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RESUMO

Pedro-Rodrigues, G. Avaliacdo da coagulacdo sanguinea no choque
hemorragico controlado ap0s reposicdo volémica com ringer lactato, sangue
total, plasma fresco congelado e globulos, em ratos. 2014. Dissertacdo de
Mestrado - Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, 2014.

Introducdo: O desenvolvimento de alteracdes da coagulacao é frequente no trauma
grave e contribui significativamente para morbidade e mortalidade. H& controvérsias
sobre qual o melhor esquema de reposicéo volémica (RV) no trauma. Objetivamos
avaliar diferentes taxas de transfusao de plasma fresco congelado (PFC) em relacéo
a globulos (GV) e cristaloide no tratamento do choque hemorragico (CH). Método:
Ratos albinos machos (n=36) foram aleatorizados em 06 grupos: Grupo controle
(GC); NP-R, reposicdo com ringer lactato (RL); NP-R(1:1), reposi¢do com glébulos e
plasma 1:1; NP-R(1:2), reposi¢cdo com glébulos e plasma (1:2); NP-R(1:3), reposicao
com globulos e plasma (1:3) e NP-ST, reposicdo com sangue total. Todos os
animais, exceto o grupo GC, foram submetidos a choque hipovolémico controlado e
a realizacdo de tromboelastometria (teste NATEM do ROTEM) antes e apds o
choque. Para avaliacdo da coagulopatia foram examinados 0s seguintes parametros
do ROTEM®: CT (tempo de coagulacdo), CFT (tempo de formag¢do do coagulo),
angulo “a”, MCF (Firmeza méxima do coagulo) e Ly60 (lise 60). Andlise de variancia
com pos teste de Turkey foi utilizada para comparacao entre os grupos. Resultados:
No processo que envolve a iniciagdo do coagulo (CT), ndo houve significancia entre
os grupos. Com relacdo a cinética do coagulo (CFT e ““a”), os grupos NP-R e NP-
R(1:3) apresentaram piora significativa do codgulo em comparagcdo com os demais
grupos. Em relacédo a forca do coagulo (MCF), o grupo NP-R teve diferenca em
relacdo ao GC, Baseline, NP-R(1:1), NP-R(1:2) e NP-ST; e o NP-R(1:3) também foi
significativo em relacédo ao GC, Baseline e NP-ST. Ly60 ndo apresentou diferenca
entre os grupos. Conclusdes: Os esquemas de reposi¢do volémica com sangue
total e com propor¢cbes de globulos e plasma 1:1 e 1:2 apresentaram menor

alteracdo na coagulacédo e melhor resposta hemodinamica a reposicéo volémica.
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ABSTRACT

Pedro-Rodrigues, G. Evaluation of blood coagulation on controlled hemorrhagic
shock after volume replacement with ringer's lactate, whole blood, fresh frozen
plasma and red blood cells, in rats. 2014. Dissertacdo de Mestrado - Faculdade de

Medicina, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2014.

Background: The development of coagulation disorders is frequent in severe trauma
and contributes significantly to morbidity and mortality. There is controversy about the
best volume replacement in trauma. We aimed to evaluate different blood component
ratios and crystalloid in the treatment of hemorrhagic shock. Methods: Male albino
rats ( n = 36 ) were randomized into 06 groups: SHAM, NP-R , replacement with
ringer lactate (RL), NP-R (1:1), NP-R(1:2), NP-R(1:3) replacement with plasma:red
blood cells 1:1, 1:2 e 1:3 respectively and NP-TB replacement with fresh whole blood
(FWB). All animals, except the SHAM group, underwent to controlled hypovolemic
shock followed by resuscitation with the type of fluids described above analyzed by
thromboelastometry (NATEM test of the ROTEM®) before and after shock induction.
For evaluation of the following parameters were examined at ROTEM®: CT (clotting
time), CFT (clot formation time), “a” angle, MCF (maximum clot firmness) and Ly60
(lysis 60). Analysis of variance was done using Turkey post test for comparisons
between groups. Results: In the process involving the initiation of clot (CT) no
differences between groups were observed. Regarding the kinetics of clot (CFT and
“a”), the NP-R and NP-R (1:3) groups were significantly worse when compared to the
other groups. Regarding the clot strength (MCF) NP-R group was significantly worse
when compared to SHAM, Baseline, NP-R (1:1), NP-R (1:2) and NP-TB. In addition
the NP- R (1:3) was significantly worse as compared to SHAM, Baseline and NP-TB.
Values for Ly60 did not vary among groups. Conclusions: The fluid resuscitation
with whole blood or with plasma:red blood cells ratios of 1:1 and 1:2 are the best
options to treat controlled hemorrhagic shock in rats as less clotting alterations and
better hemodynamic responses are achieved when compared to RL or to other
PFC:FFP ratios.



Introducéo

1. INTRODUCAO

O trauma grave é uma das principais causas de mortalidade no mundo (1).
No Brasil, € a maior causa de morte na faixa etaria dos 05 aos 39 anos (2). O
choque hemorragico esta envolvido em 44% das mortes pré-hospitalares e 55% das

mortes apOs a admisséo hospitalar (3).

Héa estimativas de que, no ano de 2020, ocorrerdo mais de 8 milhdes de
mortes por traumatismos no mundo, sendo que aproximadamente 40% dessas
mortes serdo devido a choque hemorragico (CH). Para melhor compreensdo da
fisiopatologia e visando procurar alternativas para o tratamento e reducdo da
mortalidade dessa condicdo, varios estudos, experimentais e clinicos, tém sido

realizados (4-9).

O presente estudo faz parte de linha da pesquisa, ora vigente, do laboratério
de fisiopatologia cirdrgica da Faculdade de Medicina da UFMG, que investiga a
fisiopatologia e a resposta inflamatoria decorrentes do choque hemorragico
experimental com énfase nos disturbios de coagulacéo relacionados ao trauma.
Estudo clinico demonstrou que o uso de plasma fresco congelado (PFC) em altas
proporcdes associado a transfusdo de glébulos (GV) reduziu a coagulopatia e a
mortalidade em combatentes na guerra do Iraque (10). No entanto, ha controvérsias
sobre possivel “viés de sobrevida” entre aqueles soldados que receberam maiores
taxas de PFC, pois, estudos realizados em vitimas de trauma civil, ndo conseguiram

demonstrar os mesmos resultados obtidos no cenario militar (6, 11-13). Além disso,
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ha falta de estudos experimentais, clinicamente relevantes, comparando as

diferentes proporc¢des de PFC na reposicao volémica, de forma controlada.

Modelo experimental em animais de pequeno porte capaz de reproduzir 0os
eventos do choque hemorragico de forma clinicamente relevante foi desenvolvido
para demonstrar 0os beneficios dos diferentes esquemas de reposicdo volémica. No
presente estudo, foi proposto investigar as diferentes propor¢cbes de PFC:GV e
cristaloides na reposicédo volémica como forma de tratamento do CH controlado em

modelo experimental, usando ratos.
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2. OBJETIVOS.

a) Avaliar a resposta de reanimacéo volémica com diferentes proporcdes de
PFC:GV, sangue total e ringer lactato como forma de tratamento do

choque hemorragico controlado em ratos.

b) Determinar qual o esquema de reposicdo volémica, traz maior beneficio
para a qualidade do coagulo e melhor resposta a reanimacéo volémica

no choque hemorragico controlado em ratos.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Choque hemorragico

Choque é definido como perfuséo tecidual inadequada, causando déficit de
oxigénio e de nutrientes para suprir as demandas metabdlicas celulares. O
desequilibrio prolongado entre oferta e consumo de oxigénio resulta em hipdxia
celular e desarranjo de processos bioquimicos celulares, que podem progredir para
0 nivel sistémico, culminando em morte celular, faléncia mdultipla de o6rgaos e

morte(14-17).

