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RESUMO

A hipoperfuséo subsequente a um trauma ou decorrente de procedimentos
cirdrgicos com hemorragia severa, apesar de todos os avancos na Medicina
Veterinaria, continua a ser uma das mais frequentes causas de encaminhamento de
animais de companhia aos CAMV's. Esta situacao clinica pode conduzir a um estado
de choque denominado choque hipovolémico, tornando-se, deste modo, uma das
causas de maior morbilidade e mortalidade.

O déficit de volume intravascular desencadeia um estado hipovolémico que
conduz a uma série de eventos a nivel fisiolégico, sendo que, entre 0s mais severos
e condutores de graves lesdes estdo a diminuicdo da perfusdo tecidular, do débito
cardiaco e consequentemente do aporte de oxigénio aos tecidos. Estes eventos
desencadeiam o0 mecanismo anaerobio, comprometendo gravemente o
funcionamento celular normal.

O rim € um 6rgéo bastante suscetivel a hipoperfusdo, podendo, deste modo,
ser severamente afetado pela diminuicdo da sua perfusdo. Esta diminuicdo podera
originar uma insuficiéncia renal aguda com oliguria/antria e graves disturbios
eletroliticos.

Para impedir a ocorréncia de lesdes irreversiveis ou mesmo a morte, devera
ser efetuada a reposicao imediata da volémia. Previamente, deverdo ser tidas em
conta uma série de consideracgdes, incluindo a escolha do melhor soluto a infundir, a
guantidade e o tempo de infusédo. Estas consideracdes deverao estar de acordo com
0s objetivos terapéuticos, os parametros hemodinamicos, a taxa de sangramento e
riscos ou eficacia de determinadas substancias, visto que existem alguns expansores
prejudiciais ao rim.

Mesmo a presente data, ainda ndo existe consenso na comunidade cientifica
de qual o melhor soluto para repor a volémia, e, deste modo, o presente estudo tem
como objetivo o aprofundamento do conhecimento das lesGes histopatoldgicas e
fendmenos apoptdéticos a nivel renal, avaliando qual o melhor soluto a utilizar. Para
este fim, foram selecionados e comparados entre si, um coloide, o hidroxietilamido
130/0,4 e um cristaloide, o Lactato de ringer.

Para a realizacdo do presente estudo, 28 porcos saudaveis, da raca Large
White, foram submetidos a um sangramento agudo (25ml/kg) sob efeito de uma

anestesia total intravenosa com propofol e remifentanil. Os animais foram distribuidos
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aleatoriamente em 3 grupos, grupo 1 - LR (n=11), grupo 2 - HES (n=11) e grupo
controlo (n=6). O Grupo 1 recebeu solucao de lactato de ringer, o grupo 2 recebeu
solugdo de hidroxietilamido 130/0,4 e o grupo controlo ndo foi submetido a qualquer
tipo de procedimento, apenas a anestesia.

Os resultados deste estudo sugerem que no caso de hemorragia severa, o LR
comparando com a solucdo de HES 130/0,4, quando utilizado para reposicao de
volémia, pode minimizar o grau de lesdo a nivel renal. Apesar de a H&E né&o revelar
resultados significativos, os métodos imunohistoquimicos utilizados para avaliar os
eventos apoptéticos (o método citocromo ¢, o método TUNEL e o método M30),

vieram revelar diferencas significativas nos grupos.

Palavras-chave: Hipoperfusdo; Reposicéo da volémia; Rim; Hidroxietilamido;
Lactato de ringer.
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ABSTRACT

The consequent hypoperfusion following a trauma or due to surgical
procedures with severe hemorrhage continues to be one of the most frequent reasons
that take domestic animals to the VMC's, despite all advances in veterinary medicine.

This clinical situation may lead to a state of shock called hypovolemic shock,
becoming one of the causes of increased morbidity and mortality.

Intravascular volume deficit triggers a hypovolemic state that leads to a series
of physiological events, with the reduction of tissue perfusion, cardiac output and
consequent oxygen supply to the tissues, being the most serious and severe lesions
trigger. These disorders can trigger the anaerobic mechanism, severely compromising
the normal cellular functioning.

Since the kidney is an organ greatly susceptible to hypoperfusion, it can thus
be severely affected by the decrease in its perfusion. As a consequence, an acute
renal failure with oliguria/anuria may occur, leading to severe electrolyte disturbances.

To prevent the occurrence of irreversible injuries or even death, an immediate
replacement of the volume should be performed. Beforehand, a number of
considerations should be taken into account, including the choice of the best solute to
infuse, the amount and time of infusion. These considerations should be in accordance
with the therapeutic objectives, hemodynamic parameters, bleeding rate and risks or
efficacy of certain substances, since there are some expanders that are harmful to the
kidney.

To date, the scientific community has not yet reached a consensus on what
the best solution is to restore the volume. Therefore, the present study aims to deepen
the knowledge of histopathological lesions and apoptotic phenomena at the renal level,
evaluating which is the best solution to use. To this end, a colloid, hydroxyethyl starch
130/ 0.4 and a crystalloid, ringer's lactate, were selected and compared.

For the present study, 28 healthy Large White pigs were submitted to an acute
bleeding (25 ml/kg) under the effect of total intravenous anesthesia with propofol and
remifentanil.

The animals were randomly assigned to 3 groups, the group 1 - RL (n = 11),
the group 2 - HES (n = 11) and the control group (n = 6). The RL group received ringer's
lactate solution, the HES group received 130 / 0.4 hydroxyethyl starch solution and the

control group was not subjected to any type of procedure, only to anesthesia.



The results of this study suggest that in the case of severe hemorrhage, the
RL comparing with the solution of HES 130 / 0.4 can minimize the degree of renal
damage, when used for volume replacement.

Although H&E did not reveal significant results, the immunohistochemical
methods used to evaluate apoptotic events (cytochrome ¢ method, TUNEL method
and M30 method) revealed significant differences in the groups.

Key words: Hypoperfusion; Replacement of the volume; Kidney; Hydroxyethyl starch;
Lactated ringer.
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1. INTRODUCAO

A hipovolémia é uma condicdo que aparece frequentemente na pratica clinica
veterinaria, apresentando-se como um dos principais sinais clinicos do choque. Nos
pacientes veterinarios, o choque pode ser decorrente de uma ampla variedade de
doencas associadas a trauma, infecdo ou disfungcédo cardiovascular (Soares, 2008;
Zancan, 2014).

As emergéncias por traumatismos sdo consideradas uma importante causa
de encaminhamento de cdes para Centros de Atendimento Médico Veterinarios
(CAMV’s) em todo o mundo (Oliveira et al.,2015).

Em situacbes de hemorragia por traumatismo, as perturbacdes primarias
incluem diminuicdo do volume sanguineo circulante, reducdo do retorno venoso,
diminuicdo da presséao venosa central (PVC), diminuicdo do débito cardiaco (DC) e da
pressdo arterial (PA) (Soares, 2008; Hirano, 2003). Com a redugdo absoluta ou
relativa da oferta de oxigénio (O2) desencadeada pela diminuicdo de perfusao, é
desencadeado o mecanismo anaeroébio (Silva et al., 2001).

A hemorragia € descrita como a perda aguda do volume sanguineo, que pode
provocar desde perturbacdes fisiopatologicas insignificantes a situacdes clinicas
extremamente graves, podendo culminar na irreversibilidade do choque e conduzindo
o animal a morte (Abreu, 2012).

No trauma, conforme referido, é frequente ocorrerem perdas significativas de
sangue, o que pode conduzir ao choque hipovolémico do tipo hemorragico. Esta
situacao clinica, classificada como choque, advém da insuficiéncia circulatoria aguda
com ma distribuicdo generalizada do fluxo sanguineo e consequente faléncia da oferta
e/ou utilizacdo do O- pelos tecidos (Ferreira, 2015).

O choque hipovolémico € considerado uma emergéncia frequente,
constituindo mais de 60% de todos os tipos de choque, sendo esta condi¢cao habitual
em animais politraumatizados ou em situacdes decorrentes de procedimentos
cirargicos (Oliveira TC et al.,2015).

Pacientes em estado hemorragico e trauma, apresentam perfusdo tecidual
inadequada, mé oferta e distribuicdo de Oz, com consequente instalagédo de acidose
metabolica. Desta forma, necessitam de reposicao de volémia para restabelecimento
da PA e do volume intravascular, para minimizar o numero de células afetadas pela

ma perfusédo (Ferreira, 2015).



O rim é um o6rgdo bastante suscetivel a hipoperfusdo, podendo ser
severamente afetado pelo déficit de perfusdo, que origina insuficiéncia renal aguda
(IRA) com oligaria/anuria e disturbios eletroliticos (Gaija, 2004).

Para impedir consequéncias irreversiveis nos o6rgdos em situacdes de
hipoperfusdo, em casos de choque hipovolémico, deve ser feita a imediata reposi¢ao
da volémia. Para isso, devem ser tidas em conta uma série de consideracoes,
incluindo qual o melhor soluto a infundir, a quantidade e o tempo de infusédo, de acordo
com os objetivos terapéuticos, parametros hemodinamicos, taxa de sangramento do
paciente e os riscos ou efichcia de determinadas substancias, pois existem
expansores que podem trazer complicacdes renais (Ferreira, 2015).

Na generalidade dos casos é necessario recorrer a intervengao cirargica pos-
traumatica e a inducdo anestésica para controlar o sangramento, com o intuito de
minimizar a instabilidade hemodinamica consequente da vasodilatacdo e da
depressado do miocardio (Oliveira et al.,2015).

O diagnostico do choque circulatorio baseia-se numa boa anamnese e no
exame fisico completo. Torna-se também necessario identificar a presenca de
hipotensao arterial associada a sinais e sintomas de inadequacéo da perfuséo tecidual
gue incluem a ansiedade, a hipotensao, a taquicardia, a pele fria, palida ou ciandtica,
a sudorese, a taquipneia, a sede, as nauseas, 0s vomitos, a confusdo, a oliguria, a
anuria, a alteracdo do estado mental e a acidose metabdlica (Ferreira, 2015).

O tratamento tradicionalmente utilizado em pacientes com choque
hemorragico, visa melhorar a perfusdo e com ela a oxigenacdo dos 6rgaos. Isto
verifica-se efetuando uma rapida infusdo de fluidos até se conseguir normalizar os
valores de PA (Wong et al., 2006).

Mesmo a presente data, ainda ndo existe um consenso sobre quais os fluidos
a utilizar na ressuscitacéo de pacientes traumatizados. Varios autores aconselham o
uso balanceado entre coloides e cristaloides. Deste modo, o presente estudo tem
como objetivo aprofundar o conhecimento das lesdes histopatologicas e dos

fendmenos apoptéticos a nivel renal, comparando a reperfusdo com a utilizacéo de



um coloide e um cristaloide, o hidroxietilamido 130/0,4 (HES) e o lactato de ringer (LR),

respetivamente.

Figura 1. Sinais e sintomas de inadequacédo da hipoperfusdo associados & hipotenséo arterial
(Adaptado de Ferreira, 2015)



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. HIPOVOLEMIA E HIPOPERFUSAO

A hipovolémia é uma condicdo caracterizada por perda de fluido corporal,
conduzindo a um inadequado fluxo circulatério, reduzindo o fluxo de sangue para os
orgaos (Regalin, 2009).

A perfusédo tecidual pode ser considerada como o produto do fluxo capilar,
conteado de nutrientes e O, oferecidos aos tecidos. Deste modo, as duas
componentes mais importantes sao o fluxo e o contetdo de O,. O fluxo pode ser
caracterizado pelo DC e pela sua distribuicdo, sendo que a analise do contetdo deve
ter em consideracdo a concentracdo sérica de hemoglobina, a saturacao e a presséo
parcial de oxigénio arterial (Silva et al., 2001).

Uma boa perfusao tecidual com apropriada oferta de O> depende do DC, da
relacdo ventilacdo/perfuséo pulmonar e da presenca de uma taxa de hemoglobina
normal (Abreu, 2012).

Em caso de hipovolémia, para preservar a fungdo organica vital, o organismo
desencadeia mecanismos compensatorios que incluem taquicardia, taquipneia e
vasoconstricdo periférica (Correia, 2015).

Os efeitos de privagdo de O s&o inicialmente reversiveis, contudo,
rapidamente se tornam irreversiveis, resultando em morte celular sequencial, danos
em orgaos alvo, faléncia multipla de 6rgdos e morte consequente (Felice, 2011).

As causas potenciais de hipoxia tecidual compreendem a faléncia
macrocirculatéria (falha na entrega de 0O2), faléncia microcirculatoria (falha na
distribuicdo de O) e faléncia mitocondrial (falha no processamento de Oy) (Kunzler,
2014).

O fluxo de sangue para qualquer regido do corpo esta dependente da presséo
de perfus@o que se traduz essencialmente através da PA. A regulacéo e o controlo da
PA € uma das funcdes fisiologicas de maior complexidade, que esta dependente das
acles integradas dos sistemas cardiovascular, renal, neural e endécrino (Martelli,
2012).



Figura 2. Esquema representativo das potenciais causas de hipéxia tecidual. (Adaptado
de Kunzler, 2014)

E crucial realizar uma avaliagdo rapida da hemorragia quando existe
instabilidade hemodinamica, pois uma lesdo no coracdo, pulmao ou vasos podera
envolver uma grande perda de sangue, sem evidéncias externas (Correia, 2015).

As alteracbOes circulatorias levam a um desequilibrio entre a oferta e
necessidade de O> resultando numa hipoxia tecidual ou choque (Kunzler, 2014).

O organismo consegue compensar perdas de fluido intravascular inferiores a
20%. Perdas entre os 20 e os 40% resultam num choque moderado e perdas
superiores a 40% conduzem a choque severo. Caes adultos e saudaveis podem
tolerar perdas superiores a 40% ou aproximadamente 35 a 40 ml/kg (Fernandes,
2014).
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Figura 3. Representacdo esquematica das perdas de fluido intravascular (Adaptados de Fernandes,
2014)
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Figura 4. Representacdo esquematica da evolucdo do choque circulatério. (Adaptado de
Vicent et al., 2008)




2.2. CHOQUE HIPOVOLEMICO

O racio entre o fornecimento de oxigénio (DO2) e o consumo de oxigénio pelos
tecidos (VO>) corresponde ao racio de extracdo de O2 (ERO>) e normalmente o DO
excede largamente o0 VO2 sendo o valor de récio entre 25 a 30% (Costa, 2014).

O choque é um estado clinico resultante do inadequado suprimento de O aos
tecidos, conduzindo a um metabolismo celular alterado, morte celular e faléncia de
orgaos (Regalin, 2009).

O choque hipovolémico consequente a hipovolémia é o tipo de choque mais
frequente em clinica de pequenos animais. Pode resultar da perda sanguinea
(hemorragia interna ou externa) ou da perda de alguns elementos plasmaticos (agua,
eletrdlitos, proteinas, etc.) ou seja, de fluidos para o terceiro espaco (decorrentes do
edema tecidual e do movimento do fluido para o espaco transcelular, resultando numa
perda de fluido intravascular funcional), secundarios a formacdo de exsudado e
transudado, perdas renais ou perdas gastrointestinais (vomito e diarreia —
desidratacéo) (Fernandes, 2014; Fernandes,2012).

Conforme referido anteriormente, nas hemorragias pode haver tanto perda de
eritrocitos como de plasma ou apenas perda de plasma, que ocorre em casos mais
especificos dos quais sdo exemplos as coagulopatias hereditarias e adquiridas, as
septicémias, as hipoproteinémias e as hipoglubinémias. Em ambas as formas, o que
se sucede € uma queda na pressao de enchimento capilar ou pressao hidrostéatica
(Janior et al., 2014).

Este tipo de choque pode ser facilmente diagnosticado caso a sintomatologia
de instabilidade hemodinamica ou a perda de volume sanguineo sejam claros. Em
contrapartida, este choque podera ser facilmente confundido com outro tipo de choque

ou mesmo nao chegar a ser diagnosticado como tal (Junior et al., 2014).
2.2.1. FISIOPATOLOGIA DO CHOQUE HIPOVOLEMICO

O choque hipovolémico é um desequilibrio entre o volume circulante e a
capacidade do sistema vascular (Ferreira, 2015).

A progressédo da hipovolémia provoca acidose metabdlica (acidose lactica),
gue se reflete na diminuicdo do metabolismo de lactato. Esta diminuicéo repercute-se

através dos niveis séricos do lactato devido ao aumento do metabolismo anaerébio



para a producado de energia. Os niveis séricos de lactato constituem um marcador de
agressdo tecidual secundaria a hipoxia (Ferreira, 2015).

No choque hipovolémico a hemoglobina que faz o transporte de O» encontra-
se diminuida, isto €, a sua disponibilidade esté reduzida ao ponto de provocar uma
consequente reducédo do DOz que, por sua vez, é compensado pelo aumento do ERO>
do sangue pelas células, de forma a manter em condi¢cdes normais o VO2. Contudo,
a partir do momento em que o DO baixa ao ponto de ja ndo se conseguir compensar
com o0 aumento do ERO> é chegado o ponto critico de DO.. A partir daqui as reducdes
de DO sdo acompanhadas por reducbes de consumo de O, passando a
desenvolver-se um metabolismo anaerdbio com acumulacdo de &cido lactico, isto é
acidose e hipoxia tecidual (Costa, 2014).

Inicialmente em condi¢des normais o VO2 € ‘“independente do fluxo”
sanguineo passando a dependente quando as reducdes do DO sdo acompanhadas

por reducdes do consumo de Oz (Costa, 2014).

Metabolismo
anaerobio

Choque
hipovolémico

W
lHemogIobina

Acidose

Ponto
l PO / Critico

néo consegue
compensar a
diminuicao do DO,

Figura 5. Esquema Representativo dos processos ocorridos durante o choque hipovolémico (Adaptado de
Costa, 2014). DOz — Débito de oxigénio; ERO2 — Réacio de extracéo de oxigénio; Oz — oxigénio.



A diminuicdo do espago extracelular produz uma diminuigdo do volume
plasmatico e da perfuséo hidrostéatica capilar, com diminuicdo do filtrado glomerular e
da diurese, acionando os mecanismos renais compensadores de retencdo de agua e
sédio. Por outro lado, a diminui¢do do DC produz uma diminuicdo da tensao arterial,
gerando a estimulagéo dos barorreceptores, com consequente resposta adrenérgica.
Isto provoca a distribuicdo do fluxo sanguineo, estimulacdo da renina — agiostensina
- aldosterona e da hormona antidiurética culminando também no acionar dos
mecanismos compensadores renais (Miranda et al., 2013).

Durante o choque hipovolémico um dos sintomas mais precoces de
inadequacédo de perfusdo tecidual € a oliguria. Este sintoma pode ocorrer devido ao
desvio de fluxo sanguineo para os 6rgdos com maior necessidade, isto €, para 0s
orgaos vitais, ou devido a deplegéo do volume intravascular. A melhoria deste sintoma
ajuda a guiar a terapéutica (Ferreira, 2015).

Face a hipovolémia existente, 0 organismo tenta compensar a perda através
da vasoconstricao, que, por sua vez, leva a diminuicado da perfuséo tecidual de forma
a redirecionar o sangue da periferia para os 0rgdos vitais. Um sintoma que ocorre
devido a este redireccionamento € a pele fria. A taquicardia € uma resposta fisiologica
a diminuicdo do volume sistolico e a oximetria de pulso revela a hipoxémia (Ferreira,
2015). O progresso do choque € normalmente dividido em trés fases, choque
compensado, choque descompensado e choque irreversivel, respetivamente
(Dourado, 2010)

Figura 6. Esquema representativo das diferentes fases do choque (Adaptado de Dourado,
2010)
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Figura 7. Efeitos fisiopatoldgicos basicos dos varios tipos de choque. (Adaptado de Vicent et al.,
2008). Pd2f — pressao diastdlica final; VE — Ventriculo esquerdo; VD — Ventriculo direito; PVC —
pressdo venosa central; PAE - Pressao atrial esquerda; PCP — Presséo capilar pulmonar.

2.2.2. SINTOMATOLOGIA E EXAME FISICO

A sintomatologia do choque hipovolémico conforme referido na fisiopatogenia,
inclui fraqueza, depresséao e extremidades frias. Durante o exame fisico, os pacientes
apresentam comumente as mucosas palidas, o templo de replecdo capilar (TRC)
aumentado, pulso periférico fraco e taquicardia (Fernandes, 2014).

