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“No, it won't all go the way it should, but | know the heart of life is good”.

John Clayton Mayer
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RESUMO

As emulsGes lipidicas intravenosas (ELI) estdo sendo utilizadas no tratamento de intoxicagdes
por anestésicos locais e outros farmacos lipofilicos. O mecanismo preciso pelo qual essa terapia
apresenta beneficio ainda ndo é completamente compreendido, mas acredita-se que ha
envolvimento de efeito de particdo e modulacdo farmacocinética. A abrangéncia do efeito de
particdo sugere a possibilidade de interacdo entre a ELI e outros farmacos lipofilicos
administrados terapeuticamente, como o diazepam (DZ). Uma vez que o DZ é lipofilico, é
possivel que o uso da ELI interfira na sua distribuicdo e, consequentemente, no seu efeito
clinico, porém a modulacdo farmacocinética da infuséo lipidica sobre este farmaco ainda nao
foi determinada. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito clinico da terapia com ELI em
coelhos medicados com DZ e a seguranca desta terapia. Foram utilizados 30 coelhos Nova
Zelandia machos, adultos, distribuidos aleatoriamente em cinco grupos (n=6). Trés grupos
receberam DZ (1,0 mg/kg, 1V). Destes, um ndo recebeu qualquer tratamento, enquanto 0s outros
dois foram tratados com ELI (Lipovenos® MCT 20%) ou ringer com lactato (bolus inicial de
1,5 mL/kg seguido de infusdo continua na taxa de 0,25 mL/kg/min durante 30 minutos). O
quarto grupo recebeu somente a infusdo de emulsdo, enquanto o quinto recebeu somente ringer
com lactato. Estes animais foram submetidos a sucessivos exames neuroldgicos, exames fisicos
gerais e monitoracdo da pressdo arterial durante 100 minutos. Amostras de sangue foram
coletadas para realizacdo de hemogasometria, analise hematoldgica e bioquimica sérica. Ao
final do experimento, todos os animais foram eutanasiados e a necropsia foi imediatamente
realizada, com coleta de amostras teciduais de pulmao, rim, figado e pancreas para analise por
microscopia optica e eletrénica. Concluiu-se que a emulsédo lipidica ndo interferiu no efeito
sedativo do DZ, e ndo causou efeitos clinicos adversos, apesar de transitdria acidose metabolica,

sendo o protocolo utilizado considerado seguro.

Palavras-chave: Intoxicacéo, lipofilico, benzodiazepinicos, antidoto.



ABSTRACT

Intravenous lipid emulsions (ILE) are being used to reverse intoxications by local anesthetics
and other lipophilic drugs. The precise mechanism by which this therapy acts in intoxications
is not completely understood, but it is believed that there is a partition effect and
pharmacokinetic modulation. On the other hand, the partition theory suggests that an interaction
between ILE and other therapeutically administered lipophilic drugs, such as diazepam (DZ),
is possible. Since DZ is a lipophilic drug, it is possible that the use of ILE interferes with its
distribution and, consequently, clinical effect, however the pharmacokinetic modulation of ILE
on it has not been determined. The aim of this study was to evaluate the clinical effect of ILE
therapy in rabbits medicated with DZ, and assess if the protocol used was safe. Thirty adult
male New Zealand rabbits were used and randomly allocated to five groups (n=6). Three groups
received DZ (1,0 mg/kg, 1V). One of them did not receive any treatment, while the other two
were treated with ILE (Lipovenos® MCT 20%) or lactated ringer solution (initial bolus of 1.5
mL/kg followed by continuous infusion at the rate of 0.25 mL/kg/min for 30 minutes). The
fourth group only received lipid emulsion, while the fifth received only lactated ringer solution.
All animals were submitted to successive routine exams, neurological exams and arterial blood
pressure monitoring for 100 minutes. Blood samples were collected for hematological, serum
biochemical and blood gas analysis. At the end of the experiment, all animals were euthanized,
and necropsy was immediately performed. Tissue samples from lung, kidney, liver and
pancreas were collected for optical and electron microscopy analysis. It was concluded the ILE
did not interfere with DZ’s sedative effect, or cause significant adverse effects, despite

transitory metabolic acidosis, and the protocol used was considered safe.

Key-words: Intoxication, lipophilic, benzodiazepines, antidote.



INTRODUCAO

A emulsdo lipidica intravenosa (ELI) é utilizada ha mais de 50 anos na alimentacao
parenteral para fornecimento de &cidos graxos essenciais e suplementacdo cal6rica, podendo
ter diferentes formulacGes. Ela também ¢é utilizada como carreador de substancias pouco
soltveis, como o propofol (CAO et al., 2015; DRISCOLL, 2006).

Apos o relato de sucesso da utilizagdo da ELI em um homem com parada cardiaca
causada pela bupivacaina em 2006, essa emulsdo tem sido cada vez mais usada no tratamento
de intoxicacGes por anestésicos locais (AL) e outras drogas e farmacos lipofilicos neuro e
cardiotoxicos (CAO et al., 2015; FERNANDEZ et al., 2011; HARVEY; CAVE, 2008; LITZ et
al., 2008; ROSENBLATT et al., 2006; TURNER-LAWRENCE; KERNS I, 2008;
WEINBERG et al., 2006).

Em humanos, intoxicacGes com depressdo do SNC pela ingestéo proposital de farmacos
é uma causa frequente de internacdo nos setores de intensivismo. Assim, a possibilidade de uma
terapia que possa reverter estes quadros, muitas vezes causados por agentes que ndo apresentam
antidoto, € de grande valia e desperta o interesse na utilizacdo das ELI na clinica toxicoldgica
(KAZEMI et al., 2011).

Apesar do aumento na utilizacdo da ELI no tratamento de intoxicagGes por agentes
lipofilicos, a comprovacao cientifica da sua eficacia em toxicoses por farmacos que ndo sdo AL
ainda é escassa (LEVINE et al., 2016). Novas investigacbes podem auxiliar na melhor
determinacdo de quais intoxicacdes podem ter resposta benéfica a terapia com a ELI, e na
definicdo do protocolo de utilizagdo mais adequado de acordo com a substancia envolvida
(GWALTNEY-BRANT; MEADOWS, 2018).

O mecanismo preciso pelo qual a ELI aumenta a taxa de recuperacdo dos pacientes
intoxicados ndo é completamente compreendido, mas o mais citado € um efeito de particéo,
também conhecido como lipid sink ou efeito de sequestro. Ele é baseado na expansdo da fase
lipidica plasmaética, que resultaria na extracdo de moléculas lipidicas soluveis da fase plasmética
aquosa. Com isto, ha reducdo na quantidade do farmaco lipofilico disponivel ao tecido onde
atuaria, uma vez que permanece no novo compartimento lipidico criado (FERNANDEZ et al.,
2011; FETTIPLACE et al., 2015; HARVEY; CAVE; ONG, 2014; HARVEY; CAVE, 2008;
KAZEMI et al., 2011; PEACOCK, 2014; SHI et al., 2013; WEINBERG et al., 2003, 1998,
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2006). Esta teoria sugere a possibilidade de utilizacdo dessa terapia em intoxicagdes causadas
por uma ampla variedade de farmacos lipossoluveis (CAO et al., 2015).

Por outro lado, foi observado que o efeito de sequestro ndo explica completamente os
beneficios obtidos com a utilizacdo da ELI, sugerindo a participagdo de outros mecanismos
(FETTIPLACE et al.,, 2014; HARVEY; CAVE; ONG, 2014). A acdo de modulacdo
farmacocinética também tem sido amplamente aceita. Esta teoria € uma extensdo do efeito de
particdo, e sugere que a ELI resulta em redistribuicdo acelerada (CAVE; HARVEY, 2014,
FETTIPLACE et al., 2015; FETTIPLACE; WEINBERG, 2018; KAZEMI et al., 2011,
LITONIUS et al., 2012; SHI et al., 2013), e favorecimento da saida do farmaco de érgdos
susceptiveis em direcdo a dérgdos inertes a toxina, além de eliminacdo acelerada (CAVE;
HARVEY, 2014; FETTIPLACE et al., 2015; FETTIPLACE; WEINBERG, 2018; KAZEMI et
al., 2011; SHI et al., 2013). Acredita-se, também, que ha contribuicdo do volume e de um efeito
cardioténico nos mecanismos relacionados com a utilizacdo benéfica da ELI em intoxicacGes
(FETTIPLACE et al., 2014, 2015; HARVEY; CAVE; ONG, 2014).

Segundo estes mecanismos, a ELI pode atuar sobre uma ampla variedade de farmacos,
0 que sugere a possibilidade de interacdo ndo somente com 0s agentes tdxicos, mas também
com farmacos lipofilicos administrados concomitantemente no tratamento dos animais
intoxicados. A emulsdo possivelmente altera as concentracBes e, consequentemente, a acdo
destes farmacos (BATES et al., 2013; CAVE; HARVEY, 2014). Entretanto, a modulacao
farmacocinética da ELI sobre eles ainda nao foi determinada, e mais dados séo necessarios para
confirmar se ela resulta em alteragdo na eficacia destes farmacos (BATES et al., 2013; CAVE;
HARVEY, 2014; GOSSELIN et al., 2016). Nestes casos, a indicacdo desta terapia deve ser
realizada com cautela, levando em consideracdo os possiveis efeitos deletérios ao tratamento
(BATES et al., 2013).

Embora mais estudos clinicos sejam necessarios para determinar a seguranca e
efetividade dessa modalidade terapéutica, relatos e estudos experimentais sugerem que as ELI
podem se tornar uma adigdo valiosa na emergéncia veterinaria (GWALTNEY-BRANT,;
MEADOWS, 2012). Esta terapia pode permitir, além de maior sobrevida, reducdo do tempo de
recuperacéo e de hospitalizagdo dos animais intoxicados. Desta forma, um custo menor é gerado
aos proprietarios, e animais que seriam eutanasiados por questdes financeiras passam a ter uma
chance de recuperacédo (KUO; ODUNAYO, 2013).
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E importante pontuar que um antidoto deve apresentar uma pequena prevaléncia de
efeitos adversos para que possa ser clinicamente (til, e as emulsdes gordurosas tém um bom
historico de seguranca baseado na frequéncia e utilizacdo duradoura na nutricao parenteral total
(NPT) (TURNER-LAWRENCE; KERNS II, 2008).

Acredita-se que o protocolo mais adequado para a administracdo da ELI em
intoxicacOes pode variar com 0 agente toxico envolvido e com a espécie acometida, porém em
grande parte dos relatos desta terapia na medicina veterinaria foi utilizada a emulsao lipidica a
20%, com bolus lento seguido de infusdo continua por 30 a 60 minutos (GWALTNEY-
BRANT; MEADOWS, 2012). FERNANDEZ et al. (2011) recomendaram em cdes a
administracdo de bolus de 1,5 a 4,0 mL/kg por via intravenosa (V) no periodo de 1 minuto,

seguido de infusdo na taxa de 0,25 mL/kg/min (I\V) durante 30 a 60 minutos.

Relatos sugeriram que o uso da ELI pode ser benéfico no tratamento de intoxicagdes
por agentes lipofilicos como a ivermectina, moxidectina, permetrina e o baclofeno. Todavia,
animais intoxicados por estes farmacos também podem apresentar crises epilépticas e ser
tratados com antiepilépticos lipossolUveis, como o diazepam (DZ), midazolam, propofol e
barbituricos (BATES et al., 2013; CRANDELL; WEINBERG, 2009; DEGROOT, 2016;
EDWARDS; SHIHAB; SCOTT, 2014; KHORZAD et al., 2012; SNOWDEN et al., 2006;
VARGA, 2013a). Por serem lipofilicos, é possivel que a utilizacdo concomitante da ELI
interfira na concentracdo sanguinea e no efeito destes antiepilépticos. Ndo ha estudos
controlados avaliando a acdo da ELI sobre os agonistas do GABA, como os barbitdricos,

baclofeno, propofol e os benzodiazepinicos (LEVINE et al., 2016).

OBJETIVOS GERAIS

O objetivo do presente estudo foi avaliar se a ELI de triglicérides de cadeia média e
longa (Lipovenos® MCT 20%) interfere no efeito clinico do DZ, assim como avaliar a
seguranga desta terapia em associagdo, ou nao, a este benzodiazepinico. Os resultados obtidos
também foram utilizados na busca pelo melhor entendimento dos mecanismos de acao das ELI

em intoxicacoes.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito clinico da utilizacdo de ELI em coelhos medicados com DZ,

observando se ha reversao ou atenuacao do efeito sedativo desse farmaco, ou reducao do tempo
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necessario para recuperacao.

- Avaliar se a ELI pode gerar efeitos deletérios nestes animais, causando alteragdes

clinicas, sanguineas ou teciduais.
- Avaliar se a terapia com ELI altera a concentracdo plasmatica de DZ.

- Avaliar a interferéncia da lipemia causada pela ELI na hemogasometria e nas analises
hematoldgicas, bioquimicas séricas e de cromatografia a liquido.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 EMULSAO LIPIDICA INTRAVENOSA

1.1.1 FORMULACAO

A ELI é utilizada ha mais de cinco décadas na alimentacdo parenteral com o propoésito
de fornecimento de acidos graxos essenciais, como o linoleico e a-linoleico, evitando a
deficiéncia desses componentes, e como fonte de energia (aproximadamente 9 kcal/g). A alta
densidade calérica das emulsdes lipidicas permite que uma quantidade menor de fluido seja
necessaria, evitando sobrecarga volumosa. Ela também é utilizada como carreador de
substancias pouco soltveis, como o propofol (CAO et al., 2015; CROOK, 2000; DRISCOLL,
2006; WAITZBERG; TORRINHAS; JACINTHO, 2006). Ela ¢ uma emulsdo gordurosa,
estéril, com diferentes formulagdes possiveis (BECKER; YOUNG, 2017; DRISCOLL, 2006).

Essas emulsdes sdo compostas por uma fase lipidica dispersa, na forma de goticulas, em
uma fase aquosa. As particulas apresentam ndcleo constituido primariamente por triglicérides
(TG), com natureza hidrofébica, havendo a necessidade de emulsificante para garantir a
estabilidade da emulséo e dispersao do 6leo em agua. O emulsificante comumente utilizado é a
lecitina proveniente da gema do ovo, sendo formado por uma camada Unica de fosfolipidios
com propriedades lipofilicas e hidrofilicas. Estas propriedades permitem a manutencdo da
gordura em fase aquosa. A utilizacdo de fosfolipidios na estabilizacdo das emulses lipidicas
tem como propdsito mimetizar as micelas de gordura naturais (0s quilomicrons). As goticulas
da emulsdo tém formato esférico, tamanho e composic¢éo lipidica similar aos quilomicrons, com
200 — 500nm de diametro. A tonicidade das emulsdes é ajustada com glicerol (CARPENTIER;
DUPONT, 2000; DAVIS et al., 1990; HIPPALGAONKAR; MAJUMDAR; KANSARA, 2010;
HULTIN et al., 1995; WAITZBERG; TORRINHAS; JACINTHO, 2006).

As primeiras emulsdes lipidicas desenvolvidas eram ricas em triglicérides de cadeia
longa (LCT) oriundos primariamente dos 6leos de soja e cartamo. Oleos de milho e da semente
de girassol também foram utilizados. Posteriormente, foi observada maior resposta inflamatoria
e imunossupressora com as emulsGes com altas concentracdes de &cido linoleico, e novas
formulacGes foram desenvolvidas com diferentes conteudos de &cidos graxos poli-insaturados
e fontes de origem. As emulsdes lipidicas formuladas com a associa¢do do 6leo de soja com
triglicérides de cadeia média (MCT) ou 0leo de azeite apresentam menor quantidade de acidos

graxos ®-6 poli-insaturados (linoleico), com melhor metabolizacdo, e menor resposta
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inflamatoria e imunossupressora em comparagao aos compostos somente com o 6leo de soja
(WAITZBERG; TORRINHAS; JACINTHO, 2006).

Todas as apresentacGes comerciais de emulsdo lipidica, com concentragdo oleosa de 10,
20 ou 30%, apresentam quantidade de emulsificador acima do nivel necessario, de modo que
ocorra cobertura completa da interface Oleo/agua. Este excesso resulta na formacdo de
estruturas chamadas lipossomos, que em grande quantidade podem ser prejudiciais. Emulsdes
com maior concentracdo oleosa tendem a ter menor quantidade de lipossomos. Desta forma,
recomenda-se a utilizacdo das emulsdes mais concentradas (WAITZBERG; TORRINHAS;
JACINTHO, 2006).

Independente da concentracdo final da emulsédo, o tamanho médio dos glébulos ndo deve
exceder 500nm. A manutencdo da distribuicdo desta caracteristica demonstra a estabilidade e
seguranca da emulsdo, sem a qual as goticulas coalesceriam, com potencial risco ao paciente
(DRISCOLL, 2006; FERNANDEZ et al., 2011).

1.1.2 METABOLISMO E BIOTRANSFORMACAO

A metabolizacdo intravascular das particulas ricas em TG, fracdo da emulsdo com
caracteristicas mais préximas aos quilomicrons enddgenos, é similar a metabolizagdo dos
quilomicrons, porém as emulsBes sdo desprovidas de apoproteinas e ésteres de colesterol, e
apresentam maior propor¢do de TG (CARPENTIER, 1989; CARPENTIER; DUPONT, 2000;
CROOK, 2000; HIPPALGAONKAR; MAJUMDAR; KANSARA, 2010).

Logo apos a administracdo 1V da emulsdo lipidica, as particulas ricas em TG adquirem
rapidamente apoproteinas como a apo-E, apo-Cl, apo-Cll, apo-Clll e apo-AVI, provenientes
de lipoproteinas de alta (HDL) e baixa (LDL) densidade. As apoproteinas Cll e CllI participam
da modulacéo da ligacdo das particulas a lipoproteina lipase (LPL) e ativacdo da lipolise dos
TG pela enzima, enquanto CllI e E influenciam a captacéo celular das particulas e remocéo
hepatica dos remanescentes, necessarias para 0 reconhecimento pelos receptores de
lipoproteinas (CARPENTIER; DUPONT, 2000; HIPPALGAONKAR; MAIJUMDAR;
KANSARA, 2010; HULTIN et al., 1995).

A ligacdo a LPL ocorre no endotélio dos vasos de diferentes tecidos periféricos, como
no tecido adiposo e em musculos. Pela sua a¢do, grande parte do nicleo das moléculas de TG

é hidrolisado, com a producdo de &cidos graxos livres que sdo captados rapidamente pelos
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tecidos adjacentes, armazenados no tecido adiposo, ou liberados para a circulagédo
(CARPENTIER, 1989; CARPENTIER; DUPONT, 2000; HIPPALGAONKAR,;
MAJUMDAR; KANSARA, 2010; VILARO; LLOBERA, 1988; WAITZBERG;
TORRINHAS; JACINTHO, 2006). A lipase atua somente nas moléculas lipidicas presentes na
interface das lipoproteinas (CARPENTIER, 1989).

No compartimento intravascular, o conteddo de fosfolipidios e TG das emulsdes é
continuamente modificado, ndo somente pela hidrolise, mas também por transferéncias
mediadas por proteinas especificas, reduzindo drasticamente o tamanho das goticulas da
emulsdo (as particulas da emulsdo doam TG e recebem ésteres de colesterol em um processo
de troca com lipoproteinas ricas em colesterol - HDL e LDL). As particulas residuais, chamadas
de quilomicrons residuais, sdo mais ricas em colesterol e mais pobres em TG e fosfolipidios.
Os remanescentes sdo identificados por receptores hepaticos especificos e sdo removidos pelo
figado (CARPENTIER, 1989; CARPENTIER; DUPONT, 2000; HIPPALGAONKAR,;
MAJUMDAR; KANSARA, 2010; ILLUM et al., 1989).

H& associacdo entre a reducdo da fungdo hepéatica e 0 aumento na concentracdo
plasmatica de lipidios (CARPENTIER, 1989). A ELI sofre metabolizacdo hepatica ativa e
rapida. Rapidamente, ha reducdo dos TG na circula¢do sanguinea com concomitante aumento
dos TG hepaticos e dos corpos cetbnicos circulantes. Os remanescentes da emulsdo
permanecem mais tempo na circulagio (VILARO; LLOBERA, 1988).

As particulas lipidicas atravessam a fenestracdo endotelial hepatica, e posteriormente
sdo internalizadas pelos hepatécitos e, principalmente, pelas células endoteliais. A
internalizacdo hepatica da ELI pode resultar em acumulo de TG no figado, como grandes
goticulas lipidicas dentro dos hepatocitos (Figura 1.1) (VILARO; LLOBERA, 1988).

27



Figura 1.1 - Goticulas de lipidios (Id) dentro de hepatdcitos de ratos tratados com emulsao
lipidica (Intralipid®). m: mitocondria (Fonte: VILARO e LLOBERA, 1988).

E importante ressaltar que diferencas na composicdo e no tamanho das goticulas da
emulsdo podem causar variagdes no metabolismo. A metabolizagdo depende da interagdo com
a superficie das goticulas, da aquisi¢do de apolipoproteinas, e do reconhecimento pela LPL nas

regides de ligacao endotelial e pelos receptores catabdlicos (HULTIN et al., 1995).

O excesso de fosfolipidios exdgenos utilizados na estabilizagdo das emulsées resulta no
segundo tipo de particula, as particulas ricas em fosfolipidios semelhantes a lipossomos (este
excesso € mais frequente em emulsdes lipidicas a 10%). Ao se comparar emulsdes lipidicas a
10% e a 20%, as primeiras apresentam, para uma mesma quantidade fornecida de TG, duas
vezes mais fosfolipidios (CARPENTIER, 1989; CARPENTIER; DUPONT, 2000;
WAITZBERG; TORRINHAS; JACINTHO, 2006).

Os lipossomos, em quantidade excessiva ou administrados rapidamente, podem oferecer
risco ao paciente. Eles inibem a lipdlise dos TG exdgenos e estimulam a producéo tecidual de
colesterol, além de se tornarem particulas com caracteristicas de lipoproteinas anormais, as
lipoproteinas-X (LP-X) (CARPENTIER, 1989; WAITZBERG; TORRINHAS; JACINTHO,
2006).
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1.1.3 DISTRIBUICAO

A emulsdo lipidica e seus TG pode ser encontrada em diferentes tecidos. Em ratos em
jejum, o volume de distribuicdo (Va) aparente dos TG provenientes da emulséo foi de 14,8 mL,

volume superior ao volume sanguineo total dos animais (HULTIN et al., 1995).

Vinte minutos ap6s a administragdo da emulsdo lipidica a ratos, somente 40% do nucleo
da emuls&o foi encontrado no sangue e figado, estando o restante em tecidos extra-hepaticos.
Aproximadamente 12 a 15% dos TG provenientes da emulsdo foi encontrado no figado, 8 a
12% no sangue e aproximadamente 3% no baco. Estes TG também foram encontrados, em
menor propor¢ado, no tecido adiposo epididimal, diafragma, pulmao, coracao e rins (HULTIN
etal., 1995). Coelhos que receberam 1 mL de emuls&o lipidicaa 10% (6leo de soja emulsificada
com lecitina) pela via IV e avaliados por cintilografia gama com iodo apresentaram, 1 hora apds
a administracdo, 36% da atividade da ELI na regido de figado e no baco (ILLUM et al., 1989).

1.1.4 NIVEIS PLASMATICOS DE ACIDOS GRAXOS E ELIMINACAO

A composicdo da emulsdo lipidica pode alterar o clearance dos TG e as concentragdes
de acidos graxos e da LPL. O aumento nos niveis de acidos graxos depende da composicdo de
TG e fosfolipidios da emulséo, e a velocidade em que a infusdo € realizada. Na depuracédo das
ELI administradas lentamente, a maioria dos acidos graxos liberados durante a hidrdlise dos
TG naregido endotelial é captada diretamente pelos tecidos. Desta forma, 0 aumento plasmatico
de &cidos graxos € moderado. Por outro lado, a administracdo rapida de TG exdgenos pode
resultar em producéo local de acidos graxos e saturacao da capacidade de assimilacédo tecidual
(CARPENTIER, 1989).

Considera-se que a taxa de eliminacdo de &cidos graxos é similar entre as emulsdes
lipidicas e os quilomicrons enddgenos (HULTIN et al., 1995). Porém, é importante ressaltar
que a composicdo da fase lipidica, o tamanho das goticulas, o emulsificador e a composigéo da
superficie da lipoproteina podem afetar a farmacocinética da emulsdo. Acredita-se, por
exemplo, que a lipdlise intravascular mediada pela LPL apresenta papel limitado na depuracgéo
de emulsdes com 6leo de peixe (HIPPALGAONKAR; MAJUMDAR; KANSARA, 2010).

Sabe-se que emulsGes compostas por MCT apresentam eliminacdo plasmatica mais
rapida (maior clearance plasmatico) do que as com LCT, uma vez que a LPL hidrolisa de forma

mais réapida e completa os MCT (HIPPALGAONKAR; MAJUMDAR; KANSARA, 2010;
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JOHNSON et al., 1990; WAITZBERG; TORRINHAS; JACINTHO, 2006). O metabolismo de
MCT é pelo menos parcialmente independente do transporte de carnitina para a mitocondria, e
os acidos graxos de cadeia média sdo preferencialmente oxidados ao invés de armazenados
como gordura, 0 que justifica a metabolizacdo mais rapida e completa dos MCT (JOHNSON et
al., 1990; WAITZBERG; TORRINHAS; JACINTHO, 2006). Ap6s 24 horas ha baixa
incorporacgdo dos MCT ao tecido adiposo, com baixa presenca em todos os tecidos (JOHNSON
et al., 1990). JOHNSON et al. (1990) relataram que em 24 horas 80 a 90% dos MCT séo
convertidos a diéxido de carbono, enquanto no mesmo periodo somente 45% dos LCT passam

por esse processo.

VILARO e LLOBERA (1988) relataram rapida eliminac&o dos TG em ratos medicados
com 1,8 mL/kg de ELI, que voltaram a apresentar valores basais apds 60 minutos. Também em
ratos, os TG de uma emulséo lipidica apresentaram meia-vida de 6,4 minutos (maior do que a
dos quilomicrons, de 4,0 minutos). Vinte minutos ap6s a administracdo de emulséo lipidica,
80% do nucleo (goticulas) da emulsdo havia sido removido da circulacdo sanguinea, porém
somente 18% (ratos alimentados) e 31% (ratos em jejum) dos acidos graxos havia sido
eliminado (HULTIN et al., 1995).

Coelhos que receberam 1,0 mL de emulséo lipidica a 10% (6leo de soja emulsificada
com lecitina) pela via IV apresentaram meia vida de clearance sanguineo igual a cinco minutos
(ILLUM et al., 1989).

A condicdo do paciente também influencia o metabolismo e a eliminacéo das emulsdes.
A depuragdo lipidica pode estar reduzida em pacientes criticos, obesos, diabéticos, com
resisténcia a insulina, sepse, injdria renal aguda, hiperlipidemia ou com alterac6es hepaticas.
Pode ser necessario reduzir a quantidade de ELI administrada, ou até mesmo cessa-la. Desta
forma, é importante acompanhar a concentracdo plasmatica de lipidios nesses pacientes
(CROOK, 2000). E possivel concluir que a coleta de sangue prévia ao inicio da infusdo pode
ter relevancia clinica ao permitir melhor avaliacdo do estado do paciente e da variacdo na

concentracdo sanguinea de lipidios.

1.1.5 A EMULSAO LIPIDICA INTRAVENOSA NA TOXICOLOGIA

Em 1962, foi observada redugéo no tempo de anestesia por tiopental em ratos medicados

com emulsbes gordurosas intravenosas (emulsdo oleosa a base de semente de algodao ou de
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milho). Sugeriu-se que 0 menor tempo de anestesia ocorreu devido a afinidade do barbitirico a
gordura, e criou-se a hipdtese de que as emulsdes poderiam ser utilizadas como analépticos
contra a sensibilidade ao tiopental (RUSSELL; WESTFALL, 1962).

Em 1998 foi comprovado pela primeira vez que o pré-tratamento com ELI aumentava a
dose de bupivacaina necessaria para causar assistole em ratos, e que a utilizacdo da emulsdo
lipidica apds a intoxicacdo aumentava a sobrevivéncia a curto prazo desses animais. Neste
mesmo experimento, também foi observada parti¢cdo da bupivacaina para a fracao lipidica da
mistura plasma-emulsdo (maiores concentragdes do anestésico local na fracdo lipidica).
Considerou-se que esta particdo poderia explicar parte do mecanismo de acdo da ELI em
intoxicacbes (WEINBERG et al., 1998). Este experimento foi aplicado a cées, e conclusdes
similares foram obtidas. Todos os animais (n=6) intoxicados, com colapso vascular pela
bupivacaina, e tratados com ELI (bolus de 4,0 mL/kg seguido de infusdo continua de 0,50
mL/kg/min durante 10 minutos) sobreviveram com melhora da condi¢gdo hemodinémica, ao
contrario do grupo controle tratado com salina, em que todos os animais foram a ébito
(WEINBERG et al., 2003).

O primeiro relato de aplicacdo clinica da ELI como antidoto na medicina humana foi
publicado em 2006. Um homem apresentou alteracdo da consciéncia e ocorréncia de crises
epilépticas seguidas de assistole imediatamente apds a realizacdo de blogueio anestésico com o
AL bupivacaina para procedimento cirdrgico ortopédico por artroscopia. Os procedimentos de
reanimacdo cardio-pulmonar tradicionalmente preconizados foram realizados durante 20
minutos, sem resposta adequada. Em seguida, foi administrada ELI a 20% (aproximadamente
1,22 mL/kg) concomitantemente as manobras de reanimacdo. Em poucos segundos foi
observado retorno de ritmo cardiaco sinusal (90 batimentos por minuto) e detec¢éo de pulso, e
foi instituida infusdo adicional de 0,5 mL/kg/min de ELI durante 2 horas. Apos duas horas e
meia, 0 paciente ja se encontrava consciente e responsivo, e posteriormente ndao foram
detectadas quaisquer sequelas (ROSENBLATT et al., 2006).

Desde entdo, a utilizacdo desta emulsdo no tratamento de toxicidade por AL e outras
intoxicacOes graves por diferentes fa&rmacos cardiotdxicos e/ou neurotdxicos vem expandindo
significativamente (GWALTNEY-BRANT; MEADOWS, 2018; LEVINE et al., 2016).

A primeira utilizacdo documentada na clinica toxicologica veterinaria foi em um céo de

16 semanas de idade que apresentou crises epilépticas, paralisia, deficiéncia respiratdria e coma
devido a intoxicagdo por moxidectina. Apds administracdo de bolus de 2,0 mL/kg de ELI e
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infuséo na taxa de 0,06 mL/kg/min durante quatro horas, o animal apresentou resposta discreta.
A terapia foi repetida ap6s 15 horas (0,5 mL/kg/min durante 30 minutos), e em 30 minutos o
filhote apresentou melhora dramatica. Seis horas ap6s o término da segunda infuséo o estado
neuroldgico do animal era normal, sem maiores complicacdes. Os autores especularam que a
ELI resultou em reverséo dos sinais de toxicidade causados pela sobredose de moxidectina, e
aparente reducao no tempo de recuperacdo (CRANDELL; WEINBERG, 2009).

1.1.6 MECANISMOS DE ACAO

O mecanismo de agdo da ELI em intoxicagdes ainda ndo é completamente
compreendido, e 0 seu melhor entendimento resultard em melhor aplicacdo e otimizacdo da
terapia (LESKIW; WEINBERG, 2009).

Inicialmente, a principal teoria aceita foi a conhecida como lipid sink, em que a ELI
seria responsavel por um efeito de particéo e sequestro do agente toxico. No sangue, as goticulas
de gordura criam um compartimento plasmatico separado da fracdo aquosa, no qual substancias
lipofilicas podem se dissolver. Os farmacos de alta lipossolubilidade seriam, entdo, extraidos
para a particdo lipidica, com consequente reducdo na quantidade disponivel ao tecido e aos seus
receptores alvo (CAO et al., 2015; FERNANDEZ et al., 2011; FETTIPLACE et al., 2015;
HARVEY; CAVE; ONG, 2014; HARVEY; CAVE, 2008; KAZEMI et al., 2011; PEACOCK,
2014; SHI et al., 2013; WEINBERG et al., 2006, 2003, 1998). Uma substancia € considerada
lipofilica quando o coeficiente de particdo (logP) € maior que 1, o qual é obtido pela diferenca
da solubilidade da substancia entre dois solventes, como &gua deionizada e octanol
(EDWARDS; SHIAB; SCOTT, 2014). Acredita-se que quanto maior o logP do farmaco, maior
particdo ocorrera (PAPADOPOULOU et al., 2012). E possivel que o efeito de parti¢do ocorra
preferencialmente frente a maiores concentracdes teciduais e nas fases iniciais da intoxicacéo,
indicando a importancia da administragdo precoce da ELI, quando as concentracGes teciduais
estdo altas (DUREAU etal., 2016; FETTIPLACE etal., 2015; PAPADOPOULOU et al., 2012).
Além da lipofilicidade, efeitos como o estado iGnico do agente e outras caracteristicas fisico-
quimicas podem potencialmente afetar a ligacdo dos farmacos a ELI (FETTIPLACE;
WEINBERG, 2018).

Estudos prévios j& comprovaram o efeito de particdo. WEINBERG et al. (1998)
sugeriram que a ELI tem grande capacidade de reter o AL bupivacaina devido a este efeito. A

administracdo IV de lipidios a porcos medicados com amiodarona resultou em concentraces
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mais altas do farmaco na fracdo lipidica plasmatica e consequente menor queda na pressdo
arterial média destes animais. Estes resultados corroboraram a teoria inicial de sequestro dos
farmacos lipofilicos, o que teria evitado a a¢do hipotensiva da amiodarona (NIIYA et al., 2010).
Resultados encontrados por PAPADOPOULOU et al. (2012) também apoiaram a teoria de que

a emulsdo lipidica reduz a concentragdo de farmacos lipossoluveis livres no plasma.

Entretanto, foi observado que este sequestro, com ligacdo do farmaco toxico a um
reservatorio estatico, ndo é suficiente para explicar completamente os beneficios obtidos com a
utilizacdo da ELI, o que sugere a participacdo de outros mecanismos (FETTIPLACE et al.,
2014; FETTIPLACE; WEINBERG, 2018; HARVEY; CAVE; ONG, 2014), e pode justificar
acao inclusive quando farmacos menos lipofilicos estdo envolvidos (FETTIPLACE et al.,
2014).

