Marcia Aparecida Portela Kahvegian

Avaliacao da resposta inflamatoria durante a

hemodiluicao normovolémica aguda

Tese apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de S@o Paulo para obtencdo do
titulo de Doutor em Ciéncias

Area de Concentragio: Anestesiologia

Orientador: Profa. Dra. Denise Tabacchi Fantoni

Sao Paulo

2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Dados Internacionais de Catalogacio na Publicacao (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

Oreproducao autorizada pelo autor

Kahvegian, Mdrcia Aparecida Portela
Avaliacdo da resposta inflamatdria durante a hemodilui¢do normovolémica
aguda / Marcia Aparecida Portela Kahvegian. -- Sdo Paulo, 20009.

Tese (doutorado)--Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo.

Departamento de Cirurgia.
Area de concentragdo: Anestesiologia.
Orientadora: Denise Tabacchi Fantoni.

Descritores: 1.Hemodilui¢ao 2.Suinos 3.Amido

4.Cloreto de sédio 5.Gelatina 6.Inflamacdo 7.Citocinas

USP/FM/SBD-272/09




Normatizagao Adotada

Esta dissertacdo ou tese estd de acordo com as seguintes normas, em vigor no
momento desta publicagao:
Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals Editors

(Vancouver)

Universidade de Sao Paulo. Faculdade de Medicina. Servigco de Biblioteca e
Documentacgdo. Guia de apresentacdo de dissertacoes, teses e monografias.
Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi, Maria F.
Crestana, Marinalva de Souza Aragao, Suely Campos Cardoso, Valéria Vilhena. 2a ed.

Sao Paulo: Servigo de Biblioteca e Documentagio; 2005.

Abreviaturas dos titulos dos periddicos de acordo com List of Journals Indexed in

Index Medicus




Este trabalho teve auxilio da Fundacgdo de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
(FAPESP), processos n°. 2005/58987-9 e
2006/53646-1



Dedicatorias

Ao meu marido Renato, companheiro de todas as horas, pelo amor, tolerdncia e

paciéncia.

Ao meu irmdo Marcos e minha avé Almasia pelo amor, incentivo e apoio.

Aos meus pais, Antonio Carlos e Regina pela formacdo e educacdo proporcionada.



Agradecimentos

A Profa. Dra. Denise Tabacchi Fantoni pela inestimdvel orientagdo na realizagdo deste

trabalho, pelos ensinamentos e pela paciéncia.

Ao Prof. Dr. José Otdvio Costa Auler Jr. pelo apoio e confianca.

A amiga Denise Aya Otsuki pela colaboragdo incomensurdvel, incentivo e amizade.

A amiga Cristina Massoco pelos ensinamentos, idéias brilhantes, estimulo e

colaboracdo no estudo.

A Carla Holms pela imensa colaboracdo durante a fase experimental, fato que

possibilitou a realizacdo deste estudo.

Ao Sr. Gilberto Nascimento pelo auxilio no Laboratorio LIM 08 durante a fase

experimental.

A Fundagdo de Amparo & Pesquisa do Estado de Sdo Paulo — FAPESP - pelo apoio

financeiro concedido e que possibilitou a realizacdo deste estud.

Ao Prof. Luis Carlos de Sa Rocha por disponibilizar as instalacbes e equipamentos do

Laboratorio de Toxicologia e Farmacologia do VPT — FMVZ/USP.

Aos colegas de pos-graduacgdo Teresinha, Alex, Carol, Jéssica, Flor, Josué, Luis André,

Rosa, Leila, Silvia, Simone, Ludimila pelos grandes momentos vivenciados.

As colegas Monica e Elaine pela generosidade e paciéncia inesgotdvel durante a fase

laboratorial.

As grandes amigas Elaine Zardi e Adriana Melo pela compreensdo e apoio nos

momentos mais dificeis.



A amiga Karina Yazbek pelo apoio e incentivo, principalmente na fase final deste

estudo.

Aos colegas da pos-graduacdo da anestesia, cirurgia e do VPT pela amizade e

cumplicidade durante a “trajetoria’.

Aos amigos André Leguthe e Edilberto Rodrigues e a todos os colegas do Provet pelo

apoio e compreensdo.

A Andressa Chiarella e ao Marcio Tomiyoshi pela colaboracdo durante as dosagens

das citocinas.

A Priscila, Magali e Ricardo do Laboratério de Toxicologia e Farmacologia do VPT —

FMVZ/USP.

A todos que contribuiram direta ou indiretamente para minha formacdo e para a

realizacdo deste trabalho.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

LISTA DE ABREVIATURAS

RESUMO

SUMARY

1. INTRODUCAO

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hemodilui¢do Normovolémica Aguda

2.2 Reposi¢ao Volémica

2.3 Resposta Inflamatoria - Mecanismos da Resposta Imune

2.4 Mediadores Inflamatdrios

2.5 Cascata Inflamatéria

3. OBJETIVOS

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Local de realiza¢dao do experimento
4.2 Animais

4.3 Procedimentos

4.4 Delineamento Experimental

4.5. Avaliacao Paramétrica

4.5.1 Parametros hemodinamicos

4.5.2 Parametros de oxigenacao

4.5.3 Hematdcrito, Eletrolitos, Lactato e outros Parametros
4.5.4 Parametros da Inflamacgao

4.6 Descarte dos Animais

4.7 Andlise Estatistica

4.8 Estudo Piloto

5. RESULTADOS

5.1 Parametros Hemodinamicos

5.2 Parametros de Ventilacdo, Gases Sanguineos e Eletrolitos

5.3 Parametros da Inflamacgao
6. DISCUSSAO
7. CONCLUSAO

119
147



8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 148
APENDICES



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Reagdo representativa do burst oxidativo
Figura 2 - Ativacao das citocinas pré-inflamatdrias
Figura 3 - Func¢do relacionada a atividade conjunta do TNF, IL-1 e IL-6

Figura 4 - Interacdo dos mecanismos na cascata inflamatdria

Figura 5 - Placa de 96 pogos para ELISA com os respectivos pogos de Padrio, Branco e

Amostra

Figura 6 - Esquema de diluicdes seriadas da citocina padrao recombinante

Figura 7 - Placa de ELISA apés a adigdo de Peréxido de Hidrogénio e

Tetramethilbenzidina.
Figura 8 - Placa de ELISA apés a adigdo de Acido Sulfiirico

Figura 9 - Variacdo da Freqiiéncia Cardiaca

Figura 10 - Varia¢ao da Pressao Arterial Sistdlica

Figura 11 - Variacdo da Pressdo Arterial Diastdlica

Figura 12 - Variagao da Pressdo Arterial Média

Figura 13 - Variacdo da Pressdo Venosa Central

Figura 14 - Variagdo da Pressdo de Artéria Pulmonar

Figura 15 - Variagao da Pressdao de Oclusio da Artéria Pulmonar
Figura 16 - Varia¢dao do Débito Cardiaco

Figura 17 - Variagdo do Indice Cardiaco

Figura 18 - Variacdo do Indice de Resisténcia Vascular Sistémica
Figura 19 - Variacdo do Indice de Resisténcia Vascular Pulmonar
Figura 20 - Varia¢ao do pH do sangue arterial

Figura 21 - Variacdo Pressdo Parcial de Gds CarbOnico no sangue arterial
Figura 22 - Variagao Pressdo Parcial de Oxigénio no sangue arterial
Figura 23 - Variacdo da Saturacio de Oxigénio no sangue arterial

Figura 24 - Variagao do pH do sangue venoso misto

22

27

33

38

53

54

55

55

62

63

64

65

66

67

68

70

71

72

73

76

77

78

79

80



Figura 25 - Variacdo da Pressdo Parcial de Diéxido de Carbono no sangue venoso misto

Figura 26 - Variagao da Pressao Parcial de Oxigénio no sangue venoso misto

Figura 27 - Variagao da Saturacdo de Oxigénio no sangue venoso misto

Figura 28 - Varia¢do do Hematdcrito

Figura 29 - Variag¢do do Bicarbonato no sangue arterial

Figura 30 - Variagio do fon Sédio

Figura 31 - Variagdo do fon Potéssio

Figura 32 - Variacdo do Lactato Arterial

Figura 33 - Variacdo dos niveis de Uréia Plasmdtica

Figura 34 - Variag@o dos niveis de Glicose Plasmatica

Figura 35 - Variacdo da osmolaridade

Figura 36 - Variag¢ao da Temperatura

Figura 37 - Citograma e histograma demonstrando as populacdes de neutréfilos,
mondcitos na indugdo do burst com o DCFH, além de linfécitos do sangue periférico no
momento basal do grupo HNA + Gelatina

Figura 38 - Citograma e histograma demonstrando as populacdes de neutréfilos,
mondcitos na inducao do burst com o DCFH, além de linfécitos do sangue periférico no
momento imediatamente apds a hemodilui¢do do grupo HNA + Gelatina

Figura 39 - Variacdo do Burst Oxidativo de Neutréfilos do Sangue Periférico
Representado pelo reagente DCFH

Figura 40 - Porcentagem de mudan¢a do burst oxidativo de neutréfilos em relacdo ao
valor basal

Figura 41 - Variacdo do Burst Oxidativo de Neutréfilos do Sangue Periférico Induzido
pelo Estimulo PMA

Figura 42 - Variagdo do Burst Oxidativo de Mondcitos do Sangue Periférico
Representado pelo reagente DCFH

Figura 43 - Citograma e histograma demonstrando as popula¢des de macréfagos, células

81

82

83

&5

86

&7

88

&9

90

91

92

93

95

95

96

97

98

99

100



monociticas na representacdo do burst oxidativo com o DCFH, além de linfécitos do
BALF do grupo HNA + Gelatina

Figura 44 - Citograma e histograma demonstrando as popula¢des de macréfagos, células
monociticas na inducdo do burst com o PMA, além de linfécitos do BALF do grupo
HNA + Gelatina

Figura 45 - Variacdo do Burst Oxidativo de Células Pulmonares do Lavado
Broncoalveolar Representado pelo reagente DCFH

Figura 46 - Variacdo do Burst Oxidativo de Células Pulmonares do Lavado
Broncoalveolar Induzido pelo reagente PMA

Figura 47 - Variacdo do Fator de Necrose Tumoral-o

Figura 48 - Variagéo da Interleucina-13

Figura 49 - Variacdo da Interleucina-6

Figura 50 - Variacdo da Interleucina-10

Figura 51 - Variagado da Interleucina-8

Figura 52 - Padrdao microscépico dos lobos pulmonares de suinos do grupo Controle
corado por hematoxilina e eosina

Figura 53 - Padrdo microscépico dos lobos pulmonares de suinos do grupo HNA +
Amido corado por hematoxilina e eosina

Figura 54 - Padrao microscépico dos lobos pulmonares de suinos do grupo HNA + NaCl
corado por hematoxilina e eosina

Figura 55 - Padrdao microscépico dos lobos pulmonares de suinos do grupo HNA +
Gelatina corado por hematoxilina e eosina

Figura 56 - Detalhamento do padrdo microscopico do lobo apical esquerdo de suinos do
grupo HNA + Gelatina corado por hematoxilina e eosina

Figura 57 - Padrdo microscépico do lobo apical esquerdo dos animais do grupo Controle
e aqueles submetidos a HNA corado por hematoxilina e eosina

Figura 58 - Padrdo microscdpico da expressao de COX-2 nos leucdcitos pulmonares de

100

102

103

105

106

107

108

109

111

112

112

113

113

114

116



suinos do grupo controle

Figura 59 - Padrao microscopico da expressdo de E-selectina nas células endoteliais
pulmonares de suinos do grupo controle

Figura 60 - Padrao microscépico da expressdao de COX-2 nos leucdcitos pulmonares de
suinos do grupo HNA + Amido

Figura 61 - Padrdao microscépico da expressdo de E-selectina nas células endoteliais
pulmonares de suinos do grupo HNA + Amido

Figura 62 - Padrao microscépico da expressdo de COX-2 nos leucdcitos pulmonares de
suinos do grupo HNA + NaCl

Figura 63 - Padrao microscopico da expressdo de E-selectina nas células endoteliais
pulmonares de suinos do grupo HNA + NaCl

Figura 64 - Padrdo microscdpico da expressao de COX-2 nos leucdcitos pulmonares de
suinos do grupo HNA + Gel

Figura 65 - Padrdao microscOpico da expressdo de E-selectina nas células endoteliais

pulmonares de suinos do grupo HNA + Gelatina

116

116

116

117

117

118

118



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Peso, volume de sangue retirado, volume de solu¢do infundida, volume total de
fluidoterapia de manutencdo e débito urindrio dos animais do grupo Controle e grupos
hemodiluicao com diferentes solugdes de reposi¢do volémica

Tabela 2 - Parametros hemodinadmicos dos animais do grupo Controle e grupos submetidos
a HNA com diferentes solugdes de reposicao volémica

Tabela 3 - Valores de Débito Cardiaco (DC), Indice Cardiaco (IC), Indice de Resisténcia
Vascular Sistémica (IRVS) e Indice de Resisténcia Vascular Pulmonar dos animais do
grupo do grupo Controle e grupos Hemodiluicdo com diferentes solu¢des de reposicdo
volémica

Tabela 4 - Valores de gases do sangue arterial dos animais do grupo do grupo Controle e
grupos Hemodiluicao com diferentes solucdes de reposi¢ao volémica

Tabela 5 - Valores de gases do sangue venoso misto e parametros de ventilacdo dos animais
do grupo do grupo Controle e grupos Hemodilui¢do com diferentes solu¢des de reposicao
volémica

Tabela 6 - Valores de hematdcrito, eletrdlitos e lactato dos animais do grupo do grupo
Controle e grupos Hemodiluicao com diferentes solu¢des de reposi¢dao volémica

Tabela 7 - Valores de burst oxidativo de neutréfilos e mondcitos do sangue periférico
induzidos pelo DCFH e estimulados pelo PMA dos animais do grupo do grupo Controle e
grupos Hemodilui¢do com diferentes solucdes de reposi¢do volémica

Tabela 8 - Valores de burst oxidativo de células pulmonares (células monociticas e
macréfagos) presentes no lavado broncoalveolar representados pelo DCFH, além de
induzidos pelo PMA dos animais do grupo do grupo Controle e grupos Hemodiluicdo com
diferentes solugcdes de reposicao volémica

Tabela 9 - Valores séricos de Fator de Necrose Tumoral-a., Interleucina-1p, Interleucina-6 e
Interleucina-10 dos animais do grupo do grupo Controle e grupos Hemodilui¢do com
diferentes solucdes de reposi¢do volémica

Tabela 10 - Classificagdo quanto a infiltragdo de células mononucleares e
polimorfonucleares nos diferentes lobos pulmonares

Tabela 11 - Classificacdo do edema intersticial pulmonar, colapso alveolar e congestdo nos
diferentes lobos pulmonares

Tabela 12 - Classificacdo da expressdo da enzima COX-2 e da molécula de adesdo E-
selectina nos diferentes lobos pulmonares

60

61

69

74

75

84

94

101

104

110

111

115



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

HNA Hemodilui¢ado Normovolémica Aguda

UTI Unidade de Terapia Intensiva

NaCl 0,9% Soluc¢do de Cloreto de Sodio 0,9%

TRALI Lesao pulmonar aguda relacionada a transfusao
TRIM Imunomodulagao relacionada a transfusao
IL-1 Interleucina - 1

IL-6 Interleucina - 6

IL-8 Interleucina - 8

IL-10 Interleucina - 10

TNF-a Fator de Necrose Tumoral - o

IL-12 Interleucina - 12

IL-18 Interleucina - 18

SIRS Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica
ERO’s Espécies reativas de oxigénio

ICAM-1 Molécula de adesao intercelular tipo 1

HES Amido hidroxietilico

GEL Gelatina fluida modificada

LPS Lipopolissacarideo

NADPH oxidase Nicotinamida-Adenina Dinucleotideo Fosfato Oxidase
H,0, Peréxido de hidrogénio

Oy Anion superoxido

'0, Oxigenio singlet

OH Radical hidroxila



DNA
NF-kB
DCFH-DA
PMA
PKC
iNOS
COX-2
IFN-y
Células NK
IL-1Ra
IL-2R
IeM

IgA
ELAM-1
VCAM 1
PECAM-1
TGF-B
fMLP
fMLP
ASA
BALF
SARA
PMNs
MIPs

RT-PCR

Acido desoxirribonucleico

Fator Transcricional Nuclear-kappa Beta
277"diacetato de diclorofluoresceina
Miristato-acetato de forbol

Proteina Kinase C

6xido nitrico sintetase
Ciclooxigenase-2

linterferon-y

Células “Natural Killer”

Receptor antagonista de IL-1

Receptor da IL-2

Imunoglobulina M

Imunoglobulina A

Molécula de adesao endotelial tipo 1
Molécula de adesdo vascular tipo 1
Molécula de adesado plaquetdria-1

Fator transformador de crescimento-3
N-formilmetionil-leucil-fenilalanina
N-formilmetionil-leucil-fenilalanina
American Society of Anesthesiology
Lavado Broncoalveolar

Sindrome da Angustia Respiratéria do Adulto
Polimorfonucleares

Macroéfagos intravasculares pulmonares

Reverse transcription-polymerase chain reaction



RESUMO

Kahvegian, MAP. Avaliacio da Resposta inflamatéria durante a hemodiluicao
normovolémica aguda. Sido Paulo, 2009. Tese de Doutorado — Faculdade de Medicina

da Universidade de Sao Paulo.

Introdugdo: A Hemodilui¢do normovolémica Aguda (HNA) envolve a retirada do
sangue total e concomitante infusdo de fluidos de reposicdo volémica para manutengao
da normovolemia. E uma estratégia que restringe a transfusio de sangue e evita a
transmissdo de doengas, imunossupressao e outras complicacdes associadas a transfusao
sanguinea.

Objetivos: O objetivo deste estudo foi determinar os efeitos de diversos fluidos na
resposta inflamatéria durante o procedimento de HNA.

Métodos: Foram utilizados 28 suinos (n=28; 7/grupo) randomizados nos seguinte
grupos: Controle, grupo anestesiado sem HNA; HNA + Amido, os animais foram
submetidos a HNA sendo a reposi¢ao volémica realizada com amido hidroxietilico 6%
(130/0,4) na taxa de 1 ml de fluido para 1 ml de sangue retirado; HNA + NaCl, animais
submetidos a HNA com reposi¢do volémica realizada com solugdo de cloerto de sédio
0,9% na propor¢ao de 3:1; HNA + GEL, procedimento de HNA realizado com infusao
da gelatina fluida modificada na taxa de 1:1. Os animais foram hemodiluidos durante 30
minutos para o hematdcrito de 15%. Foram mensurados os parametros hemodindmicos
e foram coletados sangue para realizacdo da hemogasometria e determina¢do dos niveis
plasmadticos de IL-1B, TNF-q, IL-6 e IL-10, além do burst oxidativo de neutréfilos e
mondcitos circulantes. O lavado broncoalveolar foi coletado para mensuragdo dos niveis
da IL-8 e do burst oxidativo de células pulmonares. O tecido pulmonar foi coletado para
andlise histoldgica e para imunoistoquimica para detec¢do da expressdo de COX-2 e E-
selectina. A andlise estatistica foi realizada por meio de provas paramétricas como a
andlise de variancia com medidas repetidas (ANOVA), seguido do teste de Tukey-
Kramer e de provas nao paramétricas, o teste de Kruskal-Wallis. O grau de significancia
estabelecido foi de 5% (p < 0,05).

Resultados: Os principais resultados deste estudo demonstraram que os animais
hemodiluidos tanto com gelatina, como solucao de cloreto de sédio 0,9% apresentaram
resposta inflamatéria mais pronunciada quando comparado aos outros grupos, traduzida

no aumento de citocinas (TNF-a, IL-6 e IL-10), na expressdao de COX-2 e E-selectina



no tecido pulmonar, além da observacdo de edema pulmonar, congestdo e colapso
alveolar. Apesar destes fatos, a resposta inflamatéria estudada no sangue foi
considerada de baixa magnitude.

Conclusdo: Durante a HNA, tanto a gelatina quanto a solucdo de cloreto de sédio 0,9%

promove resposta inflamatdria mais intensa quando comparada ao amido hidroxietilico

6%.

Descritores: Hemodiluicao, suinos, amido hidroxietilico, cloreto de sédio, gelatina,

inflamacao, citocinas.



SUMARY

Kahvegian, MAP. Inflammatory response during acute normovolemic

hemodilution. Sdo Paulo, 2009. Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo.

Background: Acute normovolemic hemodilution (ANH) involves intentional
withdrawal of the whole blood with concurrent infusion of fluids to maintain
normovolemia. ANH avoids blood transfusion and deleterious effects related with
transfusion.

Objective: The aim of this study was to determine the effects of diverse fluids on the
inflammatory response during ANH.

Methods: Twenty-eight pigs (n=28; 7/group) were randomized as follows: (Control)
control group without ANH; (ANH + HES) ANH with 6% hydroxyethyl starch at a
ratio of 1:1; (ANH + NS) ANH with normal saline at a ratio of 3:1; (ANH + GEL) ANH
with gelatin 1:1. Animals were hemodiluted to a hematocrit of 15% in 30 min.
Hemodynamic parameters were recorded, and blood samples were collected to
determine plasma levels of IL-1p, IL-6, TNF-a, IL-10, as well as gas analysis. IL-8 was
measured in the bronchoalveolar lavage fluid (BALF). Neutrophil and macrophage
oxidative burst activity were determined in the peripheral blood and BALF.
Histophatological and immunohistochemistry to COX-2 and E-selectin expression were
performed with the lung tissue. Data were submitted to analysis of Variance for
repeated measures followed by the Tukey-Kramer test. To immunohistochemistry and
histophatological scores the Kruskal-Wallis test was used to assess the significance. The
p < 0.05 was considered significant.

Results: The principal findings of this investigation showed that animals hemodiluted
with GEL and NS had a more pronounced inflammatory response when compared to
those hemodiluted with HES. The animals in the GEL and NS groups showed an
increase in cytokines (TNF-a, IL-6, IL-10), a strong expression of COX-2 and E-
selectin in the lung tissue and pulmonary edema, congestion and alveoli collapse. However,
the magnitude of this response was quite small showing that ANH does not substantially
activate the inflammatory system.

Conclusion: During ANH, GEL and NS but not HES could elicit an inflammatory

response besides the effective plasma volume therapy.



Keywords — Hemodilution, swine model, hydroxyethyl starch, normal saline, gelatin,

inflammation, cytokines.
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Introducao 1

1. INTRODUCAO

Os procedimentos cirdrgicos de grande porte estio normalmente relacionados
com importante perda sangiiinea, resultando em alteracdes fisioldgicas e imunoldgicas
de graus variados. A transfusdao de sangue durante estes procedimentos pode acarretar
riscos, como as reacdes transfusionais, transmissdao de infeccdo ou outras doencas e
mesmo imunossupressao (Brooks, 1992).

A hemorragia durante o procedimento cirdirgico, assim como a transfusdo
sangiiinea homodloga sdo fatores que podem acentuar a resposta imunolégica em niveis
diferentes de gravidade aumentando a morbidade e mortalidade principalmente no
periodo pds-operatério. A determinagdo e descri¢do da imunossupressido creditada a
transfusdo de sangue homdlogo t€m levantado questdes a respeito dos beneficios da
transfusdo sangiiinea autéloga, uma vez que a homodloga parece gerar mediadores
inflamatérios em maiores quantidades.

Estratégias que restringem a transfusdo de sangue estdo sendo cada vez mais
aplicadas no paciente grave, no qual a possibilidade de transmissdao de doencas,
imunossupressdo e outras complicagdes associadas aquele procedimento podem ter
efeitos desastrosos (Hérbert et al., 1999). Dentre estas, destaca-se a hemodilui¢ao
normovolémica aguda, método que envolve menos gastos e excetuando-se a execugao
da técnica propriamente dita, é um procedimento simples. Nesta técnica, uma
quantidade pré-determinada de sangue ¢é retirada do paciente anestesiado e
simultaneamente, € realizada a reposi¢cdo volémica com solugdes cristaldides ou
coldides. O sangue é armazenado em bolsas convencionais de transfusdo e em
temperatura ambiente por periodo de até seis horas. Apds a retirada do sangue, a
cirurgia € iniciada e ao término do procedimento cirurgico, o sangue removido é

devolvido ao paciente.



Introducao 2

Virias solucdes podem ser utilizadas para reposicdo volémica na hemodiluicao
como o Ringer lactato, solugdo de cloreto de sédio 0,9% e diferentes coldides. Alguns
autores sugeriram e comprovaram a participac¢do dessas solucdes na cascata inflamatdria
em diversas situacdes clinicas e experimentais, sendo que, o estado de ativagao na qual
se encontram as células, também influenciard a resposta inflamatéria frente a
fluidoterapia.

Com relagdo ao procedimento de hemodiluicao, hd poucos estudos na literatura
que relacionam o tipo de solucdo utilizada durante a técnica e a resposta inflamatdria
gerada tanto pelo procedimento quanto pela fluidoterapia empregada.

Pretendeu-se demonstrar que em um modelo de hemodilui¢do normovolémica
aguda, se o emprego de diferentes tipos de solucdes para reposi¢ao volémica durante a
perda sanguinea poderia induzir uma resposta inflamatéria diversificada. Muitos
estudos envolvendo resposta inflamatéria e ressuscitacio volémica demonstraram
resultados conflitantes na literatura, fato motivador para realizagdo do presente projeto
de pesquisa.

Neste sentido, no presente estudo avaliou-se os efeitos da hemodilui¢do realizada
com solucdo de cloreto de sédio 0,9%, amido hidroxietilico 6% (130/0.4) e gelatina
fluida modificada por meio da mensuracdo de mediadores inflamatérios, além da

analise histopatoldgica e imunohistoquimica do tecido pulmonar.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Tem sido observado ao longo dos anos, um aumento na quantidade de transfusoes
sanguineas, principalmente em decorréncia do acréscimo de doengas cronicas na
populacdo idosa, aumento de pacientes internados nas Unidades de Terapia Intensiva
(UTT), além dos procedimentos cirtrgicos os quais cursam com importante perda de
sangue. Entretanto, o nimero de doadores tem diminuido, enquanto o custo da bolsa de
sangue tem aumentado, devido ao requerimento de testes laboratoriais rigorosos para o
controle de qualidade (Raghavan, Marik, 2005).

Durante décadas, a transfusdo sanguinea foi considerada uma estratégia
primordial para a vida, contudo, existem evidéncias que a mesma possui um efeito de
imunomodulacdo, fato que poderia aumentar a mortalidade, o risco de infecg¢des,
recidivas de neoplasias, além da possibilidade de desenvolvimento de doencas auto-
imunes (Marik, Sibbald, 1993; Purdy et al., 1997; Vamvakas, Carven, 1999; Zallen et
al., 1999; Mynster, Nielsen, 2000; Martin et al., 2001; Hebert, Fergusson, 2002; Taylor
et al., 2002; Vincent et al., 2002), questionando assim, a seguran¢a da transfusao
sanguinea.

Um estudo observacional multicéntrico (Anemia and Blood Transfusion in
Critically Il Patients study) envolvendo 3534 pacientes oriundos de 146 UTI’s
demonstrou a associagdo entre taxa de mortalidade de pacientes gravemente enfermos
que receberam transfusdo de hemocomponentes (29%) quando comparados aqueles que
nao foram transfundidos (14,9%). Adicionalmente, o estudo epidemiolégico evidenciou
a associagdo entre transfusdo e fun¢do orginica diminuida, assim como, transfusio e
mortalidade (Vincent er al., 2002). Outro estudo similar (Anemia and Blood
Transfusional in the Critically IlI) com 4892 pacientes provenientes de 284 UTI’s

intensiva mostrou que a transfusdao sanguinea foi associada com longos periodos de
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estadia na UTI, estadia hospitalar longa e aumento da mortalidade, afirmando que a
transfusdo de concentrado de hemdcias estd associada ao aumento do risco de morte
(Corwin et al., 2004).

Observa-se atualmente uma mudanga no foco do risco relacionado a pratica da
transfusdo. A importancia da infec¢do associada a transfusdo sanguinea tem diminuido
nas dltimas duas décadas, sendo que as complicacdes ndo-infecciosas emergiram como
os mais comuns riscos da transfusdo. Neste sentido, Hendrickson e Hillyer (2009)
citaram que os riscos sérios nao-infecciosos da transfusdo podem ser imunomediados
como, por exemplo, a reagdo transfusional hemolitica, rea¢do transfusional nao-
hemolitica febril, reagdo transfusional anafildtica, lesdo pulmonar aguda relacionada a
transfusdo (TRALI), purpura pés-transfusional, microquimerismo, imunomodulac¢do
relacionada a transfusiao (TRIM) e aloimunizacao.

Além dos fatores citados, deve-se levar em consideracdo as alteracdes
morfoldgicas e funcionais ocorridas com as hemécias durante o processo de estocagem
da bolsa de sangue. As células vermelhas sanguineas estocadas por um periodo superior
a quinze dias podem apresentar habilidade diminuida para deformar e carrear oxigénio
para a microcirculagiao (Marik, Sibbald, 1993). A completa deplecdo da concentracdo de
2,3-difosfoglicerato ocorre depois de 2 semanas de estocagem, reduzindo em até 50% a
capacidade das hemdcias carrearem oxigénio (Apstein et al., 1985; Marik, Sibbald,
1993). Os niveis de trifosfato adenosina das células vermelhas diminuem durante o
periodo de estoque da bolsa de sangue, resultando na mudang¢a do formato destas
células, perda da membrana lipidica e diminui¢cdo da deformidade celular (Stuart, Nash,
1990; Fischer et al., 2003), obstruindo o capilar e predispondo o paciente ao edema

tecidual e diminuicao do transporte de oxigénio (Simchon et al., 1987).
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Outro processo observado durante a armazenagem da bolsa de sangue € o
aumento da adesdo de células vermelhas. A transfusio destas hemadcias pode
comprometer o fluxo sanguineo tecidual, diminui¢ao da perfusao tecidual, predispondo
a disfunc@o de multiplos 6rgaos, principalmente em pacientes criticos (Ho et al., 2001).

As substancias bioldgicas liberadas pelos componentes do sangue durante o
processo de estocagem da bolsa sanguinea podem apresentar um papel fundamental no
estabelecimento dos efeitos adversos da transfusio (Jensen et al., 1996; Weisbach et al.,
1999; Kotake et al., 2009). Por exemplo, previamente creditava-se como causa da
reacdo transfusional nao-hemolitica febril uma reacdo do sistema imune contra os
leucécitos do doador. Alguns estudos implicaram a geragdo de citocinas inflamatorias
durante a estocagem da bolsa como a causa da reacdo transfusional (Muylle et al., 1993;
Heddle et al., 1994).

A bolsa de sangue quando estocada pode conter citocinas pré-inflamatdrias
potentes, como IL-1, IL-6, IL-8 e Fator de Necrose Tumoral (Stack et al., 1995;
Kristiansson et al., 1996; Shanwell et al., 1997; Fransen et al., 1999; Zallen et al., 1999;
Tolksdorf et al., 2001), sendo estes um dos estimulos para a ativacdo de neutrdfilos,
liberacdo adicional de IL-8 e secrecdo de fosfolipase A2, predispondo o paciente a
Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS) (Mynster et al., 1998; Zallen et
al., 2000). A arginina € degradada por uma enzima denominada arginase, a qual é
liberada pelas células vermelhas durante a armazenagem da bolsa de sangue e estd
relacionada com a imunossupressdo associada a transfusdo. Enquanto a arginina
estimula a fungdo dos linfdcitos, a arginase exerce exatamente o efeito contrario (Prins
et al., 2001). Por outro lado, a liberacao de lipideos e proteinas durante o periodo de
estocagem da bolsa de sangue pode ativar neutrdfilos, resultando em lesdo aguda

pulmonar devido a transfusao (Silliman ez al., 1998; Looney et al., 2004).
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A transfusdo sanguinea ¢é associada com resultados negativos que podem
comprometer a sobrevida do paciente (Crosby, 2002; Vamvakas, 2002; Malone et al,
2003; Hill et al., 2003; Vamvakas, 2003; Vamvakas, 2007). Faz parte deste contexto a
presenca de fatores ou mediadores inflamatérios que durante a transfusdo sanguinea
poderiam ativar a cascata inflamatéria (Hensler et al., 2003; Wolowczyk et al., 2005;
Escobar et al., 2007;). Um dos pontos primordiais nesta polémica € a imunossupressao
associada a transfusdo (Landers et al., 1996). Parece que o efeito imunomodulador esta
embasado na diminuicdo da fungdo das células T e células apresentadoras de antigenos
como os linfécitos B, macréfagos e células dendriticas (Rothstein, Sayegh, 2003;
Freeman et al., 1993;).

Avall et al. (1997) concluiram que a depressdao do sistema imune pode ser
resultante da transfusdo de sangue homdlogo, pois demonstraram niveis de IL-6
significativamente mais altos no primeiro, quarto e quinto dia de pds-operatorio, em
pacientes transfundidos com sangue autélogo (120 pg/ml) em comparagdo aos pacientes
que receberam sangue homdlogo (60 pg/ml). No que se refere a IL-8, esta foi
significativamente mais alta no grupo que recebeu sangue autélogo (25 pg/ml) em
comparacao ao grupo transfundido com sangue homélogo (10 pg/ml), no primeiro dia
de pds-operatério. Estudo conduzido por Heiss ef al. (1997) demonstrou aumento nos
niveis plasmaticos de IL-10 em pacientes submetidos a cirurgia de retirada de tumor
colon-retal e que receberam transfusio de sangue homdlogo.

Por outro lado, a resposta inflamatdria de animais que perderam 30% do volume
sangiiineo total e receberam transfusdo com sangue fresco homodlogo ndo foi
significativamente diferente dos ratos que receberam transfusdo com sangue autdlogo

(Abraham, Chang, 1984).
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Além dos pontos citados, a literatura demonstrou alta freqiiéncia de recidivas
tumorais em paciente com cancer de mama (Tartter et al., 1985), pulmao (Hyman et al.,
1985) e colon (Burrows, Tartter, 1982) que receberam transfusao sangiiinea.

A influéncia do estresse pré-cirdrgico, da anestesia, da instrumentacdo do
paciente, do tipo de reposi¢ao volémica e a cirurgia propriamente dita, deve ser levado
em consideragdo, visto que esses co-fatores podem ser o gatilho para o
desencadeamento da cascata inflamatéria. Além destes fatores, a perda de sangue
durante o procedimento cirurgico pode induzir ou suprimir a inflamacgao. Parece existir
correlagdo positiva entre perda sangiiinea e resposta inflamatéria. Sillett et al. (1998)
cita que a imunossupressao apds a hemorragia parece ser mais dependente da gravidade
do choque hemorréagico do que o fluido utilizado para ressuscitacdo volémica.

Até o presente momento, muitos estudos foram conduzidos acerca de choque
hemorragico e inflamacdo (Rhee et al., 1998; Watters et al., 2004; Alam et al., 2004;
Lee et al., 2005; Chen et al., 2005; Bahrami et al., 2006), sepse e inflamagao (Zhang et
al., 2003; Martins et al., 2003; Lv et al., 2006; Di Filippo et al., 2006; Feng et al., 2007;
Martins et al., 2008) sendo que poucas pesquisas constam na literatura sobre
hemodilui¢ao e resposta inflamatoria (Peillon et al., 1995; Wolowczyk et al., 2005).

Kotake et al. (2009) observaram em um estudo clinico que nao houve diferencas
entre as técnicas de hemodiluicdo normovolémica aguda e pré-doagcdo de sangue
autélogo com relagdo aos mediadores inflamatérios apds a transfusdo de sangue
previamente coletado com uma das técnicas. A principal diferenca encontrada neste
estudo foi em relacdo ao periodo de estocagem da bolsa, sendo de 3,7 horas e 6,1 dias
para HNA e pré-doacdo, respectivamente, fato que resultou em maior liberacdo de

elastase neutrofilica e IL.-10 na bolsa de sangue advinda da técnica de pré-doacgdo.
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Estudo conduzido por Peillon et al. (1995) demonstrou que a hemodilui¢dao
normovolémica aguda com queda de 10% de hematdcrito e reposicao volémica com
albumina 4%, ndo aumentou o processo inflamatério em cirurgias de face, mas, também
ndo reduziu a proteina C-reativa, hepatoglobulina, dcido glicoproteico e fibrinogénio.
Wolowczyk et al., 2005 observou que a HNA nao promoveu o aumento da IL-6 em

pacientes submetidos ao reparo de aneurisma adrtico abdominal.

2.1 Hemodilui¢ao Normovolémica Aguda

A hemodiluic@o consiste na retirada de sangue total do paciente no periodo pré-
operatorio imediato com simultanea infusdao de solugdes cristaléides ou coldides para a
manutencdo do volume circulante. Esta técnica foi introduzida na Medicina, no inicio
da década de 60 com o objetivo de se evitar ou ao menos diminuir a necessidade de
transfusdo de sangue homdlogo nos pacientes submetidos a procedimentos cirdrgicos de
grande porte, especialmente os cardiolégicos, ortopédicos e os oncoldgicos (Monk et
al., 1997).

Os argumentos que favorecem a transfusdo autégena sio as reacdes hemoliticas
severas e as alteragdes bioquimicas que ocorrem com o sangue homdlogo que é
estocado, perda dos fatores de coagulacdo, de plaquetas, de difosfoglicerato, além da
imunossupressdo com conseqiiente recidiva ou metdstases tumorais € exposi¢do as
doencas (Kreimeier, Messmer, 1996). O baixo custo da técnica (Ness et al., 1992; Monk
et al., 1997) e a menor perda de eritrécitos durante a cirurgia, uma vez que o sangue
perdido estd diluido (Ness et al., 1992), sdo vantagens considerdveis obtidas com a
hemodilui¢do. Além disso, a auto-transfusdo realizada ao término da cirurgia contém

plaquetas, fatores da coagulacdo e hemoglobina (Niinikoski et al., 1981), pois ndo é
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necessaria a refrigeracdo do sangue coletado durante as primeiras seis horas (Gallagher,
1995).

A administracdo de fluido simultaneamente a retirada de sangue ocasiona
diminuicdo do hematdcrito e hemoglobina. O aumento do débito cardiaco em
decorréncia da diminuicao da viscosidade do sangue é uma das principais adaptacoes
fisioldgicas que ocorrem (Gallagher, 1995; Kreimeier, Messmer, 1996).

Durante a hemodilui¢do ndo existe qualquer consenso a respeito do emprego de
cristaléides ou coldides para reposi¢do volémica (Baron et al. 1991; Linden et al., 1998;
Nielsen et al., 1999), mas estd comprovado que as solucdes coldides t€ém maior
capacidade de expansao volémica do que as cristaldides (Gallagher, 1995; Rossi et al.,
1996). Os coldides sdo efetivos com o emprego de pequenos volumes de infusio,
possuem longa duracdo de agdo e apresentam menor risco de edema pulmonar por
excessivo aporte de dgua livre (Strauss, 1988, Falk et al., 1989). Por exemplo, a meia
vida do amido hidroxietilico (200.000 Daltons) é de 3 a 4 horas sendo que a perda de 1
ml de sangue é adequadamente substituida com 1 ml desta substancia (Strauss, 1988),
enquanto que no caso de cristaléides sd@o necessarios 3 ml para reposicao de 1 ml de
sangue (Shoemaker, 1995). Para manutencdo da volemia durante a hemodiluicio
normalmente sdo obedecidos estes mesmos critérios (Stehling, Zauder, 1991; Ness et
al., 1992; Biboulet et al., 1996). No entanto, os pacientes nos quais a hemodilui¢io é
realizada apenas com Ringer lactato estdo mais sujeitos ao acimulo de liquido nos
pulmdes (Greenfield et al., 1972; Margarido et al., 2007) do que aqueles submetidos a
hemodilui¢do com amido hidroxietilico (Boldt et al., 1988). Outra forma de se realizar a
reposi¢do volémica na hemodilui¢do € associar dois tipos de fluido. Fantoni er al.

(1998) demonstraram que a administracio de amido hidroxietilico a 6% e Ringer
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lactato, resulta em melhor desempenho hemodinamico do que a reposi¢do isolada com
cristaldides.

Os amidos tém demonstrado melhores resultados dentre os diferentes coldides
utilizados na hemodilui¢do (Saunders et al., 1983; Ness et al., 1992; Mortelmans et al.,
1995). As gelatinas e as dextranas promovem maior nimero de reagdes alérgicas que os
amidos (Ring, Messmer, 1997; Mortelmans et al., 1995). O amido hidroxietilico
apresenta vantagens também em relacdo a albumina, no que tange ao custo mais
acessivel e a menor interferéncia com a agregacdo plaquetdria (Saunders et al., 1983;
Gallagher, 1995), mas ambos sdo capazes de manter a normovolemia durante a
realizacdo da hemodilui¢do (Baron et al., 1991).

Uma das varias maneiras de se calcular a quantidade de sangue que pode ser
retirada para a hemodiluicdo é a férmula estabelecida por Gross (1983), descrita a
seguir:

V = VES X (Hi — Hd)/ Hm, onde:

V = volume de sangue a ser retirado; VES = volume estimado de sangue (80ml/kg
para o suino adulto); Hi = hematdcrito inicial do paciente; Hd= hematdcrito desejado;
Hm = média entre Hd e Hi.

Para que a hemodiluicdo seja segura, € importante se estabelecer valores de
hematdcrito que ndo comprometam o transporte de oxigénio do paciente e, sim, apenas
favorecam as propriedades reoldgicas do sangue (Kettler, 1994). A literatura aponta
diversos valores de hematdcrito alvo que podem variar de 15% a 29% (Niinikoski et al.,

1981; Mathru et al., 1991; Monk et al., 1997).
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2.2 Reposicdo Volémica

A controvérsia em relagdo as solugdes cristaldides e coldides utilizadas para a
reposicao volémica estd presente na literatura. Apds exaustivos esfor¢os na busca da
melhor solucdo no que diz respeito a hemodinamica, a comunidade cientifica ndo tem
poupado esfor¢os na tentativa de encontrar uma solugao de ressuscitacdo volémica que
determine minimos efeitos na resposta inflamatdria.

O déficit de volume sanguineo absoluto ou relativo é uma situagdo corriqueira
durante o trauma, cirurgia ou mesmo na unidade de terapia intensiva. O sangramento
causa a deficiéncia de volume absoluto, enquanto a vasodilatacdo mediada por
substancias vasoativas envolvem uma deficiéncia de volume relativa. Esta diminui¢cao
do volume sanguineo também pode estar presente quando ndo ha perda de fluido,
secunddria as alteragdes na barreira endotelial e ao aumento da permeabilidade vascular,
como ocorre na inflamacdo. A terapia de reposi¢ao volémica é fundamental para o
paciente cirdrgico e/ou critico, ja que a hipovolemia é um potente estimulo da mediacao
inflamatéria (Boldt, 2006) e, a reposi¢do volémica aumenta o retorno venoso, o débito
cardiaco e a perfusao tecidual (Perret, Feihl, 2000). As ddvidas a respeito da escolha da
solucdo de reposicao volémica ideal ndo incluem apenas o debate entre cristaléide ou
coldéide, mas também qual cristaléide e qual coldide a ser utilizado. Todos os substitutos
do plasma utilizados para corrigir a hipovolemia possuem beneficios e deméritos, como
por exemplo, efeitos na fun¢do renal e na coagulacdo. Em adicdo a correcdo de volume
e manutencdo da estabilidade hemodindmica, a otimizagdo do status do volume
intravascular pode apresentar importantes efeitos adicionais (Whinney et al., 2000).

O trauma, infeccdo, cirurgia ou mesmo o paciente gravemente enfermo internado
na UTI pode precipitar a cascata inflamatdria, levando a ativagdo dos mecanismos

regulatdérios necessdrios para controlar a intensidade da resposta inflamatéria. Frente ao
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estimulo, uma variedade de citocinas sdo produzidas e liberadas com conseqiiente dano
a integridade do endotélio. A lesdao endotelial parece ser o ponto principal de um
complexo processo fisiopatolégico o qual resulta no desenvolvimento da Sindrome de
Disfungio de Miltiplos Orgdos. Neste sentido, os polimorfonucleares parecem
apresentar uma func¢do essencial no processo, por meio do “rolling”, aderéncia ao
endotélio, extravasamento e migracdo para os tecidos. A superficie endotelial,
estimulada por fatores como citocina e hipdxia, expressa uma série de receptores
essenciais na aderéncia leucocitdria. Indmeras moléculas de adesdo tem sido
identificadas e s@o responsdveis por mediar a interacdo entre as células endoteliais e os
leucécitos. Quando aderidos ao endotélio, os leucécitos liberam uma série de agentes
téxicos que podem causar dano endotelial (Boldt, 2006).