O exame fisico € realizado para identificar outros sinais clinicos que nao se
tenham evidenciado. Devera, por isso, incluir a palpacdo de diferentes regides
corporais como o cranio, a coluna vertebral, os membros, procurando possiveis
laceracdes e hemorragias. Devem ainda ser cuidadosamente palpadas a traqueia e o

pescoco para a avaliacdo de possiveis crepitacdes (Fernandes, 2014).
2.2.3. AVALIACAO DA CIRCULACAO

A avaliacdo da hemodinamica precoce com base em achados fisicos, sinais

vitais, PVC e débito urinario visa detetar a hipoxia persistente de todos os tecidos

(Kunzler, 2014).
Embora alguns parametros possam estar alterados devido ao stress, o

sistema cardiovascular é avaliado através de:

- Membranas Mucosas (MM);
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- TRC,;

- DC;

- Pulso sanguineo;

- Temperatura rectal e das extremidades;
- Estado mental;

- Exploracédo de possiveis hemorragias (Fernandes, 2014).
2.2.3.1. Membranas mucosas

A avaliacdo das MM inclui a avaliagdo da cor das gengivas, contudo, quando
estas sao de dificil avaliacdo, pode procurar-se como alternativa avaliar a conjuntiva
ocular, vulvar ou peniana. Em condicdes fisiolégicas as membranas apresentarem-se
palidas ou brancas em casos de hemorragia (anemia) ou de vasoconstricédo, vermelho
tijolo com muco, em caso de vasodilatacédo, hipertermia ou septicemia, cianéticas ou
azuladas em caso de hipdxia severa (a auséncia de MM azuladas néo exclui a
existéncia de hipéxia), e por fim, podem apresentar-se ictéricas ou amarelas em caso
de hemdlise ou hepatopatia (Jamie et al., 2012; Fernandes, 2014).

Mucosas
palidas Mucosas Mucosas

ou vermelho

e ictéricas
brancas tijolo

Figura 8. Avaliacdo das membranas mucosas (Adaptado de Jamie et al., 2012;
Fernandes, 2014; Andnimo, s/d; Anénimo, 2014; Garcia M, s/d; Franca M, s/d)
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2.2.3.2. Tempo de replecéo capilar

A avaliacdo do tempo de replecao capilar permite fazer uma estima da volémia
e do DC. Este é avaliado através da pressao digital sobre a mucosa for¢cando o leito
capilar, observando-se posteriormente o retorno venoso. Este retorno ndo devera
demorar mais que 1-2 segundos. Em pacientes hipotensos ou com hipovolémia o TRC
esta aumentado, sendo que, quando diminuido, sugere uma possivel vasodilatacao
(Jamie et al., 2012; Fernandes, 2014).

2.2.3.3. Débito cardiaco e qualidade do pulso

Estes dois parametros deverdo, por uma questdo de detecédo de déficits, ser
avaliados em simultaneo. O DC é geralmente medido através da auscultacdo e a
gualidade do pulso atraves da artéria femoral (normalmente a de elei¢cdo). O DC pode
fornecer dados acerca do ritmo cardiaco ou da presenca de sopro cardiaco. A
gualidade do pulso proporciona informacédo sobre o ritmo, DC, forca, simetria e
sincronizacgao, informando, deste modo, a quantidade de sangue bombeada para fora
do coracdo por minuto. Idealmente, o pulso cardiaco devera ser forte e regular. A
taquicardia é definida por> 160 batimentos por minuto (bpm) no céo e> 200 bpm no
gato (Jamie et al., 2012; Fernandes, 2014).

2.2.3.4. Temperatura

No choque é necessario avaliar a temperatura, visto ser frequente os
pacientes apresentarem incapacidade de termorregulacéo, traduzivel pela diminuicao
da temperatura, designada hipotermia. Os melhores lugares para avaliar a
temperatura sdo as orelhas, patas e membros que por norma, estdo quentes,
apresentando-se frias quando resultado de vasoconstricdo (Jamie et al.,, 2012;
Fernandes, 2014).

Outras causas de hipotermia incluem doencas metabdlicas, doencas
cardiacas, doencas inflamatdrias, doencas infeciosas, golpes de calor, entre outros
(Jamie et al., 2012; Fernandes, 2014).
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2.2.3.5. Alteracdes do sistema neurolégico

Inicialmente as alteragbes do sistema neurologico devem ser avaliadas a
distancia. Se o paciente apresentar alteracdes neuroldgicas, sao avaliadas as suas
respostas a estimulos dolorosos como toque e som (Fernandes, 2014).

Durante a avaliacdo deste parametro devera ser avaliado o estado de
consciéncia do paciente, postura, atividade motora, tamanho pupilar, responsividade
da mesma a luz, posicao e movimento ocular e resposta a dor superficial e profunda
(Jamie et al., 2012; Fernandes, 2014).

No geral, os pacientes podem apresentar estados variados a nivel
neuroldgico, podendo ir desde alerta quando se encontra responsivo a estimulos
ambientais, depressdo quando se encontra prostrado (contudo responde a estimulos
ambientais), estupor quando a resposta a estimulos ambientais se encontra diminuida
(contudo responde a estimulos dolorosos), comatoso quando ha auséncia de
estimulos ambientais, dolorosos e convulsivos. Estes estados variam consoante o
grau de lesdo, logo, animais que apresentem lesbes cerebrais devem ser

monitorizados a cada 30 — 60 minutos (Jamie et al., 2012; Fernandes, 2014).
2.3. CIRCULACAO
2.3.1. MACROCIRCULACAO

A circulacao sistémica distribui o fluxo sanguineo para todos os tecidos, com
excecdo dos pulmdes. E também designada como macrocirculagdo ou circulagéo
periférica. As funcdes de maior importancia da circulacdo sdo o transporte através do
sangue de nutrientes, gases, eletrdlitos, imunoglobulinas, hormonas e produtos do
metabolismo celular (Guyton & Hall,1996; Engelhardt & Breves, 2005).

A circulacdo sanguinea € composta por um sistema fechado de vasos
sanguineos ligados entre si. As diferencas morfolégicas entre 0os vasos sanguineos
permitem a sua classificacdo (Engelhardt & Breves, 2005).

A funcdo das artérias € efetuar o transporte de sangue sob alta pressdo aos
tecidos e, por esta razéo, apresentam uma forte parede vascular promovendo a rapida
fluidez do sangue. As arteriolas sdo pequenos ramos do sistema arterial, e sédo
também os ultimos vasos deste sistema que atuam como valvulas de controlo através

das quais o sangue € liberado para os capilares. Apresentam paredes musculares
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fortes capazes de fechar por completo ou apenas permitir que a arteriola seja dilatada
vérias vezes de forma a obter capacidade de resposta as necessidades dos tecidos.
A funcao dos capilares € efetuar as trocas de fluidos, nutrientes eletrélitos, hormonas
e outras substancias entre o sangue e o fluido intersticial, apresentando deste modo,
paredes finas e permeaveis (Guyton & Hall,1996).

As vénulas recolhem o sangue dos capilares e vdo-se unindo gradualmente
em veias progressivamente maiores. Tém como principais fungdes o transporte do
sangue de volta ao coracdo e 0 armazenamento de um grande volume de sangue.
Pelo facto da pressao venosa ser baixa nas veias, proxima de 0, as suas paredes sao
finas (Guyton & Hall, 1996; Engelhardt & Breves, 2005).

Quadro 1. Esquema da composicdo dos vasos sanguineos (Adaptado de Engelhardt & Breves
2005) * O simbolo + representa a proporc¢ado correspondente ao tecido da parede vascular

2.3.2. MICROCIRCULACAO

Define-se microcirculacdo como uma rede formada por pequenos vasos, ou
seja, capilares, arteriolas e vénulas, com diametro inferior a 100 um (Miranda et al.,
2013).

A microcirculacédo € a maior superficie endotelial e de Oz no corpo, onde sao
efetuadas as trocas gasosas, deixados os residuos e feita a troca por nutrientes. Esta
€ controlada por mediadores locais como o 6xido nitrico (NO) e pela pressao parcial
de O tissular (pO2). Deste modo, é o gradiente de presséo e o padrdo de resisténcia

gue compdem a microcirculacdo (Kunzler, 2014).
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A microcirculacdo de cada 6rgdo é especificamente organizada face as
necessidades especiais do mesmo (Guyton & Hall, 1996). A microcirculagéo tem como
funcao principal e vital, o fornecimento de Oz e outros substratos essenciais as células,
e, posteriormente, a remoc¢ao dos produtos resultantes do seu metabolismo. A nivel
morfologico, a microcirculagdo encontra-se organizada de forma a atender as
necessidades de cada sistema/orgdo em particular. Assim, as arteriolas possuem um
didametro que pode aumentar varias vezes, ja as vénulas possuem um calibre maior e
uma camada muscular mais fragil.

Para além da sua funcao vital, tem também outras funcdes fisiolégicas, tais
como, o controlo da resisténcia vascular, da coagulacdo sanguinea e dos processos
inflamatérios e imunolégicos, podendo deste modo associar-se uma faléncia orgéanica
(ma distribuicdo do fluxo sanguineo e hipoxia celular) a falha da funcao
microcirculatoria (Dias, 2002; Salgado et al., 2010).

A interrupgéo desta funcao da-se quando ocorrem anomalias microvasculares
gue se desenvolvem em reposta a hipertensdo (Boudier, 2007). Nestes casos, ocorre
hipertensdo porque, como a PA é o produto entre o DC e a resisténcia vascular
periférica, se a resisténcia vascular sistémica aumentar, o resultado € o aumento da
PA (Fernandes, 2014; Dourado, 2010).

No coracdo, 0s danos microvasculares coronarios causam isquémia
coronaria, e no rim, 6érgdo que regula os fluidos corporais, os danos provocados nos
glomérulos causam disfuncéo renal (Boudier, 2007).

Sao as células endoteliais da tanica intima dos vasos que desempenham um
papel central no sistema de controlo do funcionamento da microcirculacédo (Miranda
et al., 2013).

O estado de homeostasia € mantido pelas células endoteliais e vigiado
através do minucioso controlo da agregacdo plaquetaria, da coagulacdo e da
fibrindlise, regulando deste modo a trombose, a fibrindlise microvascular, a adeséo e
migracao leucocitaria, o ténus arteriolar, a permeabilidade e o recrutamento capilar,
todos estes determinantes do fluxo sanguineo capilar e por conseguinte, da oferta de
O:2 aos tecidos/6rgaos (Miranda et al., 2013; Ribeiro et al., 2008).

As células endoteliais sdo providas da capacidade de percecdo das forcas
mecanicas, isto é, forcas de cisalhamento, produzidas pelo fluxo sanguineo e
estimulos locais, tais como, potencial hidrogénico (ph), lactato, concentracao tecidual

de Oz e CO: e substancias neuro-humorais. Como resultado desta capacidade de

15



percecao, o endotélio consegue modular o numero de capilares bem perfundidos, ou
seja, a densidade capilar funcional por meio de transmissdo ascendente e
descendente as arteriolas e vénulas, de modo a suprirem as exigéncias metabdlicas
(Salgado et al., 2010).

A interacdo entre os capilares e 0 meio externo da-se através de poros
capilares que se encontram adaptadas as caracteristicas de cada tecido, ou seja, no
cérebro, por exemplo, as juncdes entre os capilares sdo apertadas, de modo a permitir
apenas a passagem de agua, Oz e gas carbdnico, ja no figado as junc¢des sdo de
maior calibre permitindo assim a passagem de todas a substancias dissolvidas no
plasma, incluindo as proteinas (Dias, 2002).

A regulacao do fluxo sanguineo e consequentemente da perfusédo tecidual é
um processo bastante complexo que abrange a presséo de perfusdo capilar, o tobnus
arteriolar, a hemorreologia e a permeabilidade capilar (Salgado et al., 2010). Este fluxo
€ efetuado através dos capilares e é realizado de forma intermitente
(vasomotricidade), isto €, é feito em funcdo da abertura e fecho dos mesmos,
decorrente das contracdes intermitentes das meta-arteriolas e dos esfincteres pré-
capilares onde o O2 nos tecidos se torna o fator determinante (Dias, 2002).

Em condi¢bes normais, isto €, aerObicas a energia celular é formada sob
compostos de alta energia (ATP) através de processos como a glicdlise, ciclo do acido
citrico e fosforilagdo oxidativa. J& sob condi¢cGes anaerobicas apenas a glicélise pode
funcionar permitindo que a producéo de energia possa continuar em caso de hipdxia
celular gerando contudo, um menor numero de ATP’s por base molar. Sob condi¢des
aerobicas, o metabolismo de 1 mol (unidade de quantidade de substancia) de glicose
gera 38 mol de ATP, enquanto sob condicdes anaerdbicas apenas sdo gerados 2 mols
de ATP (Kunzler, 2014).

A glicolise em condicbes aerObicas produz o piruvato e consome a
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD+), mas, para permitir que o metabolismo
continue sob condi¢cbes anaerdbicas, a célula deveréa dispor do piruvato e regenerar o
NAD+, através da conversao do piruvato em lactato. Esta conversdao tem efeitos
negativos, visto que a producéo de lactato é concomitante com a producéo de ides de

hidrogénio com consequente acidose metabdlica (Kunzler, 2014).
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2.4. AVALIACAO DA PERFUSAO E DA VOLEMIA

A manutencdo da oferta de O, as células, atendendo as necessidades
metabdlicas, isto é, ao requerimento energético, € a funcdo principal do sistema
cardiorrespiratério (Silva et al., 2001).

Fisiologicamente, tanto a perfusdo como a oferta de Oz sdo controladas pela
taxa metabdlica. Em vérias condicbes patoldgicas, o sistema cardiorrespiratorio
podera ser incapaz de satisfazer as necessidades metabdlicas dos tecidos, sendo
necessaria a manipulagao das variaveis que interferem no transporte sistémico de O2
(Silva et al., 2001; Neto et al., 2006).

Os pacientes em estado critico encontram-se em alto risco de hipoperfusédo
tecidual, estando esta diretamente relacionada com a leséo organica e a disfuncao de
multiplos orgédos. A monitorizagdo da perfusdo sistémica torna-se indissociavel da
avaliacdo hemodinamica de qualquer animal em estado critico. Sendo parte integrante
e indissociavel da avaliagdo hemodinamica de todos os pacientes em estado critico,

estando indicada em todos os casos (Neto et al., 2006).
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Figura 9. Pressd@o sanguinea nas diferentes por¢des do sistema circulatério (Adaptado de
Guyton & Hall, 1996)

2.4.1. BIOMARCADORES DE AVALIACAO DE HIPOPERFUSAO

Os marcadores de metabolismo anaerébio, déficit de bases (DB), niveis de
lactato e aumento da extracdo de O (saturacdo de O venoso) atraveés da gasometria

sanguinea sado os melhores indicadores de perfusdo sanguinea (Pinheiro, 2013).
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Segundo Botteon 2012, a concentracdo de lactato tem vindo a ser empregada,
na Medicina Veterinaria (MV), como um indicador da gravidade de doencas. Estudos
realizados em cées efetuados através da concentracdo sanguinea de lactato
permitiram identificar uma possivel hipoperfusdo subjacente, e por conseguinte,
avaliar a resposta ao tratamento. Deste modo, a lactatémia elevada esta por norma a
associada a cdes em estado critico ou feridos, e pode ser empregada como um
indicador da gravidade da doenca e dos resultados do tratamento.

A mensuracao da concentracdo plasmatica de lactato permite juntamente com
o exame fisico, detetar e monitorizar a hipoperfusdo, sendo que esta é a causa
patolégica mais frequente de hiperlactémia em caes e gatos (Fernandes, 2014).

A concentracdo sanguinea de lactato esta dependente da taxa de producéo e
da taxa de metabolismo do figado e dos rins. Assim, 0s niveis de lactato aumentam
guando a sua producao por tecidos em hipdxia se sobrepdem a capacidade deste ser
eliminado pelo figado e pelo rim. Deste modo, deveréo ser realizadas varias medigoes,
de forma a definir o ritmo de eliminagcdo do mesmo, sendo um bom marcador de
reversdo do choque (Zavariz et al., 2006; Costa, 2014).

Os niveis do lactato ndo aumentam nos estadios iniciais de choque, ocorrendo
apenas quando ha descompensacéo, pelo que este nao € indicador de hipoperfuséo
ligeira, mas sim de severa (Fernandes, 2014).

O DB é um indicador sensivel de choque compensado visto que, mesmo que
0s sinais clinicos aparentem estar normais, existe acidose metabdlica que provoca
uma diminuicdo deste indicador (Costa, 2014).

O aumento da ERO; faz com que ocorra uma diminuicdo de O, no sangue
venoso, refletindo um estado de hipoperfusédo e de hipdxia. Este € um marcador de

alta morbilidade e mortalidade (Costa, 2014).
2.5. PRESSAO ARTERIAL

Num paciente em estado critico, a avaliacdo deve ser iniciada através do
exame minucioso do sistema cardiovascular (Pinheiro, 2013).

A monitorizacdo deste parametro num paciente em estado critico é uma
ferramenta de controlo importante no diagnéstico de hipotensdo ou hipertensdo. A

hipotensao arterial € comumente vista em casos de emergéncia apos episédios de
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hipovolémia e hemorragia, devendo ser tratada com rapidez, de modo a garantir uma
adequada perfusao tecidual (Kunzler, 2014).

O valor ideal de PA é determinado pela necessidade de garantir uma pressao
de perfusédo adequada, pois uma vez aumentada, ird aumentar o DC e o0s riscos de
danos estruturais no coracao e vasos sanguineos (Martelli, 2012).

A PA é a pressao exercida nas paredes vasculares derivada da ejecdo de
sangue do ventriculo esquerdo (Kunzler, 2014).

Devido ao continuo bombeamento de sangue efetuado pelo coracdo para a
aorta, a PA nesta veia é efetivamente alta. Devido ainda a este débito sanguineo
continuo e pulsétil, é verificada uma flutuacdo dos valores da presséao sanguinea entre
um nivel sistélico de 120 mililitros de mercurio (mmHg) e 80 mmHg, a nivel diastdlico.
A alta pressao verificada inicialmente, ao nivel da aorta, vai diminuindo
progressivamente a medida que o sangue flui através da circulagéo sistémica, caindo
deste modo para valores proximos do 0 mmHg no final da veia cava, mais
precisamente no atrio direito do coracdo (Guyton & Hall,1996). Assim, os valores
normais de PA sdo 112 — 192 mmHg de pressao sistélica (PAS) e 56 — 110 mmHg de
pressao diastolica (PAD) no céo, e 120-170 de PAS e 70-120 mmHg de PAD no gato
(Pinheiro, 2013)

Valores de PA inferiores a 80 mmHg de sistdlica e média menor que 60 mmHg
implicam uma severa hipoperfusao requerendo rapido tratamento (Pinheiro, 2013).

A PA associada ao DC é o ponto crucial na determinacdo da pressao
sistémica. Assim, a manutencdo de um nivel adequado de pressao arterial média
(PAM) propicia no geral uma adequada perfusdo organica (Silva et al., 2001).

A PA tem um pico imediatamente a seguir a sistole cardiaca, caindo em
seguida para um valor minimo apds a diastole. Assim a diferenca entre a pressao
sanguinea sistélica e a diastdlica é a pressao do pulso que determina a amplitude do
pulso palpavel (Pinheiro, 2013).

A PAM, nao representa a média da PAS e da PAD mas sim a relacdo
proporcional do tempo gasto em cada fase do ciclo cardiaco (Kunzler, 2014).

Este parametro pode ser controlado através de dois mecanismos. A regulacéo
neural realizada primariamente pelo sistema nervoso autbnomo, associada a
barorreceptores e quimiorreceptores, e a regulacdo humoral que é efetuada pela
variedade de substancias libertadas por diferentes tipos celulares, tais como, as

células endoteliais e as células justaglomerulares (Martelli, 2012). No entanto, ao
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avaliar este parametro é importante ter em atencéo o facto de nédo estar diretamente
relacionado com a perfusdo, sendo assim uma avaliagdo da perfuséo global, isto €&,
se um paciente € hipotenso pressupde-se que o fluxo sanguineo nos tecidos seja
inadequado, levando a uma inadequada perfusao tecidual (Kunzler, 2014).