A teoria de modulago farmacocinética, também amplamente aceita, € uma extenséo do
efeito de particdo, e sugere que a ELI resulta em aceleracdo da redistribuicdo (CAVE;
HARVEY, 2014; FETTIPLACE et al., 2015; FETTIPLACE; WEINBERG, 2018; KAZEMI et
al., 2011; LITONIUS et al., 2012; SHI et al., 2013), e favorece a saida do farmaco de 6rgaos
susceptiveis, em direcdo a 6rgaos de perfusdo mais lenta, além de eliminagdo acelerada (CAVE;
HARVEY, 2014; FETTIPLACE et al., 2015; FETTIPLACE; WEINBERG, 2018; KAZEMI et
al., 2011; SHl et al., 2013).

A modificacdo na farmacocinética da bupivacaina ap6s a administracdo de ELI, com
reducdo da meia vida no plasma total (LITONIUS et al., 2012), aumento da meia-vida de
redistribuicdo (FETTIPLACE et al., 2015; SHI et al., 2013), reducdo da constante de
movimento do compartimento central para o periférico, com favorecimento da particdo do
farmaco para o sangue ao invés de para tecidos como encéfalo, coracdo, rins e pulmdes, maior
direcionamento para o figado, e redugdo da meia-vida de eliminacdo (FETTIPLACE et al.,
2015; SHI et al.,, 2013), foram relatados em condicOes experimentais. Alteracdo na
farmacocinética, com reducéo significativa da concentracdo sanguinea maxima dos anestésicos
locais levobupivacaina e ropivacaina, foi observada em voluntarios humanos (DUREAU et al.,
2016).

Dentre 0os mecanismos nao associados a remoc¢do do farmaco, podem ser citados 0s
efeitos diretos sobre o coracdo e a vasculatura, além da ativacdo de quinases pro-sobrevivéncia,
gue reduzem os danos isquémicos e aumentam a perfusdo tecidual. Melhor contratilidade
miocérdica, debito cardiaco, fluxo e pressdo sanguinea pela acdo da ELI na vasculatura e no
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coracdo, e ativacdo de vias cardioprotetoras e beneficio pds-condicional foram relatados
(FETTIPLACE; WEINBERG, 2018). Contribuicdo do volume e de um efeito cardiotonico nos
mecanismos relacionados com a utilizacdo benéfica da ELI em intoxicacdes também foram
sugeridos (FETTIPLACE et al., 2014, 2015; HARVEY; CAVE; ONG, 2014).

Desta forma, atualmente acredita-se que a ELI atua nas intoxicacbes de forma
multimodal, removendo o farmaco pelo compartimento lipidico, produzindo efeito inotrépico
e acelerando o metabolismo microssomal que, juntos, aceleram a saida do agente dos 6rgaos
sujeitos a toxicidade e sua excrecdo (FETTIPLACE et al., 2015). O compartimento lipidico
intravascular criado pela administracdo da ELI seria o responsavel por um efeito de varredura,
remocao e redistribuicdo. As substancias lipossoltveis sofreriam parti¢do entrando e saindo do
amplo compartimento lipidico, sendo transportadas e aumentando a redistribuicdo e
movimentacdo dos 6rgdos susceptiveis a toxicidade, com alto fluxo sanguineo como o coragédo
e encéfalo, para 6rgdos de armazenamento e de detoxificacdo. Desta forma, sua acéo principal
seria dindmica, de transporte e modulacgéo da distribuicdo, ao invés de simplesmente sequestrar
os farmacos lipossoluveis (FETTIPLACE; WEINBERG, 2018; KAZEMI et al., 2011).

Outros potenciais mecanismos de acao propostos inicialmente, como a agéo direta em
canais ionicos, alteracdo na entrada de célcio nos cardiomiocitos, e efeito de massa com
sobreposicdo a bloqueio do metabolismo mitocondrial, foram descartados devido a falta de
evidéncia clinica (FETTIPLACE; WEINBERG, 2018).

1.1.7 INDICACOES

A indicacdo da utilizacdo da ELI para reversdo de intoxicagdes agudas causadas por
varios farmacos baseia-se principalmente em relatos de caso e experimentos animais (HAYES
etal., 2016).

Os relatos da utilizacdo da ELI na clinica toxicologica em humanos sd@o muito
heterogéneos, além de haver grande variedade de medicamentos administrados
concomitantemente, dificultando a afirmacéo de efeito benéfico da utilizacao da ELI por si so.
Em busca de indicacbes baseadas em evidéncias, uma comissdo foi formada por membros
especialistas na area para levantamento e avaliacdo dos estudos e relatos publicados sobre o
tema. Ao final deste levantamento, foi sugerida a utilizacdo da ELI a 20%, ap6s a implantagéo
de medidas de suporte, em situacdes de risco & vida devido a intoxica¢fes por bupivacaina.
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Faltam evidéncias que apoiem a sua utilizagdo no envolvimento de outros AL, porém a sua
administracdo é considerada de baixo risco. Desta forma, ha consenso de que a infusdo pode
ser indicada nos casos em que 0s pacientes intoxicados por outros AL ndo respondem ao

tratamento convencional, ou como dltimo recurso (GOSSELIN et al., 2016).

Segundo GREGORIO et al. (2009), os lipidios atuam como um antidoto de rapida agéo
em paradas cardiacas causadas pela bupivacaina. Esta terapia se mostrou, inclusive, superior a
alguns farmacos tradicionalmente utilizados. Um estudo randomizado prospectivo realizado em
ratos com assistole devido a sobredose de bupivacaina, evidenciou melhor resposta
hemodindmica e metabolica nos animais tratados com ELI em comparagdo com os medicados
com vasopressores (vasopressina sozinha ou em combinacdo com epinefrina). Ao contrario dos
outros grupos, todos o0s animais tratados com ELI apresentaram circulacdo espontanea apos 10
minutos. Nenhum animal do grupo que recebeu a emulsao apresentou edema pulmonar visivel,
enquanto todos os outros desenvolveram rapidamente edema pulmonar (GREGORIO et al.,
2009).

E possivel que a ELI seja uma opcio efetiva para o tratamento de toxicidade cardiaca
causada por substancias lipofilicas em geral. Acredita-se que, em intoxicacdes por agentes com
logP acima de 2, pode haver beneficio da utilizacdo da ELI (CAO et al., 2015). Desta forma, o
uso da ELI para reversdo de intoxicacdes tem sido estendido para o tratamento de intoxicacdes
por outros compostos lipidicos além dos AL (BATES et al., 2013; LESKIW; WEINBERG,
2009).

Um levantamento de publicacGes referentes a utilizagdo da ELI em intoxicagdes sugere
que as recomendacdes clinicas atuais sdo muitas vezes baseadas em evidéncias de baixa
qualidade. Estes autores consideraram que estudos que demonstram a mensuragédo do farmaco,
para a determinacdo da carga toxica, sdo essenciais para que indicagdes possam ser feitas
(GOSSELIN et al., 2016).

Apesar de varios relatos sugerirem efeito benéfico da utilizacdo da EL1 em intoxicagdes
por diversos farmacos, ha evidéncia experimental forte somente para alguns agentes
(FETTIPLACE et al., 2015). A avaliacdo ndo randomizada, auséncia de grupo controle, falhas
de metodologia, variabilidade na dose, taxa de administracdo e na formulacédo da ELI, exposicado
concomitante a mais de um agente toxico, heterogeneidade nos resultados obtidos, auséncia de
detalhes sobre 0 momento de aplicacdo, tempo entre a administracdo e a alteragdo clinica,
tendéncia de publicacdo dos resultados positivos ao invés dos negativos, e utilizacdo
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concomitante de outros tratamentos e farmacos, dificultam a avaliacéo do efeito gerado somente
pela ELI e a comparacdo direta dos dados obtidos (LEVINE et al., 2016).

Baseados na literatura atual, GOSSELIN et al. (2016) consideraram que a decisdo de
utilizacdo da ELI em humanos deve ficar a cargo dos clinicos, avaliando os pros e contras, em
intoxicagbes com risco & vida causadas pelos agentes baclofeno, ivermectina e outros
inseticidas, malation e outros pesticidas, olanzapina e outros anti-psicéticos, e inibidores
seletivos da reutilizacdo de serotonina. Porém, sdo contra a utilizacdo em situacdes sem risco a

vida.

Na medicina veterinaria, BATES et al. (2013) sugeriram que essa terapia deve ser
considerada em intoxicacdes graves causadas por lactonas macroliticas (como ivermectina e
moxidectina), AL, permetrina e baclofeno. Em intoxicagdes pela ivermectina, é possivel que o
animal tenha completa recuperacdo sem a administracdo da ELI, porém ha relatos que

sugeriram que a recuperacao é mais rapida quando a infusdo é realizada (BATES et al., 2013).

Apesar de ndo poder ser estabelecida como a terapia padrdo em intoxicagdes causadas
por farmacos lipossollveis por ser uma terapia nova que ainda ndo apresenta avaliacdo
prospectiva completa, de modo geral a sua indicacdo pode ser considerada em casos graves
causados por agentes lipofilicos, com instabilidade hemodinamica e risco a vida, sem resposta
adequada a terapia convencional (BECKER; YOUNG, 2017; CAO et al., 2015; HOJER et al.,
2016; LEVINE et al., 2014). BECKER E YOUNG (2017) também citaram a indica¢do em casos

de alteracBes neuroldgicas graves e apos a ingestao de doses letais de substancias lipossollveis.

O tempo ap6s a intoxicacdo no qual a ELI ainda é efetiva ndo foi determinado,
potencialmente variando com o metabolismo do paciente, meia-vida do agente toxico, condi¢do
médica concomitante, e outras medica¢Ges administradas concomitantemente (BECKER;
YOUNG, 2017).

1.1.8 PROTOCOLO DE ADMINISTRACAO

N&o ha, ainda, definicdo clara de um protocolo padrdo de utilizacdo da ELI. As
indicacdes sdo em grande parte empiricas, sem suficiente embasamento cientifico (CAO et al.,
2015). Maiores estudos sdo necessarios para a determinacéo da dose e tempo de infusdo ideais
(GOSSELIN et al., 2016). E possivel, porém, que o protocolo tenha que ser ajustado de acordo

com o agente especifico envolvido (EDWARDS; SHIHAB; SCOTT, 2014). A dose utilizada
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na toxicologia tende a ser superior ao limite méximo diario indicado para a alimentagdo
parenteral (GOSSELIN et al., 2016).

A literatura cita varias doses de bolus, taxas e duracdo das infusGes, porém o mais
realizado e aceito atualmente é a administracdo inicial de ELI a 20% em bolus de 1,5 mL/kg,
seguido de infuséo na taxa de 0,25 mL/kg/min por 30 minutos a 60 minutos (BATES et al.,
2013; BECKER; YOUNG, 2017; FERNANDEZ et al., 2011; GOSSELIN et al., 2016). E
possivel que em intoxicacBes por agentes pouco lipofilicos sejam necessarias doses maiores
(EDWARDS; SHIHAB; SCOTT, 2014).

O limite superior aceitavel de administracdo de ELI, diretamente relacionado com o
manejo clinico, é desconhecido (HILLER et al., 2010). As sugestfes de dose e taxa maxima
sdo baseadas em efeitos colaterais observados com NPT (HAYES et al., 2016). Apesar de néo
haver dados suficientes para a determinacdo de uma dose maxima segura, foi sugerido que a
guantidade de emulséo lipidica administrada ndo seja superior a 10% do volume sanguineo total
do individuo. Esta medida é uma tentativa de se evitar a sobrecarga volumosa ou a ocorréncia
de hiper-trigliceridemia (GOSSELIN et al., 2016). Na medicina humana, em geral, os relatos

de sucesso terapéutico apresentam como dose méxima 10 mL/kg (CAO et al., 2015).

HILLER et al. (2010) estimaram em ratos adultos machos a dose letal mediana (DLso)
maxima em 67,72 mL/kg (10,7 mL/kg). Esta dose é pelo menos trés vezes superior a dose
comumente recomendada em publicagdes da utilizacdo da ELI na reversdo de intoxicagdes.
Apesar de mais estudos serem necessarios para determinar a dose toxica da ELI, estes resultados
sugerem que na condigdo de antidoto ela apresenta ampla margem de seguranca (HILLER et
al., 2010).

Até que o perfil de efeitos adversos desta infusdo seja determinado, sugere-se a
utilizacdo da menor dose possivel. Ao invés de se basear em parametros hemodindmicos
arbitrarios, recomenda-se metas fisioldgicas significativas. A infusdo deve ser cessada quando
ha melhora clinica adequada ou quando a dose maxima € atingida, apesar desta ainda ser

considerada especulativa e maiores estudos serem necessarios (GOSSELIN et al., 2016).

Em geral, as ELI sdo isotbnicas e podem ser administradas em acessos periféricos
(CROOK, 2000; DRISCOLL, 2006). O uso de filtros no circuito de infusdo para administracéo
de alimentagdo parenteral foi sugerido, porém essa medida ainda ndo foi padronizada
(BECKER; YOUNG, 2017).
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Estudos comparativos entre as diferentes formulages da ELI em intoxicagdes por
farmacos que ndo sdo AL sdo escassos e insuficientes para que uma indicacdo baseada em
evidéncias possa ser realizada. A maioria dos relatos cita a concentracdo de 20% sem ao menos
determinar a marca da ELI utilizada (GOSSELIN et al., 2016). N&o se sabe se formulacGes

diferentes das emuls6es lipidicas resultam em diferentes efeitos adversos (HAYES et al., 2016).

O sequestro para o compartimento lipidico pode reduzir a concentracdo de droga livre,
porém foi especulado que o aumento da concentracdo plasmatica total do farmaco pode ser
suficiente para agir como um novo alvo de eliminacéo extracorpérea (HARVEY; CAVE; ONG,
2014). Desta forma, os animais tratados com a ELI devem ser monitorados de perto para
avaliacdo da possibilidade de recorréncia da sintomatologia apds o término da infusdo (BATES
etal., 2013).

1.1.9 EFEITOS COLATERAIS

Ha 50 anos a ELI apresenta registros extraordinarios de seguranga. Durante seu uso
convencional, efeitos adversos como pancreatite, insuficiéncia hepatica, dispneia e anafilaxia
sdo raros e geralmente associados a administracao rapida ou sobredose (HOJER et al., 2016).

Vérias complicagbes ja foram relatadas desde o inicio da utilizacdo da ELI,
especialmente em humanos, como lipemia, pancreatite secundaria a lipemia, lesdo hepatica,
colestase, injaria renal aguda, potencial interferéncia na acdo de outros medicamentos
lipossolUveis, parada cardiaca, incompatibilidade ventilacdo-perfusdo, lesdo pulmonar aguda,
desenvolvimento de sindrome da angustia respiratdria aguda (SARA), hipoxemia, reacdes de
hipersensibilidade ou alergia, sindrome da sobrecarga gordurosa, embolismo gorduroso,
tromboembolismo, trombocitopenia, coagulacdo intravascular disseminada, interferéncia em
exames laboratoriais, obstrucao do circuito de circulacdo extra-corporea, priapismo, disfungéo
das células imunes, sepse secundaria ao crescimento bacteriano no frasco da emulsdo ou no
circuito de infusdo, e flebite (BECKER; YOUNG, 2017; COLOMB et al., 2015; HAYES et al.,
2016; WEIDMANN et al., 1997). Entretanto, a ocorréncia de efeitos colaterais graves devido
ao uso da ELI e rara (BECKER; YOUNG, 2017).

Os efeitos colaterais podem ocorrer minutos a horas apos a infusdo, e nos casos de
exposicdo a longo prazo podem ocorrer apds semanas a anos. Com excecao das reacdes de
hipersensibilidade e alergia, as manifestacbes imediatas ou de curto prazo geralmente séo
relacionadas com sobredose ou velocidade de administracéo elevada (HAYES et al., 2016).
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Os relatos de complicacgdes, porém, apresentaram pacientes e condi¢des de saide muito
heterogéneos, além de falha na descricdo dos protocolos utilizados, o que dificulta que seus
resultados sejam generalizados e correlacionados diretamente com a utilizacdo da ELI. Deste
modo, pode ser dificil determinar se a alteracdo observada foi decorrente da infuséo ou devido
a condicdo prévia dos pacientes (HAYES et al., 2016).

A sobrecarga gordurosa (geralmente acompanhada de deposicéo de gordura no figado,
encéfalo ou rins), hipertrigliceridemia, lipemia, hiperamilasemia, pancreatite e colestase estdo
entre os efeitos colaterais mais comuns apos a administracdo da ELI. Na maioria dos casos, as
alteracOes laboratoriais sdo transitorias, sem afetar a recuperacdo do paciente (HAYES et al.,
2016).

A administracdo rapida, ou em dose excessivamente alta, aumenta o risco de ocorréncia
de émbolo gorduroso (BATES et al., 2013). Esta complicacao é mais associada a NPT, e relatos
de embolismo gorduroso ap6s a administracdo de emulsdo em intoxica¢fes ndo foram
encontrados (HAYES et al., 2016).

Atualmente os efeitos adversos causados pela NPT sdo raros quando as suas diretrizes
sdo seguidas, com dose maxima geral de lipidios de 2 g/kg/dia (10 mL/kg/dia de ELI a 20%) e
velocidade preferencialmente de até 0,11 g/kg/h (0,55 mL/kg/h de ELI a 20%), ndo excedendo
0,125 mg/kg/h (0,625 mL/kg/h de ELI a 20%) (HAYES et al., 2016).

Enguanto os riscos da administracdo prolongada de ELI na alimentacdo parenteral ja
foram bem estabelecidos, o risco a imunidade ou a outras funcdes fisioldgicas causado pela sua
infusdo por periodo inferior a 24 horas, como é realizado na toxicologia, ainda nao foi
estabelecido (GOSSELIN et al., 2016; CAO et al., 2015). Poucas complicacdes sdo relatadas
apos a utilizacdo da ELI para reversdo de intoxicagdes, porém, uma vez que frequentemente a
dose e a taxa utilizadas superam a indicada na NPT, € possivel que a escassez de relatos seja
devido a subnotificacdo ou falha na detecgdo dos efeitos adversos. Desta forma, a real
incidéncia de efeitos adversos pela utilizacdo da ELI como antidoto ainda € incerta, e muitas
vezes 0s possiveis efeitos colaterais sdo extrapolados das reac6es causadas pela NPT com ELI
(HAYES et al., 2016; LESKIW; WEINBERG, 2009).

Em um estudo retrospectivo humano, foram avaliadas as complica¢Ges associadas com
a utilizacdo da ELI no tratamento de intoxicacdes por drogas lipofilicas. Dos nove pacientes
que entraram nesse estudo, seis apresentaram efeito colateral, sendo que dois tiveram
pancreatite, quatro interferéncia na interpretacdo dos resultados laboratoriais devido a lipemia,
e trés desenvolveram SARA de forma transitoria (LEVINE et al., 2014). LESKIW e
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WEINBERG (2009) citaram em humanos a ocorréncia de aumento da enzima amilase, porém
sem sinais clinicos de pancreatite.

O principal efeito adverso relatado é a hiperlipidemia (CAO et al., 2015). Apo6s o
tratamento de 10 animais (nove cdes e um gato) com ELI, seis apresentaram hiperlipidemia
transitoria com resolugdo apds oito horas a trés dias. Outros efeitos adversos ndo foram
observados e o tratamento foi considerado seguro (BECKER; YOUNG, 2017). BECKER e
YOUNG (2017) afirmaram desconhecer complicacdes além da hiperlipidemia na medicina
veterinaria. Cabe ressaltar que ndo ha relatos de sequelas causadas pela ELI em cenério de
intoxicagdes (HAYES et al., 2016).

BATES et al. (2013) relataram, apds a utilizacdo da ELI em seis cées, reacdo somente
em um animal devido ao extravasamento da infusdo, gerando discreta dor e edema no membro
afetado. O quadro foi completamente resolvido com tratamento conservativo. N&o foi
observada, porém, qualquer sequela.

UDELSMANN e MELO (2015) descreveram alteracbes hemodindmicas como
hipertensdo arterial e pulmonar apds a administracdo de altas doses de ELI 20% em suinos.
Porém, essa espécie € considerada hipersensivel a estas emuls@es, e desta forma estes achados
ndo podem ser extrapolados para outras espécies.

HILLER etal. (2010) avaliaram o efeito da administragéo de ELI a 20% em ratos adultos
machos, nas doses de 20, 40, 60 ou 80 mL/kg em um periodo de 30 minutos. Imediatamente
apos a administracdo da emulsdo lipidica foi observado aumento na concentracdo sérica de TG,
com normalizacdo ap0s 48 horas. Neste periodo também foi observado aumento na atividade
sérica de amilase, aspartato aminotransferase (AST), e na concentracgdo sérica de fosforo e ureia
em todas as doses utilizadas. N&o houve alteracdo nos niveis de albumina, proteina total (PT),
fosfatase alcalina (FA), creatinina e alanina aminotransferase (ALT). Durante avaliagdo
histoldgica, ndo foram observadas alteracdes no miocardio, encéfalo, pancreas e rins, porém
anormalidades ocorreram nos pulmdes e no figado. Espessamento focal do septo alveolar e
alguns histiocitos espumosos intra-alveolares foram observados apds a administragcdo de 60
mL/kg, enquanto congestdo vascular hemorragica ocorreu com a administracdo de 80 mL/kg.
Uma hora ap6s a administracdo de 60 mL/kg, foram observados dois infartos pulmonares,
enquanto apods 4 e 24 horas havia somente discreta fibrose intersticial e minima congestédo
capilar. Esteatose microvascular focal foi observada em menos de 1% dos hepatdcitos com a
administracdo de 20 mL/kg, em 10 a 20% dos hepatdcitos com 40 mL/kg, e em 70 a 80% com
60 mL/kg. ApoOs 24 horas, a esteatose foi observada somente em 10% dos hepatocitos dos
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animais que receberam 60 mL/kg. A dose de 80 mL/kg resultou em necrose extensa, porém 0s
autores ressaltaram que hé a possibilidade destas altera¢6es terem sido post-mortem. Alteracdes
neuroldgicas ndo foram observadas, com a excec¢édo de discreta letargia no grupo de 80 mL/kg,
e a frequéncia cardiaca (FC) e o intervalo QRS néo foram alterados pelas infusdes realizadas.
Trés animais foram a o6bito: um no grupo que recebeu 60 mL/kg, e dois no de 80 mL/Kkg.
Todavia, os efeitos deletérios observados neste experimento ocorreram com a administracéo de
doses muito superiores as atualmente indicadas, e os autores concluiram que a dose usualmente
utilizada no tratamento de pacientes intoxicados é segura (HILLER et al., 2010).

Apesar dos efeitos colaterais serem raramente relatados, eles devem ser cuidadosamente
levados em consideracgdo pelos clinicos, especialmente em situaces sem risco a vida (HAYES
et al., 2016). A relacdo risco-beneficio desta terapia deve ser avaliada em cada caso (LEVINE
etal., 2014).

Uma vez que a ELI tem na sua composicdo soja e fosfolipidios provenientes da gema
do ovo, a sua administracdo deve ser evitada em individuos com alergia a ovo (BATES et al.,
2013) e soja (GHATAK; SAMANTA; BARONIA, 2014; WEIDMANN et al., 1997).

A ELI deve ser evitada em situacdes de hipdxia, pois possivelmente a oxigenacdo
adequada é imprescindivel para a resposta benéfica da terapia (LESKIW; WEINBERG, 2009).
A sua utilizagdo também é contraindicada em animais com altera¢cdes no metabolismo lipidico
ou hepatopatias (BATES et al., 2013). HILLER et al. (2010) sugeriram que a utilizag&o da ELI
deve ser realizada com cautela em pacientes com altera¢fes renais, pancreaticas, hepaticas ou
pulmonares (HILLER et al., 2010).

Pacientes que receberam ELI devem ser monitorados para possiveis complicacfes
posteriores (LEVINE et al., 2014) e recorréncia dos sinais de intoxicacdo apds o término da
infusdo, quando nova administracdo pode ser necessaria (BATES et al., 2013). O clearance
lipidico também deve ser monitorado. Pacientes com concentra¢fes de TG muito altas devem
ter a infusdo reduzida ou cessada, uma vez que pancreatite aguda ja foi associada a
hipertrigliceridemia intensa. Os individuos que apresentam hiperlipidemia, sepse, sobrepeso,
deficiéncia renal, diabetes mellitus ou resisténcia a insulina, que estdo em estado critico ou com
alteracOes hepaticas, podem ter reducdo na capacidade de eliminacdo lipidica (CROOK, 2000).

E importante ressaltar que frente ao colapso cardiovascular nenhuma contraindicagéo é
absoluta (CAO et al., 2015).
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1.2 DIAZEPAM

Crises epilépticas sdo complicacGes frequentes em intoxicagdes, e em humanos o estado
epiléptico pode ocorrer em até 10% dos casos. Esses episodios, quando prolongados, podem
resultar em complicacdes graves como dano neuronal irreversivel, hipoxia, hipotensao,
hipertermia, acidose metabolica e rabdomiolise. Desta forma, tratamento rapido e adequado é
imprescindivel. Os benzodiazepinicos sdo os antiepilépticos mais comumente recomendados
como primeira escolha para o controle das crises epilépticas causadas por toxicos (CHEN;
ALBERTSON; OLSON, 2015).

O DZ, o benzodiazepinico mais lipofilico e mais utilizado na medicina veterinéria,
apresenta potente efeito antiepiléptico e é considerado a primeira escolha para 0 manejo precoce
do estado epiléptico. Além da sua acdo antiepilética, ele também é amplamente utilizado no
controle de varias desordens do sistema nervoso central (SNC) devido ao seu efeito ansiolitico,
relaxante muscular, sedativo, e sua efetividade e relativa seguranga (CALCATERRA;
BARROW, 2014; FLAHERTY, 2009; GAUDREAULT et al., 1991; KAUR; KIM, 2008).

1.2.1 ABSORCAO E BIODISPONIBILIDADE

O DZ pode ser administrado pela via oral (VO), IV, intramuscular (IM), intranasal (IN)
ou retal (KAUR; KIM, 2008; MANDELLI; TOGNONI; GARATTINI, 1978). Ele apresenta,
em geral, rapida absorcao devido a sua alta lipofilicidade (KAUR; KIM, 2008).

O Dz apresenta alta disponibilidade e, desta forma, é rapidamente e quase
completamente absorvido ap6s a administracdo oral. O tempo até o pico da concentragcdo
plasmatica varia com a dose administrada (CALCATERRA; BARROW, 2014,
GAUDREAULT etal., 1991), porém segundo MANDELLI, TOGNONI e GARATTINI (1978)
em humanos ocorre 30 a 90 minutos apds a administracdo pela VO. Nela, a biodisponibilidade
varia de 93 a 100% (CALCATERRA; BARROW, 2014). Variagdo individual das
concentracdes plasmaticas ap0s administracdo oral ocorre e a absor¢do também pode ser
alterada com a idade do individuo, tendendo a ser mais rapida em pacientes jovens e mais lenta
e baixa em geriatricos (MANDELLI; TOGNONI; GARATTINI, 1978).

A absorcdo apés a administracdo IM € lenta e irregular, com pico de concentracdo
plasmatica menor em comparacdo a VO (pode atingir somente 60% dos niveis plasmaticos)

(GAUDREAULT et al.,, 1991; MANDELLI; TOGNONI; GARATTINI, 1978). Quando
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administrado pela via 1V, apresenta 100% de biodisponibilidade e seu efeito farmacologico
maximo é atingido rapidamente, em aproximadamente 10 minutos (KAUR; KIM, 2008). E
importante ressaltar que a administracao rapida pela via IV pode resultar em parada respiratéria
(GAUDREAULT etal., 1991).

Segundo MANDELLI, TOGNONI e GARATTINI (1978), a administracdo retal tende
a ser mais lenta e imprevisivel, atingindo 50% dos niveis plasmaticos obtidos apés
administracdo oral. Por outro lado, outros autores afirmaram que a via retal permite niveis
plasmaéticos e efeito farmacoldgico semelhantes a administragdo oral ou 1M, atingindo seus
picos de concentragcdo plasmatica apds 20 a 30 minutos (SZNITOWSKA et al., 2001), com
biodisponibilidade de 90% (CALCATERRA; BARROW, 2014).

1.2.2 LIGACAO AS PROTEINAS PLASMATICAS

Apds a absorcdo, 0 DZ e o desmetildiazepam (DMDZ), seu principal metabdlito,
apresentam intensa ligagdo as proteinas plasmaticas (96,8 — 98,6%) (GAUDREAULT et al.,
1991; KLOTZ; ANTONIN; BIECK, 1976; MANDELLI; TOGNONI; GARATTINI, 1978).
Esta ligacdo independe da concentracdo plasmatica total do farmaco (ARENDT et al., 1983).
Em ratos medicados com 1,2 mg/kg de DZ, a ligacdo desse farmaco as proteinas plasmaticas
ocorreu de forma linear em um amplo espectro de concentracBes sanguineas (40 - 800 ng/mL).
A razdo entre a concentracdo sanguinea e a plasmatica também ocorreu de forma linear (IGARI
et al., 1983).

A ligacdo do DZ a proteina afeta a sua distribuigdo e seu clearance, sendo o ultimo
aumentado significativamente com uma maior fragéo livre disponivel (KLOTZ; ANTONIN;
BIECK, 1976). A fracdo livre do fA&rmaco n&o esta relacionada com a quantidade total de DZ
(MANDELLI; TOGNONI; GARATTINI, 1978).

Idosos podem apresentar menor concentracdo plasmatica de albumina, resultando em
maior taxa de DZ livre (GREENBLATT et al., 1983). Da mesma forma, pacientes com cirrose
hepética apresentam aumento significativo da fracdo livre. A ocorréncia de efeitos colaterais é
superior em pacientes com hipoalbuminemia, possivelmente devido a maior difusdo no SNC
pelo aumento da fracdo livre (MANDELLI; TOGNONI; GARATTINI, 1978). Pacientes com

insuficiéncia renal podem ter reducdo de 6% na ligagdo do DZ as proteinas, porém as
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consequéncias clinicas desse efeito ainda ndo foram bem determinadas, sem haver, inclusive,
alteracdo na taxa de eliminacdo (MANDELLI; TOGNONI; GARATTINI, 1978).

1.2.3 EFEITO CLINICO E CONCENTRAGCAO PLASMATICA

O inicio do efeito clinico de um farmaco esta relacionado com o seu tempo de absorcéo,
enquanto a duracdo de tal efeito depende primariamente da distribuicdo do farmaco. O DZ é
absorvido rapidamente e, desta forma, apresenta efeito de inicio rapido e intenso apds dose
Unica (GREENBLATT et al., 1983). A taxa e a extensdo da distribuicdo para tecidos periféricos,
juntamente com a taxa de eliminacdo apés a distribuicdo, sdo as determinantes da duracéo do
efeito clinico (GAUDREAULT et al., 1991). Ndo ha uma correlacdo simples entre os niveis
plasmaticos de DZ e DMDZ e os seus efeitos clinicos (MANDELLI; TOGNONI,
GARATTINI, 1978).

Os niveis plasmaticos de DZ diferem entre as espécies (CHENERY et al., 1987). Por
exemplo, a concentracdo plasmatica de DZ encontrada em coelhos é muito mais baixa do que
a obtida em humanos, devido a diferencas no seu perfil farmacocinético (SZNITOWSKA et al.,
2001).

Em coelhos Nova Zelandia medicados com 2 mg/kg de DZ por via retal, foi observada
sedacdo e relaxamento muscular ap6s 5 a 10 minutos. O efeito clinico cessou apds 30 minutos
a 2 horas. Estes animais apresentaram concentracdo plasmatica maxima de 48,86 + 24,05
ng/mL, com tempo para concentracdo maxima igual a 20 minutos (SZNITOWSKA et al.,
2001). Por outro lado, apds a administracdo 1V de 1 mg/kg de DZ, também em coelhos Nova
Zelandia, a concentracdo plasmatica maxima foi de 373,1 + 10,7 ng/mL (KAUR; KIM, 2008).
O DMDZ p6de ser detectado 15 a 30 minutos apos a administracdo IV de 2 mg/kg de DZ em
coelhos, atingindo concentragdo méxima de 200 - 300 ng/mL apo6s 1 a 2 horas (KLOTZ;
ANTONIN; BIECK, 1976).

Com o tempo, a concentracdo de DZ reduz rapidamente, de forma bi-exponencial
(IGARI et al., 1982; KLOTZ; ANTONIN; BIECK, 1976). A rapida queda inicial nos niveis
plasmaticos é decorrente da distribui¢do do farmaco do compartimento central para os tecidos
periféricos. Este processo pode ser caracterizado pela meia vida de distribuicdo. Em seguida, a
queda na concentracdo de DZ ocorre lentamente (KLOTZ; ANTONIN; BIECK, 1976).
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1.2.4 BIOTRANSFORMAGCAO

O DZ é biotransformado no figado por meio de reacdes oxidativas pelas enzimas
citocromo P450. Estas rea¢Oes podem ser divididas em duas fases. Na primeira, ocorrem etapas
de oxidacdo (demetilacdo e hidroxilacdo) que resultam na formacdo de metabolitos ativos
(Figura 1.2). Desta forma, a biotransformacao € iniciada com a remocao de um grupo metil (N-
demetilagdo) para producdo do DMDZ (também conhecido como nordiazepam). Em seguida o
processo oxidativo continua com hidroxila¢do, produzindo o oxazepam. A segunda fase se
baseia em processos de conjugacdo de grupos hidroxil ou amino, formando metabdlitos
inativos. O oxazepam é conjugado com glucuronideo para sua eliminacdo, formando o principal
metabdlito urinario (conjugado e excretado em velocidade proxima a que é produzida)
(CALCATERRA; BARROW, 2014; GAUDREAULT et al., 1991; GREENBLATT et al.,
1983; JOMMI; MANITTO; SILANOS, 1964; MERCOLINI et al., 2009). O temazepam
(hidroxidiazepam) também pode ser formado e demetilado a oxazepam ou submetido a
glucuronidacdo (MERCOLINI et al., 2009).
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Figura 1.2 — Vias de biotransformacdo dos principais metabolitos do DZ (Adaptado de
MANDELLI, TOGNONI e GARATTINI, 1978).

