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ABSTRACT. Meneses A.M.C., Saito M.E., Moraes C.C.G., Souza N.F., Bastos R.K.G.,
Luz M.A., Seixas L.S., Melchert A. & Caramori ]J.C.T. [Evaluation of biocompatibility
of the membrane of cellulose acetate in dogs with acute renal failure undergoing he-
modialysis.] Avaliacdo da biocompatibilidade da membrana de acetato de celulose em
cdes com insuficiéncia renal aguda submetidos a hemodiélise. Revista Brasileira de Me-
dicina Veterindria, 36(4):362-366, 2014. Instituto da satide e Producdo Animal na Ama-
zOnia, Universidade Federal Rural da Amazonia, Avenida Presidente Tancredo Neves,
2501, Montese, Belém, PA 66077-530, Brasil. E-mail: andre.meneses@ufra.edu.br

In order to evaluate the biocompatibility of the membrane of cellulose acetate in
dogs with acute renal failure (ARF), undergoing hemodialysis, were used two groups,
one consisting of eight normal dogs and the other by eight dogs with ARF induced by
gentamicin. Each animal underwent five hemodialysis sessions, with intervals of 24
hours between each one. A significant reduction in urea and creatinine, whereas the
other biochemical values were not different between groups, as well as blood pressure,
red cell count, white blood cell count and activated clotting time. High levels of TNF-a
was found in sick animals, with no detection of this cytokine in normal animals.
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RESUMO. Com o objetivo de avaliar a biocompa-
tibilidade da membrana de acetato de celulose em
cdes com insuficiéncia renal aguda (IRA), subme-
tidos a hemodialise, foram utilizados dois grupos,
sendo um formado por oito cdes higidos e o outro
por oito caes com IRA induzida por gentamicina.
Cada animal foi submetido a cinco sessdes de he-
modialise, com intervalos de 24 horas entre cada
sessdo. Houve redugao significativa nos niveis de
uréia e creatinina, enquanto que os demais valores
bioquimicos ndo apresentaram diferencas entre os

grupos, assim como a pressdo arterial sistémica,
hematimetria, leucometria e tempo de coagulagao
ativada. Altos niveis de TNF-a foram verificados
nos animais doentes, ndo havendo deteccdo desta
citocina nos animais higidos.

PALAVRAS-CHAVE. Hemodialise, cdes, IRA, biocom-
patibilidade, hemodialisador.

INTRODUCAO

Todos os aminoglicosideos, como a gentamici-
na, causam, em maior ou menor grau, nefro e oto-
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toxicidade, portanto, o tratamento prolongado e/
ou altas doses pode causar necrose tubular aguda
(NTA), por danificar as membranas celulares do ta-
bulo proximal, resultando em perda enzimatica da
borda em escova, alteracdo de absorcao e diminui-
cao da taxa de filtracdo glomerular (Ahrens 1996).

O uso de dosagens toxicas para criar um modelo
de insuficiéncia renal aguda (IRA), no qual se es-
tude a nefrotoxicidade, é justificado, pois as lesoes
funcionais e histolégicas sdo semelhantes aos dos
casos clinicos tipicos (Parker et al. 1982).

A hemodialise (HD) é o método que utiliza “rim
artificial” para corrigir os desequilibrios de compo-
sicdo e volume do fluido corpoéreo e ainda eliminar
toxinas acumuladas. Para que seja realizada, o san-
gue do paciente entra em contato com a membrana
do dialisador e esta, permitira trocas com a solugao
dialisante (Cowgill & Langstone 1996). Esta intera-
¢do ativa os componentes celulares e humorais do
sangue, gerando uma série de respostas biolégicas
(Modi et al. 2001).

A biocompatibilidade das membranas decorre
da interagdo do sangue do paciente com a superfi-
cie da membrana do dialisador (Pereira & Cheung
1999) e o critério para classificad-la como bioin-
compativel depende do grau que a mesma induz
a ativacao do sistema complemento e neutropenia
transitéria (Modi et al. 2001). As membranas de
celulose regenerada sao obtidas por meio da liga-
cdo quimica de material ao grupo hidroxila livre
na superficie do polimero celulésico, sendo a mais
comum de acetato de celulose, no qual o acetato
substitui cerca de 80% dos grupos hidroxila, além
das membranas diacetato e triacetato de celulose
(Stone 1996).