Segundo Silva et al., (2001), do ponto de vista pratico recorre-se as seguintes
evidéncias:

— Quanto maior o tempo de hipotensdo arterial maior a possibilidade de
desenvolvimento de disfuncao organica,

— O nivel de hipotensdo arterial é varidvel relativamente ao inicio da
hipoperfuséo tecidual, sendo que, o estado cardiovascular prévio é um fator
determinante do inicio de hipoperfuséo;

— Devem-se ter em conta outros fatores que interferem na PAM, ou seja, a
contratilidade miocardica e a resisténcia vascular sistémica;

— A analise da curva de pressao arterial pode fornecer importantes informagdes
acerca do estado hemodinamico do paciente, como por exemplo, o
estreitamento da base da curva que nos da a indicacdo de que o paciente se

encontra num estado hipovolémico.

Figura 10. Esquema representativo das evidéncias da PA
na pratica (Silva et al., 2001)
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A pressdo sanguinea é quase sempre medida em milimetros de mercurio
porque o0 manémetro de mercurio j4 € utilizado desde a antiguidade como referéncia

padrao para medir a pressao arterial (Guyton & Hall, 1996).

Quadro 2. Pressao sanguinea média em repouso de animais domésticos (Adaptado de Engelhardt &
Breves, 2005)

A monitorizacdo dos parametros que refletem a perfusdo sanguinea séo
essenciais para a corrigir situacdes de hipoperfusao tissular e prevencéo de possivel
disfuncdo organica. A PA devera ser medida diariamente principalmente em doentes

com instabilidade hemodinamica (Pinheiro, 2013).
2.6. REPERFUSAO

A estratégia de ressuscitacado mais eficaz envolve a manipulacao orientada da
pré-carga cardiaca, pOs-carga e da contrariabilidade, de forma a alcancar um
equilibrio entre a oferta e as necessidades de O, (Kunzler, 2014)

O fluxo de sangue para qualquer regido do corpo esta dependente da presséo
de perfuséao (Martelli, 2012).

A regulacéao e controlo da PA é uma das funcdes fisiologicas mais complexas
e depende de acOes integradas dos sistemas cardiovascular, renal, neural e enddcrino
(Martelli, 2012).

Como referenciado anteriormente, situacdes de hipovolémia com grande
perda de volume podem provocar uma grave acidose metabdlica, e deste modo, uma
adequada reposicdo do volume intravascular € crucial para restaurar a perfusdo dos
orgaos vitais (Zancan, 2014; Sakabe et al., 2004).

Para tomar a decisédo do volume a infundir deverédo ser avaliados todos os
parametros hemodindmicos monitorizados do paciente, reduzindo assim a
possibilidade de erro (Ferreira, 2015).

O objetivo desta terapia envolve a monitorizagdo intensiva e maneio da
hemodindmica de pacientes em estado critico, com alto risco de morbilidade e
mortalidade, para que se possa manter uma correta homeostasia, de modo a que

ocorra uma adequada oxigenacdo dos tecidos e 6rgdos para entdo ser possivel
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diminuir o risco de hipodxia tecidual que poderia conduzir & morte celular, a disfungéo
organica, a faléncia do 6rgdo e por fim consequentemente, & morte do paciente
(Kunzler, 2014).

Para o tratamento do déficit vascular com vista a manutencdo de uma
adequada perfusdo estdo disponiveis dois tipos de fluidos, os coloides e os
cristaloides (Portela, 2014).

2.7. FLUIDOTERAPIA

Existe ainda uma grande controvérsia no tipo, quantidade e tempo de
ressuscitacdo com fluidos, contudo, a terapia de fluidos é imperativa na estabilizacao
da maioria das formas de choque. Tem como objetivo normalizar o fluxo sanguineo,
devolver o normal aporte de O> aos tecidos e trazer a PAM para valores entre os 70 —
90 mmHg ou a PAS para os 90 — 110. No entanto, a superagdo destes valores de
PAM e PAS podera ter efeitos colaterais (Norcus, 2012; Costa, 2014).

Sendo o restauro do volume circulatorio o primeiro passo a dar em caso de
choque hipovolémico, os cateteres IV deverdo ser colocados numa veia central ou
periférica para se dar inicio a fluidoterapia de ressuscitacdo. Em gatos e caes
pequenos, o tamanho ideal devera ser de 18 ou 20 Gauge (G). Em cées de grande
porte deverdo ser colocados mdultiplos cateteres de 14 a 18 G. A colocacdo de um
cateter ventral venoso, na jugular, permite uma fluidoterapia a uma taxa de infusao
mais elevada, sendo que terd uma entrada mais direta no coracédo (Fernandes, 2014).

Segundo Myburgh & Mythen (2013), o fluido de ressuscitacao ideal deve ser
aquele que produz um aumento previsivel e sustentado do volume intravascular, que
possui uma composicado quimica tdo proxima quanto possivel do fluido extracelular,
gue é metabolizado e completamente excretado sem acumulacdo nos tecidos, que
nao produz efeitos adversos (metabdlicos ou sistémicos) e que seja rentavel, em
termos de melhorar os resultados do paciente. A selecdo do fluido para repor a
volémia deverd ser baseada em indica¢cdes, contraindicacdes e possiveis efeitos

toxicos, de modo a maximizar eficacia e minimizar a toxicidade.
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O grande objetivo da fluidoterapia € atingir e manter uma perfusdo e

oxigenacao adequada dos érgaos vitais sem aumentar a PAM de forma a ndo agravar

as perdas de sangue, permitindo a formacédo e estabilizacdo de trombos (Costa,

2014).

Hemorragia/Hipotenséo

Controlada

Cristaloides isotonicos:
Cées - 60 a 90 ml/kg IV
Gatos - 40 a 60 ml/kg IV

*Bolus 1/3 a 1/4 da dose
em 15 minutos

Parametros
de perfusédo
normais

Repetir
Bolus3 a4

Ressuscitaca Vezes

o0 completa

Parametros
normais

Nao Controlada

Cristaloides isotdnicos:
Caes - 60 a 90 ml/kg IV
Gatos - 40 a 60 ml/kg IV

* Bolus 1/3 a 1/4 da dose
em 15 minutos

Se houver
PAS = 90 mmHg trauma
PAM = 60 mmHG

PAS >= 100mmHg

120 mmHg >= PAM
>= 80 mmHg

Ressuscitacéao
completa

Repetir bolus 3a 4
vezes

Prametros
normais

Considerar
outro tipo
de fluido

\ 4

¥

Cies4a7 ml/kg IV

O aumento rapido da PAM pode agravar

Hiperténico 7.5%

Gato2a 4 ml/kg IV

a perda de sangue

Cdes 20 ml/kg Agravar edema pulmonar e intracaniano.

Dextrano ou Hidroxietilamido

Gatos 15 ml/kg Coagulopatias.

Albumina sérica humana 25%

Cies 2 ml/kg seguido de 0.5

Reagoes de hipersensibilidade e
vasculite imunomediada

Gatos 1 ml/kg/hora

Figura 11. Esquema representativo da fluidoterapia em cées e gatos com hemorragia e hipotenséo (Adaptado

de Costa, 2014)
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2.7.1. COLOIDES

Os solutos classificados como coloides naturais ou coloides semissintéticos
séo substancias constituidas por grandes moléculas ou particulas ultramicroscopicas,
ndo cristalinas. Estas solu¢des possuem macromoléculas que nao tém a capacidade
de atravessar o endotélio capilar, permanecendo no espago intravascular onde

exercem o seu efeito expansor (Ferreira, 2015; Zancan, 2014).
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Figura 12. Principais solu¢des coloides e composi¢édo (Adaptado de Corréa et al., 2015)

Os coloides mais utilizados sao a albumina, dextrose e os hidroxietilamidos.
A albumina € uma solucéo coloidal natural que, por sua vez, apresenta um tamanho
e peso molecular uniforme. Apesar de se mostrar eficaz na recuperacao da perfusao
microvascular esta associada a um aumento da incidéncia de lesdes a nivel renal e
pulmonar. No caso dos coloides semissintéticos, as gelatinas, a dextrose e o0s
hidroxietilamidos, o tamanho e o peso molecular ndo sao uniformes (Ferreira, 2015).

A reposicdo da volémia com solucdes coloidais é mais duradoura e requer
volumes inferiores, comparando com solucdes salinas isotdnicas. Esta reposicéo
podera ser de 1 mililitro (ml) de perda para 1 ml de coloide, proporcdo que ja nao se
verifica em solucdes cristaloides, onde devera ser de 1:3 até 1:4 (Zancan, 2014).
Assim, as principais vantagens da sua utilizacdo prendem-se com a pressao oncotica
exercida e, com o fato de nao se difundirem para o espaco extravascular, conseguindo
deste modo restabelecer o volume intravascular com maior rapidez, de forma mais
sustentada e com menores volumes administrados (Portela, 2014).

Esta solucdo com peso molecular de 130,000 Daltons e grau de substituicdo
de 0,4 é considerada em alguns paises europeus como solucdo padrdo ouro para 0s
hidroxietilamidos, por apresentar menores efeitos sobre a coagulagéo (Barros, 2009).
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Globalmente, as solugdes de HES sdo os coloides semissintéticos mais

comumente utilizados, particularmente na Europa (Myburgh & Mythen 2013).
2.7.1.1. Albumina

A albumina, coloide natural, € a proteina mais abundante do plasma e é
constituida por uma cadeia polipeptidica de 585 aminoacidos com peso molecular de
66,500 Daltons. E produzida a nivel hepatico e contempla 80% da pressdo oncotica
do plasma (Miranda et al., 2013). E produzida pelo fracionamento do sangue e é
tratada termicamente, visando prevenir a transmissdo de virus patogénicos. E uma
solucdo cara para ser produzida e distribuida, e a sua disponibilidade é limitada em
paises pouco desenvolvidos (Myburgh & Mythen, 2013).

Esta solucéo é utilizada em todo o mundo para o tratamento de pacientes
graves. A sua utilizacdo pode ser justificada através dos seus efeitos fisiologicos,
especialmente pela ligacéo e transporte de varias substancias no sangue, pelas suas
propriedades antioxidantes, pela modulacdo de NO e pela sua capacidade de

tamponamento (Corréa et al., 2015).
2.7.1.2. Hidroxietilamido

As solucbes de HES, sao solucbes sintéticas derivadas da amilopectina
extraida do milho. S&o dos expansores coloidais mais utilizados em todo o mundo,
maioritariamente devido ao seu baixo custo, em comparacdo com a albumina
(Regalin, 2009; Corréa et al., 2015).

O HES apresenta varios tipos de solucdo, sendo cada uma delas
caracterizada pelo peso molecular, concentracdo e grau de substituicdo (Regalin,
2009).

Para aumentar a solubilidade em agua e diminuir a hidrolise pela amilase ha
uma substituicdo dos grupos hidroxil pelos hidroxi-etil, ocorrendo esta troca
principalmente nos carbonos 2,3 e 6 (Barros, 2009).

Um alto grau de substituicio em moléculas de glicose protege contra a
hidrolise por amilases ndo especificas no sangue, prolongando deste modo a
expansao intravascular. Nao obstante, esta acdo aumenta o potencial do HES para
se acumular nos tecidos reticuloendoteliais, como a pele (resultando em prurido),
figado e rim (Myburgh & Mythen, 2013).
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O HES 130/0,4, coloide de terceira geracdo e com propriedades oncoticas
excelentes, possui um peso molecular especifico, determinando assim o tempo em
gue a solugcdo permanecera dentro dos vasos. Este coloide apresenta em cada grupo
de 10 glicoses, 04 que sofrem hidroxiacetilacéo especificamente no carbono 02, sendo
denominado de hidroxietilamido de peso molecular 130 kDa e grau de substituicao
molar 0,4. O HES 130/0,4 possui um alto peso molecular e é hidrolisado rapidamente
pela amilase plasmética, mantendo-se deste modo, pouco tempo na corrente
sanguinea (cerca de 10 minutos) (Regalin, 2009; Soares et al., 2009).
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Figura 13. Diagrama esquematico da molécula de hidroxietilamido
(Adaptado de Barros JMP, 2009)
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2.7.1.3. Dextranas

As dextranas sao polimeros de glicose de alto peso molecular onde as suas
subunidades estéo ligadas através de ligacfes alfa 1-6. Sao biossintetizadas através
da conversdo de sacarose em dextrose por hidrolise &cida e separadas por
fracionamento repetido por etanol para a obtencdo de um produto com menor peso
molecular. Estdo disponiveis para venda dois tipos de dextrose, distinguindo-se
apenas pelo peso molecular, o dextran 40 a 10% e, o dextran 70 a 6% (Junior et al.,
s/d).

Comparativamente com o HES, as dextranas permanecem menos tempo no
plasma. Este coloide sintético apresenta algumas desvantagens, tais como o fato de
interagirem com os glébulos vermelhos podendo dificultar a realizacdo de provas
cruzadas para a apuracao do tipo de sangue do paciente, sendo que em caso de
possibilidade de transfusdo sanguinea, a tipificacdo devera ser realizada antes da
administracdo de solugbes com dextranos que, por sua vez, interagem com as
plaguetas, aumentando o tempo de coagulacio. A semelhanca do HES, podem
provocar reacfes anafilaticas, e, no caso do dextran 70 existe a possibilidade de
promover desmarginacao dos neutrofilos, diminuindo a contagem dos mesmos (Pina,
2014).

2.7.2. CRISTALOIDES

Os cristaloides sdo solucbes compostas por agua e pequenas particulas
idnicas e nao idnicas. Sao solucdes que contém glicose ou cloreto de sbédio que, em
alguns casos, poderdo conter outros componentes como potassio ou célcio, e, podem
também usar tamp8es como o lactato ou acetato para se assemelharem ao plasma
(Corréa et al., 2015; Sakabe et al., 2004).

Em relacdo com o plasma humano, as solucdes cristaloides podem ser
hipotdnicas, isotonicas e hipertonicas (Corréa et al., 2015).

Nas solucbes isotonicas, a distribuicdo volémica extracelular encontra-se
dividida em 25% intravascular (que permanece no espaco intravascular apos 30
minutos) e 75% intersticial. Nas solucdes hipertonicas, € promovida a mudanca de
agua do espaco intracelular para o espaco extracelular (Sakabe et al., 2004).

Os cristaloides apresentam como potenciais efeitos deletérios, a

sobrehidratacéo, a hemodiluicdo e o edema intersticial. A sobrehidratacado tem como
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sinais, tremores, inquietacdes, secrecbes nasais serosas, taquicardia, taquipneia,
tosse, polidria, e, mais tarde quemose, exoftalmia, dispneia, crepitacdo e edema
pulmonar, ascite, diarreia e vomito, hemodiluicdo e edema intersticial (Fernandes,
2014).

Dentro dos cristaloides mais utilizados estdo o LR, a solucéo salina a 0,9%, o
Normosol ® —R e o Plasmalyte ® A (Zancan, 2014; Fernandes, 2014).

Segundo Miranda et al., (2013), os cristaloides estdo indicados em:

- Desidratagdo com perda moderada de eletrélitos (vomito; diarreia; poliuria,;
sudacéo excessiva);

- Sindromes hipovolémicos (hemorragias; queimaduras; choque cirlrgico);

- Alcalose déhil.

Bicarbonato

290 74 103 4 4 2 o
308 57 154 0 0 0 0

273 65 109 4 3 0 Lactato (28)
275 67 109 4 3 0 Acetato (28)
295 7.4 98 5 0 3 Fosialis (25

Gluconato (23)

Figura 14. Principais solu¢des cristaloides e composi¢do (Adaptado de Corréa et al., 2015)

2.7.2.1. Lactato de ringer

O LR é atualmente a solucdo mais utilizada na reposicdo da volémia de
pacientes submetidos a cirurgias devido ao seu baixo custo e seguranca. Para além
destas, apresenta uma menor incidéncia de acidose hiperclorémica. No entanto, ndo
é de facto a melhor solucdo para efetuar esta reposicdo, uma vez que apresenta uma
grande perda para o espaco intersticial e intracelular, levando a uma consequente
administracdo de um maior volume de fluido, podendo deste modo apresentar riscos
associados. Assim, em grandes administracfes de RL, existe a possibilidade de
formacdo de edema intersticial e endotelial, resultando da diminuicdo da presséo
oncotica coloidal intersticial, podendo resultar numa diminuicdo da perfuséo capilar e

da tenséo tecidual de O2 (Barros, 2009).

28



Quadro 3. Vantagens e desvantagens das solucfes (Adaptado de Barros, 2009)

2.8. RIM

O rim é um 6rgéo formado por uma densa capsula de tecido conjuntivo, uma
zona cortical e uma zona medular. Este 6rgdo apresenta forma de feijdo, com dois
bordos, um convexo e outro concavo, no qual se localiza o hilo. E possuidor de célices
gue no ponto de unido formam a pélvis renal, que é a parte superior dilatada do ureter

(Junqueira & Carneiro, 1996).
2.8.1. FISIOLOGIA RENAL

A unidade funcional do rim é o nefrénio, que é formado por uma parte dilatada,
o corpusculo de Malpighi, pelo tabulo contornado proximal (TCP) e distal (TCD), e pela
ansa de Henle (Junqueira & Carneiro, 1996).

Apresenta como funcdes, excrecdo e reabsorcdo de substancias, regulacao
do equilibrio hidrico e eletrolitico e regulacdo do equilibrio acido - basico (Engelhardt
& Breves, 2005).

Em condicbes fisiolégicas normais, os rins recebem cerca de 25% do DC, o
cértex recebe a maior parte deste fluxo enquanto a medula recebe apenas 10% do
seu total (Charpiot, 2012).

Em casos de alteracbes de PA, a autorregulacdo renal depende de dois
fatores, de uma rapida resposta miogénica e do feedback tuboglomerular (Flemming
et al., 2000).
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2.8.2. RIM E CONTROLO DA PRESSAO ARTERIAL

A regulacao e controlo da presséo arterial a longo prazo tem uma relagéo
direta com a capacidade de eliminacéo suficiente de sédio, por parte dos rins, de modo

a manter um balancgo de ides numa faixa normal (Martelli, 2012).
2.8.3. ALTERACOES RENAIS

A oxigenacdo medular renal é regulada por diversos fatores que controlam a
relacdo entre a oferta e o consumo de O». A falha nesta regulacéo proporcionara uma
possivel hipdéxia com consequente necrose tubular aguda (NTA), focando-se
maioritariamente no ramo ascendente grosso ou nos segmentos proximais. Uma NTA
podera ser induzida através da perda de 40% a 50% de fluxo sanguineo renal (Santos
et al., 2006). E de salientar o facto de que a redistribui¢cdo do fluxo sanguineo no rim
ocorre em pressoes inferiores a 50 mmHg (Oliveira et al., 2015).

Durante o choque hemorragico ocorre vasoconstricdo que diminui a filtracéo
glomerular e agrava a acidose. Esta estabelece-se na face adrenérgica, sendo
proporcional ao grau de hipotensdo (Gaija, 2004). Esta vasoconstricdo renal pode
persistir mesmo apos o estabelecimento da pressao arterial sistémica normal (Oliveira
et al., 2015).

Os rins podem ser severamente afetados pelo déficit de perfusao levando ao
desenvolvimento de IRA com ocorréncia de oliguria ou anuria e disturbios eletroliticos
(Gaija, 2004).

A oliguria resultante do choque obriga ao doseamento de ureia e creatinina a
fim de diagnosticar, precocemente uma possivel IRA, e a polidria também pode
ocorrer devido a incapacidade de concentracdo urinaria consequente a isquémia da
medula renal. A NTA, a glomerulonefrite, a necrose cortical renal e a nefrite intersticial
sd80 0s principais responsaveis pela insuficiéncia renal, resultantes da hipoperfuséo
renal (Dourado, 2010).
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O débito urinario deve ser monitorizado em doentes clinicos graves pois uma
diminuicdo deste podera indicar ma perfusdo renal, secrecdo inapropriada da
hormona antidiurética ou IRA (Gaija, 2004).

Figura 15. Fases do choque a nivel renal. (Adaptado de Dourado, 2010)

2.9. INSUFECIENCIA RENAL AGUDA

O rim € um oOrgao extremamente sensivel a hipoperfusdo que apresenta IRA
resultante de hipotenséo grave como principal complicagcéo (Fleming et al., 2000).