Os efeitos celulares incluem disfuncdo da bomba de ions na membrana
celular, perda do contetdo intracelular para o espaco extracelular e regulacéo

inadequada do pH intracelular (16, 17).

Os efeitos sistémicos incluem alteracbes no pH sanguineo, disfuncéo
endotelial, disfungdo da cascata de coagulagdo, bem como maior estimulagdo das

cascatas inflamatodria e antiinflamatoria (16-18).

No CH, a pressdo arterial pode ser mantida em niveis proximos da
normalidade, apesar da diminuicdo do volume intravascular e do comprometimento
da contratilidade miocardica, por meio de mecanismo compensatorio baseado,

principalmente, na vasoconstriccdo arteriolar periférica (19). Esta, no entanto, nao
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melhora o débito cardiaco nem a oxigenacdo tecidual, apesar de restabelecer

parcialmente a pressao arterial (15).

A hipotenséo é sinal tardio e pouco sensivel de CH, havendo correlacéo
direta entre a intensidade e duracdo da hipotensdo com a mortalidade (19). A
presenca de hipotenséo (definida como presséao arterial sistélica inferior a 90 mmHg,
na fase pré-hospitalar do trauma) estd associada a mortalidade inicial de 12% e
tardia de 32%, enquanto pacientes sem hipotensdo pré-hospitalar tém mortalidade
global inferior a 20%. Quando a hipotensdo persiste por mais de 120 minutos, a
mortalidade atinge 50% dos pacientes. Os pacientes com presséao sistélica inferior a
70 mmHg nas primeiras 24 horas tém mortalidade superior a 60%. Além disso, a
presenca de hipotensdo no periodo pré-hospitalar esta relacionada a maior
incidéncia de faléncia multipla de érgdos e maior tempo de internacdo em unidade

de terapia intensiva(20).

3.2 Reposicéo volémica no trauma

3.2.1 Cristaloides

As principais classes de fluidos para reposicdo volémica sdo as solucbes
cristaloides, coloides e hemoderivados. A escolha do fluido de substituicdo depende,

em parte, do tipo de liquido perdido (21).
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A infusdo de cristaloides durante o tratamento do CH tornou-se pratica
corrente a partir dos anos 50, com o avanc¢o do conhecimento da sua fisiopatologia,
principalmente pelos resultados obtidos em modelo de hemorragia em cées. Neste
modelo, o choque hemorragico era provocado pela aspiracdo de sangue por um
cateter intravascular, com débito, volume e pressao arterial pré-fixados. O choque
provocava acentuado déficit de liquido extracelular, e a permanéncia do estado de
choque por periodos prolongados resultava em faléncia organica irreversivel,
mesmo apdés multiplas transfusées de sangue. Concluiu-se que esse déficit poderia
ser revertido com a infusdo precoce de cristaloides, correspondente a trés vezes o

volume de sangue perdido (regra de 3:1) (22).

O CH passou a ser tratado com infusbes macicas de cristaloides durante a
Guerra do Vietnd (1959-1975). Comparada a Guerra da Coréia (1950-1953), a
incidéncia de necrose tubular aguda foi drasticamente reduzida com essa estratégia.
Entretanto, ndo houve reducdo da mortalidade global (23, 24). Se, por um lado,
infusbes macicas de cristaloides reduziram a incidéncia de insuficiéncia renal, o
excesso de cristaloides contribuiu para o aumento da incidéncia de edema pulmonar
nao-cardiogénico, denominado na época de “Pulm&o de Choque” ou pulmao de

Dan-Nung que teve grande impacto na mortalidade apds hemorragia grave (25).

Na década de 1980, com o avan¢co das técnicas de monitorizacao
hemodinamica, e a busca continua pela manutencédo da perfusdo tecidual, passou-
se a defender a “reanimagao supranormal’, que estabelecia parametros
hemodinamicos acima dos niveis fisiologicos: indice cardiaco (IC) 50% maior que

4,5 I/(min. m?), oferta de oxigénio (DO,) maior que 600 ml/(min. m?), extracdo de
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oxigénio (VO,) maior que 170 ml/(min. m?) e 500 ml de sangue a mais que a média

normal para a superficie corporal (26).

Apesar dessa abordagem, ensaio clinico com 75 pacientes vitimas de CH
mostrou que a mortalidade do grupo que recebeu reanimacéo supranormal foi igual
ao do grupo controle. Portanto, ndo estd comprovado que a reanimacgao
supranormal reduz a mortalidade no trauma (27). Esse fato ocorre, em parte, devido
ao aumento do dano celular induzido pelo excesso de oxigénio, substrato para a

formacdo de radicais livres (19).

As diretrizes iniciais do ATLS recomendavam a infusdo rapida de 2000 ml de
ringer lactato (RL) como parte do protocolo de tratamento do choque hemorragico. O
objetivo era restaurar o volume intravascular e equilibrar a oferta de oxigénio com as
demandas teciduais (28). A normalizacdo da presséo arterial era um dos parametros
para atingir esse objetivo. Essa orientacdo persistiu até recentemente. A partir das
edi¢coes do protocolo de 2008 foram modificadas para reposi¢cédo volémica cautelosa
antes do controle mecanico da hemorragia em vitimas de traumatismo penetrante no

tronco (29, 30).

A reanimacgdo macica com cristaloides altera as fun¢des pulmonar e celular,
provoca alteracdes na resposta inflamatdria e nos processos de coagulacéao (23, 31,
32). O aumento da pressdo hidrostatica capilar reduz a pressdo oncotica
intravascular e diminui a drenagem linfatica pulmonar. Esses mecanismos,

associados ao aumento da permeabilidade capilar causado pelo fendbmeno de
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isquemia-reperfusdo, provocam deslocamento de plasma do espaco intravascular
para o intersticio pulmonar, prejudicando as trocas gasosas (33). A infusédo volémica
intra-operatoéria de cristaloides superior a 20 ml/(kg.h) aumentou o risco de edema
pulmonar ndo cardiogénico em quase quatro vezes quando comparada a infusdo

inferior a 10 ml/(kg.h) (34).

A sobrecarga de cristaloides altera a funcdo celular, ao sobrepujar
mecanismos intrinsecos que mantém as células em estreitas faixas de volume.
Aumento da pressdo hidrostatica e diminuicdo da osmolaridade extracelular
provocam influxo de agua através da membrana celular, diminuindo o pH
citoplasmatico e a concentracdo de proteinas, resultando em queda da fosforilacdo

oxidativa, vital para a producao eficiente de energia (32).