Teoricamente, as membranas bioincompativeis
podem piorar o estado catabélico da IRA e agravar
o estado inflamatério na sepse, condicdo comum
nesse tipo de situacao clinica (Haag-Webwr 1996).
Segundo Basile & Druke (1989), as principais alte-
racdes observadas durante o procedimento hemo-
dialitico sdo trombocitopenia transitéria, leucope-
nia, neutropenia, hipoxemia, sindrome do primeiro
uso, amiloidose e liberacao de citocinas como IL-1
e TNF.

Portanto, o presente estudo se propos a avaliar a
biocompatibilidade da membrana de acetato de
celulose em cdes com IRA induzida por gentami-
cina, submetidos a HD, estudando a relacdo entre
os componentes dessa membrana e a producao/li-
beracao de TNF-q, ativacdo de leucocitos e sistema
complemento, fornecendo respostas referentes a
biocompatibilidade das membranas dos dialisado-

res, ja que a literatura é escassa no que se refere ao
assunto em questdo, especialmente na IRA.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no Laboratério Expe-
rimental do Departamento de Clinica Médica da Faculda-
de de Medicina, Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Campus de Botucatu, com aprovacdao da Comissdo de
Etica em Pesquisa Animal da Faculdade de Medicina da
Unesp-Botucatu, protocolo n° 321 de 07 de julho de 2003.

Foram utilizados 16 cdes machos adultos, sem raca
definida e com peso corporal variando entre 07 a 14 Kg,
provenientes do Canil do Biotério Central da Unesp-Bo-
tucatu, sendo oito animais clinicamente sadios (Grupo
controle) e oito com IRA (Grupo tratado) induzida por
gentamicina na dose de 15 mg/Kg intravenoso a cada 8
horas, com o estabelecimento da IRA definido quando
0s animais apresentassem concentragdo sérica de creati-
nina = 5 mg/dL, independente do volume urinario.

O acesso vascular foi obtido pela implantacdo do cate-
ter de duplo ladmen (8 French), preferencialmente na veia
jugular externa direita, segundo técnica descrita por Me-
neses (2003) e foi realizada fluoroscopia cérvico-toracica,
para verificacdo do correto posicionamento do mesmo.

Foi utilizado aparelho de HD de sistema proporcio-
nal, com médulo de ultrafiltracdo controlada. Os animais
receberam “priming” com aproximadamente 180mL de
solucdo fisiologica 0,9%, de acordo com Meneses (2003),
para que se evitasse quadro hipovolémico e hipotensivo
ao inicio das sessdes. Empregou-se dialisador de aceta-
do de celulose com area de superficie de 0.5m? e o flu-
X0 sanguineo extracorporeo foi restrito a 3-5 mL/Kg/
min nos dois tratamentos iniciais, evitando excessivo
clearance de uréia e desequilibrio osmético. A partir da
terceira sessao ocorreu aumento progressivo para 10-15
mL/Kg/min, com duracdo de 60 min cada e intervalo
de 24 horas, totalizando cinco sessdes para cada animal.

Para evitar quadro hiponatrémico e hipotensivo, op-
tou-se pela utilizagdo de perfil de s6dio, com 155 mmol/L
nos 10 minutos iniciais; 150 mmol/L nos 25 minutos in-
termedidrios e 145 mmol/L nos 25 minutos subsequen-
tes, adaptando o perfil descrito por Meneses (2003).

A anticoagulacao foi realizada com heparina sédica
em protocolo intermitente com dose inicial de 100U/
Kg/IV, conforme descrito por Brant (2003). Nos mo-
mentos M0, M5, M30 e M60, foi determinado o tempo
de coagulagdo ativada (TCA) com monitor MCA 2000%,
adicionando-se 2 mL de sangue ao tubo de vidro pré-
prio juntamente com um ativador (pé de vidro), para
acelerar a coagulacao. Doses suplementares de 25 U/
Kg de heparina sédica foram administradas no momen-
to M30, ou quando o TCA fosse menor que 1,5 vezes o
valor inicial.

Utilizando-se venopungdo jugular, foram colhidas
amostras de sangue nos momentos pré (PRH) e pds- he-
modidlise (POH), verificando-se o niimero de hemaécias
(células/pL); hemoglobina (g/dL) e volume globular,
para avaliagdo da percentagem de animais com neces-
sidade transfusional (volume globular <15%); contagem
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do ntmero de leucécitos (células/ pL); diferencial de leu-
cdcitos (%) e contagem global de plaquetas (células/pL),
para avaliagdo da biocompatibilidade da membrana do
dialisador, bem como dosagens de uréia (mg/dL), cre-
atinina (mg/dL), sédio (mmol/L), potassio (mmol/L) e
glicose (g/ %).