Estes Orgaos sdo responsaveis pelo equilibrio de agua e eletrdlitos no plasma
através da filtracdo na membrana glomerular e, de seguida, da reabsorcdo desse
filltrado a partir do epitélio tubular renal. A perda deste processo de filtracdo e
reabsorcéo tubular na IRA é o resultado consequente de alteracdes renais adaptativas
gue inicialmente atuam na preservacao da perfusao renal e filtracdo glomerular. No
entanto, quando estes processos adaptativos se esgotam, os mecanismos falham e
ocorre uma disfuncao renal (Fuhrman & Zimmerman, 2011).

A IRA é caraterizada pela reducéo abrupta e persistente da funcao renal que
resulta na incapacidade dos rins em exercerem as suas funcdes basicas de excrecao
e manutencdo da homeostase hidroeletrolitica do organismo, isto €, resulta numa
diminuicdo da filtracdo glomerular e consequente acumulacdo de residuos
nitrogenados, tais como ureia nitrogenada sanguinea (BUN) e creatinina (Araraki,
2003; Schor et al., 2000; Shibuya, 2006).
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Como uma das fun¢gBes mais importantes do rim € a filtracdo e a excrecao de
residuos nitrogenados do sangue, as medi¢cdes de ureia sanguinea elevada e da
creatinina servem como indicadores de diminuicdo da funcdo renal (Basile et al.,
2012).

A isquémia é uma das causas mais comuns de IRA e esta relacionada com
grandes cirurgias, traumas, hipovolémia severa, sepsis e queimaduras (Shibuya,
2006).

2.9.1. Etiologia

A etiologia desta condicdo é multipla, no entanto, € uma situacdo que acarreta
uma elevada morbilidade/mortalidade (Araraki, 2003).

A IRA isquémica é erradamente denominada como NTA visto que a
progressdo da mesma se deve a perda de funcdo das células epiteliais tubulares
devido a um processo de delec&o ou morte celular. E uma condi¢do que se desenvolve
apos a diminuicdo total ou parcial, subita ou transitéria do fluxo sanguineo renal e
pode ter varias causas, das quais sao exemplo, o choque, a sepsis, as cirurgias de
grande porte, a hipovolémia e o transplante renal (Charpiot, 2011; Feitosa et al., 2005).

A disfuncéo tubular é responsavel pela manutencéo da insuficiéncia apos o
insulto. Os mecanismos tubulares envolvidos na fisiopatologia sdo a obstrucéo
tubular, associada ao aumento da presséao intratubular, e o vazamento do filtrado
tubular para o intersticio renal (Shibuya, 2006).

Clinicamente pode ser agrupada em trés etiologias primarias: pré-renal, renal
e pos-renal (Basile et al., 2012). No entanto, tem sido convencionalmente classificada
como uma faléncia pré-renal, denotando uma alterac&o na circulacéo sistémica que,
consequentemente, incita a hipoperfuséo renal (Lote et al., 1996).

As causas de azotémia pré-renal incluem hipovolémia, resultante de situacfes
clinicas como hemorragia, vomitos ou diarreia, queimaduras, sudorese excessiva,
perdas renais, DC diminuido, resultado de insuficiéncia cardiaca congestiva,
diminuicdo da resisténcia vascular, sepsis, medicamentos vasodilatadores,
medicamentos vasoconstritores, entre outros (Basile et al., 2012).

A resposta normal dos rins a condicdes pré-renais € concentrar a urina ao

maximo e reabsorver avidamente o s6dio de forma a manter/aumentar o volume
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intravascular com fim a normalizar a perfusao renal (basile et al., 2012; Costa et al.,
2003).

Em situages clinicas classificadas como sendo de etiologia renal, incluem-se
todas as formas de lesbes ao parénquima renal, como as causas hemodinamicas
(politraumatismos, hemorragias, choque séptico, reacdes a transfusdo, hemorragia
pés-parto, pancreatite, gastroenterite), as causas nefrotdxicas, as doencas
glomerulares e as vasculares e as nefrites intersticiais agudas. Nestes casos, a NTA
€ responsavel por mais de 50% dos casos (Costa et al., 2003).

Situacdes classificadas como de etiologia pés-renal, menos frequentes,
incluem situacdes de obstrugdo das vias urinérias, onde a sua reversibilidade esta

relacionada com o tempo de duracao da obstrucéao (Costa et al., 2003).
2.9.2. Lesao hipoperfusao/reperfuséo

A hipoperfusao renal € uma das causas mais frequentes de IRA que tem como
via final a morte das células tubulares, sendo estas o principal local de leséo renal,
como ja referenciado (ARAKAKI, 2003; Soares et al., 2015).

Como uma das funcdes mais importantes do rim € a filtracdo e a excrecdo de
residuos nitrogenados do sangue, as medi¢cdes de ureia sanguinea elevada e da
creatinina servem como indicadores de diminuicdo da funcdo renal (Basile et al.,
2012).

Em situacdo de hipoperfusao/isquémia, o balanco de O, é mantido atraves da
reducdo do ritmo de filtracdo glomerular (RFG) e transporte de solutos. Este
mecanismo de protecao tem como efeitos adversos, a producéo de radicais livres que,
por sua vez, vao diminuir mais o fluxo sanguineo renal (FSR) na medula renal e
aumentar a atividade da por¢cdo medular do segmento espesso do ramo ascendente
da ansa de Henle. Devido a este mecanismo, a congestao vascular agrava a hipoxia
presente nesta regido, causando lesdo e até mesmo a morte celular nos segmentos
tubulares vulneraveis (Charpiot, 2011).

A taxa de filtracdo glomerular € o produto da taxa de filtracdo do nefrénio e do
numero de nefrénios a funcionar, esta taxa é definida pelas forcas de starling (forcas
hidrostéaticas e oncoticas) dos capilares glomerulares e das propriedades da parede

glomerular (Fuhrman & Zimmerman, 2011).
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A filtracdo glomerular depende da perfusdo renal adequada e, visto que o0s
rins recebem cerca de 25% do DC total o fluxo sanguineo a nivel renal € determinado
pela PAS e pela resisténcia vascular renal (Araraki, 2003).

A forma de lesao renal, como ja referido anteriormente, € acompanhada por
oligiria e resulta de alteracbes da perfusdo renal, apés um periodo de hipodxia,
hipotenséo, disfungéo cardiaca ou qualquer disfuncdo que comprometa a estabilidade
hemodinamica, diminuicdo do volume ou ambos os estados (Araraki, 2003).

Durante o periodo de isquemia renal, para além da vasoconstricdo renal,
ocorre uma resposta inflamatéria onde séo libertadas diversas citocinas pelos
neutréfilos (Soares, 2015). Durante o processo vasoconstricao renal intensa e
persistente, o fluxo sanguineo renal reduz se em 50% do valor que € normal, sendo
gue esta diminuicdo ndo € uniforme, tornando-se mais proeminente na faixa externa
da zona externa da medula renal (Charpiot, 2011).

As reducdes do DC e do volume intravascular efetivo sdo acompanhadas pelo
aumento da atividade do sistema nervoso simpatico, do sistema renina-angiostensina-
aldosterona e da vasopressina circulante. Os sistemas neurais sinalizam o rim para
gue aumentem a reabsorcdo de sédio e agua, de forma a restaurar o volume
intravascular e aumentar o DC (Fuhrman & Zimmerman, 2011).

O mecanismo homeostatico do rim, por vasoconstricdo arteriolar aferente e
vasodilatacdo arteriolar eferente diminuem a filtracdo glomerular do rim. Contudo,
estes mecanismos homeostaticos ndo se mantém sem limitagdes (Araraki, 2003).

De forma sucinta, a lesdo renal resulta de um desequilibrio generalizado ou
localizado entre a entrega de O2 e nutrientes e a remocédo de residuos e produtos
resultantes do metabolismo das células do rim. Desta incompatibilidade resulta leséo
epitelial tubular e, dependendo da gravidade, as células poderdo sofrer morte por
necrose ou por apoptose (Bonventre et al., 2011).

Quando o periodo de privagdo de O: ndo se prolonga ao ponto de
desencadear uma leséo irreversivel, a reperfusdo podera salvar o tecido. No entanto,
dependendo do tempo de isquémia, a reintroducdo de O, poderd causar leséo

adicional resultante em parte da producéo de espécies reativas de O2 (Souza, 2018).

34



2.10. APOPTOSE

A manutencdo da integridade e homeostase de organismos multicelulares
requer a atuacdo perfeita de diversos mecanismos celulares e moleculares
envolvidos, do qual faz parte a morte celular programada (Ferreira et al., 2010).

E um processo ativo que necessita gasto de energia, sendo que uma
diminuicdo drastica nos fosfatos de alta energia (ATP), durante um periodo de
isquémia, prevé uma lesédo irreversivel. No entanto, uma diminuicdo menos severa
pode resultar apenas numa extensa morte celular programada (Pina, 2014; Benetone,
2005).

A apoptose foi originalmente descrita por kerr et al. em 1972, mas s6 mais
tarde em 1987 é que foi descrita no rim, aquando a descoberta de uma patogénese
tubulo-intersticial renal ocorrida ap0s uma obstrucdo ureteral unilateral. Existem
muitos relatos dos resultados positivos ou negativos que este processo provoca a
nivel renal e dos mecanismos que induzem ou regulam a apoptose em varios tipos de
células (Hughes et al., 2007).

A apoptose € um fendmeno de morte celular programada que ocorre
individualmente, uma vez que morte de uma célula ndo leva a morte de outras células
e gque geralmente ndo estimula respostas inflamatérias (Melanie et al., 2015; Grivicich
et al., 2007).

A morte celular programada ocorre nas mais diversas situacdes, induzida por
diversos fatores que ativam moléculas pro-apoptoticas, entre elas, a organogénese e
a hematopoiese normal e patolégica que ocorre na reposicao fisiolégica de alguns
tecidos, na atrofia de 6érgédos e metamorfose, na resposta inflamatoéria e na eliminacéo
de células ap6s danos celulares por agentes genotoxicos (Grivicich et al., 2007;
Ferreira et al., 2010).

A apoptose tem um papel tanto benéfico como prejudicial na fisiopatologia
renal. Facilita a modelagem tecidual durante a morfogénese e o desenvolvimento
renal e atua como um equilibrio para a mitose na homeostase normal do tecido renal
ao longo da vida do organismo. A apoptose é também fundamental na reversédo da
hiperplasia ou hiperproliferacéo renal e pode ajudar a controlar a infiltracdo de células
inflamatorias em inflamacdes de carater agudo ou cronico. Este processo de morte
programada pode ainda ser particularmente proeminente durante a lesdo renal aguda,

ocorrendo também na doenca renal cronica progressiva, como por exemplo em
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mudangas associadas ao envelhecimento renal normal, doengas relacionadas com a
idade, hipertensao e diabetes do tipo 2 (Hughes et al., 2007).

A apoptose participa em varios processos patolégicos como o cancro, entre
eles, os cancros renais, onde ocorre espontaneamente ou em resposta a
quimioterapia citotoxica, imunoterapia ou irradiacao (Hughes et al., 2007).

A apoptose é um processo controlado que mantém a integridade da
membrana celular e requer a utilizacdo de ATP, sendo que o que difere a apoptose e
a necrose é facto da necrose ser sempre patoldgica, acompanhada por um processo
inflamatdrio e por so se instalar quando existe uma deplecao total de ATP (Benetone,
2005; Ferronato, 2014).

Estagio final da apoptose

Leucdcito

Célula .
apoptética

Figura 16. Célula em apoptose (Adaptado de Anénimo, 2013)

2.10.1. Morfologia da apoptose

A suscetibilidade de uma célula a apoptose é influenciada pelo ambiente
extracelular, bem como pela expresséo e atividade de proteinas intracelulares que
sdo reguladoras do fenébmeno apoptotico (Alves et al., 2004).

As carateristicas morfolégicas e ultraestruturais presentes na apoptose

incluem, a retracdo celular, a perda de aderéncia a matriz extracelular e as células
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vizinhas, a condensacgédo e fragmentacdo da cromatina nuclear, a condensacgéo e
formacé&o de prolongamentos nucleares e celulares (blebs) e, por fim, a formacao de
corpos apoptoticos ligados a membrana, com organelas preservadas e fragmentos
nucleares ocasionais, 0s quais podem ser fagocitados por macréfagos residentes,
visto serem considerados o0s primeiros passos para a identificacdo deste processo
(Hughes et al., 2006; Ferreira et al., 2010).

Por norma, as organelas celulares mantém a sua morfologia, com excecao
das mitocondrias que poderao apresentar uma rutura da membrana externa (Grivicich
et al., 2007).

Os prolongamentos das membranas celulares aumentam de numero e
tamanho, e rompem a medida que se vai desenvolvendo o processo de apoptose
originando estruturas envoltas por membrana celular e com contetudo celular. Estas
estruturas sdo denominadas por corpos apoptoéticos (Grivicich et al., 2007).

Neste mecanismo, as células sdo induzidas a morte pela ativacdo de um
sistema de morte celular rigorosamente controlado por fatores genéticos e
bioquimicos que envolve a participacdo de moléculas pro-apoptoticas (Fas e Fas-L,
Bax, Caspases 2,3,6,7,8 e 9), capazes de provocar alteracdes morfolégicas e
funcionais drasticas. Neste processo a membrana plasmatica celular permanece
integra, sofrendo contudo, alteracbes estruturais como a distribuicdo de
fosfatidilserina na camada externa da membrana. Esta alteracdo, por ser um
sinalizador de reconhecimento para os fagocitos, faz com que a célula seja
rapidamente removida, sem que exista extravasamento de conteudo citoplasmatico,
evitando, deste modo, uma possivel resposta inflamatéria (Ferreira et al., 2010).

As alteracbes morfolégicas causadas sao o resultado final da ativacdo das
caspases (proteases aspartato-especificas dependentes de cisteina), sendo que,
independentemente do agente indutor deste processo, as alteracdes vao acabar por
ser as mesmas. A acdo das caspases representa, deste modo, uma via final comum

gue opera em todas as células programadas para morrer (Marinho, 2013).
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Figura 17. Figura representativa do processo de morte celular programada (Adaptado de
https://www.biooncology.com/pathways/cancer-tumor-targets/bcl-2/bcl-2-dysregulation.html)

2.10.2. Caspases

As caspases sao sintetizadas como percursores inativos denominados de
zimogénios que, apos um sinal de morte celular, ativam por clivagem proteolitica
(Grivicich et al., 2007).

Estas enzimas pertencem a familia das cisteinas proteases (denominacéo
gue advém possuirem uma cisteina no sitio ativo) que detém a capacidade de
reconhecimento e clivagem de substratos que contenham residuos de aspartato. No

humano foram identificadas mais de 14 tipos de caspases, contudo, nem todas

38



apresentam propriedades pré-apoptoticas. As caspases envolvidas neste processo
sédo, a 3, 6, 7, 8,9 e 10. Dependendo da fase em que participam durante o processo
de apoptose, as caspases podem ser denominadas de iniciadoras, caspases 8 e 10,
ou executoras, caspases 3 e 7 (Ferreira et al., 2010; Grivicich et al., 2007).

2.10.3. Vias de ativagéo da apoptose

A apoptose pode ser ativada por estimulos externos, via ativacao de recetores
especificos presentes na superficie celular, denominados de recetores de morte (via
extrinseca) ou por via intrinseca, mitocondrial (Ferreira et al., 2010).

A via intrinseca ou mitocondrial é ativada por stress intracelular ou
extracelular, como a privacdo de fatores de crescimento, danos no ADN, hipdxia ou
ativacdo de oncogenes. Os sinais responsivos a estes insultos convergem
principalmente para a mitocondria (Grivicich et al., 2007).

Os sinais produzidos nesta via sao iniciados na mitocondria e atuam
diretamente nos alvos do interior da célula (Paiva, 2014). Em resposta, a mitocondria
sofre modificacbes de potencial de membrana interna, de permeabilidade de
membrana e aumento de densidade da matriz. Estas modificacbes mitocondriais
podem ser cruciais para o disparo de morte celular, podendo facilitar a translocagéo
de proteinas mitocondriais, o blogueio na sintese de ATP e o aumento da producao
de espécies reativas de Oz que, por sua vez, desencadeia a oxidacdo de lipidios,
proteinas e acidos nucleicos, além de contribuir para ativacdo das caspases 9 e 3
(Ferreira et al., 2010).

O desarranjo mitocondrial desencadeado pode facilitar ainda a libertacéo do
citocromo ¢ para o citoplasma, formando um complexo de ativacdo associado a
apoptose e a caspase 9, que promove a clivagem da pro-caspase 9, libertando em
seguida a caspase 9 ativada que, por sua vez, possui a capacidade de ativacéo da
caspase 3 gque vai desencadear todo o processo de apoptose (Ferreira et al., 2010).

O processo de morte celular programada por esta via é controlado por
proteinas da familia Bcl-2 (B-cell ymphoma 2). Estas proteinas séo reguladas por p53
(proteina supressora tumoral) que controla a integridade do genoma frente a danos
celulares, como a hipéxia, regulando deste modo a expresséo de proteinas anti ou

pré-apoptoticas. Estas proteinas tém como funcdo promover ou abortar o processo de
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apoptose e possuem ainda a fungéo de regular a libertagdo do citocromo ¢ (Marinho,
2013; Pimenta et al., 2013).

Estimulos Pré-apoptoticos
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Figura 18. Via de ativagdo intrinseca do processo de apoptose. (Adaptado de Grivicich et al., 2007)

A via extrinseca é responsavel pela eliminacao de células indesejadas durante
o desenvolvimento, maturacdo do sistema imune e remocdo de tumores, sendo
mediada pelo sistema imune. Esta via envolve interacdes mediadas por recetores
transmembranares e é desencadeada pela interacdo de ligantes especificos a grupos
de recetores de origem comum pertencentes a familia do fator de necrose tumoral
(TNF), capazes de provocar a ativacdo da caspase 3 e, consequentemente, morte
celular. Membros da familia TNF compartiiham dominios extracelulares ricos em
cisteinas e possuem no citoplasma o “dominio de morte” DD (Death domain) que, por
sua vez, leva os sinais da superficie de membrana para a via de sinalizagédo
intracelular (Marinho, 2013).

O dominio de morte desempenha um papel critico na transmissao do sinal de

morte da superficie da célula para as vias de sinalizacao intracelular. Até a data, os
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ligantes e os recetores melhor caraterizados incluem o FASL/FASR, o TNF- a/TNFR1,
0 Apo3L/DR3, 0 Apo2L/DR4 e o Apo2L/DR5 (Elmore, 2007).

A sequéncia de eventos que define a fase extrinseca da apoptose é melhor
caracterizada pelos modelos FASL/FASR (FAS ligand/FAS receptor) e TNF- a/TNFR1
(Tumor necrosis factor/ Tumor necrosis factor receptor 1) (Marinho, 2013). Nesta via,
a libertacdo das proteinas pro-apoptoéticas € precedida pelo acoplamento de ligantes
especificos aos recetores de morte celular localizados na membrana celular. Esta
unido vai evocar proteinas adaptadoras FADD (Fas associated death domain), para a
ligacédo fasL/FasR e TRADD para a ligagdo TNF- a/TNFR1 que, por conseguinte,
apresentam dominios de morte correspondentes que se ligam aos recetores. Em
seguida, o FADD, que possui capacidade de recrutar a pro-caspase 8, liga-se a
mesma e forma-se um complexo de sinalizacdo indutor de morte (DISC - death-
inducing signalling complex) que culmina na auto-clivagem e ativagao da pro-caspase
8. A ativacdo da caspase 8 vai direta ou indiretamente ativar a caspase 3
indispensavel na sinaliza¢éo dos eventos de morte celular, nomeadamente formacéao
de corpos apoptoticos e condensacgao da cromatina (Pereira et al., 2012; Bergantini et
al., 2005).

Este processo de ativacdo das caspases ocorre no meio citosoélico sem o
envolvimento de mitocondrias. A ativacdo da caspase 8 também € responsavel pela
clivagem de proteinas citosolicas, que atuam sobre a membrana mitocondrial externa,
provocando a libertacdo do citocromo ¢ no citosol que, por sua vez, vai intensificar a

ativacao da caspase 3 (Pereira et al., 2012; Bergantini et al., 2005).
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Figura 19. Vias de ativacéo do processo de morte celular programada.

2.10.4. Apoptose/Regeneracédo Tubular

Os rins devido a sua funcéo de reabsorcao e secrecdo possuem uma alta taxa
metabadlica, principalmente na regido dos tubulos renais. Devido a estas funcdes, nao
s6 ficam expostos a altas concentracdes de agentes nefrotdxicos, como também se
tornam mais suscetiveis a danos causados por isquémia, que provoca NTA, podendo
esta evoluir para IRA (Bragato et al., 2015).