O perfil metabdlico do DZ varia entre espéecies, com diferentes taxas da formacgéo e
remocdo dos metabdlitos (CHENERY et al., 1987). As principais enzimas hepéticas
responsaveis pela metabolizacdo de farmacos sdo espécie-especificas (ACIKGOZ et al., 2009).

Em espécies de laboratdrio, ele é rapidamente metabolizado (CHENERY et al., 1987).
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Assim como em ratos, rea¢des de 4’-hidroxilacdo séo importantes na metabolizagdo do
DZ em coelhos. Ao observar a metabolizagdo do DZ em uma cultura de hepatdcitos de coelhos,
detectou-se que praticamente todo o farmaco metabolizado foi recuperado como DMDZ ou 4°-
hidroxidiazepam, sendo este Gltimo muito glucuronizado (CHENERY et al., 1987), em
concordéncia com os achados in vivo de JOMMI, MANITTO e SILANOS (1964).

As vias oxidativas podem variar com a idade do individuo, presenca de doencas
hepéticas (como a cirrose), ou com a coadministracdo de outros agentes que podem aumentar
ou reduzir (como a cimetidina ou a rifampicina) a capacidade oxidativa do figado
(GAUDREAULT etal., 1991; GREENBLATT et al., 1983).

Os produtos de demetilacdo sdo quantitativamente superiores aos de hidroxilacao
(JOMMI; MANITTO; SILANQOS, 1964). Os principais compostos encontrados no sangue séo
0DZ e o DMDZ (GREENBLATT et al., 1983; MERCOLINI et al., 2009). IGARI et al. (1982)
relataram quantidades significativas de oxazepam no plasma e em varios tecidos de ratos que
receberam dose Unica de DZ. Observou-se, porém, concentra¢do plasmatica de DMDZ e

oxazepam consideravelmente mais baixa do que a de DZ (IGARI et al., 1982).

O principal metabdlito farmacologicamente ativo formado é o DMDZ, sendo
rapidamente gerado (ARENDT et al., 1983; JEPPSSON, 1976; KLOTZ; ANTONIN; BIECK,
1976). Ele e o oxazepam mantém a atividade anti-epiléptica (MARCUCCI et al., 1968), e
juntamente com o temazepam, por serem ativos, podem contribuir com o efeito farmacolégico
do DZ (MERCOLINI et al., 2009).

1.2.5 DISTRIBUICAO E CONCENTRACAO TECIDUAL

O DZ é o benzodiazepinico mais lipossoluvel, e 0 Vg4 tem correlacdo positiva com a
lipofilicidade do farmaco. Desta forma, ele é rapidamente e amplamente distribuido para outros
tecidos corporais (alto Vg). E importante lembrar que esta distribuicdo pode resultar em queda
da concentracdo sanguinea e, consequentemente, efeito de curta duracdo (ARENDT et al., 1983;
GAUDREAULT etal., 1991; GREENBLATT et al., 1983).

O DZ e 0 DMDZ apresentam Vg similar, porém o Gltimo apresenta maior meia-vida.
Em humanos, 0 Vg € de 0,95 — 2,0 L/kg (GAUDREAULT et al., 1991; MANDELLLI;
TOGNONI; GARATTINI, 1978). Em estado estavel, o Vg4 de coelhos (n=3) foi de 5,5 + 1,5

L/kg, de caes (n=4) foi de 5,6 = 1,3 L/kg e de ratos (n=3) foi de 4,5 = 0,6 L/kg (KLOTZ,
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ANTONIN; BIECK, 1976). Em outro estudo avaliando ratos, o0 V4 em um estado estavel foi de
53L*0,5L/kg (IGARI et al., 1982).

A razdo entre a concentracdo de DZ tecidual e a plasmatica arterial em ratos 8 horas
apos terem sido medicados com 1,2 mg/kg de DZ foi determinada. A maior razdo foi encontrada
no tecido adiposo (12,9), seguida do figado (4,89). Dos 6rgdos avaliados, a menor razdo
encontrada foi no encéfalo (1,02) (Quadro 1.1) (IGARI et al., 1983).

Quadro 1.1 — Razdo corrigida entre a concentracdo de DZ nos tecidos e no plasma arterial apds
administracdo 1V Unica de 1,2 mg/kg de DZ em ratos.

Tecido Razéo,entre concentracéo tecidual e
sanguinea
Pulméo 3,26
Coragao 2,19
Figado 4,89
Intestino delgado 1,85
Rim 2,30
Musculo 1,37
Pele 3,37
Tecido adiposo 12,9

Fonte: Adaptado de IGARI et al. (1983).

O acumulo de DZ no tecido adiposo foi significativamente maior. Os altos niveis
encontrados nesse tecido reforcam o conceito de que a distribuigéo esta relacionada com a sua
lipofilicidade (IGARI et al., 1982).

Em humanos, DZ foi observado no tecido adiposo em niveis mensuraveis (acima de 25
ng/g) 30 a 60 minutos apds a administracdo de 10 mg do farmaco por via IV, porém DMDZ
ndo foi observado. Entretanto, nos camundongos o0 DMDZ atinge niveis altos nesse tecido, e
pode ser mensurado mesmo apds a eliminacdo do DZ (MARCUCCI et al., 1968). Em ratos e
camundongos medicados com DZ (5 mg/kg, 1) houve acumulo progressivo do farmaco e dos

seus metabdlitos no tecido adiposo (branco e marrom) até 30 minutos ap6s a administracéo, e
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mesmo apos 5 horas ele ainda podia ser detectado nesse tecido. Os metabdlitos N-desmetilados
ainda eram mensuraveis 10 horas apds a exposi¢do (MARCUCCI et al., 1968).

O acumulo de um farmaco no tecido adiposo pode ter importancia na sua atividade
farmacologica (MARCUCCI et al., 1968). A rapida distribuicdo para o tecido adiposo justifica
o seu efeito clinico curto e a falta de correlacdo entre a duragdo do efeito clinico e a sua meia-
vida plasmatica, como citado anteriormente no item 1.2.3 (GAUDREAULT et al., 1991).

O tecido alvo do DZ é o encéfalo (IGARI et al., 1983), onde ele se liga especificamente
a receptores GABAA (CALCATERRA; BARROW, 2014). A sua lipofilicidade permite a
rapida penetracdo no SNC e rapido inicio de efeitos clinicos (inicio quase imediato apds a
administracdo 1V) (GAUDREAULT et al., 1991). No encéfalo, 0 DZ e seus metabolitos se
distribuem mais rapidamente na matéria cinzenta, e de forma prolongada na matéria branca. A
matéria branca, altamente lipidica, atua como um compartimento profundo. As regifes com
mais fluxo sanguineo apresentam distribuicdo mais precoce (MANDELLI; TOGNONI,
GARATTINI, 1978).

Observou-se o perfil da variacdo da concentracdo tecidual de DZ, DMDZ e oxazepam
de acordo com o tempo em ratos, e 0 DZ foi distribuido rapidamente para figado, rins, pulmaes,
encéfalo, coracdo e intestino delgado. Por outro lado, a distribuicdo ocorreu mais lentamente
para o tecido adiposo e pele. Assim, a velocidade da distribuicdo do farmaco em ratos foi
classificada como répida (encéfalo, pulmao, figado, rim, coracdo e intestino delgado),

intermediaria (musculo) ou lenta (tecido adiposo e pele) (IGARI et al., 1982).

A variacdo de acordo com o tempo da concentracdo de DZ e seus metabdlitos no
pulmdo, rim e coracdo apresentou perfil similar & concentragdo plasmatica, com redugédo
gradual. Por outro lado, 30 minutos apds a administracdo 1V de DZ em ratos, foi observado um
pico na sua concentracdo e de seus metabdlitos no tecido adiposo e na pele. No figado e no
intestino delgado, apesar da concentragdo de DZ reduzir com o tempo, 0s niveis dos seus
metabolitos se mantiveram téo altos quanto os do DZ, aumentando na fase final. Ao contrario
do relatado em camundongos e cobaias, 0s niveis encefalicos dos metabolitos foram
significativamente inferiores ao do DZ. O pico observado mais tardiamente no tecido adiposo
e na pele pode ser justificado pelo grande volume tecidual, baixo fornecimento sanguineo ou
grande concentracdo de DZ (IGARI et al., 1982). Por outro lado o pico encefalico ocorre quase
que imediatamente apds a administracéo IV do DZ em ratos e camundongos, seguido de rapido
declinio e presenca somente de tracos ap6s 3 horas (MARCUCCI et al., 1968).
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Em coelhos, a concentracdo encefélica de DZ foi muito superior a plasmatica e do
liquido cérebro-espinhal (LCE). O maior acumulo no encéfalo pode ser explicado pela
lipofilicidade do farmaco (logP = 2,8) (KAUR; KIM, 2008). Assim como outros
benzodiazepinicos, o0 DZ penetra rapidamente no LCE por difusdo passiva. Em gatos,
apresentou pico de concentracdo nesse fluido 3,7 = 1,3 minutos apds a sua administracdo
(ARENDT et al., 1983). Apenas 2 a 3% do DZ e 1 a 4% do DMDZ séo encontrados no LCE,
com boa correlacdo com a fracdo plasmatica livre (MANDELLI; TOGNONI; GARATTINI,
1978). A concentracdo encefalica maxima média (1475,8 + 55,9 ng/mL) ocorreu, em coelhos,
10 minutos apds a administracdo 1V de DZ, enquanto a do LCE (66,2 £ 9,8 ng/mL) ocorreu
apos 5 minutos (KAUR; KIM, 2008).

Imediatamente apos a administracao IV de DZ (1,2 mg/kg) em ratos, seus metabolitos
(DZMD, 3-hidroxidiazepam, e oxazepam) foram identificados no plasma e nos tecidos. A
concentracdo de 3-hidroxidiazepam foi muito inferior a dos outros dois metabdlitos. No figado
e no intestino delgado, ao contrario dos outros tecidos, os niveis teciduais dos metabolitos foram
superiores aos de DZ (IGARI et al., 1982).

Em humanos idosos e doentes, a maior razdo de absor¢do do DZ observada foi na
glandula adrenal, figado, coracdo e rim, com menores valores em pulméo, gordura e encéfalo.
A concentracao encontrada de DMDZ foi similar a de DZ, exceto por niveis significativamente
mais baixos no tecido adiposo (FRIEDMAN et al., 1985).

Em um humano adulto, os maiores estoques de DZ seriam encontrados na musculatura
(42%), gordura (35%), e figado (12%). Menores quantidades seriam observadas no encéfalo
(4,3%), pulméo (3,3%), rim (2%), coracdo (1,7%), e glandula adrenal (0,24%). N&o foi
observada diferenca na absorcao tecidual entre homens e mulheres. Aproximadamente um terco
do estoque corporal de DZ em humanos esta presente no tecido adiposo, porém ele aparenta ter
menor afinidade pelo DMDZ (FRIEDMAN et al., 1985).

E importante ressaltar que o DZ atravessa a placenta, sendo de forma mais intensa ao
final da gestacdo ou durante o parto. Este pode atingir, além da placenta, o encéfalo e o figado
fetal. A distribuicdo do compartimento materno para o fetal ocorre de forma rapida. Juntamente
com 0 DMDZ, pode também ser transmitido pelo leite a neonatos (MANDELLI; TOGNONI;
GARATTINI, 1978).
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1.2.6  ELIMINACAO

O DZ apresenta longa meia-vida de eliminacdo (GREENBLATT et al., 1983). Apds a
administracdo, ele sai da circula¢do sanguinea de forma bifésica. Inicialmente, ha rapida queda
na concentracdo plasmatica devido a ampla distribuicdo do farmaco. Por outro lado, a reducéo
devido a eliminacdo ocorre de forma lenta (GREENBLATT et al., 1983; MANDELLLI;
TOGNONI; GARATTINI, 1978). A eliminacédo do farmaco de todos os compartimentos ocorre

em paralelo com a obtencdo de equilibrio de distribuicdo entre esses (ARENDT et al., 1983).

O farmaco na forma livre é o que esta verdadeiramente disponivel para distribuicao
(ARENDT et al., 1983). Desta forma, apesar de apresentar grande ligacdo a albumina, somente
a fracdo ndo ligada fica disponivel para a biotransformagcdo, e posterior eliminacéo. Considera-
se que estes farmacos sdo eliminados de forma restrita, limitado a capacidade de ligacdo a
proteina (GREENBLATT et al., 1983; MANDELLI; TOGNONI; GARATTINI, 1978). A
meia-vida e o clearance plasmatico do DZ sofrem alteracdes entre as espécies (IGARI et al.,
1983). Diferencas individuais na ligacdo plasmatica podem alterar o Vg4, a meia vida e 0
clearance do farmaco. O DZ livre determina a taxa de clearance hepatico: quanto maior a fragdo
livre, maior a taxa de clearance (KLOTZ; ANTONIN; BIECK, 1976). Em pacientes com
hipoalbuminemia, ha maior fragdo do farmaco livre, com maior V¢ € aumento do clearance
plasmatico. Alteracdes hepéticas podem resultar em metabolizacédo retardada do DZ e clearance
reduzido (MANDELLI; TOGNONI; GARATTINI, 1978).

A eliminacdo do DZ é rapida nos hepatécitos de cobaia, cdo e rato, mas lenta em
humanos (CHENERY et al., 1987). O temazepam e oxazepam sdo eliminados em taxa muito
proxima a sua producéo. Por outro lado, 0o DMDZ apresenta maior meia-vida (CALCATERRA;
BARROW, 2014).

Cobaias (n=2) apresentaram meia-vida da eliminacédo de 2,4 horas, e clearance de 18,9
mL/min/kg (KLOTZ; ANTONIN; BIECK, 1976). Em humanos, a meia-vida da eliminacédo é
de 24 a 48 horas (MANDELLI; TOGNONI; GARATTINI, 1978), com clearance de 0,4 - 0,5
mL/min/kg (GAUDREAULT et al., 1991). Achados similares foram encontrados por KLOTZ,
ANTONIN e BIECK (1976), com meia-vida de eliminacdo de 32,9 horas, e clearance de
0,35mL/min/kg.

Em coelhos, diferentemente de humanos, o clearance sanguineo € dependente do fluxo
sanguineo hepatico. A meia-vida da eliminacdo em coelhos (n=3) foi de 2,7 horas, enquanto o

clearance plasmatico foi de 30,5 mL/min/kg (KLOTZ; ANTONIN; BIECK, 1976). Coelhos
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que receberam 2,5 mg de DZ por via IV apresentaram meia-vida plasmatica do DZ de 107 £ 7
minutos, e do DMDZ de 409 + 109 minutos (JEPPSSON, 1976). Em hepat6citos de coelhos,
foi observado clearance de DZ de 0,45 mL/h/mg de proteina, 0,15 de DMDZ, 0,44 de
temazepam e 0,14 de oxazepam (CHENERY et al., 1987).

Os ratos apresentam rapida eliminacéo e alto clearance comparado com outras espécies,
excedendo inclusive o seu fluxo sanguineo hepatico (IGARI et al., 1983), 0 que sugere alta
capacidade de metabolizacdo do DZ por esse 6rgdo (KLOTZ; ANTONIN; BIECK, 1976).
KLOTZ, ANTONIN e BIECK (1976) relataram meia-vida de eliminagdo de 1,1 horas e
clearance de 81,6 mL/min/kg em ratos (n=3).

Gatos medicados com 2 mg/kg de DZ apresentaram meia-vida de eliminacéo de 5,24 +
0,35 horas, e clearance de 6,6 mL/min/kg (clearance de DZ livre de 38,3 mL/min/kg)
(ARENDT et al., 1983).

O DMDZ apresenta meia-vida de eliminagdo superior a do DZ, possivelmente devido a
taxa mais baixa de hidroxilagdo a oxazepam (MANDELLI; TOGNONI; GARATTINI, 1978).
O seu clearance apresenta a maior variacdo entre espécies, sendo maior nas espécies com

significativa hidroxilagdo no ponto 4’ desse metabolito (CHENERY et al., 1987).

O DZ ndo é excretado em quantidades significativas pela bile (MANDELLI;
TOGNONI; GARATTINI, 1978). Ele é praticamente completamente eliminado na forma de
seus metabdlitos pela urina, como glucuronideos ou sulfatos, apesar de pequenas quantidades
de DZ inalterado (forma livre) serem detectadas (CALCATERRA; BARROW, 2014,
MANDELLI; TOGNONI; GARATTINI, 1978).

Ao avaliar a urina de coelhos medicados com DZ, foi observado que este farmaco ndo
foi excretado pela urina em quantidades mensuraveis em sua forma original. Todos os produtos
metabolicos excretados derivavam de precursores conjugados (JOMMI; MANITTO;
SILANQOS, 1964).
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CAPITULO 2: EFEITOS CLINICOS E LABORATORIAIS DA EMULSAO LIPIDICA
INTRAVENOSA, E DA SUA ASSOCIACAO AO DIAZEPAM, EM COELHOS
HIGIDOS

2.1 INTRODUCAO

Relatos sugeriram que o uso da ELI pode ser benéfico no tratamento de intoxicagdes
por agentes lipofilicos como a ivermectina, moxidectina, permetrina e baclofeno. Todavia,
animais intoxicados por estes farmacos podem apresentar crises epilépticas, disforia, agitagéo,
tremores e rigidez muscular, e serem tratados com agentes lipossoliveis como o DZ,
midazolam, propofol e barbitdricos, juntamente a ELI (BATES et al., 2013; CRANDELL,;
WEINBERG, 2009; DEGROQT, 2016; EDWARDS; SHIHAB; SCOTT, 2014; KHORZAD et
al., 2012; SNOWDEN et al., 2006; VARGA, 2013a).

Os principais mecanismos de acdo da ELI propostos atualmente sugerem a possibilidade
de interacdo desta emulsdo com diferentes agentes lipossoluveis (BATES et al., 2013; CAVE;
HARVEY, 2014). E extremamente importante saber se estas infusdes interferem na acio de
farmacos utilizados concomitantemente em um estado emergencial, porém estas informacdes
ainda ndo foram claramente obtidas (GOSSELIN et al., 2016; LESKIW; WEINBERG, 2009).
A possibilidade de interferéncia em terapias tradicionais pode impedir a indicacdo da sua

utilizagéo.

Outra informacdo essencial para a adequada indicagcdo a utilizagdo da ELI em
intoxicacGes é a determinacdo da seguranca deste procedimento. Enquanto os riscos da
administracdo prolongada de ELI na alimentag&o parenteral ja foram bem estabelecidos, o risco
a imunidade ou as fungdes organicas causado pela infusdo de ELI por periodo inferior a 24
horas, como é realizado na toxicologia, ainda ndo foi estabelecido (GOSSELIN et al., 2016;
CAO et al., 2015). Poucas complicagOes sdo relatadas apés a utilizacdo da ELI para reversdo
de intoxicacOes, porém, uma vez que frequentemente a dose e a taxa utilizadas superam a
indicada na NPT, € possivel que a escassez de relatos seja devido a subnotificacdo ou falha na
deteccdo dos efeitos adversos. A real incidéncia de efeitos adversos pela utilizagdo da ELI como
antidoto ainda é incerta, e muitas vezes os possiveis efeitos colaterais sao extrapolados das
reacOes causadas pela NPT com ELI (HAYES et al., 2016; LESKIW; WEINBERG, 2009).
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Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar se a administracdo da ELI
(Lipovenos® MCT 20%?) interfere no efeito do DZ, e determinar se o protocolo utilizado é
seguro quando feito em associagdo, ou ndo, ao benzodiazepinico. Por meio de exame fisico
geral e neurologico completo, foi observado se ha reversao ou atenuacao do efeito sedativo do
farmaco, ou reducdo do tempo necessario para recuperacdo. Estes exames, juntamente com
analises laboratoriais hematologicas e histopatologicas, demonstram se a ELI pode gerar efeitos
deletérios nestes animais, causando alteracdes clinicas, sanguineas ou teciduais. Estes
resultados podem permitir a formulacdo de recomendacgdes mais precisas sobre a administracao

concomitante destes agentes.

2.2 MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) (Protocolo 307/2018).

2.2.1 GRUPOS E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 30 coelhos machos, adultos, Nova Zelandia, com aproximadamente 3
a4 kg (préximo a 150 dias de vida), provenientes da Fazenda Experimental Prof. Hélio Barbosa
da EV-UFMG, no municipio de Igarapé (MG).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos (n=6) (Quadro 2.1), e
mantidos em gaiolas metalicas individuais (aproximadamente 75 cm de comprimento por 30
cm de largura e 45 cm de altura). Agua e racdo comercial? foi oferecida ad libitum. Um periodo
minimo de 7 dias ap0s a chegada dos animais foi estabelecido antes de qualquer manipulacéo

experimental, para que estes pudessem se aclimatizar ao novo ambiente.

A primeira coleta das amostras de sangue para realizacdo dos exames laboratoriais
(hemograma e perfil bioquimico) foi realizada em todos os animais uma semana antes do inicio
dos procedimentos experimentais, por meio de cateterizacdo da artéria auricular, e este foi

referido como o valor basal destes animais.

! Lipovenos® MCT 20%, Fresenius Kabi Austria GmbH, Graz, Austria.
2 Rag¢do Do Campo Coelhos (Presence, S3o Paulo, Brasil).
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Quadro 2.1 — Diferentes desafios e tratamentos realizados em cada grupo experimental.

Grupo Desafio Tratamento
DZ Diazepam, 1 mg/kg (0,2 mL/kg), -
V.
DZxR | Diazepam, 1 mg/kg (0,2 mL/Kkg), Ringer Lactato (1,5 mL/kg + 0,25 mL/kg/min durante 30
V. min, 1V).
DZXxELI | Diazepam, 1 mg/kg (0,2 mL/kg), ELI 20% (1,5 mL/kg + 0,25 mL/kg/min durante 30 min,
V. V).
ELI NaCl 0,9% (0,2 mL/kg), IV. ELI 20% (1,5 mL/kg + 0,25 mL/kg/min durante 30 min,
V).
R NaCl 0,9% (0,2 mL/kg), IV. Ringer Lactato (1,5 mL/kg + 0,25 mL/kg/min durante 30
min, 1V).

No dia dos procedimentos experimentais, foi obtido acesso venoso (veia auricular
marginal) e arterial (artéria auricular) em todos os animais, com auxilio de cateteres® n.22
acoplados a dispositivos PRN* e fixados nas orelhas com esparadrapo, para administragdo dos

desafios e tratamentos, e para coletas das amostras sanguineas, respectivamente.

No tempo zero (TO0), referente ao inicio dos procedimentos experimentais, foi realizado
exame fisico geral, com avaliacdo de mucosas, tempo de reperfusdo capilar (TPC), turgor
cuténeo, temperatura retal (TR), temperatura da pele (TP) interdigital e ausculta toracica. A TR
e TP foram mensuradas com os sensores de temperatura (retal e de pele) do monitor
multiparamétrico®. Monitoracgdo invasiva da pressdo arterial sistolica (PAS), diastdlica (PAD)
e média (PAM) também foi realizada em todos os animais, com auxilio do monitor
multiparamétrico acoplado ao acesso arterial, o qual também forneceu a FC. Os animais
tambem foram submetidos a exame neurologico completo, realizado sempre pelo mesmo
avaliador. Sangue arterial foi coletado em seringa heparinizada para realizacdo de
hemogasometria arterial. Em seguida, foi administrado DZ® (1 mg/kg, em volume de 0,2 mL,
IV) aos animais dos grupos DZ, DZxR e DZXELI. Os animais dos grupos ELI e R receberam,
ao invés do DZ, volume equivalente (0,2 mL/kg) de solugdo NaCl 0,9%/, IV. Apds um intervalo
de 10 minutos (T1) os animais foram submetidos a novo exame fisico geral, exame neurologico

e monitoracdo da presséo arterial. Nesse momento, os animais dos grupos DZxR e R receberam

3 Catéter Intravenoso BD Insyte™, Becton Dickison Industrias Cirtrgicas Ltda, Minas Gerais, Brasil.

4BD PRN Adapter Luer-Lock, Becton Dickison Industrias Cirdrgicas Ltda, Minas Gerais, Brasil.

5 Monitor de Sinais Vitais BM5, Bionet Co. Ltda, Seoul, Coréia do Sul.

6 Compaz® (Diazepam) soluco injetavel 5 mg/ml, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, S3o Paulo,
Brasil.

7 Cloreto de sddio a 0,9%, Fresenius Kabi Brasil Ltda, S3o Paulo, Brasil.
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solucdo ringer com lactato® por via IV (bolus inicial de 1,5 mL/kg seguido de infusdo continua
na taxa de 0,25 mL/kg/min durante 30 minutos) enquanto os dos grupos DZxELI e ELI
receberam ELI 20% (Lipovenos® MCT 20%) na mesma dose. A dose e o tempo de
administracdo da ELI se encontravam dentro das recomendacdes feitas por FERNANDEZ et
al. (2011), que sugeriram bolus inicial de 1,5 a 4,0 mL/kg, administrado em um periodo de 1
minuto, seguido de infusdo continua na taxa de 0,25 mL/kg/min durante 30 a 60 minutos. Os
animais do grupo DZ néo receberam tratamento. Apds os 30 minutos (T2), novo exame fisico
geral e neuroldgico foi realizado, além de monitoracdo da pressdo arterial, e assim
sucessivamente em intervalos de 20 minutos por mais trés vezes (T3, T4 e T5) (Figura 2.1). No
momento T5, também foi realizada hemogasometria arterial e coleta de sangue para exames
hematoldgicos e bioguimicos. Desta forma, os animais foram monitorados por um total de 100
minutos, e entdo eutanasiados com aprofundamento do plano anestésico com anestesia
inalatoria (isoflurano) e administracdo 1V de cloreto de potassio. Foi realizada necropsia de
todos os animais imediatamente ap0s a eutanasia, e amostras teciduais (figado, pancreas, rim e

pulméo) foram coletadas para analise histopatoldgica e por microscopia eletronica.

T3 — 60min |

T4 —20min | | TS —100min

| T1 - 10min | | T2 — 40min | |
L

* Exame fisico,
neurolégico e
monitoracio da
pressdo arterial

* Hemogasometria
* Administracdo IV
de 0,2ml/kg de DZ
nos grupos DZ,
DZxR e DZxELI, e
0,2ml/kg de NaCl
0,9% nos grupos
ELI e R.

* Exame fisico,
neurolégico e
maonitoragio da
pressdo arterial
* Tratamento
(ELI 20% nos
grupos DZxELI e
ELI, ou Ringer
Lactato nos
grupos DZxR e
R]).

* Exame fisico,
neurolégico e
maonitoragdo da
pressdo arterial

* Exame fisico,
neurologico e
monitoracio da
pressdo arterial

* Exame fisico,
neurologico e
monitoragio da
pressdo arterial

* Exame fisico,
neurclogico e
monitoragdo da
pressdo arterial

* Coleta de sangue
* Hemogasometria
* Eutanasia e
necrdpsia

Figura 2.1 - Linha do tempo dos procedimentos experimentais realizados.

E importante ressaltar que o intervalo inicial (entre TO e T1) foi determinado de acordo
com os achados de KAUR e KIM (2008), em que a concentracdo encefalica méxima de DZ
ocorreu 10 minutos ap6s a administracéo IV de 1 mg/kg do farmaco. A dose de DZ administrada

(1 mg/kg) foi baseada na dose sedativa (1 — 2 mg/kg) e antiepiléptica (0,5 — 2 mg/kg)

8 Soluc3o Ringer com Lactato, Fresenius Kabi Brasil Ltda, S3o Paulo, Brasil.
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preconizada para coelhos (DECUBELLIS, 2016; HARCOURT-BROWN, 2004; KEEBLE,
2006; VARGA, 2013b).

A escolha da solucdo ringer com lactato como o controle foi baseada na sua
osmolaridade e no seu pH, que se aproximam mais da EL1 20% em relacdo a solucgdo de cloreto
de sddio 0,9% (Quadro 2.2).

Quadro 2.2 — Comparacdo da osmolaridade (mOsm/L) e do pH entre as solugdes de
Lipovenos® MCT 20%, Ringer Lactato e Cloreto de Sodio (0,9%).

Produto Osmolaridade (mOsm/L) pH

Lipovenos® MCT 20% 273 6,5-8,7
Ringer Lactato 273 6,0-7,0
Cloreto de Sodio 0,9% 308 45-17,0

2.2.2 ANALISES CLINICAS

2.2.2.1 AVALIACAO NEUROLOGICA

O exame neuroldgico foi realizado assim como descrito por MANCINELLI (2015),
sendo feito sempre pelo mesmo avaliador. Também foi observado o comportamento dos
animais de explorar o ambiente. Para a comparacao objetiva do estado neuroldgico dos animais
nos diferentes grupos, foi criada uma ficha de pontuacdo adaptada de BAKER et al. (1991) e
RAEKALLIO et al. (2002) (Quadro 2.3). Nela, seis niveis de avaliagdo foram considerados:
estado mental, postura, marcha, comportamento, avaliacdo de nervos cranianos, e avaliagédo das
reacOes posturais e do tbnus muscular. Os escores desta pontuagdo variaram de 0 a 82, e quanto
maior a pontuacdo, maiores os déficits neuroldgicos. Desta forma, um animal com exame
neuroldgico normal apresentava escore em cada um destes niveis, e escore total, igual a zero.
Exame neurologico normal foi atestado em todos os animais em TO, antes da administragéo do
DZ ou NaCl 0,9%.
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Quadro 2.3 - Ficha de pontuagdo neuroldgica adaptada de BAKER et al. (1991) e
RAEKALLIO et al. (2002).

PARAMETRO PONTUACAO
Estado Mental e Normal: 0
Obnubilado: 5
Estupor: 10
Coma: 25
Total Maximo: 25
Postura e Normal: 0

Decubito esternal com cabeca elevada: 1
Decubito esternal com cabega baixa: 2
Decubito lateral: 3
Total Maximo: 3

Marcha e Normal: 0
Ataxia minima: 5
Ataxia moderada: 10
Se mantém em estacdo, mas ndo caminha: 15
N&o consegue se manter em estacdo: 20
Paralisia: 25
Total Méximo: 25

Comportamento e Explora o ambiente: 0
N&o explora o ambiente: 5

Total Maximo: 5
Reflexo pupilar a luz — Normal: 0; Alterado: 1
Reflexo oculocefalico — Normal: 0; Reduzido: 1; Ausente: 2
Reflexo palpebral -Normal: 0; Reduzido: 1; Ausente: 2
Reflexo corneano — Normal: 0; Alterado: 1
Sensibilidade facial — Normal: 0; Reduzida: 1;
Ausente: 2
e Nistagmo patoldgico — Ausente: 0; Presente: 1

Total Maximo: 9

Nervos Cranianos

Reac0es Posturais e Tonus e Reflexo de endireitamento* — Normal: O; Presente, porém
Muscular lento: 5; Ausente: 10
e Saltitamento membros toracicos — Normal: 0; Reduzido: 1;
Ausente: 2
e Saltitamento membros pélvicos — Normal: 0; Reduzido: 1;
Ausente: 2

e Tonus muscular — Normal: 0; Reduzido: 1

Total Maximo: 15
* O reflexo de endireitamento ndo é realizado durante a avaliacdo neurolégica de caes e gatos, porém faz parte do
exame neuroldgico completo de coelhos. Para a sua realiza¢do o animal é colocado em decubito lateral e observa-
se a sua capacidade de retornar, de forma rapida, a sua posi¢do normal (MANCINELLI, 2015).

E importante ressaltar que os animais ndo apresentaram resposta durante a avaliagio da
resposta a ameaca e da reacdo posicional proprioceptiva consciente. A avaliacdo do
posicionamento tatil foi considerada muito varidvel e ndo confidvel, pois eram necessérias
varias repeticdes para a obtencdo de resposta adequada e, mesmo assim, alguns animais
permaneciam com aparente déficit, inclusive durante a avaliagdo em TO e em animais dos
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grupos controle. Segundo VERNAU, OSOFSKY e LECOUTEUR (2007), por serem presas,
coelhos neurologicamente normais podem néo responder a estes trés testes quando em situacgoes
de estresse. Estes sdo avaliados somente quando os animais estdo muito calmos e confortaveis
durante a manipulacdo. Entretanto, os animais utilizados no presente estudo ndo eram
acostumados a este tipo de manipula¢do. O tébnus mandibular e da lingua também foram
considerados de dificil avaliagdo, assim como ja relatado anteriormente (VERNAU,;
OSOFSKY; LECOUTEUR, 2007).

O reflexo flexor, reflexo patelar, degluticdo e sensibilidade (superficial e profunda) se
mantiveram normais em todas as avaliacdes, sem alteracdo ap6s a instituicdo dos diferentes

tratamentos. Desta forma, nenhum destes parametros foi incluido na pontuacéo neurolégica.

2.2.2.2 ANALISES LABORATORIAIS

Nos tempos basal e T5 foi realizada coleta de amostra de sangue com auxilio de cateter
fixo na artéria auricular. Foram coletados 3,0 mL de sangue em cada momento (valor de acordo
com o National Center For The Replacement Refinement & Reduction Of Animals In Research
(2019). Desta amostra, 1,5 mL foram acondicionados em tubo com EDTA?® para realizacio de
exames hematologicos em aparelho de contagem eletronica'®. Foram determinados a contagem
total de hemacias (RBC), leucdcitos e plaquetas, hematdcrito (HCT), concentracdo de
hemoglobina (HB) e os indices hematimétricos volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM). Foram realizados, também, esfregacos sanguineos para contagem diferencial dos
leucocitos e observacdo da presenca de alteragbes morfologicas celulares e agregados
plaquetarios. O restante do sangue (1,5 mL) foi acondicionado em um tubo sem
anticoagulante!! para centrifugacéo (4.000 rpm durante 8 minutos) e separagdo do soro. Este
foi utilizado para realizacdo da avaliacdo bioquimica, composta pela anélise da atividade sérica
da amilase, ALT, AST, FA e gama-glutamil transferase (GGT), e dosagem sérica de creatinina,
ureia, glicose, TG, colesterol, PT e albumina. As analises bioquimicas foram realizadas com

kits laboratoriais Kovalent® em analisador biogquimico®?.

% Vacutube EDTA.K3 a 15%, Biocon® Diagndsticos, Minas Gerais, Brasil.
10 Analisador hematolégico veterinario Sysmex pocH-100iV Diff ®, Sysmex do Brasil Ltda, Parana.
1 Vacutube ativador de codgulo, Biocon® Diagndsticos, Minas Gerais, Brasil.
12 Analisador bioquimico Cobas Mira Plus®, Roche Diagndstico Brasil Ltda, S3o Paulo, Brasil.
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Nos tempos TO e T5, também foi coletado 0,6 mL de sangue arterial, com seringa
contendo heparina litica, para realizacdo de hemogasometria arterial®3.