Os efeitos imunomoduladores das solucdes utilizadas para restaurar a volemia tem
sido estudados exaustivamente e, os fatores que definem a influéncia das solucdo de
reposicao volémica na fun¢do imune, resposta inflamatdria e ativacao e lesdo endotelial
ainda ndo estdo esclarecidos (Rotstein, 2000).

As solugdes coldides e cristaléides sao utilizadas para terapia de reposicao de
volume e as informacgdes sao inimeras sobre os efeitos dessas solucdes na inflamacao.
Sao solugdes usadas para manter ou aumentar a perfusao tecidual em pacientes com
sepse, trauma ou submetidos a cirurgia (Johan, 2000; Nicholson et al., 2000). Durante o
procedimento de hemodilui¢do, estas solu¢des sdo indispensdveis para manter a
perfusdo tecidual e o débito cardiaco.

A fluidoterapia utilizada durante intmeras situacdes pode apresentar impacto
divergente na resposta imune, ativacio neutrofilica e dano tecidual (Rhee et al., 1998;
Committee on fluid resuscitation for combat casualties, 1999; Rhee et al., 2000; Alam

et al., 2004; Lee et al., 2005). A ativacdo exacerbada do sistema inflamatdério apds a
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ressuscitacao volémica massiva parece promover resultados negativos (Nast-Kolb et al.,
1997; Rhee et al., 1998; Alam et al., 2000; Lang et al., 2003; Boldt et al., 2004; Lee et
al., 2005; Cotton et al., 2006). Os neutrofilos ativados tém sido considerados os
mediadores responsaveis pelos danos aos tecidos e a microcirculagao.

As solugdes cristaldides sao muito difundidas e amplamente usadas como fluido
de reposicdo volémica. Os cristalides atravessam a membrana vascular com facilidade
e sdo distribuidos nos compartimentos vascular e intersticial, sendo necessaria a infusao
de grandes volumes para se manter a normovolemia (Boldt, 2000). A administracdo de
cristaldides € associada com altas concentragdes de citocinas pré-inflamatérias e,
consequentemente, forte expressio de moléculas de adesdao (Cotton et al., 2006).
Schmand et al. (1995) investigou os efeitos do amido hidroxietilico e do Ringer lactato
na imunidade celular apés o choque hemorrdgico traumético e observou que o grupo
coléide apresentou funcdo dos macréfagos peritoneais mais ativa, além de niveis
circulantes de IL-6 mais baixos quando comparado ao grupo cristaléide.

Uma explicagdo potencial para o fato dos cristaléides promoverem um impacto
maior na inflamagdo seria que a necessidade de grandes volumes para expansao
plasmdtica, associada ao aumento da pressdo hidrostitica e diminuicdo da pressdo
oncética, além das alteragdes da osmolaridade intracelular e extracelular, fatores que
poderiam levar a exaustdo dos mecanismos reguladores da mediacao inflamatéria. Uma
vez que a resposta inflamatdria exacerbada foi iniciada, a sobrecarga de fluidoterapia e
o edema tecidual formariam um circulo vicioso resultando na SIRS (Powers et al.,
2005).

Estudos conduzidos com a reposicao volémica com Ringer lactato, dextran 40 e
amido hidroxietilico 6% demonstraram aumento da ativagcdo neutrofilica, traduzida na

forma de burst oxidativo em um modelo de choque hemorragico em suinos (Alam et al.,
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2004), enquanto a ressuscitagdo com sangue fresco total ou solugcdo hipertdnica nao
determinaram ativacdo de neutréfilos (Rhee et al., 1998; Alam et al., 2004). Koustova
et al. (2002) demonstraram um aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO’s) pelos neutréfilos do sangue de humanos saudaveis quando este foi testado in
vitro com o Ringer lactato.

Brown et al. (1995) notaram, em um modelo de choque hemorrdgico em caes e
reposicao volémica utilizando cristaléides ou auto-transfusdo, que o grupo tratado com
cristaléide apresentou diminui¢do da imunidade humoral, demonstrada na mensuragao
dos niveis de Imunoglobulina A e IgG.

Em estudo conduzido em ratos, a ressuscitagdio com Ringer lactato apds a
hemorragia foi associada com aumento da expressao das moléculas de adesdo E e P-
selectina, edema pulmonar e influxo de células no pulmao, enquanto que, o grupo
tratado com sangue total ndo apresentou alteracao destas moléculas (Alam et al., 2000).
Em outro estudo, Alam et al. (2001) observaram que a ressuscitacdo com Ringer
lactato, no choque hemorrdgico grave, aumenta a morte celular por apoptose e a
expressdao da ICAM-1 no pulmao 1 hora apds a ressuscitacao.

A literatura recente indica que tanto solucdo de cloreto de sédio 0,9%, quanto
Ringer lactato interferem quase que da mesma maneira no processo inflamatorio.
Suinos submetidos a choque hemorrdgico ndo-controlado apresentaram valores
similares de expressdo génica de citocinas no pulmao e, de infiltracdo neutrofilica nos
alvéolos quando esses dois tipos de cristaldides foram utilizados para ressuscitacdo
volémica (Watters et al., 2004).

Muitos estudos demonstraram que os coldides artificiais possuem propriedades
pré-inflamatérias (Rhee et al., 2000; Welters et al., 2000; Alam et al., 2004), anti-

inflamatorias (Hofbauer ef al., 1999; Alam et al., 2000; Engel et al., 2001; Jaeger et al.,
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2001; Horstick et al., 2002; Powers et al., 2003; Zhang et al., 2003; Boldt et al., 2004;
Lv et al., 2006) ou mesmo nenhum efeito na resposta inflamatéria (Jaeger et al., 2000;
Engel et al., 2001) apesar da a¢do na expansdo plasmatica. A gelatina fluida modificada
aumentou os niveis de IL-6 e TNF-o, além de diminuir a IL-10 em um modelo de
choque hemorrdgico em ratos, quando comparado ao Ringer lactato. Da mesma
maneira, o coldide aumentou o influxo de células mononucleares para o pulmio
causando importantes alteragdes histolégicas (Lee et al., 2005).

Os coldides sdo efetivos em pequenos volumes possuindo longa duracio de acao.
O amido hidroxietilico é um col6ide, polimero da amilopectina modificado
sinteticamente, sendo farmacologicamente classificado como expansor plasmdtico e
quimicamente como polissacarideo (Dieterich et al., 1998). O objetivo das solucdes
coldides € a manutencdo da pressdo oncoética e suprimento de eletrélitos (Treib et al.,
1999). As caracteristicas fisicas e quimicas dos coldides sdo definidas pelo grau de
hidroxilagdo, principal determinante da meia-vida circulante e, o peso molecular,
determinante da atividade do coldide. As solugdes de amido sdo rapidamente
hidrolisadas pela amilase plasmatica. Com minima substitui¢do do radical hidroxil pelas
unidades de glicose, a estabilidade da solugdo é excelente, mas a hidrélise € rdpida e a
meia-vida curta. Consta como um dos principais efeitos adversos das preparacdes de
amido hidroxietilico, principalmente as de alto peso molecular e alto grau de
substituicdo, as alteracdes na coagulacdo (Treib et al., 1996 Treib et al., 1996b),
traduzidos pelo aumento do tempo de tromblopastina parcial, diminui¢do do Fator VIII
e do fator de von Willebrand (Treib et al., 1999).

O amido hidroxietilico constitui-se de cadeias ramificadas e esféricas de
moléculas de glicose com peso molecular médio de 450.000 daltons, em que ocorre

substituicdo de parte das moléculas de glicose por grupo hidroxietilico para maior
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retencdo da substancia no espaco intravascular. Trés tipos de amido hidroxietilico estao
comercialmente disponiveis: Hetastarch® (HES 450/0,7), Pentastarch® (HES 200/0,5)
e Voluven® (HES 130/0,4). Todos se apresentam em solugdes salinas isotdnicas,
podendo ser estocados em temperatura ambiente (Fantoni, Cortopassi, 2002). O
hetastarch € mais efetivo na expansdo plasmdtica que o uso isolado das solucdes
isotonicas devido a sua meia-vida intravascular e sua incapacidade de atravessar as
membranas dos capilares (Hauser er al, 1980; Shoemaker et al, 1981). Pode promover
alterac@o na coagulagdo sanguinea, observada pela reduc¢do da contagem de plaquetas e
pelo aumento do tempo de tromboplastina parcial ativado, conseqiiente a diminui¢ao do
fator VIII (Strauss, 1981), sendo de menor intensidade que aquela produzida pelas
dextranas (Mishler, 1984).

Recentemente um novo amido hidroxietilico (HES) 6% com peso molecular
intermedidrio (130.000 Dalton) e baixa taxa de substituicdo (0,4) tém sido estudado
(VoluvenR, Fresenius AG, HES 130/0,4). O HES 130/0,4 parece possuir algumas
vantagens em relacdo a farmacocinética e farmacodindmica como rdpida eliminagao
plasmdtica e baixo impacto na coagulacdo sangiiinea (Jungheinrich et al., 2002;
Felfernig et al., 2003).

As gelatinas sao polipeptideos (Dieterich et al., 1998) com baixo peso molecular,
cerca de 35.000 daltons, e suas moléculas sdao eliminadas rapidamente da circulagdao
(Ring, Messmer, 1977). O fabricante da oxipoligelatina alerta para que seja utilizada
com extremo cuidado em pacientes com alteracdes de coagulagcdo, hipoproteinemia,
insuficiéncia pulmonar e cardiaca, assim como nas alteragdes renais (Rudloff, Kirby,
1998). No Brasil, sdo utilizadas solucdes a 3,5% de gelatina ligada a uréia (Haemeccel®
e Isocel®). Recentemente, uma nova gelatina com peso molecular de 30.000 daltons

(Gelafundin®, B.Braun) tem sido pesquisada. Uma das principais vantagens deste
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produto € a baixa incidéncia de reac¢des anafilaticas/anafilactéides. Quando avaliadas de
forma isolada, a gelatina ligada a uréia parece estar mais associada a estas reacdes
(0,85%), quando comparada a gelatina fluida modificada (0,3%).

A gelatina fluida modificada parece promover aumento dos receptores do
complemento e do burst oxidativo, fato ndo observado com a utilizacio do amido
hidroxietilico (HES - 200/0.5) in vitro (Welters et al., 2000). A diluicdo extrema de
solugdes cristaldides e HES 450/0.7 em cerca de 75% (250 pl sangue/750 pl solugdo)
aumentou o burst oxidativo de voluntarios saudaveis (Rhee et al., 2000). Quando
testado em pacientes humanos submetidos a cirurgia urolégica, a gelatina fluida
modificada e o HES de diferentes pesos moleculares ndo alteraram o burst oxidativo de
neutréfilos, enquanto apenas o HES 70/0.5 diminuiu o burst oxidativo (Jaeger et al.,
2001).

O aumento da interagdo leucdcito-célula endotelial, além da deterioracdo da
perfusdo capilar representa um dos pontos primordiais na disfuncdo de 6rgdos no
choque séptico. A administracdo de amido hidroxietilico 6% (130/0.4) parece atenuar a
aderéncia leucocitdria induzida pelo lipopolissacarideo (LPS) quando comparado a
solucdo de cloreto de sédio 0,9% (NaCl 0,9%) (Hoffmann et al., 2002). Estudos in vitro
demonstraram que o HES (200/0.62) foi competente em reduzir a quimiotaxia de
polimorfonucleares através das células endoteliais (Hofbauer et al., 1999) e atenuar a
expressdo da E-selectina (Collis et al, 1994). Esta caracteristica do amido
hidroxietilico, principalmente os de maior peso molecular, sobre as células endoteliais
deve-se a diminuicdo da liberacdo do Fator de von Willebrand apds a ativagdo com a
trombina. Tanto a E-selectina quanto o Fator de von Willebrand sdo estocados nos
mesmo granulos intracelulares e a diminui¢do deste fator pelo HES indicaria uma

diminui¢do concomitante da E-selectina (Collis et al., 1994). Nohe” et al. (2005)
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discorda completamente desta suposi¢do, uma vez que as selectinas ligam-se as
estruturas compostas por carboidratos. Polissacarideos especificos como o HES
interferem na ligacao das selectinas por mecanismos envolvendo peso molecular e grau
de substitui¢do. Estas macromoléculas parecem agir de maneira direta, inibindo de
maneira inespecifica a ligacao dos polimorfonucleares as células endoteliais de maneira
mais efetiva do que interferindo na ativacao das células endoteliais.

A gelatina aumentou a expressdo de E-selectina e ICAM-1 em células endoteliais
umbilicais humanas ativadas. Quando estas células ndo estavam ativadas, a gelatina
promoveu um pequeno aumento na expressdao de ICAM-1 e nao induziu a expressao de
E-selectina, sugerindo que este coldide ndo propicia uma ativacdo importante das
moléculas de adesdo, a ndo ser que as células endoteliais sejam ativadas também por
outros agonistas (Nohe” et al., 2005).

O mecanismo pelo qual a gelatina contribui para a ativagdao endotelial induzida
pelo TNF-a permanece desconhecido. A gelatina contém proteinas na sua matrix
extracelular como o coldgeno, o qual induz sinais de transdu¢do em diferentes
populacdes celulares (Juliano, Haskill, 1993; Ostrovsky et al., 1998).

Aparentemente, o amido hidroxietilico ndo apresenta acdo pré-inflamatéria (Lang
et al., 2004). Lang et al. (2003) investigaram a reposi¢do de volume com HES versus
Ringer lactato na liberagdo de citocinas pré e anti-inflamatérias em pacientes
submetidos a procedimentos abdominais. O estudo mostrou que os valores de IL-6, IL-8
e IL-10 aumentaram em ambos os grupos no periodo do estudo, mas a liberagao de IL-6
e IL-8 foi significativamente menor no grupo HES no 1° dia de pds-operatério. Em
contrapartida, o HES (200/0,5) foi comparado ao Ringer lactato e a gelatina 3% frente a
liberacdo de citocinas no choque hemorragico em ratos e, ndo apresentou diferenca

significativa em relacdo ao cristaléide na liberacdo de IL-6, IL-10 e TNF-a. Vale
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salientar que neste estudo, o grupo da gelatina utilizada (Gelofusine®, B.Braun,
Switzerland) apresentou aumento significativo na IL-6 e TNF-a, além da diminui¢ao
dos niveis de IL-10, sugerindo resultados compativeis com reag¢do anafilatica (Lee et al.,
2005).

O HES parece apresentar relevante protecao in vivo nas injurias microcirculatdrias
induzidas por endotoxinas. Recente estudo comparou o uso de amido hidroxietilico
(130/0,4) e solucao de cloreto de sédio a 0,9% durante a endotoxemia normotensiva em
hamsters através da administracdo de LPS. HES 130 kD foi efetivo para prevenir a
aderéncia leucocitdria e atenuar a falha na perfusao capilar induzidas pelo LPS, além de
reduzir o vazamento macromolecular induzido pela endotoxina, podendo ser um
potencial anti-inflamatério quando usado em pacientes endotoxémicos € normotensos
na sepse experimental (Hoffman er al., 2002). Por outro lado, Sillett ef al. (1997, 1998)
comprovaram que a resposta mitogénica e ativacao das células T ndo sao inibidas na
presenca de fluidos de ressuscitacdo coloidal como amido hidroxietilico (6%, 450.000),
dextran 70 (6%, 70.000) e gelatina (4%,30.000 e 3,5%, 35.000) através de experimento
in vitro. Este fato implica que a imunossupressao associada aos fluidos de ressuscitacao
citados nao estd diretamente relacionada a estes coldides pois 0os mesmos nao inibem a

cascata de ativacao das células T.

2.3 Resposta Inflamatoria - Mecanismos da Resposta Imune

Em individuos saudaveis a protecdo contra a invasao de microorganismos ocorre
através da ativacdo simultanea e inter-relacionada do sistema imune, que compreende a
resposta natural (inata ou inespecifica) que € inespecifica e indiferente a natureza
antigénica do microorganismo e a resposta adquirida (adaptativa ou especifica) (Heeg,

Dalpke, 2003).
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O sistema imune inato é compreendido por substancias soliiveis como a resposta
humoral que inclui o sistema complemento, proteinas de fase aguda e citocinas e,
também por elementos celulares, incluindo mondcitos, macréfagos, neutréfilos, células
dendriticas e células natural “killer”. O sistema imune inato é o responsdvel por
deflagrar a resposta imune adquirida (Bochud, Calandra, 2003).

Agindo de forma integrada e auto-regulada as respostas imunes inata e adquirida
promovem o combate a invasdo de microorganismos, limpeza de restos teciduais,
remodelagem tecidual com proliferacdo celular e acdo angiogénica para o
restabelecimento da matriz lesada, promovendo a recuperacdo do hospedeiro e
reduzindo a probabilidade de infec¢do secunddria ou oportunista (Oberholzer et al.,
2000; Ayala et al., 2003). A inabilidade na auto-regulacdo ou desequilibrio na reagao
inflamatéria pode resultar em crescimento bacteriano incontroldvel promovendo
episddios de infec¢des recorrentes ou resposta inflamatoria intensa com lesao tecidual,
colapso vascular ou faléncia de multiplos 6rgdos ou mesmo reposta hipoinflamatdria
promovendo a supressdao imunoldgica (Ayala et al., 2003).

Os macrofagos e neutréfilos do sistema imunoldgico inato formam a primeira
linha de defesa contra microrganismos comuns e sdo essenciais para o controle das
infec¢des bacterianas habituais. Estas células desempenham papel crucial na iniciagdo e
no posterior direcionamento da resposta imune adaptativa (Janeway et al., 2002).

Constantemente, um alto nimero de polimorfonucleares é liberado da medula
Ossea para a corrente sangiiinea (Shi et al., 2001). Esse niimero, associado ao poder
citotoxico destas células, requer controle preciso para que ndo ocorram danos teciduais
por auto-agressao. Essas células apresentam vida média na circulacdo de seis horas e,

depois deste periodo, migram para os tecidos ou locais de infec¢do (Ogura et al., 1999;

Shi et al., 2001). O processo de morte celular dos polimorfonucleares, por apoptose e
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posterior fagocitose pelos macréfagos, impede que haja liberagdo de substancias
citotoxicas contidas nessas células, evitando lesdes organicas (Ogura et al., 1999).

Além da fagocitose, os macréfagos e neutréfilos também produzem uma
variedade de ERO’s em resposta a substancias estimulantes de membrana destes
leucécitos por meio da atividade da enzima Nicotinamida-Adenina Dinucleotideo
Fosfato Oxidase (NADPH oxidase). Os mais importantes s@o o peréxido de hidrogénio
(H,0,), o anion superéxido (O;), oxigénio singlet (102) e o radical hidroxila (OH").
Estes produtos sao resultantes de uma seqiiéncia de reagdes bioquimicas de alto
consumo de oxigénio denominado burst oxidativo (Figura 1) (Massoco, 2005). Uma vez
estimulados, a maior parte do oxigénio consumido pelos neutréfilos € convertido em
anion superdxido pela enzima NADPH oxidase (Park, Babior, 1997).

A produgdo das espécies reativas de oxigénio inicia-se com a redug¢ao do oxigénio
a superoxido, com a NADPH atuando como doador de elétrons. Desta maneira, a
producdo de NADPH constitui etapa limitante do processo de produgdo de espécies
reativas de oxigénio pelo neutrdfilo (Park, Babior, 1997; Park et al., 1997). O anion
superdxido produzido sob estimulo dos neutréfilos € rapidamente convertido em H,O, e
radical hidroxil, que contribuem para a atividade microbicida dentro do fagolissomo e
no meio extracelular. A quantidade de H,O; ndo é suficiente para eliminar totalmente as
bactérias e outros microorganismos. Contudo, a enzima mieloperoxidase produzida nos
granulos azurofilicos dos neutréfilos, quando combinada ao H,O, gera hipoclorito, que
apresenta atividade antimicrobiana mais eficaz. O anion superéxido também pode ser
produzido pela ciclooxigenase como parte do metabolismo do acido aracdonico
(Magder, 2006).

Em baixos niveis, os radicais livres podem atuar amplificando a cascata da

resposta inflamatodria, favorecendo assim a reparacdo das lesdes. No entanto, quando
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presentes em niveis muito elevados, podem induzir a lesao de células endoteliais e de
outros tipos celulares agravando o dano e a lesdo inicial (Janeway et al., 2002). As
espécies reativas de oxigénio t€m a capacidade de influenciarem vdrias vias de
sinaliza¢do intercelular, fundamentais para o crescimento celular normal e para a
resposta inflamatéria, sob condicdes fisioldgicas e patofisiologicas, sendo que a
liberacdo exacerbada destes radicais pode causar dano tecidual e morte celular (Finkel,
1998; Thannickal, Fanburg, 2000; Finkel, Holbrook, 2000; Forman et al., 2002; Droge,
2002). Apesar das EROs serem potencialmente tdéxicas, sdo fatores essenciais no

metabolismo normal (Magder, 2006).

Neutréfilo
Figura 1: Reacgdo representativa do burst oxidativo.
Fonte: Adaptado de Magder, 2006.

Através da producdo de enzimas anti-oxidantes como a superéxido desmutase,
catalase e glutationa peroxidase-desmutase, os neutrdfilos protegem-se dos efeitos
nocivos das espécies reativas de oxigénio. A superéxido desmutase catalisa a reacdo de
dois 4nions superéxido e dois H" para H,O, (reduzido) e O, (oxidado) (Magder, 2006).
O peréxido de hidrogénio nao € por si s6 considerado um radical, mas € considerado
uma espécie reativa de oxigénio. E considerado mais estdvel que o 4nion superdxido e
pode difundir-se através das membranas. Na presenca do ion Ferro, o H,O, pode ser
reduzido para o radical reativo OH'.

Trabalhos demonstram que as ERO’s participam dos processos de inflamacao,
morte celular e tecidual, transformagdo neopldsica, aterosclerose e envelhecimento
(Ley, Arfors, 1982; Hammond, Hess, 1985). As espécies reativas de oxigénio geradas
pelos neutréfilos desempenham um papel importante como oxidantes microbicidas, ou

como mediadores da inflamacdo e da lesdo tecidual (Babior et al., 1995).
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Um dos maiores efeitos toxicos da produgao excessiva de ERO’s € o dano na
membrana celular pelo processo de peroxidacdo lipidica. As ERO’s atacam os grupos
de carbono das moléculas lipidica, criando uma reacao que altera a forma da membrana.
O resultado € a desregulacdo do célcio, essencial para a sinalizagdo intercelular. A
peroxidacao lipidica também pode alterar o DNA e as proteinas celulares (Magder,
2006). A regulagdo dos niveis intra e extracelulares de O, e H,O, promove a
sinalizacdo dos mecanismos celulares. Nesta situa¢do, as ERO’s nao sao espécies
destrutivas, mas reguladores do processo metabdlico normal (Finkel, 1998; Finkel,
Holbrook, 2000). As ERO’s também possuem importante funcdo na sinalizacdo
intracelular do TNF-a, que ocorre através da producdo do anion superéxido produzido
pela NADPH oxidase e envolve a regulacdo da atividade transcricional do NF-kB
(Ferro et al., 1997; Lum, Roebuck, 2001).

A porcentagem de células que realizam fagocitose, a quantidade de bactérias
internalizadas, além dos derivados ativos de oxigénio gerados durante a fagocitose e o
burst oxidativo s@o de grande interesse no estudo da atividade microbicida e do
metabolismo oxidativo dos leucdcitos (Massoco, 2005).

A citometria de fluxo é um método conveniente e pratico para estudar o burst
oxidativo celular quando comparado com outras técnicas bioquimicas. O burst
oxidativo expresso na geracdo de perdxido de hidrogénio, pode ser monitorado
quantitativamente por citometria de fluxo usando-se como reagente o 2”7 diacetato de
diclorofluoresceina (DCFH-DA), o Staphylococcus aureus marcado com iodeto de
propideo e o miristato-acetato de forbol (PMA) (Hasui et al., 1989; Raidal et al., 1998).
O método fluorométrico para mensuracdo do peréxido de hidrogénio € baseado na
oxidagdo do DCFH-DA nao fluorescente, pelo peréxido de hidrogénio e pela

peroxidase, que o transforma em um composto fluorescente, o 2“7 diclorofluoresceina.
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Este composto é polar e nao pode se difundir para fora da célula. Por este motivo, é
possivel detectar a oxidagdo do DCFH-DA nos neutréfilos e macréfagos utilizando-se
andlises unicelulares pela citometria de fluxo (Caldwell, Taylor, 1986). O PMA é um
estimulo extremamente forte para os neutréfilos, pois atua na enzima fosfoquinase C
(PKC). O PMA entra no neutréfilo, liga-se a Proteina Kinase C (PKC) no citoplasma e

estimula o sistema NADPH oxidase (Zhao et al., 2003).

2.4 Mediadores Inflamatorios

O conceito da resposta inflamatéria é baseada na codificagdo de génese para a
sintese de pequenas moléculas mediadores que se auto-regulam durante a inflamacgao
(Dinarello, 2000). Apds o reconhecimento da estrutura molecular da membrana do
microorganismo patogénico, sdo desencadeadas respostas imunes subseqiientes pela via
NF-kB com ativacdo e transcri¢cdo de varios genes promovendo uma cascata de eventos.
Estd inserido neste contexto a induc@o enzimética via 6xido nitrico sintetase (iNOS), via
Fosfolipase A2 e via Ciclooxigenase-2 (COX-2); sintese de citocinas pro-inflamatdrias
(TNF-o; IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18); sintese do fator ativador de plaquetas,
leucotrienos, prostandides e quimiocinas (Dinarello, 2000; Senftleben, Karin, 2002;

Wright, Christman, 2003).

Interleucinas

As citocinas sdo pequenos polipeptideos (+ 25 kDa) produzidos em resposta a
varios estimulos, entre eles, lesdo tecidual e infeccdo (Windsor er al, 1993; Kim,
Deutschman, 2000; Cunneen, Cartwright, 2004). A nomenclatura das citocinas ¢é
baseada no seu local de origem e sua agdo € iniciada por uma nova transcricdo génica

resultante da ativacdo celular (Abbas et al., 2000). Citocinas produzidas por mondcitos
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sao denominadas monocinas e as produzidas pelos linfécitos, linfocinas (Hack et al.,
1997). A palavra interleucina foi utilizada para descrever citocina produzida pelo
leucdcito, sendo o alvo de acdo o préprio leucécito (Hack ef al., 1997). Atualmente o
termo € empregado para citocinas produzidas independente da origem e do alvo (Abbas
et al., 2000). Essas glicoproteinas regulam as respostas imunes por meio de sinaliza¢ao
entre as células e compartilham os sinais intracelulares com receptores distribuindo
informacdes sobre o tipo de infec¢do e recrutando células efetivas para a defesa do
organismo (Tizard, 2002; Heeg, Dalpke, 2003). Por exemplo, a IL-1 ¢ o TNF-a
recrutam neutréfilos e induzem a formacdo de moléculas de adesdo endotelial,
mecanismo essencial para adesdo dos leucdcitos na superficie endotelial e posterior
migracdo para o tecido (Dinarello, 2000; Senftleben, Karin, 2002).

A concentragdo sérica de citocinas € baixa ou indetectivel em individuos
saudaveis, mas sua producdo € estimulada durante a invasdo ao hospedeiro por
microorganismos patogénicos (Netea et al., 2003).

As citocinas sdo sintetizadas a partir de células primdrias mediante a ativagdo da
imunidade inata e adquirida, sendo o principal meio de comunicag¢do intercelular contra
a invasdo de microorganismos (Oberholzer et al., 2000). Os linfécitos, macréfagos,
mondcitos, células endoteliais, hepatdcitos, fibroblastos, células da micréglia e
astrocitos sdo células produtoras de citocinas (Goldman et al., 1998).

Estes mediadores inflamatdrios sdo liberados apenas na presenga de um estimulo.
Quando liberados, por possuirem uma meia-vida curta, sua fungao se limita a atividade
biolégica que possuem, sendo uma das mais importantes, a comunicagdo entre as
células (Anderson, Blumer, 1997). A sintese das citocinas é um evento auto-limitado,
ou seja, elas ndo sdo estocadas permanentemente. Quando ocorre o estimulo, as

citocinas sdo sintetizadas e liberadas e apds a resolucdo do processo ativador, a



Revisdo de Literatura 26

concentracdo sérica diminui a niveis baixos ou indetectiveis. Além disso, vdrias
citocinas podem produzir o mesmo efeito funcional e desencadeiam o efeito em cascata,
onde uma citocina estimula a produc¢ao de outras (Abbas, Lichtman, 2005).

Quando o hospedeiro € invadido por um patdgeno intracelular, principalmente os
macréfagos sdo ativados a secretar TNF, IL-1, IL-12 e IL-18 (Figura 2). As
interleucinas IL-12 e IL-18 ativam as células T e as células natural “killer” a produzir
interferon-y (IFN-y). O IFN-y e IL-12 induzem a diferenciacdo de células CD4 ao
fenétipo Thl, induzindo a producdo de linfotoxina-a.. Além disso, o IFN-y apresenta
habilidade para inibir a diferenciacao das células CD4 em fenétipo Th2, responsédvel por
guiar a sintese de IL-4, IL-5 e IL-10 (Netea et al., 2003).

Foi demonstrado que alguns procedimentos cirdrgicos provocam nio somente
uma resposta pro-inflamatéria como também anti-inflamatéria (McBride et al., 1995).
Isto inclui ativagdo do complemento, da coagulacdo, das cascatas fibrinoliticas, ativagao
de neutréfilos pelas citocinas com degranulacdo e liberagao de proteases, producio de
radicais de O, e a sintese de varias citocinas de células mononucleares como TNFa, IL-
1, IL-6 (Butler et al., 1993), 1L-2, IL-4, IL-5, IL-8 (Mayers, Johnson, 1998), 1L-12

(Frangogiannis et al., 1998) e 1L-13 (Yoshidome et al., 1999).
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Figura 2: Ativagdo das citocinas pré-inflamatdrias
Fonte: Adaptado de Netea ef al., 2003.

Citocinas Pro-Inflamatdrias

a) INF-o

A origem deste nome vem da observacdo de que esta citocina induz a necrose de
tumores, baseado na trombose intravascular causada pela diminui¢do das propriedades
anti-coagulantes normais do endotélio (Abbas er al., 2000). O TNF-« é o principal

mediador da resposta inflamatéria aguda e € a tunica citocina capaz de induzir, de

maneira isolada, a SIRS (Hebert et al., 1995). Os fagécitos mononucleares ativados sao
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os principais produtores de TNF-« (Abbas et al., 2000) e o estimulo mais importante
para a producdo desta citocina é o LPS. Em decorréncia deste fato, ocorre intensa
producdo de TNF-«o em infeccdes causadas por bactérias gram-negativas que liberam
LPS (Larrick, Kunkel, 1988; Spooner et al., 1992). A principal fun¢do do TNF-a é
induzir o recrutamento de polimorfonucleares e mondcitos para os locais de infecc¢do e
ativa-los (Spooner et al., 1992; Ksontini et al., 1998). O TNF-« é mediador do processo
de recrutamento, induzindo a expressao de integrinas nos leucdcitos e de selectinas nas
células endoteliais (Abbas et al., 2000). Essa citocina também € responsdvel por mediar
a quimiotaxia dos leucdcitos, através da inducdo da liberacao da IL-8 pelos macréfagos

e células endoteliais (Abbas et al., 2000) e, age sobre os mondcitos, estimulando a

liberacao da IL-1 (Spooner et al., 1992; Ksontini et al., 1998).

b) IL-1

Existem 3 (trés) formas relacionadas de IL-1 (IL-1a, IL-1P e IL-1Ra) codificadas
por genes ligados proximamente. Embora sua principal fonte seja o macréfago ativado,
também € produzida pelas células de Langerhans, células T, células B, células NK,
endotélio vascular, fibroblastos e queratinécitos. As trés formas de IL-1 agem nas
células T, células B, células NK, neutrofilos, eosinodfilos, células dendriticas,
fibroblastos, células endoteliais, hepatdcitos e mondcitos (Tizard, 2002). Juntamente
com o TNF-¢, a IL-1 promove adesao de células leucocitarias ao endotélio, liberando
proteases e metabdlitos da cadeia aracdonica e possuindo efeitos na modulacido e
expressdo de outras citocinas (Akamine et al., 2000). A IL-1 é um componente
importante das respostas inflamatoria e imune. Além das anafilotoxinas do
complemento, ela pode ser induzida também por endotoxinas (LPS) e por outra

citocina. Febre, neutrofilia, anorexia, sonoléncia (Christman et al., 1998) e liberacdo da
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proteina C-reativa sdo mediadas pela IL-1. Células em cultura tratadas com TNF-a ou
IL-1 tornam-se muito adesivas em neutréfilos. Essa adesividade ocorre pela expressao
da molécula de adesao ICAM-1, induzida pela IL-1 e outras interleucinas. Igualmente, a
IL-1 induz a liberagdo de conteiddo especifico dos granulos de neutréfilos humanos e a
sintese de IL-6, pelos mondcitos. Parece que, durante a maior parte das inflamagcdes
agudas, ela ndo € sistematicamente medida. Uma possivel explicacdo para isso
encontra-se nos diferentes métodos de avaliacdo usados e também a presenca de
inibidores plasmaticos especificos que agem como antagonistas da IL-1. Mesmo essa
dificuldade de deteccao da IL-1 circulante ndo excluiria sua producdo local. Um estudo
de Roth-Isigkeit et al., (1999) demonstrou que essa flutuacdo deve estar ligada a
hemodiluicao e que quando os niveis de citocinas nao sdo corrigidos para levar-se em
conta este fato, as concentragdes medidas sdo muito menores e variam muito mais que
as corrigidas.

A IL-1 apresenta efeito fugaz porque concomitante ao estimulo de sua produgao
ha o estimulo para a sintese de IL-1Ra que vai inibir a sintese de IL-1. Por conta deste
feedback negativo, os efeitos deletérios da IL-1, normalmente sao bloqueados (Loisa et
al., 2003).

O sinergismo entre o TNF-a e a IL-1 é um fendmeno comum na inflamacao.
Ambas sdo produzidas nos locais de inflamagdo e podem apresentar correlacido entre
seus niveis e gravidade da doenca. A IL-1 isolada e a IL-1 associada ao TNF-« estimula
o aumento da prostaglandina PGE2, provocando a dor observada nos processos

inflamatérios (Dinarello, 2000).
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c)IL-6

A interleucina IL-6 € produzida pelos macréfagos, células T e B, células estromais
da medula 6ssea, células endoteliais vasculares, fibroblastos, queratindcitos e células
mesangiais. A IL-6 age nas células T, células B, nos hepatdcitos e células estromais da
medula éssea. Promove a producao de IL-2 e de IL-2R e diferenciacdo de células T,
além de estar envolvida na maturagao final das células B em plasmdcitos. Age como co-
fator com a IL-1 na sintese de Imunoglobulina M (IgM) e com a IL-5 na sintese de
Imunoglobulina A (IgA), sendo o principal estimulador da resposta de fase aguda
(Tizard, 2002). Esta fortemente relacionada a producao e libera¢do das proteinas de fase
aguda dos hepatdcitos (proteina C reativa, selectinas) e pode induzir febre e causar a
liberacdo de hormdnio adrenocorticotréfico. A IL-6 tem meia vida curta e apresenta
pico plasmatico entre 6 a 12 horas apds o estimulo desencadeador (Abbas; Lichtman,
2005). A IL-6 pode ser um marcador adequado de dano tissular e seus niveis podem
indicar um progndstico de choque séptico, pois existe uma correlacio comprovada entre
suas concentracdes e a gravidade do quadro clinico do paciente (Hack et al., 1989;
Calandra et al., 1991; Damas et al., 1992; Casey, 1993; Hauser et al., 1998; Loisa et al.,
2003). Estudo experimental de Casey (1993) sugere que a IL-6 seria mais um marcador
que um mediador, representando o grau de inflamacdo das células endoteliais.
Curiosamente, parece existir uma correlagdo inversa entre as concentragdes de IL-6 e de
lipidios no plasma, o que também poderia explicar a variabilidade dos resultados
obtidos de estudo para estudo. O mecanismo proposto para explicar o fato é a
neutralizacdo da endotoxina pela fixacdo de lipidios, sobretudo os de alta densidade.

A TL-6, associada ao TNF-a e IL-13 possui um amplo espectro de atividades
bioldgicas que auxiliam a coordenar as respostas do organismo contra a infec¢ao

(Figura 3). Estas citocinas ativam os hepatdcitos para sintetizar as proteinas da fase
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aguda (proteina C-reativa, proteina amildide sérica e lecitina ligadora de manose), as
quais irdo ativar o sistema complemento € promover a opsonizacdo. A importancia
deste fato é que estas proteinas possuem a mesma propriedade funcional do anticorpo.
No entanto, estas proteinas, ao contrdrio dos anticorpos, ndo possuem diversidade
estrutural e sd@o produzidas em resposta a qualquer estimulo que ative a liberacdo de
TNF, IL-1 e IL-6, ou seja, sua sintese ndo € induzida e orientada como a de um
anticorpo (Janeway et al., 2002). As citocinas citadas ativam o endotélio da medula
Ossea para liberar neutr6filos, promovendo leucocitose e fagocitose (Janeway et al.,
2002).

Estas citocinas também ativam as células endoteliais que induzem a expressao de
moléculas de adesdo (ICAM-1 — molécula de adesdo intercelular tipo 1; ELAM 1 —
molécula de adesdo endotelial tipo 1; VCAM 1 — molécula de adesao vascular tipo 1),
além de ativar a familia das selectinas, iniciando a interacdo dos leucdcitos com as

células endoteliais (Dinarello, 1991; Janeway et al., 2002).

d) IL-8

A IL-8 € um pequeno peptideo quimioatraente, ou seja, € uma citocina que recruta
neutréfilos do sangue para os locais de infeccdo. Atuam no “rolling” dos leucdcitos,
induzindo uma mudanga conformacional nas integrinas leucocitdrias, permitindo que o
leucdcito atravesse as paredes dos vasos para o extravasamento (Dinarello, 2000).
Adicionalmente, a IL-8 estd envolvida na quimiotaxia de células T e induz a producdo
de IFN-v, importante citocina anti-viral (Oberholzer et al., 2000).

Esta citocina € secretada por macréfagos ativados, mondcitos e células de Kupffer
(Oberholzer et al., 2000) e, assim como o TNF-a e a IL-1 requer ativacdo do fator

transcricional nuclear (Jean-Baptiste, 2007).
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A IL-8 parece estar envolvida na sindrome da angustia respiratéria do adulto
(SARA). Supde-se que a producdo dessa interleucina dentro dos alvéolos seja feita
pelos macréfagos. A interagdo entre os neutréfilos e endotélio alveolar ocorre quando as
células do endotélio e os neutrdfilos estdo ligados através das moléculas de adesdao que
se expressam sob a influéncia das interleucinas. Ha, entdo, liberacdo de radicais livres
de oxigénio e proteases que danificam a microvasculatura pulmonar (Janeway et al.,

2002).

HIL-10

A mais bem estudada e conhecida citocina anti-inflamatéria é a IL-10. Ela é
produzida por macréfagos e células dendriticas e estd envolvida no controle da reacdo
imune inata. A IL-10 inibe a fun¢do dos macréfagos e a sintese de citocina como TNF-
a, IL-1, IL-6 e IL-8, IL-12, IFN-y (Abbas, Lichtman, 2005). Observa-se um aumento de
sua concentragdo e do receptor antagonista do IL-1 (IL-1ra) concomitante a diminui¢cdo
das concentracdes das citocinas pro-inflamatorias (Janeway et al., 2002). Taniguchi et
al. (1999) demonstraram que a resposta adequada de IL-10 pode ser um efeito protetor

na SIRS e que a relagdo IL-6/IL-10 elevada foi relacionada ao pior progndstico.
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Figura 3: Fungao relacionada a atividade conjunta do TNF, IL-1 e IL-6.
Fonte: adaptado de Janeway et al., 2002.

Ciclooxigenase-2 (COX-2)

A ciclooxigenase é a enzima responsavel pela conversao do 4cido aracddnico em
prostandides. A enzima ciclooxigenase existe em duas formas, a COX-1 e COX-2. A
COX-1 se expressa em muitos tecidos e estd envolvida na homeostase de varias fun¢des
fisioldgicas, tais como prote¢do da mucosa géstrica, hemodinamica renal e regulacdo da
agregacdo plaquetdria (Jones et al., 1993; DuBois et al., 1994). A COX-2 pode ser
induzida por vdrios estimulos como citocinas, hormoénios, fatores de crescimento,
ésteres de forbol e promotores tumorais (Van Rees et al., 2002; Ye et al., 2004; Altorki,
2004; Dvory-Sobol et al., 2006), sendo expressa caracteristicamente nas células
envolvidas no processo inflamatério, como macréfagos, mondcitos e sinovidcitos
(Penglis et al., 2000). Desta forma, LPS e citocinas pré-inflamatérias como o TNF-a e a
IL-1 podem induzir a COX-2. Inclusive, um dos efeitos universais da IL-1 € a inducdo
da expressdo genética para a Fosfolipase A2 e COX-2. A IL-1 induz a transcri¢do da

COX-2 e parece possuir um pequeno efeito no aumento da producdo de COX-1
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(Dinarello, 2000). Os glicocorticdides e a IL-10, entre outros, podem inibir a expressao
da enzima COX-2 (Onoe et al., 1996; Niiro et al., 1997;).

Os produtos da via da COX-2 podem exercer funcdo regulatdria na sua expressao
através de um feedback positivo, por exemplo, a prostaglandina E2, principal produto
da COX-2, aumenta a expressdo da enzima. A expressdo da COX-2 em macréfagos e
mondcitos demonstra que esta isoforma esta envolvida em processos patoldégicos como
na inflamacao aguda e cronica (Janeway et al., 2002). Achados recentes demonstraram
que a COX-2 pode ser expressa constitutivamente nos vasos renais, nas células
intersticiais dos rins, no ducto coletor e na por¢ao delgada da alca de Henle, na traquéia
e no sistema nervoso central. A COX-2 pode também ser mediadora nas funcdes
fisioldgicas do endotélio vascular. A liberacdo da prostaciclina (PGI2), resultante da
metabolizacdo do dcido aracddnico pela COX-2 endotelial desempenha papel
importante no mecanismo de defesa homeostitico que promove vasodilatagdo,
fibrindlise e limita a ativag¢ao plaquetdria (Salinas et al., 2007).

No inicio do processo de inflamacdo, ocorre ativacdo de citocinas pro-
inflamatérias e quimiocinas. Neste periodo, ocorre indug¢do, em macréfagos e
neutréfilos de enzimas importantes que geram quantidade macica de produtos quando
comparadas a forma homodloga constitutiva. Uma destas enzimas é a COX-2,
responsavel pela producdo de prostandides como troboxana, protaciclinas e
prostaglandinas (Mackay, 2000). Wang et al. (1999) demonstram que o LPS, o TNF-a e

a IL-1 sdo fatores ativadores da expressdao de COX-2 pelos polimorfonucleares.

E-selectina
A E-selectina € uma glicoproteina pertencente a familia das selectinas, presente

apenas no endotélio ativado. A presenca de mediadores inflamatérios aumenta a
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habilidade de células endoteliais atuarem como superficie adesiva para a migracdo de
leucécitos, através do aumento da sintese de pelo menos trés moléculas de adesao
distintas: a E-selectina, a ICAM-1 e a VCAM-1 (Fairburn et al., 1993; Hardy et al.,
1998). A E-selectina é uma glicoproteina que ndo é expressa em células endoteliais
inativadas (Fairburn et al., 1993; Robinson et al., 1999). Esta molécula atua como
mediador na aderéncia de neutréfilos, mondcitos e certos linfécitos por ligacdo a seus
receptores (Janeway et al., 2002).