A perda por apoptose de células isoladas do epitélio de revestimento tubular
é eficientemente compensada pelas células epiteliais tubulares viaveis adjacentes
gue, por divisdo mitodtica, preenchem a falha epitelial. Uma perda mais severa de
células do epitélio tubular é reparada pela proliferacéo das restantes células epiteliais
viaveis sobre uma membrana basal intacta, formando uma camada de células
cuboidais mais baixas, em vez de um epitélio cilindrico maduro, assemelhando-se a
um epitélio proximal mais dilatado (Melanie et al., 2015).

A restituicdo da funcdo renal ocorre, no entanto, este mecanismo de
restabelecimento de funcdo ndo € ainda inteiramente conhecido. O principal fator
determinante desta capacidade regenerativa é a integridade da membrana basal
(Melanie et al., 2015).
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2.11. O PAPEL DO ENFERMEIRO VETERINARIO

A prioridade de um Enfermeiro Veterinério (EV) na atividade diaria dum CAMV
passa por garantir o bem-estar animal e a sua monitorizagdo constante, tornando
possivel a garantia de intervencdo atempada em todas as situacdes de emergéncia
gue necessitam de rapida atuacao (Caetano, 2009).

Na Medicina Veterinaria os parametros comumente monitorizados sédo a PA e
a PVC (Kunzler, 2014). O PVC é um reflexo do volume sanguineo intravascular, da
funcdo cardiaca, da competéncia venosa e da pressao intratoracica (Pinheiro, 2013).

Em urgéncias por situacdes de hipoperfusdo é crucial ndo deixar agravar o
quadro clinico, sendo que, os EV deverdo estar familiarizados quanto a parametros
mencionados anteriormente, visto que sdo, muitas vezes, as primeiras pessoas a
reconhecer alteragbes subitas nos pacientes (Pinheiro, 2013).

Segundo Pinheiro (2013), a equipa de enfermagem em casos de emergéncia
devera:

Garantir a correta identificacdo e o0 correto alojamento/isolamento de
pacientes, exceto indicacdo contraria;

Demonstrar carinho e respeito pelo paciente nao praticando atos de forma
negligente;

Ter o treino adequado para manter um temperatura corporal adequada
garantindo o conforto e limpeza do paciente;

Garantir a administracdo de medicamentos segundo ordens do MV;

Saber utilizar corretamente 02, anestésicos, tubos endotraqueais,
equipamentos de monitorizacdo e reanimacao, realizar eletrocardiogramas (ECG) e
ajudar em possiveis reanimacgdes cardiovasculares;

Estar apto na monitorizacdo e administracdo de fluidoterapia;

Registar na ficha clinica todas as notas da equipa de enfermagem.

Por estas razbes, consideramos que o EV também deve ser detentor de
conhecimentos sobre as solu¢des de reposicdo de volémia disponiveis, de forma atuar
assertivamente perante rapidas instrucées dadas em contexto de urgéncia, estando a
par dos seus efeitos para poder a monitorizacdo eficientemente dos pacientes

reperfundidos.
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3. PARTE PRATICA
3.1. OBJETIVOS

. Pretende-se com este estudo fazer a comparacao do efeito do LR, um
cristaloide, e, do HES 130/0,4, um coloide, na integridade do tecido renal em situacéo

clinica sob anestesia geral, ap6s hemorragia aguda.
3.2. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi efetuado num modelo animal submetido a uma
anestesia geral, seguida de sangramento e reposicdo da volémia. Este estudo
encontra-se inserido no projeto Ovislab PTDC/CVT/101999/2008 autorizado pela
Diregcdo Geral de Veterinaria, onde se pode consultar detalhadamente todos os
passos decorridos durante a parte todo o estudo experimental.

Para a realizacdo deste estudo recorreu-se ao modelo suino, onde foram
simuladas as circunstancias que decorrem em casos de hipovolémia aguda,
sobretudo em situacdes ocorridas durante as intervencdes cirurgicas efetuadas sob
anestesia geral.

Foi escolhido um representante de cada grupo de fluidos, um coloide, o HES
130/0,4, por apresentar uma grande capacidade expansora na reposicao do volume
intravascular, e um cristaloide, o LR por ser um dos cristaloides mais selecionados em
necessidades de reposicao da volémia.

Para efetuar uma avaliacdo do efeito das diferencas entre estes dois fluidos,
efetuou-se em estudo histopatolégico detalhado, utilizando o método de rotina com
coloracdo por hematoxilina e eosina (H&E), e métodos imunohistoquimicos para
detecdo de fendémenos pré-apoptoticos, o citocromo ¢, e apoptéticos, o meétodo
TUNEL e imunofluorescéncia (M30).

Os animais foram selecionados aleatoriamente, cerca de um més antes do
inicio do estudo, sujeitos a desparasitacao e, alojados/isolados com acesso livre a
alimentos e agua.

Posteriormente, os animais foram postos em contacto com humanos, para
fomentar a familiarizacdo, de forma a reduzir o stress.

No dia antes de serem expostos aos procedimentos, todos 0s animais foram

sujeitos a um jejum, apenas com livre acesso a agua.
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Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos: grupo controlo,
grupo 1 (LR) e grupo 2 (HES), que diferiam nos seguintes aspetos:

Grupo controlo — animais submetidos a TIVA (anestesia total intravenosa),
sem qualquer procedimento de sangramento ou de reposicdo de volémia.

Grupo 1 (LR) — animais que receberam uma solucéo IV de cristaloide, lactato
de ringer, passados 20 minutos apés o final da hemorragia

Grupo 2 (HES) — animais que receberam uma solucao IV (intravenosa) de
coloide, HES 130/0,4, passados 20 minutos apoés o final da hemorragia.

Apo6s esta distribuicdo, 28 porcos da raca Large White foram pré-medicados
com azaperona intramuscular 30 minutos, antes se serem sujeitos a TIVA.

Todos os grupos foram submetidos a procedimentos semelhantes, com
excecdo do grupo controlo que apenas foi submetido a TIVA, ndo ocorrendo apos
iISS0, 0 respetivo sangramento e reposi¢cao da volémia. A inclusédo deste grupo controlo
no estudo foi efetuada com intuito de obter informacéo sobre a influéncia da TIVA
prolongada com propofol no tecido renal.

Figura 20. Porco de raca Large White. Adaptado de http://www.dino.com.br/releases/inovacao-
em-genetica-suina-combina-o-melhor-do-large-white-com-o-lado-bom-do--landrace-
dino890120577131
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Figura 21. Cronograma do procedimento realizado em cada grupo de animais
3.2.1. PROTOCOLO ANESTESICO

Para consultar detalhadamente este protocolo, devera ser consultada a tese
de doutoramento da Doutora Ana Liza Cardoso Neto Oliveira Ortiz, com o tema “The
influence of administering Ringer’s Lactate solution or HES 130/0.4 on the integrity of
the small intestinal mucosa in a pig model of controlled Haemorrhage”.

Trinta minutos antes do inicio de inducdo da anestesia, todos 0s animais foram

submetidos a uma pré-medicacao, por via intramuscular, com azaperona, numa dose

de 4 mg/kg (Stresnil").
Apbs a pré-medicacéo foi colocado um cateter na veia auricular direita para a

administracdo de farmacos e fluidos. Foi utilizada uma torneira de trés vias para unir
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0 cateter intravenoso ao sistema de entrega e manutencéo de fluidos e ao sistema de
administracao de propofol a 1% e de remifentanil.

Seguidamente a inducdo anestésica, deu-se inicio a infusdo intravenosa
continua de propofol, numa taxa de 15/mg/kg/h, e, simultaneamente, de remifentanil,
numa taxa de 0,3 pg/kg/h. A taxa utilizada na inducdo anestésica de propofol neste
ponto do estudo manteve-se inalterada até ao final do mesmo. A taxa de remifentanil
foi alterada apds efetuados todos os procedimentos de monitorizagdo para 0,2
pg/kg/h.

ApOs a obtencdo de uma anestesia estavel, foram realizados os procedimentos

cirargicos com o fim de colocar cateteres venosos e arteriais.
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Figura 22. Stresnil. Adaptado de
http://www.yorkvetsupplies.co.uk/product/str
esnil-40mg-mi-solution-for-injection-for-pigs-
100ml
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Figura 23. Protocolo anestésico.

3.2.2. MONITORIZACAO HEMODINAMICA E CEREBRAL E
EQUIPAMENTOS

Em todos os animais foram monitorizados o0s seguintes parametros, a
saturacdo de Oz no sangue, o ritmo cardiaco e a pressédo sanguinea. Foi também
recolhida informacgéo sobre a PVC e o DC.

A recolha de informacéo eletroencefalogréafica foi efetuada através de um
elétrodo cutaneo.

Para consultar detalhadamente a monitorizacdo efetuada, devera ser
consultada a tese de doutoramento da Doutora Ana Liza Cardoso Neto Oliveira Ortiz,
com o tema “The influence of administering Ringer’s Lactate solution or HES 130/0.4
on the integrity of the small intestinal mucosa in a pig model of controlled

Haemorrhage”.
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3.2.3. PROTOCOLO CLINICO

Ap6s completar todos os procedimentos anestésicos e monitorizacdo, foi
recolhida uma amostra de sangue venoso de cada animal para se fazer uma analise
hematoldgica e bioquimica antes de se provocar a hemorragia passiva.

Em seguida, os animais foram submetidos a uma hemorragia aguda grave,
onde, durante aproximadamente 20 minutos, foram removidos 25 ml/kg de sangue
passivamente, a partir da artéria femoral direita.

Passados 20 minutos ap6s a hemorragia, procedeu-se a reposicdo da
volémia, também num periodo de cerca de 20 minutos. Foi administrado HES 130/0,4
no grupo HES, numa dose de 20 ml/kg, e no grupo LR, foi administrado LR, numa
dose de 25 ml/kg, ou seja, 25% superior a dose administrada de HES. Ambos a uma
taxa de infusdo de 999 mi/h.

Apos o final da infuséo de fluidos (reposicao da volémia), a infuséo de propofol
e de remifentanil foi mantida por mais uma hora extra, ao fim da qual os animais foram

eutanasiados, com cloreto de potassio intravenoso.
3.2.4. NECROPSIA E FIXACAO DE AMOSTRAS

Apos eutanasia foi efetuado o exame necrépsico detalhado e recolhidas todas
as amostras necessarias para, posteriormente, se proceder ao estudo histopatolégico.

O presente trabalho centra-se apenas na avaliacdo das amostras de rim, as
guais foram devidamente fixadas em formol tamponado a 10%, durante um periodo
de 24 horas.

Foram recolhidas também amostras de sangue da artéria femoral esquerda
antes do inicio do sangramento e, ao final do estudo, para determinacdo dos niveis

sanguineos de nitrogénio uréico (BUN) e creatinina.
3.2.5. METODO HISTOPATOLOGICO

Apés a fixacdo, as amostras seguiram para o processamento de tecidos, onde
foram impregnadas com parafina, um material capaz de |hes conferir um estado
sélido. Como a parafina é insollvel em agua, neste processamento ocorreu primeiro
a desidratacdo dos tecidos, utilizando alcoois de concentracdes crescentes (ap0s
fixacdo, os tecidos ainda retém cerca de 85% de agua), a diafanizacdo dos tecidos

com xilol, porque, uma vez que a parafina também é pouco solavel em alcoois, estes
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terdo que ser substituidos por um produto que apresente afinidade com a parafina
(Figura 18) (Nunes et al., 2016).

Apés desidratacdo as amostras foram incluidas em blocos de parafina
(previamente derretida a temperatura de aproximadamente 60°) e posteriormente
cortadas com recurso a um microtomo (Leica RM2255), tendo sido obtidos cortes
histolégicas com 3 ym de espessura. Estes cortes foram posteriormente transferidos
para laminas adesivas de vidro.

Os cortes histolégicos foram submetidos a um banho de xilol, durante um
periodo de 15 minutos, para se efetuar a desparafinacéo, e seguidamente, procedeu-
se a hidratacdo com a passagem em alcoois de concentracao decrescente, alcool a
100% durante 10 minutos, e pelos restantes 5 minutos, respetivamente, 96%, 80% e

70% (Figura 19).
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Figura 24. Processamento de tecidos
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Todos os cortes histologicos utilizados nas técnicas de imunohistoquimica
foram sujeitos a uma inibicdo da peroxidase enddgena a temperatura ambiente com
peréxido de hidrogénio (H202) a 3% em metanol. Esta inibicdo da peroxidase
endogena efetuou-se por um periodo de 30 minutos sob agitacao continua.

No final, as secc¢des histolégicas foram lavadas, por 3 vezes, em solucdo
tampao de pH=7,4, Tris — Buffered Salina (TBS).

D i ) W DI )N ) "

Figura 25. Esquema representativo do processo desparafinacdo e hidratacédo

3.2.5.1. Hematoxilina & Eosina

Apos realizado o processo de hidratacéo dos cortes, efetuou-se a coloracao
durante um periodo de 8 minutos, com uma solugéo corante basica/corante nuclear,
a hematoxilina de Harris. Ap6s a coloracéo procedeu-se a lavagem dos cortes em
agua tépida durante 10 minutos. Como corante contraste foi utilizada a eosina
alcodlica a 1%, onde os cortes histoldgicos ficaram por 6 minutos (Figura 20).

Depois de lavados, os cortes foram novamente desidratados, seguindo o
mesmo processo ja inicialmente efetuado, s6 que por ordem inversa, passando duas
vezes por alcool a 96%, a primeira num ciclo de 10 minutos e a segunda num ciclo de
5 minutos, e de seguida por alcool a 100%, em dois ciclos de 5 minutos e, para
terminar foi efetuado um ciclo de 5 minutos no xilol. Procedeu-se entdo a montagem
das laminas de forma permanente.

Todos os cortes corados com a hematoxilina e eosina foram examinadas por
microscopia de luz, utilizando o microscopio Zeiss Axiplan 2 e observadas por dois
patologistas independentes, de modo a identificar/avaliar as lesfes, representadas na
Quadro 4.
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Figura 26. Processo de coloragdo H&E

Quadro 4. Quadro representativo das lesbes avaliadas com a Hematoxilina & Eosina

Dilatacdo do espaco de Bowman
. Goticulas hialinas no espac¢o de Bowman
LesOes
Gomerulares  pinercelularidade glomerular

Expansdo mesenguial

Descamacao celular

Blebbing (aparecimento de protuberancias irregulares na membrana
plasmatica das células)

Tumefacéao celular

=ESEES Degenerescéncia Hidrépica
Tubulares 9 P
Degenerescéncia vacuolar
Material hialino concéntrico
Cilindros hialinos
IFTA (Fibrose intersticial e atrofia tubular).
LesGes  regularidade da MBT (membrana tubular basal).
Intersticiais
Infiltrado inflamatério.
Lesbes Congestéo
Vasculares
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Hiperémia

Edema
Hemorragia
Dilatacdo vascular
Hialinose arteriolar
Aterosclerose

Hialinose venular

Necrose papilar

3.2.5.2. Citocromo C

O citocromo c situa-se no espac¢o mitocondrial intermembranario quando a
célula entra em oxidac&o. Esta situacéo € resultante de um estado de hipoperfuséo
onde ir4 decorrer a transicdo da permeabilidade da mitocondria, resultando na
libertacdo do citocromo c.

A detecao do citocromo c citosolico serve para identificar células em apoptose
(morte celular programada) e € realizada por imuno-histoquimica, utilizando o método
indireto Avidina-Biotina, através do complexo estreptavidina-biotina (sistema de
coloracédo LSBA de cabra ImmunoCruz TM: sc 2053).

Para a recuperacao antigénica, os cortes foram colocados numa solucéo
tampéo citrato de ph 6,0. Foram executados no microondas 3 ciclos de 5 minutos
cada, com um breve arrefecimento entre cada ciclo exceto no ultimo, onde o
arrefecimento durou cerca de 25 minutos. Entre cada ciclo, foram adicionadas
peqguenas quantidades de 4gua destilada, para compensar a evaporacao.

Foi utilizado o anticorpo policlonal de cabra, Cytocrome ¢ (C20): sc-8385
(Santa Cruz Biothecnology, Inc.), ao que se seguiu a introducdo do anticorpo
secundario biotinilado dirigido contra o anticorpo primario e, posteriormente, aplicou-
se estreptavidina marcada com peroxidase, para permitir a visualizacao.

Apés esta recuperacao antigénica, foram realizadas 3 lavagens com a solucéo
tampao TBS.

Em seguida, todos os passos foram realizados em camara hamida vertical,

seguindo o protocolo detalhado no quadro 5.
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Quadro 5. Técnica Citocromo c.

Aplicar 2 gotas de solugéo de bloqueio de soro durante um periodo de 10 minutos

Incubar o anticorpo primario citocromo ¢ a uma diluicao de 1:3000 (diluicdo para anticorpos —
diluente de anticorpo, Zytomed).
Deixar incubar durante toda a noite a temperatura ambiente

Efetuar 3 lavagens em TBS de 5 minutos cada

Incubar o anticorpo secundéario biotinilado durante 30 minutos, a temperatura ambiente

Retirar o anticorpo secundario com trés lavagem de TBS

Efetuar a incubacdo do complexo enzimatico de extreptavidina-biotina, durante um periodo de 10
minutos

Efetuar trés lavagens em TBS

Revelar com DAB (d 3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride) durante 5 minutos a temperatura
ambiente (ap6s o tempo de revelagado, colocar as laminas numa solugdo tampéo para parar a
revelacdo e, em seguida, colocar as laminas de baixo de agua tépida e morna)

Realizar a coloragdo de contraste com Hematoxilina de Harris, durante um periodo de 5 minutos,
a temperatura ambiente

Colocar novamente as laminas de baixo de agua tépida e morna, num periodo de 10 minutos

Para a desidratacdo efetuar banhos em séries graduadas de alcoois, nomeadamente:
2 Banhos de em alcool 96%, num periodo de 5 minutos
2 Banhos em élcool a 100%, num periodo de 5 minutos

Finalizar com uma imersao de 5 minutos em xilol

3.2.5.3. TUNEL

A técnica TUNEL consiste na marcacdo enzimatica, através da enzima
deoxinucleotidil transferase terminal (TDT), da fragmentacdo de ADN (acido
desoxirribonucleico) decorrente do processo de apoptose. A identificacdo destes
fragmentos é possivel devido a aplicacdo do TUNEL “Terminal Dupt Nick End-
Labelling”, através do qual a deoxiuridina trifosfato se une enzimaticamente a
extremidade 3’ - OH dos fragmentos de ADN, tornando a marcacao microscopica dos
substratos cromogénicos visivel (Paiva, 2014).

A técnica de TUNEL foi realizada com recurso ao kit In Situ Cell Death
Detection, POD (Cat. No. 11684817910, Roche, Manheim, Germany), segundo o
protocolo recomendado pelo fabricante.

Neste estudo, foi utilizado um protocolo muito semelhante ao escolhido no
citocromo c, tendo sido efetuada exatamente da mesma maneira a recuperacao
antigénica, seguindo 0s mesmos passos ata chegar a camara humida.

Apés recuperacdo antigénica, os cortes seguiram para camara hamida,

seguindo-se os passos descritos no quadro 6.
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Quadro 6. Técnica TUNEL

Incubar com solugéo enzimatica (TdT) (100 pl), por um periodo de 90 minutos a 37 graus
centigrados

Lavar as laminas em solucéo tampéo (TBS) por 3 vezes, 5 minutos cada

Incubar com solucdo Converter-POD durante 10 minutos, a uma temperatura de 37 graus
centigrados

Efetuar 5 lavagens de 5 minutos cada com TBS

Aplicar o DAB (3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride) para revelagcdo, num espaco de
5 minutos a temperatura ambiente

Colocar as laminas numa solucdo tamp&o para parar a revelacdo e, em seguida, colocar
as laminas de baixo de agua tépida e morna.

Realizar a coloragdo por contraste com hematoxilina de Harris, durante um periodo de 10
minutos, a temperatura ambiente

Colocar novamente as laminas de baixo de agua tépida e morna, num periodo de 10
minutos

Para a desidratacdo efetuar banhos em séries graduadas de alcoois, nomeadamente:
2 Banhos de em alcool 96% num periodo de 5 minutos
2 Banhos em éalcool a 100% num periodo de 5 minutos

Finalizar com uma imersao de 5 minutos em xilol.