A avaliacdo histopatologica foi realizada apds as amostras de figado, pulméo, rim e
pancreas serem fixadas em formol a 10%, com posterior processamento por técnica rotineira de
inclusdo em parafina e cortes histologicos corados por hematoxilina e eosina. A avaliacdo por
microscopia eletrénica foi realizada apos as amostras de figado e pancreas serem fixadas em

solucdo de Karnovsky e mantidas, apds 24 a 48 horas, em solucdo PBS.

2.2.3 ANALISE ESTATISTICA

O numero de animais escolhido foi 0 nimero minimo necessario para a realizagdo de
estudo estatistico adequado. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com
medidas dos tratamentos repetidas no tempo para um mesmo animal.

As variaveis referentes ao exame neuroldgico ndo se adequavam as premissas da analise
de variancia, e foram avaliadas para comparacgéo de tratamentos por meio do teste de Kruskall-
Wallis dentro de cada tempo, ou pelo teste de Friedman para comparacao de tempos dentro de
tratamento. Posteriormente, o teste post-hoc de Conover foi aplicado quando observado efeito
significativo.

Para avaliacdo das variaveis do exame fisico geral, hemogasometria, analise bioguimica
e hematologia foi ajustado modelo misto considerando o animal como efeito aleatério e o0s
efeitos de tratamento e tempo como fixos. Analise de variancia foi utilizada para analisar o
efeito de tempo e grupo, além da interacdo entre eles. As médias de quadrados minimos foram
entdo comparadas por meio do teste de Tukey. As variaveis que ndo se adequavam as premissas
da analise de variancia foram avaliadas para comparacdo de tratamentos por meio do teste de
Kruskall-Wallis dentro de cada tempo, ou pelo teste de Friedman para comparacéo de tempos
dentro de tratamento. Posteriormente, o teste post-hoc de Conover foi aplicado quando
observado efeito significativo. Para a variavel “agregados plaquetarios™ foi utilizado teste de
Wilcoxon para avaliar o efeito do tempo dentro de cada grupo. A varidvel “plaquetas ativadas”
foi analisada pelo Teste Exato de Fisher para a avaliacdo da sua presenca entre 0s grupos dentro

de cada tempo, e o teste de McNemar para avaliar a presenca entre os tempos dentro de cada

grupo.

13 Hemogasdmetro ABL80O Basic Analyser, Radiometer®, Copenhagen, Dinamarca.
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Em todas as avalia¢fes o nivel de significancia estabelecido foi de 0,05. As avaliagdes
foram realizadas por meio do software R (R Core Team, 2019).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 AVALIACAO NEUROLOGICA

Em TO, todos os animais apresentaram exame neurolégico normal (pontuagdo zero).
Dentro dos grupos ELI e R ndo houve qualquer variagao entre os tempos, 0 que demonstra que
a ELI e o ringer lactato ndo causaram alteracGes no estado neurolégico dos animais (Tabela
2.1). De forma similar, HILLER et al. (2010) negaram a ocorréncia de alteracdes no sistema
neuroldgico, como excitacdo ou alteragcdes motoras, apos a administracdo 1V de 20, 40, 60 e 80
mL/kg de ELI 20% em 30 minutos em ratos anestesiados com isoflurano. Os animais que
receberam 80 mL/kg de ELI manifestaram discreta letargia horas apds terem se recuperado da
anestesia. LIANG, YANG e HO (2012) associaram a ocorréncia de catatonia em um homem a
administracdo de ELI, porém é possivel que esta manifestacdo tenha ocorrido devido ao estado

critico prévio do paciente, e ndo pela infusdo da emulséo.

Tabela 2.1 - Mediana (md), valor minimo (min) e valor maximo da pontuacdo total obtida
durante avaliacdo neuroldgica dos coelhos dos grupos DZ, DZxR, DZXELI, ELI e R em cada
tempo (TO a T5).

DZ DZxR DZxELI ELI R
Med Min Max Med Min  Max Med Min Madx Med Min Max Med Min Max
TO 0B 0 0 0B 0 0 0c 0 0 0 0 0 0 0 0
T1 5lAa 42 58 48,5Aa 44 54 48,5Aa 40 52 Ob 0 0 Ob 0 0

T2 37Aa 18 46 30,5Aa 13 53 25,5Aa 17 47 0Ob 0 0 0Ob 0 0

T3 15Aa 7 26 17Aa 2 46 10BCa 6 35 0Ob 0 0 0Ob 0 0

T4 9ABa 1 18 11ABa 0 26 10BCa 0 30 0Ob 0 0 0Ob 0 0

T5 2ABa 0 13 7,5ABab 0 14 3,5BCa 0 21 0Ob 0 0 0Ob 0 0
Notas:

(1) Avaliagdo estatistica realizada pelos testes de Kruskal-Wallis para comparagdes entre 0os grupos em cada tempo e de
Friedman para comparagao entre os tempos dentro de cada grupo (p<0,05). Letras maitsculas diferentes em uma mesma coluna
ou letras minudsculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

A partir de T1, houve diferenca significativa entre os grupos que receberam DZ (DZ,
DZxR e DZXELI) e os que ndo receberam (ELI e R). Todos os animais medicados com o

benzodiazepinico apresentaram logo apds a sua administracdo depressdo do estado mental,
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alteracdo na postura, déficits em nervos cranianos, reducdo do ténus muscular, deficit das
reacOes posturais, alteragcdes na marcha e alteragdo comportamental (Figura 2.2), enquanto 0s
animais dos grupos ELI e R permaneceram com estado neuroldgico normal. As alteracdes
observadas ap6s a administracdo de DZ estavam de acordo com o descrito na literatura
(BOOTHE, 1998; BRADSHAW; PLEUVRY, 1971; CRESTANI et al., 2001; MOHAMMED;
SAYED; ABDELNABI, 2011).

Figura 2.2 - Coelho em decubito lateral, com estado mental deprimido e auséncia do reflexo
de endireitamento ap6s administracdo de DZ (1,0 mg/kg, 1V). Fonte: Arquivo Pessoal.

A alta lipossolubilidade do DZ permite a sua ampla e répida distribuicdo no SNC,
atingindo rapidamente concentracfes terapéuticas e, consequentemente, tendo inicio rapido da
sua acdo (BOOTHE, 1998). Os receptores de GABA sdo amplamente distribuidos no encéfalo,
com alta concentragdo no cortex, hipocampo, talamo, ganglio basal e cerebelo. Desta forma,
agentes que interagem com estes receptores tendem a afetar multiplas regides encefalicas
(YOUNG; CHU, 1990). Os receptores GABAA também estdo presentes em diferentes regides
da medula espinhal, em especial na substancia cinzenta (MALCANGIO; BOWERY, 1996). A
reducdo do tdnus muscular observada é atribuida primariamente a ligacdo do farmaco aos
receptores do subtipo a2-GABAA,, altamente expressado na medula espinhal (CRESTANI et al.,
2001).

O principal efeito clinico gerado pelo DZ é a sedacdo (BOOTHE, 1998), que pode

ocorrer em diferentes graus. Coelhos Nova Zelandia medicados com 2,5 mg/kg (IM) de DZ
61



permaneceram conscientes, responsivos a estimulos, movimentando a cabeca e tentando
levantar (MOHAMMED; SAYED; ABDELNABI, 2011). No presente estudo, porém, a maior
parte dos animais apresentou na primeira avaliagdo apds a administracdo do farmaco sedacéo
mais profunda com estado mental deprimido, permanéncia em decubito lateral, sem
movimentar a cabeca e sem tentar levantar, apesar da utilizagédo de dose mais baixa (1 mg/kg).
Esta diferenca se deve, provavelmente, a via de administracdo utilizada (1V).

Com o passar do tempo, houve melhora progressiva do estado neurolégico dos animais,
sendo que alguns retornaram ao estado inicial (exame neuroldgico normal). Porém, ndo houve
diferenca entre os grupos DZ, DZxR e DZxELI durante todo o experimento, o que sugere que
os tratamentos instituidos com ringer lactato ou ELI ndo interferiram na manifestagéo,
progressao e recuperacao dos efeitos causados pelo DZ. De forma similar, coelhos anestesiados
com tiopental e tratados com ELI ndo apresentaram diferenga na duracdo da anestesia em
relacdo aos tratados com NaCl 0,9%. Entretanto, logo apds os tratamentos, os animais que
receberam a emulsdo apresentaram em média maior depressdo neurolégica (aumento da
profundidade da anestesia). Os autores sugeriram que a ELI resultou em maior pico da
concentracdo encefalica do tiopental (KAZEMI et al., 2011). Por outro lado, RUSSEL e
WESTFALL (1962) relataram reducéo significativa do tempo de anestesia por tiopental em
ratos que receberam por via IV emulsdo gordurosa a base de éleo de milho ou de semente de
algoddo. E possivel que a discordancia entre estes estudos seja devido as espécies envolvidas,

além das diferentes doses e composi¢cdes das emulsdes utilizadas.

Apesar da tendéncia geral nos grupos DZ, DZXR e DZXELI de melhora progressiva do
estado neuroldgico a partir de T1, um animal do grupo DZXELI (coelho A53) apresentou queda
inicial na pontuacéo entre T1 e T3, seguida de piora na avaliagdo neurologica (aumento da
pontuacéo total) em T4 mantida até o final do tempo experimental (Figura 2.3). Vale acrescentar
que este animal apresentou as menores mensuragdes de PAS, PAD e PAM de T3 a T5, estando
abaixo do limite inferior estabelecido para coelhos (hipotenséo), e em T4 e T5 ele ficou
ofegante. Em T5 foi observado que o animal apresentava potencial hidrogenidnico (pH) igual
a 7,32, ion bicarbonato (HCO3") igual a 22,8 e pressao parcial de didéxido de carbono (pCOz)
igual a 35,6. Desta forma, este animal apresentava acidemia, e é possivel que a hiperventilacdo
tenha ocorrido como tentativa de compensar o pH baixo. Estes pardmetros serdo mais discutidos
a frente. Por outro lado, ndo foram observadas alteragdes dignas de nota nas avaliagdes
histopatoldgicas realizadas (descritas e discutidas ao final deste capitulo), tendo somente

moderada degeneracdo vacuolar hepatica.
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Figura 2.3 - Gréfico da progressdo da pontuacdo total obtida durante a avaliagdo do animal
A53 em comparacdo com as medianas dos grupos DZ, DZxR e DZxELI. Enquanto a tendéncia
geral dos grupos DZ, DZxR e DZxELI foi de melhora progressiva do estado neurolégico a
partir de T1, o animal A53 do grupo DZXELI apresentou piora em T4, que se manteve até o
final da observacao experimental.

A possibilidade de retorno dos sinais clinicos ou manifestacdo mais tardia apds a
administracdo de ELI no tratamento de intoxicacdes por agentes lipossoluveis ja foi relatada.
MCALLISTER et al. (2012) descreveram sobredose acidental do antipsicotico altamente
lipossoltvel Onlanzapina em uma crianca de 4 anos que apresentava taquicardia, depressao do
estado mental e minima resposta a estimulo nocivo. Pouco tempo ap6s a administracdo de bolus
de 1,5 mL/kg de ELI 20%, seguido de infusdo na taxa de 0,25 mL/kg/min, o paciente apresentou
melhora da FC (queda de 170bpm para 115bpm) e ficou mais responsivo. Transcorridos 45
minutos do término da infusdo, foi observada recorréncia da sintomatologia inicial, a qual foi
controlada com nova administracdo de ELI, sem maiores intercorréncias. MARWICK et al.
(2009) relataram crises epilépticas, apneia e assistolia em um paciente humano apos
administracdo acidental de bupivacaina por via IV. Tratamento imediato com medidas de
reanimacdo cardio-pulmonar e infusdo de ELI 20% (bolus de 2,08 mL/kg em 90 segundos
seguido de 0,16 mL/kg/min durante 30 minutos) resultou em resposta adequada, porém 40

minutos apds o término da infusdo foi observado novo episédio de cardiotoxicidade.

Para avaliar as possiveis causas destas ocorréncias, & importante lembrarmos do tempo
de meia-vida das substancias envolvidas. Segundo KLOTZ et al. (1976), a meia-vida de
eliminacdo do DZ em coelhos é de 2,7 horas (162 minutos), enquanto JEPPSSON (1976) relata
meia-vida plasmatica do DZ igual a 107 £ 7 minutos, e do DMDZ igual a 409 + 109 minutos.
Por outro lado, coelhos que receberam 1 mL de ELI 10%, composta por Oleo de soja e

emulsificada com lecitina de ovo, apresentaram meia vida de eliminagdo sanguinea de 5
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minutos (ILLUM et al., 1989). Vale ressaltar que a eliminacéo de emulsdes que apresentam na
sua composicdo MCT, como a utilizada no presente trabalho, tende a ser mais rapida do que
as que apresentam somente LCT (HIPPALGAONKAR et al., 2010; JOHNSON et al., 1990;
WAITZBERG et al., 2006).

A discrepancia entre a meia-vida dos lipidios provenientes da ELI e do farmaco
envolvido, assim como sugerido por JEPPSSON E ROSSNER (1975), pode levar a rapida
liberacdo do farmaco das particulas de gordura. Uma vez que ¢ esperado que a ELI apresente
meia-vida de eliminagdo menor do que o DZ, ao ser metabolizada, o farmaco de maior meia-
vida (DZ) volta a circular livremente, estando disponivel para nova interacdo tecidual e
correspondente efeito farmacoldgico. Consequentemente, pode haver recorréncia da
manifestacdo clinica.

O efeito de particéo, associado a aceleracdo da redistribuicdo, também pode contribuir
para estas ocorréncias. Uma paciente intoxicada por amitriptilina apresentou aumento
consideravel da concentracdo plasmatica do farmaco apds o tratamento com ELI (aumento de
2718 mg/mL para 4946 mg/mL), possivelmente devido ao favorecimento da movimentacdo do

farmaco para o compartimento vascular (LEVINE et al., 2012).

Desta forma, apesar da ELI néo ter afetado a manifestacdo clinica gerada pelo DZ na
maioria dos coelhos, o protocolo utilizado pode ter resultado em manutencdo de niveis
plasméticos mais altos do farmaco devido ao efeito de particdo e diferenca entre a meia-vida de
eliminacdo da ELI e do DZ. Este ultimo, ficaria disponivel para novo equilibrio e interagdo com
o0 encéfalo. Para a avaliacdo definitiva desta possibilidade, é necessaria mensuracao seriada da
concentracdo plasmética do DZ em coelhos, além da concentragdo encefalica final. Este tipo de
ocorréncia apoia a recomendacao de monitoragdo minuciosa do paciente por varias horas apos

a infusdo de ELI, mesmo quando ha aparente melhora clinica inicial (WEINBERG, 2012).

A acdo da ELI no efeito antiepiléptico do DZ n&o foi avaliada neste experimento, uma
vez que crises epilépticas ndo foram induzidas nos coelhos devido as restrigdes éticas e de bem-
estar animal. Porém, com base na auséncia de efeito da ELI sobre a agdo sedativa do DZ, sugere-
se que a infusédo realizada também n&o apresenta efeito sobre a a¢do antiepiléptica do farmaco.
E possivel que em situagdes de sobredose do benzodiazepinico, ao invés de doses terapéuticas,
os efeitos observados sejam diferentes. LITONIUS et al. (2012), por exemplo, ndo observaram
efeito de sequestro na presenca de dose nao toxica de bupicavaina, e FETTIPLACE et al. (2015)

e DUREAU et al. (2016) também sugeriram que a particdo ocorre preferencialmente em

64



maiores concentrac@es teciduais. Desta forma, outros estudos sdo necessarios para a avaliacdo

da utilizacdo da ELI no tratamento de intoxicagdes por sobredose destes farmacos.

2.3.2 AVALIACAO CLINICA GERAL

Para a monitoracdo do estado clinico geral, foram avaliados a colora¢do das mucosas
ocular e oral, TPC, ausculta pulmonar, FC, PAS, PAD, PAM, TR, TP e a diferenca entre TR e
TP (Delta-T). Os valores de referéncia da FC, PAS, PAD, PAM e TR de coelhos estdo no
Quadro 2.4. N&o foi observada diferenca significativa no momento TO entre 0s grupos em
nenhum desses parametros. A coloragdo das mucosas, TPC e a ausculta pulmonar se

mantiveram normais durante todo o experimento.

Quadro 2.4 - Intervalo de referéncia da TR, FC, PAS, PAD e PAM em coelhos.

Parémetro Clinico Intervalo de referéncia
TR (°C) 38,50 — 41,10 20

FC (bpm) 180 — 300 b¢

PAS (mmHg) 90 —130°

PAD (mmHg) 80-90°

PAM (mmHg) 83-103¢

Fontes: A LEE (1939); ®'SUCKOW e SCHROEDER (2012); * DONNELLY (1997); ¢ Calculado a partir
dos valores médios de PAS e PAD em SUCKOW e SCHROEDER (2012).

2.3.2.1 TEMPERATURA RETAL, TEMPERATURA DA PELE E DELTA-T

Estudos da temperatura apresentam grande valia na avaliacdo do estado circulatorio.
VariagOes nas temperaturas podem ser mais sensiveis a alteracGes circulatorias, precedendo a
alteracéo de outros parametros, como da pressao sanguinea (BROCK; SKINNER; MANDERS,
1975; KHOLOUSSY et al., 1980).

No grupo DZxR foi observada queda significativa da TR em relagéo a TO a partir de T2
até o final da avaliacdo. A partir de T3 no grupo DZ, e a partir de T4 no grupo DZxR, a TR
também se tornou estatisticamente menor do que a dos grupos que nao receberam DZ (ELI e
R) (Tabela 2.2).
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Tabela 2.2 - Média e desvio padrdo da TR (°C) em TO a T5 nos grupos DZ, DZxR, DZXELI,
ELIeR.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO 40,0+0,7 40,4+0,44 40,2+0,3 40,2+0,6 40,2+0,6
T1 39,7+0,8 39,9+0,5 39,9+0,3 40,1+0,5 40,1+0,5
T2 39,4+0,8 39,6+0,4s 39,7+0,8 40,3+0,5 40,4+0,2
T3 39,3+0,8s 39,5%0,3e 39,8+0,6 40,3%0,6. 40,3%0,3-
T4 39,5+1,00 39,5+0, 2exc 40,0+0,4 40,5%0,6. 40,4%0,4
T5 39,5+1,0s 39,4+0,3es 40,0+0,8 40,7+0,4. 40,4+0,4.

Notas:

(1) Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maitsculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
mindsculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia de TR em coelhos: 38,50 — 41,10°C (Fonte: LEE, 1939; SUCKOW e SCHROEDER, 2012).

Sugere-se que DZ causou discreta redugdo da TR. A manipulacdo dos animais pode
estressa-los e, consequentemente, aumentar a TR. LUZI et al. (2007) observaram aumento
médio de 0,5°C na TR de coelhos submetidos a estresse (contencdo durante 15 minutos). Os
animais sedados, desta forma, tendem a ter uma reducdo da temperatura, assim como foi
observado neste experimento. Mesmo com esta redugdo, 0s animais mantiveram a temperatura
dentro do valor de referéncia normal para coelhos (Quadro 2.4). Ao contréario destes resultados,
MOHAMMED, SAYED e ABDELNABI (2011) nao observaram alteracdo na TR em coelhos
medicados com 2,5 mg/kg de DZ (IM). Porém, pela descricdo destes autores, 0s animais

apresentavam nivel de sedacgdo inferior ao obtido no presente estudo.

Entretanto, ndo houve diferenga em todos os tempos entre 0s grupos que receberam
DZ. A partir de T3, foi observada diferenca significativa entre o grupo DZ e os grupos ELI e
R, com menor temperatura no primeiro grupo. Em T4 e T5 essa diferenca também pode ser
observada entre DZXR e os grupos ELI e R. N&o foi observada variacdo da TR dentro dos
grupos ELI e R (Tabela 2.2). A auséncia de diferenca entre os grupos DZ, DZxR e DZxELI
demonstrou que os tratamentos com ELI e ringer lactato ndo interferiram na queda da
temperatura causada pelo DZ. A ELI e o ringer lactato também ndo causaram, por si SO,
alteracdo na TR, como foi evidenciado pelo fato de todos os tempos dentro dos grupos ELI e R

terem apresentado valores estatisticamente iguais.

A manutencdo da temperatura nos grupos tratados com ELI também é importante na
avaliacdo da ocorréncia de reagdes anafilaticas imediatas, que geralmente cursam com

hipertermia, além de outras alteragdes como erupcdes cutaneas, edema de glote e hipotenséo
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(GHATAK; SAMANTA; BARONIA, 2014). Desta forma, nenhum dos animais apresentou

hipertermia sugestiva de hipersensibilidade.

A TP pode ser utilizada como indicador de estresse e vasoconstri¢do periférica (LUZI
et al., 2007). LUZI et al. (2007) observaram TP média de 35,3°C com mensurac¢ao no pavilhdo
auricular de coelhos por termografia infravermelha, com queda para 34,8°C ap0s estresse. No
atual experimento, nao foi possivel realizar mensuracdo no pavilhdo auricular devido aos
acessos venosos e arteriais na regido, o que pode justificar os valores mais altos encontrados,
préximos de 36° C (Tabela 2.3).

Tabela 2.3 - Média e desvio padrdo da TP (°C) em TO a T5 nos grupos DZ, DZxR, DZXELI,
ELIeR.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO 35,3+1,9 36,2+0,5 36+0,4s 36,3+1,1 36,5+1,1
T1 36,0+0,8 37,0+0,6 36,7+0,4 37,0+1,0 36,0+0,7
T2 35,7+0,7 36,3+0,4 36,3+1,0 35,9+1,2 36,5+0,5
T3 35,8+1,0 36,2+0,7 37,1+0,9 36,4+0,3 36,4+0,8
T4 35,8+1,0 35,8+0,6 36,6+0,8 36,5+0,7 36,5+0,7
T5 35,3+1,9 36,1+0,6 37,3%0,6a 35,9+0,7 36,4+0,7

Notas:
(1) Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maitsculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

Modificagdes significativas da TP ndo foram observadas nos grupos DZ, DZxR, ELI e
R durante as monitoracdes realizadas, enquanto no grupo DZXEL1 foi observado aumento entre
os tempos TO e T5. Apesar deste aumento em T5, ele somente foi estatisticamente maior do que
0 grupo DZ, ndo sendo suficiente para gerar diferenga com os demais grupos, inclusive os

controles (ELI e R). Desta forma, é possivel que esta mudanga nao tenha significado clinico.

Para a adequada avaliacao destes valores, € importante comparar a diferenca entre a TR
e a TP (Delta-T). O Delta-T reflete o gradiente entre a temperatura central, avaliada pela TR, e
a periférica, aferida pela TP, e sua utilizacdo é mais adequada para o reconhecimento de
vasoconstricdo periférica, ao invés da avaliagdo da TR ou TP individualmente (BROCK;
SKINNER; MANDERS, 1975). Em humanos, considerou-se normal Delta-T de 3 a 4°C
(KHOLOUSSY et al., 1980).
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No tempo T1, os coelhos avaliados apresentaram variacao de Delta-T de 1,2 a 8,1°C, e
apenas 12 animais (40%) apresentavam neste momento valores entre 3 e 4°C. Sugere-se que
em coelhos o Delta-T é maior do que o relatado para humanos e cdes. Em gatos, o gradiente
médio entre a temperatura central (retal) e a periférica (coxim palmar, plantar ou regido medial
do rédio) encontrado por MORAIS (2016) foi de 8°C. Esta diferenca possivelmente ocorre
devido ao alto nivel de estresse destes animais, assim como os coelhos, resultando em maior
vasoconstricdo em condic¢des normais (MORAIS, 2016).

O Delta-T néo foi significativamente alterado nos grupos DZ, DZxR e R, mas no grupo
DZXELI TO foi diferente de T3 e T5 e, no grupo ELI, T1 foi diferente de T5 (Tabela 2.4).
Porém, enquanto no grupo DZXELI houve reducéo de Delta-T em T3 e T5 em relagdo a TO, no
grupo ELI o Delta-T em T5 foi maior em comparacdo a T1 e permaneceu estatisticamente igual
a TO. E importante ressaltar que em nenhum momento os grupos DZXELI e ELI foram
estatisticamente diferentes do controle negativo (grupo R). Desta forma, acredita-se que as

variagOes observadas ndo refletem efeitos causados pela ELI.

Tabela 2.4 - Média e desvio padrdo de Delta-T (°C) em TO a T5 nos grupos DZ, DZxR,
DZxELI, ELI e R.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO 4,2+0,6 4,7+1,8 4,1+0,44 3,9+0,9 3,7+1,7
T1 3,6+0,9 2,9+0,6 3,2+0,6 3,1+1,0e 4,1+0,8
T2 3,8+0,6 3,4+0,8 3,314 4,3+0,9 3,8+0,6
T3 3,5+0,9 3,4+0,8 2,7+1,3s 3,9+0,6 3,9+1,0
T4 3,7+0,5 3,6+0,6 3,4+0,7 4,1+0,3 3,9+0,8
T5 4,1+1,2 3,3+0,8- 2,7%0,%s 4,8+1,0n 4,0+0,8

Notas:
(1) Avaliacgdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maitsculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
mindsculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

Relatos sugeriram que a ELI resulta em vasoconstri¢do periférica. Apds a administracéo
de 6 mL/kg de ELI (Intralipid® 10%) em crian¢as, neonatos ou prematuros foi observada
reducdo do fluxo sanguineo periférico e foi sugerida vasoconstricao periférica (KESSLER et
al., 2005). A associacdo de ELI (40 mL em bolus seguido de infusdo de 1 mL de Intralipid®
20% durante 40 minutos) e heparina (5000 IE) em suinos resultou em reducdo da perfuséo

regional e aumento da resisténcia vascular em diferentes tecidos (pele, tecido adiposo,
68



musculatura esquelética, rim, trato gastrointestinal, tireoide e pancreas) que normalizava junto
ao retorno da concentracéo de TG a niveis basais (BULOW; MADSEN; HBJGAARD, 1990).
Por outro lado, os resultados obtidos no presente estudo sugerem que com o protocolo utilizado

nao ha efeito vasoconstritivo.

A TP depende da paténcia dos vasos, variando com a ocorréncia de vasoconstri¢cdo ou
vasodilatacdo, e do fluxo e pressdo da circulacdo direcionada a pele (BROCK; SKINNER;
MANDERS, 1975). Nos casos de vasoconstricdo a temperatura periférica reduz e espera-se que
a central aumente, o que resulta em maior Delta-T (BROCK; SKINNER; MANDERS, 1975;
KHOLOQUSSY etal., 1980). Desta forma, uma vez que nao foi observada no grupo ELI reducéo
da TP ou aumento do Delta-T em comparacdo a TO ou ao grupo controle (R), sugere-se que 0

protocolo utilizado de administracdo da ELI ndo resultou em vasoconstricao.

Diferentes condigdes experimentais, como a formulagdo da ELI utilizada, dose
administrada, tempo de administracdo, condicdes clinicas concomitantes ou espécies

envolvidas podem contribuir para os diferentes resultados.

2.3.2.2 FREQUENCIA CARDIACA

Néao foi observada diferenca significativa da FC entre TO e T1 em nenhum grupo (Tabela
2.5), 0 que sugere que o DZ ndo teve acdo direta sobre a FC. MOHAMMED et al. (2011)
relataram reducdo na FC 10 minutos ap06s a administracdo do farmaco (2,5 mg/kg, IM) em
coelhos. Entretanto, a dose utilizada por estes autores foi superior a do presente estudo, o que

pode resultar em maior agéo sobre o sistema cardiovascular.

Tabela 2.5 - Média e desvio padrdo da FC (bpm) em TO e T5 nos grupos DZ, DZxR, DZXELLI,
ELIeR.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO 211422 223+23 203+46 223+31 221+31
T1 198+19s 189+38 178+23es 24627, 225+20
T2 1954245 188+35 175+30s 227+58 211+29
T3 204+35 196+48 184+20e 225164 221+21
T4 218435 217+45 193+33e 213+38 214+19
T5 235239 219+34 233%39a 247+36 219+27

Notas:

(1) Avaliacgdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maitsculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia da FC em coelhos: 180 — 300 bpm (Fonte: DONNELLY, 1997; SUCKOW e SCHROEDER, 2012).
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Ao avaliar os grupos DZ e DZXELI € possivel observar que a FC em T5 foi
significativamente maior do que em T1, e estatisticamente igual a TO (Tabela 2.5). Acredita-se
que esta diferenca seja devido ao retorno anestésico dos animais. Estando mais conscientes em
T5, pelo menor efeito sedativo do farmaco, a manipulacéo durante as condutas experimentais
pode ter gerado maior estresse em comparacdo aos tempos anteriores e, com isso, resultado em

aumento da FC.

A auséncia de diferenca estatistica da FC entre todos os grupos em T2 a T5, e a igualdade
em todos os tempos dentro dos grupos ELI e R, demonstram que a ELI e o ringer lactato néo
alteraram a FC dos animais, assim como relatado por FETTIPLACE et al. (2013) e
UDELSMANN e MELO (2015). HILLER et al. (2010) também n&o observaram alteracdes na
FC de ratos mesmo ap6s a administracdo de 80 mL/kg de ELI 20%.

2.3.2.3 FlRESSAO ARTERIAL SISTOLICA, PRESSAO ARTERIAL DIASTOLICAE
PRESSAO ARTERIAL MEDIA

Aumento significativo da PAS foi observado de TO para T1 no grupo DZxR, com
retorno a pressdo semelhante a inicial a partir de T2. Apesar deste aumento no grupo DZxR,
néo foi observada diferenca significativa entre os grupos durante todo o experimento (TO a T5)
(Tabela 2.6). Desta forma, é possivel afirmar que o DZ ndo interferiu na PAS dos coelhos, assim
como a associacdo deste farmaco com a ELI ou o ringer lactato também ndo resultou em
mudancas neste parametro. Sabe-se que o DZ em doses terapéuticas resulta em minima
interferéncia no sistema cardiovascular, assim como observado neste experimento
(FLAHERTY, 2009; MOHAMMED; SAYED; ABDELNABI, 2011). Dentro dos grupos ELI

e R néo houve variagéo significativa nos diferentes tempos.

Em todos os grupos a média dos valores mensurados estava dentro dos limites normais,
0 que ressalta a auséncia de alteracbes de relevancia clinica (Figura 2.4). O efeito da ELI na

PAS seré discutido juntamente com a PAD e PAM, ao final desta avaliagao.
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Tabela 2.6 - Média e desvio padrdo da PAS (mmHg) em TO e T5 nos grupos DZ, DZxR, DZXELI, ELI
eR.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO 110+10 107+11s 111+20 108+12 108+14
T1 119+10 127+11a 126+12a 108+8 107+13
T2 110+10 114+11 115+7 109+4 106+11
T3 103+11 107+6e 113+18 115+15 105+11
T4 10419 107+10e 110+13 11045 104+11
T5 107+5 99+11s 107+11s 108+12 118+39

Notas:

(1) Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maitsculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
mindsculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia da PAS em coelhos: 90 — 130 mmHg (Fonte: SUCKOW e SCHROEDER, 2012).
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Figura 2.4. Média e desvio padrdo da PAS (mmHg) em TO e T5 nos grupos DZ, DZxR, DZXELI, ELI
e R. O intervalo entre as linhas tracejadas se refere ao intervalo de normalidade da espécie.

O grupo DZ néo apresentou diferenca estatistica na mensuracdo da PAD durante o
experimento. Desta forma, é possivel concluir que, assim como relatado com a PAS, o DZ néo
alterou a PAD dos coelhos. Nos momentos avaliados apés as infusdes (T2 a T5) foi observado
que a PAD foi estatisticamente igual a mensuracao inicial (TO) destes animais, além de auséncia
de diferenca significativa entres 0s grupos nestes momentos. Isto demonstra que a
administracao das infusGes (ELI ou ringer lactato), tanto nos animais medicados com DZ quanto
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nos controles, ndo resulta em mudanga da PAD. Em algumas avaliages este valor encontrava-
se discretamente acima do valor maximo considerado normal para coelhos (Tabela 2.7), porém
este aparente aumento também foi observado durante a avaliacdo basal. Desta forma, sugere-se

que este achado seja devido as caracteristicas naturais do grupo, sem significado clinico.

Tabela 2.7 - Média e desvio padrédo da PAD (mmHg) em TO e T5 nos grupos DZ, DZxR, DZXELI, ELI
eR.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO 90+10 94+11s 90+19 93+10 88+20
T1 97+5 108+54. 102484 907, 92+14
T2 89+6 94+8g 96+2 94+8 85+14
T3 86+9 87+10e 90+14 99+15 84+10
T4 90+9 89+11s 88+15s 90+6 83+13
T5 91+6 84+9s 88+12s 91+5 88+13

Notas:

(1) Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maitsculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
mindsculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia da PAD em coelhos: 80 — 90 mmHg (Fonte: SUCKOW e SCHROEDER, 2012).

N&o foi observada diferenca estatistica na PAM entre TO e 0s demais tempos no grupo
DZ, enquanto nos grupos DZXR e DZXELI houve aumento da PAM de TO para T1, retornando
a valores estatisticamente iguais em T2 (Tabela 2.8). Estes resultados sugerem que o DZ pode
aumentar a PAM de forma transitéria e variavel em diferentes individuos. Em pacientes
saudaveis, a administracdo de DZ pode resultar em efeito excitatério paradoxal, com
hiperatividade (BOOTHE, 1998; FLAHERTY, 2009). Alguns coelhos apresentaram,
imediatamente apds a administragdo de DZ, midriase e discreta excitagdo com duracdo de
poucos segundos, seguida de sedacdo. Nestes, foi evidente o aumento na PAS, PAD e PAM de
TO para T1. E possivel que a excitagio tenha causado um aumento transitorio destes parametros
e, uma vez que nem todos 0s animais apresentam este tipo de manifestacéo, este efeito néo foi
evidenciado em todos os grupos medicados com o farmaco. Esta reacdo justifica, também, a
diferenga significativa entre TO e T1 da PAS e PAD observada somente no grupo DZxR.