A infusdo excessiva de cloreto de sodio pode provocar acidose
hiperclorémica e agravar a acidose latica frequentemente encontrada em pacientes
em CH (32). A acidose diminui a contratilidade cardiaca, a sensibilidade das fibras
cardiacas ao calcio e ao AMP ciclico, e reduz a resposta adrenérgica aos agentes

inotropicos (35).

A resposta inflamatéria é exacerbada pela sobrecarga de cristaloides. O
edema celular ativa a fosfolipase A2, resultando em aumento da producdo de
prostaglandinas, lipoxigenase, leucotrienos e acidos epoxieicosandicos. A producao

do fator de necrose tumoral alfa (FNTa) pelos macrofagos e a secrecdo de
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interleucinas (IL-6, IL-8 e IL-10) pelo sistema reticulo-endotelial sdo exacerbadas

pela reanimacéo volémica macica no CH (32).

Reposicdes volumosas com cristaloides provocam coagulopatia por
hemodiluicdo dos fatores de coagulacédo. Estudo retrospectivo com 8724 pacientes
com trauma grave demonstrou coagulopatia na admissdo hospitalar em 50% dos
pacientes que receberam mais de trés litros de liquidos por via intravenosa,
enquanto a coagulopatia estava presente em apenas 10% dos pacientes que
receberam menos de 500 ml de fluidos pré-hospitalares. Portanto, outros fatores

inerentes ao trauma parecem estar relacionados aos disturbios de coagulacéo (36).

3.2.2 Coloides

N&o existe superioridade comprovada das solucdes coloides (albumina,
dextran) em relacdo aos cristaloides para a reanimacdo volémica no choque

traumatico (37, 38).

Os coloides efetivamente aumentam o volume intravascular e podem manter
a pressao oncotica plasmatica em niveis proximos da normalidade em comparacéo
com os cristaloides. No entanto, revisdo sistematica de ensaios clinicos comparando
fluidos de reanimacdo volémica mostrou que o uso de coloides ndo melhorou a
mortalidade ou a morbidade dos pacientes vitimas de trauma, em comparacao ao

uso de cristaloides (38).
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3.2.3 Hemoderivados

Ao longo dos séculos, 0 manejo da hemorragia foi transformado pela pratica
da transfusdo alogénica, permitindo a correcdo do choque hemorragico que até
entdo era fatal. No entanto, a valorizacdo dos efeitos potencialmente nocivos da
hemotransfusdo tem crescido ao longo dos tempos. A associacdo entre transfusao
de sangue e infeccdo em pacientes traumatizados foi descrita no inicio de 1990 (39).
Estudos subsequentes identificaram que transfusdo pds trauma era um preditor
significativo de morbidade pulmonar, insuficiéncia de multiplos 6rgéos, infeccdo e
morte (40-43). O beneficio relativo e o risco de transfusdo constituem preocupacao
clinica e continuam a ser area em investigacdo, especialmente na procura das
proporcdes ideais entre os hemocomponentes capazes de trazer maiores beneficios

€ menores riscos aos pacientes.

Utilizacdo de PFC precocemente no trauma e em propor¢des iguais aos dos
glébulos e plaquetas (1:1:1) constitui material de estudos recentes (10).
Combatentes da guerra do Iraque que necessitaram transfusdes macicas tiveram
reducdo de 50% na mortalidade com o uso dessa estratégia, mas, no cenario do

trauma civil, a mesma abordagem néo resultou em reducéo de mortalidade (11, 44).

A transfusdo precoce de PFC (15 ml/Kg) visa prevenir ou tratar o mais
precocemente possivel a coagulopatia relacionada ao trauma, recentemente
denominada, Coagulopatia Aguda Associada ao Trauma e Choque — ACoTS, a qual

€ multifatorial. A participacdo de outros fatores: trauma tecidual, hemodiluicao,
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hipotermia, acidose, inflamacdo e consumo de fatores da coagulacdo nessa

alteracao foi descrita (18, 45-50).

Outro problema enfrentado atualmente é o da estocagem dos
hemoderivados. Apesar de o PFC apresentar efeitos benéficos na permeabilidade
endotelial, na estabilidade vascular e na reanimacédo apos choque hemorragico em
ratos, esses beneficios diminuem significantemente entre os dias 0 e 05 de
estocagem (51). GV com tempo maior de estocagem também podem provocar
alteracdes na microcirculacdo, diminuir a perfusdo e aumentar a mortalidade (43,

52).

A determinacdo da melhor proporcdo entre PFC:GV e cristaloides a ser
usada na reposicao volémica de vitimas de choque hemorragico traumatico, carece
de estudos experimentais. Os dados até agora obtidos em estudos clinicos séo, na
maioria das vezes, retrospectivos e possuem variagdes importantes, interferindo de

forma significativa nos resultados.

Resultados parciais de estudo prospectivo, observacional de cohort em
andamento, parece demonstrar que as proporcoes entre PFC e globulos = 1:1 néo
oferece qualquer vantagem adicional em relacéo as proporcdes 1:2 ou 3:4 e que 0S
beneficios da terapia com plasma sao limitados aos pacientes que ja estdo com

coagulopatia (12).
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A transfusdo de sangue total no trauma civil € incomum. No entanto, em
operacOes militares, desde a | Guerra Mundial, a transfusdo de sangue total &
frequente (53). A base racional é que a transfusdo em massa de apenas um dos
componentes do sangue (por exemplo, os glébulos) vai levar a deficiéncias
dilucionais dos outros componentes (por exemplo, plaguetas, fatores de
coagulacéo). Isto pode ser evitado pela transfusdo de sangue total. A estratégia ideal
de reanimacdo para doente com CH grave ainda esta indeterminada e o uso de

sangue total se justifica em certas circunstancias militares (53, 54).

3.2.4 Reanimacéo volémica hipotensiva X normotensiva.

Hipotensdo permissiva (HP) € definida como a manutencdo deliberada de
niveis pressoéricos mais baixos em pacientes com hemorragia grave, até que se
obtenha controle definitivo do sangramento (5, 55). O objetivo é repor volume,
restaurar o fluxo microvascular e o transporte de oxigénio, sem interferir nos
mecanismos de hemostasia. No entanto, ainda existem controvérsias se, no trauma
grave, deve-se fazer a reanimagdo normovolémica ou hipovolémica até que se

consiga o controle definitivo da hemorragia.

Para alguns autores, a RV agressiva € potencialmente perigosa e a
reposicdo com HP pode melhorar os resultados (56, 57). A reanimacao hipotensiva
causa menos sangramento abdominal do que a reanimagdo normotensiva e

apresenta perfusao tecidual equivalente. (5). Os que adotam essa estratégia visam
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RV suficiente para manter perfusdo tecidual adequada, sem comprometimento da

hemostasia.

Por outro lado, a HP € prejudicial aos pacientes com traumatismos
cranioencefalicos (TCE), ja que a hipotensao reduz a perfusdo cerebral e aumenta a

mortalidade (58).

As origens da HP remontam a época da Primeira Guerra Mundial. Em 1918,
foi observado que pacientes com CH nao-controlado perdiam mais sangue quando
submetidos a reanimacdo volémica macica antes do controle do foco

hemorragico(59).