100 pl TdT 100 ul C-POD
— | I

| 90 minutos a 37¢ | 10 minutos a 37¢

Figura 27. Esquema representativo da técnica TUNEL

3.2.5.4. M30

A técnica M30 é outra das técnicas utilizadas para detecdo de células
apoptéticas. Os anticorpos M30 vao interagir com o neoepitopo (que se forma apos
clivagem da citoqueretina 18 durante o processo de apoptose), marcando apenas
células mortas. Nao marca células vivas, pois nestas o neopitopo nao é detetavel.

As citoqueratinas 8 e 18 sdo o0s principais componentes dos filamentos
intermediarios das células epiteliais simples. Durante o processo de apoptose 0s

filamentos da citoqueratina 18 reorganizam-se em estruturas granulares devido a
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fosforilagcdo em serina 53. A citoqueratina 18 liberta um fragmento proteolitico que
migra juntamente com a citoqueratina 18 clivada até as caspases executoras
despoletando o inicio do processo (Benetone, 2005).

A citoqueratina 18 quando clivada, da origem a dois residuos conservados
de aspartato. Os anticorpos que podem reconhecer estes fragmentos produzidos
pelas caspases marcando seletivamente células pré-apoptéticas e apoptoticas
(Vasconcelos, 2016).

Esta técnica é de extrema importancia visto que reconhece o sitio de clivagem
da caspase especifica da citoqueratina 18, o que, consequentemente, torna esta
técnica uma ferramenta eficaz para a detecdo em estagio precoce da apoptose (Brant,
2008).

Os anticorpos M30 vao interagir com o neoepitopo (que se forma apos
clivagem da citoqueretina 18 durante o processo de apoptose), marcando apenas
células mortas. Nao marca ceélulas vivas, pois nestas o neopitopo néo é detetavel.

Utilizou-se o anticorpo M30 Cytodeath Fluorescein (Roche, Manheim,
Germany), procedendo-se de acordo com as indicagdes do fabricante.

A recuperacdo antigénica foi efetuada tal como descrito nas técnicas
anteriores, utilizando o microondas e utilizando o tampéao citrato de ph=6,0, tendo
apenas sido ligeiramente alterado o tempo e poténcias utilizados.

Para a recuperacéo do antigénio foi inicialmente utilizado o microondas a uma
poténcia de 850 W (até atingir a ebulicdo) em tampéao citrato 0,01 e, em seguida, apos
fervura, a poténcia foi alterada para 100W, de forma a manter-se quente e, deste
modo, as laminas ficarem a incubar durante um periodo de 15 minutos. Apds isto, as
laminas apenas arrefeceram durante 5 minutos a temperatura ambiente e foram
posteriormente lavadas 3 vezes em PBS e incubadas num recipiente com a mesma
solucdo durante 2 minutos. Seguidamente, os cortes foram bloqueados com uma
solucéo de bloqueio 10 minutos a temperatura ambiente.

Por fim, removeu-se o tampao de incubacdo e adicionou-se 100 ul do
anticorpo M30 deixando-se incubar por um periodo de 1 hora em camara humida a
temperatura ambiente, tal e qual como nas técnicas anteriores. Imediatamente apos

esta incubacédo as laminas foram lavadas com a solucéo tampéo de lavagem.
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3.2.5.5. Andlise

No final de todas as etapas, em todas as técnicas, procedeu-se a montagem
das laminas, efetuada com meio de montagem Entellan ®.

Para observacao e avaliacao dos cortes foi utilizado um microscépio Zeiss e
as imagens foram obtidas através de uma camara digital microscoépica Leica DFC450
e do software Advanced Analysis Bundle, utilizando ampliacbes de 20x e 40x, de
acordo com a intensidade da coloracdo (Quirezze et al., 2006; Figueira, 2007).

Na H&E as lesbBes histopatolégicas foram categorizadas em lesdes
glomerulares, tubulares, vasculares e intersticiais e, posteriormente, analisadas e
semi - quantificadas numa escala de 0 a 3. Nesta escala, o 0 correspondia a auséncia
de lesdo, o0 1 a presenca de lesédo discreta ou focal, 0 2 a presenca de lesdo moderada
e 0 3 a presenca de leséo intensa (Quirezze et al., 2006; Figueira, 2007).

Para avaliar o grau de lesdes provocadas pela hemorragia foram efetuadas
comparacdes nao-parametricas, entre os trés grupos (1-LR, 2-HES e Controlo),
recorrendo ao teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn para comparacdes
multiplas. As analises foram realizadas com o programa estatistico GraphPad Prism
ver. 5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA), onde apenas os valores de P inferiores
a 0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

No Citocromo C, no TUNEL e no M30 as reacdes foram avaliadas por dois
patologistas independentes (de forma a reduzir a subjetividade da avaliacdo) que
realizaram uma analise semi-quantitativa das reacdes, onde se delineou uma escala
de 0 a 4. Nesta escala, o0 0 equivalia a auséncia de reacdo, o 1 a uma reacao deébil, o
2 a uma reacdo moderada, o 3 a uma reacao intensa e, por fim, o 4 a uma reacéao
muito intensa. Com estes valores, delineou-se o chamado sistema “Quick-score” para
todos os animais em estudo e, posteriormente, um “Quick-score” para o grupo, através
da média dos 6 animais por grupo. Este consistiu numa multiplicacdo (AxB) entre a
proporcao de células positivas (A) e o valor de intensidade de reacéo (B), resultando
um quick — score entre 0 e 12, o qual se traduziu em 5 hipoteses de 0 a 4 como mostra
o quadro 7 (Pina, 2014; Reifenrath, 2014).

Na técnica TUNEL e no M30, foi ainda avaliado o total de células apoptoticas
existentes em 10 campos ja selecionados, tendo por base o numero de células
positivas e a intensidade da reacdo obtida. Desta contagem, resultou a atribuicdo de

um score a cada animal (H-Score), entre 0 e 400. Nesta avaliagao, o O correspondia
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a auséncia de reacao na totalidade das células, 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 reacao de intensidade maxima na totalidade das células em avaliagédo (Detre et
al., 1995).

Nos 10 campos selecionados, foi ainda avaliado o total de células apoptoéticas
e o indice apoptdtico, calculado através da comparacdo entre o total de células
positivas e a totalidade de células contabilizadas (positivas e negativas). Foi ainda
contabilizado o numero de células apoptoticas existentes em cada milimetro quadrado
de tecido analisado.

O Q-score para o citocromo ¢, M30 e TUNEL assim como as células
apoptoticas, foram analisados para o cortex e medula renal.

Os resultados foram divididos por quatro intervalos para facilitar a sua

interpretacgéo.

Quadro 7. Quick — Score Calculos

A - % de células positivas B — Intensidade de reacédo AXB - Q-Score
0 = sem células positivas 0 = Auséncia de reacao 0 -1 = Negativo (0)
1=<25% 1 = Reacdo débil 2 - 3 =Débil (1)
2=25-50% 2 = Reagdo moderada 4 — 8 = Moderado (2)
3=50-75% 3 = Reagdo intensa 9-12 = Intenso (3)
4=>75% 4 = Reacdo muito intensa > 12 = Muito intenso (4)
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0-100
Grau lesional baixo

100 - 200
Grau lesional médio

200 - 300
Grau lesional elevado

300-400

Grau lesional muito
elevado

400

Grau lesional de
intensidade maxima

Figura 28. High-Score
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4. RESULTADOS

Quanto as analises efetuadas no antes e depois do protocolo experimental,
nomeadamente 0s niveis séricos de BUN e da creatinina, ndo foram observadas

diferengas estatisticamente significativas, isto €, o “p” foi sempre superior a 0.05.

Quadro 8. Resultados das andlises efetuadas antes e depois do protocolo experimental. Nao
foram observadas diferencgas estatisticamente significativas entre os grupos (p>0,05).

BUN (mg/dL) Creatinina (mg/dL)
Grupo Anies do Final do estudo HITES G Final do estudo
sangramento sangramento
Controlo 20.40 + 6.66 22.40 +7.27 0.88 +0.11 0.84 + 0.09
Grupo 1 LR 19.50 + 8.06 20.50 + 6.81 0.88 £ 0.15 0.85+0.13
Grupo 2 HES 19.20 + 2.77 18.20 + 2.95 0.90 £0.10 0.86 + 0.09

4.1. HEMATOXILINA & EOSINA

A analise histolégica avaliada revelou alteragcbes minimas a moderadas no
tecido renal de todos os animais, tanto tratados com HES 130/0,4, como com RL.

As diferencas significativas encontradas foram entre nas classes de lesdes
glomerular e vascular.

Relativamente as lesdes glomerulares, representadas no quadro 9, todos os
grupos, com excecao do grupo controlo (que ndo apresentou animais com dilatacao
do espaco de Bowman), apresentaram animais com lesdo de grau 1 e 2.

No que diz respeito as restantes lesdes, o grupo controlo revelou quase
sempre lesdo. O nimero de animais apresentados com lesdo nos restantes grupos foi
igual, sendo que estatisticamente significativo ao comparar entre grupos, apenas se

revelou a hipercelularidade glomerular, com p = 0,026.
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Quadro 9. Resultados H&E a nivel glomerular

Lesdes Histolégicas Glomerulares

Dilatacdo do Goticulas hialinas

Porco espaco de no espaco de Hipercelularidade Expansél_o
Bowman Bowman glomerular mesenguial

° 1 0 1 0 0
I 2 0 1 2 0
g 3 0 1 2 1
o1 4 0 2 2 1
] 5 0 2 1 1
2 6 0 1 2 1
© Total 0/6 6/6 5/6 416
7 0 0 0 0
8 1 0 0 0
9 0 0 0 0
10 0 1 0 0
- 11 0 1 0 0
g 12 0 1 0 0
oy 13 0 2 0 0
o 14 0 2 0 0
15 1 1 2 1
16 0 1 2 1
17 0 2 2 1

Total 2/11 8/11 3/11 3/11
18 0 0 0 0
19 1 0 0 0
20 0 1 0 0
21 0 1 0 0
~ 22 0 0 0 0
own 23 0 2 0 0
SUT 2 0 1 0 2
0} 25 1 2 0 0
26 0 1 2 0
27 0 2 1 1
28 0 1 1 1

2/11 8/11 3/11 3/11

Nas lesGes histologicas tubulares observadas ndo foram verificadas
diferencas estatisticamente significativas na comparacao entre grupos. O namero de
animais com lesdo foi idéntico nos grupos, existindo uma pequena variacdo em
algumas lesdes como foi o caso das degenerescéncias, do material concéntrico e dos
cilindros hialinos, com diferenca de 1 animal. Neste grupo de lesbes representado no

guadro 10, apenas se observaram lesdes de grau 1 e 2.
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Quadro 10. Resultados H&E a nivel tubular

Lesdes histolégicas Tubulares

Porco  PECUIAF® Blebbing g Ch  *DegVacuolar oot RES (o
o 1 0 1 1 0 1 1
z 2 0 0 2 1 0 1
% 3 0 1 1 0 1 1
g 4 0 0 1 1 1 2
9 5 1 1 1 1 1 1
>
5 6 1 1 1 2 1 1
Total 216 4/6 6/6 4/6 5/6 6/6
7 0 0 2 0 1 1
8 0 0 1 0 1 0
9 0 0 2 0 0 1
o 10 0 0 1 0 1 1
u 11 0 0 0 0 1 1
= 12 0 0 1 0 0 0
§ 13 1 1 1 0 0 0
o 14 0 1 1 0 2 1
15 0 0 1 1 1 1
16 0 2 2 1 1 1
17 1 2 1 2 2 1
Total 2/11 4/11 10/11 3/11 8/11 8/11
18 0 0 1 0 0 0
19 1 0 2 0 1 1
20 0 0 1 0 0 0
- 21 0 0 1 1 1 1
Z 22 0 0 1 0 1 1
Q 23 0 1 1 0 1 1
3 24 0 2 2 2 0 1
=)
& 25 0 0 1 0 0 1
26 0 1 2 1 1 0
27 1 0 1 0 1 0
28 0 2 1 1 1 1
Total 2/11 4/11 11/11 4/11 7111 7/11

** Deg. - Degenerescéncia; Mat. — Material.
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Relativamente as lesdes histoldgicas intersticiais, representadas no quadro
11, ndo foram observadas lesdes estatisticamente significativas entre grupos. A
diferenca entre animais com lesdo variou entre 1 e 2 animais, sendo que, no geral,
nao foi estatisticamente significativo. As lesdes observadas apenas foram de grau 1 e
2.

Quadro 11. Resultados H&E a nivel Intersticial

Lesbes Histoldgicas Intersticiais

o 1 1 0 1
z 2 1 0 2
S 3 1 0 2
5 4 0 0 1
Lé 5 0 0 2
S 6 0 0 1
o Total 3/6 0/6 6/6
7 0 0 1
8 0 0 1
9 0 0 2
- 10 0 1 1
i 11 0 1 1
2
3 12 0 0 2
. 13 0 0 1
g 14 0 0 2
O 15 1 0 2
16 2 0 2
17 0 0 2
Total 2/11 2/11 11/11
18 0 1 1
19 0 1 2
20 0 0 1
. 21 0 0 1
L 22 0 1 1
o 23 0 0 2
§ 24 0 0 1
= 25 0 0 1
o 26 0 0 1
27 0 0 2
28 1 1 2
Total 1/11 4/11 11/11
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Na classe de lesGes vasculares, apenas a congestdo obteve valores
estaticamente significativos. O grupo 2 foi 0 grupo que apresentou menos animais
com lesdo, comparativamente ao grupo controlo e ao grupo 1, com p = 0,048. As
lesGes observadas apenas foram de grau 1 e 2 como podemos verificar no quadro 12.

Quadro 12. Resultados H&E a nivel vascular

Lesdes Histolégicas Vasculares

Aterios-

Porco *Cong. Edema Hiperémia Hemorragia *Dil.V  *H. art. i . *H. ven.
© 1 1 1 0 1 0 0 0 2
Z 2 2 0 1 1 0 0 0 2
3 3 0 1 0 0 0 0 0 0
|5 4 0 0 0 0 0 0 0 0
Lé 5 1 2 0 0 0 0 0 2
(i; 6 1 2 1 0 0 0 0 2
Total  4/6 4/6 2/6 216 0/6 0/6 0/6 416
7 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 2 0 1 0 0 0 1
2 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 1
11 0 0 0 0 0 0 0 2
= 12 0 1 0 1 0 0 0 0
z 13 0 0 0 0 0 0 0 1
z: 14 1 0 0 1 0 0 0 2
% 15 0 1 0 0 0 0 0 0
< 16 1 2 1 0 0 0 0 0
17 1 1 0 0 0 0 0 2
Total  4/11 5/11 1/11 3/11 0/11 0/11 0/11 6/11
18 0 0 0 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0 1 0 0
20 0 0 0 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0 0 0 0
. 22 0 0 0 0 0 0 0 0
;‘ 23 0 0 0 0 0 0 0 1
% 24 0 1 0 0 0 0 0 1
T 25 0 1 0 0 0 0 0 1
S 2 0 0 0 0 0 0 0 2
© 27 1 1 0 0 0 0 0 1
28 0 1 1 0 0 1 0 2
Total  1/11 4/11 1/11 0/11 0/11 2/11 0/11 6/11

* Cong. — Congestdo; Dil. V — Dilatagdo vascular; H — art — Hianose arteriolar; H. vem. Hianose venular.
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Por fim, nesta classe de lesdao, como se pode observar no quadro 13, tanto o

grupo 1 como o grupo 2 apresentaram apenas um animal com leséo avaliada com

grau 1, ja o grupo controlo ndo revelou nenhum animal com lesdo, ndo sendo portanto,

estatisticamente significativa a comparag&o entre grupos.

Quadro 13. Resultados H&E a nivel da papila renal

Les6es Histoldgicas da papilla renal

Porco

Necrose da papilla renal

=6

Grupo Controlo
N

a b~ WODN

Total

0

o O O o o

o
=
[«))

11

Grupo HES
N

10
11
12
13
14
15
16
17
Total

O O OO O o oo o

o

1/11

Grupo RL
N=11

18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
Total

O O OO O OO o O -

o

1/11
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Quadro 14. Quadro resumo dos resultados das les6es avaliadas na H&E

Grupos experimentais

Lesédo Histologica

Grupo 2 (HES Grupo 1 Grupo p
130/0,4) (LR) Controlo
n=11 n=11 n==6
o 8 Goticulas hialinas no espaco de 8/11 (72.7%) 8/11 (72.7%) 6/6 (100%) 0.58
- S o Bowman
0
9 g Hipercelularidade glomerular 3/11 (27.3%) 3/11 (27.3%) 5/6 (83.3%) 0.026
@ Blebbing 4/11 (36.4%) 4/11 (36.4%) 4/6 (66.7%) 0.80
8 Tumefag&o celular 0/11 (0%) 0/11 (0%) 0/6 (0%) .
>
E Degenerescéncia Hidrépica 11/11 (100%) 10/11 (90.9%) 6/6 (6%) 0.72
0
§ Material hialino concéntrico 7/11 (63.6%) 8/11 (72.7%) 5/6 (83.3%) 0.47
Cilindros hialinos 7/11 (63.6%) 8/11 (72.7%) 6/6 (100%)  0.11
IETA 1/11 (9.1%) 2/11 (18.2%)  3/6 (50%) 0.20
Lesc”_)e_s _ Irregularidade da MBT 4/11 (36.4%) 2/11 (18.2%)  0/6 (0.0%) 0.18
Intersticiais 11/11 (100%) 11/11 6/6 (100%)  0.48

Infiltrado inflamatério ;100%;
Congestéo 1/11 (9.1%) 4/11 (36.4%) 4/6 (66.7%) 0.048
4/11 (36.4%) 5/11 (45.5%) 4/6 (66.7%) 0.26

Edema
® 1/11 (9.1%) 1/11 (9.1%) 2/6 (33.3%) 0.28
= Hiperémia
=)
2 Hemorragia 0/11 (0.0%) 3/11 (27.3%) 2/6 (33.3%) 0.12
> Dilatagéo vascular 0/11 (0.0%) 0/11(0.0%)  0/6 (0%) -
o 2/11 (18.2%) 0/11 (0.0%)  0/6 (0.0%)  0.47
§ Hialinose arteriolar
. 0/11 (0.0%) 0/11 (0.0%)  0/6 (0.0%)  0.14
Hialinose venular 6/11 (54.5 %) 6/11 (54.5%) 4/6 (66.7%) 0.52
N p— 1/11 (9.1%) 1/11 (9.1%) 0/6 (0.0%) 0.76
* p<0.05
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Figura 29. Hipercelularidade
Grau 1 no grupo 2

2
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4.2. CITOCROMO C

No método imunohistogimico Citocromo ¢, em todos 0s grupos, os glomérulos
foram negativos, contudo foi observada imunorreatividade positiva noutras estruturas,
como nos TCP e TCD, tubos coletores (TC) e ansa de Henle.

Os TCP e TCD de todos o0s grupos experimentais, revelaram
imunorreatividade positiva com intensidades variaveis. As células epiteliais do
segmento grosso da ansa de Henle exibiram também imunorreatividade positiva em
todos o0s grupos experimentais, com uma intensidade de coloracdo classificada
principalmente com grau 4 (muito intenso), a exce¢éo dos animais do grupo controlo.

No grupo controlo (Quadro 15), em todos os animais, os TCP e os TCD
exibiram 100% das células epiteliais com imunorreatividade citoplasmatica positiva
com intensidade de reagao variando entre 2 (Moderado) e 3 (Intenso).

O segmento fino da ansa de Henle revelou-se negativo ao citocromo c, ja o
segmento grosso apresentou 100% das células com imunorreatividade citoplasméatica
positiva, com intensidade de marcacéo variavel predominantemente entre grau 3 e 4.

Nos TC todos os animais exibiram imunorreatividade positiva, no entanto, 4
animais exibiram intensidade de reacédo <25%, tendo os outros dois exibido 75%, ja

relativamente a intensidade de coloracao, foi predominante o grau 2.