Enquanto isso, a PAM seguiu a tendéncia da PAS e PAD e ndo foi alterada pela
administracdo das infusdes, em associacdo ou ndo ao DZ, uma vez que ndo houve diferenca
entre os grupos do momento T2 a T5 e que em todos os grupos TO foi estatisticamente igual a
T2, T3, T4 e T5. Conclui-se que a ELI ndo apresentou efeito sobre a PAS, PAD e PAM.
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Tabela 2.8 - Média e desvio padrdo da PAM (mmHg) em TO e T5 nos grupos DZ, DZxR,
DZxELI, ELI e R.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO  101+10 101+11e 99+17e 101+7 97+8
T1  109%7a 11847 113+10a 99+6s 99+13,
T2 10048 105+9 107+4 100+6 95+13
T3  95%1le 98+8s 102+16 106+15 94+11
T4  98+9 98+10e 98+14e 97+7 94+12
T5 99+5 92+11s 97+11s 99+8 91+11

Notas:

(1) Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maitsculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
mindsculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia da PAM em coelhos: 83 — 103 mmHg (Fonte: Calculado a partir dos valores médios de PAS e PAD
em SUCKOW e SCHROEDER, 2012).

Atualmente acredita-se que a ELI apresenta efeitos inotropico positivo e
vasoconstritivo, 0s quais auxiliariam na recuperacdo dos individuos intoxicados por AL
(FETTIPLACE; WEINBERG, 2018). Estudos prévios sugeriram que a administracdo de ELI
resulta em aumento da pressdo arterial sanguinea e da resisténcia vascular periférica
(vasoconstricdo). Suinos anestesiados que receberam 40 mL de ELI (Intralipid® 20%) e 5000
Ul de heparina em bolus, seguida de infusdo da ELI (1 mL/min) durante 40 minutos tiveram
elevacdo da resisténcia vascular em diferentes tecidos (pele, tecido adiposo, musculatura
esquelética, rim, trato gastrointestinal, tireoide e pancreas). Também foi observada elevagéo
significativa na PAM apés o inicio da infusdo continua. Apds a normalizacdo da concentracédo
dos acidos graxos livres, que tiveram seus valores elevados em aproximadamente 10 vezes pela
administracdo da ELI, os efeitos observados foram revertidos (BULOW; MADSEN;
H@JGAARD, 1990). Criangas e neonatos que receberam 6 mL/kg de ELI 10% em 4 horas
apresentaram elevacdo na pressdo sanguinea de aproximadamente 10% e reducdo de 10% no
fluxo sanguineo periférico. Sugeriu-se que a emulsdo resultou em vasoconstricdo arterial
periférica (KESSLER et al., 2005).

A administracdo de 40 mL/h de ELI (Intralipid® 20%), durante 8 horas, em humanos
obesos saudaveis resultou em aumento significativo da PAS e PAD (GOSMANOV et al., 2012).
UDELSMANN e MELO (2015) relataram aumento da PAM em suinos que receberam bolus
de 1,5 mL/kg seguido de 0,25 mL/kg/min durante 30 minutos e posterior 0,50 mL/kg/min
durante mais 30 minutos de ELI a 20%. Foi observado pico da PAM imediatamente apos a

administracdo do bolus e posterior aumento com a realizacdo da primeira infusdo continua,
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permanecendo mais alta durante todo o tempo avaliado (60 minutos). A elevacéo foi associada
primariamente ao aumento na pressdo sanguinea pulmonar devido ao aumento na resisténcia
vascular (UDELSMANN; MELO, 2015). Um estudo em ratos anestesiados que receberam trés
infusdes sequenciais, intervaladas de 45 minutos, de 9 mL/kg de ELI 20% ou 9 mL/kg de salina
em 60 segundos demonstrou maior aumento na PAS e PAD nos medicados com a infusédo
lipidica em comparac@o aos que receberam salina. Foi observado, também, aumento no fluxo
aortico, e os autores afirmaram que a ELI apresenta efeito direto inotrépico e lusitropico
positivo, 0s quais contribuiriam para a recuperacdo dos animais intoxicados tratados
(FETTIPLACE et al., 2013). Em contraposto, no presente estudo a auséncia de alteragdes
dentro dos grupos ELI e R demonstra que estas infusdes ndo interferiram na PAS, PAD e PAM
de coelhos. A auséncia de diferenca significativa no grupo DZXELI entre TO e T2 demonstra
gue mesmo em associacdo ao DZ a ELI também ndo altera a pressao arterial sanguinea. Estes
resultados, juntamente com os resultados relativos a temperatura, sugerem que nas condi¢des
propostas a ELI ndo apresenta efeito inotropico positivo e vasoconstritivo, e este mecanismo
pode ndo ser um dos responsaveis pelo beneficio gerado pelas ELI em intoxicacdes, ao contrario
do relatado por FETTIPLACE et al. (2013).

E possivel que a diferenca entre os resultados obtidos no presente experimento e estudos
prévios que demonstraram alteracdo na pressdo sanguinea ap0s administracdo da ELI seja
devido a diferenca na composicdo da ELI, nas doses administradas, na taxa da infusdo, presenca
de alterac@es clinicas concomitantes ou devido as caracteristicas inerentes as espécies diferentes
envolvidas. Suinos, por exemplo, sdo considerados modelos inadequados para estudos
envolvendo a ELI (BEDOCS et al., 2014). Muitos estudos realizados fora do Brasil utilizam o
Intralipid® 20%, o qual é formulado com emuls&o de LCT e composic¢do de 50% &cidos graxos
poli-insaturados, 26% monoinsaturados e 19% saturados (GOSMANOV et al., 2012). No
presente estudo, foi utilizada ELI (Lipovenos® MCT) que apresenta em sua formulagio ndo
somente LCT (bleo de soja), mas também MCT (LIPOVENQOS, 2016). Outro fator que deve
ser destacado € o fato de 0s animais estarem anestesiados em varios estudos, o que ndo condiz
com a realidade clinica, ao contrario do realizado neste experimento, podendo afetar os dados
obtidos.

Hipotensdo e taquicardia foram observadas em individuos hipersensiveis a soja que
receberam ELI (WEIDMANN et al., 1997). Desta forma, a auséncia de alteracOes da pressao
arterial e FC nos grupos medicados com ELI sugerem que no atual experimento os animais ndo

apresentaram reacdo de hipersensibilidade a estas emulsdes.
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2.3.3 HEMOGASOMETRIA

A avaliacdo da hemogasometria tem como principal objetivo identificar distdrbios
acido-base e eletroliticos. Vale ressaltar que as desordens &cido-base em coelhos séo
complexas, e 0s seus mecanismos ainda ndo sdo completamente compreendidos (ARDIACA,;
BONVEHI; MOSTESINOS, 2013). Neste experimento foram avaliados o pH, pCO2, HCOg',
pressdo parcial de oxigénio (pO.), saturagdo de oxigénio (sO-), excesso de base do liquido
extracelular (BEetc), anion Gap (AnGap), lactato, potassio (K*), sédio (Na"), calcio ionizado
(iCa*) e cloro (CI"). Os valores de referéncia para coelhos estdo descritos no Quadro 2.5.

Para a avalicdo inicial do equilibrio &cido-base dos animais, utiliza-se os parametros pH,
pCO2 e HCOs". O pH é uma expressao da concentracdo do ion hidrogénio (H*) (DAY, 2002).
Em coelhos, um pH igual a 7,4 se refere ao valor de eudremia (pH neutro), e este deve ser
utilizado como um ponto de referéncia para a avaliacdo deste parametro (ARDIACA,;
BONVEHI; MOSTESINOS, 2013). Varios processos fisioldgicos sdo otimizados neste pH, ou
proximo deste valor, e alteracBes podem interferir em fungdes enzimaticas celulares
(BATEMAN, 2008).

Quadro 2.5 - Intervalo de referéncia do pH, pCO2, HCOs', pOz, sO2, BEetc, AnGap, lactato, K,
Na*, iCa* e Cl-em coelhos.

Parametro Intervalo de referéncia
pH 7,35 7,54 2P
pCO2 (mmHg) 25,50 — 52,90 b¢
HCO3 (mmol/L) 17,50 — 29,40 &b
pO2 (MmHQ) 50,30 — 102,00 ¢4
sO2 (%) 93,00 — 98,00 #P¢
BEetc -7-5"b

AnGap (mmol/L) 11-26°

Lactato (mmol/L) 0,90-21,20°¢

K* (mmol/L) 3,28 — 5,56 &b
Na* (mmol/L) 125 — 150 adf9
iCa*" (mmol/L) 1,64 —1,94 2P

CI- (mmol/L) 92 — 120 99

Fontes:  EATWELL etal., (2013); ® ARDIACA, BONVEHI e MOSTESINOS (2013); BARZAGO et
al., (1992); ¢ SUCKOW e SCHROEDER (2012); ¢ HUPFELD (2009); f OZKAN, KAYA e AKGUL
(2012); “HEIN e HARTMANN (2003).

Em TO, todos os animais apresentaram valores de pH considerados normais para a
espécie, sem diferenca estatistica entre os grupos. Porém, em T5 foi observada queda do pH

nos grupos DZXELI e ELI, que apresentaram valores significativamente menores do que 0s
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demais grupos, e abaixo da considerado normal para coelhos (Tabela 2.9 e Quadro 2.5). Os
valores minimos encontrados nos grupos DZxELI e ELI foram iguais a 7,11 e 7,18,
respectivamente. ComplicacGes cardiovasculares com risco a vida podem ocorrer em animais
com pH abaixo de 7,20 (DAY, 2002). Na rotina préatica, considera-se que valores abaixo de
7,20 requerem tratamento além de fluidoterapia, e 0s menores que 6,8 sdo considerados
incompativeis com a vida. Uma vez que esta reducdo foi observada somente nos grupos tratados
com ELI, conclui-se que a infusdo gordurosa, associada ou ndo ao DZ, resultou em acidemia

nos coelhos.

Tabela 2.9 - Média e desvio padrdo do pH em TO e T5 nos grupos DZ, DZxR, DZXELI, ELI e
R.

DZ DZxR DZXxELI ELI R
TO 7,42+0,05 7,41+0,07 7,41+0,03a 7,43+0,03a 7,38+0.09
T5 7,44+0,04. 7,45+0,07. 7,25+0,11es  7,26%0,06es  7,40+0,02.

Notas:

(1) Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maitsculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes,.

(2) Intervalo de referéncia de pH em coelhos: 7,35 — 7,54 (Fonte: ARDIACA, BONVEHI e MOSTESINOS, 2013; EATWELL
etal., 2013).
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Figura 2.5 - Média e desvio padrdo do pH em TO e T5 nos grupos DZ, DZxR, DZxELI, ELI e
R. O intervalo entre as linhas tracejadas se refere ao intervalo de normalidade da espécie.

* Apresentam diferenca estatistica dos valores obtidos no mesmo grupo em TO e dos demais
grupos em T5, porém iguais entre si.
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Para adequada classificacdo do desequilibrio &cido-base observado, e entendimento do
grau de contribuicdo de fatores respiratorios e ndo-respiratérios (metabolicos) na alteracdo do

pH, os valores de pCO2 e HCO3s™ foram avaliados em seguida.

O HCOs  é o principal tampéo plasmatico, e reflete 0 componente metabdlico do estado
acido-base, enquanto a pCO> traz informacdes sobre a ventilacdo do individuo e o componente
respiratorio desta condicdo (ARDIACA; BONVEHI; MOSTESINOS, 2013; BATEMAN,
2008; DAY, 2002).

Em TO, todos os grupos foram estatisticamente iguais, com valores médios dentro do
esperado para a espécie (Tabela 2.10 e Quadro 2.5). Apds as infusbes, houve reducdo na
concentracdo de HCOs nos grupos DZxELI e ELI, e o DZXELI apresentou valores
significativamente menores do que DZ. No grupo ELI a média encontrada foi inferior ao valor
de referéncia para esses animais (Quadro 2.5). Desta forma, pode-se concluir que a infusdo de
ELI resultou em alteragbes que reduziram o HCOz plasmatico. A reducdo primaria na
concentracdo de HCOs reflete a ocorréncia de acidose metabolica. Esta pode ocorrer por
aumento na producéo de &cidos, como o &cido latico, por reducdo na excrecao renal de H* ou
devido a perda excessiva de HCO3", como ocorre em alguns casos de diarreia (ARDIACA,;
BONVEHI; MOSTESINOS, 2013). Nenhum dos coelhos observados apresentou alteracdes
compativeis com condicdes de reducdo na eliminacdo de H* ou de perda excessiva de HCOs',
sugerindo que a ELI gerou aumento da producdo de acidos. No grupo DZxR, a concentracao
de HCO3 aumentou de TO para T5, porém sem significado clinico, uma vez que neste momento

a média ndo ultrapassou os valores considerados normais para coelhos.

De acordo com a bula da ELI (LIPOVENOS, 2016), acidose metabolica pode ocorrer
apos a administracdo de sobredose da emulséo lipidica sem a administracdo concomitante de
carboidratos. Nela, considerou-se em humanos como sobredose o volume infundido que resulta
em TG séricos acima de 270mg/dL. Todos 0s animais do presente estudo tratados com ELI
apresentaram TG séricos acima de 2000mg/dL. Desta forma, o volume infundido se encaixa na

defini¢do de “sobredose” do fabricante, e a acidose era esperada.
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Tabela 2.10 - Média e desvio padrdo dos niveis de HCOs  (mmol/L) em TO e T5 nos grupos
DZ, DZxR, DZXELI, ELI e R.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO 21,8+1,8 20,616,7e 21,9%3,1a 23,7%2,44 17,9+3,9
T5 24,7+3,5. 24,7+6,9n 18,612, 5ex 16,720, 7ec 19,219

Notas:

(1) Avaliagdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia de HCOs em coelhos: 17,50 — 29,40 mmol/L (Fonte: ARDIACA, BONVEHI e MOSTESINOS,
2013; EATWELL et al., 2013).

Assim como 0 HCOz,, 0 BEes também é utilizado na avaliagdo do componente
metabdlico, determinando a magnitude da contribui¢do ndo respiratoria ao estado acido-base.
Este parametro se refere a quantidade de &cido ou base necesséria para titular o liquido
intracelular médio para um pH plasmatico arterial de 7,4 a uma pCO; de 40 mmHg e 37°C.
Valores mais baixos de BEect sugerem acidose metabdlica, enquanto os mais altos refletem
alcalose metabdlica (ARDIACA; BONVEHI; MOSTESINOS, 2013; BATEMAN, 2008).

Em TO, ndo houve diferenca significativa no BEecr entre os grupos, porém em T5 oS
grupos DZXELLI e ELI apresentaram médias mais baixas do que as obtidas no seu estado basal
(Tabela 2.11 e Figura 2.6). Estes valores foram significativamente menores do que 0s
encontrados nos grupos DZ e DZxR. De forma similar a avaliagdo do HCOz", conclui-se que a
administracdo da ELI resultou em acidose metabdlica (ARDIACA; BONVEHI;
MOSTESINOS, 2013).

Tabela 2.11 - Média e desvio padrdo do BEere em TO e T5 nos grupos DZ, DZxR, DZXELL,
ELIeR.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO -1,4+1.9 -2,9%7 4 -1,543,1a 0,6+2,54 -5,7+4,8
T5 1,5%3,6. 1,47 1 -1%2,Tes -8,3%1,1es -4,1+1,8

Notas:

(1) Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia de BEeic em coelhos: -7 a 5 (Fonte: ARDIACA, BONVEHI e MOSTESINOS, 2013).
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Figura 2.6 - Média e desvio padrdo do BEefc em TO e T5 nos grupos DZ, DZXR, DZXELI, ELI
e R. O intervalo entre as linhas tracejadas se refere ao intervalo de normalidade da espécie.
*Apresentaram valores estatisticamente mais baixos do que os do mesmo grupo em TO.

No grupo DZxR, foi observado aumento em T5 em relacdo a TO do BEefc, sugerindo a
ocorréncia de alcalose metabdlica, compativel com o aumento nos niveis de HCO3s". Este
aumento nao parece ser clinicamente significativo, uma vez que a média do grupo permaneceu

dentro dos limites de referéncia (Quadro 2.5).

Para a avaliacdo do componente respiratdrio no estado acido-basico utiliza-se a pCO..
O dioxido de carbono (COy) e produzido pelo metabolismo celular e eliminado com a expiracao
respiratoria. Em estados de hipoventilagéo este acido volatil € acumulado, aumentando a pCO>
(hipercapnia) com consequente reducdo do pH, enquanto na hiperventilacdo a pCO, diminui
(hipocapnia), e o pH aumenta (ARDIACA; BONVEHI; MOSTESINOS, 2013; DAY, 2002).

Em TO, todos os animais apresentavam valores de pCO> dentro da normalidade (Tabela
2.12 e Quadro 2.5), sem diferenca entre os grupos. Em T5, foi observado aumento significativo
somente no grupo DZXELI (Tabela 2.12 e Figura 2.7), com diferenca estatistica do grupo R.
Uma vez que esta alteracdo ndo foi observada nos grupos DZ e ELI, sugere-se que apesar da
ELI e do DZ ndo causarem alteracdo na pCO: individualmente, quando associados resultam em

aumento neste parametro.
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Tabela 2.12 - Média e desvio padrdo da pCO2 (mmHg) em TO e T5 nos grupos DZ, DZxR,
DZXELI, ELI e R.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO 35,9+4,7 33,946,7 36+4,9 37,2442 31,8+1,8
T5 37,2+2,6 36,2+1,8 47,6£16,94. 41,2+6,2 32,9+3,9

Notas:

(1) Avaliagdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia de pCO, em coelhos: 25,50 — 52,90 mmHg (Fonte: BARZAGO et al., 1992; ARDIACA, BONVEHI
e MOSTESINOS, 2013; EATWELL et al., 2013).

Apesar de a média geral do grupo DZXELI estar dentro do intervalo de referéncia
(Quadro 2.5), dois animais apresentaram em T5 valores de pCO2 (77,60 e 56,70) acima destes
limites, demonstrando a presenca de um componente respiratério. Em ambos, o pH era menor
que 7,20. Assim, estes animais apresentavam acidose respiratoria. E interessante ressaltar que
durante a avaliacdo clinica (ausculta toracica) e histopatoldgica pulmonar destes individuos
(discutida com mais profundidade em item especifico), ndo foi observada alteracdo significativa
que justificasse a mudanca na concentracéo de CO..
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Figura 2.7 - Média e desvio padrdo da pCO, (mmHg) em TO e T5 nos grupos DZ, DZxR,
DZXxELLI, ELI e R. O intervalo entre as linhas tracejadas se refere ao intervalo de normalidade

da espécie. * Apresenta diferenca estatistica dos valores obtidos no mesmo grupo em TO.
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Uma vez que a avaliacdo da condig&o do sistema pulmonar é realizada ndo somente com
a pCO2, mas também com a pO2 e a sOy, estas Ultimas foram utilizadas para maior avaliacdo
do efeito do DZ e da ELI no sistema respiratorio. A pO- se refere ao estado de oxigenagdo do
organismo, enquanto a sO; indica a quantidade de oxigénio que se liga a hemoglobina
(ARDIACA; BONVEHI; MOSTESINOS, 2013; DAY, 2002). Em nenhum momento foi
observada diferenca significativa da pO2 e da sOz entre os grupos e dentro dos grupos nos

diferentes tempos (Tabela 2.13).

Tabela 2.13 - Média e desvio padrdo da pO2 (mmHg) e sO> (mmHg) em TO e T5 nos grupos
DZ, DZxR, DZXELI, ELI e R.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO - pO2 98,1+8,7 107+8,3 104,3+17,5 101,9+6,7 105,4+7,3
T5-p0O2 97,948,5 97,9+11,9 105,1+12 111,5+4,0 104,3+7,9
TO-s0O2 96,8+2,4 97,5+0,4 96,6+2,9 96,5+3 97,6+2,4
T5-502 97,8+1,6 98,0+1,5 95,9+2.9 96,2+2,6 98,0+1

Notas:

(1) Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maitsculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia da pO2 em coelhos: 50,30 — 102,00 mmHg (Fonte: BARZAGO et al., 1992; SUCKOW e
SCHROEDER, 2012; EATWELL et al., 2013).

(3) Intervalo de referéncia da sO2 em coelhos: 93,00 — 98,00 % (Fonte: (BARZAGO et al., 1992; ARDIACA, BONVEHI e
MOSTESINOS, 2013; EATWELL et al., 2013).

A razdo pO2/FiO, também foi utilizada para avaliar a efetividade do fornecimento de
oxigénio pelos pulm@es para a corrente sanguinea (ARDIACA; BONVEHI; MOSTESINOS,
2013), a qual pode ser utilizada para a avaliacdo de ocorréncia de SARA (DAY, 2002), sugerida
como um dos possiveis efeitos colaterais da utilizagdo de altas doses de ELI (LEVINE et al.,
2014). Valores acima de 400 demonstram funcdo pulmonar normal, abaixo de 300 sugerem
lesdo pulmonar aguda, enquanto os menores que 200 indicam disfuncdo pulmonar grave e séo
um critério para o diagnostico de SARA. Quando o animal esté respirando o ar ambiental sem
suplementacdo de oxigénio, a FiO2 (fracdo de oxigénio inspirado) é igual a 0,21 (ARDIACA,
BONVEHI; MOSTESINOS, 2013; BATEMAN, 2008; DAY, 2002). A menor pOz encontrada
nos grupos medicados com ELI foi igual a 92,50. Desta forma, a menor razédo pO./FiO>
encontrada foi igual a 440, o que sugere auséncia de disfungdo pulmonar grave, como a SARA.

Sugere-se entdo que a causa do aumento na pCO; foi extrapulmonar.
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Agentes sedativos ou anestésicos podem resultar em reducdo da ventilacdo e
consequente hipercapnia (ARDIACA; BONVEHI; MOSTESINOS, 2013; DAY, 2002). O DZ
geralmente ndo apresenta grandes efeitos no sistema respiratério, como demonstrado pela
auséncia de alteragdes respiratdrias no grupo DZ. Porém, acredita-se que no grupo DZxELI a
hipoventilacéo tenha sido mais evidenciada em alguns animais devido a condi¢éo concomitante
de acidose metabdlica pela administracdo de ELI, a qual ndo permitiu que alteragdes discretas
fossem compensadas. Apesar dos dois animais que estavam com pCO; acima dos valores
normais no grupo DZXELI apresentarem exame neuroldgico normal em T5, é possivel que 0s
efeitos da sedacdo no desequilibrio &cido-basico ainda ndo tivessem sido completamente
corrigidos.

Ao associarmos os resultados da avaliacdo dos niveis de HCO3 e a pCO2 no grupo
DZXELI que evoluiram em sentidos opostos (um reduziu enquanto o outro aumentou), conclui-
se que houve acidose mista, com componentes tanto metabolicos (devido a administracdo da
ELI) quanto respiratérios (possivelmente por hipoventilacdo secundaria a sedacdo)
(ARDIACA; BONVEHI; MOSTESINOS, 2013; DAY, 2002).

Por outro lado, a reducdo do pH observada no grupo ELI ndo apresentou interferéncia
respiratdria, uma vez que ndo houve alteragdo na pCOz neste grupo. Nele, todos os animais

permaneceram com este parametro dentro dos valores de normalidade para coelhos.

Para melhor avaliacdo da causa da acidose metabolica gerada pela administracdo da ELI,
avaliou-se o AnGap. Ele é a medida da diferenca entre os cations e anions presentes no plasma,
fornecendo informac&o adicional a classifica¢do do tipo de desordem acido-base. O seu célculo

¢ realizado de acordo com a formula:

AnGap= (Na* + K*) - (CI - HCO3).

Este célculo ndo leva em conta alguns ions, como sulfatos, fosfatos, calcio, lactato,
cetodcidos e proteinas. Aumento significativo no valor médio de AnGap foi observado no
grupo DZxELI (Tabela 2.14). Este aumento geralmente esta associado ao aumento de acidos
inorganicos e reducdo de HCOz™ (este Ultimo j& havia sido observado neste grupo) (ARDIACA,;
BONVEHI; MOSTESINOS, 2013; DAY, 2002).
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Tabela 2.14 - Média e desvio padrdo do AnGap (mmol/L) em TO e T5 nos grupos DZ, DZxR,
DZXELI, ELI e R.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO 10,9+2,0 13,3+5,7. 8,9+3,3n 3,3+13,1s 14,6+5,9.
T5 10,7£2,9 4,8+16,2 14,4+2,7¢ 10,3+12,0 11,9+2/4

Notas:

(1) Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes. i

(2) Intervalo de referéncia do AnGap em coelhos: 11 — 26 mmol/L (Fonte: ARDIACA, BONVEHI e MOSTESINOS, 2013).

Lactato sérico foi mensurado, e na sua avaliagdo inicial (TO) foi possivel observar
diferenca estatistica entre os grupos DZxELI e R (Tabela 2.15 e Figura 2.8). Este resultado
demonstra a ampla variacdo individual deste pardmetro em coelhos, com valores médios
maiores do que em outras espécies. Durante a avaliacdo de 65 coelhos saudaveis, HUPFELD
(2009) encontrou concentra¢Bes que variaram de 0,9 a 21,2 mmol/L (média=7,5mmol/L). No
presente estudo, em TO, o valor minimo encontrado foi 1,1 mmol/L e o méaximo foi 16,0

mmol/L. LANGLOIS et al. (2014) observou em coelhos concentracdo média de 7,1 mmol/L.

Tabela 2.15 - Média e desvio padrdo dos niveis de lactato (mmol/L) em TO e T5 nos grupos
DZ, DZxR, DZXELI, ELI e R.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO 4,15+2,16 6,53+4,22 2,67+1,36s 4,45+2,10 7,27+5,084a
T5 5,25%2,72 4,92+1.98 4,70+1,84 5,68+2,08 3,53%+1.09

Notas:

(1) Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia de lactato sanguineo em coelhos: 0,9 — 21,20 mmol/L (Fonte: HUPFELD, 2009).

A concentracao sérica de lactato reduziu em R ap0s a administracao do ringer lactato, e
ndo foi alterada nos outros grupos. A infusdo de ringer lactato, pela expansdo no volume
circulatorio, pode ter melhorado a perfusio tecidual, com consequente reducio do lactato. E
importante ressaltar, porém, que em todos 0s grupos os valores permaneceram dentro do
intervalo considerado normal para coelhos (Quadro 2.5). Uma vez que ndo foi observado
aumento nos niveis de lactato nos grupos DZXELI e ELI, a acidose metabdlica causada pela

ELI ndo foi devido a acidose latica.
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Figura 2.8 - Média e desvio padrdo da concentracdo de lactato (mmol/L) em TO e T5 nos grupos
DZ, DZxR, DZxELI, ELI e R. O intervalo entre as linhas tracejadas se refere ao intervalo
previamente descrito por HUPFELD (2008) em coelhos saudaveis. *Diferenca estatistica entre
0S grupos.

Assim como observado com Delta-T, a auséncia de diferenca significativa nos niveis de
lactato nos grupos que receberam ELI também sugere auséncia de vasoconstricao. Os niveis de
lactato podem ser utilizados como marcadores de alteragdes na perfusédo tecidual, uma vez que
o comprometimento da perfusdo periférica desencadeia anaerobiose e gera mais lactato
(MORAIS, 2016).

Os eletrdlitos K, iCa, Na e Cl também foram avaliados. Durante a avaliacdo inicial da
concentracdo de K*, todos os grupos foram iguais entre si. Com excecdo do grupo R, em T5 a
concentracdo média de K* diminuiu em todos os grupos. Os grupos DZ, DZxR e DZxELI
estavam abaixo da concentracdo normal, enquanto o ELI estava no limite inferior do valor de
referéncia (Tabela 2.16 e Figura 2.9). Em T5, o valor médio de R foi significativamente maior

do que os dos grupos DZXELI e DZxR.

Tabela 2.16 - Média e desvio padrdo da concentracdo sanguinea de K* (mmol/L) em TO e T5
nos grupos DZ, DZxR, DZxELI, ELl e R.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO 3,6+0,244 3,82+0,21a 3,65%0,084 3,840,364 3,6+0,32
T5 3,15+0,36s 2,97+0,22es  2,87+0,31es  3,32+0,29 3,52+0,22.

Notas:

(1) Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras mailsculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia de K* sanguineo: 3,28 — 5,56 mmol/L (Fonte: OZKAN, KAYA e AKGUL, 2012; ARDIACA,
BONVEHI e MOSTESINOS, 2013; EATWELL et al., 2013).
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Figura 2.9 - Média e desvio padrdo da concentracdo de K (mmol/L) em TO e T5 nos grupos
DZ, DZxR, DZXELI, ELI e R. O intervalo entre as linhas tracejadas se refere ao intervalo de
normalidade da espécie. * Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05)
entre grupos em um mesmo momento. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca
estatistica (p<0,05) entre tempos diferentes em um mesmo grupo.

N&o foram observadas alteracdes ou diferencas significativas entres os grupos nos niveis
de iCa, ClI" e Na* (Tabela 2.17), demonstrando auséncia de interferéncia dos tratamentos
administrados nestes parametros. As concentracOes séricas de Cl e Na* encontradas estavam
dentro dos valores de referéncia para coelhos, porém os valores de iCa eram mais baixos do
que o descrito na literatura. EATWELL et al. (2013) relataram um intervalo de 1,64 a 1,94
mmol/L, enquanto ARDIACA, BONVEHI, MOSTESINOS e (2013) sugeriram um intervalo
de 1,67 a 1,85 mmol/L. Entretanto, os coelhos deste experimento apresentaram valores basais
que variaram de 1,32 a 1,69 mmol/L, sem manifestagdo clinica ou condi¢do predisponente que
justificasse uma hipocalcemia. Desta forma, sugere-se que este grupo de animais apresenta em
condi¢cdes normais iCa em concentracdes mais baixas do que o relatado previamente para

coelhos.
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Tabela 2.17 - Média e desvio padrdo das concentracfes sanguineas de iCa (mmol/L), CI
(mmol/L) e Na* (mmol/L) em TO e T5 nos grupos DZ, DZxR, DZXELI, ELI e R.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO-CI 107,67+4,27 106+4,56 108,17+5,31 110,67+7,26 110,33+5,28
T5-Cl 105,17+3,65 109+4,19 110+4,38 112,67+7,12 112+4,82
TO0-Ca 1,53+0,03 1,56+0,08 1,58+0,06 1,56+0,13 1,55+0,07
T5-Ca 1,53+0,05 1,48+0,13 1,49+0,08 1,44+0,16 1,54+0,09
TO-Na 136,67+4,03 135,33+2,58 135,17+4,21 133,83+6,34 139,33%3,61
T5-Na 137,33+2,80 135,83+7,57 139,83+2,79 136,33+5,24 139,33%+4,13

Notas:

(1) Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia de ClI- sanguineo em coelhos: 92,00 — 120,00 mmol/L (Fonte: HEIN e HARTMANN, 2003;
SUCKOW e SCHROEDER, 2012).

(3) Intervalo de referéncia de iCa sanguineo em coelhos: 1,64 — 1,94 mmol/L (Fonte: ARDIACA, BONVEHI e MOSTESINOS,
2013; EATWELL et al., 2013).

(4) Intervalo de referéncia de Na* sanguineo em coelhos: 125,00 — 150,00 mmol/L (Fonte: HEIN e HARTMANN, 2003;
OZKAN, KAYA e AKGUL, 2012; SUCKOW e SCHROEDER, 2012; EATWELL et al., 2013).

2.3.4 ANALISE BIOQUIMICA

Analise bioquimica foi realizada na tentativa de melhor avaliar o estado clinico dos
animais, além de identificar possiveis alteracdes organicas, como lesdo hepatica ou pancreatica,
causadas pelo DZ ou pela ELI. Ela consistiu na mensuracdo da concentracdo sérica de PT,
albumina, ureia, creatinina, TG, colesterol e glicose, e da atividade das enzimas ALT, AST,
FA, GGT e amilase. Os valores de referéncia destes analitos para coelhos estdo expostos no
Quadro 2.6.
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Quadro 2.6 - Intervalo de referéncia da PT, albumina, ureia, creatinina, ALT, AST, FA, GGT,
TG, colesterol, amilase e glicose em coelhos.

Analito Intervalo de referéncia
PT (mg/dL) 5,00 — 7,50 @
Albumina (mg/dL) 2,70 -5,002

Ureia (mg/dL) 11,00 — 62,00 2b<
Creatinina (mg/dL) 0,50 — 2,50 &cde
ALT (UI/L) 27,40 — 80,00 9¢
AST (UI/L) 20,00 — 130,00 2¢
FA (UI/L) 0,00 — 397,00 ©
GGT (UI/L) 0,00 — 31,00 of

TG (mg/dL) 50,00 — 200,00 ¢
Colesterol (mg/dL) 10,00 — 100,00 &¢*€
Amilase (UI/L) 200,00 — 500,00 24¢
Glicose (mg/dL) 69,00 — 330,00 &¢#f9

Fontes: 2 SUCKOW E SCHROEDER (2012); ® BENSON E PAUL-MURPHY (1999); HEIN E HARTMANN
(2003); ¢ JENKINS (2008); e MELILLO (2007); f OZKAN, KAYA E AKGUL (2012): ¢ HARCOURT-BROWN
e HARCOURT-BROWN (2012).

2.3.4.1 PROTEINA TOTAL E ALBUMINA

A mensuracdo da concentracdo total de proteinas auxilia na avaliacdo do estado hidrico
dos animais, o que deve ser levado em consideracdo durante a interpretacdo de outros exames

laboratoriais.

No presente estudo € essencial saber se houve diferenca na concentracdo de albumina
entre 0s grupos, pois 0 DZ e seus principais metabdlitos se ligam a albumina, e alteragdes nos
seus niveis séricos podem causar diferencas na manifestacdo clinica dos animais. A ligacdo do
DZ a proteina afeta a sua distribuicdo e seu clearance, sendo o ultimo aumentado
significativamente com uma maior fragdo livre disponivel (KLOTZ; ANTONIN; BIECK,
1976).