As células recrutadas para o pulmao liberam um amplo espectro de mediadores
inflamatérios e de enzimas, responsdveis pelo desencadeamento e manutengdo da
inflamacdo pulmonar (Wagner et al., 2002; Wheeler, Bernard, 2007). Portanto, a
interacdo leucdcito-endotélio é relevante para o processo inflamatério pulmonar se
estabelecer (Ware, Matthay, 2000). O aumento da expressdao de moléculas de adesao
leucocitaria parece modular o acimulo de neutréfilos pulmonares na inflamacado
(Kyriakides et al., 2001; Kuzu et al., 2002). A familia das selectinas (E, P, L-selectina)
possui papel significativo nas interagdes celulares nos leucécitos e endotélio. Expressas
na superficie de células endoteliais estdo envolvidas na adesdo de leucdcitos ao
endotélio. As moléculas de adesdo pertencentes a familia das imunoglobulinas (ICAM-
1, ICAM-2, VCAM-1) se ligam as integrinas expressas nas superficies dos leucocitos
(LFA-1, mac-1 e VLA-4) (Janeway et al., 2002).

A liberacdo de citocinas pelos macréfagos (TNF-o, IL-1) promove a
externalizacdo dos granulos nas células endoteliais (corpos de Weibel-Palade) com
conseqiiente expressao da P-selectina no endotélio ativado. Cerca de duas horas depois,
a E-selectina é expressa na superficie da célula endotelial e ocorre o reconhecimento e
interacdo da regido sialil-Lewis (oligossacarideo presente na superficie dos neutréfilos).

As integrinas leucocitarias (LFA-1 e Mac-1) possuem baixa capacidade de adesdo, mas
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quando expostas a IL-8 sofrem uma mudanca conformacional. Além disso, o TNF-a
promove forte indu¢do da ICAM-1 e a integrina LFA-1 dos neutr6filos e mondcitos
circulantes liga-se a ICAM-1. Neste momento, tem-se a aderéncia do leucdcito ao
endotélio. Com a acdo da molécula de adesdo plaquetdria-1 (PECAM - expressao nos
leucdcitos e juncdes intercelulares do endotélio) ocorre o extravasamento com posterior
migracdo dos leucdcitos para os tecidos sob influéncia das quimiocinas (Janeway et al.,
2002).

A funcgdo das selectinas na lesdo pulmonar mediada por neutréfilos estd descrita
na literatura (Fries et al., 1993; Mulligan et al., 1994; Hansbrough et al., 1996; Fan et
al., 1998; Rivera-Chavez et al., 1998). Alam et al. (2000) demonstraram que o choque
hemorrégico, por si s6, ndo resulta no aumento da expressio das selectinas no pulmao e

esta expressao foi influenciada por diferentes fluidos de reposi¢ao volémica.

2.5 Cascata Inflamatoria

O conceito que algumas citocinas funcionam como pré-inflamatdrias, enquanto
outras funcionam como antiinflamatdrias € fundamental para o entendimento do
mecanismo da resposta imune inata (Dinarello, 2000). A produgdo de citocinas pré e
antiinflamatodrias € rigorosamente controlada por um complexo mecanismo de feedback
(Ng et al., 2003).

Citocinas proé-inflamatérias como o TNF-a, a IL-1, 1L-6, IL-8, IL-12, IL-18 e
IFN-vy iniciam efetivamente a resposta inflamatdria inicial frente ao estimulo (Abbas,
Lichtman, 2005). O TNF-a e a IL-1 sdo indutores das moléculas de adesao endotelial.
Ainda, o TNF-q, IL-1 e IL-6 sdo responsdveis pela elevacao de proteinas de fase aguda,
que inclui a proteina C-reativa. As citocinas associadas, quando liberadas, promovem

um estado inflamatério usualmente nao observado em um individuo saudavel. Alguns
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fatores podem ser o estimulo ativador para expressdo dos genes destas citocinas, entre
eles, a endotoxina, trauma, isquemia e cancer (Dinarello, 2000) (Figura 4).

O estado de hiperinflamag¢ao decorrente da producao excessiva destes mediadores
inflamatérios pode conduzir o paciente a vasodilatagdo, aumento da permeabilidade
vascular, hipotensao, choque e faléncia de multiplos 6rgaos (Oberholzer et al., 2000;
Netea et al., 2003;).

Mecanismos anti-inflamatérios associados a atenuacdo da resposta imune
promovem o equilibrio do sistema através do bloqueio do processo inflamatério ou
supressdo da intensidade da cascata inflamatéria, envolvendo as citocinas
antiinflamatorias (IL-4, IL-10, IL-13, IL-1Ra e fator transformador de crescimento-
TGF-p). Estas citocinas suprimem a producdo de TNF-a, IL-1 e IL-8 com conseqiiente
diminui¢do da expressdo das moléculas de adesdo e diminuicdo da interag@o leucdcito-
endotélio (Abbas, Lichtman, 2005).

Apo6s o estimulo ativador, o sistema imune responde com elevacdo das citocinas
pré-inflamatoérias. Logo apds, como mecanismo de compensacgdo, hd o estimulo para a
liberacdo de citocinas antiinflamatérias. Por fim, tém-se os mediadores pro-
inflamatérios em concentracdo sérica baixa, enquanto os anti-inflamatdrios estdo
elevados (Carrigan et al., 2004).

O balanco entre os efeitos das citocinas inflamatérias e antiinflamatdrias
determinam a homeostase da doencga. Se o equilibrio das citocinas ndo € estabelecido
pode haver uma resposta pro-inflamatoéria intensa, mediada por grande extravasamento
de citocinas pro-inflamatdrias, levando o paciente a um quadro de hiperinflamacgao
caracterizado de SIRS. Em outra situa¢do pode haver resposta anti-inflamatoria intensa
e sustentada, levando o paciente a um estado de hipoinflamacdo, com evolu¢do para

supressao do sistema imune.
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ISQUEMIA CANCER
ENDOTOXINA TRAUMA

Fosfolipase A2, COX-2, iNOS, T Moléculas de
Adeséao

PAF, PGE2, Leucotrienos, NO, Adesao
Endotelial, Migracéo e Ativagdo Neutrofilica

INFLAMAGAO, DESTRUIGAO TECIDUAL E
PERDA DE FUNCAO

Figura 4: Interacdo dos mecanismos na cascata inflamatoria.
Fonte: Adaptado de Dinarello, 2000.



OBJETIVOS




Objetivos 39

3. OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi determinar e quantificar a resposta inflamatéria
de suinos submetidos a hemodiluicio normovolémica aguda (HNA) realizada com o
emprego de solugdo de cloreto de sédio 0,9% ou amido hidroxietilico 6% ou gelatina
fluida modificada. Para tanto, procedeu-se a:

- Mensuracao dos niveis séricos da interleucina-1 (IL-1-f), interleucina-6 (IL-6),
fator o de necrose tumoral (TNF-o) e interleucina-10 (IL-10).

- Mensuragdo da interleucina-8 (IL-8) no lavado broncoalveolar.

- Determinagdo do burst oxidativo dos neutréfilos circulantes.

- Determinagdo do burst oxidativo de células pulmonares, obtidas no lavado
broncoalveolar.

- Anélise histopatoldgica do tecido pulmonar.

- Analise da expressdo de COX-2 e E-selectina das células pulmonares.
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4. MATERIAS E METODOS

4.1 Local de realizacao do experimento

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Investigacio Médica — LIMOS —
Laboratério de Anestesiologia Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo (FMUSP), com o apoio financeiro da Funda¢ao de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (FAPESP), por meio do processo auxilio pesquisa 05/58987-9.

As mensuragdes de citocinas, assim como a realizagdo do ensaio do burst
oxidativo foram efetuados no Laboratério de Farmacologia e Toxicologia do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da USP.

A técnica de imunoistoquimica foi realizada no Genoa Laboratério de Patologia
Molecular e Celular Veterindria.

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de ética para andlise de
projeto de pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas e Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo.

4.2 Animais

Foram utilizados 39 suinos, jovens, fémeas, pesando entre 30 a 35 Kg,
provenientes de granjas de producdo comercial e alto padrdo sanitdrio. Antes da
inclus@o no estudo, realizou-se hemograma completo dos animais na propria granja,
sendo descartados aqueles que apresentassem qualquer anomalia.

Destes 39 animais, 9 foram utilizados em estudos pilotos e 30 durante a fase
experimental, dos quais em apenas 28 foram coletados todos os parametros propostos.
Um animal foi descartado apés o final do experimento, por apresentar ativacio
neutrofilica intensa em todos os momentos do estudo. Outro animal apresentou

fibrilacdo ventricular seguido de 6bito durante o experimento.
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4.3 Procedimentos

Jejum

Os animais foram submetidos a jejum alimentar de 12 horas e hidrico de 3 horas
antes do procedimento anestésico.

Procedimento Anestésico

Todos os animais foram pré-medicados com cetamina' na dose de 5 mg.Kg"' e
midazolam® na dose de 0,25 mg.Kg'1 via intramuscular. Decorridos 15 minutos, a veia
marginal da orelha foi cateterizada com cateter’ 20G para administracio de
fluidoterapia de acordo com o grupo estabelecido. A inducao anestésica foi efetuada por
meio da administracdo de propofol® na dose de 5 mg.Kg"' pela via intravenosa. Apés a
intubagdo orotraqueal dos animais com sonda de diametro apropriado, realizou-se a
manutencdo anestésica com o fornecimento de isofluorano’ na concentracio de 1V%
administrado por meio de vaporizador calibrado®. Logo apés a inducdo anestésica, foi
estabelecida a ventilacdo controlada na modalidade volume controlado, com volume
corrente de 8-10 ml/Kg, fracdo inspirada de oxigénio de 50% e manutencdo da EtCO,
entre 35 e 45 mmHg. O bloqueio neuromuscular foi obtido com a administracdo de
pancur6nio’ em bolus na dose de 0,1 mg.Kg' IV seguida de infusdo continua deste
agente na dose de 5 mcg/Kg.min" utilizando-se bomba de infusdo para seringas®. A
temperatura corporal foi mantida entre 37°C e 38°C por meio da utilizacdo de colchdes

térmicos’.

" Cetamina 50mg/ml - Cristdlia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda

> Dormonid 5mg/ml - ROCHE Quimicos e Farmacéuticos S/A

? Cateter intravenoso Nipro — Nipro Medical LTDA.

* Propovan 10mg/ml - Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda

> Forane 100mg/ml — Abbott Laboratérios do Brasil

6 Cicero; Driger, Liibeck, Alemanha

7 Pavulon 4mg/ml — Akzo Organon

¥ Bomba de Infusdo Volumétrica de Seringa ST 690 — Samtronic Infusion Systems
 Medi-therm II, Gaymar Industries, Orchard Park, NY, USA
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Monitoracdo e Instrumentacdo

Uma vez que os animais se encontravam em plano de anestesia e, apds a
infiltracdo de 5 ml de lidocaina 2% sem vasoconstrictor,'* realizou-se a dissecac¢do da
veia jugular direita para introducdo de um cateter de artéria pulmonar'' acoplado ao
monitor de débito cardiaco. Para isso, os animais foram posicionados em decubito
dorsal e procedeu-se a dissecacdo da referida veia e introdugdo do cateter. O cateter de
artéria pulmonar foi preenchido com solugao salina previamente heparinizada, sendo o
transdutor de pressdo posicionado ao nivel da linha axilar média e zerado a pressao
atmosférica. Apds observacdo da curva caracteristica de atrio direito, procedeu-se a
insuflacao do baldo com 1,5 ml de ar, continuando a introdu¢do do cateter no ventriculo
direito e artéria pulmonar. O cateter foi fixado quando observou-se o “achatamento da
curva” e, portanto a pressao de oclusdo da artéria pulmonar foi considerada.

Ap6s a infiltragdo local de 5 ml de lidocaina 2% sem vasoconstrictor, uma sonda

1'> n° 8 foi introduzida na artéria femoral direita apGs prévia dissecacdo sendo

uretra
acoplada a um transdutor de pressao para obtencao da pressao arterial sist€émica. Para
obtencdo das pressdes foi utilizado monitor multiparamétrico com dois canais de
pressdo’”. A veia femoral direita foi dissecada com subseqiiente introducdo de uma
sonda uretral n° 8 para infusdo das solu¢des de reposi¢do durante a hemodilui¢do. A
veia e a artéria femoral do membro contra-lateral foram dissecadas para introducio de
sonda uretral n° 8 para a retirada do sangue e infusdo de fluido durante a hemodiluig&o.

A bexiga do animal foi acessada por sondagem uretral e um equipo14 foi

conectado a sonda para drenagem da urina.

' Lidoston sem vaso 20mg/ml — Ariston Inddstria Quimica e Farmacéutica Ltda
! Cateter de Artéria Pulmonar 7.5F, Baxter, Irvine, CA, USA

'2 Sonda uretral 08 - Embramed

" Viridia Modelo 885 — Hewlett-Packard, Andover, MA, USA

'* Equipo macrogotas — Compojet Biomédica Ltda
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Para avaliagdo da ventilacdo foram mensuradas continuamente a pressdao parcial
de diéxido de carbono no ar expirado (EtCO,) através do capnégrafo’ e a saturacio
periférica da hemoglobina através do oximetro de pulso posicionado na lingua do
animal®’.

Procedimento de Hemodiluicdo

Apés a instrumentacdo do animal, procedeu-se a um periodo de estabilizacdo
durante 30 minutos e, entdo, foram coletados os parametros hemodindmicos e de
ventilagdo, além de amostras de sangue para o estudo da resposta inflamatéria. A partir
deste ponto, os animais foram randomizados da seguinte maneira:

Grupo I — Controle (C, n = 7): os animais deste grupo ndo foram submetidos ao
procedimento de HNA, sendo apenas anestesiados e instrumentados utilizando como
fluidoterapia solugdo de cloreto de s6dio 0,9% ' na taxa de infusdo de Sml/Kg.h™".

Grupo II — Amido Hemodiluicio (HNA + Amido, n = 7): os animais foram
submetidos ao procedimento de hemodilui¢do normovolémica aguda e a reposicao
volémica foi realizada com a solucio de amido hidroxietilico 6%'® com peso molecular
de 130.000 daltons e grau de substituicdo de 0,4 na proporcdo de 1 ml de amido para
cada 1 ml de sangue retirado.

Grupo III - NaCl 0,9% Hemodiluicao (HNA + NaCl, n = 7): os animais deste
grupo foram submetidos ao procedimento de hemodilui¢do normovolémica aguda e a
reposi¢do volémica foi realizada por meio de infusdo da solucdo de cloreto de sodio
0,9% na proporc¢do de 3 ml de NaCl 0,9% para cada 1 ml de sangue retirado.

Grupo 1V — Gelatina Hemodilui¢do — (HNA + GEL, n = 7): os animais foram

submetidos ao procedimento de hemodilui¢do normovolémica aguda e a reposi¢dao

"> Cloreto de sédio 0,9% 500 ml - Baxter
16 Voluven, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Alemanha
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volémica foi realizada por meio da infusdo de solucdao de gelatina fluida modificada
4%'" na proporcdo de 1 ml de gelatina para cada 1 ml de sangue retirado.

O volume de sangue a ser retirado foi calculado por meio da seguinte férmula
estabelecida por Gross (1983):

V = VES X (Hi — Hd)/ Hm, onde:

V = volume de sangue a ser retirado;

VES = volume estimado de sangue (80ml/kg para o suino adulto);

Hi = hematdcrito inicial do paciente;

Hd= hematdcrito desejado;

Hm = média entre Hd e Hi.

Por amostragem sangiiinea foi determinado o valor do hematdcrito inicial, sendo o
valor do hematdcrito desejado fixado em 15% (em média 50% do valor inicial).

A retirada de sangue foi realizada em 30 minutos. Simultaneamente a retirada do
sangue, foi infundido pelas veias femorais dos animais, amido hidroxietilico 6% (HNA
+ Amido) ou solucdo de cloreto de sédio 0,9% (HNA + naCl) ou gelatina (HNA +
GEL), todos pré-aquecidos a temperatura de 38°C. Apés 15 minutos do inicio da
hemodilui¢ao e no final do procedimento, foi coletado sangue para realizacdo de exame
de hematdcrito.

O sangue retirado foi acondicionado em bolsa de salngue18 de PVC estéril
contendo 63 ml de anticoagulante CPDA-1 com capacidade de 450 ml. Durante a
retirada do sangue, a bolsa permaneceu sobre uma balanca digital para assegurar a
retirada exata do volume calculado. A bolsa foi mantida em temperatura ambiente por

um periodo de até 4 horas. No momento pré-estabelecido, o sangue previamente

17 Gelafundin, BBraun, Melsungen, Germany
'8 Bolsa de sangue CPDA-1, DPC MedLab Produtos Médicos e Hospitalares Ltda
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coletado foi infundido no animal, completando assim, a técnica de hemodilui¢ao
normovolémica aguda.

Independente do grupo, a fluidoterapia de manuten¢do foi realizada por meio da
administracdo da solucdo de cloreto de sédio 0,9% na taxa de 5 ml/Kg.h™' utilizando
bomba de infusio.

Quando a pressiao arterial média atingiu valores inferiores a 60 mmHg, procedeu-
se a utilizacdo da solucdo de cloreto de s6dio 0,9% na taxa de 10 ml/Kg/hora durante 10
minutos com posterior aumento para 20 ml/Kg/hora por mais 10 minutos, caso nao

houvesse o restabelecimento da pressao arterial.

4.4 Delineamento Experimental

Os parametros hemodinamicos, bem como as amostras de sangue para a avaliacdo
da resposta inflamatdria foram coletados nos seguintes tempos:

Tempo Basal (TBasal): 20 minutos apds a aplicacdo da medicagdo pré-anestésica;
neste momento foi coletado apenas sangue para estudo da inflamacao;

Tempo INSTRUMENTACAO (TINST): 30 minutos apdés o término da
instrumentagao;

Tempo Hemodilui¢do (TH): imediatamente apdés o término da etapa da
hemodilui¢@o ou 30 minutos ap6s TINST;

Tempo 60 minutos da Hemodilui¢ao (T60H): 60 minutos apés TH;

Tempo 120 minutos da Hemodilui¢dao (T120H): 120 minutos apds o TH;

Tempo 60 minutos da infusdo do sangue (T60BI): 60 minutos apds infusdao do
sangue previamente coletado;

Tempo 120 minutos da infusdo do sangue (T120BI): 120 minutos apds infusdo do

sangue previamente coletado.
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20min 60min 30min 30min 60min 60min 90min 60 min
A A

MPA TBasal TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
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4.5. Avaliacao Paramétrica

Os parametros hemodindmicos, de oxigenacdo e inflamatérios foram avaliados
conforme descrito a seguir:

4.5.1 Parametros hemodinamicos

Fregiiéncia e ritmo cardiacos

Durante o decorrer da anestesia a freqiiéncia e ritmo cardiacos foram obtidos por
. . . 1
meio do monitor cardiaco'’.

Pressdo arterial sistémica

Durante o procedimento de hemodilui¢do a pressdo arterial foi obtida por
mensuracdo direta e continua com o cateter da artéria femoral acoplado ao transdutor de
pressdo do monitor, obtendo-se desta forma a pressao arterial média (PAM), sistélica

(PAS) e diastélica (PAD), sendo seus valores expressos em mmHg.

Pressdo venosa central (PVC), pressdo da artéria pulmonar (PAP), pressdo de

oclusdo da artéria pulmonar (POAP)

Para a obtencdo da pressdo do atrio direito a via proximal do cateter de Swan-
Ganz foi conectada ao transdutor de pressdo. A pressdo da artéria pulmonar foi obtida

ao se conectar a via distal do cateter de Swan-Ganz ao transdutor de pressdo. A pressdao

1% Viridia Modelo 885 — Hewlett-Packard, Andover, MA, USA
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de oclusao da artéria pulmonar foi mensurada insuflando-se o baldo localizado na
extremidade distal do cateter de Swan-Ganz. Os valores foram expressos em mmHg.

Os parametros referentes aos Indices da Resisténcia Vascular Sistémica (IRVS) e
Indice da Resisténcia Vascular Pulmonar (IRVP) foram calculados a partir das férmulas
padrdes.

Débito cardiaco (DC) e indice cardiaco (IC)

O DC foi obtido pelo método da termodiluicdao, por meio do cateter de Swan-
Ganz, posicionado na artéria pulmonar e conectado ao monitor de débito cardiaco®’. A
medida foi realizada injetando-se 10 ml de solucdo de glicose a 5%>' em temperatura de
zero a cinco graus Celsius, pela luz proximal do cateter (atrial). Foram realizadas trés
medidas consecutivas do DC sendo desprezada aquela cujo valor foi discrepante (maior
que 10%). O IC foi calculado a partir da férmula:

IC = DC/SC, onde:

IC: Indice Cardfaco (L/min/mz)

DC: Débito Cardiaco (I/min)

SC: Superficie Corpérea (m?)

A Superficie Corpérea foi calculada de acordo com a seguinte féormula:

SC = K.P*® onde:

K: constante igual a 0,09 para animais acima de 4 Kg

P: peso do suino (Kg)

4.5.2 Parametros de oxigenaciao

Pressdo parcial de oxigénio (PaQ;), pressdo parcial de dioxido de carbono

(PaCQ0:), saturagdo de oxigénio (Sa0;), pH do sangue arterial

0 Vigilance, Baxter, Irvine, CA, USA
! Solugio de Glicose a 5% - Baxter
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Uma amostra de sangue foi obtida pelo cateter posicionado na artéria femoral e
utilizada para a mensuragdo da PaO, (mmHg), PaCO, (mmHg), SaO; (%) e pH, no
mesmo analisador de gases sangiiineos e pH empregado para andlise das demais
varidveis™.

Pressdo parcial de oxigénio (PvQ), pressdo parcial de dioxido carbédnico

(PvCO») e saturacdo de oxigénio no sangue venoso misto (SvO-)

A coleta de sangue venoso misto para a obtengcdo dos valores de pH, PvO,
(mmHg), PvCO, (mmHg) e SvO, (%) foi realizada vagarosamente a partir da
extremidade distal do cateter de Swan-Ganz. As amostras foram coletadas em seringas
previamente heparinizadas sendo a agulha vedada com tampa de borracha, evitando
assim o contato do sangue com o ar ambiente. O exame da cada amostra foi realizado
em analisador de pH e gases sangiiineos™.

Frequéncia respiratoria (FR) e pressdo parcial de didoxido de carbono no ar

expirado (EtCO>)

A FR (mpm) e a EtCO, (mmHg) foram avaliadas continuamente por meio de um

capnégrafo alocado no préprio aparelho de anestesia™.

4.5.3 Hematocrito, Eletrolitos, Lactato e outros Parametros

Hematocrito

Os valores de hematdcrito (%) foram obtidos do sangue coletado na artéria
femoral e por meio da centrifugacdo do sangue em centrifuga de microhematéerito®.

Sddio, potdssio, bicarbonato plasmdtico (HCOj3) e lactato

A mesma amostra de sangue coletada pelo cateter posicionado na artéria femoral e

utilizada para a mensuracdo dos gases sanguineos, foi utilizada para mensuracdo do

22 Gasdmetro ABL 555 , Radiometer, Copenhagen, Denmark
3 Cicero; Driger, Liibeck, Alemanha
** Centrifuga de Bancada Microhematécrito Modelo 2410 - Fanem
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sodio (mmol/L), potdssio (mmol/L), bicarbonato plasmadtico (mmol/L) e lactato
(mmol/L), no mesmo analisador de gases sangiiineos e pH>>.

Uréia e Glicose

O soro previamente estocado em freezer -80°C foi utilizado para mensurag¢do da
uréia (mg/dl) e glicose (mg/dl) plasméticas por meio da utilizacdo de um refratdmetro®.

Osmolaridade plasmdtica

A osmolaridade plasmatica (mOsm/Kg) foi calculada segundo a férmula:

mOsm/Kg = 2(Na+K) + Glicemia (mg/dl)/18 + Uréia (mg/dl)/2,8 (Barone et al.,
2007)

Temperatura

A mensuragdo deste parametro, em graus Celsius, foi obtida por meio do sensor
de temperatura do cateter de artéria pulmonar.

Débito Urindrio

O débito urinério (ml) foi mensurado por meio de cateterizacao vesical.

4.5.4 Parametros da Inflamacao
Coletas para Estudo da Resposta Inflamatéria

Coleta de sangue

Em cada momento, foram coletados 5 ml de sangue total dos animais em tubos
Vacuntainers®® com gel ativador de codgulo, com objetivo da obten¢do de pelo menos
2000 microlitros de soro para as dosagens de citocinas. Foi coletado, também, sangue
no volume total de 3 ml em seringa com 0,03 ml de heparina sédica”’ para a realizacdo

do ensaio de burst oxidativo.

2 Atago, CO-LTD, Japdo
*® Tubos BD Vacuntainers — BD Brasil
7 Heparin 5000U/ml — Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda
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Coleta do lavado broncoalveolar

Imediatamente apds a eutandsia dos animais, realizada com 10 ml de cloreto de
potassio 19,1%, foi coletado lavado broncoalveolar por meio de broncoscopio
posicionado no bronquio lobar apical esquerdo. PBS (Phosphate-Buffered Saline, pH
7.2 — 7.4) no volume total de 40 ml foi infundido e retirado lentamente do bronquio. O
material coletado foi acondicionado em tubos de polipropileno e alocado em geladeira
até posterior centrifugacdo ou processamento (Kwak et al., 2004).

Coleta de tecido pulmonar

Apds a eutandsia dos suinos e coleta do lavado broncoalveolar, por meio de
toracotomia, foi coletado tecido pulmonar direito e esquerdo, estes fixados em solug¢do

de formol 10%.

Processamento da amostra

Centrifugacdo das amostras

As amostras de sangue colhidas em tubo com gel ativador e parte do lavado
broncoalveolar foram centrifugados em centrifuga refrigerada a 2000 rpm durante 15
minutos a 4°C. O soro e o sobrenadante obtidos foram aligiiotados em microtubos tipo
eppendorf”’ e, logo em seguida, armazenados em freezer - 80°C para posterior
mensuragdo das citocinas, além da uréia e glicose.

Preparo das Células

Cinquenta microlitros (50 pl) do lavado broncoalveolar foram pipetados
juntamente com o azul de Tripan (50 pl) na camara de Neubauer e levado ao
microscopio para contagem celular. O ajuste celular foi realizado para obtengdo de 2 X

10 células em 100 ul de amostra.

* Solugdo de formaldeido — SP Labor
* Eppendorf — Eppendorf do Brasil Ltda
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Determinacio do burst oxidativo dos neutréfilos e mondécitos circulantes,
além de células monociticas e macréfagos pulmonares

Mensuracdo do burst oxidativo e da fagocitose

O método proposto por Hasui et al. (1989) foi utilizado para determinar o burst
oxidativo espontdneo gerado pelo DCFH? (0,3 puM) e estimulado pelo PMA®!
(Ing/1ul). Resumidamente, foram adicionados nos tubos de polipropileno, para cada
tempo:

Tubo A: 100ul de sangue total heparinizado + 1000ul PBS

Tubo B: 100ul de sangue total heparinizado + 200 ul de DCFH-DA (0,3 mM) +
800ul de PBS

Tubo C: 100ul de sangue total heparinizado + 200 ul de DCFH-DA (0,3 mM) +
100ul de PMA (1ng/1ul) + 700ul de PBS

O mesmo esquema de tubos preparados anteriormente foi repetido utilizando-se
100ul de células pulmonares (2x10° células/100 ul), sendo:

Tubo A: 100ul de células pulmonares + 1000ul PBS

Tubo B: 100ul de células pulmonares + 200 pul de DCFH-DA (0,3 mM) + 800ul
de PBS

Tubo C: 100ul de células pulmonares + 200 ul de DCFH-DA (0,3 mM) + 100ul
de PMA (1ng/1ul) + 700ul de PBS

As amostras, tanto as de sangue como as do lavado bronco-alveolar, foram
colocadas em incubagdo em banho-maria a 37°C por 30 minutos. A seguir, as amostras
foram centrifugadas por 10 minutos a 1200 rpm e 4°C. As células pulmonares foram

ressuspensas em PBS e levadas ao citdmetro de fluxo. Os eritrécitos foram removidos

39 Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
3! Calbiochem, Gibbstown, NJ, USA
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dos botdes de leucécitos do sangue periférico por lise hipotdnica com uma solugdo
estéril de NaCl 0,2% (2,0 ml) durante 20 segundos. Imediatamente apds esta lise foi
adicionada uma solugio estéril de NaCl 1,6% (2,0 ml) em cada amostra para restaurar a
isotonicidade. As amostras foram, entdo, centrifugadas (1200 rpm por 10 minutos e
4°C) e a lise foi repetida mais de uma vez para a amostra de sangue. Os botdes celulares
obtidos foram, entdo, resuspensos adicionando-se aos tubos 300 ul de PBS. Neste
momento, as células sanguineas foram levadas ao citometro de fluxo para avaliacdo da
magnitude do burst oxidativo.

As amostras de sangue e de células pulmonares foram utilizadas para determinar o
burst oxidativo por meio da citometria de fluxo. Neste sentido, foi utilizado um
citdmetro de fluxo>? conectado com um computad0r33. Foram analisados 10.000 eventos
utilizando-se o software Cell Quest. As subpopulacdes celulares foram reconhecidas por
meio das propriedades FSC/SSC das mesmas. Foram coletados os dados de neutréfilos
e mondcitos sanguineos e células monociticas e macréfagos pulmonares excluindo-se as
populacdes de linfécitos e hemdceas por meio da anédlise dos gates. Os resultados de
fluorescéncia foram gravados em uma escala logaritmica. A fluorescéncia verde do
DCFH foi mensurada a 530%£30 nm (detector FL1). As andlises do burst oxidativo
foram estimadas pela média geométrica da intensidade média de fluorescéncia
(MGIF)/célula emitida pelo DCFH.

Dosagens das Interleucinas (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10, IL-8)

A quantificagdo de TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10 (sérico) e IL-8 (lavado bronco-
alveolar) foram realizadas utilizando Kits comerciais seguindo o protocolo padrao

descrito nos mesmos. O procedimento foi efetuado em duplicata.

?2 Becton Dickinson Immunocytometry System, San Jose, CA, USA
3 Macintosh Apple, Cupertino, CA, USA
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Os kits de interleucinas foram reconstituidos com anticorpo de captura, anticorpo
de deteccdo e padrao para as dosagens. Todas as citocinas propostas neste estudo foram
dosadas e as dificuldades encontradas no decorrer do experimento serdo descritas
posteriormente.

Metodologia

As citocinas presentes no soro foram dosadas pelo método Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay (ELISA)*, seguindo todas as recomendacdes do fabricante e
utilizando pares de anticorpos monoclonais comerciais disponiveis. Previamente foram
utilizadas placas de 96 pogos de fundo chato (Figura 5), recobertas com os anticorpos
monoclonais especificos para a captura da citocina a ser dosada. As placas foram
incubadas a temperatura ambiente por 18 horas e depois lavadas trés vezes com uma
solucdo contendo PBS e Tween 20. Apds esta etapa, as placas foram bloqueadas com
PBS, contendo 1% ou 0,1% (dependente da citocina em questdo) de albumina bovina
(BSA) fracdo V. Ap6s uma hora de incubacio, as placas foram lavadas novamente. As
fileiras um e dois de cada placa foram adicionados 100ul de citocina padrio
recombinante, seguindo dilui¢des seriadas com PBS, contendo 1% ou 0,1% de BSA, a

partir das concentragdes iniciais diluidas (Figura 6).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A -- Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro
B -- Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro
C -- Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro
D -- Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro
E -- Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro
F -- Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro
G -- Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro

Branco | Branco | Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro Soro

Figura 5: Placa de 96 pogos para ELISA com os respectivos pog¢os de Padrio, Branco e
Amostra. Ensaio realizado em duplicata.

** DuoSet® ELISA Development System — R&D Systems, Minneapolis, USA
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Figura 6: Dilui¢des seriadas da citocina padrdo recombinante em PBS + BSA 0,1% referente ao
TNF- a

Os pocos correspondentes ao branco da rea¢do nao receberam padrao diluido ou
sobrenadante, apenas a solu¢do contendo PBS e BSA. As outras fileiras, foram
adicionados 100ul/poco da amostra. Depois de duas horas e nova lavagem, foram
adicionados 100 pl/poco do anticorpo de deteccdo marcado com soro de cabra apenas
para o TNF-a e IL-10. As placas foram incubadas por duas horas a temperatura
ambiente, e depois, lavadas novamente trés vezes com a solu¢do de PBS + Tween 20.
Em seguida, foram adicionados 100 pl/po¢o de estreptoavidina, diluida 1:200 em PBS-
BSA 1% ou PBS-BSA 0,1%. As placas foram incubadas por 20 minutos e lavadas trés
vezes, quando, entdo, foram adicionados 100ul/po¢o da mistura de peréxido de
hidrogénio (H,O;) + tetramethilbenzidina (1:1) (Figura 7). Ap6s 20 minutos, foram
adicionados 50 pl/pogo de acido sulfurico (2N H,SOy) (Figura 8). Os resultados foram
determinados pela absorbancia obtida em 450 nm, medidas em um leitor automaético de
ELISA (BIORAD 2550, EIA Microplate reader, Hercules, CA, USA). Os resultados
obtidos ap6ds a leitura foram expressos em densidade 6ptica (D. O). A concentracdo de
citocina no sobrenadante foi determinada pela compara¢ao com as absorbancias obtidas,
em uma curva padrdo da respectiva citocina recombinante, realizada, simultaneamente,

e expressa em pg/ml.
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Figura 7: Placa de 96 pocos para ELISA com os respectivos pocos de Padrio, Branco e Amostra
apos a adicdo de Peréxido de Hidrogénio e Tetramethilbenzidina.

Figura 8: Placa de 96 pogos para ELISA com os respectivos pocos de Padrdo, Branco e Amostra
apos a adicdo de Acido Sulftrico.
Histopatologia

Imediatamente apds a eutandsia realizada por meio da administracdo de 10 ml de

5

cloreto de potéssio™, a cavidade tordcica dos animais foi aberta e a regido posterior do

lobo esquerdo e direito do pulmio foi removido e fixado em solu¢do de formol 10%.

3 Cloreto de potéssio 19,1% - Ariston
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Foi coletado um total de cinco amostras de pulmao por animal, sendo elas: lobo apical
direito e esquerdo; lobo diafragmatico direito e esquerdo e lobo acessério. O material
foi cortado e corado em hematoxilina e eosina. As amostras foram fixadas em
glutaraldeido 2% e PBS (pH 7.3) por 3 horas em temperatura de 4°C. A desidratacao foi
completada com o uso de etanol e um pesquisador cego para o protocolo experimental
avaliou e descreveu as andlises de acordo com a congestdo alveolar, edema, infiltracdo e
agregacao de células mononucleares e polimorfonucleares no pulmao, sendo os escores:

0 = nenhum; 1 = discreto; 2 = moderado; 3 = intenso.

Imunoistoquimica

O tecido pulmonar foi fixado em formol a 10% e foi processado conforme
técnicas histologicas. Para a técnica de imunoistoquimica as laminas previamente
fixadas em silano foram desparafinadas em estufa a 60°C por 30 minutos sendo,
posteriormente, hidratadas com xilol e dlcool. Estas laminas foram submetidas a
inibicao da peroxidase enddgena tecidual através da incubacdo das laminas com solugao
de metanol e dgua destilada (1:2) adicionada de 1% de peréxido de hidrogénio, durante
45 minutos em ambiente protegido da luz. Foram realizadas com as laminas, apds esta
etapa, 3 lavagens com PBS contendo 1% de albumina sérica bovina (BSA). Foi feito o
bloqueio de sitios inespecificos com soro de cabra diluido 1:100 durante 20 minutos.
Em seguida, os excessos de soro de cabra foram removidos com PBS. Foi, entdo,
adicionado a cada lamina o anticorpo primério anti-COX-2*° na diluicao de 1:50 ou
anti-E-selectina’’ na diluicao de 1:100 as quais permaneceram em camara imida por 12

horas, em temperatura de 4° C. Apds nova lavagem com PBS procedeu-se a incubagdo

%% Mouse pAb anti-human COX-2, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA
%7 Murine pAb anti human E-selectin, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA
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com um anticorpo secunddrio® durante 40 minutos e ao término incubadas com uma
solucdo de streptoavidina/biotina por 30 minutos em temperatura ambiente. Antes da
fase final, fase de revelagdo, as 1aminas foram lavadas duas vezes com PBS. O material
permaneceu em ambiente de baixa luminosidade durante a revelagdo realizada com a
diaminobenzidina, em solucdo a 0,03% acrescida de 0,03% de perdxido de hidrogénio.
O tempo de revelacdo variou de 3 a 5 minutos. Para interromper a reacao, as laminas
foram lavadas com &4gua destilada. A contra-coloracdo foi feita com hematoxilina de
Harris diluida a 1:2 em 4gua destilada. Posteriormente, foi feita a lavagem das laminas
em agua corrente por 15 minutos. Em seguida o material foi desidratado em solugao
crescente de alcool xilol e a laminula foi, finalmente colada com balsamo do Canada.

A definicdo de positividade para os marcadores COX-2 e E-selectina foi
determinada pela presenca de pelo menos uma célula com coloracdo citoplasmatica
acastanhada nitida e inequivoca para cada um destes marcadores. A quantificacdo
definitiva da imunoreagdo de cada marcador foi determinada pela aplicacdo do
algoritmo EPM (escore total de marcacdo), por um pesquisador cego para o protocolo
experimental, que leva em consideracdo tanto a intensidade da colora¢do quanto a
percentagem de células coradas na lamina (Bergqvist et al., 1997). Desta maneira, a
intensidade de marcagdo foi considerada:

0= ausente;

1= marcacdo discreta;

2= marca¢do moderada;

3= marcag¢do acentuada.

A extensdo de marcagcdo, ou seja, a freqiiéncia de células marcadas foi

considerada:

38 StreptABC kit, Dako, Glostrup, Denmark
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0= ausente;

1=até 10%;

2=10-50%;

3=50-75%;

4="75-100%

O indice de marcacao especifica expresso como Escore Total de Marcagao (ETM)

foi obtido considerando a soma dos escores de freqiiéncia e de intensidade.

4.6 Descarte dos Animais
Foi efetuado o descarte dos animais no Setor de Coleta de Lixo Infectante da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

4.7 Analise Estatistica

Os valores de peso, diurese, volume de sangue retirado e fluido utilizado para o
protocolo de hemodiluicio e para manuten¢do entre os grupos foram analisados
estatisticamente por meio one-way ANOVA.

Os resultados hemodinamicos, de oxigenacdo e da inflamacdo, obtidos nos
diferentes tempos e grupos foram confrontados estatisticamente por meio de provas
paramétricas, empregando-se o método de comparacdes multiplas, para andlise de
variancia com medidas repetidas (ANOVA), seguido do teste de Tukey-Kramer quando
houve diferencga para a comparacao dos diferentes tempos de observacao de um mesmo

grupo e entre grupos. Para confrontar os escores relativos a histopatologia e

imunoistoquimica, foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. O grau de
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significancia estabelecido foi de 5% (p < 0,05). Os testes estatisticos foram realizados

em programa de computador SigmaStat .

4.8 Estudo Piloto

Foram utilizados 9 animais em estudos pilotos com o objetivo de padronizar o
ensaio de burst oxidativo e calibrar o citometro de fluxo. O citometro foi calibrado com
o sangue coletado em TBasal (20 minutos ap6s a MPA), pois este ensaio sofre grande
influéncia da variacdo individual, entdo, todos animais comecaram o experimento com
valores aproximados de burst oxidativo. No inicio dos pilotos, testou-se a levedura
Zymosan (Saccharomyces cerevisiae) como estimulo ao burst oxidativo e obteve-se
resultados extremamente varidveis. O burst induzido pela fagocitose da bactéria
Staphylococcus aureus marcada com iodeto de propideo® (SAPI) também foi testado
sem sucesso, uma vez que a resposta dos suinos durante a fagocitose da bactéria foi
extremamente fraca, mesmo depois de aumentar em quatro vezes a dose da bactéria (de
100 pl para 400 ul) e enriquecer o meio com PBS glicosado. A pesquisa foi
desenvolvida apenas com o reagente 27 diacetato de diclorofluoresceina — DCFH (o
DCFH representa o burst oxidativo espontaneo, pois apenas quantifica a quantidade de
radical livre produzido por uma célula ativada ou ndo) e o estimulo acetato miristato de

forbol (PMA).

39 SigmaStat 3.1, Systat Software Inc., Richmond, CA, USA
* Todeto de propideo - Sigma-Aldrich
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S. RESULTADOS

Foram estudados 7 suinos do grupo Controle, 7 suinos do grupo Hemodiluicao

com Amido Hidroxietilico, 7 suinos do grupo Hemodiluicao com Solu¢do de Cloreto de

Sédio 0,9% e 7 suinos do grupo Hemodilui¢do com Gelatina. A média de peso dos

animais, assim como o volume de sangue retirado e volume de solu¢do infundida, o

volume total de fluidoterapia de manutencdo e o débito urindrio estdo dispostos na

Tabela 1.

Tabela 1. Peso, volume de sangue retirado, volume de solug¢do infundida, volume total de
fluidoterapia de manutencdo e débito urindrio dos animais do grupo Controle e grupos
hemodiluicio com diferentes solu¢des de reposicdo volémica (média + desvio-padrdo). Sdo

Paulo, 2009.
Grupo Peso (Kg) Sangue Retirado Volume Volume de Débito Urindrio

(ml) Infundido durante | Manutengdo — (ml)

HNA (ml) NaCl 0,9% (ml)

Controle 30,89 £1,79 944,29 + 26,80 350,00 + 129,49
HNA + Amido 32,23 £2,61 1538,57 £ 102,93 1538,57 + 102,93### 954,00 + 147 ,4 805,71 + 538,76
HNA + NaCl 32,03 £2,35 1657,14 £395,21 4971,43 £1185,63 1036,11 + 159,98 1945,71 + 1268,37**
HNA + Gel 30,74 £ 1,96 1628,57 £ 170,43 1628,57 + 170,43### 1058,57 £ 45,65 514,29 + 196,54

HNA: Hemodilui¢do Normovolémica Aguda; NaCl: solucdo de cloreto de sédio 0,9%; ###P<0.001:
diferente do grupo HNA + NaCl; **P<0.01: diferente do grupo Controle

5.1 Parametros Hemodinamicos

Os parametros hemodindmicos estdo demonstrados nas Tabelas 2 e 3 e nos

graficos a seguir.
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Tabela 2: Pardmetros hemodindmicos dos animais do grupo Controle e grupos submetidos a
HNA com diferentes solu¢des de reposi¢do volémica (média + desvio-padrdo). Sao Paulo, 2009.