Quadro 15. Resultados citocromo ¢ — Grupo Controlo

Cortex Medula
Porco SEMEE gfgsrggndtg Q-score
Glom. TCP TCD ggngﬁlinsa ansa de TC Final
Henle
1 0 2 2 0 3 2 2
2 0 2 2 0 2 1 1
3 0 3 3 0 4 2 2
4 0 2 2 0 3 2 2
5 0 2 2 0 3 2 2
6 0 2 2 0 3 2 2
Intensidade <25% (4)
de reacéo 0 100% 100% 0 100% 75% (2)
Média Q-
score total 1,83
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Figura 35. Cértex: Glomérulo negativo; TCP
grau 1; TCD grau 2. Grupo Controlo

3 a/ .\ - b 5 3
Figura 37. Cértex: Glomérulo negativo; TCP
grau 3; TCD com grau 4. Grupo Controlo

;‘->- y o o A :
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Figura 39. Medula: Segmento grosso da AH
grau 4; segmento fino da AH negativo; TC
grau 2. Grupo Controlo

Fhe Bt SV, e N,
Figura 36. Cértex: TCP grau 2; TCD grau 3
Grupo Controlo

T Ve g (4 \ -
Figura 38. Medula: Segmento grosso da AH
grau 4; segmento fino da AH negativo; TC
grau 2. Grupo Controlo

grau 4; segmento fino da AH negativo; TC
grau 2. Grupo Controlo
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No grupo 1 (Quadro 16), todos os animais foram negativos nos glomérulos.

Nos TCP todos os animais exibiram 100% das células epiteliais com
imunorreatividade citoplasmatica positiva, com uma intensidade de marcacao
classificada com grau 2. Os TCD exibiram 100% das células epiteliais com
imunorreatividade citoplasmatica positiva. A intensidade da reacdo predominante foi
de grau 3 em 5 animais.

No que diz respeito ao segmento fino da ansa de Henle, 3 animais (50%)
revelaram imunorreatividade positiva, com intensidade de marcagéo variando entre 1
e 2, ja os restantes, foram negativos. As células epiteliais do segmento grosso da ansa
de Henle (100%) também exibiram imunorreatividade citoplasmatica positiva, com
intensidade de coloracao de grau 4 em todos os animais.

Neste grupo todos os animais revelaram uma imunorreatividade positiva em
75% das células dos TC, variando a intensidade de marcagéo entre 1 (2 porcos) e 2

(4 porcos).

Quadro 16. Resultados citocromo ¢ - Grupo 1 (RL)

Cortex Medula
Segmento Segmento
Porco Glom. TCP TCD fino da grosso da TC Q-s_core
ansade ansade Final
Henle Henle
7 0 2 3 1 4 2 2
8 0 2 3 0 4 1 2
9 0 2 3 0 4 2 2
10 0 2 3 0 4 2 2
11 0 2 4 2 4 2 2
12 0 2 3 2 4 1 2
'gf?g;%%%e 0 100%  100% ?gzﬁgg 100% 75%
Média Q-
score total 2
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Flgura 41. Cortex Glomrulo negatlvo TCP 'Figur 42. Cortex: Iomérulo egative; TCP
grau 2; TCD grau 3. Grupo 1 com grau 2; TCD com grau 3. Grupo 1

Figura 43 Cortex Glomerulo negatlve TCP Figura 44, Medula Segmento grosso da AH
grau 2; TCD grau 4. Grupo grau 4; segmento fino da AH negativo; TC
grau 2. Grupo 1

Flgura 45 Medula Segmento grosso da AH Flgura 46 Medula Segmento grosso da AH
grau 4; segmento fino da AH grau 1, TC grau grau 4; segmento fino da AH grau 2, TC grau
2. Grupo 1 1. Grupo 1
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Figura 47. Medula: Segmento grosso da AH Figura 48 Medula: Segmento grosso da AH
com grau 4; segmento fino da AH grau 2; TC com grau 4; segmento fino da AH grau 2.
grau 2. Grupo 1 Grupo 1

No grupo 2 (Quadro 17), todos os animais foram negativos nos glomeérulos.

Nos TCP, 100% das células epiteliais exibiram imunorreatividade
citoplasmatica positiva, com intensidade de grau 3 em todos o0s animais.

Nos TCD, 100% das células epiteliais apresentaram imunorreatividade
citoplasmatica positiva, com a intensidade da reacédo 4, também em todos os animais.

No segmento grosso da ansa de Henle, todos os animais exibiram 100% das
células com imunorreatividade citoplasmatica positiva, com intensidade de reacdo de
grau 4. JA& no segmento fino da ansa de Henle, a intensidade do grau de
imunorreatividade variou entre 1 (3 porcos) e 2 (3 porcos).

Nos TC, verificou-se uma reacéo citoplasmatica positiva em todos os animais,
no entanto a intensidade de reacao variou entre 75% (3 porcos) e 100% (3 porcos),

com a intensidade de marcacédo variando entre 1 e 2.

Quadro 17. Resultados citocromo ¢ — Grupo 2 (HES)

Cértex Medula
Porco SEgmeri gfc?srggnc:g Q-score
Glom. TCP TCD Eno da ansa ansa de TC Final
e Henle Henle
13 0 3 4 1 4 1 2
14 0 3 4 1 4 1 2
15 0 3 4 2 4 2 3
16 0 3 4 1 4 1 2
17 0 3 4 2 4 2 3
18 0 3 4 2 4 2 3
0, 0,
nte ?g‘;%%%e 0 100%  100% ?goﬁg‘g 100% o /(58)
Média Q-
score total 2,5
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Analisando os Q-Score finais dos trés grupos pbéde concluir-se que o grupo 1,
com uma média Q-score de 2, revelou-se menor, comparativamente ao HES com 2,5.
O grupo 2 registou Q-scores mais elevados que o 1.

Os grupos 1 e 2 quando comparados com o grupo controlo foram superiores,
no entanto, quando comparados entre si, ndo houve diferencas estatisticamente
significativas entre o grupo Controlo e o grupo 1 ou entre o grupo 1 e 0 grupo 2,
registando-se apenas diferenca significativa (p<0,05) entre o Controlo e o 2.

Quadro 18. Resultado estatisticamente significativo do
grupo 2 comparativamente ao grupo controlo.

Citocromo C
Controlo vs LR P> 0,05
Controlo vs HES P <0,05
P =0,035

Jj’?' -v’}‘.}' .S ERE,
Figura 49. Cértex: Glomérulos negativos; Figura 50. Cértex: TCP grau 3; TCD grau 4.
TCP grau 3; TCD grau 4. Grupo 2 Grupo 2

D it A, MR G EERE - - M gte - )
Figura 51. Cértex: Glomérulo negative; TCP Figura 52. Cértex: Glomérulo negative; TCP
grau 3; TCD grau 4. Grupo 2 grau 3; TCD grau 4. Grupo 2
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Grupo 2

grau 4; segmento fino da AH grau 1, TC grau
2. Grupo 1

Fig ura 57. Medula: Sgento géso da AH
grau 4; segmento fino da AH grau 2; TC grau
2. Grupo 2

< i TR % SR &

Figura 54. Medula: Segmento grosso da AH
grau 4, segmento fino da AH grau 1. Grupo 2

Figura 56. Medula: Segmento grossb da AH
grau 4; segmento fino da AH grau 2, TC grau
1. Grupo 1l

Pl L ool WAL DO O
Figura 58. Medula: Segmento grosso da AH
grau 4; segmento fino da AH grau 2. Grupo

2
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4.3. TUNEL

No TUNEL, apesar de existirem pequenas variancias nos glomeérulos, nos
TCP e TCD, e nos segmentos finos e grossos da ansa de Henle, nos TC verifica-se
uma diferenca mais significativa entre 0os grupos.

No grupo Controlo (Quadro 19), tanto os TCP como os TCD foram negativos
a esta técnica em todos os animais. Ja nos glomérulos, houve um animal que exibiu
imunorreatividade positiva de grau 1, sendo todos 0s outros negativos.

Ambos os segmentos da ansa de Henle, exibiram 100 % das células com
imunorreatividade citoplasméatica positiva, também em apenas um animal, com
intensidade de reacao de grau 2.

Os TC foram a Unica estrutura que revelou um maior nimero de animais (5
porcos) com reacao citoplasmatica positiva em 100% das células epiteliais. A
intensidade de marcacéo nestas estruturas variou entre 1 (1 porco), 2 (2 porcos), 3 (1

porco) e 4 (1 porco).

Quadro 19. Resultados Q-score TUNEL - Grupo Controlo

Cértex Medula
Porco Segmento ngg’;g”&g
Glom. TCP TCD fino da ansa TC Q-score
de Henle ansa de
Henle
1 1 0 0 0 0 2 1
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 4 1
4 0 0 0 0 0 2 0
5 0 0 0 0 0 3 1
6 0 0 0 2 2 1 1
Intensidade
de reagéo <25% 0 0 100% 100% 100%
Média Q-
score total 0,67
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Figura 59. Cértex: Glomérulo grau 1. Grupo
Controlo

Figura 61. Cortex: TCP e
Grupo Controlo

Figura 63. Medula: Segmento grossoda AH
negativo, Segmento fino da AH negativo; TC
grau 3. Grupo Controlo

Figura 60. Cértex: Glomérulo grau 1. Grupo
Controlo

Figura 62. Cortex: TCP e TCD com algumas
células com grau 2. Grupo Controlo

»

Py A e
Figura 64. Medula: Segmento grosso da AH
grau 3; Segmento fino da AH grau 3; TC
grau 4. Grupo Controlo
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Figura 65. Medula: Segmento grdso da AH
grau 3; Segmento fino da AH com grau 3; TC
com grau 4. Grupo Controlo

g ¥
Figura 67. Medula: Um Segmento fino da AH
com grau 3; TC com grau 3. Grupo Controlo

[

Figura 66. Medula: Segmento grosso da H
e Segmento fino da AH negativos; TC com
grau 3. Grupo Controlo

Figura 68. Medula: TC com grau 4. rupo
Controlo

No grupo 1 (Quadro 20), os glomérulos exibiram 25% das células com

imunorreatividade positiva de grau 2 num animal apenas. A semelhanca dos

glomérulos, tanto os TCP como os TCD, exibiram 75% das células epiteliais com

imunorreatividade citoplasmatica positiva, com intensidade de grau 2 também apenas

num animal, sendo os restantes negativos. Ambos os segmentos da ansa de Henle,

exibiram 100 % das células com imunorreatividade citoplasmatica positiva, também

em apenas um porco, com intensidade de reacdo de grau 2 e 3, respetivamente.

Os TC a semelhanca do grupo controlo, foram a Unica estrutura que revelou

um maior numero de animais (5 porcos) com reacéo citoplasmatica positiva em 100%

das células epiteliais. A intensidade de coloracdo nestas estruturas variou entre 1 (2

porcos), 2 (2 porcos) e 3 (1 porco).
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Quadro 20. Resultados Q-score TUNEL - Grupo 1 (RL)

Cortex
Porco Glom. TCP TCD
7 0 0 0
8 0 0 0
9 0 0 0
10 2 2 2
11 0 0 0
12 0 0 0
Intensidade de
reacio 25% 75% 75%
Média Q-score
total

Figura 69. Cortex: Imulo, TCP
negativos. Grupo 1

Figura 71. Cértex: Glomérulo, TCP e TCD
grau 2. Grupo 1

Medula

Segmento fino  Segmento

da ansade grosso da TC Q-score

Henle ansa de Henle
0 0 0 0
0 0 2 0
0 0 2 0
2 3 3 2
0 0 1 0
0 0 1 0

100% 100% 100%

0,33

Figura 70. Cortex: Glomérulo, TCP e
grau 2. Grupo 1
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Figura 74. Medula: TC grau 3. Grupo 1

] A
Figura 75. Medula: Segmento grosso da AH
grau 2; Segmento fino da AH grau 2; TC grau
3. Grupo 1

i
. e W ’

Figura 77. Medula: Um segmento fino da AH Figura 78. Medula: TC grau 4. Grupo 1 -
grau 2; TC negativos. Grupo 1
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No grupo 2 (Quadro 21), a semelhanca do grupo 1 nos glomérulos, apenas
um animal apresentou imunorreatividade positiva em <25% das células epiteliais.

Neste grupo, tanto os TCP como os TCD, exibiram 75% das células epiteliais
com imunorreatividade citoplasmatica positiva e com intensidade de grau 1 em apenas
um animal.

Ambos os segmentos da ansa de Henle, exibiram 75 % das células com
imunorreatividade citoplasmatica positiva, também num animal, com intensidade de
reacao de grau 3.

Os TC foram a Unica estrutura que revelou reacao citoplasméatica positiva em
todos os animais e em 100% das células epiteliais. A intensidade de marcacao nestas
estruturas variou entre 2 (2 porcos) e 3 (4 porcos).

Quadro 21. Resultados Q-score TUNEL — Grupo 2 (HES)

Cortex Medula
Segmento ngsn;gnég
Porco Glom. TCP TCD fino da ansa ansa de TC Q-score
de Henle
Henle
13 0 0 0 0 0 2 0
14 0 0 0 0 0 2 0
15 0 0 0 0 0 2 0
16 0 0 0 0 0 3 1
17 0 0 0 0 0 2 0
18 1 1 1 3 3 3 2
Intensidade
de reacéo <25%  75% 75% 75% 75% 100%
Média Q-
score total 05

P T aa f ¢ i
Figura 79. Cértex: Glomérulo, TCP e TCD Figura 80. Cértex: Glomérulo negativo; TCP
negativos. Grupo 2 e TCD grau 1. Grupo 2
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Figura 83. Medula: TC grau 3. Grupo 2

Figura 85. Medula: TC grau 3. Grupo 2

Figura 82. Cértex: Glomérulo, TCP e TCD
grau 1. Grupo 2

Figura 84. Medula: Segmento grsso da AH
negativo; Segmento fino da AH grau 3; TC
grau 3. Grupo 2
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Avaliando os trés grupos podemos afirmar que o valor da média Q-score final

dos porcos foi menor no 1 (0,33), comparativamente ao grupo controlo (0.67) e ao

grupo 2 (0.5). Pode ainda afirmar-se que no Q-score final calculado para as estruturas,

€ de extrema importancia notar que o valor do grupo 1 nos tubulos coletores de 1,5

comparativamente ao controlo, foi menor, sendo que no grupo controlo o valor foi de

2nos TC.

Quando comparados entre si, 0s Q-score de todos 0s grupos apresentaram

valores de P superiores a 0,05, portanto n&o significativos estatisticamente.

Quadro 22. Resultados High-Score da técnica TUNNEL

TUNEL Células % de Células Células
H-score estruturas apoptoticas apoptoticas Apoptéticas/mm?
Porco C M C M C M C M
1 25,54 39,54 186 387 18,11 25,21 395,72 823,35
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 99,97 0 632 0 31,63 0 1.344,60
4 0 65,9 0 451 0 27,19 0 959,51
5 0 82,33 0 645 0 35,15 0 1.372,25
6 0 165,21 0 822 0 58,09 0 1.747,82
7 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 45,2 0 265 0 17,62 0 563,79
9 0 15,77 0 233 0 15,96 0 495,71
10 148,26 203,57 855 1240 61,47 79,9 1.819,03 2,638,13
11 0 9,13 0 157 0 8,75 0 334,02
12 0 17,55 0 275 0 16,4 0 584,73
13 0 21,28 0 481 0 25,34 0 1.023,34
0 14 0 125,58 0 1031 0 61,7 0 2.193,48
L
I, 15 0 118,63 0 834 0 64,9 0 1.773,34
o
§ 16 0 78,87 0 657 0 36,48 0 1.397,78
o
17 0 37,65 0 519 0 34,67 0 1.104,18
18 16,51 189,95 278 1131 15,6 60,35 591,45 2.406,23
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Quadro 23. Média dos resultados obtidos no Cértex e na Medula renal no High-Score da técnica

TUNNEL

Médias TUNEL Porco H-score total Total células %T
1 32,54 573 48

2 0 0 0

3 49,99 632 32

Controlo 4 32,95 451 27

5 41,2 645 35

6 82,6 822 59

7 0 0 0

8 22,6 265 18

Grupo 1 9 7,89 233 16
L 10 1759 2095 100
11 4,57 157 0,08

12 8,77 275 16

13 10,64 481 25

14 62,79 1031 62

Grupo 2 15 59,32 834 65
HES 16 39,44 657 36

17 18,83 519 35

18 103,23 1409 85

Analisando os H-score de todos os grupos, podemos afirmar que, embora os

valores registados no grupo 2 sejam quase sempre superiores aos restantes grupos,

nao foram de facto encontradas diferencas significativas entre eles, tanto no cortex

como na medula.

% TOTAL DE CELULAS POR
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Figura 87.
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Figura 89. Gréafico High - score do total de
células apoptéticas por grupo experimental

4.4. M30

Os glomérulos, os TCD e o segmento fino da ansa de Henle foram sempre
negativos ao M30 em todos 0s grupos experimentais.

No grupo controlo (Quadro 24), apenas um animal exibiu imunorreatividade
positiva nos TCP e nos TC com Q-score 2 e 1 respetivamente, ambos em menos de

25% das células epiteliais, sendo os restantes negativos em todas as estruturas.

Quadro 24. Resultados Q-score M30 - Grupo Controlo

Cortex Medula
Segmento S:egsrzgn;g
Porco Glom. TCP TCD fino da ansa gansa de TC Q-score
de Henle
Henle
1 0 2 0 0 0 1 1
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0
Intensidade
de reagéo 0 <25% 0 0 0 <25%
Média Q-
score total 0,17
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Figura 90. Cértex: Glomérulo negativo; TCP Figura 91. Cértex: Glomérulo negativo TCP

grau 1. Grupo Controlo grau 1. Grupo Controlo

Figura 92. Medular negativa. Grupo Controlo Figura 93. Medular negativa. Grupo Controlo

Figura 94. Medular negativa. Grupo Controlo Figura 95. Medular negativa. Grupo Controlo



No grupo 1 (Quadro 25), os glomérulos e os TCD foram sempre negativos.

Nos TCP observaram-se animais com percentagem de reacdo nas células
epiteliais de 100%, exibindo uma imunorreatividade citoplasmatica positiva que variou
no grau de intensidade entre 3 (1 porco) e 2 (3 porcos).

Neste grupo, apenas um animal exibiu 100% das células com
imunorreatividade citoplasmatica no segmento grosso da ansa de Henle, com grau 2.
O segmento fino da ansa de Henle revelou-se negativo a este método.

Nos TC apesar de existirem alguns animais com células positivas, estas foram

de grau 1 em 25%, o que resultou num Q-score negativo.

Quadro 25. Resultados Q-score M30 - Grupo 1 (RL)

Cortex Medula
Segmento S;agsrr;gnég
Porco Glom. TCP TCD fino da ansa gansa de TC Q-score
de Henle
Henle
7 0 2 0 0 2 0 1
8 0 2 0 0 0 0 0
9 0 2 0 0 0 0 0
10 0 3 0 0 0 0 1
11 0 2 0 0 0 0 0
12 0 2 0 0 0 0 0
Intensidade 0 0
de reagéo 0 100% 0 0 100% 0
Média Q-
coon il 0 2,16 0 0 0,33 0 0,33

Figura 96. Cortex: Glomérulo negativo; TCP Figura 97. Cértex: TCP grau 1. Grupo 1
grau 1. Grupo 1
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Figura 98. Cortex: Glomérulo negativo; TCP
grau 2. Grupo 1

Figura 99. Cértex: TCP grau 3. Grupo 1

Figura 100. Cértex: Glomérulo negativo; Figura 101. Cortex: Glomérulo negativo;
TCP grau 3. Grupo 1 TCP grau 3. Grupo 1

Figura 102. Medular negativa. Grupo 1 Figura 103. Medular negativa. Grupo 1



No grupo 2 (Quadro 26), a semelhanc¢a do grupo 1, os glomérulos e os TCD
foram negativos, no entanto observou-se imunorreatividade positiva nos TCP de todos
os animais. A intensidade de coloracdo nesta estrutura foi diferente entre os animais,
variando entre o grau 3 (3 porcos) e grau 4 (3 porcos).

Neste grupo, 4 animais exibiram imunorreatividade positiva em 100% das
células do segmento grosso da ansa de Henle com grau de intensidade de 2
predominante. Dois animais foram negativos nesta estrutura. O segmento fino da ansa
de Henle foi negativo a este método.

Nos TC apenas um pequeno numero de células (<25%) exibiu
imunorreatividade positiva com intensidade de reagcdo 1, em quase todos os animais

(5 porcos), com excecao de um animal que se revelou negativo.