Em TO, a concentracdo de PT e albumina foi estatisticamente igual em todos os grupos
(Tabelas 2.18 e 2.19). Os valores médios basais de albumina encontrados foram superiores aos
valores de referéncia para a espécie (Tabela 2.19 e Quadro 2.6). A elevagdo na concentracdo de
albumina pode ocorrer em casos de desidratagdo (MELILLO, 2007). Embora todos os animais
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apresentassem mucosas com umidade adequada, TPC menor que 2 segundos, e turgor cutaneo
adequado, sabe-se que até 5% de desidratacdo pode ndo resultar em alteracbes nestes
parametros. Por outro lado, animais desidratados geralmente apresentam policitemia relativa
(aumento do hematocrito devido a reducdo do volume plasmatico) associada a
hiperproteinemia, além de poder ocorre hipernatremia (PAES; LEME; CARNEIRO, 2009), o
que néo foi observado no presente estudo (dados apresentados nas tabelas 2.17 e 2.30). Desta
forma, considerou-se que na populacao utilizada os valores de albumina eram normalmente

superiores ao descrito na literatura, e ndo sugeriram alteracéo.

Tabela 2.18 - Média e desvio padrao dos niveis séricos de PT (mg/dL) em TO e T5 nos grupos
DZ, DZxR, DZXELI, ELI e R.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO  7,29+0,47 6,87+0,43a 7,08+0,76 7,15+0,86 7,58%0,57a
T5  6,86+0,76. 5,950,628 ** x> 5,64+0,44s:

** N&o foi possivel realizar a mensuracéo.

Notas:

(1) Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia de PT sérica em coelhos: 5,00 - 7,50 mg/dL (Fonte: SUCKOW e SCHROEDER, 2012).

Tabela 2.19 - Média e desvio padréo dos niveis séricos de albumina (mg/dL) em TO e T5 nos
grupos DZ, DZxR, DZXELI, ELI e R.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO  5,56+0,664 5,42+0,644 5,93+0,36 5,65+0,37 5,11+0,19a
T5  4,42+0,68s 4,05%0,76s ** ** 3,60+0,49:

** Ndo foi possivel realizar a mensuragao.

Notas:

(1) Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia de albumina sérica em coelhos: 2,70 — 5,00 mg/dL (Fonte: SUCKOW e SCHROEDER, 2012).

Em T5, ndo foi possivel realizar a avaliacdo dos grupos DZXELI e ELLI, e estes dados
serdo discutidos no capitulo 3. Por outro lado, nos grupos DZxR e R foi observada reducgéo
significativa na concentracdo de ambos os analitos, o que pode ser justificado pelo efeito de
diluicdo devido a infusdo de ringer lactato. Também foi observada reducdo da albumina no

grupo DZ, sugerindo que o DZ resulta em queda nesse parametro. E importante ressaltar que,
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apesar destas reducdes, os valores medios encontrados permaneceram dentro dos intervalos de

referéncia para a espécie, sem importante significado clinico (Quadro 2.6).

2.3.4.2 UREIA E CREATININA

As concentracGes plasmaticas ou séricas de ureia e creatinina sdo frequentemente
utilizadas como indicadores da funcdo renal. Os niveis de ureia, principal produto do
catabolismo proteico hepético, podem variar em coelhos com a funcdo renal, o consumo
proteico, a condicdo nutricional do individuo, a funcdo hepatica, a atividade da urease na flora
cecal, o estado de hidratacdo e até com o ciclo circadiano do animal. A creatinina, por outro
lado, ndo sofre influéncia de tantos fatores. Formada durante o metabolismo da creatina
muscular, ela é excretada pela filtracdo glomerular em taxa constante, sendo mais confiavel na
avaliacdo da funcéo renal do que a ureia. Aumento devido a lesdo renal na concentracdo destes
analitos ocorre ap0s perda da funcdo de 50 a 75% dos néfrons e em casos de reducdo do fluxo
sanguineo renal (BENSON; PAUL-MURPHY, 1999; JENKINS, 2008; MELILLO, 2007).

Em TO, os valores médios das concentracfes séricas de ureia e creatinina de todos os
grupos foram considerados estatisticamente iguais (Tabelas 2.20 e 2.21), e as médias se
mantiveram dentro dos limites de referéncia (Quadro 2.6). Em T5, ndo foi possivel realizar
avaliacdo dos valores de ureia obtidos no grupo DZXEL e dos de creatinina nos grupos DZXEL I
e ELI, pois a maior parte das amostras apresentou erro durante a analise. Desta forma, o efeito
real da ELI sobre os niveis séricos de ureia e creatinina ndo pode ser avaliado. Estes achados

serdo discutidos no capitulo 3.

Tabela 2.20 - Média e desvio padrdo dos niveis séricos de ureia (mg/dL) em TO e T5 nos grupos
DZ, DZxR, DZXELI, ELI e R.

DZ DZxR DZXxELI ELI R
TO 485,75 44,73+7,38 43,72+4,71 43,95+6,86¢ 40,87+4,32
T5  43,84+5,84, 43,94+5,85; ** 57,11+10,26..  44,69%2,82,

** Nao foi possivel realizar a mensuragao.

Notas:

(1) Avaliacgdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maitsculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia de ureia sérica em coelhos: 11,00 — 62,00 mg/dL (Fonte: BENSON e PAUL-MURPHY, 1999; HEIN
e HARTMANN, 2003; SUCKOW e SCHROEDER, 2012).
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Tabela 2.21 - Média e desvio padrdo dos niveis séricos de creatinina (mg/dL) em TO e T5 nos
grupos DZ, DZxR, DZXELI, ELI e R.

DZ DZxR DZxELI ELI R
T0 1,57+0,39 1,60+0,23 1,42+0,09 1,46+0,29 1,51+0,15
T5 1,48+0,25 1,47+0,15 e e 1,55+0,22

** Ndo foi possivel realizar a mensuragao.

Notas:

(1) Avaliagdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
mindsculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia de creatinina sérica em coelhos: 0,50 — 2,50 mg/dL (Fonte: HEIN e HARTMANN, 2003; MELILLO,
2007; JENKINS, 2008; SUCKOW e SCHROEDER, 2012).

A auséncia de alteracBes nos niveis séricos de ureia e creatinina dos grupos DZ e DZxR
sugerem que a administracdo de DZ ndo resultou em prejuizo da funcéo renal. GUIGNARD et
al. (1975) observaram reducdo transitéria da taxa de filtracdo glomerular e do fluxo sanguineo
renal em coelhos apds a administracéo de 4 mg/kg e 7 mg/kg de DZ por via 1V, possivelmente
devido a queda transitoria da pressdo sanguinea sistémica. A divergéncia entre estes dados e 0s
obtidos no presente estudo se deve possivelmente a diferenca da dose administrada e auséncia
de reducdo da PAS apds a administracdo de DZ.

2.3.4.3 ALANINA AMINOTRANSFERASE, ASPARTATO AMINOTRANSFERASE,
FOSFATASE ALCALINA E GAMA GLUTAMIL TRANSFERASE

Em coelhos, ndo ha um exame enzimatico unico comercialmente disponivel para a
avaliacdo especifica da funcdo hepatica (BENSON; PAUL-MURPHY, 1999). A associacdo da
analise da atividade de ALT, AST, FA, GGT e da condicdo clinica do animal podem auxiliar

nesta avaliagéo.

A AST apresenta maior atividade no figado e na musculatura esquelética nesta espécie,
apesar de também ser encontrada no coracao, rim e pancreas. Elevacdes na sua atividade podem
ocorrer devido a danos hepaticos, lesdo muscular, estresse durante a coleta ou devido a hemdlise
(BENSON; PAUL-MURPHY, 1999; JENKINS, 2008; MELILLO, 2007). O fato de a sua
atividade ser alterada durante a contengéo prejudica o seu valor diagnéstico (MELILLO, 2007).
A enzima ALT é um importante indicador da funcdo hepética de caes, gatos, humanos e ratos,
porém em coelhos apresenta menor relevancia devido a baixa especificidade tecidual. A
atividade cardiaca da enzima é similar & hepatica em coelhos (JENKINS, 2008). Ao contrério

da AST, sua atividade ndo é alterada pelo estresse da contengéo, permitindo desta forma melhor
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utilizacdo como um dos indicadores de lesdo hepatica (MELILLO, 2007). As atividades de
ambas apresentam correlagdo com o grau de necrose hepéatica (JENKINS, 2008).

As médias das atividades de ALT e AST foram estatisticamente iguais em todos 0s
tempos e grupos (Tabela 2.22 e Tabela 2.23). Estes resultados sugerem que o DZ e a ELI,
administrados separadamente ou em conjunto, ndo alteram a funcdo hepatica. Entretanto, é
possivel que os resultados obtidos nos grupos DZXELI e ELI estejam subestimados pela
interferéncia da lipemia na avaliacdo destas enzimas, e desta forma devem ser utilizados com

cautela. Maiores informacdes referentes a estes achados serdo expostas no capitulo 3.

BRANCO (2015) observou discreto aumento na atividade de ALT e AST ap6s a
administracdo de ELI 20% (LCT) em coelhos. Por outro lado, RUBIN et al. (1992) avaliaram
o efeito da administracao de diferentes ELI 20% (compostas por LCT, MCT ou uma mistura de
MCT e LCT), na dose de 35 mL/kg/dia durante 48 horas, na funcéo hepatica e excrecao biliar
de ratos. Foi observado que a atividade de ALT, AST e FA ndo foi alterada. E importante
ressaltar, porém, que nos grupos que receberam LCT houve infiltracdo gordurosa hepética. No
presente estudo, avaliacdo histoldgica hepética foi realizada em todos os coelhos, e sera
discutida em item especifico ao final deste capitulo.

Algumas médias da atividade de ALT encontradas estavam discretamente acima dos
limites de referéncia para coelhos (Tabela 2.23 e Quadro 2.6), inclusive no momento basal.
Aumento discreto deste valor pode ser encontrado em coelhos saudaveis (MELILLO, 2007).
Desta forma, estes valores foram considerados normais e atribuidos a caracteristicas da

populagéo utilizada.

Tabela 2.22 - Média e desvio padrdo da atividade da AST (UI/L) em TO e T5 nos grupos DZ,
DZxR, DZXELI, ELI e R.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO 78,15+57,12 74,80+47,69 55,20+32,80 48,88+16,56 71,63+62,57
T5 66,72+22,91 72,12+34,51 67,48+22,04**  69,98+22,15** 61,23+17,05

** Resultados podem estar subestimados.

Notas:

(1) Avaliacgdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maitsculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia de AST sérica em coelhos: 20,00 — 130,00 UI/L (Fonte: MELILLO, 2007; SUCKOW e
SCHROEDER, 2012).
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Tabela 2.23 - Média e desvio padrdo da atividade da ALT (UI/L) em TO e T5 nos grupos DZ,
DZxR, DZXELI, ELI e R.

DZ DZxR DZxELI ELI R

TO  77,32+36,40  81,17+37,94  66,22+44,77 69,17+29,02 83,63+29,14
T5  64,26+24,34  80,27+41,44  80,30+24,86**  72,63+36,35** 86,29+53,13

** Resultados podem estar subestimados.

Notas:

(1) Avaliagdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras mailsculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia de ALT sérica em coelhos: 27,40 — 80,00 UI/L (Fonte: MELILLO, 2007; JENKINS, 2008).

A FA é amplamente distribuida no organismo, sendo encontrada em diferentes tecidos.
Sua atividade normal é proveniente ndo somente do figado, mas também dos 0ssos, intestino,
rins e placenta. Aumentos podem ser observados em animais saudaveis, como em jovens
(BENSON; PAUL-MURPHY, 1999; JENKINS, 2008; MELILLO, 2007). Necrose hepética
resulta em elevacdo minima na atividade da FA, porém pode ser maior em casos de estase biliar
(JENKINS, 2008; MELILLO, 2007).

Né&o foi observada diferenca significativa da atividade da FA entre os grupos em TO e
em T5 (Tabela 2.24), porém assim como na avaliacdo da AST e ALT é possivel que os valores
de DZxELI e ELI tenham sido subestimados na segunda analise (resultados discutidos no
capitulo 3). A auséncia de diferenca significativa em T5 entre os grupos DZ e R sugere que 0

DZ néo interferiu significativamente na atividade desta enzima.

Tabela 2.24 - Média e desvio padrdo da atividade da FA (UI/L) em TO e T5 nos grupos DZ,
DZxR, DZXELI, ELI e R.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO 221,13+143,65s 110,73+36,50 169,72+144,03s 118,58+24,50s  141,10+47,50
T5 152,95+56,41a  90,70+23,57  88,07+£70,56a**  48,96+17,33,** 97,24+23,08

** Resultados podem estar subestimados.

Notas:

(1) Avaliacgdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maitsculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
mindsculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia de FA sérica em coelhos: 0,00 — 397,00 UI/L (Fonte: HEIN e HARTMANN, 2003).

A enzima GGT esta presente no figado e nos rins de coelhos, com maior concentragao
no epitélio do tdbulo renal. A GGT renal, porém, é eliminada na urina e ndo é encontrada na

circulacdo sanguinea. A GGT hepética apresenta baixa atividade, e a sua elevagdo geralmente
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esta associada a obstrugdo biliar, mas com menor sensibilidade em comparacdo a outras
espécies (BENSON; PAUL-MURPHY, 1999; MELILLO, 2007). Apesar de ser menos sensivel
que a AST e a ALT, elevacOes também podem ocorrer com danos hepatocelulares (BENSON;
PAUL-MURPHY, 1999).

Todos os grupos foram iguais em TO, porém em T5 ndo foi possivel realizar avaliagdo
estatistica nos grupos DZXELI e ELI, provavelmente devido a interferéncia da lipemia (dados
discutidos no capitulo 3) (Tabela 2.25). A mesma dificuldade foi relatada por BRANCO (2015)
em coelhos medicados com ELI (LCT). Nos grupos DZ, DZxR e R ndo foram observadas
alteracdes. Desta forma, conclui-se que o DZ ndo alterou a atividade da FA.

Tabela 2.25 - Média e desvio padrao da atividade da GGT (Ul/l) em TO e T5 nos grupos DZ,
DZxR, DZXELI, ELI e R.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO 6,02+3,86 7,24+7,29 5,15+3,83 3,33+1,19 8,73%5,17
T5 8,55%3,12 7,41+5,82 ** ** 8,41+3,67

** N&o foi possivel realizar a mensuracéo.

Notas:

(1) Avaliacgdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maitsculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia de GGT sérico em coelhos: 0,00 — 31,00 UI/L (Fonte: HEIN e HARTMANN, 2003; OZKAN,
KAYA e AKGUL, 2012).

2.3.4.4 TRIGLICERIDES, COLESTEROL E AMILASE

As emulsdes lipidicas sdo ricas em TG. Segundo FERNANDEZ et al. (2011), é
inevitavel a ocorréncia de hipertrigliceridemia e lipemia apos a realizacdo dos protocolos usuais

com ELLI.

Durante a avaliacdo basal da concentracdo sérica de TG e colesterol, todos 0s grupos
eram estatisticamente iguais (Tabela 2.26 e Tabela 2.27). Os grupos DZxELI e ELI
apresentaram aumento significativo na concentracdo serica de TG, com aumento médio maior
gue 10 vezes o valor basal. Estes se tornaram estatisticamente diferentes dos demais grupos
(DZ, DZXR e R) (Tabela 2.26). Estes resultados estao de acordo com os efeitos esperados pela
infusdo de ELI. Apds a administracdo de ELI 20% (dois bolus de 1,5 mg/kg seguidos de infuséo
na taxa de 0,25 mg/kg/min durante 30minutos) em um caso de intoxicagdo por amitriptilina, a

concentracdo sérica de TG aumentou de 182 mg/dL para 1091 mg/dL 1 hora ap6s o término da
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infusdo (LEVINE et al., 2012). BRANCO (2015) relatou em coelhos Nova Zelandia que
receberam bolus de 2 mL/kg de ELI 20% (LCT) e infuséo de 0,25 mL/kg/min durante 60
minutos o valor médio da concentracgéo serica de TG igual a 1736 mg/dL logo apds o término

da infusdo, e 1233 mg/dL apds 2 horas.

Tabela 2.26 - Média e desvio padrdo dos niveis séricos de TG (mg/dL) em TO e T5 nos grupos
DZ, DZxR, DZXELI, ELI e R.

DZ DZxR DZXxELI ELI R

TO  86,89+36,13 69,29+30,61 170,78+227,95e 220,29+203,86s 96,29+34,78
T5  100,03+26,65 109,97+30,54» 2840,66+£198,30a 2956,23+570,424=  80,042+31,21,

Notas:

(1) Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia de triglicérides séricos em coelhos: 50 — 200 mg/dL (Fonte: HEIN e HARTMANN, 2003; SUCKOW
e SCHROEDER, 2012).

A hipertrigliceridemia e lipemia resultantes da infusdo de emulséo lipidica tendem a ser
transitdrias, retornando ao normal apds algumas horas. Em um projeto piloto realizado durante
o0 planejamento deste experimento, observou-se visualmente reducdo significativa da lipemia

gerada pela ELI ap6s aproximadamente 4 a 6 horas (Figura 2.10).

Figura 2.10 - Amostras coletadas de coelho Nova Zelandia e transferidas para tubo sem
anticoagulante apés a administracdo de ELI 20% em bolus de 1,5 mL/kg seguido de 0,25
mL/kg/min durante 30 minutos. A primeira amostra (A) foi coletada logo apds o término da
infusdo, e as demais (B-F) foram coletadas em intervalos de 2 horas. Em A e B é possivel
observar intensa lipemia, a qual reduz progressivamente (C-F).

94



As emulsdes lipidicas ndo contém colesterol (RUBIN et al., 1992). Porém, correlacéo
entre a administracdo de ELI e o aumento no nivel sérico de colesterol total j& foi relatada
anteriormente (BARGEN-LOCKNER et al., 1983). A concentracdo da ELI administrada, a taxa
de infusdo, a dose administrada e o tempo durante o qual essa infusdo é mantida influenciam
no acumulo de lipossomos e, consequentemente, de colesterol. A utilizacdo da ELI no
tratamento de intoxicacOes é geralmente realizada com altas doses em tempo curto, predispondo
ao acumulo de lipossomos. O excesso de lipossomos resulta em maior formacéo da LP-X, a
qual é resistente a lipélise, permanecendo estavel na circulacdo. O acimulo da LP-X resulta em
hipercolesterolemia (FERNANDEZ et al., 2011).

Durante a avaliacdo dos niveis de colesterol, todas as amostras dos grupos DZXELI e
ELI apresentaram erro durante a analise pelo analisador bioquimico (Tabela 2.27). Esta
alteracdo sera discutida no capitulo 3. Acredita-se que os animais dos grupos tratados com ELI
apresentaram elevacao na concentracdo de colesterol, como esperado. BRANCO (2015) relata
em coelhos concentracdo sérica de colesterol média igual a 810 mg/dL logo apés a
administracdo de ELI 20%, e igual a 755 mg/dL ap6s 2 horas. A auséncia de variacdo
significativa dentro dos grupos DZ e DZxXR demonstram que o DZ ndo interferiu na

concentracdo sérica de TG e colesterol (Tabela 2.26 e Tabela 2.27).

Tabela 2.27 - Média e desvio padréo dos niveis séricos de colesterol (mg/dL) em TO e T5 nos
grupos DZ, DZxR, DZXELI, ELI e R.

DZ DZxR DZXxELI ELI R

TO  24,49+6,07 20,59+10,85 24,69+6.10s 31,14+7,14e 27,45+6,84
T5  24,5846,89 17,58+6,42 ** ** 24,39+9,92

** Ndo foi possivel realizar a mensuragao.

Notas:

(1) Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia de colesterol sérico em coelhos: 10 — 100 mg/dL (Fonte HEIN e HARTMANN, 2003; MELILLO,
2007; SUCKOW e SCHROEDER, 2012).

Em coelhos, o contetido de amilase das glandulas salivares, tecido intestinal ou figado
é pequeno. Ela é proveniente primariamente do pancreas, sendo utilizada clinicamente na
deteccdo de alteragbes pancreaticas como pancreatite, obstrugdo do ducto pancreético,
peritonite ou trauma abdominal (JENKINS, 2008; MELILLO, 2007). Desta forma, a amilase

sérica € utilizada na triagem de pancreatite, e um aumento de duas vezes o valor de referéncia
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é, em geral, sugestivo de pancreatite (HOFFMAN; SOLTER, 2008). Aumento significativo da
atividade da amilase foi relatado em todos os coelhos Nova Zelandia submetidos a pancreatite
experimental em estudo realizado por GOLDENBERG et al. (2007), sem correlacdo com a
gravidade da pancreatite. Elevacdo também pode ser observada em casos de lesdo renal, devido
a reducdo da filtracdo glomerular, ou corticoterapia (HOFFMAN; SOLTER, 2008; JENKINS,
2008; MELILLO, 2007).

Em humanos, a pancreatite esta entre os principais efeitos colaterais observados apds
terapia com ELI (HAYES et al., 2016). Sugere-se que a hipertrigliceridemia pode aumentar a
ocorréncia de pancreatite aguda, além de piorar a progressdo do quadro (ANDRADE;
OLIVEIRA; SOUZA, 2016; EDWARDS; SHIHAB; SCOTT, 2014; KISS et al., 2018; PAN et
al., 2017). Um estudo retrospectivo humano relatou nove pacientes tratados com ELI apds
intoxicacdo e, destes, dois desenvolveram pancreatite (LEVINE et al., 2014). LESKIW e
WEINBERG (2009) citaram, por outro lado, a ocorréncia de aumento da enzima amilase, porém
sem sinais clinicos de pancreatite. HILLER et al. (2010) relataram aumento de mais de 10 vezes
da atividade da amilase em ratos ap6s infusdo de altas doses de ELI 20%, porém sem qualquer

alteracdo histologica pancreatica.

No presente experimento, durante a avaliacdo da atividade da amilase, todos 0s grupos
foram considerados estatisticamente iguais em TO. Em nenhum dos grupos foi observado
aumento significativo da atividade da enzima em T5, porém nos grupos DZXELLI, ELI e R houve
reducdo desta atividade (Tabela 2.28). E sugerido que a dose administrada de ELI n&o resultou
em dano pancredtico. Esta observacdo € corroborada pela auséncia de alteracGes
histopatolégicas e por microscopia eletrdnica de transmissao no pancreas, que serdo discutidos
ao final deste capitulo. Por outro lado, € possivel que os valores obtidos nos grupos medicados
com ELI ndo reflitam a realidade uma vez que, segundo as instru¢des de uso do reagente
(Kovalent®), TG acima de 1000 mg/dL podem interferir na avaliagio da atividade da amilase.

Essa possibilidade sera discutida no capitulo 3.
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Tabela 2.28 - Média e desvio padrdo da atividade de amilase (UI/L) em TO e T5 nos grupos
DZ, DZxR, DZXELI, ELI e R.

DZ DZxR DZxELI ELI R

TO 388,52+70,40  387,33+60,97  467,14+82,84a 437,89493,004 449,99+151,84a
T5 374,94%+36,39. 364,11+53,46. 282,94+72,27s~  217,61%75,99e~  346,21+71,25s

** Resultados podem estar subestimados.

Notas:

(1) Avaliagdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maiUsculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia da amilase sérica em coelhos: 200 — 500 Ul/dL (Fonte MELILLO, 2007; JENKINS, 2008;
SUCKOW e SCHROEDER, 2012).

2.3.4.5 GLICOSE

A glicose sanguinea pode ser utilizada para avaliar a condigdo clinica e gravidade de
alterac6es em coelhos. O seu metabolismo é complexo, e pode ser alterado por véarias doencas
ou eventos fisiologicos (HARCOURT-BROWN; HARCOURT-BROWN, 2012). Situacdes de
estresse resultam frequentemente em aumento na concentracdo sérica de glicose devido a
liberacdo de catecolaminas (HARCOURT-BROWN; HARCOURT-BROWN, 2012;
JENKINS, 2008). Pancreatite aguda também pode causar anormalidades nos niveis de glicose,
apesar do pancreas de coelhos apresentar menor papel no metabolismo de glicose quando
comparado a outras espécies (MELILLO, 2007).

N&o foi observada diferenca significativa entre os grupos em TO. Em T5, houve aumento
da concentracdo serica de glicose nos grupos DZ e DZXR, que se tornaram estatisticamente
diferentes do grupo R. Estes resultados sugerem que o DZ resulta em aumento deste parametro.

A ELL, por outro lado, ndo causou alteracdes nos niveis sanguineos de glicose (Tabela 2.29).

Tabela 2.29 - Média e desvio padrdo dos niveis séricos de glicose (mg/dL) em TO e T5 nos
grupos DZ, DZxR, DZXELI, ELI e R.

Dz DZxR DZXxELI ELI R

TO 145,34+17,82s 133,48+25,64s 139,02+16,79 147,75+25,22  130,30+20,83

T5 177,19+40,57a=  165,64+23,78+  162,70+22,87a 159,07+29,55  113,53+24,55;

Notas:

(1) Avaliacgéo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maitsculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia de glicose sérica em coelhos: 69,00 — 330,00 mg/dL (Fonte: HEIN e HARTMANN, 2003;
MELILLO, 2007; HARCOURT-BROWN e HARCOURT-BROWN, 2012; OZKAN, KAYA e AKGUL, 2012; SUCKOW e
SCHROEDER, 2012).
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Assim como observado, dados prévios sugeriram que o DZ pode resultar em aumento

da concentracdo sanguinea de glicose. SARQOV e ILIEVA (2003) relataram aumento da glicose

sanguinea em coelhos Nova Zelandia ap6s a administracdo de 2 mg/kg de DZ por via IM, e

sugeriram aumento da resisténcia a insulina e possivel reducdo da secrecao de insulina como

mecanismos de ac¢do envolvidos. A ac¢do hiperglicemiante do DZ pode apresentar variacao entre

diferentes espécies, e maiores estudos sdo necessarios para esta determinagdo. De qualquer

forma, sugere-se cautela durante a utilizacdo de DZ em pacientes diabéticos (SAROV; ILIEVA,

2003). Mesmo com o aumento observado nos grupos DZ e DZXR, todos os valores encontrados

estavam dentro do intervalo de referéncia para coelhos (Quadro 2.6).

2.3.5 AVALIACAO HEMATOLOGICA

2.3.5.1 ERITROGRAMA

O eritrograma foi realizado com a determinacdo do HCT, RBC, HB, HCM, CHCM,

VCM e contagem total de plaquetas. O intervalo de referéncia destes parametros esta

apresentado no Quadro 2.7.

Quadro 2.7 - Intervalo de referéncia do HCT, RBC, HB, CHCM, HCM, VCM, leucdcitos
totais, neutréfilos, linfocitos e plaquetas em coelhos.

Parametro Intervalo de referéncia
HCT (%) 33,00 — 50,00 #P¢

RBC (x10° células/pL) 5,40 — 8,00 P<d

HB (g/dL) 10,00 — 17,40 Ped
CHCM (g/dL) 30,00 — 35,00 &P

HCM (pg) 20,00 — 23,00 &P

VCM (fL) 60,00 — 69,00 #P<
Leucdcitos Totais (x10° células/pL) 5,10-9,702

Linfocitos (x10% células/uL) 3,36-7,00°¢
Neutrofilos (x102 células/pL) 1,49-3,21°¢

Plaquetas (x102 células/pL)

158,00 — 650,00 P

Fontes:  SUCKOW e SCHROEDER (2012); ® JENKINS (2008); ¢ HEIN e HARTMANN (2003); ¢
BENSON e PAUL-MURPHY (1999); ¢ CAMPBELL (2007).
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Esta andlise foi realizada para a avaliacdo de possivel efeito deletério da ELI nestes
constituintes sanguineos. Hemolise, anemia e trombocitopenia ja foram associadas a utilizacao
de altas doses de ELI, ou devido ao uso prolongado (GIBSON et al., 1978; JABEN; KOCH,;
KARON, 2011; MCGRATH et al., 1982). MCGRATH et al. (1982) sugeriram que o efeito
hemolitico se deve a alteracdes na composi¢do fosfolipidica na membrana das hemécias ou por
efeito direto de algum componente da degradagéo da ELI que atuaria como hemolisina.

2.351.1 HEMAT~OCRITO, CONTAGEM TOTAL DE HEMACIAS E
CONCENTRACAO DE HEMOGLOBINA

O HCT, aRBC e HB permitem a avaliacdo da presenca ou nao de anemia ou policitemia
(PAES; LEME; CARNEIRO, 2009).

Em TO, todos os grupos apresentavam valores médios de HCT e RCB estatisticamente
iguais. Nos grupos DZXR, ELI e R, houve reducao discreta destes parametros em T5 (Tabelas
2.30 e 2.31), provavelmente devido ao efeito diluidor das infusGes. Estes grupos, porém,
mantiveram o HCT e a RBC média dentro dos valores de referéncia (Quadro 2.7). A auséncia
de variagdo no grupo DZ sugere que o DZ néo interfere nestes parametros.

Uma vez que ndo houve reducéo significativa do HCT e da RBC no grupo DZxELI, e
pelo fato de ndo haver diferenca significativa em T5 do HCT entre os grupos DZ, DZxR,

DZXELI e ELI, e da RBC entre todos os grupos, sugere-se que a ELI ndo resultou em hemolise.

Tabela 2.30 - Média e desvio padrdo do HCT (%) em TO e T5 nos grupos DZ, DZxXR, DZXELLI,
ELIeR.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO  42,30+2,21  42,35+2,33a 42,40+3,50 44,43+1,674 42,25+3,39A
T5  40,88+2,39  39,35+1,96s 40,85+3,77 42,5842 77ea 37,35+2,49es

Notas:

(1) Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia do hematdcrito em coelhos: 33,00 — 50,00 % (Fonte: HEIN e HARTMANN, 2003; JENKINS, 2008;
SUCKOW e SCHROEDER, 2012).
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Tabela 2.31 - Média e desvio padrdo da RBC (células x10%uL) em TO e T5 nos grupos DZ,
DZxR, DZXELI, ELI e R.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO  6,57+0,40 6,510,454 6,50+0,53 6,91+0,48a 6,79+0,63a
T5  6,33+0,44 6,02+0,33s 6,25+0,56 6,57+0,44s 6,02+0,49:

Notas:

(1) Avaliagdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia da contagem de heméacias em coelhos: 5,40 — 8,00 x 108/mm? (Fonte: BENSON e PAUL-MURPHY,
1999; HEIN e HARTMANN, 2003; JENKINS, 2008).

Durante a avaliacdo da concentracdo de HB, ndo houve diferenca entre os grupos em
TO. O aumento observado em T5 somente nos grupos DZXELI e ELI (Tabela 2.32)
provavelmente ocorreu devido a lipemia, que pode resultar em valores superestimados da HB,
uma vez que a determinacdo deste parametro é realizada por fotometria (PAES; LEME;
CARNEIRO, 2009). Estes dados serdo mais discutidos no capitulo 3.

Tabela 2.32 - Média e desvio padrdo da concentracdo de HB (g/dL) em TO e T5 nos grupos
DZ, DZxR, DZXELI, ELI e R.

DZ DZxR DZXxELI ELI R

TO 13,73+0,89  14,00+0,784 13,8+1,42 14,63+0,41s 13,931,304
T5 13,30+0,74» 12,83+0,88e:  17,30+2,26a**  17,78+0,76a**  12,16+0,95es

** Valores provavelmente superestimados.

Notas:

(1) Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia da concentragdo de hemoglobina em coelhos: 10,00 - 17,40 g/dL (Fonte: BENSON e PAUL-
MURPHY, 1999; HEIN e HARTMANN, 2003; JENKINS, 2008).

Nenhuma alteracdo foi observada no grupo DZ, enquanto nos grupos DZxR e R houve
discreta redugdo da HB, possivelmente devido ao efeito diluidor da infuséo de ringer por lactato.
Apesar desta reducdo, os valores médios permaneceram dentro dos limites normais (Quadro
2.7).
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2.3.5.1.2 CONCENTRAGAO DE HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA, )
HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA E VOLUME CORPUSCULAR MEDIO

A CHCM, aHCM e 0 VCM fazem parte dos indices eritrocitarios do eritrograma, e sao
usados para a definicdo dos tipos de anemia (PAES; LEME; CARNEIRO, 2009).

Todos os grupos foram considerados iguais na avaliacdo basal em relacdo a HCM,
CHCM e VCM. Uma vez que os parametros HCM e CHCM séo determinados a partir da
concentracdo de HB (PAES; LEME; CARNEIRO, 2009), em T5 os grupos DZxELI e ELI
também apresentaram valores provavelmente superestimados ap6s a infusdo da ELI (Tabela
2.33), sendo maiores do que o limite de referéncia considerado normal (Quadro 2.7).

Nenhuma alteracdo foi observada no VCM entre os diferentes grupos e nos diferentes
tempos (Tabela 2.34). Todas as médias encontradas estavam de acordo com o esperado para a

espécie (Quadro 2.7).

Tabela 2.33 - Média e desvio padrdo do HCM (pg) e CHCM (g/dL) em TO e T5 nos grupos
DZ, DZxR, DZXELI, ELI e R.
DZ DZxR DZXxELI ELI R
HCM -TO 20,94+1,38 21,55+0,45 21,22+0,98s 21,23+1,14s 20,52+0,94
HCM -T5 21,04+1,04s 21,2740,56, 27,63+2,25a 27,15%1,99a  20,23+1,21s
CHCM -TO0 32,46+0,85 33,05+0,50 32,52+1,30s 32,93+0,64s  32,97+0,44
CHCM -T5 32,54+0,70s 32,70+1,40, 42,2843,07a 41,83+2,18s. 32,55+0,86s

Notas:

(1) Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maitsculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
mindsculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia da HCM em coelhos: 20,00 — 23,00 pg (Fonte: JENKINS, 2008; SUCKOW e SCHROEDER, 2012).
(3) Intervalo de referéncia da CHCM em coelhos: 30,00 — 35,00 g/dL (Fonte: JENKINS, 2008; SUCKOW e SCHROEDER,
2012).

Tabela 2.34 - Média e desvio padrdo do VCM (fL) em TO e T5 nos grupos DZ, DZxXR, DZXELLI,
ELIeR.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO  64,47+3,15 65,22+1,15 65,23+1,99 64,42+2,27 62,32+3,01
T5  64,65+3,00 65,40£1,15 65,33%1,25 64,83+2,39 62,08+3,05

Notas:

(1) Avaliacao estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maidsculas diferentes em uma mesm coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia do VCM em coelhos: 60,00 — 69,00 fL (Fonte: HEIN e HARTMANN, 2003; JENKINS, 2008;
SUCKOW e SCHROEDER, 2012).
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2.3.5.2 LEUCOGRAMA

Os linfdcitos s@o os principais leucocitos encontrados em coelhos, representando 30 a
80% dos leucocitos totais. Os neutrofilos sdo o segundo tipo leucocitario mais frequente em
coelhos, e podem corresponder a 20 a 75% dos leucdcitos (JENKINS, 2008). Os valores de

referéncia destes leucocitos em coelhos estdo no Quadro 2.7.