A avaliacao da biocompatibilidade da membrana do
dialisador também foi realizada observando-se o nivel
sérico de C3 e microglobulina {3, utilizando-se kits con-
vencionais nos momentos pré-HD e p6s-HD, e por meio
da deteccao de TNF-a por ensaio bioldgico e leitura por
ELISA nos momentos MO, M5, M30 e M60.

A pressao arterial sistémica (sistdlica) foi mensura-
da nos momentos pré- HD, M5, M30 e pds-HD, pelo
aparelho DV-10%, utilizando-se o método ndo-invasivo,
por meio do Doppler vascular, com transdutor colocado
preferencialmente na artéria mediana, e manguito, cuja
escolha de tamanho levou em consideragao 40% do dia-
metro do membro, no terco médio do membro utilizado.

Imediatamente apods a realizagdo das sessdes de HD,
foi realizada anti-sepsia do orificio de saida do cateter e
das vias arterial e venosa do cateter. Posteriormente as
vias foram lavadas com solugdo fisiolégica 0,9%, e pre-
enchidas com heparina soédica (0,7mL da via arterial e
0,8mL da via venosa) para evitar a presenca de codgulos
nas vias, fato este que diminuiria a perviedade do cate-
ter e até poderia impossibilitar sua utilizacado. Foi colo-
cado curativo compressivo no local para evitar que os
animais retirassem acidentalmente o cateter.

Para as variadveis, pressao arterial, tempo de coa-
gulacdo ativada e avaliagdo da biocompatibilidade da
membrana do dialisador foi realizada técnica da anali-
se de varidncia (paramétrica ou ndo paramétrica) para
o esquema de dois fatores (grupo controle ou tratado),
completada com os respectivos testes de comparagdes
multiplas (Norman & Treiner 1994). O nivel de signifi-
cancia adotado foi de 5%.

RESULTADOS

O tempo de preenchimento capilar, apresenta-
va-se em 1 segundo (1”) no momento pré-HD e em
2 segundos (2”) no pés-HD, em ambos os grupos,
e os resultados relativos a temperatura retal (T°C)
obtidos nos momentos MO, M5, M30 e M60, bem
como os resultados relativos a pressao arterial sis-
tolica (PAS) em mmHg, ndo mostraram diferenca
estatisticamente significante entre os grupos estu-
dados.

Na Tabela 1, encontram-se os resultados expres-
sos em média referentes a contagem de hemdcias
(células/pL), hemoglobina (g/dL), volume globu-
lar (%), contagem de plaquetas (células/uL), con-
tagem de leucdcitos (células/uL) e contagem dife-
rencial de leucécitos (%), nos momentos pré-HD e
p6s-HD de ambos os grupos.

Osresultados relativos as determinacgoes de Tem-
po de Coagulagdo Ativado (TCA) estdo na Tabela 2.

Em relacdo ao volume de preenchimento do dia-
lisador de acetato de celulose utilizado (34mL) e o
reuso, observou-se que ndo houve possibilidade de
reutilizacdo, provocando descarte apds seu uso.

Quanto ao exame bioquimico, os valores das
médias de uréia (mg/dL), creatinina (mg/dL), so-
dio (mmol/L), potassio (mmol/L) e glicose (g%),
nos momentos pré-HD e pés-HD dos grupos, en-
contram-se expressos na Tabela 3.

A avaliacao de microglobulina 3,e de C3, utili-

Tabela 1. Valores, expressos em média, referentes a hematime-
tria e leucometria, obtidos nos momentos pré-HD e p6s-HD,
nos dois grupos dialisados.

Grupo controle Grupo tratado

Pré-HD  Pos-HD Pré-HD  Pés- HD
Hemicias 558+0,43 4,88 0,9 4324109 4,04+1,35
(cel/pL)
Hemoglobina  12,21+1,98 10,83+2,09  9,75+2,37  8,89+2,67
(g/dL)
Volume 36,53+5,85 32,08+651  29,35+7,23 26,55+7,63
Globular (%)
Plaquetas 66+24,7 39,12+14,66  173,25+80,12 118,1+63,1
(cel/pL)
Leucocitos 14,3143,42  7,05+2,11 12,2747,23  8,76+4,93
(cel/pnL)
Neutrofilos  73,19+13,57 74,42+8,7 73,3+18,42 73,25+17,17
(cel/uL)
Linfécitos 21,75+12,61 23,17+4824  23,57+17,63 24,19+16,72
(cel/pL)
Moné6citos 4214241  2,22+0,99 2,57+1,73  2,08+1,48
(cel/puL)
Eosinéfilos 044036  0,240,15 0,39+0,4  0,37+0,38
(cel/uL)
Basofilos 044036  0,21+0,12 0,14+0,12  0,10,06
(cel/pL)

Tabela 2. valores, expressos em média, relativos ao Tempo de
Coagulagao ativada (TCA) (segundos) nos momentos M0, M5,
M30 e M60, os dois grupos dialisados.