Momentos
Parimetro Grupos TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
FC Controle 115,14+17,20 108,29+19,54 115,57+£16,36 115,71£18,33 120,29+20,55 118,86+23,91
(bpm)
P HNA+ Amido 115,71+19,21 141,42+24,71 134,85+23,85 124,28+21,24 132,42+21,57 125,28+19,35

HNA + NaCl  109,14+20,51 135,00+25,56 139,28+36,82 151,14+£53,72a  136,28+33,76 133,57+43,01

HNA+Gel 128,43+28,50 163,71+28,34***  151,14+25,68 152,86+£25,03*  152,714£22,55 142,86+25,87
PAS Controle 103,29+16,42 107,57%15,11 108,57+£14,66 110,4349,95 111,57+11,41 112,86+12,12
(mmHg)

HNA+ Amido 101,57+15,43 120,71%15,16 102,28+19,27 98,71+£14,97 120,71+6,31 114,85+9,42

HNA + NaCl  107,42+11,29 104,28+12,59 100,71£10,65 105,85+10,00 130,14+10,93a  126,28+13,28

HNA+ Gel 103,29+18,35 119,57+17,25 103,57£14,56 110,86%18,59 125,14+12,32a  127,71+16,71a
PAD Controle 63,0049,40 67,2948,52 67,14+8,11 71,2945,31 74,57+£12,00 73,43+11,86
(mmHg)

HNA+ Amido 65,14+12,13 78,43£12,014## 66,43+17,63 61,86+13,04 83,71+£9,09a 78,8649,32

HNA + NaCl  65,43+7,85 60,29+6,75 58,00+5,45 61,86+7,86 85,57+11,43b 81,14+9,51

HNA+ Gel 64,71£12,00  73,86%11,89 61,1449,14 66,86+14,93 82,00+7,48a 86,29+9,64b
PAM Controle 78,86x11,45 83,71+10,40 83,71+9,38 87,00+6,83 89,71+11,19 89,57+11,69
(mmHg)

HNA+ Amido 79,43+13,91 97,71+13,29bi# 81,43+18,37 77,57£13,58 99,71+7,30b 93,71£7,41

HNA + NaCl  81,86+6,54 79,43+7,46 75,86+6,91 79,29+8,12 104,714£9,76b 99,43+8,92b

HNA+ Gel 80,86+14,14  94,57+14,18 80,29+11,59 86,14+15,70 101,14+8,13b 103,00+10,79b
PVC Controle 4,29+0,76 4,14+1,35 4,86+1,57 4,71+1,38 4,86+1,77 5,43+1,62
(mmHg)

HNA+ Amido 4,86%1,95 7,14+2,61%* 4,43+2,88 4,57+2,07 6,86%2,19 6,57+2,44

HNA + NaCl  3,71+1,98 5,29+1,80 3,29+1,89 4,57+1,99 7,14+1,07b 6,43+1,40

HNA+ Gel 5,00£1,53 6,57+1,13 5,14+1,35 5,29+1,38 8,57+1,13b***  8,14+2,27b*
PAP Controle 14,71£1,50 14,86+1,68 16,00+1,63 16,00+1,63 16,00£2,16 17,43£2,51
(mmHg)

HNA+ Amido 15,86%3,08 20,14+5,01* 13,86+4,95 15,1443,76 20,29+3,55 19,0014,12§

HNA + NaCl  14,57+£2,94 21,86+7,34b** 15,57+£2,99 17,142 41 23,43+4,08¢**  23,00+4,28¢

HNA+ Gel 16,00+1,83 19,29+2,75 17,00+2,89 17,29+2,50 25,29+2,06¢c***  27,2949,55¢%*
POAP Controle 6,43+1,27 6,86x1,46 7,14+1,95 6,71£1,11 5,57+1,27 6,86%1,68
(mmHg)

HNA+ Amido 7,43+2,64 10,57+2,23%* 7,43+3,31 7,29+1,80 9,29+1,70%** 8,86+1,86

HNA + NaCl  6,57+1,72 8,71%1,80 7,29+1,25 6,71+1,60 10,00+2,38a*** 9,14+1,21

HNA+ Gel 7,86x1,07 9,2942,56 7,43+2,44 7,57+1,99 12,29+1,89a***  12,43+5,06a***

FC: Freqiiéncia Cardiaca; PAS: Pressdo Arterial Sist6lica; PAD: Pressdo Arterial Diastdlica; PAM: Pressdo Arterial
Média; PVC: Pressdao Venosa Central; PAP: Pressdo de Artéria Pulmonar; POAP: Pressao de Oclusdo da Artéria
Pulmonar; TINST: imediatamente antes da HNA; TH: imediatamente ap6s a HNA; T60H: 60 minutos apés HNA;
T120H: 120 minutos apés HNA; T60BI: 60 minutos ap6s o final da infusdo do sangue; T120BI: 120 minutos apds o
final da infusdo do sangue. (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***:
p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §:
p<0,05; §§: p<0,01; §§§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Fregiiéncia cardiaca (FC)

A freqii€éncia cardiaca manteve-se estidvel em todos os grupos estudados,
apresentando diferencas estatisticamente significantes nos tempos TH e T120H nos

grupos HNA + Gel e HNA + NaCl (Figura 9) (média + desvio-padrio).
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Figura 9: Variagdo da Freqiiéncia Cardiaca (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo controle e
aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solugdes de reposi¢do volémica. Sdo Paulo,
2009 (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001
diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §:
p<0,05; §§: p<0,01; §8§8§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Pressdo arterial sistolica (PAS)

A PAS aumentou apds a infusdo do sangue previamente coletado (T60BI e
T120BI), embora este aumento tenha sido estatisticamente significante apenas nos

grupos tratados com solu¢do de NaCl 0,9% e Gelatina (Figura 10).
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Figura 10: Variagdo da Pressdo Arterial Sistdlica (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo controle e
aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solugdes de reposi¢do volémica. Sdo Paulo,
2009 (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001
diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §:
p<0,05; §§: p<0,01; §8§8§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Pressdo arterial diastélica (PAD)

Foram observadas diferencas significativas na PAD apds a infusdo do sangue
previamente coletado (T60BI e T120BI) com relacio ao TINST nos grupos HNA +
NaCl e HNA + Gel. Apenas o grupo HNA + Amido diferiu significativamente do grupo

HNA + NaCl no momento imediatamente apds a Hemodilui¢ao (Figura 11).
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Figura 11: Variacdo da Pressdo Arterial Diastdlica (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo controle e
aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solugdes de reposi¢do volémica. Sdo Paulo,
2009 (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001
diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §:
p<0,05; §§: p<0,01; §8§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Pressdo arterial média (PAM)

A PAM aumentou no momento TH no grupo HNA + Amido (em relacdo a TINST
e ao grupo HNA + NaCl). Apés a reinfusdo do sangue coletado (T60BI e T120BI), as
pressdes sofreram um importante aumento em relacdo a TINST nos grupos submetidos

a hemodiluicao (Figura 12).
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Figura 12: Variag@o da Pressdo Arterial Média (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo controle e
aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes soluc¢des de reposi¢do volémica. Sdo Paulo,
2009 (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001
diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §:
p<0,05; §§: p<0,01; §8§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Pressdo venosa central (PVC)

A pressdo venosa central aumentou nos trés grupos submetidos a hemodiluicao
logo ap6s o final do procedimento de HNA, embora este aumento tenha sido
significativo apenas no grupo HNA + Amido em relacao ao controle. Conforme o
esperado, a PVC também aumentou ap6s a infusao de sangue (T60BI e T120BI), sendo
estatisticamente diferente no grupo HNA + Gel em relagcdo ao Controle e no grupo

HNA + NaCl em relacao a TINST (Figura 13).
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Figura 13: Variacdo da Pressdo Venosa Central (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo controle e
aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes soluc¢des de reposi¢do volémica. Sdo Paulo,
2009 (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001
diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §:
p<0,05; §§: p<0,01; §8§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Pressdo da artéria pulmonar (PAP)
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Assim como a PVC, a PAP aumentou imediatamente apds a hemodilui¢cdo no

grupo HNA + NaCl e apés a infusao do sangue (T60BI e T120BI) nos grupos tratados

com NaCl e gelatina (Figura 14).
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Figura 14: Varia¢do da Pressdo de Artéria Pulmonar (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo
controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solugdes de reposicao volémica.
Sdo Paulo, 2009 (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***:
p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA +

NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01; §§§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).



Resultados 68

Pressdo de oclusdo da artéria pulmonar (POAP)

A POAP seguiu o mesmo comportamento da pressdo de artéria pulmonar, com
valores aumentados em TH (HNA + Amido), T60BI (HNA + NaCl, HNA + Amido e

HNA + Gel) e T120BI (HNA + Gel) nos grupos submetidos a hemodiluicao (Figura

15).
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Figura 15: Variagdo da Pressdo de Oclusdo da Artéria Pulmonar (média e desvio-padrdo) em suinos do
grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solu¢des de reposicdo
volémica. Sdo Paulo, 2009 (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01;
*#%: p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA
+ NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01; §§§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Tabela 3: Valores de Débito Cardiaco (DC), Indice Cardiaco (I10), Indice de Resisténcia
Vascular Sistémica (IRVS) e Indice de Resisténcia Vascular Pulmonar dos animais do grupo do
grupo Controle e grupos Hemodilui¢do com diferentes solucdes de reposi¢do volémica (média +
desvio-padrao). Sao Paulo, 2009.

Parametro Grupos TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
DC Controle 4,60+0,69 4,93+0,93 4,97+0,85 4,84+0,69 4,94+0,88 4,84+1,12
(L.min™)

HNA+ Amido 3,96+0,69 6,61+0,97¢* 5,03+0,87 4,83+1,00 6,41+1,19¢ 5,49+0,89

HNA +NaCl  5,03+1,43 6,41+1,07* 5,19£1,19 5,06+0,78 6,74£1,57a%*  6,50+2,10%

HNA+Gel 5,03+1,28 6,84+1,06a**  6,17+0,79 5,23+0,73 7,29+0,87¢%  6,56+1,02*
1C Controle 5,19+0,65 5,57+0,84 5,63+0,81 5,47+0,62 5,59+0,78 5,49+1,13
(L.min".m?)

HNA+ Amido 4,61+0,38 7,29+1,17¢* 5,56+1,13 5,30+1,14 7,04+1,48¢ 6,04+1,11

HNA + NaCl  4,99+0,91 7,11£1,40b 5,80+1,50 5,61+1,04 7,50+1,90b* 7,24+2,45a

HNA+Gel 5,14+0,64 7,74+1,03c**  7,01+0,67a 5,99+0,95 8,30+1,18c*** 7,49+1,22b**
IRVS Controle 1156+133 1165+£202 1138+194 1218+171 1237218 1286+365
(dinas.s.cm™.m?)

HNA+ Amido 12974254 1010161 1110137 11494329 10904235 1191+£255

HNA + NaCl 12924273 864+201a 1044+£206 1100£271 11254387 1185560

HNA+Gel 1179169 915+133 861131 1103+£246 900+93 1081+£219
IRVP Controle 128,29+17,71  115,14+9,12 128,43+36,09  136,71+£25,27  149,86+24,76  140,57+43,67

(dinas.s.cm®.m™)
HNA+ Amido 160,57+£53,04  103,86+33,31  93,86+37,80 122,71£49,59  124,00£28,21  134,71+40,14

HNA + NaCl 117,86+28,53  150,00£76,11  118,14+46,90 150,86+38,18  152,14+61,83  167,86+66,36

HNA+Gel 119,14432,86  101,71x11,60  110,86+21,76  134,14+29,81  124,29+21,08  183,29497,79

DC: Débito Cardfaco; IC: Indice Cardfaco; IRVS: Indice de Resisténcia Vascular Sistémica; IRVP: Indice de
Resisténcia Vascular Pulmonar; TINST: imediatamente antes da HNA; TH: imediatamente ap6s a HNA; T60H: 60
minutos apés HNA; T120H: 120 minutos apés HNA; T60BI: 60 minutos ap6s o final da infusdo do sangue; T120BI:
120 minutos ap6s o final da infusdo do sangue. (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **:
p<0,01; ***: p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA +
NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01; §8§§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Débito Cardiaco (DC)

Com relacdo ao DC, o mesmo apresentou um aumento significativo nos grupos
tratados com NaCl, amido e gelatina imediatamente apds a hemodiluicdo (TH) e apds a

infusdo do sangue (T60BI e T120BI) como mostra a Figura 16.

Débito Cardiaco

Débito Cardiaco (L/min)
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TINST TH T60H T120H T60BI T120BI

‘—O—Controle - @8- HNA + Amido HNA + NaCl HNA + Gelatina ‘

Figura 16: Varia¢do do Débito Cardiaco (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo controle e aqueles
submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solugdes de reposicdo volémica. Sdo Paulo, 2009
(a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 diferente do
grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §§:
p<0,01; §8§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Indice Cardiaco (IC)

No que alude ao indice cardiaco, observou-se um aumento nos grupos submetidos
a hemodiluicdo (TH e T60H) e apds a infusdao do sangue coletado (T60BI e T120BI)

como mostra a Figura 17.

indice Cardiaco

indice Cardiaco (I/min/m?)
()]

TINST TH T60H T120H T60BI T1208BI

‘—‘—Controle - @8- HNA + Amido HNA + NaCl HNA + Gelatina‘

Figura 17: Variagdo do Indice Cardfaco (média e desvio-padrio) em suinos do grupo controle e aqueles
submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solugdes de reposicdo volémica. Sdo Paulo, 2009
(a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 diferente do
grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §8§:
p<0,01; §8§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Indice de Resisténcia Vascular Sistémica (IRVS)

O IRVS diminuiu significativamente no tempo TH quando confrontado com

TINST no grupo HNA + NaCl, como mostra a Figura 18.
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Figura 18: Variagdo do Indice de Resisténcia Vascular Sistémica (média e desvio-padrio) em suinos do
grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solu¢des de reposicdo
volémica. Sdo Paulo, 2009 (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01;
**%: p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA
+ NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01; §§8: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Indice de Resisténcia Vascular Pulmonar (IRVP)

Apesar deste parametro mostrar-se elevado apds a hemodilui¢do no grupo HNA +

NaCl, nao houve diferencga estatisticamente significativa entre os grupos ou entre 0s

momentos de observacdo (Figura 19).
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Figura 19: Variagdo do Indice de Resisténcia Vascular Pulmonar (média e desvio-padrio) em suinos do
grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solu¢des de reposicdo
volémica. Sdo Paulo, 2009 (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01;
*#%: p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA

+ NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01; §§8: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).



Resultados

74

seguir.

5.2 Parametros de Ventilacao, Gases Sanguineos e Eletrolitos

Os parametros citados estdo demonstrados nas Tabelas 4, 5 e 6 e nos graficos a

Tabela 4: Valores de gases do sangue arterial dos animais do grupo do grupo Controle e grupos
Hemodilui¢do com diferentes solu¢des de reposicdo volémica (média + desvio-padrdo). Sdo

Paulo, 2009.
Grupos TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
pH Controle 7.4520,05 7.4520,05 7.450,03 7,4620,03 7462003 747%0,03
arterial HNA+ Amido 7-4020.,02 7,4120,0244# TABL00488F 7,320,038 7,450,034 7,470,044
HNA + NaCl  7420,04 7,2920,05¢%++ 7,3220,05c+%  7,3320,07ckEE  7,3740,075%% 7,3820,05% %%
HNA+Gel 7,4420,04 7,430,044 TAAR0044HH 7,440,024 7,460,034 7,470,044
Pa0, Controle 181,50+34,49  185,10+25,19 187,7720,05 182,09£25,81  181,16224.51 183,20£22,834
(mmHe) HNA+ Amido 185.11#30,04  224,27+43345### 1989742490  204,79+1549  172,84+33,33"  175,20440,32#
HNA + NaCl 1884042003 151,59+41,15 172,54%29,72  172,43%33,68  127,71£32,90b%*  132,06244,76b**
HNA+Gel 194794997  206,93£18,11## 2057742136 203331297  170,67+33,12#  166,99+44.96
Pa0,/ Controle 363.00£68,98  370,20£50,38 375544010 364,17£51,62 3623124902 366,40+45,68
Fio, HNA+ Amido 370.23#60,07  448,54+66,91###  397,94+49.81  400,57#30,97  345,69+66,66%#  350,40+80,64#
HNA + NaCl ~ 376.80£40,07  303,17+82,30 34500£59.45  344,86+6737  2554326580b**  264,11:89,52b%*
HNA+Gel 389,57+19,94  413,86:36,22# 4115424271  406,66+2594  341,3426624#  333,97489,92
PaCO, Controle 40,233 47 41232376 40,5622,80 4027446 39,893 38 39,9343,07
(mmHe) HNA+ Amido 42.77+2.87 40,97+2.85 40,1343 82 40,44£3,78 41,0942,81 40,23+4,69
HNA + NaCl ~ 41.5942.85 42342299 3943+324 40,2025.25 40,3724,37 42,89+2.94
HNA+Gel 40,1424,64 38,8423 .89 38,8143,60 40,7023,57 41262330 39,8424.53
Sa0, Controle 98.71%1,70 98.4322,07 98.4322,15 98,142.27 98.2942,14 98,00+2.24
(%) HNA+ Amido 98.57+1.81 99,4320,79 99,0021,53 99,2921,89 97,8622.48 98,8621,46
HNA + NaCl ~ 98:291,70 98,57+1,81 97,2942,14 98,204221 96,43£1,90 97,00£2,08
HNA+Gel 97,29+2,06 97,00£1,53 98,14£1,95 97,14£2,34 95714125 96,14£1,46

PaO,: Pressdo parcial de oxigénio no sangue arterial; PaO,/ FiO,: relagdo PaO,/ FiO,; PaCO,: Pressdo parcial de gés
carbdnico no sangue arterial; SaO,: Satura¢@o de oxigénio no sangue arterial; TINST: imediatamente antes da HNA;
TH: imediatamente apés a HNA; T60H: 60 minutos apés HNA; T120H: 120 minutos ap6s HNA; T60BI: 60 minutos
ap6s o final da infusdo do sangue; T120BI: 120 minutos apds o final da infusdo do sangue. (a: p<0,05; b: p<0,01; c:
p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##:
p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01; §§§: p<0,001 diferente do grupo HNA

+ GEL).



Resultados

75

Tabela 5: Valores de gases do sangue venoso misto e pardmetros de ventilagdo dos animais do
grupo do grupo Controle e grupos Hemodiluicao com diferentes solugdes de reposicao volémica
(média + desvio-padrao). Sao Paulo, 2009.

Grupos TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
pH Controle 7,41+0,05 7,41£0,05 7,40+0,05 7,40+0,08 7,390,11 7,40+0,09
venoso
misto HNA+ Amido  7,34+0,04 7,33£0,05%#  7,35+0,04 7,35+0,04# 7,41+0,03 7,42+0,04

HNA + NaCl 7,37+0,05 7,2540,04c%5% 7 28+0,04%5% 7 2740,05%% 7,34+0,07 7,35+0,05

HNA+Gel 7,40+0,05 7,380,058 7,390,054  7,38+0,03## 7,430,044 7,43+0,04#
PvO, Controle 48,37+5,17 50,63+3,67 51,86+2,70 50,87+2,94 51,41+4,31 51,09+4,03
(mmHg)

HNA+ Amido  48,33+4,87 47,26+5,57 43,49+5,34* 42,165,617 52,84+4,41 50,06+5,97

HNA + NaCl 50,1145,51 49,70+4,43 46,60+5,41 46,6046,65 54,36+5,30 54,43+8,58

HNA+Gel 51,60+5,96 45,39+6,13 4320+537a%*  43,73+3,20% 53,37+5,20 49,19+4,52
PvCO, Controle 46,40+4,70 47,17+5,89 46,40+4,12 46,53+4,42 45,64+3,76 45,7442 44
(mmtte) HNA+ Amido  53,11%3,51 49,8143,53 49,43+3,24 50,26+4,28 46,29+3,26 46,04+4,58

HNA + NaCl 50,075,19 48,50+2,44 47,60+3,95 50,63+7,62 47,00+7,18 49,17+4,50

HNA+Gel 47,80+6,27 44,46+4,30 46,54+5,33 48,93+4,99 46,63+5,62 45,79+4,76
SvO, Controle 81,79+4,62 83,29+3,91 83,79+3,38 82,3743,52 81,9745,53 81,91+4,76
% HNA+ Amido ~ 78,51+2,78 78,34+2,96 75,9424,77%%%  737142,65%F  85,60+1,32a 83,97+0,84

HNA + NaCl 80,51+6,25 77,53£3,60%  74,34+4,18a%**  72,53+3,65b%**  83,16+3,84 82,19+545

HNA+Gel 83,2742,51 77,89+5,35 72,24+4,13¢%%%  72,015,59¢%+F  84,66+2,96 81,53+2,39
FR (mpm) Controle 1742 1743 1743 1742 1843 1742

HNA+ Amido 1842 182 182 1842 182 1842

HNA + NaCl 1743 174 174 1743 18+4 1944

HNA+Gel 1942 1942 1942 1942 1942 1942
EtCO, Controle 39,9437 40,3433 39,7+2,9 38,943,0 38,7+2,9 38,342,0
(mmHg)

HNA+ Amido  41,0£2,9 39,143,5 37,343,1 37,043,1 38,942,7 37,13,3

HNA + NaCl 42,043,1 35,742,1b 37,1+2,9 38,0+4,1 38,6+3,5 39,9+5,4

HNA+Gel 40,6+4,4 37,33,6 36,9+3,0 41,043,6 39,6+3,4 38,643,3

PvO,: Pressdo parcial de oxigénio no sangue venoso misto; PvCO,: Pressdo parcial de gids carbonico no sangue
venoso misto; SvO,: Saturagdo do oxigénio no sangue venoso misto; EtCO,: pressdo parcial de didéxido de carbono
no ar expirado; TINST: imediatamente antes da HNA; TH: imediatamente apés a HNA; T60H: 60 minutos apds
HNA; T120H: 120 minutos apés HNA; T60BI: 60 minutos ap6s o final da infusdo do sangue; T120BI: 120 minutos
ap0s o final da infusdo do sangue. (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***:
p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §:
p<0,05; §§: p<0,01; §§§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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pH do sangue arterial

Os dados de pH obtidos no grupo HNA + Amido e HNA + Gelatina
permaneceram dentro dos niveis normais durante o experimento, sem alteracdes
importantes apds o procedimento de hemodiluicdo. Com relagdao ao grupo HNA + NaCl,
observou-se diminui¢do significativa do pH em todos os momentos apds a
hemodiluicao, com valores diminuidos com relagdo a todos os grupos estudados

perdurando até o final do experimento (Figura 20).
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Figura 20: Variacdo do pH do sangue arterial (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo controle e
aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solugdes de reposi¢do volémica. Sdo Paulo,
2009 (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001
diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §:
p<0,05; §§: p<0,01; §8§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Pressdo parcial de dioxido de carbono (PaCO>) no sangue arterial

A PaCO; permaneceu estavel em todos os momentos nos grupo estudados, nao
apresentando diferencas significativas entre os momentos e entre os grupos estudados

(Figura 21).

Pressao Parcial de Gas Carbonico no Sangue Arterial

50

48 4

46 -

30
TINST TH T60H T120H T60BI T120BI

‘—O—Controle - ®- HNA + Amido HNA + NaCl HNA + Gelatina‘

Figura 21: Variagdo Pressdo Parcial de Gas Carbonico no sangue arterial (média e desvio-padrdo) em
suinos submetidos ou nao ao procedimento de HNA com diferentes solu¢des de reposi¢do volémica. Sdo
Paulo, 2009.
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Pressdo parcial de oxigénio (PaQ-) no sangue arterial

No que alude a PaO,, o grupo HNA + NaCl apresentou valores significativamente
mais baixos quando confrontados com os outros grupos tratados imediatamente apds a
hemodilui¢ao e ap6s a infusdo do sangue (Figura 22).

Quando a relagdo PaO,/FiO, foi estudada, observaram-se as mesmas diferencas

significativas demonstradas na PaO,, conforme esperado (Tabela 4).
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Figura 22: Variag@o Pressao Parcial de Oxigénio no sangue arterial (média e desvio-padrdo) em suinos do
grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solu¢des de reposicdo
volémica. Sdo Paulo, 2009 (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01;
*#%: p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA
+ NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01; §§§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Com relagdo a este pardmetro ndo houve diferenca significativa entre os

momentos ou grupos estudados (Figura 23).
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Figura 23: Variacdo da Saturacdo de Oxigénio no sangue arterial (média e desvio-padrdo) em suinos do
grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solu¢des de reposicdo

volémica. Sao Paulo, 2009.
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pH do sangue venoso misto
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O pH do sangue venoso-misto diminuiu significativamente apds a hemodiluicao

apenas no grupo HNA + NaCl com relacdo aos outros grupos estudados (Figura 24).
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Figura 24: Variacdo do pH do sangue venoso misto (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo controle
e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposicdo volémica. Sdo
Paulo, 2009 (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001
diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §:

p<0,05; §§: p<0,01; §8§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Pressdo parcial de dioxido de carbono (PvCQO») no sangue venoso misto

No que alude a PvCO,, nao foram observadas diferencas significativas entre os

momentos ou grupos estudados (Figura 25).

Pressao Parcial de Gas Carbdnico no Sangue Venoso Misto

70

65

40 1
35 -
30
TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
|—e—Controle - @8- HNA + Amido HNA + NaCl HNA + Gelatina

Figura 25: Variacao da Pressdo Parcial de Diéxido de Carbono no sangue venoso misto (média e desvio-
padrdo) em suinos do grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes

solucdes de reposi¢do volémica. Sdo Paulo, 2009.
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Pressdo parcial de oxigénio (PvO;)

O grupo HNA + GEL e o HNA + Amido apresentaram valores significativamente
menores que o grupo Controle nos momentos T60H e T120H em relacao a PvO,

(Figura 26).
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Figura 26: Variacdo da Pressdo Parcial de Oxigénio no sangue venoso misto (média e desvio-padrdo) em
suinos do grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de
reposicdo volémica. Sdo Paulo, 2009 (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05;
*#*: p<0,01; *#*: p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do
grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01; §§§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Saturacdo de oxigénio no sangue venoso misto (Sv0O»)

Com relagdo a SvO,, o comportamento dos 3 grupos submetidos a hemodilui¢ao
foi semelhante, com queda gradativa até T120H. No entanto, imediatamente apds a
hemodilui¢ao, apenas o grupo HNA + NaCl apresentou diferenca significativa em
relacdao ao Controle. Nos momentos T60H e T120H, os grupos HNA + Amido, HNA +
NaCl e HNA + Gel diferiram significativamente do grupo Controle. Apos a infusdo do

sangue, a SvO, retornou proximo aos valores basais (Figura 27).
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Figura 27: Variagdo da Saturacdo de Oxigénio no sangue venoso misto (média e desvio-padrdo) em
suinos do grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de
reposicdo volémica. Sdo Paulo, 2009 (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05;
*#*: p<0,01; ***: p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do
grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01; §§§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Tabela 6: Valores de hematdcrito, eletrdlitos e lactato dos animais do grupo do grupo Controle e
grupos Hemodilui¢do com diferentes solucdes de reposi¢do volémica (média + desvio-padrao).

Séao Paulo, 20009.

Grupos TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Ht Controle 28,71£2,98 29,14+2,34 29,00+3,65 29,29+2 .81 28,86+2,97 28, 712,75
%
¢ HNA + Amido 29,86+1,57 14,14+0,69c*** 15,00+1,73c***### 16,29+2,06¢* **#  25,14+1,86a* 25,57+1,62a
HNA + NaCl 29,71£3,09 15,29+1,11c*%* 18,43+2,88c¢*** 18,86+2,48c*** 26,00+2,45 27,43£2,76
HNA + Gel 30,14+1,95 14,57+0,53¢*** 15,43+0,98c***##H# 15,86+0,90c***## 25,43+3,36b 26,00+2,58a
HCO3' Controle 27,49+1,36 27,51£1,36 27,63£1,26 26,30£5,11 25,7045,70 26,94+4,29
(mmol/L)
HNA + Amido 25,76%2,75 24,17+1,67## 24,87+1,244# 25,511,544 27,29+1,57# 27,70£1,21
HNA + NaCl 26,40£2,07 19,51+2,04¢*** 20,30+2,37 c*** 21,1742,95¢%#** 23,29+3,52 24,54+1,68
HNA + Gel 26,70£1,50 25,040,96#H## 25,86+1,16### 26,73+1,444#H## 28,510,644 28,30+0,69#
Na* Controle 139,00+2,00 138,29+1,89 138,14+2,04 136,57+1,90 138,57+2,23 136,57+1,99
(mmol/L)
HNA + Amido 139,14+2,54 137,71+1,80## 139,14+1,95 138,29+3,04 140,71+£1,38 140,43+3,05%*
HNA + NaCl 138,71£2,21 141,71+3,09* 139,7143,04 139,5743,05 140,5743,36 140,57+2,64**
HNA + Gel 138,43+1,62 139,57£1,51 138,43+0,98 137,86+1,46 139,14+1,57 139,43+1,62
K* Controle 3,80+0,22 3,80+0,33 3,83+0,36 3,97+0,52 4,19+0,47 4,16+0,31
(mmol/L)
HNA + Amido 3,96+0,33 3,67+0,16# 3,94+0,16 4,06+0,17 3,89+0,22 4,04+0,10
HNA + NaCl 3,67+0,25 3,24+0,29a%** 3,79+0,33 4,04+0,25 3,87+0,43 3,81+0,42
HNA + Gel 3,83+0,21 3,53+0,26 3,90+0,24 4,13+0,39 3,79+0,22 3,73+0,14
Lactato Controle 14940,40 1,41+0,42 1,56+0,73 1,24+0,26 1,10£0,34 0,91+0,28
arterial
(mmol/L) HNA + Amido 1,56£0,51 1,34+0,55 1,30+0,39 1,23+0,42 0,99+0,20 0,76+0,08a
HNA + NaCl 1,50+0,38 1,10+0,63 1,44+0,73 1,29+0,63 1,01+0,40 0,87+0,31
HNA + Gel 1,53+0,50 1,39+0,42 1,49+0,41 1,67+0,85 1,10+0,30 0,84+0,17
Uréia Controle 21,85+8,34 20,02+2,01 20,10+6,20 24,83+8,84 23,25+7,80 21,24+4,63
(mg/dl)
HNA + Amido 16,60+4,72 16,13£3,96 13,72+3,21*§§ 13,93+2,16%**§§§ 13,75+1,97*%#§§§  14,73+4,16%§8§
HNA + NaCl 20,13+5,97 14,24+4,20%* 13,68+3,14* 13,15+2,83a%** 13,91+4,01%* 13,50+3,10a%**
HNA + Gel 22,5245.41 20,52+3,91# 21,96+3,64## 23,05+2,49#H 22,9542 904t 23,9742 ,84#HHt
Glicose Controle 104,00£15,60  103,88+15,60 100,63£13,68 116,00+40,96 109,88+22,35 100,63+7,13
(mg/dl)
HNA + Amido 117,86+13,08  243,71+25,54° S 153,29+21,02%**###  144,57+18,99 115,14+11,57## 95,43+26,15
HNA + NaCl 106,43£11,09  79,43+30,25 92,71£27,63 103,86+17,57 103,71£15,88 73,57+44,77
HNA + Gel 110,14+21,89  114,71£15,97# 121,86+22,57 129,71426,61 110,43£13,08 94,57£20,61
Osmol Controle 294,9645,67 293,27+4,41 292,78+4,72 291,70+4,88 295,51+6,03 290,50+3,91
(mOsm/Kg)
HNA + Amido 298,67+4,47 299,00+4,45 296,9743,46 295,04+6,61 297,89+3,29 296,70+5,56
HNA + NaCl 294,04+5,01 296,70+4,96 294,43+7,22 295,19+6,10 296,97+6,88 295,11+6,68
HNA + Gel 294,39+3.81 295,99+3,09 295,09+2,54 295,02+3,06 295,8243,26 295,56+3,65
Tem, Controle 38,0+0,9 38,0+0,9 38,1+0,8 38,3+0,7 38,5+0,7 38,5+0,6
p
0
C
0 HNA + Amido 38,4+0,7 37,9+0,7 38,0+0,7 38,3+0.4 38,1+0,3 38,4+0,5
HNA + NaCl 38,0+1,1 37,6+1,2 37,7+1,2 38,1+1,2 38,0+1,1 38,5+1,0
HNA + Gel 37,7£0,6 37,3+0,6 37,8+0,6 38,4+0,8 38,5+0,7 38,6+0,5

Ht: Hematdcerito, HCO®: Bicarbonato; Na*: Sédio sérico; K*: Potdssio sérico; TINST: imediatamente antes da HNA; TH:
imediatamente apés a HNA; T60H: 60 minutos apés HNA; T120H: 120 minutos apés HNA; T60BIL: 60 minutos ap6s o final da
infusdo do sangue; T120BI: 120 minutos apds o final da infusdo do sangue. (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *:
p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ##H#: p<0,001 diferente do grupo HNA +
NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01; §§8: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Hematocrito (Ht)

Conforme o esperado, o Ht diminuiu imediatamente apds a hemodiluic@o nos trés

grupos tratados e retornou proximo aos valores basais ap6s infusdo do sangue (Figura

28).
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Figura 28: Variagdo do Hemat6crito (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo controle e aqueles
submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solu¢des de reposi¢do volémica. Sdo Paulo, 2009 (a:
p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 diferente do
grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §8§:
p<0,01; §8§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Bicarbonato Plasmdtico (HCO3-)

Concomitante com a diminui¢io do pH arterial no grupo HNA + NaCl, o
bicarbonato plasmatico apresentou diminuicdo significativa em TH, T60H e T120H em
relacdo a TINST, com recuperacio dos valores ao longo do tempo. Nos momentos apds
a HNA (TH, T60H e T120H), os grupos Controle, HNA + Amido e HNA + GEL

diferiram significativamente do HNA + NaCl (Figura 29).
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Figura 29: Variagdo do Bicarbonato no sangue arterial (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo
controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solugdes de reposicao volémica.
Sdo Paulo, 2009 (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***:
p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA +
NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01; §§§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Sodio plasmdtico (Na)

O ion sédio aumentou apds a hemodiluicdo no grupo HNA + NaCl em relagdo ao
Controle e, em relacio ao HNA+ Amido. Ao final do experimento, este ion apresentou-
se significativamente mais alto nos grupos HNA + NaCl e HNA + Amido quando

confrontados com o Controle (Figura 30).
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Figura 30: Varia¢do do fon Sédio (média e desvio-padrio) em sufnos do grupo controle e aqueles
submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solu¢des de reposi¢do volémica. Sdo Paulo, 2009 (a:
p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 diferente do
grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §8§:
p<0,01; §8§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Potdssio plasmdtico (K)

Com relag@o ao ion potéssio, houve diminui¢do significativa apds a hemodiluicao
em relacdo ao TINST no grupo HNA + NaCl. Quando os grupos foram confrontados,
foram observadas diferengas significativas entre HNA + NaCl e Controle, além de HNA

+ NaCl e HNA+ Amido imediatamente ap6s a hemodiluicao (TH) (Figura 31).
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Figura 31: Variacdo do fon Potdssio (média e desvio-padrio) em sufnos do grupo controle e aqueles
submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solu¢des de reposi¢do volémica. Sdo Paulo, 2009 (a:
p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 diferente do
grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §8§:
p<0,01; §8§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Lactato no sangue arterial

O lactato apresentou comportamento similar em todos os grupos, diminuindo apds
a hemodiluicdo e ao longo do tempo até o final do experimento. Apenas no grupo

HNA+ Amido ocorreu diminuicao significativa em T120BI em relagdo a TINST (Figura

32).
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Figura 32: Variacdo do Lactato Arterial (média e desvio-padrio) em suinos do grupo controle e aqueles
submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solu¢des de reposi¢do volémica. Sdo Paulo, 2009 (a:
p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 diferente do
grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §8§:
p<0,01; §8§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Uréia Plasmdtica

Com relacdo a uréia, os grupos HNA + NaCl e HNA + Amido demonstraram
menores valores ao longo do experimento quando comparado aos grupos Controle e

HNA + Gel (Figura 33).
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Figura 33: Variac@o dos niveis de Uréia Plasmatica (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo controle
e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposicdo volémica. Sdo
Paulo, 2009 (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001
diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §:
p<0,05; §§: p<0,01; §8§8§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Glicose Plasmdtica

Este parametro apresentou aumento significativo apds o procedimento de HNA no
grupo HNA + Amido, diferindo significativamente dos outros grupos também em T60H
e T120H. Ao final do experimento, a glicose plasmatica do grupo HNA + Amido

retornou aos valores basais (Figura 34).
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Figura 34: Variacdo dos niveis de Glicose Plasmdtica (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo
controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solugdes de reposicao volémica.
Sdo Paulo, 2009 (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***:
p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA +
NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01; §§§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).



Resultados 92

Osmolaridade

No que se refere 4 osmolaridade, nao houve diferencas significativas entre os

tempos ou grupos estudados (Figura 35).
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Figura 35: Varia¢do da osmolaridade (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo controle e aqueles
submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposi¢do volémica. Sdo Paulo, 2009.
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Temperatura
Com relagdo a este parametro, nao houve diferengas significativas entre

momentos ou grupos estudados (Figura 36).
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Figura 36: Variacdo da Temperatura (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo controle e aqueles
submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposi¢do volémica. Sdo Paulo, 2009.
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5.3 Parametros da Inflamacao

A Tabela 7 contém os valores de burst oxidativo de neutréfilos e mondcitos.

Tabela 7: Valores de burst oxidativo de neutréfilos e mondcitos do sangue periférico induzidos
pelo DCFH e estimulados pelo PMA dos animais do grupo do grupo Controle e grupos
Hemodilui¢ao com diferentes solu¢des de reposi¢do volémica (média + desvio-padrdao). Sdo
Paulo, 2009.

Parametro Grupos TBasal TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Burst Controle 26,62+4,48  27,06£8,13  25,35+7,62 33,66+7,72 29,71+8,75 25,30+7,56 27,74+8,60
Oxidativo de HNA+ Amido  29,86+4,24 32,21+5.87  60,61+£10,49c*** 49,81+5.21c**  45,20+5,80a**  38,57+7,89**  34,67+4,92
Neutrofilos - HNA + NaCl 28,98+1,72  30,23+£7,04  55,94+10,38c*** 45,89+8,10b* 46,18+9,42b***  35,48+7,02%* 30,36£10,1
DCFH (MGIF) HNA+Gel 28,11+£2,68  26,31£7,98  67,48+23,67c*+* 50,76+13,89c**  46,52+11,61b*** 36,48+5,35%*%  33,57+5,41
Burst Controle 11524574 11494678 1143+660 12724671 11254598 1198+702 1290£776
Oxidativo de HNA+ Amido 11494529 13414623 19274881 15424719 1622+650 1376584 13424571
Neutrofilos — HNA + NaCl 11984337 14404511 1963+894 1808+984 18794980 1786827 1620£894
PMA MGIF) HNA+ Gel 1183+469 1076368 2292+937* 17824444 20314910 1745736 17474953
Burst Controle 11,16+4,59  13,81+4,86  10,58+4,30 11,2443,16 11,2544,13 11,3845,19 11,4045,02
Oxidativo de HNA+ Amido  10,99+6,34  12,85+7,82  19,28+7,47 19,20+11,18 14,94+10,06 12,36+5,00 11,13+5,69
Mongécitos - HNA + NaCl 9,81+3,66 11,20+£5,51  19,149,19 15,65+8,06 14,94+7,68 11,44+6,93 10,32+6,35
DCFH (MGIF) HNA+ Gel 10,3743,87  8,2743,10 21,7547,68a* 20,89+15,49% 14,38+3,78 11,63£3,90 11,0043,38

DCFH: 2’7" diacetato de diclorofluoresceina; PMA: acetato miristato de forbol; MGIF: média geométrica da

intensidade de fluorescéncia; Tbasal: 20 minutos apés a aplicacdo da MPA; TINST: imediatamente antes da HNA;
TH: imediatamente apds a HNA; T60H: 60 minutos apés HNA; T120H: 120 minutos ap6s HNA; T60BI: 60 minutos
ap6s o final da infusdo do sangue; T120BI: 120 minutos apds o final da infusdo do sangue. (a: p<0,05; b: p<0,01; c:
p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##:
p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01; §§§: p<0,001 diferente do grupo HNA
+ GEL).

Os dados apresentados a seguir sao referentes ao burst oxidativo de neutréfilos do
sangue periférico representado pelo DCFH e induzido pelo PMA nos animais
estudados. As figuras 37 e 38 demonstram os citogramas e respectivos histogramas de
leucécitos do sangue de suinos e foram utilizados para andlise individual das

populacdes celulares.



Resultados 95

= TEASALE OO
g_
E_: = TEASAL B.001
L= =
G
= ]
= =
E_
5
(T3] ] g
"§] GEE
23
& f
=]
108 10! 102 10° 109
= FL1H
T T [ ¥ T T T [ T T T [ T T T T [ T T T 0
] o0 d00 i} 200 1000
FSC-H

Figura 37: Citograma demonstrando as populacdes de neutréfilos (verde), mondcitos (azul) na indugdo do
burst com o DCFH, além de linfécitos (vermelho) do sangue periférico. O histograma demonstra o burst
oxidativo dos neutréfilos calibrado entre 10" e 10> no momento basal de um animal do grupo HNA +
Gelatina.
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Figura 38: Citograma demonstrando as populacdes de neutréfilos (verde), mondcitos (azul) na indugdo do
burst com o DCFH, além de linfécitos (vermelho) do sangue periférico. O histograma demonstra o burst
oxidativo dos neutréfilos no momento imediatamente apds a hemodilui¢do (T1) de um animal do grupo
HNA + Gelatina.
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Burst oxidativo de neutrdfilos do sangue periférico representado pelo DCFH

O burst oxidativo de neutréfilos do sangue periférico representado pelo DCFH
aumentou significativamente nos grupos submetidos a hemodiluicdo nos momentos TH,

T60H, T120H e T60BI quando comparados ao grupo Controle (Figura 39).
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Figura 39: Variacdo do Burst Oxidativo de Neutrdfilos do Sangue Periférico Representado pelo reagente
DCFH (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de
HNA com diferentes solu¢des de reposicio volémica. Sdo Paulo, 2009 (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001
diferente de TBASAL; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##:
p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01; §§§: p<0,001 diferente do
grupo HNA + GEL).
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A Figura 40 demonstra a mudanca em porcentagem do burst oxidativo
representado pelo DCFH dos momentos TINST, TH, T60H, T120H, T60BI e T120BI

em relacdo ao momento TBasal nos grupos avaliados.

Porcentagem de variacao do burst oxidativo de neutrdfilos em relacéo ao valor basal
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Figura 40: Porcentagem de mudanga do burst oxidativo de neutréfilos em relag@o ao valor basal de suinos
submetidos ou ndo ao procedimento de HNA com diferentes solugdes de reposicdo volémica. Sdo Paulo,
2009.
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Burst oxidativo de neutrodfilos do sangue periférico estimulado pelo PMA

Quando testamos o PMA, observamos a mesma tendéncia ao aumento do burst
oxidativo dos neutréfilos imediatamente apds a hemodilui¢do, seguido da diminui¢do
préxima aos valores basais ao final do periodo de observacdo (Figura 41). No entanto,
apenas o grupo HNA + Gel apresentou diferenca estatisticamente significante em

relacdo ao Controle imediatamente apds a hemodiluig@o.

Burst Oxidativo de Neutrodfilos do Sangue Periférico Induzido pelo PMA

4000

w

a1

o

o
I

w

o

o

o
I

2500 -
2000 -

1504 | i B

1000 ~

Média Geométrica da Intensidade de Fluorescéncia

500 -

TBASAL TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
[OControle THNA + Amido 1 HNA + NaCl m HNA + Gelatina |

Figura 41: Variacdo do Burst Oxidativo de Neutrdfilos do Sangue Periférico Induzido pelo Estimulo
PMA (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de
HNA com diferentes solucdes de reposicio volémica. Sdo Paulo, 2009 (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001
diferente de TBASAL; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##:
p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01; §§§: p<0,001 diferente do
grupo HNA + GEL).
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Burst oxidativo de mondcitos do sangue periférico representado pelo DCFH

Quando a populacdo de mondcitos representados pelo DCFH foi analisada no
citograma, observou-se o mesmo comportamento dos neutréfilos, ou seja, a tendéncia
ao aumento do burst apés a hemodilui¢do, como demonstra a Figura 42. Apenas o grupo
HNA + Gel apresentou diferenca entre momentos e em relagdo ao grupo Controle em

TH.

Burst Oxidativo de Mondcitos do Sangue Periférico Representado pelo DCFH
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Figura 42: Variacdo do Burst Oxidativo de Mondcitos do Sangue Periférico Representado pelo reagente
DCFH (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de
HNA com diferentes solu¢des de reposicio volémica. Sdo Paulo, 2009 (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001
diferente de TBASAL; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##:
p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01; §§§: p<0,001 diferente do
grupo HNA + GEL).