A maioria dos estudos considera HP como a manutencdo da pressao
sistélica entre 80 e 90 mmHg ou da pressao arterial média (PAM) entre 50 e 65
mmHg para pacientes previamente normotensos (55, 60). InfusGes macicas de
cristaloides podem provocar a expulsdo de coagulos formados nos vasos lesados,
especialmente nos primeiros minutos apdés o trauma, quando estes ainda estao
vulneraveis devido a exigua trama de fibrina (61). Modelo experimental de choque
hemorragico arterial ndo-controlado demonstrou que 0s animais ressangravam ao
atingirem PAM de 64 + 2 mmHg apos reposi¢cao volémica com ringer lactato (RL).
Esse achado € explicado pela lei de Laplace: o aumento radial do vaso eleva, em
proporcao direta, a tensédo sobre as paredes do mesmo e, consequentemente, sobre

o coagulo (33, 46, 62).



REVISAO DA LITERATURA 14

3.3 Coagulopatia no trauma

Alteracbes da coagulacdo sédo freqlentes no trauma grave e contribuem,
significativamente, para morbidade e mortalidade (63). A hemorragia € causa de
40% de todas as mortes por trauma (63). No ambiente pré-hospitalar, a hemorragia
nao controlada é a segunda causa de morte, perdendo apenas para as lesdes do
sistema nervoso central (64) e é a primeira causa de morte precoce do trauma grave
no ambiente intra-hospitalar (63). Entre 25% a 35% dos pacientes vitimas do trauma
civil apresentam coagulopatia no momento da chegada a unidade de emergéncia

apesar da reducdo do tempo entre o trauma e o inicio do tratamento (36, 65, 66).

A coagulopatia pode ser resultado de desarranjos fisioldgicos tais como
acidose, hipotermia ou hemodiluicdo relacionada com a administracdo de fluidos ou
de hemoderivados. No entanto, a coagulopatia aguda também pode ocorrer
independentemente da presenca desses fatores no trauma grave (65, 67). Varios
termos para se referir ao estado de coagulopatia aguda tém sido utilizados:
coagulopatia aguda trauméatica (CAT), coagulopatia precoce do trauma (CPT),
coagulopatia induzida pelo trauma e coagulopatia aguda do trauma e do choque

(COATS)(44, 65, 67, 68).

A perfuséo tecidual inadequada em pacientes com choque hipovolémico leva
a acidose metabolica, que pode ser agravada por excesso de cloreto dos fluidos
administrados e por hemocomponentes pobres em fatores de coagulacdo. A acidose

provoca alteracdo da coagulacdo demonstravel em modelos experimentais com PH
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< 7,2 por interferir com a montagem de complexos de fatores de coagulacdo que
envolve o célcio e fosfolipidios de carga negativa (69-71). No entanto, a correcéo da
acidose por si s6 hem sempre corrige a coagulopatia associada ao trauma, 0 que
indica que a lesdo de tecidos provoca coagulopatia por meio de mecanismos

adicionais (72, 73).

A hipotermia em pacientes feridos é classificada em leve (36°C a 34°C),
moderada (34°C a 32° C) e grave (<32°C) (74). A hipotermia apos a lesdo € devida a
exposicao ao frio no momento da lesdo, durante o transporte e durante o exame; e é
agravada pela administracao de fluidos intravenosos frios. A hipotermia é um preditor
independente de mortalidade fraco (74-76), porém, acidose e hipotermia sao
sinérgicos em relacdo ao aumento da mortalidade(77). O efeito da hipotermia na

coagulacéao inclui a disfuncéo das plaquetas e funcdo enzimatica diminuida (78, 79).

Estudos in vitro e em voluntérios saudaveis demonstraram que RV generosa
com cristaloide, coldide e concentrados de heméacias leva a diluicdo de proteinas de
coagulacéo (80-82). Outros estudos mostraram que, apesar do peso da contribuicéo
da hemodiluicdo, existem fatores inerentes ao proprio trauma que levam a chamada

coagulopatia aguda relacionada ao trauma (36, 67).

Outro fator que contribui com a coagulopatia é o tempo de armazenamento
dos concentrados de hemacias, que sofrem alteragbes funcionais e estruturais
progressivas ao longo do tempo. As les6es de armazenamento incluem a diminuicao

do PH, a quelacédo do célcio, os baixos niveis de 2,3 difosfoglicerato e diminuicdo da
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concentracdo de fatores de coagulacado. A transfusdo de sangue com maior tempo
de estocagem pode prejudicar ainda mais a perfusdo microvascular e tem efeitos
inflamatorios e imunomoduladores (83, 84). Varios estudos sugerem que transfusao
de glébulos com tempo de armazenamento prolongado estad associada a maiores
morbidade e mortalidade (85, 86), mas esta continua sendo area de controvérsia e

investigacao (87).

Coagulopatia associada ao trauma € deficiéncia da hemostasia
caracterizada pelo desarranjo da ativacdo da fibrinGlise que ocorre logo apds a
lesdo, sendo bioquimicamente independente da presenca de acidose metabdlica,
hipotermia ou hemodiluicdo. O risco de CAT aumenta com a presenca de

hipotensdo, com a gravidade do trauma e com o TCE (45, 65, 88).

Estudos experimentais sugerem que a ativacdo da via da proteina C € o
principal componente da CAT, que ocorre quando h& lesdo tecidual e choque (45,
89). A proteina C, um anticoagulante sistémico, é convertida para proteina C ativada
por meio do complexo da trombina com a trombomodulina. A proteina C ativada é
uma protease sérica que inativa os fatores Va e Vllla e esgota os inibidores do
plasminogénio (90, 91). A proteina C ativada atua, a principio, como protecao por

inibicdo da trombose durante periodos de diminui¢ao do fluxo.

A hipoperfusdo sustentada aumenta o0s niveis de trombomodulina,
aumentando a disponibilidade de trombina ligada a trombomodulina (45). Assim a

trombina € desviada de sua funcéo proé-coagulante para fazer um papel patolégico
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anticoagulante, ao ativar a proteina C em excesso (45). A inibicdo da proteina C
mediada por anticorpos em um modelo animal mostrou ser capaz de impedir o

desenvolvimento de CAT em resposta ao trauma e choque hemorragico (90).

34 Tromboelastometria

A tromboelastografia (TEG) foi primeiramente descrita por Hartet, em 1948
(92), como método para avaliar a funcdo hemostéatica. Posteriormente, surgiu uma
evolucdo da TEG que é a tromboelastometria rotacional (ROTEM®) (93). Ambos
utilizam os mesmos principios descritos por Hartet. A diferenca entre eles é o
mecanismo rotacional. Na TEG, o que movimenta é 0 recipiente com sangue,
engquanto, na ROTEM, o que movimenta € um pino central. Neste caso, o recipiente
com sangue serve apenas como estacdo imovel. Isso trouxe mais estabilidade ao
sistema, ja que qualquer vibracdo no recipiente com sangue pode provocar

alteracdes na TEG (94, 95).