Em TO, todos os grupos apresentavam contagem total de leucdcitos similar, porém em
T5 houve intensa reducdo nos grupos DZXELI e ELI, que se tornaram estatisticamente
diferentes dos demais (Tabela 2.35). Estes resultados sugerem que a ELI gerou intensa
leucopenia. Acredita-se, porém, que esta reducdo seja somente transitoria, sem danos a
producdo leucocitaria. BRANCO (2015) observou queda significativa na contagem de
leucdcitos logo apos a infusdo de ELI 20% (LCT) em coelhos, e 2 horas ap6s o término da
infusdo os valores voltaram a ser similares ao encontrado antes do inicio da administracdo da

emulsdo gordurosa.

Tabela 2.35 - Média e desvio padrdo dos leucécitos totais (x10%/uL) em TO e T5 nos grupos
DZ, DZxR, DZXELI, ELI e R.

Dz DZxR DZxELI ELI R
TO 8,83+2,87 7,55+1,41 7,92+0,614 7,561,394 7,43+1,84
T5 8,73+x1,65.  7,50%£1,70.  3,92+0,99s 3,930,908 8,05+2,41.
Notas:
(1) Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas diferentes em uma mesma coluna ou letras

minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.
(2) Intervalo de referéncia de leucdcitos totais em coelhos: 5,10 — 9,70 x10%/uL (Fonte: SUCKOW e SCHROEDER, 2012).

HAYES et al. (2016) sugeriram que a redugdo na contagem total de neutréfilos e
linfocitos apds administracdo da emulsdo gordurosa pode ter influéncia de um efeito diluidor,
porém a auséncia de reducdo significativa nos grupos DZxR e R sugerem que este ndo é um
fator significativo. A literatura apresenta dados divergentes em relagcdo ao efeito da ELI nos

leucocitos.

LIANG, YANG e HO (2012) relataram a ocorréncia de leucopenia intensa (1,5x10°
células/uL) em um homem de 34 anos apos receber ELI1 10% (12,20 mL/kg/dia) durante dois
dias, porém, apesar de pouco provavel, existe a possibilidade desta alteracdo ter sido decorrente

do estado prévio do paciente. CURY-BOAVENTURA et al. (2006) observaram em homens
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adultos, apds infusdo Unica de 500 mL de ELI 20% (Intralipid®) durante 6 horas (83,3 mL/h),
inducdo de morte celular (apoptose e necrose) de linfocitos e neutrofilos devido a

despolarizacdo da membrana mitocondrial e acimulo intracelular de lipidio.

Durante a avaliagdo diferencial dos leucdcitos dos coelhos, foi observada reducdo do
namero total de linfocitos em T5 nos grupos DZxELI e ELI (Tabela 2.36). Por outro lado,
apesar de poder ser observada reducdo na contagem de neutrofilos nestes grupos, e contagem
total menor nos grupos tratados com ELI em relacdo aos demais, ela ndo foi considerada
estatisticamente significativa (p>0,05) (Tabela 2.37). Estes achados corroboram as observagoes
de CURY-BOAVENTURA et al. (2006) de que a ELI apresentou menor efeito toxico para 0s
neutrofilos em comparagdo aos linfocitos. Nos demais grupos (DZ, DZxR e R) foi possivel
observar aumento dos neutréfilos (Tabela 2.37), sendo significativo nos grupos DZxR e R. Esta

variagdo pode estar associada ao estresse da manipulagdo (CAMPBELL, 2007).

Tabela 2.36 - Média e desvio padrdo da contagem de linfocitos (x103/uL) em TO e T5 nos
grupos DZ, DZxR, DZXELI, ELI e R.

DZ DZxR DZxELI ELI R
TO 4,39+1,71 454+1,71 4,04+1,53A 4,21+1,964 4,13+1,72
T5  3,50+1,38 2,80+1,61 1,62+1,05s 2,22%0,52s 2,69%0,96
Notas:
(1) Avaliago estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maitisculas diferentes em uma mesma coluna ou letras

minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.
(2) Intervalo de referéncia de linfocitos em coelhos: 3,36 — 7,00 x103/uL (Fonte: CAMPBELL, 2007).

Tabela 2.37 - Média e desvio padrdo da contagem de neutr6filos (x10%/uL) em TO e T5 nos
grupos DZ, DZxR, DZXELI, ELI e R.

Dz DZxR DZxELI ELI R
TO  3,91+1,49 2,73+£1,40s 3,41+1,05 2,83+1,17 2,88+0.90s
T5 5,03+2,01.  4,54+1,95a  2,14%1,67 1,57+1,02. 5,16£2,014
Notas:
(1) Avaliagio estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maiGsculas diferentes em uma mesma coluna ou letras

minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.
(2) Intervalo de referéncia de neutréfilos em coelhos: 1,49 — 3,21 x10%/uL (Fonte: CAMPBELL, 2007).

O efeito imunossupressor das ELI ganha maior importancia ao ser administrado
geralmente a pacientes criticos, potencialmente aumentando o risco de infecgdes (CURY-
BOAVENTURA et al., 2006), e deve ser levado em consideracdo durante a decisdo da

utilizacdo desta terapia em intoxicacoes.
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2.3.5.3 AVALIACAO DAS PLAQUETAS

Os valores normais de plaquetas em coelhos estdo no Quadro 2.7.

Em TO, todos os grupos foram considerados estatisticamente iguais em relacdo a
contagem de plaguetas. Somente o grupo R apresentou alteragdo em T5, com valores
estatisticamente menores do que os obtidos em TO (Tabela 2.38). Entretanto, foi observada
maior presenca de agregados plaguetarios neste grupo, justificando a subestimacao dos valores
obtidos em T5.

Tabela 2.38 - Média e desvio padrdo da contagem total de plaquetas (x10%/pL) em TO e T5 nos
grupos DZ, DZxR, DZXELI, ELI e R.

DZ DZxR DZXxELI ELI R

TO 261,14+60,27  266,83+47,59  255,5+65,75 356,17+121,52 369,33+117,964
T5 280,85+81,41  276,17+#55,22  257,17+91,35  295,83+120,38 251,67+95,47s

Notas:

(1) Avaliacdo estatistica realizada pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maitsculas diferentes em uma mesma coluna ou letras
minusculas diferentes em uma mesma linha referem a valores estatisticamente diferentes.

(2) Intervalo de referéncia de plaquetas em coelhos: 158,00 — 650,00 x10%uL (Fonte: JENKINS, 2008; SUCKOW e
SCHROEDER, 2012).

Trombocitopenia e alteracdes plaquetarias foram relatadas como possiveis efeitos
colaterais da utilizacdo da ELI a base de soja em alimentacBes parenterais a longo prazo
(LIPSON; PRITCHARD; THOMAS, 1974). LIANG, YANG e HO (2012) relataram a
ocorréncia de trombocitopenia grave apds a utilizacdo de ELI 10% durante dois dias. Apesar
dos autores terem associado esta alteracdo com a infusdo, vale ressaltar que o paciente ja
apresentava trombocitopenia antes desta terapia. STEHBENS (1967) comparou o efeito
imediato de trés ELI (duas a base de 6leo de semente de algodao a 15% e uma de 6leo de soja
a 20%) no comportamento das plaquetas. As emulsdes de Oleo de semente de algoddo
resultaram em reducdo no numero de plaquetas, agregacdo plaquetaria com deformacéo
conformacional, e formacdo de pequenos trombos plaqueta-leucdcitos, enquanto a emulsdo de

6leo de soja resultou em alteragdes mais discretas.

Por outro lado, PANTER-BRICK, WAGGET e DALE (1975) citaram o uso de ELI
20% na alimentacdo parenteral de mais de 50 recém-nascidos, e em nenhum dos casos houve
trombocitopenia. Estes autores reforcam outras possiveis causas de trombocitopenia nestas
condigdes, como infeccdes bacterianas ou transfusdes sanguineas. BEAULIEU et al. (2016)

avaliaram o efeito em humanos saudaveis da infuséo de ELI (Intralipid® 20%, 45 mL/h durante
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5 horas) associada a heparina (0,2 U/kg/min durante 5 horas) nas plaquetas, e ndo houve
reducdo na contagem destas células. HERSON et al. (1989) também descreveram a utilizacdo
de ELI (1 g/kg de Intralipid® durante 16 horas) em dez neonatos sem alteracdes na contagem
de plaquetas e na agregacao plaquetaria. Os resultados encontrados no presente experimento
corroboram este estudo, sugerindo que a ELI, assim como o DZ, ndo predispde a ocorréncia de
trombocitopenia.

2.3.6 AVALIAQA~O HISTOPATOLOGICA E POR MICROSCOPIA ELETRONICA
DE TRANSMISSAO

A literatura sugere que a ELI pode resultar em alteragcbes como sobrecarga gordurosa,
embolismo gorduroso, pancreatite, hepatopatias, injuria renal aguda e SARA (BECKER;
YOUNG, 2017; COLOMB et al., 2015; HAYES et al., 2016). Desta forma, avaliacdo
histopatologica e por microscopia eletronica de transmissdo foi realizada em amostras de
pulméo, figado, pancreas e rim para avaliagdo da ocorréncia de possiveis lesdes.

Apbs a avaliacdo macroscépica durante a necropsia, amostras histoldgicas coradas por
HE de pulméo, figado, pancreas e rim foram preparadas e avaliadas em todos o0s animais. Para
objetiva avaliagdo e comparacao entres os grupos, foi criada uma tabela de pontuacdo (Quadro
2.8).

Quadro 2.8 - Ficha de pontuacdo da avaliacdo histolégica de pulméao, figado e pancreas em
coelhos.

Pulm&o: Degeneracéo arterial vacuolar ausente =0
Degeneracao arterial vacuolar minima = 1
Degeneracdo arterial vacuolar discreta = 2

Degeneracéo arterial vacuolar moderada = 3

Figado: Degeneragdo vacuolar ausente = 0
Degeneracdo vacuolar discreta = 1
Degeneracdo vacuolar moderada = 2

Degeneracéo vacuolar intensa = 3

Pancreas: Degeneragdo vacuolar ausente = 0

Degeneracdo vacuolar minima = 1

Auséncia de pancreatite = 0

Ocorréncia de pancreatite = 1

105



2.3.6.1 PULMAO

Alteracdes pulmonares séo citadas entre as possibilidades de efeitos adversos causados

pela ELI, como SARA e émbolo pulmonar.

O principal achado histolégico pulmonar encontrado em pacientes com SARA € o dano
alveolar difuso (DAD), uma doenca intersticial caracteristica de lesdo pulmonar aguda com
alteracdo grave e ampla alvéolo-capilar. As alteracfes histolégicas observadas podem ser
divididas em trés fases: exudativa, proliferativa e fibrética. A fase exudativa é observada nas
primeiras 12 a 24 horas ap06s a lesdo, com congestdo capilar, edema intersticial e intra-alveolar
com fibrina. ApoOs as primeiras 24 horas a principal caracteristica ¢ a formacdo de uma
membrana hialina, uma estrutura eosinofilica ao longo dos ductos e paredes alveolares. O
epitélio de grande parte da membrana basal alveolar é perdido, e pode ocorrer escasso infiltrado
inflamatdrio intersticial. Uma a duas semanas apds a lesdo inicial, hd o desenvolvimento da fase
proliferativa, com tecido de granulacéo organizado. Neste momento, a membrana hialina ja ndo
é mais proeminente Por Gltimo, a fase fibrdtica ocorre ap6s trés a quatro semanas, quando ha
completo remodelamento pulmonar pelo tecido de granulacdo e fibrose uniforme (CASTRO,
2006).

Alteracdo pulmonar histoldgica ndo foi observada em ratos apds a administracdo de 20
ou 40 mL/kg de ELI a 20%. Porém, a infusdo de 60 mL/kg resultou em espessamento focal do
septo alveolar e presenca discreta de histidcitos espumosos intra-alveolares, enquanto uma dose

de 80 mL/kg causou congestdo vascular hemorragica.

A possibilidade de émbolo pulmonar devido a infusdo de ELI tem sido motivo de
preocupacdo ha anos (HILLER et al., 2010). BARSON, CHISWICK e DOIG (1978)
observaram a ocorréncia de émbolos gordurosos pulmonares em criangas que desenvolveram
sindrome da sobrecarga gordurosa ap6s a administracdo prolongada (11 a 18 dias) de NPT com
ELI 20% (Intralipid®).

No presente estudo, ndo foram observadas quaisquer alteragdes durante a avaliacéo
macroscopica dos pulmdes. Ndo houve a histologia presenca de congestao capilar, edema, dano
alveolar, infiltrado inflamatdrio, material lipidico obstruindo os capilares, ou alteracdo no
formato e distensdo destes vasos. A Unica alteracdo observada foi degeneragdo vacuolar arterial
minima a moderada em alguns animais (Figura 2.11), porém sem diferenca significativa desta

ocorréncia entre 0S grupos.
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A associacdo da avaliagdo macroscopica e histoldgica pulmonar com os dados clinicos
discutidos anteriormente sugere auséncia de alteracdes pulmonares significativas causadas pela
ELI

2.3.6.2 FIGADO

Alteracdes hepaticas sdo associadas com a administracdo a longo prazo de alimentacéo
parenteral com emulsdo lipidica e, potencialmente, também podem ocorrer com o tratamento
de intoxicagdes com as ELI.

Lesdo hepética induzida por NPT ocorre com frequéncia em neonatos que receberam
este tipo de tratamento, porém acredita-se que a causa seja multifatorial. A gravidade das
alteracdes encontradas progride com a duracdo da NPT (ZAMBRANO et al., 2004). Ratos
tratados com ELI 20% apresentaram graus diferentes de esteatose microvesicular focal hepética
de acordo com a dose administrada. Os que receberam 20 mL/kg apresentavam esta alteragéo
em menos de 1% dos hepatdcitos, enquanto os que receberam 60 mL/kg tinham 70 a 80% dos
hepatdcitos alterados uma hora ap6s o término da infusdo (HILLER et al., 2010).

Ao avaliar amostras histologicas do figado de 24 neonatos que tiveram dano hepatico
induzido pela NPT e foram a ébito, a alteracdo mais frequente foi a inflamac&o peri-portal,
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seguida de colestase, proliferagéo do ducto biliar, hematopoiese extramedular e fibrose. Destas,
a colestase geralmente é o primeiro achado. Esteatose hepéatica também foi observada, porém
n3o foi considerada frequente, além de necrose/apoptose e cirrose. E importante ressaltar que
0s pacientes que receberam esta dieta por periodo inferior a duas semanas ndo apresentaram
lesGes como fibrose e colestase, ou as apresentavam somente em grau discreto (ZAMBRANO
et al., 2004). Por outro lado, ndo foi observado acimulo lipidico hepatico em quatro criancas
que apresentaram sindrome da sobrecarga gordurosa apos receberem NPT com ELI durante
alguns dias (BARSON; CHISWICK; DOIG, 1978).

O figado dos coelhos do presente estudo ndo tinham altera¢cGes macroscépicas, e durante
a avaliacdo microscopica foi observada degeneracdo vacuolar em diferentes graus (Figura
2.12). Assim como relatado durante a avaliacdo pulmonar, ndo houve diferenca significativa
entre 0s grupos. Em nenhuma amostra avaliada havia alteracGes sugestivas de colestase,
inflamacdo ou necrose. Amostra hepatica de um coelho selecionado aleatoriamente do grupo
DZXxELI foi enviada para avaliagdo por microscopia eletronica de transmissao, e ndo foram

encontradas alteracdes.
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Figura 2.12 - Degeneracdo vacuolar hepatica de diferentes graus em coelhos. A: Sem
alteracdes. B: Discreta. C: Moderado. D: Intensa.
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Com base nestes achados, foi considerado que a infusdo de ELI 20% n&o resultou em
dano hepético.

2.3.6.3 PANCREAS

Sabe-se que a hipertrigliceridemia pode aumentar a susceptibilidade a pancreatite (PAN
et al., 2017). Desta forma, € possivel que a infusdo de altas doses de ELI possa resultar em
injuria pancredtica, assim como relatado por LEVINE et al. (2014).

Foram observadas alteracGes pancreéaticas em trés dos coelhos avaliados, sendo um do
grupo DZ, um do DZxR e um DZXELI, porém ndo foram encontradas mudancas significativas
nos grupos ELI e R. Os animais dos grupos DZ e DZXELI apresentavam degeneragéo vacuolar
minima de alguns &cinos do pancreas exocrino (Figura 2.13), enquanto no do grupo DZxR foi
encontrada area focal de formacdo de fendas de colesterol associadas a alguns macréfagos de
citoplasma vacuolizado (pancreatite histiocitaria focal moderada). Neste ultimo, foi observado
aumento da atividade da amilase de 295 para 328 UI/L, e nos demais foi observada reducéo da
atividade enzimatica. Para comparacdo estatistica entre os grupos, foram utilizadas duas
pontuacBes: uma referente a ocorréncia de vacuolizacdo e outra referente a de pancreatite

(Quadro 2.8). Em nenhuma das duas, foi encontrada diferenca estatistica entre os grupos.

tifocal minima (setas) em pancreas de coelho do grupo

W

Figura 2.13 - Degeneracéo vécuolar mul
DZXxELLI.
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A auséncia de lesdo significativa nos animais dos grupos DZXELI e ELI sugere que a
ELI ndo resultou em injuria pancreatica. Este achado vai de acordo com os de HILLER et al.
(2010), em que o péancreas de ratos tratados com 20, 40, 60 ou 80 mL/kg de ELI 20%,
administrada durante 30 minutos, foi avaliado histologicamente em trés momentos diferentes
(1, 4 e 24 horas ap6s o fim da infusdo). Em nenhum deles, foi observada alteracdo pancreética,
mesmo com a administracdo da dose mais alta, quase 10 vezes maior do que a administrada
neste experimento. E possivel que a pancreatite observada em um animal do grupo DZxR tenha
sido somente um achado acidental, uma vez que ndo foram encontrados estudos em que houve
associacdo direta da utilizacdo de DZ ou ringer lactato com o desenvolvimento deste tipo de
les@o. Inclusive, hé relatos de que estes farmacos podem apresentar efeito anti-inflamatério em
individuos com pancreatite (ABED et al., 2013; IQBAL; ANWAR; SCRIBANI, 2018).

Amostra pancreatica de dois animais, um do grupo DZ e um do ELI, selecionados
aleatoriamente, também foram submetidas a avaliagdo por microscopia eletrdnica de
transmissdo. Nelas, ndo foram observados sinais de necrose ou injuria celular compativeis com

pancreatite (Figura 2.14), corroborando os achados histoldgicos.

Figura 2.14 - Microscopia eletrdnica de transmissdo em amostras pancreaticas de coelho. A: E
possivel observar manutencdo do formato e definicdo normal das estruturas celulares em
amostra de um animal do grupo ELI. Presenca de grande concentracdo de reticulo
endoplasmatico (caracteristica da célula acinar), e nucleo esférico na regido basal com nucléolo
proeminente e agregados de heterocromatina periféricos. B: Destaque para os granulos de
zimogénio em amostra de um animal do grupo DZ.
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2.3.6.4 RIM

A avaliacdo histoldgica renal ndo demonstrou alteracbes compativeis com dano renal
em nenhum dos grupos, o que sugere que 0 DZ e a ELI néo alteraram significativamente este

orgéo.

2.4 CONCLUSOES

A administragdo de ELI (Lipovenos® MCT 20%), em bolus de 1,5 mL/kg seguido de
infusdo continua na taxa de 0,25 mL/kg/min durante 30 minutos, ndo interferiu no efeito clinico
do DZ em coelhos. Entretanto, embora pouco provavel, a possibilidade de recorréncia da acdo
sedativa deve ser considerada, especialmente quando ha o envolvimento de farmacos com meia-
vida de eliminacdo muito superior a meia-vida de eliminagdo da ELI utilizada. Desta forma,
recomenda-se que 0 paciente seja cuidadosamente monitorado por algumas horas ap6s a
administracdo da ELI. Apesar dos altos niveis de TG encontrados ap0s a sua administracdo e
da ocorréncia de acidose metabdlica, a utilizacdo da ELI foi considerada segura, sem evidéncias
de dano pulmonar, hepético, pancredtico ou renal, ou ocorréncia de reacles de
hipersensibilidade. Entretanto, esta infusdo deve ser utilizada com cautela em pacientes que ja
apresentam estado clinico que predispde a reducdo do pH sanguineo. Quando utilizada em
associacdo ao DZ, héa risco de ocorréncia de acidose mista que, apesar de provavelmente ser
transitoria, deve ser meticulosamente monitorada através de hemogasometria arterial. Também
ndo ocorreu hemdlise ou trombocitopenia, e acredita-se que a leucopenia observada apos a
infusdo da ELI é transitoria. Vale ressaltar que ndo foram encontradas evidéncias que apoiem a

ocorréncia de efeito vasoconstritor ou inotrépico apos a utilizacdo desta ELI.
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3. INTERFERENCIA DA EMULSAO LIPIDICA INTRAVENOSA NAS ANALISES
LABORATORIAIS

3.1 REVISAO DE LITERATURA

Altas doses séricas de TG causando lipemia sabidamente interferem em algumas
avaliacOes laboratoriais (ANDRADE; OLIVEIRA; SOUZA, 2016; CAO et al., 2015;
GRUNBAUM et al., 2012). LEVINE et al. (2014) consideram como interferéncia laboratorial
a incapacidade de realizar estudos bioquimicos por periodo superior a duas horas apds a infusdo
(\VA

Os exames baseados na transmissdo da luz, como a espectrofotometria e 0s
colorimétricos, sdo os mais afetados em amostras lipémicas devido a turbidez ou dispersao de
luz, alterando a absorbancia (ANDRADE; OLIVEIRA; SOUZA, 2016; BORNHORST;
ROBERTS; ROBERTS, 2004; DIMESKI, 2009; GRUNBAUM et al., 2012; KROLL,; ELIN,
1994).

Sistemas que utilizam eletrodo ion-seletivo (ISE) indireto também sdo muito afetados
(DIMESKI, 2009). Durante a mensuracao por este método, a lipemia resulta em falsa reducédo
da concentracdo de eletrélitos ao diminuir o componente aquoso da amostra, pois o volume
ocupado pela grande quantidade de lipidios, deslocando a agua, € incluido no calculo da
concentracdo dos analitos. Desta forma, o plasma passa a apresentar menor quantidade de agua
e de eletrélitos por unidade de volume (DIMESKI, 2009; LYON; BASKIN, 2003). Os
instrumentos automatizados de analises bioquimicas utilizam um volume constante de diluentes
durante as reacgdes realizadas para as quantificacdes. Como ha reducdo na quantidade de agua
e eletrolitos no plasma, este procedimento resulta em diluicdo excessiva da amostra (LYON;
BASKIN, 2003).

Esta reducdo artificial da concentracdo dos eletrdlitos ndo € esperada durante a
utilizacdo de métodos com ISE direto, como nos hemogasémetros. Estes metodos sdo
considerados mais acurados. Uma vez que a amostra ndo é preé-diluida e a mensuracéo €
realizada somente na fracdo aquosa, a avaliacdo néo € alterada pela lipemia (DIMESKI, 2009;
KROLL; ELIN, 1994).

A falta de homogeneidade da amostra lipémica também pode ser uma das causas de
alteracdes nas analises laboratoriais. Apds a centrifugacdo para obtencéo do plasma ou soro, as

particulas se distribuem de acordo com a sua densidade, e as moléculas de lipidios maiores
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tendem a se separar e ficar na fragdo mais superior da amostra, enquanto os analitos se
distribuem na camada de acordo com a sua polaridade. As probes da maioria dos aparelhos de
mensuracdo aspiram uma aliquota da camada mais superior, 0 que pode subestimar a
concentracdo dos analitos soltveis na fase aquosa, como os eletrolitos, e exacerbar os efeitos
de interferéncia (DIMESKI, 2009; NIKOLAC, 2014).

Amostras lipémicas também podem causar alteracdes em imunoensaios ao blogquear 0s

sitios de ligacdo dos anticorpos e interferir na ligacdo antigeno-anticorpo (NIKOLAC, 2014).

A administragdo da ELI pode impedir durante horas a avaliagdo de parametros
importantes, como glicose, HCT, leucdcitos, eletrolitos e status acido-base (HOJER et al.,
2016). O tempo de interferéncia laboratorial é variavel. Um paciente intoxicado por bupivacaina
recebeu bolus de 2 mL/kg de ELI a 20%, seguido de 0,25 mL/kg/min durante 3 horas. Uma
hora ap6s o final da infusdo foi possivel realizar as analises laboratoriais sem interferéncias.
Por outro lado, um paciente intoxicado por verapamil tratado com ELI (bolus de 1,5 mL/kg
seguido de infusdo continua na taxa de 0,25 mL/kg/min durante 30 minutos) teve suas analises
bioquimicas impedidas durante 25 horas devido a lipemia (LEVINE et al., 2014), e uma mulher
intoxicada tratada com ELI 20% manteve interferéncia causada pela lipemia por
aproximadamente 21 horas, impedindo a realizacdo de varios exames bioquimicos,
hematoldgicos, de coagulacdo, e de analise de gases sanguineos (JOHNSON-ARBOR,;
SALINGER; LUCZYCKI, 2015). Em pacientes criticos, a inabilidade de realizacdo de forma
confidvel das analises laboratoriais pode prejudicar um tratamento adequado. Assim,
recomenda-se a coleta de amostras antes do inicio da terapia com ELI (GRUNBAUM et al.,
2012; LEVINE et al., 2014).

Ao contrario de outras interferéncias, a lipemia pode ser removida da amostra,
permitindo anélises sem interferéncia, pelos procedimentos de centrifugacdo com
ultracentrifuga, extracdo ou diluigdo. O método deve ser escolhido com cautela de acordo com

a avaliacdo que serd realizada (NIKOLAC, 2014).

A ultracentrifugacdo permite a remogdo dos lipidios, que se acumulam na fracdo
superior da amostra. Esta técnica, porém, ndo € adequada para a avaliacdo de analitos
hidrofobicos, pois estes seriam removidos junto com o sobrenadante. Este processamento se
torna pouco acessivel devido ao seu alto custo, ndo sendo encontrado em varios laboratérios
(NIKOLAC, 2014). Entretanto, LEVINE et al. (2014) observaram interferéncia laboratorial
pela lipemia apesar de ultracentrifugacdo em quatro de nove pacientes intoxicados medicados
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com ELI. BORNHORST, ROBERTS e ROBERTS (2004), DIMESKI (2009) e JOHNSON-
ARBOR, SALINGER e LUCZYCKI (2015) relataram que a ultracentrifugacdo ndo removeu
completamente os lipidios, sendo mais eficiente na remocao das moléculas lipidicas maiores,
como os quilomicrons, mas nao na remoc¢do completa dos lipidios. As ELI a base de éleo de
soja apresentam principalmente lipidios menores (BORNHORST; ROBERTS; ROBERTS,
2004).

Solventes polares podem auxiliar na extracdo dos lipidios das amostras, que apos
centrifugacdo precipitam, e as analises sdo entdo feitas com o sobrenadante. Entretanto, alguns
analitos apresentam grande perda durante o processamento (NIKOLAC, 2014).

Estes procedimentos de remocdo dos lipidios ndo podem ser realizados para a
mensuracao de substancias lipofilicas, pois por se distribuirem na fase lipidica também seriam
removidas, gerando resultados falsamente baixos. Nestes casos, indica-se a diluicdo da amostra
em salina. Esta € considerada a melhor forma para a mensuracdo de drogas terapéuticas em
amostras lipémicas. E importante saber os limites de interferéncia dos TG, e ter cuidado para
que a diluigéo seja suficiente para retirar a turbidez da amostra sem que a concentracao final
saia da faixa analitica do método utilizado (ANDRADE; OLIVEIRA; SOUZA, 2016;
BORNHORST; ROBERTS; ROBERTS, 2004; DIMESKI, 2009; NIKOLAC, 2014).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar quais exames laboratoriais foram
alterados ou prejudicados pela lipemia gerada apds a infusdo da ELI (Lipovenos® MCT 20%),
além de verificar a eficiéncia do processo de diluicdo e diferentes formas de extracdo em

contrapor esta interferéncia.

3.2 MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) (Protocolo 307/2018).

3.2.1 GRUPOS E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 12 coelhos machos, adultos, Nova Zelandia, com aproximadamente
trés a quatro quilogramas (por volta de 150 dias de vida), provenientes da Fazenda Experimental
Prof. Hélio Barbosa da EV-UFMG, no municipio de Igarapé.
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Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos (seis coelhos em cada)
(Quadro 3.1), e mantidos em gaiolas metélicas individuais (aproximadamente 75cm de
comprimento por 30 cm de largura e 45cm de altura). Agua e racdo comercial foram fornecidas
ad libitum. A primeira coleta das amostras de sangue para realizacdo dos exames laboratoriais
(hemograma e perfil bioquimico) foi realizada em todos os animais uma semana antes do inicio
dos procedimentos experimentais, por meio de cateterizacdo da artéria auricular, e este foi

referido como 0 momento basal destes animais.

Quadro 3.1 — Diferentes desafios e tratamentos realizados em cada grupo experimental.

Grupo Desafio Tratamento
DZXxEL| | Diazepam, 1 mg/kg (0,2 mL/kg), ELI 20% (1,5 mL/kg + 0,25 mL/kg/min durante 30 min,
V. V).
ELI NaCl 0,9% (0,2 mL/kg), IV. ELI 20% (1,5 mL/kg + 0,25 mL/kg/min durante 30 min,
V).

No dia dos procedimentos experimentais, foi obtido acesso venoso (veia auricular
marginal) e arterial (artéria auricular) em todos os animais, com auxilio de cateter'4 n.22. Este

foi acoplado a um dispositivo PRN*® e fixado nas orelhas com esparadrapo.

No tempo zero (TO0), referente ao inicio dos procedimentos experimentais, foi realizada
coleta de sangue para realizacdo de hemogasometria arterial, sequida da administracdo de DZ
(1 mg/kg, em volume de 0,2 mL/kg, 1V) aos animais dos grupos DZxELI. Os animais dos
grupos ELI receberam ao invés do DZ volume equivalente (0,2 mL/kg) de solugio NaCl 0,9%1°,
IV. Ap6s um intervalo de 10 minutos (T1) os animais foram submetidos a coleta de sangue.
Nesse momento, os animais receberam ELI 20%?*’ por via IV (bolus inicial de 1,5 mL/kg
seguido de infusdo continua na taxa de 0,25 mL/kg/min durante 30 minutos). Apo6s os 30
minutos (T2) nova coleta de sangue foi realizada, e assim sucessivamente em intervalos de 20
minutos (T3, T4 e T5). No momento T5, também foi realizada hemogasometria arterial (Figura
3.1). A dose de DZ administrada esta dentro da dose sedativa (1 — 2 mg/kg) e antiepiléptica (0,5
— 2 mg/kg) preconizada para coelhos (DECUBELLIS, 2016; HARCOURT-BROWN, 2004;
KEEBLE, 2006; VARGA, 2013b).

14 Catéter Intravenoso BD Insyte™, Becton Dickison Industrias Cirtrgicas Ltda, Minas Gerais, Brasil.
15 BD PRN Adapter Luer-Lock, Becton Dickison Industrias Cirlrgicas Ltda, Minas Gerais, Brasil.
16 Cloreto de sédio a 0,9%, Fresenius Kabi Brasil Ltda, S3o Paulo, Brasil.
7 |ipovenos® MCT 20%, Fresenius Kabi Austria GmbH, Graz, Austria.
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Basal 10 T1-10min T2 -40min T3-60min T4 - 80min T5-100min

*(Coleta | | *Hemogasometria * Coleta de * Coleta de * Coleta de * Coleta de * (oleta de sangue
de * Administragdo IV sangue. sangue. sangue. sangue. * Hemogasometria
sangue. | | de0,2mi/kgde DZ * Tratamento
no grupo DZxEL, e (ELI 20%).
0,2ml/kg de NaCl
0,9% no grupo EL.

Figura 3.1 - Linha do tempo dos procedimentos experimentais realizados.

3.2.2 ANALISES LABORATORIAIS

Em cada momento de coleta pelo catéter arterial, foram obtidos 3,0 mL de sangue (valor
de acordo com National Centre For The Replacement Refinement & Reduction Of Animals In
Research, 2019). Desta amostra, 1,5 mL foram acondicionados em tubo com EDTA!® para
realizacdo dos exames hematoldgicos em aparelho de contagem eletronical® e posterior
centrifugacdo (4.000 rpm durante 8 minutos) e separacdo do plasma. Foram determinados com
um analisador hematoldgico a RBC, contagem total de leucécitos e plaguetas, HCT, HB e
indices hematimétricos (VCM, HCM, CHCM). O plasma obtido foi congelado e posteriormente
utilizado para realizacdo dos exames toxicolégicos, com extracdo e quantificacdo do DZ pela
metodologia de QUEChERS modificado e leitura por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC). O aparelho utilizado foi o cromatdgrafo a liquido Shimadzu® com controlador SCL-
10A, bomba LC-10AD com degasificador DGU-14A, injetor SIL-10AD, forno de coluna CTO-
10A, detector UV SPD-M10A e software 6.14 SPZ. O restante do sangue (1,5 mL) foi
acondicionado em um tubo sem anticoagulante?® para centrifugacio (4.000 rpm durante 8
minutos) e separacdo do soro. Este foi utilizado para realizacdo da avaliacdo bioquimica,
composta pela analise da atividade sérica da amilase, ALT, AST, FA e GGT, e dosagem sérica
da creatinina, ureia, glicose, TG, colesterol, PT e albumina. As analises bioquimicas foram

realizadas com Kits laboratoriais (Kovalent®) em analisador bioquimico?.. Nos tempos TO e

18 Vacutube EDTA.K3 a 15%, Biocon® Diagndsticos, Minas Gerais, Brasil.
1% Analisador hematolégico veterinario Sysmex pocH-100iV Diff ®, Sysmex do Brasil Ltda, Parana.
20 vacutube ativador de codgulo, Biocon® Diagndsticos, Minas Gerais, Brasil.
21 Analisador Bioquimico Cobas Mira Plus®, Roche Diagndstico Brasil Ltda, S50 Paulo, Brasil.
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T5, também foi coletado 0,6 mL de sangue arterial, com seringa contendo heparina litica, para

realizacdo de hemogasometria arterial.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 HEMOGASOMETRIA

A hemogasometria utiliza métodos com ISE direto, sendo menos susceptivel a
interferéncia pela lipemia (DIMESKI, 2009).