Lavado Broncoalveolar

Foi observada no BALF a presenca de duas populacdes distintas nos citogramas.
Apés andlise destas populacdes por meio do “cell-sorting” no citometro de fluxo,
observamos um grupo de células pouco ativadas denominadas células monociticas e

outro grupo celular localizado a direita no citograma, posteriormente observados no
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microscopio, os macrdofagos. Os linfécitos foram claramente identificados, mas ndo
correspondem objeto deste estudo. As figuras 43 e 44 demonstram os citogramas e
respectivos histogramas das populacdes do Lavado Broncoalvolar de suinos e foram
utilizados para andlise individual das populagdes celulares. Os dados referentes ao burst

oxidativo das células pulmonares estdo representados na Tabela 8.
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Figura 43: Citograma demonstrando as popula¢des de macréfagos (vermelho), células monociticas
(verde) na representagdo do burst oxidativo com o DCFH, além de linfécitos (azul) do BALF. O
histograma demonstra o burst oxidativo da popula¢io de macréfagos entre 10" e 10> de um animal do
grupo HNA + Gelatina.
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Figura 44: Citograma demonstrando as popula¢des de macréfagos (vermelho), células monociticas
(verde) na indugd@o do burst com o PMA, além de linfécitos (azul) do BALF. O histograma demonstra o

burst oxidativo da populagio de macréfagos entre 10° e 10’ de um animal do grupo HNA + Gelatina.
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Tabela 8: Valores de burst oxidativo de células pulmonares (células monociticas e macréfagos)
presentes no lavado broncoalveolar representados pelo DCFH, além de induzidos pelo PMA dos
animais do grupo do grupo Controle e grupos Hemodilui¢do com diferentes solugdes de
reposi¢do volémica (média + desvio-padrdo). Sdo Paulo, 2009.

DCFH PMA
Parametro Grupos Células Macrdéfagos Células Macrdéfagos
Monociticas Monociticas

Burst Controle 7,94+2,88 99,54+14,80 14,69+14,90 188,62+63,39
Oxidativo de HNA+ Amido 22,99+13,42 110,61+60,868 57,17+51,75* 223,00+139,03888

, HNA + NaCl 16,12+10,55 149,93+39,78 19,8749,79 287,63+87,15
Células

HNA+Gelatina 39,15+22,36**%#  433,48+241,36*  87,42+73,69%%  874,98+420,39+ ###

Pulmonares
(MGIF)

DCFH: 2’7" diacetato de diclorofluoresceina; PMA: acetato miristato de forbol; MGIF: média geométrica da
intensidade de fluorescéncia. (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 diferente
do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01; §§§: p<0,001
diferente do grupo HNA + GEL).

Os leucocitos e células epiteliais do BALF foram contados em camara de
Neubauer conjuntamente, perfazendo um total de 27 no grupo Controle; 29 no grupo
HNA + Amido; 36 no grupo HNA + NaCl 0,9% e 65 células no grupo HNA + Gelatina.

Quando o burst oxidativo de células monociticas pulmonares representado pelo
DCFH foi estudado, foram observadas diferencas significativas entre os grupos HNA +
Gel (39,15+£22,36) e Controle (7,94+2,88; p<0,001), além de HNA + Gel e HNA +
NaCl (16,12+10,55; p=0,042). No estudo do burst oxidativo representado pelo DCFH
dos macréfagos pulmonares, notou-se diferencas entre HNA + Gel (433,48+241,36) e
Controle (99,54+14,80; p<0,05) e HNA + Gel e HNA + Amido (110,61+60,86;
p<0,05).

No burst oxidativo induzido pelo PMA de células monociticas pulmonares, o
grupo Controle (14,69+14,90) diferiu significativamente do HNA + Amido
(57,174£51,75; p=0,040) e do HNA + Gel (87,42+73,69; p=0,010). Quando os

macréfagos foram estudados, o grupo HNA + Gel (874,98+420,39) apresentou
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diferenca significativa em relacao ao Controle (188,62+63,39; p<0,001), HNA + Amido
(223,00£139,03; p<0,001) e HNA + NaCl (287,63+87,15; p<0,001).
Os resultados do burst oxidativo representado pelo DCFH e induzido pelo PMA

estdo apresentados nas Figuras 45 e 46, respectivamente.
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Figura 45: Variacdo do Burst Oxidativo de Células Pulmonares do Lavado Broncoalveolar Representado
pelo reagente DCFH (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo controle e aqueles submetidos ao
procedimento de HNA com diferentes solugdes de reposi¢do volémica. Sdo Paulo, 2009 (*: p<0,05; **:
p<0,01; ***: p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do
grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01; §§§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Burst Oxidativo de Células Pulmonares Estimulado pelo PMA
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Figura 46: Variaciao do Burst Oxidativo de Células Pulmonares do Lavado Broncoalveolar Induzido pelo
reagente PMA (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo controle e aqueles submetidos ao
procedimento de HNA com diferentes solugdes de reposi¢do volémica. Sdo Paulo, 2009 (*: p<0,05; **:
p<0,01; ***: p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do
grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01; §§§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).

Interleucinas

Os valores obtidos em absorbancia (densidade 6ptica) foram transformados para

picogramas/ml (Tabela 9) por meio de uma curva de regressdo nao-linear, utilizando a

curva padrdo (densidade dptica) e o valor correspondente da concentracdo (pg/ml).
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Tabela 9: Valores séricos de Fator de Necrose Tumoral-o., Interleucina-1f3, Interleucina-6 e
Interleucina-10 dos animais do grupo do grupo Controle e grupos Hemodilui¢do com diferentes
solugdes de reposi¢do volémica (média + desvio-padrdo). Sao Paulo, 2009.

IL Grupo TBasal TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
TNF-a.
(pg/ml)
Controle 140£72 79460 9142 76+41 98415 88+31 7118
HNA+Amido  158+77 107466 176480 172+111% 12629288 112459 70+14§
HNA+NaCl 179+116 89+22 14878 214£76%% 1421028 165+74 11949
HNA+Gel 117429 125+13 221£162%  323+204%%  304£174%F  216+180 211:£187*
IL-1B
(pg/ml)
Controle 98427 113£53 10081 8446 10351 53+29 5249
HNA+Amido 112454 99+77 119426 85+54§ 10357 100£57 73457
HNA+NaCl 8449 70426 107476 166£71 78433 60+34 67+25
HNA+ Gel 6625 66+32 75435 224+149a* 135468 104470 82462
IL-6
(pg/mI)
Controle 203+123 179435 136435 14649 158435 16350 148435
HNA+Amido 223137 204+154 230£79 218£166 220145 271£198 201£146
HNA+NaCl 168+84 14942 199472 365+211*+*  180+60 204493 242+129
HNA+ Gel 154461 214487 238+78 331+171% 327£174 340+£189a 3374238
IL-10
(pg/mI)
Controle 29+15 1946 28+10 2112 2612 27417 1748
HNA+Amido 2311 33+16 42422 4129 32430 31421 22416
HNA+NaCl 29421 2613 44434 594+35%% 37+26 32419 2848
HNA+ Gel 2549 25411 35+13 59428%% 4527 39422 46+32*

Tbasal: 20 minutos apés a aplicagdo da MPA; TINST: imediatamente antes da HNA; TH: imediatamente apds a
HNA; T60H: 60 minutos apés HNA; T120H: 120 minutos apés HNA; T60BI: 60 minutos apés o final da infusdo do
sangue; T120BI: 120 minutos apds o final da infusdo do sangue (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de
TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001
diferente do grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01; §§8§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Fator de Necrose Tumoral-ot (TNF-)

Com relagcdo ao TNF-o, houve um aumento desta varidvel em todos os grupos
imediatamente apds a hemodilui¢do, sendo significativo apenas no grupo HNA + Gel
quando confrontado com o Controle. No momento T60H, os grupos HNA + Amido,
HNA + NaCl e HNA + Gel apresentaram valores significativamente mais altos que o
Controle. Passados 120 minutos do final da hemodiluicdo, o grupo HNA + Gel
apresentou diferenga estatisticamente significante em relacdo ao Controle, HNA +
Amido e HNA + NaCl. Ao final do experimento, apenas o grupo HNA + Gel
demonstrou valores significativamente mais altos quando confrontado com Controle e

HNA + Amido (Figura 47).
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Figura 47: Variacdo do Fator de Necrose Tumoral-o. (média e desvio-padrdao) em suinos do grupo
controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solu¢des de reposi¢do volémica.
Sdo Paulo, 2009 (a: p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TBasal; *: p<0,05; **: p<0,01; ***:
p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA +
NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01; §§§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Interleucina - 15 (IL-10)

No que alude a IL-1f, o grupo HNA + Gel apresentou niveis significativamente
mais altos entre momentos e em relacdo aos grupos Controle e HNA + Amido no

momento T60H (Figura 48).
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Figura 48: Variag¢do da Interleucina-1p (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo controle e aqueles
submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solu¢des de reposi¢do volémica. Sdo Paulo, 2009 (a:
p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 diferente do
grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §§:
p<0,01; §8§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Interleucina-6 (IL-6)

Foram observados niveis significativamente mais altos relacionados a IL-6 nos

grupos HNA + NaCl e HNA + Gel no momento T60H (Figura 49).
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Figura 49: Variacdo da Interleucina-6 (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo controle e aqueles
submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solu¢des de reposicio volémica. Sdo Paulo, 2009 (a:
p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 diferente do
grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §§:
p<0,01; §8§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Interleucina-10 (IL-10)

No que se refere a IL-10, esta citocina apresentou-se aumentada em relagdo ao
Controle nos grupos HNA + NaCl e HNA + Gel 60 minutos apds a hemodilui¢do. Ao
final do experimento (T120BI), apenas o grupo HNA + Gel diferiu significativamente

do Controle (Figura 50).
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Figura 50: Variagdo da Interleucina-10 (média e desvio-padrdo) em suinos do grupo controle e aqueles
submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solu¢des de reposicio volémica. Sdo Paulo, 2009 (a:
p<0,05; b: p<0,01; c: p<0,001 diferente de TINST; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 diferente do
grupo Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §8§:
p<0,01; §8§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).
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Interleucina-8 (IL-8)

A IL-8 mensurada apenas no lavado broncoalveolar ndo apresentou diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos estudados (Figura 51).
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Figura 51: Variacdo da Interleucina-8 (média e desvio-padrdo) no lavado broncoalveolar em suinos do
grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solu¢des de reposicdo

volémica. Sao Paulo, 2009.
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Histopatoldgico

Com relacdo ao exame histopatoldgico, foi realizada uma classificacdo quanto a
infiltracdo de células mononucleares e polimorfonucleares no pulmao (Tabela 10), além
da classifica¢do do edema intersticial pulmonar, colapso alveolar e congestdo, executada

nos cinco cortes de pulmao estudados em todos os grupos (Tabela 11).

Tabela 10. Classificacdo quanto a infiltragdo de células mononucleares e polimorfonucleares
nos diferentes lobos pulmonares (mediana, limite superior e inferior). Sdo Paulo, 2009.

IIC AD AE DD DE Acessorio

Mn Nt EM | Mn | Nt EM | Mn Nt EM | Mn | Nt EM | Mn | Nt EM

Controle | 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0
0-1) (0-1) | (0-1) | (0-1) | (O-1) | (O-1) | (O-1) | (O-1) | (O 0-1) | (0-1) | (0) 0-1) | (0 0
Amido 1 1 0 L5 |0 0* 2 1 0 2 1 0 1 0 0
(1-2) (0-1) | (0-1) | (0-2) | (0-1) | (0-2) | (0-2) | (O-1) | (O) 0-2) | (0-1) | (0) 0-1) | (0 0
NaCl 2 15 |0 KL ) 2 2 1 0 3|2 0 1 0 0
(1-3) 0-2) | (0-1) | (1-3) | (0-2) | (0-2) | (0-2) | (O-1) | (0) (1-3) | (0-2) | (O 0-1) | (0) (0)
Gelatina | 1 1 0 1 3| 3 |1 1 0 1 2 0 05 |0 0

0-2) | ©-D | ©0-) | (0-2) | (1-3) | (2-3) | (0-2) | (O-1) | (0) 0-2) | (0-2) | (O ©-1) | O 0

AD: Apical Direito; AE: Apical Esquerdo; DD: Diafragmaético direito; DE: Diafragmético Esquerdo; Mn:
infiltrado mononuclear; Nt: neutréfilo; E/M: eosindfilo/mastocito; O = nenhum, 1 = discreto, 2 =
moderado, 3 = intenso (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 diferente do grupo Controle; #: p<0,05; ##:
p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01; §§§: p<0,001 diferente do
grupo HNA + GEL).
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Tabela 11. Classificacdo do edema intersticial pulmonar, colapso alveolar e congestio nos
diferentes lobos pulmonares (mediana, limite superior e inferior). Sdo Paulo, 2009.

Grupos Lobos Pulmonares

Edema Pulmonar Intersticial AD AE DD DE Acessorio
Controle 1(0-1) 0(0-1) 0(0) 1(0-1) 0(0)
HNA-+Amido 2(1-2) 1(1-2) 1(1-2) 2(1-2) 0(0)
HNA+NaCl 3(2-3)*** 2(1-3)* 2(2-3)*** 3(1-3)** 1(0-1)
HNA+Gel 2(1-2) 3(2-3)*** 2(1-2)* 2(1-3) 1(0-1)
Colapso Alveolar AD AE DD DE Acessorio
Controle 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
HNA+Amido 1(1-2) 1(1-2) 1(0-1)* 2(1-2) 0(0)"*
HNA+NaCl 3(2-3)kw 1(1-3)* 2(2-3)kw F(1-F)RwEk ] (1-2)kk
HNA+Gel 2(1-2)* 3(2-3)k 2(1-2)* 2(1-3)* 0(0)"**
Congestao AD AE DD DE Acessorio
Controle 0(0) 0(0) 1(0-1) 1(0-1) 0(0)
HNA-+Amido 1(0-2) 1(1-2) 1(1-2) 1(1-2) 1(0-1)
HNA+NaCl 1(1-2)** 1(1-3)* 1(1-2) 2(1-3)* 1(0-1)
HNA+Gel 1(1-2)** 3(1-3) 1(1-2) 2(1-3)* 1(0-1)

AD: Apical Direito; AE: Apical Esquerdo; DD: Diafragmatico direito; DE: Diafragmadtico Esquerdo; 0 =
nenhum, 1 = discreto, 2 = moderado, 3 = intenso (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 diferente do grupo
Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01;
§8§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).

Grupo Controle

O exame microscopico revelou parénquima pulmonar contendo bronquios,
bronquiolos e alvéolos com arquitetura tipica. Nao foi notado edema, congestdo ou
colapso alveolar importante nos lobos estudados, apenas infiltrado mononuclear

discreto em alguns campos (Figura 52).
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Figura 52. Padrdao microscépico dos lobos pulmonares de suinos do grupo Controle corado por
hematoxilina e eosina. AD: Apical Direito; AE: Apical Esquerdo; DD: Diafragmadtico direito; DE:
Diafragmatico Esquerdo. Magnificacdo 10x. Sao Paulo, 2009.
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Grupo HNA + Amido
O exame microscopico mostrou parénquima pulmonar contendo bronquios,
bronquiolos e alvéolos com arquitetura tipica em todos os corte do pulmio. Foi

observado neste grupo um infiltrado inflamatério discreto a moderado, composto

basicamente por células mononucleares (Figura 53).
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Figura 53. Padrdo microscépico dos lobos pulmonares de suinos do grupo HNA + Amido corado por
hematoxilina e eosina. AD: Apical Direito; AE: Apical Esquerdo; DD: Diafragmdtico direito; DE:
Diafragmatico Esquerdo. Magnificagdao 10x. Sao Paulo, 2009.

Grupo HNA + NaCl

Com relacdo a histologia pulmonar deste grupo, todos os lobos pulmonares,
exceto o acessorio, apresentaram escores de edema significativamente mais altos
quando comparados ao Controle. Colapso alveolar foi notado em todos os lobos
pulmonares, enquanto que a congestdo foi observada nos lobos apical direito e esquerdo
além do diafragmdtico esquerdo (Figura 54). Quando o infiltrado inflamatério foi
estudado, notou-se um actiimulo moderado a intenso de células mononucleares nos lobos

pulmonares, com excec¢ao do lobo acessoério (Tabela 9).
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igura 54. Padrdo microscépico dos lobos pulmonares de suinos do grupo HNA + NaCl corado por
hematoxilina e eosina. AD: Apical Direito; AE: Apical Esquerdo; DD: Diafragmatico direito; DE:
Diafragmatico Esquerdo. Magnificacdo 10x. Sao Paulo, 2009.
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Grupo HNA + Gelatina

Com relacdo a este grupo (Figura 55), todos os lobos pulmonares, com excecao do
acessorio, apresentaram colapso alveolar moderado a intenso. Edema pulmonar foi
notado apenas nos lobos apical esquerdo e diafragmdtico direito. Com excecdo dos
lobos diafragmadtico direito e acessorio, todos os outros apresentaram congestao. Apesar
do discreto infiltrado mononuclear neste grupo, observou-se infiltrado de células
polimorfonucleares intenso com importante acimulo de neutréfilos, eosindfilos e
mastdcitos no lobo apical esquerdo (Figura 56). Apesar destas consideracdes, os outros

lobos pulmonares apresentaram o parénquima com arquitetura tipica, sem alteracdes

importantes.
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Figura 55. Padrdo microscopico dos lobos pulmonares de suinos do grupo HNA + Gelatina corado por
hematoxilina e eosina. AD: Apical Direito; AE: Apical Esquerdo; DD: Diafragmadtico direito; DE:
Diafragmatico Esquerdo. Magnificacdo 10x. Sao Paulo, 2009.

Figura 56. Detalhamento do padrdo microscépico do lobo apical esquerdo de suinos do grupo HNA +
Gelatina corado por hematoxilina e eosina. A: Infiltrado de polimorfonuclear com congestdo, edema e
perda do parénquima alveolar. Magnifica¢do 40x. B: Infiltrado de mastdcito (seta preta) e eosindfilo (seta
vermelha) no lobo apical esquerdo. Magnificagdo 40x. Sdo Paulo, 2009.
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A Figura 57 demonstra a andlise histopatoldgica do lobo apical esquerdo de todos os

grupos estudados.

Figura 57. Padrio microscépico do lobo apical esquerdo ‘dos animais do grupo Controle e aqueles
submetidos a HNA corado por hematoxilina e eosina. Magnificagdo 10x. Sdo Paulo, 2009.
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Imunoistoquimica

Apdés a andlise histopatoldgica de todos os cortes, procedeu-se a andlise
imunoistoquimica dos lobos pulmonares. A expressao da COX-2 e E-selectina estava
presente difusamente no citoplasma dos leucécitos e células endoteliais e,
ocasionalmente, parte da membrana estava corada, sendo que a COX-2 apresentou
varia¢do na expressdo dependente do lobo pulmonar analisado para os diferentes grupos

de tratamento (tabela 12).

Tabela 12. Classificacdo da expressdo da enzima COX-2 e da molécula de adesdo E-selectina
nos diferentes lobos pulmonares (mediana, limite superior e inferior). Sdo Paulo, 2009.

Grupos Lobos Pulmonares

COX-2 AD AE DD DE Acessorio
Controle 0(0) 1(1-2) 1(0-1) 1(0-2) 0(0)
HNA+Amido 1(0-1) 2.5(1-3) 2(2-3)* 2(0-2) 0(0)*
HNA+NaCl 2(0-2)** 2(2-5) 3(2-5)%** 3(1-3) 1(0-1)*
HNA+Gel 1(0-2) 6(6-7)%%%%  2(2-3)% 1(0-2) 0(0)*
E-selectina AD AE DD DE Acessorio
Controle 0(0) 1(0-2) 1(0-2) 1(0-2) 0(0)
HNA+Amido 1(0-1) 2(1-3) 1.5(1-2) 2(1-2) 0(0)"
HNA-+NaCl 1.5(0-2)* 2(1-2) 3(0-3) 2(1-3) 1(0-1)*
HNA+Gel 1(0-1) 5.5(5-6)*** 2(0-2) 1(0-2) 0(0-1)

AD: Apical Direito; AE: Apical Esquerdo; DD: Diafragmatico direito; DE: Diafragmadtico Esquerdo; 0 =
nenhum, 1 = discreto, 2 = moderado, 3 = intenso (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 diferente do grupo
Controle; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 diferente do grupo HNA + NaCl; §: p<0,05; §§: p<0,01;
§§§: p<0,001 diferente do grupo HNA + GEL).

Grupo Controle

Os animais do grupo Controle apresentaram fraca expressdo tanto da enzima

Ciclooxigenase-2 nos neutrdfilos e macréfagos pulmonares, quanto da molécula de

adesdo E-selectina no endotélio pulmonar (Figuras 58 e 59).
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Figura 58: Padrio microscépico da expressdo de COX-2 nos leucécitos pulmonares de suinos do grupo
controle. As setas mostram a imunoreacdo positiva no citoplasma dos leucécitos. AD: Apical Direito;
AE: Apical Esquerdo; DD: Diafragmatico direito; DE: Diafragmatico Esquerdo. Magnificacdo 10x e
40x. Sao Paulo, 2009.

Figura 59: Padréo microscépico da expessﬁo de E-selectina nas células endoteliais pulmonares de suinos do
grupo controle. As setas mostram a imunoreago positiva na membrana das células endoteliais. AD: Apical
Direito; AE: Apical Esquerdo; DD: Diafragmatico direito; DE: Diafragmatico Esquerdo. Magnificacdo 10x
e 40x. Sdo Paulo, 2009.
Grupo HNA + Amido
Apenas o lobo diafragmdtico direito apresentou uma expressdo percentual
mediana significativamente maior para a enzima COX-2 em relagcdo ao grupo Controle.

Os demais lobos e a expressao da E-selectina ndo foi relevante neste grupo (Figuras 60

e 61).

[

Figura 60: Padrao micrscépico da expressdo de COX-2 nos leucdcitos pulmonares de suinos do grupo
HNA + Amido. As setas mostram a imunoreagdo positiva no citoplasma dos leucécitos. AD: Apical Direito;
AE: Apical Esquerdo; DD: Diafragmatico direito; DE: Diafragmatico Esquerdo. Magnificacdo 10x e 40x.

Sao Paulo, 2009.

grupo HNA + Amido. As setas mostram a imunoreacéo positiva na membrana das células endoteliais. AD:
Apical Direito; AE: Apical Esquerdo; DD: Diafragmdtico direito; DE: Diafragmatico Esquerdo.
Magnificacdo 10x e 40x. Sdo Paulo, 2009.
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Grupo HNA + NaCl

Neste grupo, os lobos apical e diafragmdtico direitos, além do acessorio
apresentaram uma expressdo percentual mediana significativamente maior para a
enzima COX-2 quando comparado ao grupo Controle. Com relacdo a E-selectina, o

lobo apical direito e acessério demonstraram uma expressdo mais forte em relacdo ao

Controle (Figura 62 e 63).
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Figura 62: Padrdo microscépico da expressdo de COX-2 nos leucdcitos pulmonares de suinos do grupo
HNA + NaCl. A seta mostra a imunoreacgio positiva no citoplasma dos leucécitos. AD: Apical Direito; AE:
Apical Esquerdo; DD: Diafragmadtico direito; DE: Diafragmatico Esquerdo. Magnifica¢do 10x e 40x. S@o
Paulo, 2009.

Ll

grupo HNA + NaCl. A seta mostra a imunoreacio positiva na membrana das células endoteliais. AD:
Apical Direito; AE: Apical Esquerdo; DD: Diafragmadtico direito; DE: Diafragmatico Esquerdo.
Magnificacdo 10x e 40x. Sdo Paulo, 2009.

Grupo HNA + Gelatina
Os animais tratados com Gelatina apresentaram uma expressdo muito forte da
enzima COX-2 e da E-selectina no lobo pulmonar apical esquerdo, como demonstram

as Figuras 64 e 65.
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Figura 64: Padrdo microscopico da expressdo de COX-2 nos leucdcitos pulmonares de suinos do grupo
HNA + Gel. A seta mostra a imunoreacio positiva no citoplasma dos leucécitos. AD: Apical Direito; AE:
Apical Esquerdo; DD: Diafragmatico direito; DE: Diafragmatico Esquerdo. Magnificagdo 10x e 40x. Sdo
Paulo, 2009.
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Figura 65: Padrdo microscépico da expressio de E-selectina nas células endoteliais pulmonares de suinos do
grupo HNA + Gelatina. A seta mostra a imunoreag@o positiva na membrana das células endoteliais. AD:
Apical Direito; AE: Apical Esquerdo; DD: Diafragmadtico direito; DE: Diafragmatico Esquerdo.
Magnificacdo 10x e 40x. Sdo Paulo, 2009.
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6. DISCUSSAO

Observou-se neste estudo que a hemodilui¢cao realizada tanto com a solugdo de
cloreto de sdédio 0,9%, amido hidroxietilico e gelatina fluida modificada, embora
respondam hemodinamicamente de maneira semelhante, apresentam diferencas
importantes em relacio a resposta inflamatéria. Os principais resultados desta
investigacdo demonstraram que a gelatina fluida modificada induziu uma resposta
inflamatdria pronunciada. Esta se traduziu no aumento significante dos niveis de TNF-
o, IL-1B, IL-6, além do aumento do burst oxidativo de neutréfilos e da expressdo
acentuada da enzima COX-2 e da molécula de expressdo E-selectina nas células
pulmonares, quando comparado ao grupo Controle, HNA + Amido e HNA + NaCl.

A escolha entre as solugOes cristaldides ou coldides tem sido substrato para
controvérsias nas situagdes que requerem a reposicdo volémica, tais como a
hemodilui¢do, a ressuscitacdo volémica durante o trauma, o choque hemorragico e o
choque séptico. No presente estudo observou-se melhores resultados, no que tange a
inflamacao, com a utiliza¢do tanto da solu¢do de cloreto de sédio 0,9%, quanto do
amido hidroxietilico 6% (130/0,4). Uma vez que sao necessdrios trés vezes o volume de
solucdo de NaCl 0,9% para promover a mesma expansdo plasmdtica que o amido
hidroxietilico e o emprego de grandes volumes desta solu¢do pode favorecer a
ocorréncia de acidose hiperclorémica, o coléide em questdo torna-se uma alternativa
considerével.

Em situagdes clinicas distintas, a ressuscitacdo volémica agressiva é uma
ferramenta importante empregada para evitar a diminuicdo da disponibilidade de
oxigénio aos tecidos. Nas circunstancias com perda sanguinea significante e reposi¢ao
volémica agressiva, a queda do hematdcrito pode gerar uma condicao de hemodilui¢ao

grave. Em estudos prévios, foram investigados os efeitos da hemodilui¢do no sistema
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cardiopulmonar, além das solugdes utilizadas durante a HNA. Os col6ides mostraram-se
superiores aos cristaldides, uma vez que os primeiros nao causaram altera¢des ultra-
estruturais nas miofibrilas cardiacas, além de preservar a mecanica pulmonar e manter
estaveis as varidveis de oxigenacdo (Fantoni et al., 2005; Fraga et al., 2005; Margarido
et al., 2007; Otsuki et al.; 2007).

Até a presente data, este estudo € a primeira investigacdo experimental
comparando os efeitos da HNA com trés diferentes solugdes para reposicao volémica
(amido hidroxietilico, soluc¢do de cloreto de sédio 0,9% e gelatina fluida modificada) e
com a avaliagdo do burst oxidativo, interleucinas e expressao de COX-2 e E-selectina
no tecido pulmonar.

As diferengas nos protocolos dos estudos certamente contribuem para resultados
divergentes encontrados na literatura. Muitas pesquisas sdo realizadas em modelos
animais de hemorragia ou choque séptico enquanto outras sdo desenvolvidas com
pacientes sauddveis ou em momentos diferentes da evolucdo do choque séptico. Além
deste fato, observam-se divergéncias em relacdo aos kits utilizados para dosar os niveis
de citocinas, limites de deteccao, reagentes empregados, grande variagdo da técnica em
laboratério para dosar os mediadores inflamatdrios entre outras particularidades de
metodologias que definitivamente podem exercer um papel fundamental nos resultados
finais. Para polemizar o assunto, valores basais disponiveis na literatura variam
drasticamente de um estudo para outro, dificultando as comparagdes entre os resultados.
Por exemplo, Chen et al. (2005) relataram valores basais de IL-1 e IL-10 similares aos
observados neste estudo, enquanto Myers et al. (2003) e Oda et al. (2002) demonstram
diferentes niveis basais de IL-10 e IL-1, respectivamente.

O tipo de estimulo ou a condi¢do do paciente, o qual pode disparar a cascata

N

inflamatéria, também pode produzir resultados divergentes relativos a inflamacdo,
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quando diferentes solugdes sdo empregadas para reposicao volémica. Em modelo de
choque hemorrdgico em ratos, quando a gelatina fluida modificada (GEL) foi
comparada ao amido hidroxietilico 6% (HES) e Ringer lactato, observou-se aumento
significativo da IL-6 no grupo de GEL alcancando valores ao redor de 4000 pg/ml (Lee
et al., 2005). Na presente investigacdo, a IL-6 alcangcou um méximo de 365 pg/ml no
grupo HNA + NaCl e 331 pg/ml no grupo HNA + GEL sessenta minutos apds a
hemodilui¢ao. Entretanto, em modelo de choque endotéxico produzido pela bactéria E.
coli em suinos (Nielsen et al., 2007), a IL-6 alcangou niveis de 3000 pg/ml, 210 minutos
depois da administra¢do da endotoxina.

A Interleucina 6 estd descrita na literatura como um marcador da gravidade da
lesdo (Biffl et al., 1996) e, comparada com outras citocinas, a IL.-6 é considerada como
o mais confidvel preditor de resultados (DeLong, Born, 2004), ou seja, quanto mais alta
a IL-6, pior o progndstico do paciente (Loisa et al., 2003). Além disso, niveis
circulantes de IL-6 aumentados podem refletir o desenvolvimento de complicacdes
sépticas apds trauma ou importante perda de sangue (Martin et al., 1997). Ao contréario
da IL-1PB, a IL-6 estd significativamente aumentada na maioria dos pacientes sépticos,
sustentada por um tempo maior e refletindo a intensidade do processo inflamatério
(Loisa et al., 2003).

Apesar da IL-6 ser o principal indutor da sintese de proteina C-reativa no
hepatdcito, com subseqiiente atracdo de neutréfilos para o sitio de infec¢do (Cunneen,
Cartwright, 2004), esta citocina também pode promover efeitos anti-inflamatérios,
inibindo a IL-1 e TNF, além de estimular a sintese de IL-1Ra (Borish, Steinke, 2003).
Por estas razdes, a IL-6 é considerada tanto inflamatdéria, quanto anti-inflamatdria
(Dinarello, 1996; Xing et al., 1998; Loisa et al., 2003; Abbas, Lichtman, 2005). No

presente estudo foi observado um aumento da IL-6 nos grupos HNA + NaCl e HNA +
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Gel, sendo que apenas neste ultimo a elevagdo foi sustentada ao longo do experimento
depois do procedimento de HNA. Este resultado coincidiu com os valores de TNF
obtidos neste grupo durante o experimento, reafirmando a func¢ao regulatoria da IL-6.

As diferencas observadas entre os resultados disponiveis neste estudo e na
literatura, podem ser explicadas pelo impacto dos diferentes estimulos nas células,
resultando na discrepancia observada. No modelo de HNA, quando a hemodinamica é
mantida de maneira estdvel e, teoricamente, o fluxo na microcirculagdo é preservado,
ndo existiria uma razao considerdvel para a ativacdo significativa de células e producao
de citocinas.

O TNF-a é o primeiro mediador inflamatério produzido frente a um estimulo,
considerado um mediador do sistema imune inato e crucial para induzir protecao local
(Ulloa, Tracey, 2005). Quantidades minimas de TNF-o contribuem para a defesa do
hospedeiro por limitar a propagacdo de organismos patogé€nicos para a circulagdo
sanguinea, fato observado durante a resposta inflamatdria tipica, na qual a liberacdo e
magnitude da producdo de TNF-a sdo limitadas (Tracey, 2002; Ulloa, Tracey, 2005).
No entanto, quando a producao de TNF-a € excessiva e prolongada, torna-se deletéria
para o organismo (Netea et al., 2003), uma vez que supera a regulacdo normal da
resposta imune, induzindo a ativacdo de outras citocinas, do 6xido nitrico e de espécies
reativas de oxigénio, os quais promovem inflamacdo e lesdo tecidual potencialmente
letal (Tracey, 2002, Ulloa, Tracey, 2005).

No que alude ao TNF-a, o grupo HNA + GEL apresentou o maior valor (323
pg/ml) 60 minutos apds a HNA, diferindo estatisticamente do grupo Controle. Lee et al.
(2005) demonstraram valores em torno de 500 pg/ml no grupo tratado com gelatina
sessenta minutos apds a ressuscitacdo volémica. Em modelo de choque endotdxico, o

TNF-o chegou a 30.000 pg/ml, 90 minutos depois da administracdo da endotoxina no
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grupo estimulado com LPS e tratado com proteina C-ativada (Nielsen et al., 2007).
Feng et al. (2007) em um modelo de sepse em ratos demonstraram valores similares de
TNF-a no grupo sepse o qual recebeu HES (130/0,4) quando comparados aos valores
observados no grupo HNA + Amido nesta investigacdo. Apds a exposicdo ao LPS, o
nivel sérico de TNF eleva-se durante os primeiros 30 a 90 minutos, apresentando pico
entre 3 a 4 horas (Cohen, 2002; Cunneen, Cartwright, 2004). No presente estudo, foram
observados valores méximos de TNF 60 minutos apds o final da hemodiluicdo, com
uma tendéncia a diminui¢do em todos os grupos, com exce¢ao do HNA + GEL, onde os
niveis desta citocina permaneceram altos até o final do experimento.

A interleucina 1f apresenta efeitos andlogos ao TNF-q., inclusive recrutamento de
neutrofilos, estimulacdo da liberacdo de quimiocinas e da expressdo de moléculas de
adesdo (Ishida et al., 2006) agindo sinergicamente com o TNF-o durante a resposta
inflamatéria (Dinarello, 2000; Del Vecchio ef al., 2004). Como mediador inflamatério,
a IL-1 pode apresentar uma rapida elevagdo, enquanto em outros casos, sua producéo é
lenta (Dinarello, Wolff, 1993). Em situacdes de sepse, observam-se resultados
contraditérios, em alguns pacientes os niveis séricos de IL-1 podem ser indetectéveis,
demonstrando pouca correlagdo com a gravidade da doenca (Loisa et al., 2003),
enquanto em outros pacientes com sepse sdo observados niveis elevados, apresentando
correlagdo significativa com a gravidade do quadro séptico (Casey, 2000).

No que se relaciona a IL-1f neste estudo, um aumento significante foi verificado
no grupo HNA + GEL (224+56 pg/ml) sessenta minutos apds o final da hemodiluicao.
Chen et al. (2005) estudando os efeitos da hipotermia em modelo de hemorragia letal
em suinos encontraram valores basais semelhantes de IL-1 (200 pg/ml). Oda et al.
(2002) observaram niveis andlogos (150-200 pg/ml) de IL-1 depois do choque

hemorrdgico em suinos e, esta resposta foi acentuada (1600 pg/ml) quando a sindrome
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compartimental abdominal foi associada. Em outro estudo, o desafio com o LPS nao
alterou os niveis (218 pg/ml) de IL-1 (Myers et al., 2003). Os valores de IL-1 notados
no estudo em tela estdo em acordo com Feng et al. (2007), o qual demonstrou valores
compativeis de IL-1 durante a sepse em ratos tratados com diferentes volumes de HES
(130/0,4), concluindo que o amido hidroexietilico poderia diminuir os mediadores
inflamatérios e modular a resposta inflamatdria, enquanto que a gelatina fluida
modificada promoveu resultados opostos. Apds o aumento de IL-1B no grupo HNA +
GEL, houve diminui¢do progressiva desta ao longo do tempo. A razdo desta reducdo
pode ser explicada pelo estimulo de pouca magnitude da hemodilui¢do e pela sintese do
antagonista de receptor da IL-1 (IL-1Ra) (Loisa et al., 2003).

Provavelmente, a liberagdo da IL-1Ra diminuiu os niveis circulantes da IL-1f3 aos
120 minutos apds a hemodilui¢do, uma vez que concomitante ao estimulo da produgao
da IL-1P, ocorre o estimulo da sintese de IL-1Ra, sendo este um inibidor natural da IL-
1, com estrutura homodloga e apresentando-se biologicamente inativo, este antagonista
liga-se ao receptor da IL-1, inibindo a ligacdo desta interleucina por mecanismo
competitivo (Abbas, Lichtman, 2005).

A interleucina-10 atua como citocina anti-inflamatoria, inibindo a sintese de
citocinas pro-inflamatérias (Casey, 2000). A IL-10 pode diminuir a liberacdo de
citocinas pré-inflamatdrias, suprimir as fungdes das células do sistema imune, além de
possuir importante papel na regulacdo da resposta inflamatéria inicial (Schneider et al.,
2004). A supressao da IL-10 resulta em aumento dos niveis séricos circulantes de TNF e
IL-6 sugerindo que esta citocina tem um importante poder anti-inflamatério (Cunneen,
Cartwright, 2004).

Neste estudo, os valores de IL-10 obtidos foram muito baixos ao longo do periodo

de observacdo embora um aumento significante nos grupos HNA + Gel e HNA + NaCl
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foram verificados 60 minutos depois da HNA com valores médios de 59+11 pg/ml,
valor que pode ser considerado normal para esta citocina nas medidas basais (Chen et
al., 2005; Nielsen et al., 2007; Malkevich et al., 2008). No estudo de Lee et al. (2005)
observou-se niveis de IL-10 em torno de 250 pg/ml no final da ressuscitacdo com
gelatina e no grupo Sham. Uma diminui¢ao significante nos niveis circulantes de IL-10
foram observados 210, 270 e 330 min depois do choque hemorrdgico, quando o grupo
que foi submetido a reposicdo volémica com gelatina foi comparado ao HES, Ringer
lactato e grupo Sham. Myers et al. (2003) em um modelo de choque endotoxémico em
suinos (Escherichia coli) demonstrou valores compativeis com Lee et al. (2005) 3 horas
ap6s a infusao de LPS.

Zhang et al. (2003) estudou a resposta inflamatoria da ressuscitagao volémica com
5 ou 25% albumina e Ringer lactato em um modelo de choque hemorragico e choque
séptico em ratos. Os animais tratados com albumina mostraram niveis significantemente
menores de TNF-o, IL-6 e proteina inflamatéria de macréfagos-2, além de valores
significantemente maiores de IL-10 no grupo submetido ao choque hemorragico. Estes
efeitos anti-inflamatérios da albumina ndo foram verificados no grupo submetido ao
choque séptico. A diminui¢do da producgdo de citocina foi associada com uma redugdo
da formacdo de per6xido de hidrogénio no grupo albumina.

A magnitude da resposta da IL-10 parece correlacionar-se com O processo
inflamatério e a concentracdo plasmaética de citocinas pré-inflamatérias como o TNF-o.
Enquanto o TNF-a estimula a sintese de IL.-10, na presenca do estimulo da inflamagao,
a IL-10, por sua vez, bloqueia a sintese de TNF-a na medida da resolu¢do do processo
inflamatério levando a normalizacao dos niveis séricos das citocinas (Borish, Steinke,
2003). Na presente investigacdo foi verificado um aumento concomitante da IL-10

quando o TNF-a apresentou os valores mais altos nos grupos HNA + NaCl e HNA +
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GEL. Possivelmente, a elevacdo da citocina anti-inflamatéria reflete o aumento do
TNF-a e a diminuicao deste apds o pico de concentracao plasmaética pode ser resultado
do aumento da IL-10.

Em contraste com o amido hidroxietilico, poucos estudos foram, até a presente
data, conduzidos com a gelatina fluida modificada e mensuracdo de citocinas (Boldt,
2006). Nao obstante parece claro que, o fator ativador, como por exemplo, endotoxinas
ou hemorragia desempenham um papel significante na magnitude da resposta
observada. Outro aspecto a ser considerado € que as citocinas respondem de uma
maneira diferente frente aos estimulos. Dependendo do tempo observacional do estudo,
estas inteleucinas podem ndo serem detectadas no plasma, ou mesmo, o pico de
concentracdo plasmdtico pode ndo ser alcancado, mesmo com um estimulo respeitdvel.
Talvez, essa seja uma explica¢do plausivel para os baixos niveis circulantes de IL-10
observados nesta investigacdo. Esta citocina anti-inflamatéria apresenta liberacdo tardia
quando comparada ao TNF-a e IL-1. Apo6s a incitagdo da IL-10, o pico de concentracdao
plasmaética pode ser alcancado depois de 4 horas, fato ndo ocorrido neste trabalho, uma
vez que o periodo de observacgao foi de 4 horas apés a HNA (Lang et al., 2003).

O uso de fluidoterapia agressiva durante este experimento pode ter diluido os
niveis circulantes de citocina, influenciando as medidas das mesmas. Na tentativa de
evitar esta limitagdo, procedeu-se a dosagem da uréia plasmdtica nos mesmos
momentos que as interleucinas e, foi observado diminuicdo nos niveis no grupo HNA +
Amido (2,83%), HNA + NaCl (29,25) e HNA + GEL (8,88%) imediatamente apds a
hemodiluicdo quando comparado com TINST. Em decorréncia da alta taxa de
fluidoterapia utilizada durante a hemodilui¢do, cerca de 50 ml/Kg/30 minutos no grupo
dos coldides e 150 ml/Kg/30 minutos de HNA no grupo cristaldide, este € um fator

importante a ser considerado ao analisar os resultados das citocinas, apesar de outros
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trabalhos existentes na literatura ndo mencionarem este evento, mesmo em estudos
clinicos (Boldt et al., 2004; Boldt et al., 2008).

Embora o tipo de estimulo influencie a resposta inflamatéria, o impacto das
solucdes utilizadas para a reposicdo volémica parece ser de suma importancia. Nos
estudos citados e, corroborando com nossos resultados, a reposicdo volémica com
gelatina induziu um efeito mais pronunciado nos mediadores inflamatérios quando
comparado as outras solucdes. Verificou-se que os animais tratados com a gelatina
apresentaram niveis maiores de todas as citocinas em diferentes momentos quando
comparado ao grupo Controle. No grupo HNA + Amido, apenas o TNF-a foi
significativamente maior 60 minutos apds o final da HNA. Em estudos clinicos
realizados com pacientes os resultados sdao muitos similares. Boldt et al. (2004)
demonstrou que os niveis de IL-6 e IL-8 de pacientes submetidos a cirurgias abdominais
foram atenuados quando o HES foi utilizado, enquanto pacientes tratados com Ringer
lactato ou solucao de cloreto de sédio 0,9% apresentaram niveis significantemente mais
altos destas citocinas imediatamente apds o término do procedimento cirurgico, 5 e 24
horas depois do final da cirurgia. Em um estudo recente em pacientes idosos submetidos
a cirurgia cardiaca, os valores de IL-6, IL.-10 e da molécula de adesao solivel ICAM-1
foi estatisticamente maior 5 horas, 24 hs e 48 hs apds o final da cirurgia no grupo de
pacientes tratados com gelatina comparado ao grupo HES (130:0,4) (Boldt ez al., 2008).

Lang et al. (2003) estudaram os efeitos do Ringer lactato e HES em pacientes
submetidos a cirurgia abdominal e observaram as citocinas aumentadas em ambos 0s
grupos. Todavia, os pacientes tratados com HES demonstraram niveis circulantes
significativamente menores de IL-6, IL-8 e ICAM-1 soldvel no primeiro dia de pés-
operatério com relacdo aqueles tratados com Ringer lactato. Em um estudo clinico

sobre a utilizacdo de hemodiluicdo normovolémica aguda em Reparo de Aneurisma
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Aodrtico Abdominal, observou-se uma grande varia¢ao nas respostas individuais de IL-6
sérica, alcancando o pico plasmético com 6 horas de procedimento cirdrgico. Uma
explicacdo para este fato sdo as diferencas na magnitude do estimulo cirdrgico como
também a responsividade do sistema imunolégico do paciente (Wolowczyk et al.,
2005).