A tromboelastometria avalia as propriedades viscoelasticas desde o inicio da
formacédo do coagulo até o processo de fibrindlise, evidenciando a contribuicdo dos
varios elementos que fazem parte do processo de coagulacdo (96, 97). Os testes
que avaliam a viscoelasticidade do coagulo (TEG ou ROTEM), permitem identificar,
precocemente, qual fator e/ou componente da coagulacdo esta em déficit,

permitindo corrigi-lo antes que ocorra o disturbio de coagulagéo (98, 99).
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Em varios estudos de coorte foi observado que a utilizacdo destes testes
para indicar hemotransfusbes esta associada a reducdo das indicacbes de
transfusbes de hemoderivados, menores efeitos colaterais associada a estas
transfusdes e melhores resultados na correcdo da coagulopatia (100, 101). Esses
resultados foram confirmados por ensaio clinico prospectivo e randomizado recente
em paciente de pos operatério de cirurgia cardiaca, que demonstrou reducdo da
necessidade de transfusdo, menores custos e efeitos adversos associados com
hemotransfusdes, bem como melhores resultados, incluindo reducdo da

mortalidade(102).

A tromboelastometria fornece apresentacéo grafica da formacdo do coagulo
e da subsequente lise (ver Figura 1). O sangue € aquecido a 37° e colocado em um
copo suspenso dentro do qual ha um pino ligado a um sistema detector. O pino faz
uma rotacao de 4°, 45'. A resisténcia nesse processo de rotagcdo € transmitida ao
detector e ocorre a formacdo de um tracado, que € dividido em partes. Cada parte
reflete estagios do processo hemostatico (tempo de coagulacdo, a cinética do

coagulo, a forca do coagulo e a lise) (103).
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CFT CT=_Clottingtime (tempo de coagulacio)
CFT=Clot formation time (Tempo de

) formagcio do coagulo).

Angulo a=_Angulo alfa

MCF=Maximum clot firmness (Firmeza

maxima do coagulo)
Ly 60= | ysis at 60 (Lise aos 60 minutos).
ML = Maximum Lysis (lise maxima)

Figura 1. Tracado grafico da ROTEM

A Tabela 1, na pagina seguinte, mostra a relacédo dos principais parametros
da tromboelastometria, 0 processo enzimatico envolvido e as anormalidades que

podem interferir nos estagios referidos.
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Tabela 1. Especificagdes dos parametros da ROTEM.
Fase do |Parametro Definicao Estagio Alteracdes
coagulo | (ROTEM) no grafico |enziméatico
Aumentado:
Tempo até a | Ativacdo deficiéncia de fatores
Iniciacéo linha atingir | precoce da de coagulacao,
do CT (Clotting | 2mm de cascata de anticoagulantes e
Coagulo | time) amplitude. coagulacéo hipofibrinogenemia.
Diminuido: estados de
hipercoagulabilidade.
Aumentado:
Tempo de deficiéncia de fatores
CFT (Clot 2mm até de coagulacdo,
formation 20mm Potencializagéao | hipofibrinogenemia,
time) amplitude. do coagulo por |trombocitopenia e
ativacao de disfuncao plaguetaria.
Cinética Angulo da plaguetas e Anormalmente baixos
do linha que clivagem do em deficiéncias de
coagulo | “a’(Angulo tangencia fibrinogénio fatores de
alfa) de 2 a 20mm | mediada pela |coagulacéo,
trombina hipofibrinogenemia,
trombocitopenia e
disfuncao plaquetaria.
MCF Amplitude Anormalmente baixos
(Maximal medida no Forca maxima |em
Clot pico de forga |do coagulo hipofibrinogenemia,
Forca do |Firmness) do coagulo |alcancada via |trombocitopenia ou
Coagulo interacGes de | disfuncéo plaguetéria.
MCE Calculado a |plaquetas e Anormalmente
(Maximal partir da fibrina mediada |elevado em
Clot elasticity) | amplitude por GP lIb/llla | hipercoagulabilidade
maxima. plaquetaria.
% perda de Anormalmente
amplitude a | Ativacéo do elevado em
Lisedo |Ly 60 (Lysis at | partir da sistema hiperfibrinolise
Coagulo |60 min) amplitude fibrinolitico enzimatica ou

maxima

mecanica.
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4. METODO

4.1 Animais

Foram utilizados 36 ratos albinos machos, pesando entre 200 e 300g,
(distribuidos de forma homogénea entre os grupos), alimentados ad libitum com
racao propria (Purina® Ratochow, Caxias-RS) e alojados em gaiolas de 35 x 45 x 15
cm (quatro animais em cada gaiola). Os animais foram mantidos em temperatura de
25°C, sendo alocados, por meio de tabela de nimeros aleatérios, em seis grupos de
seis animais cada: G1) Grupo controle (GC), no qual, s6 ndo foi realizado o choque
e a reposicao volémica; G2) normotensivo reposicdo com ringer lactato - (NP-R); G3)
normotensivo reposi¢cdo com ringer lactato, glébulos e plasma fresco (1:1) - (NP-R
1:1); G4) normotensivo reposi¢cado com ringer lactato, glébulos e plasma fresco (1:2)
— (NP-R 1:2); G5) normotensivo reposi¢cdo com ringer lactato, glébulos e plasma
fresco (1:3) — (NP-R 1:3); G6) normotensivo reposicdo com sangue total (NP-ST). Os

animais que morreram durante o experimento foram excluidos e substituidos.

Os animais utilizados foram fornecidos pelo biotério do CPRR (FIOCRUZ) e
hospedados no biotério da Faculdade de Medicina (UFMG), ap0s aprovacdo do
projeto pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Instituicdo (CETEA),

Protocolo 193/2011, em anexo.
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4.2 Anestesia e procedimento cirurgico

Os animais, incluindo os do GC, foram anestesiados com 60 mg/kg de
cetamina (Rhabifarma Industria Farmacéutica LTDA., Hortolandia-SP) associada a
15 mg/kg de xilazina (Rhabifarma Industria Farmacéutica LTDA., Hortolandia-SP) por
via intraperitoneal. Durante 0s experimentos, 0S animais mantiveram plano
anestésico superficial (ventilacdo espontadnea) com bolus de 2,5 mg de cetamina

associado a 1 mg de xilazina, via endovenosa, conforme a necessidade.

Os animais anestesiados foram colocados em decubito dorsal, com o0s
guatro membros presos a placa de madeira de 20 x 15 cm por fita adesiva. A regiao
cervical foi incisada com tesoura e a traguéia dissecada e intubada com cateter
plastico 14G (Smiths Medical do Brasil Produtos Hospitalares, Sdo Paulo — SP)

cortado de modo a medir 2,5 cm de comprimento.

A veia jugular esquerda e a artéria carotida direita foram dissecadas, ligadas
distalmente e canuladas com cateteres plasticos 24G (Smiths Medical do Brasil
Produtos Hospitalares, Sdo Paulo — SP). O lumen de cada cateter foi preenchido

previamente com solucao salina a 0,9%.

A canula inserida na artéria carotida direita foi acoplada a um conector de
trés vias, sendo um dos orificios conectado a uma seringa de 1 ml, posteriormente

utilizada para induzir o CH por aspiracdo de sangue, e o outro orificio foi conectado
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ao sistema Biopac (Biopac Systems Inc., CA-USA) por meio de transdutor de

pressdo para registro continuo da PAM e da freqiiéncia cardiaca.

A canula inserida na veia jugular esquerda, foi conectada a uma seringa de
um ml, utilizada para fazer as reposicées volémicas, transfusdes e eventuais doses

de repique de anestésico.

