e HES, ja a congestdo foi
significativamente inferior nos grupos LR e HES.

Os métodos de imunohistoquimica e imunofluorescéncia implementados
no laboratorio de anatomia patolégica da ESAV, no decurso do projeto
PTDC/CVT/ 101999/2008, foram bem sucedidos.

Os resultados obtidos com os métodos utilizados para a detetar a
apoptose, ao contrario da tendéncia, verificada no estudo histopatoldgico,
conduziram a conclusdo de que os animais tratados com lactato de Ringer
apresentam um menor grau de lesdo, quando comparados com 0S animais
tratados com hidroxietilamido 130/0,4. No entanto as diferengas nao foram
estatisticamente significativas.

Assim, podemos concluir que o lactato de Ringer possui uma maior
capacidade de prevencdo da lesdo de hipoperfusdo a nivel intestinal, quando
comparado com o hidroxietilamido 130/04 e de preservacdo da arquitetura
celular, em situagdes de hipoperfusdao, hemorragia e recuperacdo sob anestesia

geral.
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3.7. CONSIDEACOES FINAIS

O intestino é provavelmente o 6rgdo mais sensivel a lesdo de isquémia
e reperfusdo. Sendo esta lesdo associada a perda da funcdo da barreira
intestinal, translocacdo bacteriana na circulacdo e consequente inflamacéao
sistémica. O controlo da lesdo de hipoperfusdo/reperfusdo intestinal deve ser
feita com recurso a fluidoterapia.

Apos a analise dos resultados obtidos nos diversos métodos histolégicos
e imunohistoquimicos, podemos aconselhar, segundo 0s mesmos, que 0 uso de
um cristaloide, nomeadamente o Lactato de Ringer, apresenta um maior grau de
protecdo da mucosa intestinal do que um coloide, nomeadamente o
Hidroxietilamido 130/0,4.

Assim sendo, através deste projeto, damos o nosso contributo para
facilitar a escolha do fluido mais adequado para situa¢des de volémia reduzida,
assim como do protocolo mais apropriado para estes casos.

O Enfermeiro Veterinario tem um papel crucial durante a abordagem
destas emergéncias veterinarias, tendo por competéncias a monitorizacdo e

adaptacao do tratamento a evolucao do paciente.
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