Apesar dos resultados conflitantes relacionados na literatura, a ativacao
neutrofilica também pode ser influenciada pelo tipo de solucdo para reposicao volémica
utilizada. Neutréfilos ativados produzem uma série de espécies reativas de oxigé€nio
(EROs), fundamentais para a fagocitose de patdgenos. Recentemente foi evidenciado
que os EROs podem agir como via de sinalizacdo em condicdes fisioldgicas e
fisiopatoldgicas. Apesar de mostrarem-se fatores essenciais no metabolismo normal, os
EROs sdo potencialmente téxicos, uma vez que a liberacdo massiva de radicais livres de
oxigénio pode induzir lesdo e morte celular (Magder, 2006). Deste modo, o aumento da
fagocitose e da liberacdo de radicais livre de oxigénio pode indicar um estado de
ativacao neutrofilica aumentado.

Na presente investigacdo, a hemodilui¢do normovolémica aguda induziu ativacao
de neutréfilos, independente do tipo de fluidoterapia utilizada. Por outro lado, a infusao
do sangue previamente coletado ndo resultou em ativacdo neutrofilica adicional,
concordando com a literatura especializada (Rhee et al., 1998; Alam et al., 2000; Alam
et al., 2004). O sangue fresco total € um fluido complexo que contém células com
capacidade anti-oxidante (glébulos vermelhos) e uma significante habilidade tamp3o.
Assim como o sangue € um cendrio natural para as células circulantes, € possivel que a
infusdo do sangue previamente coletado, ndo tenha se mostrado como um fator
estimulante para os neutréfilos. Os neutréfilos sdo células fundamentais para a resposta

inflamatéria adequada frente a diversos estimulos. Dependendo da magnitude desta
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resposta e do tempo, as conseqiiéncias podem ser benéficas ou prejudiciais para o
paciente (Martins et al., 2003). Muller Kobold er al. (2000) demonstraram que o
progndstico reservado é diretamente relacionado a grande ativacdo de neutrdfilos e
mondcitos. Provavelmente existe uma forte correlacdo entre a magnitude de ativagcdo
neutrofilica e a gravidade e progndstico da doenca (Springer, 1994; Carlos, Harlan,
1994; Salvemini, Cuzzocrea, 2002; Martins et al., 2003).

Virios autores demonstram aumento da atividade de neutréfilos em pacientes com
sepse ou choque séptico quando comparados a voluntarios sauddveis (Wenisch et al.,
1999; Muller Kobold et al., 2000; Martins et al., 2003; Martins et al., 2008). Martins et
al. (2008) recentemente observaram que o burst oxidativo de neutr6filos e mondcitos
estavam aumentados em pacientes sépticos comparados com o grupo controle no
momento basal e apds a estimulacio com PMA, N-formilmetionil-leucil-fenilalanina
(fMLP), lipopolissacarideo (Salmonella abortus equi) e Staphylococcus aureus. Embora
o burst oxidativo de pacientes com sepse foi tdo alto quanto em pacientes com choque
séptico, a liberacdo de radicais livres de oxigénio em pacientes os quais apresentavam
pontuacdes de SOFA (Sequential Organ Failure Assessment-score) maior que 7 foi mais
alta que em pacientes com SOFA menor que 7, tanto pelos neutréfilos, quanto pelos
mondcitos. Este foi um importante resultado uma vez que a pontuacdo de SOFA de 7
discriminou pacientes sobreviventes dos ndo sobreviventes.

Em um experimento in vitro, utilizando sangue de voluntdrios sauddveis diluido
com cristaldides (Ringer lactato e solugdo de cloreto de s6dio 0,9%) e coldides (dextran
40, Hespan 6% e albumina) observou-se a ativacdo neutrofilica com os diferentes tipos
de fluido. Um aumento significante na expressdo de adesdo neutrofilica (CD18) foi
notado com o uso de coldides (p<0,05) e em menor extensdo com os cristaldides, sendo

que a albumina 25% nao propiciou o aumento de CD18 (Rhee et al., 2000).
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Alam et al. (2004) verificaram que tanto o Dextran, quanto o HES (200/0.5)
proporcionou um efeito pronunciado na ativacdo neutrofilica e liberacdo de radicais
livres de oxigénio durante o choque hemorrdgico, aumentando o burst oxidativo em
600% e 400%, respectivamente, em relacdo ao burst basal. O Ringer lactato (300%) e a
albumina 25% (200%) também estimularam o burst oxidativo. Estes resultados
relacionados ao burst oxidativo estdo de acordo com os achados do presente estudo,
uma vez que o grupo HNA + Amido promoveu uma liberacdo de radicais livres
ligeiramente maior que o grupo HNA + NaCl. Por outro lado, Jaeger et al. (2001)
demonstrou, em um estudo in vitro, que a gelatina e véarias preparacdes de HES 6%
(70/0,5; 200/0,5 e 450/0,7) ndo influenciaram o burst oxidativo de neutréfilos advindos
de pacientes submetidos a procedimentos cirurgicos urolégicos.

Outros autores observaram em um estudo in vitro, com a utilizagao de sangue de
voluntdrios sauddveis, que a gelatina aumentou significativamente a expressdo dos
receptores do complemento (CD11b/CD18), além do burst oxidativo. Por outro lado,
Dextran (40 e 60) e HES (6% e 10%), quando testados in vitro, ndo influenciaram a
fagocitose e a ativagao neutrofilica (Welters et al., 2000).

A infusdo de 7 ml/Kg durante 30 minutos de albumina humana, gelatina 4%,
amido hidroxietilico (200/0,5) ou solucdo de Ringer simples em pacientes ASA I nao
proporcionou diferengas significativas na expressao dos receptores do complemento
CR1 (CD35), CR3 (CD11b/CD18) e no receptor de L-selectina (CD62L) na superficie
dos polimorfonucleares (Engel et al., 2001). Por outro lado, Jaeger et al. (2000)
demonstraram em um estudo in vivo, em pacientes submetidos a cirurgias urolégicas,
que a administracdo de diferentes preparacdes de HES (HES 70/0.5; HES 200/0.5; HES
450/0.7) ndo foi associado a efeitos negativos em relacido a atividade fagocitaria dos

polimorfonucleares, enquanto que a gelatina resultou em diminui¢do da capacidade de
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fagocitose de neutréfilos e mondcitos. Como demonstrado, a literatura apresenta
diversos resultados em relacdo a ativag¢ao neutrofilica e produgdo de espécies reativas de
oxigénio, dificultando a escolha da fluidoterapia, principalmente, quando a inflamagao é
avaliada por um parametro isolado.

O choque hemorragico induzido pelo trauma frequentemente origina a lesdo
pulmonar que estd possivelmente associada ao edema pulmonar devido ao aumento da
permeabilidade capilar (Schumacher et al., 2003) e a infiltracdo de células inflamatdrias
no intersticio e alvéolos pulmonares (Murao et al., 2003). Um dos mecanismos
envolvidos na lesdo pulmonar induzida pela hemorragia inclui a resposta inflamatéria
pulmonar com o aumento da produgdo de radicais livres pelas células pulmonares (Di
Filippo et al., 2006). Na presente investigacdo, a geracdo espontanea e estimulada de
radicais livres de oxigénio no lavado broncoalveolar foi significativamente mais alta no
grupo HNA + GEL quando comparado aos outros grupos. A realizagdo do sorting
celular no citometro de fluxo e subseqiiente andlise citolgica permitiram a classificacao
das populagdes celulares encontradas no BALF em células monociticas e macréfagos.

Macroéfagos alveolares pulmonares assim como neutréfilos e mondcitos
recrutados para o pulmao constituem uma importante linha de defesa contra infecc¢ao
bacteriana. Estes leucocitos fagocitam as bactérias opsonizadas pelos anticorpos ou por
fatores do complemento, eliminando-as pela exposi¢do aos radicais livres de oxigénio
(Christensen et al., 1999; Witko-Sarsat et al., 2000; Zhang et al., 2000) Manoir et al.
(2002) verificaram a fungdo dos neutréfilos e macrofagos alveolares e demonstraram
que o burst oxidativo destas células € significativamente menor em suinos jovens do
que idosos, fato que implicaria na maior susceptibilidade dos primeiros a pneumonia de
origem bacteriana. Esta condi¢do poderia explicar a baixa magnitude do burst oxidativo

das células pulmonares. Por outro lado, a producdo excessiva de oxidantes pode
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resultar em lesao tecidual, sendo que os radicais livres de oxigénio estdo associados a
doencas pulmonares como a Sindrome da Angustia Respiratéria do Adulto (SARA) e
fibrose pulmonar (Maier, 1993; SchraufstaEtter , Cochrane, 1997).

O burst oxidativo ocorre na célula inflamatéria como resultado de uma agdo
catalitica da enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase
(NADPoxidase). Neste processo, o anion superdéxido é produzido e convertido
rapidamente em perdxido de hidrogénio, dcido hipocloridrico e radical hidroxil, além de
outras espécies toxicas denominadas conjuntamente de espécies reativas de oxigénio
(Chabot et al., 1998). Estes sdo considerados os mais importantes oxidantes
biologicamente ativos e responsdveis pelos danos tanto aos microorganismos, quanto
aos tecidos. Primariamente, a principal fonte de producdo de radicais livres no pulmao
sauddvel sdo os macrofagos alveolares, sendo que em situacdes de inflamagdo, os
neutréfilos € mondcitos recrutados do sangue para o pulmdo exercam uma importante
acdo oxidante (Haugen et al., 1999). Em adi¢@o ao aumento do influxo de leucécitos do
sangue para o pulmdo, podem ocorrer mudancas na maturidade dos macréfagos
alveolares como mudangas no tamanho da célula, densidade e propriedades funcionais
(Calhoun et al., 1992; Kuo, Yu, 1993).

A populagdo inflamatoéria predominante no pulmao varia de acordo com o carater
da doenca (Haugen et al., 1999). Consequentemente, o burst oxidativo das células
pulmonares pode ndo apenas depender do estado de ativacdo celular, mas também da
composicdo das células inflamatérias e a habilidade destas células em produzir espécies
reativas de oxigénio. A literatura apresenta resultados conflitantes no que diz respeito a
producdo de EROS por macréfagos alveolares e mondcitos. Alguns autores observaram
producdo similar de EROS por macréfagos alveolares e mondcitos (Kienast et al.,

1994%, Kienast et al., 1994") enquanto outros demonstraram uma maior capacidade
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oxidante quando os macréfagos alveolares foram estudados em comparacdo aos
mondcitos (Kemmerich et al., 1987). Este tltimo resultado estd em acordancia com a
presente investigacdo, uma vez que o burst oxidativo das células monociticas
pulmonares foi de pequena magnitude, enquanto o burst de macréfagos alveolares foi
bem superior. Haugen et al., 1999 observou que os macréfagos alveolares, os quais se
apresentavam como células maiores na andlise da citometria de fluxo, produziram uma
maior quantidade de EROs quando o DCFH foi testado. Quando o PMA foi testado no
BALF proveniente de individuos sauddveis, os autores verificaram um modesto
aumento na producdo de EROs, concordando com os achados do grupo Controle, HNA
+ Amido e HNA + NaCl no presente estudo.

Os mondcitos sao células do sistema fagocitico mononuclear as quais respondem
ativamente frente ao estimulo inflamatério com a liberacdo de mediadores como o TNF-
o. Em geral, assume-se que os mondcitos circulantes contribuem para o aumento dos
niveis plasmadticos desta citocina durante a endotoxemia, mas a maior parte do TNF-a
plasmético em resposta ao LPS ¢ liberado pelos macréfagos teciduais, particularmente
as células de Kupffer (Luster et al., 1994). Os mondcitos ativados migram para os
tecidos, nos locais de dano endotelial e, regulam localmente a inflamacdo cronica.
O’Dea et al. (2005) demonstraram que os mondcitos sdo rapidamente seqiiestrados para
a circulacdo pulmonar em resposta a endotoxemia aguda e, uma vez no pulmaio, estas
células produzem TNF-o mediado pelas moléculas de adesdo celular nas células do
endotélio pulmonar, sugerindo que os mondcitos, através da ativagdo direta e precoce de
células endoteliais, t€ém funcdo essencial na sinalizacdo inflamatéria dentro da
microvasculatura pulmonar na endotoxemia.

No presente estudo, foi observado no citograma do BALF uma populacdo bem

delimitada de células monociticas apresentando considerdvel burst oxidativo
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espontaneo (DCFH). Quando o PMA foi testado nestas células, a producdo de espécies
reativas de oxigénio foi pequena, principalmente em relacdo aos macréfagos alveolares,
indicando que as primeiras ndo estavam ativadas ou mesmo, que o tempo necessario
para ativacdo foi insuficiente, uma vez que o acumulo e ativacdo destas células no
pulmao ndo sdo evidentes antes de 24 horas pds-infusdo de LPS segundo Standiford et
al. (1995) e VanOtteren et al. (1995). Certas espécies como ovelhas e suinos possuem
macréfagos residentes nos vasos sanguineos do pulmao, denominados macréfagos
intravasculares pulmonares (Warner, 1996). Estes macréfagos, quando aderidos ao
endotélio pulmonar, respondem vigorosamente frente ao estimulo, por meio da
fagocitose e liberacdo de mediadores incluindo o TNF-a (Cirelli ef al. 1995), citocina
considerada fundamental na patogénese da les@o pulmonar aguda nestas espécies
(Warner et al., 1988). Como os suinos possuem macréfagos residentes pulmonares, os
mondcitos podem ter um papel secunddrio nos eventos pulmonares apds o estimulo
inflamatorio.

A IL-8 associada a outros mediadores inflamatérios como o TNF, IL-1 e IL-6
possuem um papel fundamental na patogénese da lesdo aguda pulmonar (Walley et al.,
1999; Kolb et al., 2001; Kabir et al., 2002; Liaudet et al., 2002), sendo que um dos
mecanismos envolvidos pode estar ligado a ativagdo dos macréfagos intravasculares
pulmonares. Com relacdo a IL-8 mensurada no lavado broncoalveolar, os valores
obtidos desta citocina neste estudo foram de baixa magnitude, concordando com
aqueles observados no grupo controle em estudo conduzido por Roch et al. (2007). Os
autores testaram a solugdo de cloreto de sédio 0,9% e a mistura de soluc@o hipertdnica
7.2% associada ao amido hidroxietilico 6% (200/0.5) no choque hemorragico em
suinos, coletando o BALF da mesma maneira realizada no presente estudo e utilizando

os mesmos Kits de dosagem de IL-8. A populagdo (75%) do grupo NaCl 0,9% atingiu
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valores de IL-8 entre 1500 a 5000 pg/ml, enquanto no grupo cristaldide associado ao
coldide, os valores foram préximos de 1000 a 2000 pg/ml.

No presente estudo, os maiores valores obtidos foram verificados no grupo HNA
+ GEL e, apesar de ndo ter ocorrido diferenca significativa entre os grupos, a IL-8 por
ser uma quimiocina, mais especificamente, uma citocina que atrai neutréfilos para o
sitio de inflamagdo, pode ter contribuido para o maior burst oxidativo e o acentuado
infiltrado neutrofilico observado neste grupo, como discutido adiante.

A histopatologia do tecido pulmonar revelou intenso infiltrado polimorfonuclear
composto de neutrdfilos, eosinéfilos e mastdcitos no parénquima pulmonar, além de
forte expressao da enzima Ciclooxigenase-2 e da molécula de expressdo E-selectina no
grupo HNA + GEL. Estes parametros foram observadaos apenas no lobo apical
esquerdo, mas edema, congestao e colapso alveolar foram notados na maioria dos lobos
pulmonares neste grupo. O grupo HNA + HES apresentou um discreto infiltrado
composto por células mononucleares com parénquima pulmonar preservado. Estes
resultados estdo de acordo com os observados por Feng et al. (2007), os quais
demonstraram, em um modelo de sepse induzida por puncdo e ligadura cecal em ratos,
lesdo pulmonar caracterizada por colapso alveolar, edema, congestdo e infiltracao
neutrofilica. O grupo tratado com 30 ml/Kg de HES (escore de 5) apresentou um escore
de lesdo pulmonar significativamente menor em relacdo ao grupo tratado com gelatina
fluida modificada (escore de 9).

Apesar dos resultados obtidos nos animais tratados com a gelatina, os mesmos
ndo apresentaram diminuicdo da relacdo PaO,/FiO,, situa¢do diferente daquela
observada nos animais hemodiluidos com a solu¢do de NaCl 0,9%. O exame
histopatoldgico neste grupo demonstrou edema, congestdo, colapso alveolar e infiltrado

mononuclear moderado a intenso na maioria dos lobos pulmonares. A diminui¢do da
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relacao PaO,/FiO, ao final do experimento foi similar aos achados de Margarido et al.
(2007), os quais observaram atelectasia pulmonar no grupo hemodiluido com
cristal6ide.

No presente estudo, os animais hemodiluidos com solu¢do de NaCl 0,9% e
gelatina apresentaram alta pressdo de artéria pulmonar ao final do experimento.
Provavelmente, as alteracdes no grupo cristaléide ocorreram em decorréncia do
aumento da pressdo hidrostitica acompanhada da diminui¢do da pressdo oncética
ocasionada pela infusdo de grande quantidade de fluido ndo protéico (Rafie et al.,
2004).

Os animais tratados com amido hidroxietilico mostraram um padrio de
histopatologia semelhante ao grupo Controle. Outros autores demonstraram que este
coléide pode reduzir a permeabilidade capilar, a formacdo de edema (Oz et al., 1995;
Allison et al., 1999) e ainda proteger a morfologia celular, evitando, por exemplo, a
lesdo no miocardio (Zikria et al., 1990).

O grupo HNA + GEL mostrou um importante infiltrado de neutréfilos no
parénquima pulmonar, concordando com o aumento significativo de radicais livres no
BALF neste grupo. Outros autores verificaram alteracdes graves e acimulo de células
inflamatérias como neutréfilos e células mononucleares no tecido pulmonar de ratos
submetidos ao choque hemorrdgico e tratados com gelatina fluida modificada. Estes
resultados foram relacionados ao aumento de citocinas pré-inflamatérias no grupo
gelatina (Lee et al., 2005).

A lesdo aguda pulmonar é originada a partir de um evento como a sepse ou a
hemorragia, com a liberacdo de mediadores proé-inflamatoérios, predominantemente
citocinas, iniciando a Sindrome da Resposta Inflamatéria Sist€émica (SIRS) e resultando

no recrutamento de neutréfilos para a vasculatura pulmonar (Abraham, 2003). Os
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resultados de histologia obtidos no grupo HNA + GEL no presente estudo estdo de
acordo com os achados de Steinberg et al. (2005), o qual verificou significante
recrutamento neutrofilico, congestdo da parede alveolar e edema intra-alveolar no
pulmao de suinos sépticos. O grupo HNA + GEL da presente investiga¢cdo demonstrou
caracteristicas semelhantes como edema e infiltrado inflamatério difuso composto por
neutrofilos em alvéolos, bronquios e bronquiolos. Estes resultados sio de suma
importancia, uma vez que Steinberg et al. (2005) considerou que a promocao da sepse e
SARA no pulmado dos suinos com caracteristicas histopatolégicas semelhantes aos
encontrados no nosso estudo, sdo andlogos aos resultados patolégicos encontrados na
sepse € SARA em humanos.

As trés selectinas conhecidas, a E, P e L-selectina, sdo glicoproteinas de estrutura
similar que embora apresentem inducao diferente, possuem fun¢ao andloga na aderéncia
leucocitaria no endotélio vascular (Carraway et al., 1998). A E-selectina é expressa por
células endoteliais em resposta a citocinas como TNF-a e IL-1, ou ainda, frente a
estimulos como o LPS e o ésteres de forbol (Kansas, 1996; Demertzis et al., 1999;
Vestweber, Blanks, 1999; Navarro er al., 2002; Ishida er al., 2006). Esta molécula da
superficie endotelial € um dos mediadores para a interacdo de polimorfonucleares com o
endotélio e para o inicio do extravasamento e migracdo destas células (Demertzis et al.,
1999). Apds a exposi¢do aos mediadores inflamatorios, a E-selectina € induzida dentro
de 6 horas na superficie das células endoteliais (Carraway et al., 1998). A migracdo
neutrofilica através da célula endotelial € uma das etapas envolvidas na expressdao de
moléculas de adesdo. As células endoteliais sdo estimuladas pelas citocinas para
sintetizar ELAM-1 e ICAM-1. As moléculas de adesdo dos polimorfonucleares e do
endotélio s@o responsdveis por mediar a interagcdo inicial entre os PMNs e o endotélio.

O rolling dos PMNs é mediado pela interacio da E e P-selectina com a superficie
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glicoproteica do neutréfilo (CD15s). Este evento induz uma rédpida transicdo na
morfologia e capacidade de ades@o dos PMNs, além de estimular a agregacdo destas
células e o burst oxidativo com producao de radicais livres de oxigé€nio. A adesdo firme
dos neutréfilos com o endotélio acontece por meio das integrinas leucocitarias (CD11b)
ligando-se a ICAM-1 para subseqiiente migragao neutrofilica (Demertzis et al., 1999).

Na presente investigacdo, os resultados obtidos no grupo HNA + GEL
relacionados a maior expressao de E-selectina e consequentemente maior influxo de
neutréfilos para o pulmao condizem com os resultados observados por Montefort et al.
(1992), os quais observaram um aumento da expressao da E-selectina e do influxo de
leucécitos no endotélio pulmonar de pacientes com processos inflamatérios em vias
aéreas.

Em virios estudos a presenca de E-selectina no tecido pulmonar estd intimamente
associada com a ocorréncia de doenca pulmonar (Southcott et al., 1998, Miiller et al.,
2002), sendo que niveis altos de E-selectina solivel podem ser encontrados em uma
variedade de condi¢gdes inflamatérias. Cummings et al., (1997) demonstraram que em
pacientes que foram a ébito em decorréncia de infec¢do por bactéria gram-negativa, a
investigacdo imunoistoquimica pulmonar revelou uma grande expressdo de E-selectina
e VCAM, enquanto que, no tecido pulmonar de pacientes sauddveis, ndo foram notadas
a expressao destas moléculas. Segundo Demertzis et al., (1999), o tratamento com um
antagonista de E-selectina resultou na melhora da fun¢do pulmonar e menor ativacio e
extravasamento dos polimorfonucleares.

Em um modelo de choque hemorrdgico em ratos, os autores observaram que 0s
grupos que receberam Ringer lactato (81ml/kg) apresentaram expressao significativa de
E-selectina e P-selectina RNAmensageiro, mesmo no grupo que ndo foi submetido a

hemorragia mas o qual Ringer lactato foi infundido (Alam et al., 2000). Em um estudo
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prévio (Margarido et al., 2007) observaram-se alteracdes pulmonares associadas ao tipo
de reposi¢do volémica utilizada durante HNA, especialmente no grupo tratado com
Ringer lactato.

Na presente investigacdo observou-se uma forte expressao de E-selectina no
grupo HNA + GEL, fato que corrobora com os resultados de citocinas e de produgdo de
radicais livres de oxigénio, consistentemente mais altos neste grupo.

Outra via enzimadtica implicada no processo inflamatério associada com o choque
hemorrdgico € a enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), essencial na producdao de
prostaglandinas. Chen et al. (2003) demonstraram que as enzimas COX-1 e COX-2 sdo
expressas normalmente no pulmdo de suinos sauddveis e que a endotoxina (LPS)
aumenta a expressdo de COX-2. Estudos demonstraram que o choque hemorrigico
resulta em aumento de COX-2 no tecido hepatico, renal (Tsukada et al., 2000;
McDonald et al., 2001) e pulmonar (Rajnik et al., 2002) em diferentes modelos animais.
De acordo com Rajnik er al. (2002), os genes que codificam a COX-2 foram
relacionados a vdrias respostas inflamatdrias, inclusive em situagdes de hemorragia. Os
autores observaram que estes genes foram intensamente aumentados por 3 h em
resposta ao choque hemorrdgico, embora o aumento fosse muito mais dramético no
figado do que no pulmao.

Alternativamente, a expressdo de COX-2 pode também ser o resultado da
producdo de citocinas em resposta a diferentes estimulos (Cho, Chae, 2004). Este
conceito € sustentado por estudos em que o aumento da expressio de COX-2 foi
detectado em neutr6filos e macréfagos alveolares isolados apds a estimulagdo por LPS
ou citocinas inflamatérias (Ikeda et al., 1997; Maloney et al., 1998). Esta condi¢cdo
poderia explicar os niveis mais altos de citocinas associado a forte expressdao de COX-2

no grupo HNA + GEL. Considerando que o aumento de citocinas pro-inflamatdrias
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como o TNF-a e IL-1 incitem o aumento de COX-2 pelas células inflamatérias, a forte
expressao em células do pulmdo dos animais tratados com gelatina poderia estar
relacionada a este processo.

Em situacdes de endotoxemia, ocorre aumento das citocinas pré-inflamatdrias
como o TNF-q, IL-1, IL-6 e IL-8. Estes mediadores contribuem para as anormalidades
vasculares e mudangas no mecanismo broncomotor (Johnston et al., 1998; Hirani et al.,
2001). Os eucosindides possuem importante fung¢do na les@o aguda pulmonar mediada
pelo LPS. O inicio para a produgdo de prostaglandinas e tromboxanos é a conversao do
acido aracdonico para prostaglandina H2 via ciclooxigenase (Chang et al., 1989; Uhlig
et al., 1996; Steudel et al., 1997). Estudos prévios demonstraram que macréfagos frente
a um estimulo como o LPS, aumentam a expressdo de citocinas pro-inflamatérias e
COX-2 via ativagao do NF-kB (Ermert et al., 2000; Giroux, Descoteaux, 2000).

Um dos mecanismos envolvidos na expressao de COX-2 pulmonar poderia ser via
ativacdo do NF-kB. Este fator € necessario para a transcri¢do de citocinas incluindo o
TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8 (Blackwell, Christman, 1997; Christman ef al., 1998; Sharma
et al., 1998; Fan et al., 2001). Além disso, a proteina kinase ativada por mitdgenos e a
proteina kinase C estdo evolvidas na expressdo de COX-2 estimulado pelo LPS. Estas
vias agem de uma maneira coordenada com muitos fatores de transcricdo, entre os quais
o NF-kB € o mais importante (Hwang et al., 1997; Inoue, Tanabe, 1998; Giroux,
Descoteaux, 2000) e o mais precoce na estimulacdo dos macréfagos intravasculares
pulmonares (MIPs), resultando em aumento da liberacdo de mediadores inflamatorios
(Chen et al., 2003).

Chen et al. (2003) observaram, por meio da imunoistoquimica, que a expressao de
COX-2 nos macrofagos intravasculares pulmonares (MIPs) ndo foi detectivel em

macréfagos ndo-ativados. Quatro horas apds o tratamento dos MIPs do pulmao dos
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suinos com LPS (10 mg/ml) ocorreu o aumento da expressio de COX-2 no
RNAmensageiro, confirmado por PCR-RT e 8 horas apds, a expressao de COX-2 foi
observada na imunoistoquimica. Os autores afirmaram que o aumento de citocinas
(TNF-a, IL-1, IL6 e IL-8) seria um dos mecanismos pelo quais os MIPs estdao
envolvidos na lesdo pulmonar aguda ou mesmo na SARA. Os resultados do presente
estudo estdo em acordancia com estes autores, uma vez que a expressao de COX-2 nos
MIPs possui uma funcdo importante no desenvolvimento da resposta inflamatoria
pulmonar.

A reposi¢do volémica apds o choque hemorrigico € reconhecidamente uma
situa¢do onde se observa a isquemia-reperfusdo (Waxman, 1996). A isquemia tecidual
€ o principal determinante da extensdo da reperfusdo, mas a ativagdo do sistema imune
durante a ressuscitacdo também deve ser considerada (Waxman, 1996"). Esta resposta
desencadeia a ativacdo da cascata inflamatdria, com efeitos nos leucdécitos, incluindo os
neutréfilos, com a interacao do endotélio ativado com os leucdécitos resultando na perda
da integridade da microcirculacdo e diminui¢do da perfusao tecidual. Esta situacdo esta
muito bem descrita na literatura e € claramente evidenciada em situacdes de choque
hemorragico com posterior reposi¢do volémica.

Quando o escopo do estudo é a hemodiluicdo normovolémica aguda, deve-se
considerar ndo apenas o procedimento em si, mas uma condicdo ampla que € a
hemodilui¢do passiva, situacdo corriqueira durante os procedimentos cirirgicos.
Independente do tipo de fluidoterapia utilizada, a HNA promoveu ativacdo neutrofilica.
A possivel explicagdo para este fato seria que o volume celular poderia ser o estimulo
para as mudangas no metabolismo basal responsavel pela sintese protéica, movimento e
performance das células. As membranas de células humanas, assim como de animais

sao altamente permedveis a agua e nao toleram mudancas bruscas na pressao
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hidrostatica. Quando grandes quantidades de fluidoterapia sao utilizadas, podem ocorrer
desequilibrios na osmolaridade intracelular e extracelular. Embora o volume celular seja
mantido normalmente dentro de um intervalo por mecanismos regulatérios, a fungao
celular pode ser afetada por alteracdes no meio extracelular e osmolaridade (Lang et al.,
1998).

O “inchago” celular proveniente da ressuscitacao volémica resulta em acidificacdo
do citosol celular, dilui¢cao das proteinas celulares e inativacdo de importantes proteinas
kinases com conseqiientes distirbios na fosforalizacdo, situagdo fundamental para os
mecanismos de sinalizacdo intracelular (Cotton et al., 2006). Os distirbios no volume
celular parecem desregular os inimeros mecanismos controladores responsaveis por
manter a cascata inflamatdria sob controle. O “inchaco” celular ativa fosfolipase A2, o
qual resulta no aumento de producdo de prostaglandinas, lipoxigenases e leucotrienos
(Haussinger et al., 1997). O incremento agudo no volume celular resulta no aumento da
producdo e liberacdo do TNF-a pelos macréfagos e, como foi explicado, esta citocina
tem um importante papel na patogé€nese da sepse. A reposi¢cdo volémica durante a
hemodiluicdo pode ter promovido o desequilibrio dos mecanismos regulatrios da
homeostase, com conseqiiente ativa¢ao neutrofilica por conta da sinalizacao celular.

Cotton et al. (2006) relataram que a administracio de cristaldides € associada com
altas concentracdes de citocinas pro-inflamatdrias e consequentemente alta expressao de
moléculas de adesdo em decorréncia do “inchaco” celular. Esta afirmacdo nio condiz
com os resultados obtidos no presente estudo, uma vez que a gelatina promoveu maior
atividade inflamatéria apés a hemodiluicio em todos os parametros estudados. Este
estudo forneceu escopo para contemporizar a respeito do tipo de reposi¢do volémica

durante a hemodilui¢cdo, tanto normovolémica quanto passiva, assim como o volume
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utilizado, o tempo de infusdo, a utilizagdo concomitante de agentes vasopressores € 0s
métodos utilizados para mensurar o estado volémico do paciente.

A resposta hemodinamica frente a hemodiluicdo foi compativel nos trés grupos
hemodiluidos. Ap6s a hemodilui¢do, houve aumento do débito, freqiiéncia cardiaca e
pressdes de enchimento em resposta a diminui¢do da viscosidade do sangue. Estas
respostas sao responsaveis pela manutencdo da oferta de oxigénio, mesmo em situacdes
onde a hemoglobina estd diminuida (Ickx ef al., 2000). O aumento do débito cardiaco
ocorreu, provavelmente, em decorréncia do aumento da freqiiéncia cardiaca (Ickx et al.,
2000), parametro que aumenta linearmente em fun¢do da diminui¢do da hemoglobina
(Weiskopf et al., 2003). Em estudo com caes submetidos a hemodiluicio moderada,
Fantoni et al. (1998) ndo observaram diferencas importantes nas varidveis
hemodinamicas quando o amido hidroxietilico foi comparado com o Ringer lactato.

A anestesia também pode interferir nas respostas compensatérias durante a
hemodiluicao (Van der Linden et al., 2003; Fantoni et al., 2005). Esta pesquisa foi
conduzida com a manutencdo anestésica por meio da administracdo de isofluorano,
farmaco halogenado que pode elevar a freqiiéncia cardiaca em 20% dos valores basais
(Morgan, Mikhail, 1996).

A SvO, diminuiu significativamente 60 e 120 minutos apdés o final da
hemodilui¢do, fato esperado uma vez que o aumento da taxa de extracdo € um
mecanismo compensatdrio a diminui¢do progressiva da hemoglobina (Van Woerkens et
al., 1992).

O comportamento das varidveis metabdlicas e de oxigenacdo também foram
similares, com minimas diferencgas entre os grupos estudados. Apenas o grupo HNA +
NaCl apresentou diminuicdo do pH arterial, acidose metabdlica (Stephens, Mythen,

2003) e aumento do sédio sérico, provavelmente em decorréncia da hipercloremia
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plasmética (Watters et al., 2004). A quantidade exacerbada de NaCl 0,9% necesséria
para a reposi¢do volémica no grupo HNA + NaCl e o pH (4.5 — 7.0) desta solucdo
disponivel comercialmente pode ter contribuido consideravelmente para a instalacdo da
acidose. Paralelamente, foi observado no grupo HNA + NaCl 0,9% diminuicdo da PaO,
e da relacdo PaO,/ FiO, imediatamente ap6s a hemodilui¢ido (ndo significativo) e 60 e
120 minutos apdés a infusdo do sangue coletado. Estes achados concordam com os
resultados descritos por Margarido et al. (2007), os quais observaram no grupo
cristaléide um significante declinio da PaO, no final da hemodiluicdo acompanhando de
aumento do “shunt” intrapulmonar e do espago morto, além do intenso colapso alveolar
notado no grupo Ringer lactato. Apesar da presente investigacdo nao ter avaliado
parametros como o shunt e o espaco morto, o colapso alveolar focal e infiltrado
inflamatério intersticial no grupo HNA + NaCl pode ter sido a causa da diminui¢do da
relacdao PaO,/ FiO; neste grupo.

Com este cendrio, assume-se que, em um modelo de HNA, o tipo de fluidoterapia
utilizado influencia essencialmente na resposta inflamatéria, enquanto que o volume da
solucdo administrada e a resposta hemodindmica parece ndo influenciar a inflamagao.
Estes resultados concordam com outros investigadores os quais verificaram que a
resposta inflamatéria foi independente da quantidade de solugdao de NaCl 0,9% ou
Ringer lactato empregada na ressuscitacio do choque hemorrdgico ndo-controlado
(Watters et al., 2004). Na presente investigacdo, foram utilizados volumes iguais de
gelatina e amido hidroxietilico, ou seja, um volume trés vezes menor que o da solugdo
de cloreto de s6dio 0,9% usado para reposicao volémica durante a HNA, no entanto, a
resposta inflamatéria verificada com uma grande quantidade de cloreto de sédio 0,9%

foi menos intensa do que aquela observada no grupo tratado com gelatina.
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As evidéncias acumuladas sugerem que a ressuscitacdo volémica com HES ¢é
benéfica e promove uma atenuacdo dos mediadores inflamatérios e consequentemente
reduz o edema intersticial. Varios mecanismos, como a supressao da infiltracdo de
PMNs no pulmio, podem estar envolvidos neste processo (Rittoo et al., 2004;
Handrigan et al., 2005). A liberagdo de citocinas e a ativacio dos PMN com
conseqilente extravasamento e migracdo para os tecidos, apdés o trauma e choque
hemorragico pode resultar em uma resposta inflamatéria exacerbada (Botha et al., 1995;
Xu et al., 2004). O amido hidroxietilico inibe a ativacdo do NF-kB durante a sepse
induzida por LPS em ratos (Tian et al., 2003; Tian et al., 2004; Tian et al., 2005; Lv et
al., 2005) promovendo diminui¢do dos niveis de TNF-a e, também, a producido de
radicais livres de oxigénio (Hofbauer et al., 1999; Lang et al., 2004; Di Filippo et al.,
2006). Os resultados observados nesta investigagdo corroboram com outros estudos
disponiveis na literatura e, parece que o HES (130;0.4) ndo promove uma resposta
inflamatdria significativa neste modelo de HNA.

As gelatinas sao oriundas de coldgeno hidrolisado de bovinos, disponiveis em
diferentes preparacdes e com diferentes concentragdes eletroliticas. Devido ao baixo
peso molecular (aproximadamente 35kD), a meia-vida intravascular da gelatina € curta
(aproximadamente 2 horas) (Boldt, 2004). Por ser proveniente de um peptideo natural,
este coldide tem maior chance de induzir imunogeneticidade quando comparado a
outros (Lee et al., 2005). A gelatina tem sido utilizada sistematicamente em vdarios
paises da Europa, mas seu uso nos Estados Unidos foi abandonado em 1978 devido a
alta incidéncia de reagdes de hipersensibilidade (Nearman, Herman, 1991; Barron et al.,
2004). Estas reagdes frequentemente sdo graves € com uma incidéncia muito maior do

que aquela observada com os amidos (Laxenaire et al., 1994).
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A hemodilui¢ao aguda com niveis de hematdcrito ao redor de 15% dificilmente
serd executada em uma rotina cirurgica, pois deve ser considerada também a perda de
sangue no intra-operatdrio. Portanto, € necessdria extrema cautela para extrapolar estes
resultados para a pratica clinica, uma vez que se trata de um estudo experimental

distante das condicdes clinicas observadas na rotina.
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7. CONCLUSOES

- A gelatina e a solucdo de cloreto de sédio 0,9% ocasionaram resposta
inflamatéria mais pronunciada, fato evidenciado pelo aumento das citocinas
inflamatdrias.

- A hemodiluicdo normovolémica aguda influenciou o burst oxidativo de
neutréfilos e mondcitos circulantes, independente do tipo de fluidoterapia utilizada para
a reposi¢ao volémica.

- A hemodilui¢ao normovolémica aguda realizada com gelatina aumentou o burst
oxidativo de células monociticas e macréfagos pulmonares, sendo estes resultados
consistentes com os achados na histopatologia e imunoistoquimica do tecido pulmonar.

- Corroborando com os demais resultados, a presenca de valores mais altos de IL-
8 no lavado broncoalveolar aliada ao maior infiltrado inflamatdrio e associado a extensa
expressdo de COX-2 e E-selectina no grupo HNA + Gel sugere que este fluido pode
comprometer a integridade pulmonar.

- A observacdo de edema, congestdo, colapso alveolar e agregacdo de células
mononucleares no exame histopatolégico de animais tratados com solugdo de cloreto de

s6dio 0,9% sugere que este fluido pode afetar a fungdo pulmonar.
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Apéndices

APENDICE A - Valores individuais de peso e balanco hidrico dos animais do grupo controle e
aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposicdo volémica.
Séao Paulo, 20009.

Animais Peso (Kg) Sangue Volume Volume Débito
Retirado (ml) Manutengdo Urinério
(ml) (ml)
Controle
1 33,0 972,3 240,0
2 28,5 908,5 200,0
3 31,2 947.6 320,0
4 31,6 953,0 340,0
5 32,1 961,6 600,0
6 28,3 905,0 400,0
7 31,5 962,0 350,0
Média 30,9 9443 350,0
DP 1,8 26,8 129,5
HNA+Amido
1 33,0 1500,0 1500,0 928.,0 1100,0
2 32,8 1500,0 1500,0 854,6 1900,0
3 30,2 1500,0 1500,0 1034,0 400,0
4 37,0 1500,0 1500,0 1034,8 540,0
5 30,0 1500,0 1500,0 681,4 390,0
6 33,1 1500,0 1500,0 1025,0 610,0
7 29,5 1770,0 1770,0 1120,0 700,0
Média 32,2 1538,6 1538,6 954,0 805,7
DP 2,6 102,1 102,1 1474 538,8
HNA+NaCl
1 33,3 1500,0 4500,0 1095,6 1800,0
2 29.9 1000,0 3000,0 928.,9 440,0
3 31,7 1500,0 4500,0 758.,9 900,0
4 28,0 1500,0 4500,0 1279,2 1180,0
5 34,0 2000,0 6000,0 1078,2 2540,0
6 32,8 2000,0 6000,0 1060,0 2600,0
7 34,5 2100,0 6300,0 1052,0 4160,0
Média 32,0 1657,1 49714 1036,1 1945,7
DP 2,3 395,2 1185,6 160,0 1268.4
HNA+Gel
1 30,3 1500,0 1500,0 1100,0 340,0
2 30,8 1500,0 1500,0 1000,0 340,0
3 27,8 1500,0 1500,0 1015,2 540,0
4 29,5 1500,0 1500,0 1062,7 900,0
5 342 1700,0 1700,0 1096,1 600,0
6 31,6 1900,0 1900,0 1112,0 400,0
7 31,0 1800,0 1800,0 1024,0 480,0
Média 30,7 1628.,6 1628.,6 1058.,6 5143
DP 2,0 170,4 170,4 45,7 196,5

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE B — Valores individuais de frequéncia cardfaca (bpm) dos animais do grupo
controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposicao

volémica. Sdo Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle 125 134 131 119 144 118
1 88 89 100 104 100 89
2 131 131 123 123 120 134
3 99 105 108 101 112 118
4 135 92 138 148 153 161
5 118 89 93 93 102 96
6 110 118 116 122 111 116
7 115 108 116 116 120 119
Média 115 108 116 116 120 119
DP 17 20 16 18 21 24
HNA+Amido
1 110 137 132 130 141 125
2 101 102 99 95 93 90
3 99 119 119 109 136 123
4 130 156 120 140 146 113
5 121 144 157 107 114 140
6 150 175 163 134 141 142
7 99 157 154 155 156 144
Média 116 141 135 124 132 125
DP 19 25 24 21 22 19
HNA+NaCl
1 86 123 109 117 103 101
2 134 148 147 134 148 133
3 87 103 103 98 97 89
4 103 155 192 245 188 212
5 106 165 149 149 145 123
6 110 102 99 112 111 109
7 138 149 176 203 162 168
Média 109 135 139 151 136 134
DP 21 26 37 54 34 43
HNA+Gel
1 80 111 116 136 116 110
2 156 190 190 202 177 166
3 127 169 141 146 160 161
4 169 197 180 160 182 179
5 124 170 152 122 143 136
6 123 156 141 154 147 126
7 120 153 138 150 144 122
Média 128 164 151 153 153 143
DP 29 28 26 25 23 26

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE C - Valores individuais de pressdo arterial sistélica (mmHg) dos animais do grupo
controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solugdes de reposi¢ao

volémica. Sao Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle
1 98 101 97 105 110 102
2 100 102 108 112 120 106
3 86 92 87 96 92 100
4 93 97 101 102 111 113
5 136 136 127 123 127 134
6 112 119 116 121 117 123
7 98 106 124 114 104 112
Média 103 108 109 110 112 113
DP 16 15 15 10 11 12
HNA-+Amido
1 94 111 78 80 119 118
2 85 109 79 87 114 110
3 99 127 107 105 126 119
4 89 103 93 84 111 103
5 98 115 117 111 124 114
6 122 137 127 119 123 108
7 124 143 115 105 128 132
Média 102 121 102 99 121 115
DP 15 15 19 15 6 9
HNA+NaCl
1 100 100 100 104 123 109
2 114 113 120 110 127 136
3 126 119 108 124 142 145
4 90 91 100 100 113 109
5 110 112 96 102 145 127
6 104 110 94 92 130 128
7 108 85 87 109 131 130
Média 107 104 101 106 130 126
DP 11 13 11 10 11 13
HNA+Gel
1 96 110 87 77 109 104
2 88 140 110 135 130 125
3 135 129 112 120 147 160
4 100 118 111 102 123 128
5 123 140 125 124 131 131
6 91 101 91 110 120 125
7 90 99 89 108 116 121
Média 103 120 104 111 125 128
DP 18 17 15 19 12 17

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE D — Valores individuais de pressdo arterial diastélica (mmHg) dos animais do
grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solugdes de
reposi¢cdo volémica. Sdo Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 57 59 55 64 64 58

2 58 59 65 70 83 69

3 55 62 58 68 62 66

4 67 74 74 73 84 84

5 81 80 75 78 90 90

6 67 74 69 78 78 82

7 56 63 74 68 61 65
Média 63 67 67 71 75 73
DP 9 9 8 5 12 12

HNA-+Amido

1 59 73 46 48 89 86

2 56 74 50 54 81 76

3 59 88 77 66 96 85

4 53 58 50 48 68 60

5 65 75 83 78 90 80

6 84 89 89 79 83 87

7 80 92 70 60 79 78
Média 65 78 66 62 84 79
DP 12 12 18 13 9 9

HNA+NaCl

1 65 63 64 72 91 83

2 62 60 66 59 75 85

3 69 70 59 70 91 92

4 60 51 54 55 68 62

5 81 62 58 63 103 87

6 57 64 52 50 86 79

7 64 52 53 64 85 80
Média 65 60 58 62 86 81
DP 8 7 5 8 11 10

HNA+Gel

1 60 78 53 43 78 70

2 61 90 69 93 89 88

3 88 76 64 67 94 103

4 68 76 70 63 81 85

5 69 81 70 74 83 84

6 55 60 52 65 77 88

7 52 56 50 63 72 86
Média 65 74 61 67 82 86
DP 12 12 9 15 7 10

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE E - Valores individuais de pressio arterial média dos animais do grupo controle e
aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposicdo volémica.