Média do Tempo TCA (segundos)
Grupo controle

Grupo tratado

MO 90,62 +14,17 88,62 +23,78
M5 287,32 + 147,45 360,3 £ 305
M30 192,15 + 53,28 305,77 + 308,43
M60 125,57 £ 26,13 238,25 + 223,56

Tabela 3. Valores bioquimicos, expresso em média, obtidos
nos momentos pré-HD e p6s-HD dos dois grupos dialisados.

Grupo controle Grupo tratado

Pré-HD  Pés-HD Pré-HD  Pés- HD
Uréia 288+8,6 20,25+5,02 205,2 £72,88 147,8 £ 51,45
(mg/dL)

Creatinina ~ 0,65+0,07 0,57+0,12 593+1,67 5,69+1,67
(mg/dL)

Sédio 147,72 £2,05 146,25 £2,25 145,15 £ 5,31 143,87 £ 5,01
(mmol/L)

Potassio 3,71+041 3,26+0,29 387+041 3,34+0,28
(mmol/L)

Glicose 103,02+5 95,77 +9,61 953+9,03 82,55+11,79
(8%)
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zada para analisar a biocompatibilidade da mem-
brana do dialisador de acetato de celulose, revelou
valores pré-HD e p6s-HD de 0,0 mg/L e <15,6 mg/
dL, respectivamente, ndo havendo diferenca esta-
tisticamente significativa entre as duas.

Quanto ao TNF-a, avaliado com a mesma fina-
lidade da microglobulina 3, e da C3, as médias en-
contradas foi 0, nos momentos M0, M5, M30 e M60
do grupo controle e foram de 434,9 em MO, 572,03
em M5, 719,78 em M30, e 545,59 em M60 no gru-
po tratado, ndo havendo diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos.

DISCUSSAO

Os exames bioquimicos ndo revelaram altera-
¢Oes importantes durante e apds a HD nos animais
normais, diferente do ocorrido naqueles em IRA.
Em relacdo ao s6dio, ndo ocorreram mudancas im-
portantes no nivel sérico deste eletrélito nos dois
grupos estudados, possivelmente decorrente da
utilizagdo do chamado perfil de s6dio, indicado por
Cowgill & Langstone (1996) e descrito por Meneses
(2003), cuja finalidade é ndo permitir que os niveis
deste elemento diminuam durante a realizacao do
procedimento hemodialitico.

Os dados relativos as concentracdes pré e pos-
-dialiticas de uréia mostraram queda significan-
te, tanto nos animais do grupo controle quanto
nos do grupo tratado, sendo o valor pés-dialitico,
aproximadamente 45% do valor inicial, resultados
compativeis com os observados por Meneses et al.
(2010), que citam que esta reducdo é compativel
com “clearance” adequado dessa molécula, em que
pese a concentracdo sanguinea anterior a dialise,
que ressalta eficacia do método hemodialitico na
remocao de toxinas de pequeno peso molecular.

Os niveis séricos de creatinina também foram
menores quando se comparou 0os momentos pré
e pos-hemodiélise em todos os grupos estudados,
principalmente nos animais com IRA, fato este que
confirma o éxito na realizagdo do procedimento.

Neste experimento nao se observou a presenca de
leucopenia nos grupos estudados, assim como rela-
tado por Basile & Drueke (1989), nem linfopenia e
monocitose como citado por Amore & Coppo (2002).
H4 intima correlagdo entre leucopenia e ativagao do
sistema complemento, fato este que nao ocorreu no
presente trabalho, haja vista que os niveis séricos de
C3 permaneceram dentro da normalidade em am-
bos 0s grupos estudados, justificando desta forma
a resposta encontrada. Segundo Hoenich & Stamp
(2000), o pico de detecgao de C3 se da aos 15 minu-
tos de iniciado o procedimento hemodialitico, e aos

60 minutos o nivel sérico tende a retornar ao basal,
situagdo esta decorrente da resposta fisiologica da
medula 6ssea a neutropenia periférica.