Figura 2. Procedimento cirargico. 1- Canula em veia
jugular esquerda (seta esquerda), canula inserida em
carétida direita (seta direita), cateter plastico inserido na
traguéia (seta central). 2- Laparorrafia com fio Nylon 2-0

Em todos os animais dos grupos descritos no item 4.1, foi retirado um ml de
sangue atraves do cateter da artéria carotida, colocado em frasco contendo citrato
de sodio 3,2%, sendo realizada, imediatamente, a trombelastometria basal no

Rotem® Coagulation analyzer (Pentapharm, Munich, Alemanha). Esse volume inicial
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retirado para tromboelastometria, fez parte do volume de sangue retirado para
choque, exceto no GC, porque, nesse grupo, 0s animais ndo foram submetidos a
choque hipovolémico. No final do experimento, foi retirado ,também, um ml de
sangue para tromboelastometria final, o qual, por razdes Obvias, ndo foi

contabilizado no volume de sangue retirado para o chocar os animais.

4.3 Inducéo do choque hemorragico

ApOs esperar por cerca de trés minutos em monitorizacao continua da PAM

no Biopac, foi anotado o valor da PAM basal.

Para simulacdo do trauma, todos os animais foram submetidos a
laparotomia mediana medindo quatro centimetros, mobilizacdo de alcas intestinais
por cerca de 60 segundos e, em seguida, foi realizada sutura continua da parede
abdominal, em plano unico, com fio nylon 2-0 (Polysuture®, S&o Sebastido do

Paraiso-MG).

No grupo controle, foram feitos todos os procedimentos, exceto o choque
hemorragico e a reposi¢cdo volémica. Assim, todos 0s grupos, exceto o grupo GC,
foram submetidos ao CH controlado por 15 minutos. O sangue foi retirado através do

acesso da artéria carotida direita.

Para realizacdo do choque hipovolémico foi calculada, inicialmente, a

volemia estimada (VS) de cada animal pela férmula (VS = 0,06 x Peso (g) + 0,77).
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Foi realizada hemorragia de 40% da VS durante 15 minutos, sendo retirada 25% da
VS de imediato e de forma continua e o restante retirada de maneira intercalada a
medida que havia uma recuperacao espontanea da PAM, com o intuito de diminuir a
mortalidade durante o choque e manter o animal chocado nesse periodo de 15
minutos, denominado de Tempo — T1. O volume de um ml de sangue, retirado de
cada animal para se fazer a tromboelastometria inicial, foi incluido no volume de
sangue a ser retirado para se fazer o choque hipovolémico. O choque foi definido

pela reducédo da PAM calculado pela féormula (PAM BASAL X 0,45).

4.4 Reposicao volémica

Apos os primeiros 15 minutos, foi iniciada a fase de reposicdo volémica
(Tempo — T2), conforme definida para cada grupo. Esta fase perdurou por 90

minutos e a PAM foi anotada a cada 05 minutos.

Esta fase foi iniciada, sempre, com a infusdo de bolus de RL (10ml/kg) em
temperatura ambiente, pelo cateter conectado a jugular. O bolus de RL foi infundido,
manualmente, em um tempo total de trés minutos e 10 segundos (variando * cinco

segundos).

Apbs o bolus inicial de RL, foi iniciada, imediatamente, a reposi¢cdo dos
hemoderivados, mantendo um volume total de 30ml/kg (nos grupos em que houve
variacdo da relacdo entre plasma e glébulos foi administrado ringer lactado para

manter o volume de 30ml/kg), conforme mostrado na Tabela 2.
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Tabela 2: Variacdes do volume da reposicao volémica

Bolus Ringer Plasma Glébulos Ringer Sangue total
Grupos (ml/kg) (ml/kg) (ml/kg) (ml/kg) (ml/kg) Ringer - NP*

GC 0 0 0 0 0 0

NP-R 10 0 0 30 0 variavel
NP-R(1:1) 10 15 15 0 0 variavel
NP-R(1:2) 10 7,5 15 7,5 0 variavel
NP-R(1:3) 10 5 15 10 0 variavel
NP-ST 10 0 0 0 30 variavel

* Ringer — NP: Volume de ringer administrado para manter pressdo normovolémica.
GC: grupo controle; NP-R: reposicdo s6 com ringer lactato; NP-R(1:1): reposicéo
com plasma:glébulos 1:1; NP-R(1:2): reposicdo com plasma:globulos 1:2; NP-R(1:3):
reposicdo com plasma:glébulos 1:3 e NP-ST: reposicdo com sangue total.

Nos grupos que receberam plasma e glébulos: NP-R(1:1), NP-R(1:2) e NP-
R(1:3), o volume de glébulos sempre foi constante (15ml/kg), e o volume de plasma
variou, sendo 15ml/kg, 7,5ml/kg e 5ml/kg respectivamente. A transfusédo de gldbulos
sempre foi feita antes do plasma. O término da infusdo dos hemoderivados foi

completado em até, no méaximo, 45 minutos apdés o inicio de T2.

Apoés o inicio das reposi¢cOes volémicas, a PAM dos animais foi mantida
normal (normotensiva). Foi considerada PAM normal as variagbes iguais ou acima
do valor calculado pela seguinte formula (Normotensivo = PAM Basal X 0,8). Apos o
término da administracdo dos volumes calculados para cada grupo, se algum animal
apresentasse pressao arterial menor que 80% da pressao basal, era administrado

RL para manter a pressao igual ou acima desse valor.
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A temperatura dos animais foi mantida normal durante todo o experimento,
por meio de aquecimento externo com lampada incandescente. A primeira medida,
verificada logo apos anestesiar o animal, foi considerada a temperatura basal. Foi
adotada como temperatura normal a temperatura basal + 1°C. A temperatura dos

animais foi anotada aos 30, 60 e 90 minutos de experimento.

4.5 Cronologia dos tempos cirargicos

A razéo da escolha dos tempos utilizados nos experimentos tem fundamento
na simulacdo do que ocorre nos traumatismos em humanos, a saber — TO = tempo
até a chegada da equipe de resgate ao local do acidente; T1 = primeiro atendimento
e obtencdo de acesso venoso; T2 = tempo de reanimacao volémica, de transporte
do acidentado até o hospital, de entrada na sala de emergéncia, até o controle
vascular da lesédo por cirurgia; T3 = refere-se aos cinco minutos que se seguem a
T2, necessarios para avaliagcdo laboratorial e hemodindmica das alteracdes

causadas pelo CH e pelos métodos de reanimacao utilizados.

O intervalo T2, com duracdo de 90 minutos, refere-se ao periodo de
reanimacao volémica diante do CH controlado. Como visto, simula o periodo de
tempo gasto pelas equipes de resgate durante a remocao do traumatizado até o
centro de trauma, somados ao periodo pré-operatorio na sala de emergéncia e
operatorio até o controle vascular da lesdo. O tempo T3 refere-se aos cinco minutos

gue se seguem apos T2, nos quais se colhe 0 sangue para realizacdo da ROTEM
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final (ver Figura 3). Os animais que sobreviveram a coleta de sangue para 0 exame

foram eutanasiados por sobredose de anestésicos.