Séao Paulo, 20009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle
1 73 76 72 80 83 75
2 75 76 84 87 98 85
3 67 75 71 79 75 81
4 78 84 85 85 96 96
5 102 103 97 96 105 108
6 84 92 87 96 93 99
7 73 80 90 86 78 83
Média 79 84 84 87 90 90
DP 11 10 9 7 11 12
HNA+Amido
1 73 90 61 63 101 98
2 67 89 61 67 95 91
3 73 103 88 80 108 98
4 67 79 67 64 86 78
5 78 95 96 92 105 95
6 100 112 107 97 103 98
7 98 116 90 80 100 98
Média 79 98 81 78 100 94
DP 14 13 18 14 7 7
HNA+NaCl
1 79 79 79 86 105 94
2 82 84 89 79 97 104
3 89 89 78 91 110 111
4 73 71 74 72 90 83
5 91 82 72 78 121 104
6 76 83 69 67 104 99
7 83 68 70 82 106 101
Média 82 79 76 79 105 99
DP 7 7 7 8 10 9
HNA+Gel
1 74 93 68 60 92 85
2 74 114 89 112 107 104
3 106 99 84 88 115 122
4 84 94 90 81 100 104
5 92 108 94 95 104 104
6 70 79 70 85 96 102
7 66 75 67 82 94 100
Média 81 95 80 86 101 103
DP 14 14 12 16 8 11

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE F — Valores individuais de Pressdo Venosa Central (mmHg) dos animais do grupo
controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solu¢des de reposicao
volémica. Sdo Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle
1 5 5 5 5 5 6
2 5 6 7 6 6 6
3 3 2 2 2 2 2
4 4 4 4 4 3 7
5 5 5 6 5 7 6
6 4 3 5 6 6 6
7 4 4 5 5 5 5
Média 4 4 5 5 5 5
DP 1 1 2 1 2 2
HNA+Amido
1 4 4 0 2 5 5
2 3 4 2 4 5 4
3 5 8 5 5 7 8
4 6 8 6 5 7 6
5 7 9 7 7 8 9
6 7 11 8 7 11 10
7 2 6 3 2 5 4
Média 5 7 4 5 7 7
DP
HNA+NaCl
1 5 6 4 5 8 6
2 6 7 6 7 8 8
3 3 5 4 3 7 6
4 0 2 0 2 7 6
5 5 7 2 7 8 8
6 4 6 4 3 5 4
7 3 4 3 5 7 7
Média 4 5 3 5 7 6
DP 2 2 2 2 1 1
HNA+Gel
1 5 7 4 4 8 7
2 6 7 6 6 8 8
3 3 4 3 3 7 5
4 3 7 5 5 8 7
5 6 7 5 6 10 8
6 7 7 7 7 10 12
7 5 7 6 6 9 10
Média 5 7 5 5 9 8
DP 2 1 1 1 1 2

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE G - Valores individuais de Pressdo de Artéria Pulmonar (mmHg) dos animais do
grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solugdes de
reposi¢cdo volémica. Sao Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI

Controle

1 16 17 17 17 18 17

2 15 15 16 16 17 17

3 13 13 13 14 13 13

4 13 14 15 15 15 20

5 17 17 17 16 19 19

6 14 13 16 15 14 16

7 15 15 18 19 16 20

Média 15 15 16 16 16 17

DP 1 2 2 2 2 3

HNA+Amido

1 18 20 13 16 19 18

2 12 13 6 10 14 14

3 11 14 9 11 18 15

4 17 20 16 14 21 17

5 17 25 18 19 23 25

6 19 25 20 20 24 23

7 17 24 15 16 23 21

Média 16 20 14 15 20 19

DP 3 5 5 4 4 4
HNA+NaCl

1 13 17 15 15 30 23

2 18 20 19 18 20 21

3 11 14 14 16 20 19

4 11 22 16 19 26 26

5 17 28 20 21 26 26

6 15 35 12 14 19 17

7 17 17 13 17 23 29

Média 15 22 16 17 23 23

DP 3 7 3 2 4 4
HNA+Gel

1 17 20 15 14 21 20

2 16 21 21 20 26 23

3 14 15 13 14 25 20

4 14 23 20 17 27 22

5 19 21 18 18 27 25

6 17 18 17 20 26 45

7 15 17 15 18 25 36

Média 16 19 17 17 25 27

DP 2 3 3 2 2 10

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE H - Valores individuais Pressdo de Oclusio da Artéria Pulmonar (mmhg) dos
animais do grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes
solucdes de reposi¢do volémica. Sdo Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 8 9 9 7 6 8

2 8 8 10 8 7 8

3 5 6 5 6 4 4

4 6 5 5 5 5 7

5 6 6 7 6 6 8

6 5 6 8 8 7 8

7 7 8 6 7 4 5
Média 6 7 7 7 6 7
DP 1 1 2 1 1 2

HNA+Amido

1 10 10 7 8 8 9

2 4 8 3 6 9 8

3 6 9 6 6 9 9

4 9 11 10 7 9 8
5 7 11 8 9 11 10
6 11 15 13 10 12 12

7 5 10 5 5 7 6
Média 7 11 7 7 9 9
DP 3 2 3 2 2 2
HNA+NaCl

1 7 10 7 9 10 8
2 8 8 7 8 7 10

3 4 7 6 5 10 9

4 6 10 10 6 12 8
5 9 9 7 8 14 10

6 7 11 7 5 9 8

7 5 6 7 6 8 11
Média 7 9 7 7 10 9
DP 2 2 1 2 2 1

HNA+Gel

1 8 13 6 5 12 9
2 8 12 8 8 13 12

3 6 6 4 5 10 7
4 7 10 12 9 10 10
5 9 9 7 7 12 10
6 9 8 8 10 15 20
7 8 7 7 9 14 19
Média 8 9 7 8 12 12
DP 1 3 2 2 2 5

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE I — Valores individuais de Débito Cardiaco (L.min") dos animais do grupo controle
e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposi¢do volémica.

Sao Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle
1 4,6 5,7 5,7 5,5 6,1 5,8
2 4.5 4,1 4,9 4,9 4,1 3,8
3 4,7 4.8 4.3 4.5 5,1 6,1
4 4.5 5,5 5,5 43 5,2 3,2
5 6,0 6,3 6,2 5,9 5,9 5,9
6 3,9 3,8 3,9 3,9 3,8 4.5
7 4,0 43 43 49 4.4 4,6
Média 4,6 49 5,0 4.8 49 4.8
DP 0,7 0,9 0,9 0,7 0,9 1,1
HNA-+Amido
1 49 6,9 4.4 6,4 7,5 6,2
2 3,2 4,7 3,9 4.3 4,2 3,7
3 3,9 6,4 5,2 4.8 7,1 6,1
4 42 6,8 4.8 4,1 6,3 5,3
5 3,1 6,4 4,6 3,4 5,9 5,7
6 4,7 7,7 6,3 53 6,2 5,2
7 3,7 7,4 6,0 5,5 7,7 6,2
Média 4,0 6,6 5,0 4.8 6,4 5,5
DP 0,7 1,0 0,9 1,0 1,2 0,9
49 6,9 4.4 6,4 7.5 6,2
HNA+NaCl
1 3,9 5,4 43 47 53 4,0
2 6,6 8,3 7.5 6,1 7,4 7,7
3 4,1 5,1 4,1 4,0 4,1 3,4
4 3,8 6,9 5,7 5,6 8,4 8,2
5 3,8 6,3 4.8 5,0 6,9 6,2
6 6,9 6,1 4.4 4.3 6,8 7,1
7 6,1 6,8 5,5 5,7 8,3 8,9
Média 5,0 6,4 5,2 5,1 6,7 6,5
DP 1,4 1,1 1,2 0,8 1,6 2,1
HNA+Gel
1 3,5 5,5 5,7 5,7 5,9 6,1
2 5,0 7,0 6,0 5,9 7,9 6,9
3 4.8 6,3 5,0 5,5 7,9 6,9
4 6,5 7,5 6,7 5,9 8,5 7,7
5 7,0 8,8 7,5 5,1 6,8 7,5
6 4.3 6,5 6,3 4,4 7,1 4,7
7 4,1 6,3 6,0 4,1 6,9 6,1
Média 5,0 6,8 6,2 5,2 7,3 6,6
DP 1,3 1,1 0,8 0,7 0,9 1,0

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE J — Valores individuais de Indice Cardiaco (L.min"'.m?) dos animais do grupo
controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposicao

volémica. Sdo Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 5,0 6,2 6,2 6,0 6,7 6,3

2 5,4 5,0 5,9 5,9 49 4,6

3 5,2 5,4 49 5,0 5,7 6,8

4 5,0 6,2 6,2 4.8 5,9 3,6

5 6,5 6,8 6,7 6,3 6,3 6,4

6 4,7 4,6 4,7 4.8 4,6 5,5

7 4.5 4,8 4,8 5,5 5,0 5,2
Média 5,2 5,6 5,6 5,5 5,6 5,5
DP 0,7 0,8 0,8 0,6 0,8 1,1

HNA+Amido

1 5,2 7,5 4,7 6,8 8,0 6,7

2 4.5 5,1 42 4,7 4,6 4,0

3 4.5 7,3 6,0 5,5 8,1 7,0

4 42 6,9 49 4,1 6,3 5,4

5 4.5 7,1 5,1 3,8 6,5 6,3

6 5,1 8,4 6,9 5,8 6,7 5,7

7 43 8,7 7,1 6,4 9,1 7,2
Média 4,6 7,3 5,6 53 7,0 6,0
DP 0,4 1,2 1,1 1,1 1,5 1,1

HNA+NaCl

1 4,1 5,8 4,7 5,0 5,7 4,3

2 5,6 9,5 8,6 7,1 8,5 8,9

3 4,5 5,6 4,6 4.4 4,6 3,8
4 4,7 8,4 7,0 6,8 10,2 10,0

5 4,0 6,7 5,1 53 7,3 6,6

6 5,5 6,7 4.8 47 7,4 7,7

7 6,5 7,1 5,8 6,0 8,8 9,4
Média 5,0 7,1 5,8 5,6 7,5 7,2
DP 0,9 1,4 1,5 1,0 1,9 2,5

HNA+Gel

1 4,1 6,3 6,6 6,6 6,8 7,0

2 5,6 8,0 6,8 6,7 8,9 7,9

3 5,8 7,7 6,1 6,7 9,6 8,4

4 5,6 8,7 7,8 6,9 9,9 8,9

5 5,5 9,3 8,0 5,4 7,3 8,0

6 4.8 7,2 7,0 49 7,9 5,2

7 4,6 7,0 6,8 4,7 7,7 7,0
Média 5,1 7,7 7,0 6,0 8,3 7,5
DP 0,6 1,0 0,7 0,9 1,2 1,2

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE K - Valores individuais de Indice de Resisténcia Vascular Sistémica (dinas.s.cm’
>m?) dos animais do grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com

diferentes solucdes de reposicao volémica. Sao Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 1087 921 869 1001 937 875
2 1029 1129 1039 1093 1491 1367

3 977 1088 1135 1221 1028 929

4 1197 1039 1041 1354 1266 1981

5 1202 1150 1092 1155 1238 1283
6 1366 1552 1386 1516 1526 1364
7 1234 1279 1403 1187 1175 1206
Média 1156 1165 1138 1218 1237 1286
DP 133 202 194 171 218 365

HNA+Amido

1 1056 923 1028 714 955 1118
2 1140 1341 1123 1079 1560 1748

3 1221 1028 1102 1090 996 1031

4 1150 822 1003 1153 997 1075
5 1260 973 1385 1790 1193 1089
6 1456 964 1148 1247 1095 1239
7 1796 1016 981 972 837 1038
Média 1297 1010 1110 1149 1090 1191
DP 254 161 137 329 235 255

HNA+NaCl

1 1430 1011 1288 1293 1386 1656

2 1085 648 774 816 841 864
3 1514 1191 1296 1589 1796 2207

4 1254 657 848 822 640 618
5 1720 896 1098 1063 1238 1160

6 1050 923 1082 1092 1072 989

7 989 720 920 1024 904 799
Média 1292 864 1044 1100 1125 1185
DP 273 201 206 271 387 560

HNA+Gel

1 1363 1088 781 682 991 886

2 964 1079 978 1260 886 976
3 1413 985 1065 1019 901 1116

4 1160 803 869 885 745 868

5 1250 867 894 1315 1035 961
6 1056 795 722 1281 873 1386

7 1050 789 718 1276 869 1371
Média 1179 915 861 1103 900 1081
DP 169 133 131 246 93 219

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE L - Valores individuais de Indice de Resisténcia Vascular Pulmonar (dinas.s.cm’
>m?) dos animais do grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com

diferentes solucdes de reposicao volémica. Sao Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 128 104 104 134 144 114

2 103 113 81 108 162 156

3 122 104 132 127 127 106

4 112 117 129 167 136 121

5 136 129 120 127 164 138

6 154 122 135 118 123 117

7 143 117 198 176 193 232
Média 128 115 128 137 150 141
DP 18 9 36 25 25 44

HNA+Amido

1 122 107 101 94 109 108

2 185 79 57 68 87 121

3 90 55 40 73 89 69

4 151 104 99 137 151 134

5 229 158 156 211 148 190

6 125 95 91 139 143 155

7 222 129 113 137 141 166
Média 161 104 94 123 124 135
DP 53 33 38 50 28 40

HNA+NaCl

1 116 97 137 96 283 282

2 106 101 112 113 123 99

3 123 99 140 199 174 210

4 86 114 69 153 109 144

5 160 227 204 195 131 193

6 86 288 83 154 108 94

7 148 124 82 146 137 153
Média 118 150 118 151 152 168
DP 29 76 47 38 62 66

HNA+Gel

1 178 89 110 110 106 125

2 113 90 153 143 116 112

3 110 93 118 108 125 219

4 74 120 82 93 138 107

5 96 103 110 163 165 150

6 134 110 103 164 112 385

7 129 107 100 158 108 185
Média 119 102 111 134 124 183
DP 33 12 22 30 21 98

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE M - Valores individuais de pH do sangue arterial dos animais do grupo controle e
aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposicdo volémica.

Séao Paulo, 20009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 7,46 7,46 7,45 7,46 7,44 7,46

2 7,44 7,41 7,42 7,44 7,47 7,45

3 7,42 7,42 7,46 7,46 7,45 7,47

4 7,53 7,52 7,51 7,54 7,52 7,53

5 7,44 7,44 7,44 7,43 7,44 7,46

6 7,39 7,39 7,42 7,46 7,46 7,47

7 7,49 7,48 7,47 7,46 7,46 7,47
Média 7,45 7,45 7,45 7,46 7,46 7,47
DP 0,05 0,05 0,03 0,03 0,03 0,03

HNA+Amido

1 7,40 7,38 7,38 7,38 7,40 7,41

2 7,42 7,43 7,45 7,46 7,49 7,50

3 7,41 7,42 7,44 7,46 7,48 7,53

4 7,43 7,42 7,45 7,46 7,46 7,49

5 7,42 7,42 7,47 7,44 7,45 7,47

6 7,42 7,41 7,43 7,43 7,45 7,47

7 7,45 7,39 7,39 7,41 7,43 7,42
Média 7,42 7,41 7,43 7,43 7,45 7,47
DP 0,02 0,02 0,04 0,03 0,03 0,04

HNA+NaCl

1 7,40 7,26 7,33 7,34 7,32 7,32

2 7,39 7,35 7,36 7,39 7,44 7,43

3 7,40 7,32 7,32 7,31 7,38 7,40

4 7,42 7,24 7,25 7,18 7,26 7,30

5 7,40 7,22 7,26 7,31 7,32 7,36

6 7,46 7,28 7,34 7,36 7,42 7,44

7 7,49 7,34 7,39 7,40 7,45 7,39
Média 7,42 7,29 7,32 7,33 7,37 7,38
DP 0,04 0,05 0,05 0,07 0,07 0,05

HNA+Gel

1 7,49 7,46 7,50 7,46 7,50 7,53

2 7,38 7,37 7,38 7,43 7,44 7,47

3 7,43 7,42 7,43 7,40 7,44 7,39

4 7,44 7,42 7,44 7,44 7,45 7,49

5 7,41 7,38 7,41 7,42 7,44 7,46

6 7,49 7,48 7,48 7,46 7,49 7,50

7 7,48 7,46 7,46 7,46 7,48 7,48
Média 7,44 7,43 7,44 7,44 7,46 7,47
DP 0,04 0,04 0,04 0,02 0,03 0,04

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE N - Valores individuais de Pressdo Parcial de Oxigénio no sangue arterial (mmHg)
dos animais do grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes

solucdes de reposi¢do volémica. Sdo Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle
1 219 199 210 205 191 206
2 149 192 174 166 187 188
3 137 141 165 153 151 157
4 185 163 171 158 142 148
5 213 213 204 204 195 208
6 155 186 178 172 194 190
7 214 203 212 217 208 187
Média 182 185 188 182 181 183
DP 34 25 20 26 25 23
219 199 210 205 191 206
HNA+Amido
1 194 216 194 212 200 216
2 199 277 211 203 198 201
3 233 258 232 232 214 226
4 155 191 186 191 166 150
5 174 226 211 206 160 158
6 196 215 206 205 156 161
7 144 186 153 184 117 114
Média 185 224 199 205 173 175
DP 30 33 25 15 33 40
HNA+NaCl
1 169 168 171 172 104 106
2 188 236 226 226 195 227
3 171 127 136 138 117 106
4 216 130 157 129 111 103
5 212 137 192 178 97 106
6 169 114 150 165 137 136
7 194 150 176 199 134 140
Média 188 152 173 172 128 132
DP 20 41 30 34 33 45
HNA+Gel
1 195 205 186 194 166 153
2 195 212 207 203 182 183
3 193 193 187 188 108 87
4 177 179 185 191 155 148
5 191 211 212 221 175 165
6 207 237 240 212 203 221
7 206 212 224 215 206 212
Média 195 207 206 203 171 167
DP 10 18 21 13 33 45

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE O - Valores individuais da relagio PaO,/FiO, dos animais do grupo controle e
aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposicdo volémica.

Sao Paulo, 20009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 438 397 419 410 381 412

2 297 385 349 333 374 376

3 274 281 330 305 302 315

4 369 325 342 317 285 295

5 425 425 408 409 391 415

6 311 371 356 343 387 379

7 427 407 425 433 416 373

Média 363 370 376 364 362 366
DP 69 50 40 52 49 46

HNA+Amido

1 388 432 388 425 399 433

2 399 555 421 406 395 402

3 466 516 464 464 429 451

4 310 381 372 382 332 300

5 349 453 422 412 319 316

6 392 431 413 410 312 323

7 288 372 306 368 234 228

Média 370 449 398 410 346 350
DP 60 67 50 31 67 81

HNA+NaCl

1 338 337 342 344 207 213

2 375 472 452 452 389 455

3 342 253 272 275 233 212

4 432 260 313 257 222 207

5 424 273 383 357 195 211

6 338 227 301 331 274 271

7 388 300 352 397 268 280

Média 377 303 345 345 255 264
DP 40 82 59 67 66 90

HNA+Gel

1 390 411 372 388 333 306

2 389 423 414 406 365 366

3 386 385 373 376 217 174

4 354 358 371 381 309 296

5 383 422 424 441 349 329

6 414 474 481 424 406 441

7 412 424 447 431 412 425

Média 390 414 412 407 341 334
DP 20 36 43 26 66 90

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE P - Valores individuais da Pressdo Parcial de Gas Carbonico no sangue arterial
(mmHg) dos animais do grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com
diferentes solucdes de reposicdo volémica. Sao Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 41 41 41 42 41 42

2 41 43 44 44 40 42

3 44 45 41 40 42 40

4 34 34 35 31 33 34

5 43 44 43 45 44 43

6 42 43 40 38 39 38

7 37 39 40 42 40 40

Média 40 41 41 40 40 40
DP 3 4 3 4 3 3

HNA-+Amido

1 44 42 42 41 42 42

2 41 38 38 39 40 37

3 40 39 37 35 37 33

4 40 42 39 39 40 38

5 42 38 36 39 40 39

6 47 44 46 46 44 46

7 46 45 43 44 45 46

Média 43 41 40 40 41 40
DP 3 3 4 4 3 5

HNA+NaCl

1 39 43 38 39 44 46

2 45 40 41 40 36 38

3 45 42 44 50 46 42

4 42 47 41 42 42 44

5 42 40 36 32 33 44

6 42 45 41 40 42 40

7 37 39 35 39 39 46
Média 42 42 39 40 40 43
DP 3 3 3 5 4 3

HNA+Gel

1 37 36 36 38 37 35

2 43 42 44 40 44 39

3 41 38 37 43 44 49

4 42 40 39 43 43 40

5 48 45 44 46 45 42

6 35 36 37 39 39 37

7 35 35 35 36 38 37
Média 40 39 39 41 41 40
DP 5 4 4 4 3 5

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE Q - Valores individuais de Satura¢io de Oxigénio no sangue arterial (%) dos
animais do grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes
solucdes de reposi¢do volémica. Sdo Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle
1 100 100 100 100 100 99
2 100 100 100 95 96 96
3 97 95 95 99 100 100
4 100 100 100 100 100 100
5 96 97 98 98 96 96
6 98 97 96 95 96 95
7 100 100 100 100 100 100
Média 99 98 98 98 98 98
DP 2 2 2 2 2 2
HNA+Amido
1 96 100 100 100 96 98
2 100 100 100 100 100 100
3 100 100 100 100 100 100
4 97 98 96 100 96 97
5 97 100 99 95 94 100
6 100 99 98 100 100 100
7 100 99 100 100 99 97
Média 99 99 99 99 98 99
DP 2 1 2 2 2 1
HNA+NaCl
1 96 100 97 100 96 96
2 99 98 95 95 96 96
3 99 99 98 100 94 95
4 100 98 99 100 97 100
5 100 100 98 97 100 100
6 96 95 94 96 95 96
7 98 100 100 100 97 96
Média 98 99 97 98 96 97
DP 2 2 2 2 2 2
HNA+Gel
1 96 97 98 98 96 95
2 100 95 95 94 94 95
3 98 100 100 100 98 98
4 96 97 99 100 95 95
5 100 96 96 95 96 97
6 95 97 100 96 95 95
7 96 97 99 97 96 98
Média 97 97 98 97 96 96
DP 2 2 2 2 1 1

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE R - Valores individuais de pH do sangue venoso misto dos animais do grupo
controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solugdes de reposi¢io

volémica. Sao Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 7,41 7,41 7,41 7,41 7,40 7,42

2 7,40 7,37 7,38 7,40 7,42 7,42

3 7,38 7,38 7,41 7,41 7,42 7,43

4 7,50 7,49 7,49 7,50 7,49 7,48

5 7,40 7,40 7,40 7,40 7,43 7,42

6 7,34 7,33 7,31 7,24 7,16 7,20

7 7,45 7,46 7,44 7,42 7,43 7,44
Média 7,41 7,41 7,40 7,40 7,39 7,40
DP 0,05 0,05 0,05 0,08 0,11 0,09

HNA-+Amido

1 7,35 7,32 7,32 7,33 7,38 7,39

2 7,37 7,37 7,39 7,39 7,45 7,45

3 7,33 7,34 7,37 7,39 7,44 7,48

4 7,34 7,34 7,37 7,37 7,42 7,46

5 7,36 7,34 7,38 7,39 7,42 7,43

6 7,25 7,23 7,27 7,28 7,36 7,36

7 7,39 7,36 7,37 7,34 7,40 7,39
Média 7,34 7,33 7,35 7,35 7,41 7,42
DP 0,04 0,05 0,04 0,04 0,03 0,04

HNA+NaCl

1 7,35 7,20 7,26 7,27 7,29 7,30

2 7,31 7,30 7,30 7,26 7,42 7,40

3 7,35 7,27 7,28 7,27 7,33 7,37

4 7,37 7,23 7,22 7,19 7,23 7,26

5 7,36 7,19 7,23 7,25 7,31 7,35

6 7,43 7,25 7,31 7,33 7,40 7,41

7 7,45 7,29 7,34 7,36 7,41 7,36
Média 7,37 7,25 7,28 7,27 7,34 7,35
DP 0,05 0,04 0,04 0,05 0,07 0,05

HNA+Gel

1 7,44 7,40 7,45 7,42 7,48 7,49

2 7,31 7,31 7,31 7,35 7,37 7,42

3 7,38 7,35 7,37 7,34 7,40 7,37

4 7,40 7,38 7,42 7,40 7,41 7,46

5 7,36 7,37 7,34 7,34 7,39 7,41

6 7,45 7,44 7,43 7,41 7,47 7,46

7 7,44 7,43 7,43 7,40 7,46 7,42
Média 7,40 7,38 7,39 7,38 7,43 7,43
DP 0,05 0,05 0,05 0,03 0,04 0,04

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE S — Valores individuais de Pressdo Parcial de Oxigénio no sangue venoso misto
(mmHg) dos animais do grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com

diferentes solucdes de reposicao volémica. Sao Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 48 50 50 49 54 50

2 40 48 52 49 46 44

3 56 52 52 50 50 55

4 47 50 50 48 47 52

5 54 57 58 57 58 57

6 48 53 51 51 50 50

7 47 45 50 52 54 50
Média 48 51 52 51 51 51
DP 5 4 3 3 4 4

HNA+Amido

1 52 47 44 45 55 55

2 44 40 36 36 46 43

3 48 47 43 39 54 46

4 44 41 37 36 49 43

5 45 52 49 42 52 52

6 57 56 48 49 54 56

7 48 48 49 49 60 56
Média 48 47 43 42 53 50
DP 5 6 5 6 4 6

HNA+NaCl

1 44 48 43 42 49 46

2 58 56 55 52 57 53

3 52 47 46 46 50 46

4 44 55 53 59 63 69

5 45 51 44 42 49 49

6 53 45 42 42 55 57

7 54 46 43 43 58 61
Média 50 50 47 47 54 54
DP 6 4 5 7 5 9

HNA+Gel

1 45 37 38 45 45 43

2 49 49 43 47 54 52

3 56 41 37 45 52 48

4 59 47 54 47 60 55

5 58 56 45 45 59 53

6 47 45 43 40 54 47

7 46 43 42 39 49 45
Média 52 45 43 44 53 49
DP 6 6 5 3 5 5

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE T - Valores individuais Pressdo Parcial de Diéxido de Carbono no sangue venoso
misto (mmhg) dos animais do grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA
com diferentes solugdes de reposi¢do volémica. Sdo Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 49 48 48 48 50 48

2 45 51 51 49 44 47

3 51 51 46 49 48 45

4 38 38 38 37 38 42

5 47 49 49 50 47 49

6 51 53 47 46 47 45

7 43 41 46 48 45 45
Média 46 47 46 47 46 46
DP 5 6 4 4 4 2

HNA+Amido

1 51 49 50 50 46 47

2 49 46 47 48 44 44

3 54 48 47 45 43 40

4 51 51 51 50 46 43

5 52 48 47 47 43 44

6 50 57 56 57 51 52

7 56 50 49 55 50 51
Média 52 50 49 50 46 46
DP 3 4 3 4 3 5

HNA+NaCl

1 49 51 48 49 50 53

2 60 46 49 57 39 44

3 52 50 51 57 54 50

4 51 51 54 60 58 55

5 49 46 43 39 38 46

6 46 50 46 49 46 45

7 44 46 43 44 45 52
Média 50 49 48 51 47 49
DP 5 2 4 8 7 5

HNA+Gel

1 44 42 42 42 41 39

2 55 49 54 52 53 47

3 49 47 47 52 50 53

4 49 46 44 48 49 45

5 56 49 54 57 51 50

6 42 39 44 47 42 43

7 40 39 42 45 40 43
Média 48 44 47 49 47 46
DP 6 4 5 5 6 5

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE U - Valores individuais de Saturacdo de Oxigénio no sangue venoso misto (%) dos
animais do grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes
solucdes de reposi¢do volémica. Sdo Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 81 83 83 81 82 81

2 75 78 83 82 80 78

3 84 82 83 81 81 85

4 87 89 89 87 86 87

5 86 88 88 87 88 86

6 77 81 79 77 71 73

7 83 83 83 83 86 84

Média 82 83 84 82 82 82
DP 5 4 3 4 6 5

HNA+Amido

1 78 73 68 72 84 84

2 78 78 76 74 85 84

3 76 77 74 70 86 82

4 78 78 76 74 85 84

5 75 81 82 74 85 85

6 82 80 74 76 85 85

7 83 82 82 78 88 85

Média 79 78 76 74 86 84
DP 3 3 5 3 1 1

HNA+NaCl

1 72 71 67 67 78 75

2 81 81 79 73 85 80

3 82 77 76 75 80 78

4 76 81 76 77 83 87

5 76 78 70 68 80 80

6 89 77 75 75 87 88

7 88 78 76 71 88 88

Média 81 78 74 73 83 82
DP 6 4 4 4 4 5

HNA+Gel

1 83 72 76 81 83 81

2 78 79 71 76 82 82

3 85 71 64 70 81 77

4 83 78 72 72 84 82

5 86 87 75 74 88 84

6 84 81 76 67 88 81

7 85 78 72 65 88 84

Média 83 78 72 72 85 82
DP 3 5 4 6 3 2

DP: desvio-padrio



Apéndices

APENDICE V - Valores individuais de frequéncia respiratéria (mpm) dos animais do grupo
controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposicao
volémica. Sdo Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 19 19 19 19 21 19

2 15 14 15 15 15 15

3 18 18 18 18 18 18

4 15 15 14 15 15 15

5 15 15 15 15 15 15

6 20 20 20 20 20 20

7 20 20 20 20 20 20
Média 17 17 17 17 18 17
DP 2 3 3 2 3 2

HNA+Amido

1 16 16 16 16 16 16

2 15 15 15 15 15 15

3 20 19 20 19 19 20

4 19 20 20 20 19 20

5 17 17 17 16 17 17

6 16 18 18 18 18 18

7 20 20 20 20 20 20
Média 18 18 18 18 18 18
DP 2 2 2 2 2 2

HNA+NaCl

1 14 14 14 15 15 15

2 22 24 24 24 24 24

3 17 17 17 17 16 17

4 15 15 15 15 15 20

5 15 15 15 15 15 15

6 15 15 15 15 15 15

7 20 20 20 20 24 24
Média 17 17 17 17 18 19
DP 3 4 4 3 4 4

HNA+Gel

1 20 20 20 20 20 20

2 26 26 26 26 26 26

3 20 20 20 18 20 20

4 20 20 20 20 20 20

5 20 20 20 20 20 20

6 20 20 20 20 20 20

7 20 20 20 20 20 20
Média 21 21 21 21 21 21
DP 2 2 2 3 2 2

DP: desvio-padrio



Apéndices

APENDICE W — Valores individuais de Pressio Parcial de Diéxido de Carbono no Ar Expirado
(mmHg) dos animais do grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com
diferentes solucdes de reposicao volémica. Sao Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 41 41 42 42 43 40

2 42 42 42 40 37 37

3 44 44 40 39 39 39

4 33 34 34 33 34 35

5 41 41 42 41 41 41

6 41 42 38 37 38 38

7 37 38 40 40 39 38
Média 40 40 40 39 39 38
DP 4 3 3 3 3 2

HNA+Amido

1 41 39 38 37 38 38

2 38 36 34 37 37 36

3 44 37 37 34 39 35

4 42 39 37 36 37 34

5 37 36 33 33 36 34

6 45 46 42 41 42 41

7 40 41 40 41 43 42
Média 41 39 37 37 39 37
DP 3 4 3 3 3 3

HNA+NaCl

1 39 36 36 35 38 41

2 47 37 36 37 34 33

3 44 37 38 38 36 35

4 41 32 43 47 45 41

5 42 38 36 37 39 39

6 43 36 37 36 40 40

7 38 34 34 36 38 50
Média 42 36 37 38 39 40
DP 3 2 3 4 3 5

HNA+Gel

1 37 33 32 36 35 33

2 44 38 36 40 41 37

3 41 37 36 41 39 43

4 43 39 38 40 44 40

5 47 44 42 42 43 41

6 37 36 37 40 39 39

7 35 34 37 48 36 37
Média 41 37 37 41 40 39
DP 4 4 3 4 3 3

DP: desvio-padrio



Apéndices

APENDICE X - Valores individuais de Hematdcerito (%) dos animais do grupo controle e
aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposicdo volémica.

Séao Paulo, 20009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 29 29 28 28 27 26

2 23 25 23 25 25 25

3 32 31 33 32 31 31

4 27 27 26 27 27 28

5 29 31 33 33 34 33

6 30 30 30 30 29 29

7 31 31 30 30 29 29
Média 29 29 29 29 29 29
DP 3 2 4 3 3 3

HNA+Amido

1 29 15 18 14 27 27

2 28 14 15 16 24 24

3 30 14 13 18 27 25

4 29 14 16 19 23 23

5 30 14 15 15 25 27

6 30 15 15 18 23 26

7 33 13 13 14 27 27
Média 30 14 15 16 25 26
DP 2 1 2 2 2 2

HNA+NaCl

1 30 16 18 16 26 29

2 26 14 17 17 23 24

3 26 16 20 20 24 25

4 29 15 22 22 27 28

5 30 17 13 16 24 25

6 33 15 19 20 29 31

7 34 14 20 21 29 30
Média 30 15 18 19 26 27
DP 3 1 3 2 2 3

HNA+Gel

1 27 14 15 15 22 24

2 31 15 16 17 23 23

3 29 14 14 15 22 25

4 31 15 17 17 31 31

5 29 14 15 16 26 26

6 33 15 15 15 26 26

7 31 15 16 16 28 27
Média 30 15 15 16 25 26
DP 2 1 1 1 3 3

DP: desvio-padrio



Apéndices

APENDICE Y - Valores individuais de Bicarbonato no sangue arterial (mmol/L) dos animais
do grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de
reposicdo volémica. Sao Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 28,4 28,4 27,7 28,8 26,6 28,3

2 27,0 26,6 27,6 28,9 28,1 28,1

3 27,5 27,6 27,9 27,6 28,5 28,1

4 28,8 27,9 28,3 26,5 27,1 28,6

5 27,8 28,9 28,5 29,1 28,8 29,8

6 24,7 24,9 24,9 14,9 12,9 17,3

7 28,2 28,3 28,5 28,3 27,9 28,4
Média 27,5 27,5 27,6 26,3 25,7 26,9
DP 1,4 1,4 1,3 5,1 5,7 43

HNA+Amido

1 25,4 23,2 23,4 23,2 25,3 25,5

2 25,5 24,6 25,9 26,9 29,6 28,7

3 24,5 23,9 24,0 23,9 26,7 27,0

4 25,2 26,3 26,5 26,8 27,6 28,6

5 25,9 23,3 25,6 26,1 26,9 27,3

6 22,4 21,7 23,5 24,8 25,9 27,9

7 31,4 26,2 25,2 26,9 29,0 28,9
Média 25,8 24,2 24,9 25,5 27,3 27,7
DP 2,7 1,7 1,2 1,5 1,6 1,2

HNA+NaCl

1 23,2 18,2 19,0 19,7 21,8 23,0

2 26,0 21,0 21,8 23,0 23,5 24,1

3 27,0 21,3 22,2 24,5 26,0 25,2

4 26,0 19,3 20,7 20,5 22,1 22,3

5 25,0 15,6 15,5 15,6 16,7 24,0

6 29,6 20,8 21,8 21,8 26,4 26,8

7 28,0 20,4 21,1 23,1 26,5 26,4
Média 26,4 19,5 20,3 21,2 23,3 24,5
DP 2,1 2,0 2,4 2,9 3,5 1,7

HNA+Gel

1 27,9 25,2 27,4 26,2 28,6 28,6

2 24,8 24,0 24,9 25,3 28,1 27,4

3 25,7 23,6 24,2 25,5 28,1 27,9

4 27,8 25,9 26,1 28,5 29,0 29,3

5 28,7 26,1 26,9 28,9 29,2 29,0

6 26,8 25,7 26,4 26,8 29,1 28,1

7 25,2 24,8 25,1 25,9 27,5 27,8
Média 26,7 25,0 25,9 26,7 28,5 28,3
DP 1,5 1,0 1,2 1,4 0,6 0,7

DP: desvio-padrio



Apéndices

APENDICE Z — Valores individuais do fon Sédio (mmol/L) dos animais do grupo controle e
aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposicdo volémica.
Sao Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle
1 141 139 141 135 143 139
2 140 141 139 138 139 135
3 140 140 139 139 138 137
4 135 136 135 135 139 134
5 139 138 139 138 138 139
6 140 136 136 134 136 135
7 138 138 138 137 137 137
Média 139 138 138 137 139 137
DP 2 2 2 2 2 2
HNA+Amido
1 141 139 139 139 140 142
2 140 139 141 139 140 141
3 142 137 140 144 143 145
4 138 136 140 136 142 141
5 137 138 136 136 139 135
6 135 135 137 135 140 139
7 141 140 141 139 141 140
Média 139 138 139 138 141 140
DP 3 2 2 3 1 3
HNA+NaCl
1 140 142 141 141 141 142
2 135 136 134 134 134 135
3 139 140 139 139 140 141
4 139 146 141 141 142 141
5 137 142 139 139 142 142
6 142 143 144 144 145 143
7 139 143 140 139 140 140
Média 139 142 140 140 141 141
DP 2 3 3 3 3 3
HNA+Gel
1 139 140 138 139 139 139
2 139 140 139 139 140 140
3 140 142 140 139 142 142
4 139 139 138 137 139 138
5 135 137 137 135 137 137
6 138 140 139 138 139 140
7 139 139 138 138 138 140
Média 138 140 138 138 139 139
DP 2 2 1 1 2 2

DP: desvio-padrio



Apéndices

APENDICE AA — Valores individuais do fon Potéssio (mmol/L) dos animais do grupo controle
e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposicao volémica.