Quanto a contagem de plaquetas, notou-se di-
minuicdo do ntimero dessas células, que pode ser
causado por uma série de fatores relacionados a
hemodialisadores com membrana de acetato, den-
tre eles, aumento na funcado e agregacao plaqueta-
ria, que pode resultar em trombocitopenia, assim
como descrito por Lazarus & Owen (1994), além da
adesdo secundaria a deposigao protéica na superfi-
cie das membranas como descrito por Hoenich &
Stamp (2000).

Em relagao a microglobulina 3,, ndo foi possivel
a deteccdo do nivel sérico desta substancia durante
a realizagdo deste experimento, que pode ser credi-
tado ao fato de que a mensuracdo se deu pelo mé-
todo de imunoturbidimetria, e ndo ELISA, assim
como proposto por Nakajima et al. (2000), além do
que, a presenca de altos niveis de microglobulina
B, esta intimamente correlacionada com a deposi-
¢do de substancia amildéide nas regides articulares e
periarticulares, particularmente em pacientes sub-
metidos a HD croénica, assim como descrito por Ba-
sile & Drueke (1989).

Quanto a determinacdo do TNF-a, ndao houve
deteccdo desta citocina nos animais higidos, en-
quanto que altos niveis foram verificados nos ani-
mais doentes. Em pacientes submetidos a hemodi-
alise, a deteccdo de altos niveis de TNF-q, citocina
pro-inflamatoéria, podem estar correlacionados com
um pior progndstico dos pacientes com sepse e/
ou com o desenvolvimento de disfun¢do organica
multipla, segundo Simmons et al. (2004).

Geralmente, como descrito por Goldstein et al.
(2003), o pico de producao desta citocina se da aos
30 minutos apoés iniciado o procedimento e pode
perdurar por até 24 horas, fato semelhante ao en-
contrado no presente estudo, ja que foram realiza-
das sessdes didrias em todos os pacientes.

Em relacdo a hematimetria, nos dois grupos
estudados, ndao houve alteracdo dos valores de he-
maécias e hemoglobina, ocorrendo uma pequena
diminui¢do do volume globular, fato diferente do
relatado por Cowgill & Langstone (1996), e rea-
firmados por Elliott et al. (2000) e Meneses et al.
(2010). Ocorréncia esta, possivelmente explicada
pelo fato de que, durante a realizagdo do procedi-
mento hemodialitico, ocorreram mesmo em peque-
nas quantidades, perdas sanguineas, por meio das
linhas e também dos dialisadores, ou de fendme-
nos hemoliticos, decorrentes da passagem do san-
gue pelo circuito extracorporeo.
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Com o protocolo de heparinizagao utilizado, os
valores de TCA foram mantidos dentro dos niveis
adequados, evitando-se assim, nos animais do ex-
perimento, tanto a heparinizagao insuficiente quan-
to a excessiva, assim como descrito por Meneses et
al. (2010). Esses resultados discordam dos encon-
trados por Cowgill & Langstone (1996) e Langstone
(2002), que afirmam que a manutencdo da hepari-
nizagdo ideal s6 seria possivel com o protocolo de
heparinizagao continua.

A obtencado da heparinizagdo adequada permite
multiplos reusos dos dialisadores, importante para
manter a viabilidade econémica da hemodialise em
animais e humanos e sendo um dos indicadores de
hepatinizacao ideal (Hertel et al. 2001).

Neste estudo, as membranas de acetato de ce-
lulose ndo foram reutilizadas. O reuso das mem-
branas dos hemodialisadores pode contribuir para
o aumento da biocompatibilidade, pois quando
comparadas membranas novas e reprocessadas,
este dltimo tipo apresenta menor ativagdo do sis-
tema complemento e manutengao da contagem de
leucdcitos, além de reduzir os custos do procedi-
mento, assim como descrito por Basile & Drueke
(1989).

Deve-se salientar que nao ocorreu nenhum
6bito durante a realizacdo deste experimento, de-
monstrando a seguranca do método e a possibili-
dade de reprodutibilidade do proposto por Mene-
ses (2003).

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo per-
mitiram concluir que ocorre aumento nos niveis
séricos de TNF-a nos animais com IRA submetidos
a HD, refletindo resposta importante a produgao
de citocinas. A membrana de acetato de celulose é
eficiente e biocompativel, podendo ser utilizada na
rotina clinica em pacientes portadores de IRA sub-
metidos a HD. Necessita-se, no entanto, que novas
pesquisas sejam realizadas utilizando-se outros
marcadores e novos tipos de membranas.
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