Coleta sangue basal +
Laparotomia

Reposicéo
volémica

Chogue
hipovolémico

T0 T T2

Coleta de
sangue
final

N\

T3

L B 3

i il B il
- L | L}

| | ]
“10min Omin 15 min

Figura 3. Cronologia do experimento.

[
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Sequéncia resumida dos momentos realizados no experimento:

a) Preparo dos hemoderivados a serem transfundidos conforme item 4.7,

b) Anestesia do animal conforme item 4.

c) Medida e anotacdo da temperatura basal via retal;

d) Cirurgia do animal conforme item 4.2;

1

e) Conexao do cateter da cardétida direita ao sistema Biopac conforme item

4.2:;

f) Apo6s 03 a 05 minutos da etapa anterior, verificacdo e anotacdo da PAM

basal;

g) Calculo do volume de sangue a ser retirado para inducdo do CH no

animal conforme item 4.3;
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h) Calculo do valor da PAM a ser reduzida para ser considerado choque
hipovolémico conforme item 4.3;

i) Calculo do valor da pressédo normal conforme item 4.4;

j) Coleta do sangue para tromboelastometria basal, laparotomia e inducéo
do choque por 15 minutos conforme item 4.3,

k) Anotacdo da PAM de cinco em cinco minutos até 105 minutos apos o
inicio do CH;

[) Inicio da reposicao volémica apds 15 minutos de choque conforme o item
4.4,

m) Retirada de 1ml de sangue pela carétida direita para realizacdo da

tromboelastometria final aos 105 minutos de experimento.

4.6 Tromboelastometria

Como descrito anteriormente, a tromboelastometria foi realizada em dois
momentos. O primeiro, considerado tromboelastometria basal, realizado logo apés
monitorizagdo do animal; e o segundo no final do experimento, considerado

tromboelastometria final.

Para avaliacdo dos disturbios de coagulacdo foi utilizado o aparelho de
tromboelastometria (ROTEM®, TEM Innovations, Munich, Germany) e realizado o

teste NATEM com o reagente Star-tem® (Ref. No 503-01 — 0,2mol/l CaCl2 em
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solucdo tampdo HEPES com pH 7,4 e azida de sodio a 0,1%, armazenados em

frascos de vidro).

No final do exame foram anotados todos os dados da tromboelastometria e
utilizados os seguintes dados para analise do coagulograma: tempo de coagulacao,
tempo de formacéo do coagulo, angulo alfa, firmeza maxima do coagulo e lise aos

60 segundos.

4.7 Coleta de sangue para o banco de plasma e glébulos

Vinte e quatro ratos machos (Wistar) pesando entre 200 a 300g foram
utilizados para a formacgéo do banco de PFC e de GV. Os animais foram alojados em
gaiolas de 35 x 45 x 15 cm (quatro animais em cada gaiola) e mantidos em

temperatura de 25°C.

No mesmo dia do inicio do experimento, em cujos grupos foram necessérias
reposicdes com globulos, plasma ou sangue total - NP-R(1:1), NP-R(1:2); NP-R(1:3)
e NP-ST), um animal foi anestesiado com 60 mg/Kg de cetamina associada a 15
mg/Kg de xilazina por via intra-peritoneal. Em seguida, a artéria caroétida direita foi
dissecada, ligada distalmente e canulada com cateteres plasticos 24G (Smiths
Medical do Brasil Produtos Hospitalares, Sdo Paulo — SP). O sangue foi aspirado
através do cateter da artéria carétida e colocado imediatamente em tubo contendo
anticoagulante citrato de sédio a 3,2%. O tubo foi centrifugado a 2000 RPM, por 19

minutos, e o plasma sobrenadante, sem o “buffy coat” (camada rica em plaquetas e
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leucacitos), foi colocado em frascos de dois ml para armazenagem, a - 4 °C, até o
momento da reposicdo volémica. A camada de GV foi colocada em frascos
siliconados de dois ml, a 37°C, para imediata transfusdo nos animais dos grupos
descritos no item 4.1 e, em seguida, foi realizada a infusdo do PFC. Todos os
animais do grupo da coleta de sangue para armazenamento foram mortos por

sangria sob anestesia geral.

4.8 Analise estatistica

Utilizou-se teste t de Student para comparacdo entre as médias de dois
grupos e andlise de variancia (ANOVA) com pos-teste de Tukey para comparacdes
entre médias de mais de dois grupos, com valores de p < 0,05 sendo considerados

estatisticamente significantes.

Os resultados foram expressos em tabelas e figuras como médias + desvios-
padrées (DP). Graficos contendo médias e erros-padrédo foram anexados. O modelo

estatistico utilizado para o estudo foi:

e

Em que:

Yij = valor assumido para a varidvel em estudo no i-ésimo nivel do fator
combinacéo entre grupo e medida em estudo;

M = efeito geral da média;

Ti = efeito do i-ésimo nivel do fator fixo (combinacéo entre grupo e medida);
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€ij = erro aleatorio.

Foi suposto que erros aleatdrios m—— eram independentes e
identicamente dispostos com distribuicdo normal, média zero e variancia constante.
Foram feitas comparacdes mdultiplas de Tukey quando observadas diferencas entre
0s niveis do fator, com intuito de detectar onde estas se encontravam.

Quando as variaveis nao atendessem as suposicdes anteriores e nenhuma
transformacdo aritmética pudesse ser empregada com sucesso, a analise
prosseguia com o teste ndo parameétrico de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn.

Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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5. RESULTADOS

5.1 Curvas de pressao arterial média

A PAM basal entre os grupos submetidos a CH apresentou reducéo igual ou
inferior ao definido pela férmula (PAM BASAL X 0,45), caracterizando o choque

hipovolémico conforme definido no item 4.3. (Figura 4)

A PAM basal foi de 97,39 + 1,6 mmHg e ndo houve significancia estatistica
entre os grupos (P>0,05). Apos a retirada de sangue, 0s animais de todos 0s grupos
apresentaram queda da PAM em comparacdo ao GC, com média de 42,1 *

1,1mmHg vs 84,2 + 2,6 mmHg (P<0,05).

Além disso, a hipotensao persistiu pelos primeiros 20 minutos apds o choque
hemorragico em comparacao ao grupo GC, respectivamente 60,9 + 2.2 mmHg vs 88
+ 3.3 mmHg (P<0,05). Nao houve diferencas significantes entre os grupos apés este
periodo. No entanto, a partir dos 45 minutos em diante, a PAM foi persistentemente
mais baixa no grupo NP-R (RL apenas), comparado a todos 0s outros grupos,
apesar da infusdo continua de RL, respectivamente 69,3 £ 3.4 mmHg vs. 101,6 £ 4.5

mmHg (P<0,05).

N&o houve diferenca significativa no volume médio de sangue retirado dos

animais dos grupos submetidos ao CH (5,8 = 0,2 ml; p> 0,05)
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Trés animais morreram aos 10 minutos da fase choque hemorragico, antes
da reanimacédo hemodinamica. Dois animais morreram durante a reanimacéo no G2
(RL) aos 40 e aos 60 minutos. Um animal morreu durante a reposicao volémica no
G3 (1:1) e um no G6 (sangue total), ambos aos 50 minutos; e outro morreu no G5

(1:3) aos 100 minutos (p>0,05).