Séao Paulo, 20009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 3,6 3,9 4,0 4,0 4,5 43

2 3,8 3,8 4,0 43 4,5 4.4

3 4,1 4,1 43 43 4,7 4.4

4 3,6 3,2 3,2 3,0 3,5 3,6

5 3,6 3,7 3,6 3,7 3,8 4,1

6 4,1 42 4,0 4,6 4,5 4.4

7 3,8 3,7 3,7 3,9 3,8 3,9
Média 3,8 3,8 3,8 4,0 42 42
DP 0,2 0,3 0,4 0,5 0,5 0,3

HNA+Amido

1 4.5 4,0 42 43 4,1 42

2 3,7 3,6 3,9 4,1 4,1 4,1

3 3,9 3,6 3,8 3,8 3,9 4,0

4 3,9 3,7 4,1 4,1 4,0 4,1

5 42 3,5 3,8 4,0 3,9 3,9

6 3,5 3,7 4,0 42 3,5 4,0

7 4,0 3,6 3,8 3,9 3,7 4,0
Média 4,0 3,7 3,9 4,1 3,9 4,0
DP 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1

HNA+NaCl

1 3,7 3,6 4,1 472 4,0 3,8

2 3,5 3,3 3,9 4,1 3,9 43

3 4,0 3,5 4,0 42 4.4 4,0

4 3,8 3,3 4,1 4.4 4.4 43

5 3,5 2,7 3,3 3,7 3,3 3,2

6 3,9 3,2 3,7 3,9 3,6 3,7

7 3,3 3,1 3,4 3,8 3,5 3,4
Média 3,7 3,2 3,8 4,0 3,9 3,8
DP 0,2 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4

HNA+Gel

1 3,6 3,1 3,6 3,5 3,6 3,6

2 4,1 3,7 4,1 4,1 3,8 3,6

3 3,9 3,5 4,0 4.4 4,0 3,8

4 3,5 3,3 3,5 3,7 3,4 3,6

5 3,8 3,5 4,0 4.5 3,8 3,7

6 4,0 3,8 4,1 4.5 4,0 3,9

7 3,9 3,8 4,0 4,2 3,9 3,9
Média 3,8 3,5 3,9 4,1 3,8 3,7
DP 0,2 0,3 0,2 0,4 0,2 0,1

DP: desvio-padrio



Apéndices

APENDICE AB - Valores individuais de Lactato Arterial (mmol/L) dos animais do grupo
controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposicao
volémica. Sao Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 1,8 1,7 2,4 1,6 1,4 1,2

2 1,7 1,7 1,3 1,0 0,7 0,7

3 1,8 1,7 2,4 1,6 1,7 1,3

4 1,6 1,6 2,0 1,3 1,1 1,0

5 0,7 0,6 0,5 1,1 0,9 0,5

6 1,6 1,5 1,3 1,1 1,0 0,9

7 1,2 1,1 1,0 1,0 0,9 0,8
Média 1,5 1,4 1,6 1,2 1,1 0,9
DP 0,4 0,4 0,7 0,3 0,3 0,3

HNA+Amido

1 0,7 0,6 0,6 0,7 0,7 0,6

2 1,8 2,2 1,6 1,2 0,9 0,8

3 2,0 1,7 1,7 1,4 1,1 0,8

4 2,1 1,6 1,6 2,0 1,3 0,8

5 1,8 1,4 1,3 0,9 1,1 0,8

6 1,1 0,9 1,0 1,1 0,8 0,8

7 1,4 1,0 1,3 1,3 1,0 0,7
Média 1,6 1,3 1,3 1,2 1,0 0,8
DP 0,5 0,5 0,4 0,4 0,2 0,1

HNA+NaCl

1 1,7 1,3 1,5 1,1 0,7 0,5

2 2,0 2,2 2,8 2,5 1,8 1,5

3 1,7 1,6 1,9 1,5 1,2 0,8

4 0,9 0,5 0,8 1,0 0,7 0,7

5 1,5 0,6 0,8 0,6 0,9 0,8

6 1,1 0,6 0,9 0,8 0,7 0,9

7 1,6 0,9 1,4 1,5 1,1 0,9
Média 1,5 1,1 1,4 1,3 1,0 0,9
DP 0,4 0,6 0,7 0,6 0,4 0,3

HNA+Gel

1 2,6 2,2 2,1 3,5 1,6 0,8

2 1,4 1,1 1,1 1,1 0,6 0,5

3 1,6 1,2 1,2 1,2 1,1 1,0

4 1,5 1,7 1,9 1,9 1,2 0,8

5 1,2 1,0 1,0 1,2 1,0 0,9

6 1,3 1,3 1,6 1,4 1,0 0,9

7 1,1 1,2 1,5 1,4 1,2 1,0
Média 1,5 1,4 1,5 1,7 1,1 0,8
DP 0,5 0,4 0,4 0,8 0,3 0,2

DP: desvio-padrio



Apéndices

APENDICE AC - Valores individuais de Uréia Plasmatica (mg/dl) dos animais do grupo
controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposicao
volémica. Sdo Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 21,04 20,50 17,10 32,43 21,91 18,62

2 29,67 23,89 25,39 37,12 35,79 22,77

3 16,32 18,94 16,66 17,20 19,69 18,89

4 15,60 18,06 15,65 18,77 22,11 17,92

5 14,51 18,30 13,31 13,79 10,66 16,15

6 36,82 19,52 30,72 31,25 29,05 28,99

7 19,00 20,93 21,87 23,26 23,56 25,32

Média 21,85 20,02 20,10 24,83 23,25 21,24
DP 8,34 2,01 6,20 8,84 7,80 4,63

HNA+Amido

1 12,32 16,17 15,93 14,26 10,96 17,97

2 21,37 19,31 15,58 15,52 15,11 16,82

3 8,63 7,57 6,65 12,80 14,51 10,10

4 21,19 18,16 13,66 17,13 15,00 13,46

5 15,69 16,61 14,74 14,90 15,83 21,34

6 18,72 18,59 14,50 12,07 11,05 10,34

7 18,25 16,52 15,01 10,84 13,78 13,07
Média 16,60 16,13 13,72 13,93 13,75 14,73
DP 4,72 3,96 3,21 2,16 1,97 4,16

HNA+NaCl

1 32,87 22,26 18,08 15,90 20,90 17,74

2 19,04 13,27 12,68 11,87 12,03 10,26

3 18,65 11,80 11,57 9,17 8,01 10,23

4 15,34 13,94 17,02 16,99 16,23 14,94

5 20,12 17,00 13,17 14,86 12,83 13,99

6 15,14 9,76 8,93 11,03 12,59 10,84

7 19,74 11,64 14,31 12,20 14,81 16,49

Média 20,13 14,24 13,68 13,15 13,91 13,50
DP 5,97 4,20 3,14 2,83 4,01 3,10

HNA+Gel

1 15,55 20,61 20,33 22,01 23,24 23,11

2 29,12 26,01 24,89 25,96 20,56 22,97

3 26,01 20,11 22,09 21,26 23,82 26,58

4 17,22 16,24 16,68 19,53 18,13 18,68

5 29,31 26,03 28,56 26,55 26,90 26,41

6 17,41 15,40 18,83 21,29 21,64 22,59

7 23,04 19,23 22,36 24,78 26,39 27,46
Média 22,52 20,52 21,96 23,05 22,95 23,97
DP 5,41 3,91 3,64 2,49 2,90 2,84

DP: desvio-padrio



Apéndices

APENDICE AD - Valores individuais de Glicose Plasmatica (mg/dl) dos animais do grupo
controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposicao
volémica. Sdo Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle
1 129,00 128,00 120,00 200,00 132,00 106,00
2 121,00 84,00 113,00 154,00 151,00 105,00
3 104,00 118,00 85,00 92,00 111,00 94,00
4 86,00 98,00 103,00 103,00 105,00 102,00
5 93,00 106,00 85,00 76,00 81,00 93,00
6 99,00 87,00 90,00 91,00 91,00 92,00
7 88,00 95,00 96,00 100,00 100,00 101,00
Média 102,86 102,29 98,86 116,57 110,14 99,00
DP 16,49 16,13 13,75 44,20 24,13 5,89
HNA+Amido
1 106,00 262,00 141,00 139,00 105,00 116,00
2 107,00 236,00 154,00 125,00 125,00 104,00
3 107,00 222,00 122,00 181,00 128,00 89,00
4 123,00 199,00 138,00 148,00 110,00 74,00
5 112,00 264,00 183,00 139,00 112,00 139,00
6 136,00 263,00 168,00 127,00 99,00 63,00
7 134,00 260,00 167,00 153,00 127,00 83,00
Média 117,86 243,71 153,29 144,57 115,14 95,43
DP 13,08 25,54 21,02 18,99 11,57 26,15
HNA+NaCl
1 117,00 99,00 86,00 81,00 84,00 63,00
2 112,00 113,00 42,00 114,00 106,00 9,00
3 118,00 100,00 127,00 110,00 111,00 105,00
4 107,00 23,00 84,00 79,00 86,00 17,00
5 94,00 69,00 94,00 109,00 99,00 96,00
6 108,00 65,00 119,00 127,00 130,00 109,00
7 89,00 87,00 97,00 107,00 110,00 116,00
Média 106,43 79,43 92,71 103,86 103,71 73,57
DP 11,09 30,25 27,63 17,57 15,88 44,77
HNA+Gel
1 86,00 97,00 108,00 143,00 121,00 100,00
2 128,00 130,00 152,00 158,00 112,00 49,00
3 142,00 111,00 103,00 115,00 107,00 111,00
4 119,00 138,00 144,00 162,00 124,00 106,00
5 106,00 111,00 128,00 118,00 108,00 107,00
6 116,00 125,00 134,00 133,00 119,00 107,00
7 74,00 91,00 84,00 79,00 82,00 82,00
Média 110,14 114,71 121,86 129,71 110,43 94,57
DP 21,89 15,97 22,57 26,61 13,08 20,61

DP: desvio-padrio



Apéndices

APENDICE AE - Valores individuais de Osmolaridade (mOsm/Kg) dos animais do grupo
controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposicao

volémica. Sdo Paulo, 2009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle
1 300 296 300 295 306 296
2 299 298 297 299 301 288
3 297 298 294 295 295 291
4 285 287 285 285 295 284
5 293 292 292 290 290 294
6 300 289 290 287 291 289
7 292 292 292 291 291 292
Média 295 293 293 292 296 290
DP 6 4 5 5 6 4
HNA+Amido
1 301 303 297 297 296 302
2 301 302 301 296 298 299
3 301 295 295 308 303 305
4 2908 293 2908 2901 301 297
5 294 300 292 290 295 289
6 291 295 294 287 294 291
7 304 304 301 296 299 295
Média 299 299 297 295 298 297
DP 4 4 3 7 3 6
HNA+NaCl
1 299 300 298 298 298 298
2 286 287 280 285 284 281
3 296 295 295 294 296 2908
4 294 302 298 298 300 294
5 290 296 292 294 298 298
6 300 298 303 305 307 301
7 293 299 295 294 296 296
Média 294 297 294 295 297 295
DP 5 5 7 6 7 7
HNA+Gel
1 293 295 293 297 296 295
2 298 299 299 299 297 294
3 300 301 297 297 302 302
4 294 295 294 294 295 292
5 288 292 294 290 292 292
6 293 297 297 296 296 298
7 294 294 292 293 293 297
Média 294 296 295 295 296 296
DP 4 3 3 3 3 4

DP: desvio-padrio



Apéndices

APENDICE AF — Valores individuais de Temperatura (°C) dos animais do grupo controle e
aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposicdo volémica.

Séao Paulo, 20009.

Animais TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 379 38,0 38,1 38,3 39,5 38,9

2 38,7 38,5 38,4 38,3 37,9 37,9

3 39,0 38,9 39,0 39,2 39,3 39,3

4 36,2 36,2 36,4 37,0 37,5 38,0

5 38,1 37,9 38,0 38,3 38,8 39,0

6 38,5 38,5 38,4 38,1 38,2 38,1

7 37.5 37,7 38,5 39,0 38,6 38,3
Média 38,0 38,0 38,1 38,3 38,5 38,5
DP 0,9 0,9 0,8 0,7 0,7 0,6

HNA+Amido

1 394 39,2 39,5 38,9 38,7 39,0

2 38,0 37,4 37,7 38,0 37,9 37,9

3 38,8 38,2 38,1 38,1 38,1 38,1

4 38,5 38,3 38,1 38,6 38,0 37,8

5 38,5 37,3 37,2 37,9 37,9 38,5

6 38,5 38,0 38,1 38,2 38,0 38,3

7 37,1 37,0 37,4 38,2 38,4 39,2
Média 38,4 379 38,0 38,3 38,1 38,4
DP 0,7 0,7 0,7 0,4 0,3 0,5

HNA+NaCl

1 38,7 38,2 38,3 38,2 37,5 37,7

2 39,9 39,1 39,5 39,7 39,8 40,3

3 38,0 38,7 36,7 37,3 37,5 38,0

4 37,6 37,6 38,6 39,6 39,3 39,7

5 38,0 36,8 37,4 37,6 37,4 37,8

6 36,1 35,9 36,2 36,6 37,0 37,8

7 37,8 36,6 37,0 37,5 37,8 38,4
Média 38,0 37,6 37,7 38,1 38,0 38,5
DP 1,1 1,2 1,2 1,2 1,1 1,0

HNA+Gel

1 37,2 36,3 36,8 37,2 37,3 37,7

2 37,8 37,3 37,8 38,5 39,2 39,2

3 38,5 38,0 38,5 39,3 39,5 39,1

4 37,6 36,9 37,1 38,0 38,7 38,7

5 38,5 37,6 38,0 38,3 38,1 38,4

6 37,4 37,5 38,5 39,5 38,3 38,3

7 37,2 37,5 37,9 38,3 38,3 38,5
Média 37,7 37,3 37,8 38,4 38,5 38,6
DP 0,6 0,6 0,6 0,8 0,7 0,5

DP: desvio-padrio



Apéndices

APENDICE AG - Valores individuais de Burst Oxidativo de Neutréfilos do Sangue Periférico
Representado pelo reagente DCFH (MGIF) dos animais do grupo controle e aqueles submetidos
ao procedimento de HNA com diferentes solugdes de reposicdo volémica. Sdo Paulo, 2009.

Animais TBasal TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 31,9 37,0 39,3 41,2 334 35,5

2 28,6 17,7 20,3 37,7 20,5 18,3 22,2

3 18,3 20,1 21,2 37,0 25,7 20,7 21,5

4 24,2 22,4 17,5 18,5 17,9 20,2 23,6

5 27,0 37,1 33,7 40,3 38,0 354 39,1

6 30,2 32,0 36,0 34,2 31,0 30,8 35,2

7 26,2 23,1 23,4 28,7 33,7 18,3 17,1
Média 26,6 27,1 25,3 33,7 29,7 25,3 27,7
DP 4,5 8,1 7,6 7,7 8,7 7,6 8,6

HNA+Amido

1 31,7 27,6 75,4 49,2 53,5 51,9 30,2

2 37,4 38,1 52,3 49,2 46,8 38,4 35,5

3 27,4 27,2 56,3 49,0 42,1 38,6 41,9

4 26,0 41,2 72,2 60,4 34,7 40,5 373

5 27,4 26,2 45,8 42,9 48,1 39,9 31,0

6 32,9 34,8 60,7 49,6 46,2 35,7 28,5

7 26,4 30,4 61,6 48,5 44,9 25,1 38,3
Média 29,9 32,2 60,6 49,8 45,2 38,6 34,7
DP 4,2 5,9 10,5 5,2 5,8 7,9 4,9

HNA+NaCl

1 30,4 21,5 41,4 38,1 35,1 39,6 26,4

2 26,4 31,5 54,5 46,5 41,7 43,0 35,4

3 314 39,4 52,5 50,9 53,8 40,8 42,4

4 28,5 39,6 68,5 60,7 62,9 39,6 36,7

5 30,1 25,3 71,1 42,7 47,6 24,9 22,0

6 28,5 28,5 52,0 37,0 42,0 32,3 36,2

7 27,7 25,8 51,6 45,4 40,3 28,1 13,3
Média 29,0 30,2 55,9 45,9 46,2 35,5 30,4
DP 1,7 7,0 10,4 8,1 9,4 7,0 10,2

HNA+Gel

1 28,4 14,5 43,5 36,6 32,1 31,7 24,1

2 28,6 354 76,1 46,9 45,5 31,2 36,4

3 29,1 32,6 112,7 65,8 45,4 39,0

4 24,6 21,2 61,7 50,1 36,3 34,0 38,3

5 30,0 28,1 48,1 423 40,9 33,2 33,0

6 24,4 33,0 76,3 76,8 55,8 40,1 35,2

7 31,6 19,5 54,0 51,9 493 39,8 28,9
Média 28,1 26,3 67,5 50,8 46,5 36,5 33,6
DP 2,7 8,0 23,7 13,9 11,6 5,4 5,4

DP: desvio-padrio



Apéndices

APENDICE AH - Valores individuais de Burst Oxidativo de Neutréfilos do Sangue Periférico
Induzido pelo Estimulo PMA (MGIF) dos animais do grupo controle e aqueles submetidos ao

procedimento de HNA com diferentes solu¢des de reposicdo volémica. Sdo Paulo, 2009.

Animais TBasal TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 1640 2069 1866 2073 1627 1685 1972

2 790 531 582 763 671 570 569

3 784 791 884 952 819 771 902

4 1850 1593 1513 1830 1816 2157 2247
5 1700 1633 1855 1776 1602 1702 1874
6 950 1253 1189 1304 1159 1285 1282

7 350 169 111 209 184 220 185
Média 1152 1149 1143 1272 1125 1198 1290
DP 574 678 660 671 598 702 776
HNA+Amido

1 510 558 771 793 737 544 504

2 1359 1600 2152 2217 2245 1718 1901

3 810 1203 637 804 667 828
4 1279 1487 1722 1652 1830 1863 1726
5 1528 1690 3189 2049 2301 1855 1932

6 1955 2102 2909 2408 2015 1838 1535

7 602 608 1544 1040 1425 1149 965
Média 1149 1341 1927 1542 1622 1376 1342
DP 529 623 881 719 650 584 571

HNA+NaCl

1 1274 1884 3544 3602 3569 3101 3120

2 1360 1722 2059 2028 1834 1713 1713

3 1534 1632 1843 1950 2002 1863 1717

4 1035 1649 2420 2090 1992 1954 1788

5 514 346 633 449 382 379 379

6 1373 1498 1804 1338 2214 2167 1930

7 1300 1351 1441 1198 1157 1327 693
Média 1198 1440 1963 1808 1879 1786 1620
DP 337 511 894 984 980 827 894

HNA+Gel

1 1802 1560 3685 3322 2697 2935

2 921 1340 2313 1831 1812 1480 1456

3 1471 1172 1672 2565 1732 1235 955

4 587 384 1239 1396 944 1110 943

5 995 1002 1678 1393 1398 1329 1248

6 1690 1121 3463 1939 3258 2909 3272

7 816 952 1998 1569 1753 1457 1419
Média 1183 1076 2292 1782 2031 1745 1747
DP 469 368 937 444 910 736 953

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE AI — Valores individuais de Burst Oxidativo de Mondcitos do Sangue Periférico
Representado pelo reagente DCFH (MGIF) dos animais do grupo controle e aqueles submetidos

ao procedimento de HNA com diferentes solugdes de reposicdo volémica. Sdo Paulo, 2009.

Animais TBasal TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 13,5 10,2 10,2 16,9 15,5 13,6

2 15,9 9,6 10,7 14,5 9,2 9,3 8,3

3 3,9 19,7 4.4 7,6 5,0 4.4 5,7

4 13,0 13,2 9,7 8,8 9,9 10,9 10,9
5 9,9 17,0 12,7 15,5 16,1 19,1 15,4
6 15,5 19,2 17,3 13,4 11,7 14,1 19,4

7 6,5 7,7 8,7 8,7 9,9 6,4 6,6
Média 11,2 13,8 10,6 11,2 11,3 11,4 11,4
DP 4,6 49 4,3 3,2 4,1 5,2 5,0
HNA+Amido

1 6,5 3,7 14,6 7,8 9,0 10,1 4,8
2 21,2 20,9 28,9 24,5 24,0 16,8 18,4

3 4.4 5,9 9,1 8,5 6,8 6,3 4.5

4 11,1 22,6 26,2 17,0 6,7 13,2 9,7
5 16,2 14,4 16,3 31,2 32,5 20,0 17,0

6 12,9 17,0 25,4 35,0 17,4 13,0 8,6

7 4,6 5,4 14,6 10,3 8,3 7,0 14,8
Média 11,0 12,9 19,3 19,2 14,9 12,4 11,1
DP 6,3 7,8 7,5 11,2 10,1 5,0 5,7

HNA+NaCl

1 9,9 12,4 31,7 25,0 20,6 18,8 14,5

2 5,9 7,6 12,5 9,2 7,9 6,3 6,2

3 8,1 10,5 12,3 11,1 9,7 7.4 8,6

4 13,0 20,5 32,3 27,9 26,2 22,3 21,5

5 8,6 4,7 13,1 7,5 10,7 5,1 5,0

6 16,3 15,8 20,0 17,7 21,8 14,0 12,8

7 6,9 7,0 12,2 11,2 7,6 6,2 3,6
Média 9,8 11,2 19,1 15,7 14,9 11,4 10,3
DP 3,7 5,5 9,2 8,1 7,7 6,9 6,4

HNA+Gel

1 16,4 8,3 19,7 18,0 17,3 18,9 15,6

2 8.4 7.9 21,7 15,1 17,0 13,0 12,6

3 8,6 10,2 29,3 54,0 12,9 11,7 12,1

4 7,6 3,9 7,1 6,2 7,5 6,3 6,2

5 13,7 13,4 20,0 20,2 17,5 12,0 13,4

6 5,5 8,8 29,9 11,8 11,9 9,1 9,7

7 12,4 5,4 24,6 21,0 16,7 10,3 7,3
Média 10,4 8,3 21,8 20,9 14,4 11,6 11,0
DP 3,9 3,1 7,7 15,5 3,8 3,9 3,4

DP: desvio-padrio



Apéndices

APENDICE AJ — Valores individuais de burst oxidativo de células pulmonares (células
monociticas e macrdfagos) representado pelo DCFH e estimulado pelo PMA (MGIF) dos
animais do grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes
solugdes de reposi¢do volémica. Sdo Paulo, 2009.

DCFH PMA
Animais Cel. Monociticas Macréfagos Cel. Monociticas Macréfagos
Controle
1 13,6 102,3 10,1 276,4
2 4,1 85,2 2,6 128,2
3 8,1 121,1 13,3 245,2
4 7,9 100,3 14,7 227,5
5 6.1 87,6 6.4 105,9
6 7.9 84,5 85 183,0
7 8,0 1159 47,2 154,2
Média 7,9 99,5 14,7 188,6
DP 2,9 14,8 14,9 63,4
HNA+Amido
1 23,4 49,4 46,0 166,4
2 40,7 207,9 46,5 352,3
3 4,6 114,1 9,5 124,77
4 28,9 115,1 39,5 173,2
5 29,1 68,6 56,3 107,7
6 29,0 169,7 169.,6 480,3
7 5,1 49,6 32,8 156,5
Média 23,0 110,6 57,2 223,0
DP 13,4 60,9 51,7 139,0
HNA+NaCl
1 8,2 189,8 18,8 2694
2 21,3 128,0 26,8 2227
3 18,1 1114 25,6 171,1
4 12,3 177,0 32,5 3987
5 12,6 198,6 21,2 369,7
6 4,2 96,6 4,7 226,3
7 36,3 148,2 9,6 3554
Média 16,1 149,9 19,9 287.,6
DP 10,5 39,8 9,8 87,1
HNA+Gel
1 37,7 641,5 106,1 814,0
2 39,1 433,5 87,4 875,0
3 26,6 741,7 93,0 1658,7
4 19,7 333,7 57,5 974.,8
5 87,3 178,8 2332 415,5
6 27,6 104,3 29,1 414,7
7 36,0 601,0 5,8 9723
Meédia 39,1 433,5 87.4 875,0
DP 22,4 2414 73,7 420,4

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE AK — Valores individuais Fator de Necrose Tumoral-o sérico (pg/ml) dos animais
do grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de

reposi¢cdo volémica. Sdo Paulo, 2009.

Animais TBasal TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle

1 162,6 79,1 106,9 98,5 118,6 118,6 81,9

2 63,1 117,0 87,8 77,5 119,2 75,4 65,2

3 236,8 79,9 96,8 73,2 86,6 119,3 78,2

4 142,5 188,5 91,7 93,4 85,0 68,1 100,1

5 81,6 15,7 21,6 27,5 87,8 87,8 65,2

6 2243 45,1 162,4 23,6 96,0 37,2 41,2

7 69,3 25,5 71,3 138,6 95,3 112,7 63,1
Média 140,0 78,7 91,2 76,0 98,3 88,4 70,7
DP 72,2 59,8 42,0 40,5 14,6 30,7 18,4

HNA-+Amido

1 178,1 241,5 181,2 352,5 302,3 202,9 81,9

2 209,0 127,4 202,9 144.9 121,5 109,8 84,7

3 194,1 100,1 114,0 154,9 194,1 184,7 64,7

4 264,7 95,1 163,2 81,6 68,1 73,2 78,2

5 63,1 65,2 310,3 69,3 75,4 59,0 50,9

6 140,8 77,5 81,6 300,2 73,4 96,0 77,5

7 54,9 39,2 100,1 47,0 61,1 50,9
Média 157.8 106,6 175,5 171,9 126,0 1124 69,8
DP 77,1 65,7 79,6 111,0 91,9 58,8 14,3

HNA+NaCl

1 206,0 124,4 130,3 3599 118,6 1274 199.,8
2 218,5 93,0 2644 209,0 133,2 178,1 133,2

3 339,7 69,8 81,6 228.8 91,7 289,9 69,8

4 292,0 91,7 188,5 126,4 76,5 90,0 81,6

5 37,2 67,2 39,2 171,5 63,1 81,6 77,5
6 65,2 69,3 119,2 243,5 362,9 221,9 164,7
7 93,0 106,9 212,1 159,6 147,9 162,6 106,9
Média 178.8 88,9 147.9 214,1 142,0 164,5 119,1
DP 116,4 21,7 78,2 76,2 102,1 74,2 49,2

HNA+Gel

1 109,8 1332 121,5 601,9 133,2 93,0 118,6
2 84,7 1274 130,3 449,8 397,9 545,0 257,8

3 135,3 130,3 128,2 550,6 213,0 85,0 98,4

4 121,1 127,3 240,8 201,7 448.,6 380,4 175,3

5 164,0 135,3 565,2 117,5 179,0 71,5 73,2
6 81,6 96,8 117,5 184,7 169,6 144,2 142,5
7 124.,4 125,0 2447 156,7 587,1 193.,6 6119
Média 117,3 125,0 221,2 323,3 304,1 216,1 211,1
DP 28,8 13,0 161,7 203,9 173,7 179,9 186,7

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE AL — Valores individuais de Interleucina-1p do sangue (pg/ml) dos animais do
grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solugdes de

reposi¢do volémica. Sdo Paulo, 2009.

Animais TBasal TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle
1 110,1 74,0 22,5 39,4 39,4 442 49,1
2 86,0 65,8 37,9 46,2 105,9 37,9 48,3
3 70,6 106,7 43,0 92,1 20,8 63,6
4 75,3 61,3 179,9 68,3 126,9 97,0 56,6
5 91,0 120,4 37,9 68,0 50,4 31,6 37,9
6 105,3 160,3 174,8 93,4 117,8 48,3 50,4
7 149,4 202,0 202,0 177,7 174,8 91,0 61,4
Média 98,2 112,9 99,7 83,6 102,5 53,0 52,5
DP 26,7 52,7 81,0 46,3 50,5 29,4 8,8
HNA-+Amido
1 84,2 41,8 94,5 112,7 178.,4 86,7 64,0
2 36,9 249 121,0 41,8 39,4 59,0 20,1
3 89,7 158,2 77,6 70,6 152,9 101,8 47,5
4 128,2 56,6 147,6 52,0 25,2 47,5 18,7
5 107,7 102,9 128,0 74,7 120,4 177,7
6 120,1 241,4 116,4 195,7 125,5 208,3 120,4
7 214,5 65,8 149,4 46,2 79,2 98,1 61,4
Média 111,6 98,8 119,2 84,8 103,0 100,2 72,8
DP 54,4 76,9 26,3 54,5 57,2 57,2 57,5
84,2 41,8 94,5 112,7 178.4 86,7 64,0
HNA+NaCl
1 66,5 39,4 36,9 264,8 442 46,7 442
2 142,2 81,6 219,1 147,7 115,4 123,4 86,7
3 126,9 61,3 453 208,1 56,6 453 99,4
4 36,3 36,3 109,2 63,6 59,0 66,0 56,6
5 135,7 100,5 19,5 202,0 59,1 21,5 54,7
6 29,5 100,5 160,3 189,5 79,2 59,1 91,0
7 49,1 71,5 161,5 89,3 1314 34,5
Média 83,8 70,2 107,4 166,4 77,8 60,3 66,7
DP 49,5 26,3 76,1 70,8 33,1 34,4 25,3
HNA+Gel
1 97,1 36,9 74,0 207,3 186,9 153,2 27,2
2 94,5 74,0 54,0 326,4 237.1 195,6 150,5
3 36,3 104,3 40,8 480,5 49,8 87,2 89,7
4 73,0 68,3 68,3 268,2 179,9 177,2 179,9
5 34,1 109,2 148,3 94,5 70,6 40,8 66,0
6 54,3 31,8 63,6 142.,4 116,8 38,6 40,8
7 71,5 39,4 76,5 46,7 102,2 36,9 20,1
Média 65,8 66,3 75,1 2237 134,8 104,2 82,0
DP 25,5 31,9 34,5 149,1 68,3 69,8 62,1

DP: desvio-padrao



Apéndices

APENDICE AM — Valores individuais de Interleucina-6 do sangue (pg/ml) dos animais do
grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solugdes de

reposi¢cdo volémica. Sao Paulo, 2009.

Animais TBasal TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle
1 64,7 130,5 91,4 67,4 113,3 107.,5 121,9
2 119,5 149,1 132,2 132,2 188,9 144,9 115,3
3 119,4 177,6 105,1 108,6 133,7 112,2
4 338,2 211,6 188,9 185,2 188,9 2233 166,3
5 358.8 2353 175,4 211,4 144,9 225,6 202,4
6 170,9 128,0 140,7 123,8 140,7 179,9
7 216,0 179.,9 128,0 175,4 188.,9 140,7
Média 202,8 179,3 135,6 145,8 158,1 162,6 148.,4
DP 123,1 35,4 35,2 49,1 35,3 49,6 35,1
HNA+Amido
1 184,1 187,2 220,9 225,5 222.1 205,9 202,8
2 199,7 168.,6 302,6 171,7 291,5 459,3 162,3
3 162,5 144,5 108,6 166,3 158,9 204,0 137,3
4 170,1 188.,9 211,7 126,5 94,8 158,9 137,3
5 264,1 132,2 331,2 119,5 115,3 132,2 128,0
6 506,0 540,4 203,3 584,7 512,9 632,0 526,5
7 75,1 67,1 132,2 144,9 102,9 115,3
Média 223,1 204,2 229,7 218,1 220,1 270,7 201,4
DP 136,7 154,0 79,2 165,7 145,4 197,7 146,2
HNA+NaCl
1 205,9 196,6 2187 639,2 235,6 309,9 489,0
2 191,9 1334 3289 262,6 193,5 266,0 2322
3 2834 144.,5 133,7 2233 108,6 137,3 130,1
4 239,1 204,0 223.3 177,6 173.9 158.,9 177,6
5 59,2 111,1 115,3 648,2 91,0 75,1 166,4
6 1153 106,9 157,6 161,9 206,9 274,1 254.,5
7 80,8 2153 4399 249.1
Média 167,9 149.4 199,0 364,7 179,8 203.,6 241,7
DP 84,3 41,9 72,0 211,3 60,3 92,8 129,3
HNA+Gel
1 62,0 159.4 199,7 381,6 136,3 284,2 181,0
2 80,8 386,0 2322 449.6 464,2 361,0 526,8
3 207,8 148,1 239,1 629,5 623,9 724.5 788,4
4 211,6 219,3 158,9 266,8 235,2 312,5 291,7
5 140,9 126,5 283,4 140,9 316,6 130,1 126,5
6 188,9 2272 166,3 166,3 1553 207,8 173,9
7 184,1 2322 386,0 284,2 361,0 361,0 273,1
Média 153,7 214,1 2379 331,3 327,5 340,2 337,4
DP 61,0 86,7 78,4 170,9 174,4 188,9 2385

DP: desvio-padrio



Apéndices

APENDICE AN - Valores individuais de Interleucina-10 (pg/ml) dos animais do grupo controle
e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposicao volémica.

Séao Paulo, 20009.

Animais TBasal TINST TH T60H T120H T60BI T120BI
Controle
1 33,9 30,8 38,5 30,8 46,5 41,6 32.4
2 15,0 14,0 29,2 38,8 25,0 42,1 20,0
3 13,0 13,0 24,9 17,3 15,1 17,3
4 35,2 16,2 38,6 9,8 32,9 8,8 14,0
5 26,0 24,0 11,1 9,2 10,2 13,0 12,1
6 56,0 16,0 36,7 11,1 22,0 17,0 12,1
7 21,0 22,0 20,0 31,3 22,0 51,3 10,2
Média 28,6 19,4 28,4 21,2 26,4 27,0 16,9
DP 14,8 6,5 10,4 12,2 12,2 17,3 7,6
HNA+Amido
1 41,6 36,9 433 54,8 94,8 56,6 51,4
2 30,8 36,9 46,5 40,0 433 41,6 35,4
3 21,7 37,4 16,2 26,0 30,6 55,4 22,8
4 13,0 15,1 62,9 22,8 14,0 11,9 15,1
5 17,0 60,9 68,3 26,0 14,0 5,5 7,4
6 28,1 25,0 16,0 100,0 12,1 16,0 15,0
7 11,1 17,0 19,0 12,1 27,1 10,2
Média 23,3 32,8 42,2 41,2 31,5 30,6 22,5
DP 10,9 15,6 22,3 28,7 30,3 20,9 15,8
HNA+NaCl
1 70,9 449 40,0 120,3 32,4 33,9 35,4
2 32,4 38,5 72,8 35,4 38,5 53,1 32,4
3 29,4 17,3 16,2 82,6 19,5 14,0 30,6
4 14,0 15,1 26,0 14,0 15,1 19,5 19,5
5 14,0 13,0 20,0 58,4 13,0 16,0 16,0
6 8,3 25,0 25,0 36,7 58,4 58,4 34,5
7 30,8 108,2 63,6 84,5
Média 28,6 25,6 44,0 58,7 37,3 32,5 28,1
DP 21,0 13,2 34,2 35,1 26,1 19,4 8,2
HNA+Gel
1 29,3 29,3 32,4 78,5 53,1 30,8 30,8
2 40,0 29,3 48,2 88,6 92,7 76,6 113,0
3 15,1 15,1 14,0 78,6 10,9 9,8 46,9
4 24,9 19,5 45,7 433 34,0 32,9 44,5
5 13,0 19,5 433 26,0 31,7 23,9 15,1
6 239 16,2 26,0 20,6 29.4 50,5 29.4
7 30,8 449 74,7 65,4 48,2 40,0
Média 25,3 24,8 34,9 58,6 453 39,0 45,7
DP 9,3 10,6 13,3 28,0 27,3 21,7 31,6

DP: desvio-padrio



Apéndices

APENDICE AO - Valores individuais de Interleucina-8 no lavado broncoalveolar (pg/ml) dos
animais do grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes
solugdes de reposi¢do volémica. Sao Paulo, 2009.

Animais TBasal
Controle

1 38,84

2 15,63

3 43,21

4 97,38

5 27,22

6 56,33

7 37,39
Média 45,14
DP 26,30

HNA+Amido

1 57,79

2 70,95

3 85,62
4 110,64

5 144,65

6 59,25

7 75,35
Média 86,32
DP 31,35

HNA+NaCl

1 70,95

2 68,02

3 95,91

4 70,95

5 22,87

6 40,29
7 113,59
Média 68,94
DP 30,75

HNA+Gel

1 88,56
2 198,16

3 63,63

4 88,56
5 122,45

6 25,77

7 79,74
Média 95,27
DP 53,99

DP: desvio-padrio



Apéndices

APENDICE AP — Valores individuais da classificacdo da histopatologia quanto ao infiltrado de
células mononucleares nos diferentes lobos pulmonares dos animais do grupo controle e aqueles
submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solu¢des de reposicdo volémica. Sdo
Paulo, 2009.

Animais Apical Direito Apical Diafragmético Diafragmaético Acessorio
Esquerdo Direito Esquerdo
Controle
1 0 1 0 1 0
2 0 1 1 0 1
3 1 0 1 0 1
4 1 1 0 1 0
5 1 1 1 1 1
6 1 0 1 1 1
Mediana 1 1 1 1 1
Minimo 0 0 0 0 0
Maiximo 1 1 1 1 1
HNA+Amido
1 1 1 1 0 1
2 2 2 0 2 0
3 2 0 2 2 0
4 1 2 2 1 1
5 1 1 2 2 1
6 1 2 2 2 1
Mediana 1 1,5 2 2 1
Minimo 1 0 0 0 0
Miximo 2 2 2 2 1
HNA+NaCl
1 2 1 1 1 0
2 1 2 2 3 1
3 2 3 2 3 1
4 2 3 2 1 1
5 3 3 0 3 1
6 2 3 2 3 0
Mediana 2 3 2 3 1
Minimo 1 1 0 1 0
Miximo 3 3 2 3 1
HNA+Gel
1 1 1 0 0 0
2 2 2 1 1 1
3 1 1 2 1 1
4 1 1 1 1 1
5 0 1 1 1 0
6 1 0 1 2 0
Mediana 1 1 1 1 0,5
Minimo 0 0 0 0 0
Miximo 2 2 2 2 1




Apéndices

APENDICE AQ - Valores individuais da classifica¢io da histopatologia quanto ao infiltrado de
neutréfilos nos diferentes lobos pulmonares dos animais do grupo controle e aqueles submetidos
ao procedimento de HNA com diferentes solugdes de reposicdo volémica. Sdo Paulo, 2009.

Animais Apical Direito Apical Diafragmatico Diafragmatico Acessorio
Esquerdo Direito Esquerdo
Controle
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
3 0 0 1 0 0
4 0 1 0 1 0
5 1 0 0 0 0
6 0 1 1 1 0
Mediana 0 0 0 0 0
Minimo 0 0 0 0 0
Maximo 1 1 1 1 0
HNA+Amido
1 1 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0
3 0 0 1 1 0
4 0 1 1 1 0
5 1 0 1 1 0
6 1 0 1 1 0
Mediana 1 0 1 1 0
Minimo 0 0 0 0 0
Maiximo 1 1 1 1 0
HNA+NaCl
1 0 0 0 0 0
2 0 2 1 2 0
3 2 0 1 0 0
4 2 2 1 2 0
5 2 2 0 2 0
6 1 2 1 2 0
Mediana 1,5 2 1 2 0
Minimo 0 0 0 0 0
Maiximo 2 2 1 2 0
HNA+Gel
1 0 3 0 2 0
2 1 1 1 0 0
3 0 2 1 2 0
4 1 3 1 2 0
5 1 3 0 2 0
6 1 3 1 2 0
Mediana 1 3 1 2 0
Minimo 0 1 0 0 0
Miximo 1 3 1 2 0




Apéndices

APENDICE AR - Valores individuais da classificagio da histopatologia quanto ao infiltrado de
eosindfilos e mastdcitos nos diferentes lobos pulmonares dos animais do grupo controle e
aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposicdo volémica.
Sao Paulo, 2009.

Animais Apical Direito Apical Diafragmético Diafragmaético Acessorio
Esquerdo Direito Esquerdo
Controle
1 1 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
3 0 1 0 0 0
4 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
Mediana 0 0 0 0 0
Minimo 0 0 0 0 0
Maximo 1 1 0 0 0
HNA+Amido
1 0 0 0 0 0
2 0 2 0 0 0
3 0 1 0 0 0
4 1 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
Mediana 0 0 0 0 0
Minimo 0 0 0 0 0
Maximo 1 2 0 0 0
HNA+NaCl
1 0 0 0 0 0
2 0 2 0 0 0
3 1 2 0 0 0
4 0 2 0 0 0
5 0 0 0 0 0
6 0 2 0 0 0
Mediana 0 2 0 0 0
Minimo 0 0 0 0 0
Maximo 1 2 0 0 0
HNA+Gel
1 0 3 0 0 0
2 0 2 0 0 0
3 0 3 0 0 0
4 1 3 0 0 0
5 0 2 0 0 0
6 0 3 0 0 0
Mediana 0 3 0 0 0
Minimo 0 2 0 0 0
Miximo 1 3 0 0 0




Apéndices

APENDICE AS - Valores individuais da classificacio da histopatologia quanto ao edema
intersticial pulmonar nos diferentes lobos pulmonares dos animais do grupo controle e aqueles
submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solu¢des de reposicdo volémica. Sdo
Paulo, 2009.

Animais Apical Direito Apical Diafragmético Diafragmaético Acessorio
Esquerdo Direito Esquerdo
Controle
1 0 0 0 1 0
2 1 0 0 0 0
3 1 0 0 0 0
4 1 0 0 1 0
5 1 1 0 1 0
6 0 1 0 1 0
Mediana 1 0 0 1 0
Minimo 0 0 0 0 0
Maximo 1 1 0 1 0
HNA+Amido
1 1 1 1 1 0
2 2 1 2 2 0
3 2 1 1 2 0
4 2 2 1 2 0
5 2 1 1 2 0
6 1 2 1 1 0
Mediana 2 1 1 2 0
Minimo 1 1 1 1 0
Miximo 2 2 2 2 0
HNA+NaCl
1 2 2 2 3 1
2 3 2 2 3 1
3 3 1 3 3 1
4 2 3 3 2 1
5 3 2 2 1 0
6 3 2 2 3 0
Mediana 3 2 2 3 1
Minimo 2 1 2 1 0
Maximo 3 3 3 3 1
HNA+Gel
1 1 3 1 1 0
2 2 2 2 2 1
3 2 3 2 3 1
4 2 2 1 2 1
5 2 3 2 2 1
6 1 3 2 2 0
Mediana 2 3 2 2 1
Minimo 1 2 1 1 0
Miximo 2 3 2 3 1




Apéndices

APENDICE AT — Valores individuais da classificacio da histopatologia quanto ao colapso
alveolar nos diferentes lobos pulmonares dos animais do grupo controle e aqueles submetidos
ao procedimento de HNA com diferentes solugdes de reposi¢do volémica. Sdo Paulo, 2009.

Animais Apical Direito Apical Diafragmatico Diafragmatico Acessorio
Esquerdo Direito Esquerdo
Controle
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
Mediana 0 0 0 0 0
Minimo 0 0 0 0 0
Miximo 0 0 0 0 0
HNA+Amido
1 1 1 1 1 0
2 2 1 1 2 0
3 2 2 1 2 0
4 1 1 0 2 0
5 1 1 0 2 0
6 1 1 1 1 0
Mediana 1 1 1 2 0
Minimo 1 1 0 1 0
Maiximo 2 2 1 2 0
HNA+NaCl
1 3 1 2 1 1
2 3 2 2 2 2
3 2 1 3 3 2
4 3 3 3 3 1
5 2 1 2 3 1
6 3 1 2 3 1
Mediana 3 1 2 3 1
Minimo 2 1 2 1 1
Miximo 3 3 3 3 2
HNA+Gel
1 1 2 2 1 0
2 1 2 2 2 0
3 2 3 1 3 0
4 2 3 1 2 0
5 2 3 2 2 0
6 2 3 2 2 0
Mediana 2 3 2 2 0
Minimo 1 2 1 1 0
Maximo 2 3 2 3 0




Apéndices

APENDICE AU - Valores individuais da classificacio da histopatologia quanto a congestdo
pulmonar nos diferentes lobos pulmonares dos animais do grupo controle e aqueles submetidos
ao procedimento de HNA com diferentes solugdes de reposicdo volémica. Sdo Paulo, 2009.

Animais Apical Direito Apical Diafragmatico Diafragmatico Acessorio
Esquerdo Direito Esquerdo
Controle
1 0 0 0 0 0
2 0 0 1 0 0
3 0 0 1 1 0
4 0 0 1 1 0
5 0 0 1 1 0
6 0 0 0 1 0
Mediana 0 0 1 1 0
Minimo 0 0 0 0 0
Maximo 0 0 1 1 0
HNA+Amido
1 0 1 1 2 0
2 1 2 2 2 1
3 1 2 2 1 0
4 1 1 1 1 1
5 2 1 1 1 1
6 1 1 1 1 1
Mediana 1 1 1 1 1
Minimo 0 1 1 1 0
Maiximo 2 2 2 2 1
HNA+NaCl
1 1 3 1 3 0
2 1 1 2 2 1
3 1 1 2 1 1
4 1 1 1 2 0
5 2 1 1 3 1
6 2 2 1 2 1
Mediana 1 1 1 2 1
Minimo 1 1 1 1 0
Miximo 2 3 2 3 1
HNA+Gel
1 1 3 2 2 1
2 1 1 1 1 1
3 2 2 2 3 1
4 2 3 1 2 1
5 1 3 1 2 0
6 1 3 1 2 0
Mediana 1 3 1 2 1
Minimo 1 1 1 1 0
Miximo 2 3 2 3 1




Apéndices

APENDICE AV - Valores individuais da classificagio da imunoistoquimica quanto a expressio
de COX-2 nos diferentes lobos pulmonares dos animais do grupo controle e aqueles submetidos
ao procedimento de HNA com diferentes solugdes de reposicdo volémica. Sdo Paulo, 2009.

Animais Apical Direito Apical Diafragmatico Diafragmatico Acessorio
Esquerdo Direito Esquerdo
Controle
1 0 1 0 0 0
2 0 1 1 1 0
3 0 2 1 2 0
4 0 1 0 1 0
5 0 1 1 1 0
6 0 2 1 1 0
Mediana 0 1 1 1 0
Minimo 0 1 0 0 0
Miximo 0 2 1 2 0
HNA+Amido
1 1 3 2 1 0
2 0 3 2 2 0
3 1 3 2 2 0
4 0 1 3 2 0
5 1 2 2 2 0
6 1 2 3 0 0
Mediana 1 2,5 2 2 0
Minimo 0 1 2 0 0
Miximo 1 3 3 2 0
HNA+NaCl
1 2 2 3 1 0
2 0 2 3 3 1
3 2 2 2 3 1
4 1 2 5 3 1
5 2 5 3 3 0
6 2 2 3 1 1
Mediana 2 2 3 3 1
Minimo 0 2 2 1 0
Miximo 2 5 5 3 1
HNA+Gel
1 1 7 2 0 0
2 2 6 2 1 0
3 0 6 3 2 0
4 1 6 3 1 0
5 1 6 2 1 0
6 1 7 2 1 0
Mediana 1 6 2 1 0
Minimo 0 6 2 0 0
Maximo 2 7 3 2 0




Apéndices

APENDICE AW - Valores individuais da classificacio da imunoistoquimica quanto a
expressdo de E-selectina nos diferentes lobos pulmonares dos animais do grupo controle e
aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposicdo volémica.
Sao Paulo, 2009.

Animais Apical Direito Apical Diafragmético Diafragmaético Acessorio
Esquerdo Direito Esquerdo
Controle
1 0 0 0 0 0
2 0 2 2 1 0
3 0 1 1 2 0
4 0 1 1 1 0
5 0 1 1 1 0
6 0 1 1 1 0
Mediana 0 1 1 1 0
Minimo 0 0 0 0 0
Miximo 0 2 2 2 0
HNA+Amido
1 0 2 2 1 0
2 0 3 2 2 0
3 1 1 2 2 0
4 1 2 1 2 0
5 1 2 1 2 0
6 1 2 1 1 0
Mediana 1 2 1,5 2 0
Minimo 0 1 1 1 0
Miximo 1 3 2 2 0
HNA+NaCl
1 1 1 0 1 1
2 2 2 3 2 0
3 2 1 2 3 1
4 1 2 3 2 1
5 2 2 3 2 1
6 0 2 3 2 1
Mediana 1,5 2 3 2 1
Minimo 0 1 0 1 0
Miximo 2 2 3 3 1
HNA+Gel
1 1 6 2 1 0
2 1 5 0 0 1
3 0 6 0 2 0
4 1 5 2 1 0
5 1 5 2 1 0
6 1 6 2 1 0
Mediana 1 5,5 2 1 0
Minimo 0 5 0 0 0
Miximo 1 6 2 2 1




Apéndices

APENDICE AX — Padrio microscépico dos lobos pulmonares dos animais do grupo controle e
aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes solucdes de reposicdo volémica.
HE, 10x. Sdo Paulo, 2009.
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Apéndices

APENDICE AY - Padrio microscépico da expressido de COX-2 nos leucéeitos pulmonares de
suinos do grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com diferentes
solugdes de reposicdo volémica. A seta mostra a imunoreacdo positiva no citoplasma dos
leucécitos. Magnifica¢do 40x. Sao Paulo, 2009.
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Apéndices

APENDICE AZ — Padrido microscépico da expressdo de E-selectina nas células endoteliais
pulmonares suinos do grupo controle e aqueles submetidos ao procedimento de HNA com
diferentes solugdes de reposi¢do volémica. A seta mostra a imunoreacao positiva no membrana
das células endoteliais. Magnificacdo 40x. Sao Paulo, 2009.
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