Quadro 26. Resultados Q-score M30 — Grupo 2 (HES)

Cortex

Medula
Segmento Segmento
Porco Glom. TCP TCD fino da ansa g;ﬁzsaod(ia TC Q-score
de Henle Henle
13 0 4 0 0 3 1 1
14 0 3 0 0 2 1 1
15 0 3 0 0 2 1 1
16 0 4 0 0 0 1 1
17 0 3 0 0 0 0 1
18 0 4 0 0 2 1 1
Intensidade
de reagéo 0 100% 0 0 100% <25%
Média Q-
score total 0 3,5 0 0 15 1 1

Figura 104. Cértex: Glomérulo negativo; Figura 105. Cértex: Glomérulo negativo;
TCP grau 4. Grupo 2 TCP grau 4. Grupo 2
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Figura 106. Cértex: TCP grau 4. Grupo 2

Figura 107. Medula: Segmento grosso da
AH grau 2; TC grau 2. Grupo 2

Figura 108. Medula: AH negativa. Grupo 2

Figura 109. Medula: Segmento grosso da
AH grau 2; TC grau 2. Grupo 2

Figura 110. Medula: TC grau 3. Grupo 2 Figura 111. Medula: TC grau 3. Grupo 2




Quadro 27. Resultados High-Score da técnica M30

30 i . ) N Células
i H-score Células apoptéticas % de células apoptéticas Apoptoticas/mm?
Porco C M C M (@ M (@ M
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0
7 142,85 67,23 1890 1331 71,95 59,1 4.021,02 2.831,73
8 59,15 6,64 1217 164 57,79 7,19 2.589,20 348,91
9 11,79 0 273 0 12,21 0 580,81 0
10 93,12 779 0 35,8 0 1.656,39 0
11 83,34 0 952 0 41,36 0 2.025,40 0
12 69,33 0 813 0 35,39 0 1.729,68 0
13 271,56 1399 2069 950 75,26 51,6 4.401,85 2.021,15
& 14 192,87  139,2 1434 1575 67,71 69,94 3.050,87 3.350,85
z 15 237,73 135,62 1542 1544 81,89 58,15 3.280,64 3.283,01
8 16 338,76 101,38 1795 910 85,72 47,77 3.818,91 1.936,05
(% 17 181,65 0 1739 0 60,44 0 3.699,76 0,00
18 289,59 88,37 1942 1161 73,06 44,48 4.131,65 2.470,06

Na avaliacdo dos H-score, o grupo controlo revelou-se sempre negativo, em

todos os porcos e em todos 0s grupos. No grupo 1, todos os porcos foram positivos

no cortex, no entanto, apesar de ser quase todos se terem revelado negativos na

medula, houve dois porcos positivos, onde um deles (porco 8) se revelou negativo ao

célculo do Q-score por revelar muito poucas células contadas no H-score (H-score
total de 6,64).

No que diz respeito ao H-score do grupo 2, todos os animais tiveram células

positivas, tanto no cértex como na medula, tendo sido o grupo com mais células e

maior grau de intensidade contadas.
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Quadro 28. Média dos resultados obtidos no Cortex e na Medula renal no
High-Score da técnica M30

Médias M30 Porco H-score total Total células %T
1 0 0 0
2 0 0 0
Controlo 3 0 0 0
4 0 0 0
5 0 0 0
6 0 0 0
7 105,04 3221 100
8 32,89 1381 69
Grupo 1 9 5,89 273 12
RL 10 46,56 779 35
11 41,67 952 41
12 34,67 813 35
13 205,73 3019 100
14 166,04 3009 100
Grupo 2 15 186,68 3086 100
HES 16 220,07 2705 100
17 90,83 1739 60
18 188,98 3103 100
NR DE PORCOS EM CADA % DE CELULAS POR PORCO

INTERVALO H-SCORE

E Controlo ERL = HES
E Controlo ERL HES

6 =
6 5 =
5 £
4 4 B
3 3 B =
2 2 B %
1 = 1 = % = =
0 E 0 -EE = = S
0-100 100- 200-  300- 0-25% 25-50% 50-75%  75-
200 300 400 100%
Figura 112. Gréfico High - score da Figura 113. Gréfico High - score do nr de
perce_ntagem de celulas positivas por grupo porcos existente em cada intervalo avaliado
experimental por grupo experimental
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Figura 114. Grafico High - score do total de

células apoptéticas por grupo experimental

Quadro 29. Resultados da andlise Kruskal-Wallis, seguida da analise Dunn para a técnica M30

Total células % células Células
H-score M30 P o L 5
apoptéticas apoptéticas apoptoticas/mm
Cortex Medula Cortex Medula Cortex Medula Cortex Medula
Controlo Controlo Controlo Controlo  Controlo  Controlo  Controlo Controlo
vs. LR vs. LR vs. LR vs. LR vs. LR vs. LR vs. LR vs. LR
P> 0.05 P> 0.05 P> 0.05 P> 0.05 P> 0.05 P> 0.05 P> 0.05 P> 0.05
P=0.001 P=0.006 P=0.001 P=0.013 P=0.001 P=0.017 P=0.001 P=0.013
Controlo Controlo Controlo Controlo Controlo Controlo Controlo Controlo
vs. HES vs. HES vs. HES vs.HES vs.HES vs.HES vs.HES vs.HESP
P <0.05 P <0.05 P<0.05 P <0.05 P <0.05 P <0.05 P <0.05 <0.05
Controlo Controlo Controlo Controlo  Controlo  Controlo  Controlo Controlo
vs LR vs LR vs LR vs LR vs LR Vs LR Vs LR Vs LR
P> 0.05 P> 0.05 P> 0.05 P> 0.05 P> 0.05 P> 0.05 P> 0.05 P> 0.05

Relativamente a analise Kruskal-Wallis, seguida da andlise Dunn para

comparacao entre grupos, podemos afirmar que existiram diferencas significativas

entre o grupo controlo e o grupo 2, tanto ha medula como no cortex a nivel geral, em

todos os parametros.

N&o foram encontradas diferencas significativas nos respetivos parametros

entre o grupo controlo e o grupo 1 ou entre o grupo 1 e o grupo 2.
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4.5. Resumo de resultados
4.5.1. Resumo Quick — Score resultados

Resumindo todos os resultados Quick-score, podemos afirmar que os animais
gue receberam HES 130/0,4 apresentaram maior grau de lesdo, evidenciando deste
modo que, o melhor soluto para repor a volémia em caso de hipoperfusdo aguda sera
o RL.

Quadro 30. Quadro resumo dos resultados obtidos com a técnica do Citocromo-c

RIM Cit. C 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
Qscore 2 1 2 2 2 22 2 2 2 2 2|2 2 3 2 3 3

Média 1,83 2,00 2,5

Quadro 31. Quadro resumo dos resultados obtidos com a técnica TUNEL

RIM Grupo Controlo Grupo 1-RL Grupo 2 - HES
TUNEL

Porco 1 2 3 4 5 6 /7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Qscore /12 0 1 0 1 1.0 00 2 O O O O O 1 o0 2

Média 0,67 0,33 0,50

Quadro 32. Quadro resumo dos resultados obtidos com a técnica M30

RIM M30 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
Qscore '12 0 0 0O0O0O 20O 12 0 O0 1 1 1 1 1 1

Média 0,17 0,33 1,00
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4.5.2. Resumo High-score resultados

Resumindo todos os resultados High-score, podemos afirmar que os animais
gue receberam HES 130/0,4 apresentaram maior grau de agressao pré-apoptotica e
apoptotica as células renais, quando comparados aqueles que receberam RL. Deste
modo, estes resultados vieram reforcar os resultados ja obtidos com o Quick-score,
indicando que, o RL com menor grau de lesdo, sera, portanto, o0 melhor soluto para a

reperfusdo a nivel renal.

Quadro 33. Quadro resumo dos resultados obtidos com o high-score nas técnicas TUNEL e M30

H-score Porco H-score TUNEL H-score M30
Cortex + Medula Cortex + Medula

1 32,54 0
2 0,00 0
3 49,99 0

Grupo

Controlo 4 32,95 0
5 41,17 0
6 82,61 0
7 0,00 105,04
8 22,60 32,895
9 7,89 5,895

Grupo 1

RL 10 175,92 46,56

11 4,57 41,67
12 8,78 34,665
13 10,64 205,73
14 62,79 166,035

Grupo 2 15 59,32 186,675

HES 16 39,44 220,07

17 18,83 90,825
18 103,23 188,98
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5. DISCUSSAO

ApOs publicagdo de revisdo sistematica e meta-analise sobre a utilizacdo de
HES 130/0,4 como fluido de ressuscitagdo por Gattas e colaboradores (2012),
indicando néo existir diferengas entre a utilizagdo de HES 130/0,4 em comparacgao
com outros fluidos de ressuscitacao, pretendemos com este estudo abordar os efeitos
sobre a integridade do tecido renal num modelo animal sujeito a hemorragia sob
anestesia geral, apés a administracdo de HES 130/0,4 e de LR durante um breve
periodo de tempo.

O remifentanil apresenta-se como o componente analgésico de eleicao para
a associacdo com propofol numa TIVA. No entanto, sabe-se que, isoladamente ou
combinado com outros medicamentos, podem causar lesdo renal. O Propofol parece
diminuir o fluxo sanguineo renal mas tendo em conta que é administrado em bolus na
indugdo da anestesia e rapidamente metabolizado, ndo tem efeitos colaterais na
reperfusdo do orgao. Contudo, esta reducédo acentuada da perfusdo, foi um fato
relevante a ser considerado na avaliagdo dos efeitos histologicos da hipoperfusao
renal apds mais de 4 horas de anestesia com propofol. O remifentanil tem como
principal metabolito 0 GR90291 que apresenta uma poténcia opidide 4 mil vezes maior
gue o proprio. Devido a este facto, e como este metabolito € primariamente eliminado
pelos rins, a dose de administracdo do remifentanil, em pacientes com leséo renal,
deveré ser devidamente considerada (Paiva, 2012; Gimenes, 2005).

Neste estudo todos os animais foram previamente medicados com azaperona
gue apresenta uma rapida biotransformacdo e eliminacdo apds administracéo,
contudo, regista acumulacfes de residuos nos rins, podendo, deste modo, contribuir
para o aparecimento de possiveis lesfes renais (Marqueti, 2008), as quais néo foram
identificadas neste estudo.

O grupo controlo foi um grupo que apenas serviu para fornecer informacao
sobre a influéncia da TIVA prolongada no tecido renal, visto que, caso se tivesse
procedido ao sangramento sem reposicdo da volémia teria fornecido informacdes
significativas sobre possiveis lesdes renais parenquimatosas, devido a propria
hipoperfuséo e nao relativamente aos fluidos (Ortiz, 2015).

As lesdes histopatolégicas evidenciadas nos grupos deste estudo, grupo HES
e LR, foram discretas, no entanto, a analise imuno-histoquimica sugeriu que a

administracdo de LR podera ser mais eficaz na preservacao da integridade celular a

95



nivel renal apos grave perda de volume circulatorio, diminuindo os eventos pré-
apoptoticos e apoptéticos analisados.

As lesdes observadas no grupo controlo comparativamente aos grupos
sujeitos a hemorragia sugerem que, apesar de todos os parametros clinicos se terem
mantido dentro dos limites fisioldégicos, quanto maior for a concentragédo plasmatica de
propofol e de remifentanil durante a TIVA, maior serd a probabilidade de lesdo renal.

Ao analisar as lesfes renais, constatou-se que todos 0s grupos apresentaram
lesdes sugestivas de processos agudos, como as degenerescéncias, decorrentes da
diminuicéo de filtracdo glomerular ou de lesdes tubulares, e de processos cronicos,
como as fibroses que, por sua vez, ja existiriam antes do estudo experimental.

As lesdes frequentemente encontradas foram, o depdsito de goticulas no
espaco de bowman (a nivel glomerular), a degenescéncia hidrépica, os depdésitos de
materiais hialinos e os cilindros hialinos (a nivel tubular), infiltrado inflamatorio (a nivel
intersticial) e a hialinose venular (a nivel vascular).

Na estatistica calculada para avaliar as lesdes, as diferencas apenas foram
significativas nas lesdes que evidenciaram p<0.05, sendo que as Unicas lesdes que
evidenciaram diferencas foram a hipercelularidade glomerular com p=0.026 e a
congestdo com p=0.048, ambas com p<0.05. No caso da hipercelularidade
glomerular, tanto o grupo RL como o HES evidenciaram 3 animais com leséo,
apresentando valores inferiores ao grupo controlo com 4 animais com lesao.
Relativamente a congestdo, o HES exibiu 1 animal com congestédo e o RL exibiu 4,
sendo que, comparativamente ao grupo controlo, nenhum superou o valor de animais
com lesao.

De referir que apesar de todas as lesdes observadas, os niveis séricos de
BUN e creatinina ndo se alteraram durante e apos o periodo de estudo experimental,
sugerindo deste modo que, ndo houve nenhum comprometimento agudo da funcéo
renal associado ao protocolo experimental

A hipoperfusé@o renal conduz a uma série de eventos no epitélio dos TCP, que
incluem desde a perda de polaridade do citoesqueleto a necrose e apoptose,
agravando a lesao renal (Santos, 2011).

Em todos os grupos experimentais, foram avaliados os fenémenos pré-
apoptéticos através do citocromo ¢ e fendmenos apoptoéticos, através do M30 e do
TUNEL.

Os aspetos que caracterizam a apoptose celular encontram-se divididos em
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morfolégicos e moleculares. Entre os aspetos moleculares encontra-se a libertacao
do citocromo ¢ da mitocondria e a ativacdo das caspases, as quais clivam diversos
substratos celulares levando a morte celular (Luchs et al., 2010).

Na técnica do citocromo ¢, a imunorrea¢do moderada e intensa revelada pelos
tubulos contornados e pela ansa de Henle, tanto no grupo LR como no grupo controlo,
podera dever-se ao elevado niumero de mitocdndrias presentes nessas estruturas. No
entanto, a maior intensidade de reacdo exibida pelas mesmas estruturas no HES
podera estar correlacionada com a libertacdo de citocromo ¢ no citosol, apés
estimulos pré-apOptoticos em animais sujeitos a reposicdo do volume realizada
recorrendo ao HES 130/0,4. Este achado € sugestivo de um maior grau de agressao
as células presentes nas estruturas acima mencionadas em animais que receberam
HES 130/0.4, quando comparados com 0s animais nos quais foi utilizada a solucao
RL. Além disso, a intensidade de coloragcao ligeiramente aumentada, presente no
segmento fino da ansa de Henle, bem como o nimero de células levemente marcadas
nos tubulos coletores, também favorecem esta hipotese noutras estruturas renais.

O método TUNEL é utilizado para detecdo da fragmentacdo do ADN
baseando-se na avaliacédo dos produtos endonucleossdmicos resultantes da clivagem
do ADN. A marcacéo enzimatica é feita através da enzima TDT e da fragmentacéo de
ADN decorrente do processo de apoptose (Garcia, 2013).

No TUNEL foram avaliados 6 animais de cada grupo, sendo que os resultados
indicaram um possivel efeito protetor da solucdo de LR nos tdbulos renais, diminuindo
0 numero de células apoptoticas.

Este método € uma técnica sensivel que, por vezes, pode apresentar uma
marcacao inespecifica. Apesar da maioria dos animais se terem revelado negativos a
esta técnica nos glomérulos, TCP, TCD, segmento fino e segmento grosso da ansa
de Henle, existia fundo nas laminas, sendo que este facto podera dever-se ao facto
de a enzima TDT reconhecer todos os grupos terminais 3’ - OH, resultando em
reacdes inespecificas (Paiva, 2014).

Neste método, as células que exibiram maior imunorreatividade positiva foram
as células dos TC, tanto no grupo HES como no grupo RL. A intensidade de reacéo
de 100% nos TC, foi também idéntica nos dois grupos. Embora tanto o grupo RL como
o grupo HES tenham evidenciado imunorreatividade positiva com a mesma
intensidade de reacéo, a intensidade de marcacéo do grupo RL nos TC foi avaliada

com grau 1 em dois porcos, grau 2 também em dois porcos e grau 3 apenas num
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porco, tendo o outro porco sido negativo (5 porcos marcados). No grupo HES, esta
mesma estrutura exibiu intensidade de coloragdo de grau 2 em quatro porcos, grau 3
em dois porcos (6 porcos marcados). Pode-se justificar o facto de serem as células
dos TC a exibir uma maior reatividade positiva, pelo facto, dos rins devido a sua funcao
de reabsorcdo e secrecdo possuirem uma alta taxa metabdlica, principalmente na
regido dos tubulos renais, tornando-os mais suscetiveis a episédios de
hipovolémia/hipoperfuséo (Bragato, 2015).

O grupo controlo foi o grupo com maior média Q-score. Este facto pode ser
justificado pela TIVA, onde a reducao do fluxo sanguineo renal resulta em baixas
concentracdo de Oz que induzem lesdes nas células do epitélio tubular. No caso de
hipoperfusdo aguda e prolongada, ocorre apoptose e necrose celular destas
estruturas (Ortiz, 2015; Pinto, 2012).

Avaliando os Q-score finais de todas as estruturas e de todos os porcos de
todos 0s grupos experimentais, podemos afirmar que, comparando com 0 grupo
controlo, o RL comportou-se como o melhor fluido para repor a volémia a nivel renal,
visto que foi o grupo que revelou uma maior diferenca (0,33), comparativamente ao
grupo controlo que revelou 0.67.

O anticorpo M30 interagiu com neoepitopo que se formou apods a clivagem da
citoqueretina 18 por parte da caspase durante o processo de apoptose, pelo que é
considerado o marcador mais especifico, que deteta a apoptose numa fase inicial.
Além disso este anticorpo ndo marca nem células necroticas nem células vivaveis.
Isto deve-se ao facto de, na necrose ndo se verificar integridade da membrana
plasmatica, existindo por isso libertacdo dos constituintes celulares para o meio
extracelular, e nas células viaveis, 0 neoepitopo de citoqueratina 18 ndo é detetavel
num citoesqueleto intacto. Deste modo, as células vidveis ou necréticas vao ser
negativas ao teste M30 (Robison et al., 2001; Pina, 2014; Nardelli et al., 2007).

Na técnica M30, a reacdo predominantemente moderada presente nos TCP
do grupo 1 poderd ser justificada pelo efeito de hipoperfusdo ou até mesmo pelo
conjunto  anestesia/hipoperfusdo  comparando estes com a reacao
predominantemente negativa apresentada pelo grupo controlo. Contudo, a
intensidade mais elevada foi exibida pelas mesmas estruturas no grupo pertencente
ao grupo 2, que por sua vez, indica maior gravidade em animais tratados com este
fluido. Também o aumento da intensidade da reacdo presente no segmento grosso

da ansa de Henle, bem como o aumento ligeiro do nimero de células marcadas nos
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TC confirmaram esse facto.
Os resultados obtidos com M30 apresentaram alta especificidade em eventos
apoptoticos, detetando maior apoptose no grupo HES, comparando com o grupo RL

e controlo.
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5. CONCLUSAO

Apesar de todos os estudos efetuados sobre a melhor forma de repor fluidos
em caso de hipoperfusdo, existe ainda uma grande controvérsia sobre o assunto,
sendo que o rapido e assertivo exame fisico e a fluidoterapia podem fazer a diferenca
entre a sobrevivéncia ou a morte do paciente.

No presente trabalho, procurou-se detetar qual dos solutos, HES ou RL,
melhor preserva o tecido renal, tendo sido verificado que os animais que receberam
RL apresentaram um menor grau de insulto pré-apoptoético e apoptético, quando
comparados com os que receberam HES 130/0,4. Deste modo, para uma substituicao
de volume apéds hipovolémia grave, durante uma TIVA com propofol e remifentanil,
devera ser utilizado o LR visto que, a utilizacdo a curto prazo do HES 130/0,4
provocara um significativo aumento do grau de leséo a nivel renal.

Com base nos resultados obtidos, podemos afirmar que o uso de LR, um
cristaloide, sera a melhor opcdo a utlizar no restabelecimento da perfuséo,
apresentando um maior grau de prote¢cdo a nivel renal. Assim, estes resultados
deverdo ser seriamente levados em conta na escolha do fluido a administrar neste
tipo de pacientes.

Podemos também concluir com este estudo que, os resultados obtidos neste
estudo experimental, poderédo variar consoante as doses de propofol e remifentanil
utilizadas na TIVA, aumentando (com maiores concentracfes a nivel plasmatico) ou

diminuindo (com menores concentracdes a nivel plasmatico) o grau de leséo renal.
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