DIMESKI (2009) relatou que segundo a sua experiéncia as concentrac@es de lipidios
encontradas ap0s a utilizacdo de apresentacdes lipidicas comerciais ndo impedem
completamente a mensuracao de eletrdlitos pelos hemogasémetros. De forma similar, no atual
estudo nenhuma das mensurages realizadas pelo hemogasdmetro foi prejudicada pela lipemia
presente nas amostras dos grupos DZXELI e ELI (dados apresentados anteriormente no capitulo
2).

3.3.2 ANALISES BIOQUIMICAS SERICAS

A lipemia, seja de origem enddgena ou pela administracdo de emulsbes lipidicas
comerciais, interfere em diversos testes laboratoriais devido a interacdes fisicas ou quimicas
(DIMESKI, 2009; NIKOLAC, 2014).

Segundo as instrucdes de uso dos reagentes utilizados (Kovalent®), todos os métodos de
analise foram baseados na transmissdo da luz (Quadro 3.2). Desta forma, estes eram muito
susceptiveis a interferéncia pela lipemia (ANDRADE; OLIVEIRA; SOUZA, 2016;
BORNHORST; ROBERTS; ROBERTS, 2004; DIMESKI, 2009; GRUNBAUM et al., 2012;
KROLL; ELIN, 1994). A empresa produtora dos reagentes também estabeleceu os limites
minimos da concentragdo de TG necessarios para causar interferéncias nestes exames, variando
de 500 mg/dL a 2000 mg/dL (Quadro 3.2). Os coelhos tratados com ELI apresentaram no
presente estudo concentracdo média de TG proxima de 3000 mg/dL. Desta forma, interferéncia

ja era esperada.
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Quadro 3.2 - Método de avaliagdo dos analitos, concentragdo minima de TG necesséria para
gerar interferéncia, e comprimento de onda em que a leitura destes é realizada segundo as
instrucdes de uso dos reagentes (Kovalent®).

Analito Método Utilizado Concentracgéao de Comprimento
Triglicérides de Onda

Albumina Teste fotométrico Acima de 500 mg/dL. 546nm

PT Teste fotometrico Acima de 1000 mg/dL | 540nm

Ureia Teste fotometrico Acima de 2000 mg/dL | 340nm

Creatinina Teste cinético em | Acima de 2000 mg/dL | 492nm
sistema fotometrico

AST Teste UV otimizado Acima de 2000 mg/dL | 340nm

ALT Teste UV otimizado Acima de 2000 mg/dL | 340nm

FA Teste cinético | Acima de 2000 mg/dL | 400 - 420nm
colorimétrico

GGT Teste cinético | Acima de 2000 mg/dL. | 400 - 420nm
colorimétrico

Amilase Teste fotométrico | Acima de 1000 mg/dL | 405nm
enzimatico

Colesterol Teste fotométrico | Acima de 2000 mg/dL | 500nm
enzimatico

TG Teste  colorimétrico | Acima de 2000 mg/dL | 500nm
enzimatico

Glicose Teste  colorimétrico | Acima de 2000 mg/dL | 500nm
enzimatico

A determinagdo da concentragdo de PT, albumina, ureia, creatinina e colesterol, e da
atividade das enzimas AST, ALT, FA, GGT e amilase foi prejudicada nas amostras lipémicas,

dos grupos DZXELI e ELI (dados apresentados no capitulo 2).

Na primeira mensuracdo da concentracdo de TG, foi observado que a concentragédo
obtida estava acima da faixa de medicdo do reagente (limite maximo de 2000 mg/dL). Ent&o,
foi realizada diluicdo de acordo com a recomendacgédo do fabricante, na proporgéo de 1:4 de
NaCl 0,9%. Os resultados obtidos foram multiplicados por 5 para a obtencao do valor real. Este
procedimento foi realizado em duplicata, e apresentou repetibilidade, sendo considerado

adequado e confiavel.

Uma vez que os métodos de avaliacdo de AST e ALT utilizam reacGes em que a
mudanca de absorbancia é medida a 340nm, e esta absorcdo € inversamente proporcional ao
comprimento de onda utilizado, estes testes geralmente s&o muito alterados pela lipemia
(ANDRADE; OLIVEIRA; SOUZA, 2016; NIKOLAC, 2014). Durante a avaliacdo da atividade
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enzimatica de AST, ALT, FA e amilase nas amostras coletadas em T5 nos grupos DZxELI e
ELI foi observada a mensagem “>SAMPLE LIMIT” no analisador bioquimico, identificando
que a diferenca entre a absorbancia da amostra sérica e da amostra branca do reagente
ultrapassou o limite de leitura programado. De acordo com o manual do equipamento, esta
observacgdo € causada por amostras hemolisadas, ictéricas ou lipémicas e, apesar dos valores
serem considerados validos pelo equipamento, é sugerido que o laboratdrio realizando as
analises siga protocolo préprio. Desta forma, ndo é possivel afirmar com confianca que os
resultados obtidos ndo sofreram interferéncia da lipemia. Os valores médios de FA e amilase
encontrados, descritos no capitulo 2, estavam abaixo do esperado. Segundo DIMESKI (2009),
a interferéncia causada por amostras lipémicas geralmente resulta em subestimacdo dos

resultados.

Das amostras dos grupos DZxELI e ELI, o analisador bioquimico fez leitura da
atividade de GGT somente em duas, e em ambas foi observado a mensagem referente a
diferenca de absorbéancia pela lipemia, como citado na analise de AST, ALT e FA. Na tentativa
de reduzir o efeito das lipoproteinas, foi realizada diluicdo na proporcao de 1:2 de NaCl 0,9%,

entretanto ndo houve leitura em nenhuma das amostras.

As recomendaces dos reagentes destacam que concentracdes de até 2000 mg/dL de TG
ndo afetam a avalicdo da concentracdo sérica de ureia e creatinina, realizada por métodos
fotométricos, porém os coelhos apresentavam esta concentracdo préxima a 3000 mg/dL. Desta
forma, foi realizada diluicdo 4:1 com NaCl 0,9% como tentativa de reduzir a lipemia e permitir
adequada mensuracao destes analitos. Somente duas amostras de ureia permaneceram sem ser
mensuradas, as quais eram de coelhos do grupo DZXELI que apresentavam os dois valores mais
altos de concentracdo de TG (4668 mg/dL e 4112 mg/dL). Por outro lado, mesmo com esta
diluicdo, 55% das amostras ndo apresentaram mensuracdo de creatinina pelo analisador
bioquimico. Dos valores obtidos, as concentracBes séricas de ureia foram consideradas
adequadas, enquanto os valores de creatinina estavam muito abaixo do esperado. Considerou-
se que a diluicdo na proporcao 1:4 de NaCl 0,9% pode auxiliar na avali¢cdo da concentracdo de
ureia em amostras com até 3800mg/dL de TG (valor maximo encontrado nas amostras

mensuradas apés a diluicdo), porém sem beneficios na analise de creatinina.

Diluicdo com NaCl 0,9% (1:2) também foi realizada para a quantificacdo da
concentracgdo serica de PT e albumina, as quais ndo sao afetadas na presenca de concentracdes

séricas de TG de até 1000 mg/dL e 500 mg/dL, respectivamente. Varias amostras continuaram
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sem ser mensuradas, e os valores obtidos da concentracdo de albumina permaneceram

superiores aos de PT, demonstrando que estes resultados ndo eram confiaveis.

Durante a avaliacdo da concentracdo de colesterol, sem diluicdo, o analisador
bioguimico ndo conseguiu fazer a analise em nenhuma das amostras dos grupos medicados com
ELI, indicando que ndo foi observada reacdo, ou que houve reacdo na direcdo oposta a
programada. Segundo o manual do equipamento, recomenda-se diluicdo e repeticdo do
processo. Foi realizada diluicdo com NaCl 0,9% na proporcdo 1:1 e 1:4, sem qualquer beneficio.
Desta forma, é sugerido que a lipemia impediu a mensuracao do colesterol no soro dos coelhos
medicados com ELI.

A mensuracdo da concentracdo de glicose ndo apresentou aparentes interferéncias

significativas.

Ao avaliar a interferéncia analitica causada pela emulséo lipidica, GRUNBAUM et al.
(2012) observaram alteracdo significativa na anélise de albumina, enquanto a creatinina, PT e
ALT se tornaram imensuraveis. A analise de glicose pelo método colorimétrico também foi
propensa a erro. Por outro lado, ndo houve alteracdo na quantificacdo de ureia. ANDRADE,
OLIVEIRA e SOUZA (2016) utilizaram a diluicdo para a analise de uma amostra muito
lipémica, e obtiveram sucesso na avaliagdo de FA, AST, ALT, glicose, GGT, amilase, ureia e
bilirrubina total e direta, porém este procedimento nédo foi efetivo em remover a interferéncia
durante a quantificacdo de creatinina. BRANCO (2015) separou o sobrenadante lipémico de
amostras de coelhos que receberam ELI 20% (LCT), e este procedimento permitiu adequada
avaliacdo da ureia, creatinina, glicose ALT, AST, FA e GGT, porém ainda houve interferéncia

nos resultados de PT e albumina.

E possivel que a divergéncia entre estes resultados e os obtidos no presente experimento
seja ndo somente devido a diferencas na concentracdo de lipoproteinas e composicdo destas,
mas também dos reagentes e aparelhos utilizados. O tipo e a intensidade da interferéncia podem
variar com diferentes metodologias de mensuragdo (DIMESKI, 2009; NIKOLAC, 2014).
Segundo BORNHORST, ROBERTS e ROBERTS (2004), a interferéncia causada pelos

lipidios provenientes de ELI aparenta ser menor do que a gerada por lipidios endégenos.

Assim como constatado por outros autores, é possivel observar como a lipemia pode
prejudicar o diagnodstico e a monitoracdo de determinadas condigdes clinicas (ANDRADE;
OLIVEIRA; SOUZA, 2016). JOHNSON-ARBOR, SALINGER e LUCZYCKI (2015)
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relataram que esta interferéncia, causada pela administracdo de ELI 20% em uma mulher
intoxicada, impediu a monitoracdo dos gases sanguineos enquanto esta era mantida na
ventilacdo mecanica, prejudicando o adequado acompanhamento e tratamento da paciente. No
presente estudo, € possivel que um intervalo minimo de 4 horas apds o final da infusao, tempo
em que houve reducdo visual significativa da lipemia no projeto piloto, seja necessario para que

ndo haja mais interferéncia e as anélises possam ser feitas com seguranca.

3.3.3 ANALISES ERITROCITARIAS

As Unicas mensuracfes do eritrograma que sofreram interferéncia nas amostras
lipémicas foram a concentracdo de HB, o CHCM e o HCM, sendo que os dois Ultimos sdo
calculados a partir do primeiro e do volume globular pela formula CHCM(g/dL) = [HB] (g/dL)
x 100/VG (%) (PAES; LEME; CARNEIRO, 2009).

A lipemia pode alterar a quantificacdo da HB realizada por espectrofotometria
(ANDRADE; OLIVEIRA; SOUZA, 2016). Desta forma, a HB observada em T5 nos grupos
ELI e DZXELI (capitulo 2) foi considerada superestimada devido a interferéncia da lipemia,
assim como citado por PAES, LEME e CARNEIRO (2009). De forma similar, BRANCO

(2015) também observou a superestimacao dos niveis da HB em coelhos tratados com ELI.

Segundo ANDRADE, OLIVEIRA e SOUZA (2016), a correcdo da quantificacdo da
HB e da determinacdo de outros parametros eritrocitarios, como o HCT, VCM e CHCM seria
possivel com a substituicdo do plasma lipémico, apds centrifugacdo, por NaCl 0,85%.

Entretanto, este procedimento ndo foi realizado com as amostras dos coelhos deste experimento.

3.3.4 ANALISE CROMATOGRAFICA

3.3.4.1 DETERMINACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Para quantificacdo do DZ, primariamente é necessario o desenvolvimento e validacado
do método analitico. Nesse estudo, inicialmente, foi proposto método empregando

cromatografia a liquido e detec¢éo por UV.

A fase movel (FM) inicialmente utilizada era constituida de 40% de acetonitrila (ACN),
40% de metanol (MEOH) e 20% de &gua (H-0), o volume de injecao foi de 50 pL, a vazdo de

1,0 mL/min e a temperatura de forno igual a 40°C. O comprimento de onda determinado para
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a quantificacéo foi de 228, assim como citado por FREIRE et al. (2005) e MERCOLINI et al.
(2009).

Para a determinacdo da faixa de concentracdo de DZ a ser testada, a sua concentracao
plasméatica maxima (Co) apds a administracdo de 1 mg/kg em coelhos de aproximadamente 3,5
kg foi estimada. Para tal, foi utilizada a formula:

Co = _Massa administrada .
Vi

Assim, considerando a massa administrada 3,5 mg e Vq de 7000 mL, Co = 0,5 pg/mL.

Com este dado, foram previstas possiveis concentracfes sanguineas de DZ que
poderiam ser obtidas nos animais em estudo, e definiu-se qual faixa de concentragéo deveria
ser testada e utilizada no desenvolvimento do método analitico. A solucdo stock foi preparada
com a dissolucdo de 1 mg de DZ? em 10 ml de metanol (100 pg/mL). A partir desta, por
diluicdes sucessivas, solugdes padrdo foram obtidas nas concentracdes de 1,0 pug/mL, 0,8
pg/mL, 0,5 pg/mL, 0,25 pg/mL e 0,10 pg/mL que foram utilizadas posteriormente no controle
de qualidade e validacdo da metodologia. Solucdo de trabalho com DZ foi preparada ao
transferir 1 mL da solucdo stock para um baldo com 50 mL de metanol, resultando em
concentracdo de 2 pL/ml. O padrédo interno (PI) escolhido foi o bromazepam (BZ), e a sua
solucdo padréo foi preparada com 1 mg do agente diluido em 10 mL de metanol (100 pg/mL).
Uma aliquota de 1 mL desta solucdo foi misturada a 10 mL de metanol, resultando na solugédo
de trabalho do PI (10 pg/mL).

A primeira coluna testada foi uma Zorbax C1g de 25 cm. Foi realizada injecdo da solucao
de trabalho de DZ a 0,5 pg/mL nas condigdes citadas anteriormente, porém em 35 minutos de
tempo de corrida ndo foi observado pico do DZ, e tempo superior a este tornaria 0 exame
inviavel.

Em seguida, a coluna Shim-pack BE-006 CLC-ODS (M) foi utilizada. As solugdes
padréo de DZ (0,10 pg/mL) e PI (10 pg/mL) foram injetadas e resultaram em picos adequados,
sendo o do Pl em 2,4 minutos, e o de DZ em 3,5 minutos. Esta coluna foi, entdo, considerada
adequada para a analise. Como tentativa de distanciar o tempo de retencdo do DZ do pico do
volume morto, evitando interferéncias, a FM foi modificada reduzindo a sua fragéo organica
(35 ACN : 35 MEOH : 30 H20) e foram injetadas solugdes de DZ nas concentracOes de 1,0

22 Substancia Quimica de Referéncia Diazepam, Farmacopéia Brasileira, Lote 1044.
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pg/mL, 0,8 pg/mL, 0,5 pg/mL, 0,25 pg/mL e 0,10 pg/mL, e a do PIl. Observou-se em todas as
amostras, como esperado, aumento do tempo de retencdo dos farmacos (BZ em 4,40 minutos e
DZ em 7,32 minutos) (Figura 3.2).

100 100

R etertion Time

40 - 150

Mhntes

Figura 3.2 - Cromatograma de solugéo do PI BZ (10 pug/mL) e de DZ (0,5 pg/mL) em coluna
Shim-pack BE-006 CLC-ODS (M) e fase mével 35 ACN : 35 MEOH : 30 H20 a um fluxo de
1,0 mL/min. O PI apresentou pico em 4,40 minutos, e 0 DZ em 7,32 minutos.

3.3.4.2 DETERMINACAO DO METODO DE EXTRACAO (PRE-TRATAMENTO)

A partir da defini¢do das condic¢6es cromatograficas, foram iniciados os testes com soro,
o qual foi coletado de coelhos Nova Zelandia machos, com a mesma origem dos animais
utilizados no experimento, e que ndo haviam sido expostos a medicamentos. Duas amostras
foram preparadas em tubos cénicos, uma com soro branco (500 pL) e uma com soro (500 uL)
enriquecido com 5 pL de cada solugéo de trabalho (BZ e DZ). Ambas foram submetidas a
extragdo por precipitacdo de proteinas, com adi¢cdo de 2 mL de ACN e agitacdo em vdrtex por
1 minuto. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3500 rpm durante cinco minutos
(Centrifuga Jouan® MR23i), o sobrenadante (1,8 mL) foi transferido para um novo tubo e
evaporado em concentrador (Tecnal® TecVap TE-O194) a 40°C. O material foi ressuspendido
em 500 pL da FM (35 ACN : 35 MEOH : 30 H20) e agitado em vortex durante 1 minuto. As
amostras foram filtradas (Millex — HV com membrana de PVDF, 0,45um de poro e 13mm de
diametro), transferidas para um vial e injetadas no HPLC. Foi observado um pico interferente
préximo ao tempo de retencdo do PI, entdo teste foi realizado com a mudanca da FM para 40
ACN : 40 MEOH : 20 H20, porém ndo houve melhora significativa.
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Duas amostras (tempos T1 e T2) de um animal do grupo DZxELI foram enriquecidas
com 25 pL da solucédo de trabalho do Pl e submetidas a extracdo por precipitacdo de proteinas
citada anteriormente, porém apesar de no tempo T1 os picos dos padrdes terem sido adequados
para a avaliacdo, em T2 havia varios picos interferentes que impossibilitavam a avaliacdo.
Optou-se pela utilizacdo de tampéo fosfato (TF) na FM, como citado por FREIRE et al. (2005)
(KH2PO4 0,01mol/L, pH 3,5), porém com constitui¢do de 40 ACN : 40 MEOH : 20 TF. Tampéo
fosfato acidificado ja foi utilizado por outros autores como um dos constituintes da FM
(MERCOLINI et al., 2009; ROUINI et al., 2008). Com a nova FM, o pico de BZ ficou mais
intenso, e apesar de haver menos interferéncias, elas ainda prejudicavam a avaliagdo. Desta
forma, a busca de outra metodologia de extracdo foi considerada para que a matriz da amostra

do animal medicado tratado com ELI fosse mais purificada.

Foi realizada tentativa de extracdo em fase sélida (SPE) com cartucho Cig e tampéo
borato, como descrito por FREIRE et al., (2005). Para o preparo do tampao borato, foram
dissolvidos 12,37 g de &cido bdrico e 14,91 g de KCl em 1000 mL de 4gua Milli-Q. Em seguida,
50 mL desta solucdo foram transferidos para um baldo de 200 mL juntamente com 20 mL de
NaOH 0,2M. Esta mistura foi homogeneizada e seu pH ajustado para 9,0. Uma vez pronto, foi
iniciada a SPE, com condicionamento de cartucho SPC Cig com 2 mL de metanol e 1 mL de
agua Milli-Q, em vazédo de 2 mL/min. A amostra de soro (500 pL) do animal do grupo DZXELI
foi misturada com 10 pL do PI (100puL/mL) e 3 mL do tampdo borato, e entdo foi passada pelo
cartucho. O cartucho foi lavado com 3 mL deste mesmo tampéo, 4 mL de 4gua Milli-Q e 1 mL
de ACN. Apds a coluna estar seca, os analitos foram eluidos com 3 mL de n-hexano:metanol
(90:10 v/v). Da fase organica resultante, 2 mL foram recolhidos e evaporados a 40°C e
ressuspendidos com 400 pL da FM com tampéo fosfato para posterior injecdo no HPLC.
Entretanto, os interferentes permaneceram, prejudicando a quantificacdo do BZ e DZ (Figura
3.3).
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Figura 3.3 - Cromatograma de soro de coelho do grupo DZxELI coletado no momento T1,
enriquecido com PI e extraido em coluna de SPE, em coluna Shim-pack BE-006 CLC-ODS
(M) e fase movel 40 ACN : 40 MEOH : 20 TF a um fluxo de 1,0 mL/min. Presenca de varios
interferentes impedindo a adequada avaliacdo dos picos do Pl e DZ.

Uma metodologia de extracdo liquido-liquida foi entdo testada. Para o preparo da
amostra, a quantidade de emulsdo lipidica que os coelhos utilizados teriam em 500 pL de
plasma apds a administracdo da ELI foi estimada. Os animais receberam um total de 9 mL/kg
de ELI, e os coelhos tem aproximadamente 80 a 100 mL de sangue por quilo de peso vivo.
Cada 100 mL de sangue resulta em aproximadamente 48 a 60 mL de soro. Desta forma, 9 mL
de ELI foi administrado em 60 mL de soro, e em cada 500 pL de soro havia 75 pL da emulséo
gordurosa. Desta forma, soro (500 pL) enriquecido com 25 pL da solucgéo trabalho do PI, 250
L da soluc&o trabalho do DZ e 75 pL de Lipovenos® MCT 20% foram misturados em um tubo
de ensaio com 1,5 mL de HCI (0,1M), 0,2 g de NaCl e 0,8 g de MgSO: e agitados em voértex
por 1 minuto. Em seguida, foi centrifugado a 5000 rpm durante 5 minutos. A fase aquosa foi
separada e misturada com 650 puL de NaOH (0,5 M). Essa fase aquosa foi filtrada em cartuchos
de SPE C8, sendo os cartuchos lavados trés vezes com 1 mL de agua contendo 5% de metanol.
Apbs a lavagem, os cartuchos foram eluidos com mistura de 95% de n-Hexano e 5% de ACN.
O eluato foi recolhido e evaporado sob fluxo de ar. Ao sedimento, foi adicionado 300 pL de
FM para ressuspensédo, e procedeu-se a filtracdo e injecdo no HPLC. Durante a avaliacao,
porém, ndo foram observados os picos do DZ e do PI. Desta forma, conclui-se que esta extracéo

ndo foi efetiva (Figura 3.4).
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Figura 3.4 - Cromatograma de soro de coelho enriquecido com PI, DZ e ELI, submetido a
extracdo liquido-liquido em coluna de SPE, em coluna Shim-pack BE-006 CLC-ODS (M) e
fase mdvel 40 ACN : 40 MEOH : 20 TF a um fluxo de 1,0 mL/min. Os picos referentes ao Pl
e ao DZ néo foram observados.

Optou-se por testar uma adaptacdo do método de QUEChERS descrito anteriormente na
extracdo de benzodiazepinicos de liquidos bioldgicos (WESTLAND; DORMAN, 2013). As
amostras de soro (500 pL) foram enriquecidas com 75 pL de emulsdo lipidica, 50 puL da solugéo
trabalho do Pl e 250 uL da solucéo trabalho de DZ, e agitadas em vortex durante 1 minuto.
Foram adicionados 2 mL de ACN e, novamente, realizada agitagdo em vortex por 1 minuto.
Em seguida, foi adicionado 0,8 g de MgSQOg4 anidro e 0,2 g de NaCl e agitado por 1 minuto em
vortex. O MgSQs atua se ligando a grande quantidade de &gua, enquanto o NaCl separa as fases
ao aumentar a forca ionica da fase aquosa (WESTLAND; DORMAN, 2013). Entdo, a amostra
foi centrifugada durante 5 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi separado (aproximadamente
1,7 mL) e evaporado no concentrador. Apos a evaporacao de todo o liquido da amostra, ela foi
ressuspendida em 500 pL de FM (40 ACN : 40 MEOH : 20 H20) e agitada por 1 minuto em
vortex. Todo o volume foi transferido para um eppendorf com 150 mg de MgSOa, 25 mg de
PSA e 25 mg de Cis e agitado em vortex durante 30 segundos. Esta fase atua como um clean
up, auxiliando na remocao de mais gua e de interferentes da matriz (WESTLAND; DORMAN,
2013). Em seguida, a amostra foi centrifugada a 3500 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante
foi filtrado, transferido para um vial e injetado no HPLC. Enquanto o DZ apresentou pico
adequado, o pico do PI ficou perto de algumas interferéncias. O processo foi, entdo, repetido
com uma nova amostra, porém a FM utilizada, inclusive na ressuspensao, foi constituida de 30
ACN: 30 de MEOH : 40 TF. Nestas condi¢Oes, o0 BZ apresentou pico em 5,49 minutos e DZ
em 12,03 minutos, ambos sem interferentes proximos (Figura 3.5). Uma amostra de soro branco
também foi submetida a0 QUEChERS modificado, sem observacdo de picos nos tempos de

retencédo do Pl e DZ, demonstrando a seletividade do método.
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Figura 3.5 - Cromatograma de soro de coelho enriquecido com PI, DZ e ELI, extraido por
QUEChERS adaptado, em coluna Shim-pack BE-006 CLC-ODS (M) e fase movel 30 ACN :
30 MEOH : 40 TF a um fluxo de 1,0 mL/min. O PI apresentou tempo de retencdo em 5,49
minutos, e 0 DZ em 12,03 minutos.

O fluxo foi aumentado de 1 mL/min para 1,2 mL/min para tentar reduzir o tempo de
corrida de cada amostra, e 0s tempos dos picos de BZ e DZ foram, respectivamente, 4,5 minutos
e 10 minutos. Os resultados obtidos foram considerados promissores, e a extracdo por
QUEChERS adaptado foi entdo repetida com 3 concentracGes diferentes de DZ (1000 ng/mL,
500 ng/mL e 100 ng/mL), todos com resultados adequados.

Foram realizados novos testes de extracdo por QUEChERS, comparando o efeito da
utilizacdo de MgSO4 e NaCl, e a extracdo sem estes sais. O pico de DZ foi mais intenso na

amostra extraida sem os sais, entdo estas etapas foram retiradas da metodologia.

3.3.4.3 LINEARIDADE E REPETIBILIDADE DO METODO DE EXTRACAO
QUECHERS

Uma curva de concentracdo de DZ foi entdo realizada, para testar se havia linearidade
nos resultados obtidos. Em cada tubo, alem de 50 pL da solucéo trabalho do PI, foi acrescida

solucéo trabalho de DZ em volumes necessarios para a obtengédo das seguintes concentracgdes:

e 0,1 pg/mL (25 pL da solugéo trabalho em 500 pL de soro).

e 0,20 pg/mL (50 pL da solucéo trabalho em 500 pL de soro).
e 0,50 pg/mL (125 pL da solugéo trabalho em 500 pL de soro).
e 0,8 pg/mL (200 pL da solucéo trabalho em 500 pL de soro).
e 1,0 pg/mL (250 pL da solucéo trabalho em 500 pL de soro).

127



Para que ndo houvesse interferéncia dos diferentes volumes da solucéo de DZ, apds a
adicdo de 50 pL de BZ em cada tubo, as amostras foram evaporadas no concentrador, e
ressuspendidas em 500 pL de soro branco. Emuls&o lipidica (75 pL de Lipovenos® MCT 20%)
foi misturada a cada amostra, e ap0s agitacdo em vortex por 1 minuto, elas foram submetidas
a0 QUEChERS adaptado descrito anteriormente (Figura 3.6) e analisadas. Adequada

linearidade foi observada.
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Figura 3.6 - Cromatogramas de soro de coelho enriquecido com PI, DZ e ELI, extraido por
QUEChERS adaptado, em coluna Shim-pack BE-006 CLC-ODS (M) e fase movel 30 ACN :
30 MEOH : 40 TF a um fluxo de 1,0 mL/min. O PI apresentou tempo de retencdo em 4,62
minutos, e 0 DZ em 10,30 minutos. N&do foram observados interferentes que prejudicariam a
avaliacdo dos picos do Pl e DZ. A: DZ na concentracdo de 0,1 pg/mL. B: DZ na concentracédo
de 1,0 pg/mL.

Em seguida, foi necessario verificar a repetibilidade desta metodologia, entdo foram
preparadas amostras com DZ em trés concentracdes diferentes: concentracdo baixa (100
ng/mL), concentracdo média (500 ng/mL) e concentracao alta (1000 ng/mL) de DZ. Para cada
concentragéo, seis repeticdes foram realizadas, totalizando 18 amostras. Houve repetibilidade,
e a metodologia foi considerada adequada para as extracdes com as amostras reais (coletadas
de coelhos tratados com ELI durante os experimentos).
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3.344 APLICAC}AO DO METODO EM AMOSTRAS DE COELHOS TRATADOS
COM ELI

Inicialmente, foi realizada extracdo com amostras de um animal do grupo DZ (capitulo
2) e um do grupo DZXELI (tempos T1 e T2). Para tal, foi acrescido as amostras 50 pL de
solucéo trabalho de PI, e entdo submetidas ao QUEChERS modificado. A amostra do grupo DZ
ndo apresentou grandes interferéncias, assim como o tempo T1 da amostra do grupo DZxELI.
Por outro lado, nos tempos T2 a T5 do grupo DZxELI foram observados varios picos
interferentes que impediam a avaliacdo do DZ e do PI (Figura 3.7). Duas amostras do grupo
ELI (tempo T2 e T3) também foram extraidas e injetadas, acrescidas de DZ e P, porém vérios
picos interferiram nas leituras destes padrdes (Figura 3.8).
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Figura 3.7 - Cromatogramas de soro de coelho do grupo DZxELI enriquecido com PI, extraido
por QUEChERS adaptado, em coluna Shim-pack BE-006 CLC-ODS (M) e fase mével 30 ACN
: 30 MEOH : 40 TF a um fluxo de 1,2 mL/min. A: Amostra coletada em T1, apds a
administracdo de DZ, porém o animal ainda n&o havia recebido ELI. E possivel observar os
picos de Pl em 4,5 minutos e o de DZ em 10,1 minutos. B: Amostra coletada em T2, logo ap0s
o término da infusdo de ELI. E possivel observar a presenca de varios interferentes que
impedem a adequada avaliacéo do pico de DZ.
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Figura 3.8 - Cromatogramas de soro de coelho do grupo ELI enriquecido com PI, extraido por
QUEChERS adaptado, em coluna Shim-pack BE-006 CLC-ODS (M) e fase movel 30 ACN :
30 MEOH : 40 TF a um fluxo de 1,2 mL/min. A: Amostra coletada em T2, com tempo de
corrida de 22 minutos, com diversos interferentes préximos aos tempos referentes aos picos do
Pl e do DZ. B: Amostra coletada em T3, com tempo de corrida estendido para 50 minutos. Até
50 minutos de corrida ainda é possivel observar a presenca de interferentes.

Uma vez que os picos interferentes foram observados somente nas amostras de animais
e tempos que receberam ELI, eles sdo possivelmente oriundos de produtos da metabolizagédo
ou degradacao da emulsdo. Possivelmente a ELI que os coelhos receberam impediu a adequada

deteccdo e quantificacdo do DZ no plasma.

As tecnicas de pre-tratamento de amostras de plasma com DZ ja estabelecidas
anteriormente ndo foram adequadas para as amostras com emulsdo lipidica. Possiveis
interferéncias causadas pela matriz sdo comuns na avaliagdo cromatografica (WESTLAND;
DORMAN, 2013). PAPADOPOULOU et al. (2012) cita que para a deteccdo de farmacos frente
a lipemia sdo necessarias técnicas especiais, que nem sempre sdo acessiveis. Neste caso, por
exemplo, é possivel que a associacdo de um espectrometro de massas a HPLC possibilite a
deteccdo e quantificacdo. BRANCO (2015) obteve sucesso na deteccdo de ivermectina em
amostras de coelhos medicados com ELI (Lipovenos® LCT 20%) ao utilizar HPLC e
espectrometro de massa. JOHNSON-ARBOR, SALINGER e LUCZYCKI (2015) relatam a
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possibilidade de quantificacdo de propranolol em paciente tratado com ELI 20% apds

ultracentrifugacdo da amostra lipémica e leitura por HPLC e espectrdmetro de massa.

Também foi possivel observar que no tempo T1 das amostras do grupo DZ e DZXELL,
ou seja, amostras sem emulsdo gordurosa, foi possivel observar o pico de DZ, porém este
apresentava intensidade muito baixa. Para as doses administradas, sugere-se também que a
HPLC-UV néo foi sensivel o suficiente para esta deteccdo, e aparelhos mais sensiveis séo

necessarios.

3.4 CONCLUSOES

A infusdo de ELI (Lipovenos® MCT 20%) em coelhos interferiu na avaliacio da
concentracdo sérica de PT, albumina, ureia, creatinina, colesterol e hemoglobina, e da atividade
enzimatica da AST, ALT, FA, GGT, e da amilase. Desta forma, a importancia destes exames
na monitoracdo e no tratamento dos pacientes deve ser levada em consideracdo durante a
deciséo de utilizagdo, ou ndo, da ELI. A diluicdo das amostras ndo resultou, na maioria das
analises, em resolucdo da interferéncia gerada pela lipemia. O tratamento com a ELI também
impediu a determinacdo cromatografica do DZ com procedimentos descritos anteriormente
como adequados. A busca por métodos que possam resultar em adequada purificacdo desta
matriz e eficiente quantificacdo do benzodiazepinico € estimulada. Nos casos em que estas
analises sdo essenciais em pacientes que serdo tratados com ELI, como para diagndstico
definitivo de exposi¢do ao farmaco, sugere-se coleta da amostra antes da administracao da ELI.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos sugerem que o protocolo utilizado de tratamento com ELI 20% (solucao
com MCT e LCT) pode ser administrado concomitantemente ao DZ com seguranga, sem
interferir na acdo deste farmaco. Entretanto, é possivel que na presenca de doses mais altas de
DZ, a ELI altere a concentracéo e o efeito deste farmaco, assim como é possivel que a resposta
varie com a utilizacdo de diferentes formulag6es de ELI. O desenvolvimento do experimento
em animais que ndo estavam intoxicados foi uma limitacdo deste estudo, uma vez que a
seguranca observada pode ser alterada em pacientes com diferentes condicdes clinicas. O fato
de ndo ter sido possivel quantificar o DZ sanguineo também foi um fator limitador,
prejudicando a avaliacdo da agdo da ELI sobre esse benzodiazepinico. Estudos posteriores séo
encorajados, com especial atencdo para a avaliacdo quantitativa de variacdes na concentracdo
sanguinea e tecidual do DZ quando associado a terapia com ELI, e frente a diferentes

concentragcfes desse farmaco.
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