PAM
150+

135+

Group 1: GC
Group 2: NP-R

Group 3: NP-R(1:1)

Group 4: NP-R (1:2)

Group 5: NP-R (1:3)

¢ ¢+ + ¥ ¢

Group 6: NP-ST

Mean Arterial Pressure (mmHg)

C ) ) ) ) ) ) 1
0 15 30 45 60 75 90 105

Time (minutes)

Figura 4. Resposta hemodinamica ao choque e a reposicédo volémica.

PAM: Pressao arterial média. Reposicao volémica iniciada aos 15 minutos. Os
dados representam a média + desvio padrdo (6 animais por grupo). *ANOVA P
<0,05, em comparacao Baseline (valores basais) e Grupo GC (grupo controle);
*ANOVA P <0,05, Grupo NP-R em comparacao com o Baseline e todos os outros

5.2 Reposicédo volémica

O volume das transfusbes de hemoderivados e de RL utilizado na reposi¢cao

volémica esta especificado na Tabela 3 abaixo:
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Tabela 3. Volume de hemoderivados e ringer lactato utilizado na reposicéo
volémica.

Grupos Bolus Ringer Plasma Globulos Ringer Sangue total Ringer - NP*

(ml/kg) (ml/kg) (ml/kg) (ml/kg) (ml/kg) (ml/kg)
GC 0 0 0 0 0 0,0
NP-R 10 0 0 30 0 97,8
NP-R(1:1) 10 15 15 0 0 1.4
NP-R(1:2) 10 7,5 15 7,5 0 4,4
NP-R(1:3) 10 5 15 10 0 7,2
NP-ST 10 0 0 0 30 0,0

* Ringer — NP= Volume de ringer lactado utilizado para manter a presséo
normovolémica, apds as reposi¢des iniciais estabelecidas.

GC: grupo controle; NP-R: reposicdo s6 com ringer lactato; NP-R(1:1): reposicéo
com plasma:glébulos 1:1 e ringer; NP-R(1:2): reposi¢cdo com plasma:glébulos 1:2
e ringer; NP-R(1:3): reposicdo com plasma:glébulos 1:3 e ringer; NP-ST:
reposicao com sangue total.

Conforme definido no item 4.4, o volume de GV foi constante nos grupos que
receberam este hemoderivado (15ml/kg) e o de PFC variou para manter as

propor¢cdes a serem estudadas.

O RL foi administrado em até trés situacfes. A primeira foi o bolus de
10ml/kg infundido em todos os grupos, exceto o GC. A segunda situagdo dependeu
do grupo a ser estudado, ja que o volume total da reposi¢cdo volémica apés o bolus
de RL ficou estabelecido em 30ml/kg. Por exemplo, no grupo NP-R, que nao
recebeu hemoderivados, foram administrados 30ml/kg de RL, enquanto no grupo
NP-R(1:2) no qual ja havia sido transfundido 15ml/kg de GV + 7,5ml/kg de PFC,
foram administrados somente 7,5ml/kg de RL para completar os 30mi/kg de
reposicao volémica inicial, determinada para todos os grupos. A terceira situacdo da

infusdo de RL (Ultima coluna da Tabela 3) foi somente em caso de necessidade para
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manter a pressao em, pelo menos, 80% do valor da PAM basal. Observa-se que
para tentar manter a normovolemia, o grupo NP-R precisou de altas doses extras de

RL, enquanto o NP-ST nao necessitou de RL extra.

A Figura 5 sintetiza e ilustra a soma total dos volumes administrados aos

animais de cada grupo e que foram apresentados na Tabela 3.

Reposicao Volémica
2501
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Figura 5. Volume total de hemocomponentes e ringer lactado administrado
aos animais. Esse arafico foi construido com os dados da Tabela 3.

O volume de RL administrado no NP-R foi significativo em relacéo a todos os

outros grupos conforme mostra a Figura 6.
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Figura 6. Volume total de ringer lactato administrado. *ANOVA P < 0.05 no
grupo NP-R em relacédo aos demais grupos.

53 Tromboelastometria

5.3.1 Tempo de coagulacéao (CT)

Os valores de CT (tempo gasto para o coagulo atingir 2mm de amplitude),
antes e apos o CH, ndo mostraram diferencas significantes entre 0os grupos, apesar
de os valores médios de NP-R e NP-R(1:3) terem sido mais elevados do que os

demais grupos (Tabela 4 e Figura 7).
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Tabela 4. Média + DP dos valores do CT, em segundos, antes e ap0s
choque hemorrégico controlado.

Grupo n Média + DP (segundos)
Baseline 36 316,7 £103,2

GC 6 307 +£103,1

NP-R 6 358,6 £ 72,3

NP-R(1:1) 6 260,6 £ 59,5

NP-R(1:2) 6 217,4+113,9
NP-R(1:3) 6 356,3 £ 21,2

NP-T 6 301,2+113.0

DP= desvio padrao.
ANOVA - Néao houve diferenca entre os grupos (P > 0.05)

Tempo de coagulacéo (CT)
500+

1LTh . -

w
o)
<

CT (Segundos)
S
<

1004

Baseline GC NP-R  NP-R(L:1) NP-R(1:2) NP-R(1:3) NP-ST
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Figura 7. Representacdo da média + DP do CT antes e apd6s CH
controlado.

Esse gréfico foi construido com os dados da Tabela 4.

ANOVA — Nao houve diferenca entre os grupos (P > 0.05) para esse

5.3.2 Tempo de formacao do coagulo (CFT)

Ao contrario do CT, o parametro CFT apresentou diferencas significativas

entre os grupos (Tabela 5 e Figura 8)
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Tabela 5. Média + DP dos valores do CFT, em segundos, antes e apds choque
hemorragico controlado.

Grupo n Média + DP (segundos)
Baseline 36 92.25 + 33,48

GC 6 85,80+ 43,27

NP-R 6 164,4£17,70 *
NP-R(1:1) 6 85,20 £ 33,15
NP-R(1:2) 6 77,40 + 20,67
NP-R(1:3) 6 150,00 + 23,89 **
NP-ST 6 76,33 + 25,07

DP= desvio padrao.

* ANOVA P < 0.05 NP-R vs GC, Baseline, NP-R(1:1), NP-R(1:2) e NP-ST.

*ANOVA P < 0.05 NP-R(1:3) vs GC, Baseline, NP-R (1:1), NP-R(1:2) e NP-ST.

N&o apresentaram diferencas estatisticamente significantes (P > 0.05) = NP-R(1:1)
vs NP-R (1:2); NP-R (1:1) vs NP-ST; NP-R (1:2) vs NP-ST e NP-R vs NP-R (1:3).

Tempo de Formacéao do Coagulo (CFT)
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Figura 8. Representacdo da meéedia + DP do CFT antes e ap6s choque
hemorragico controlado.

* ANOVA P < 0.05 NP-R vs GC, Baseline, NP-R (1:1), NP-R (1:2) e NP-ST.

** ANOVA P < 0.05 NP-R (1:3) vs GC, Baseline, NP-R (1:1), NP-R (1:2) e NP-ST.
N&o foi estatisticamente significante (P > 0.05) = NP-R (1:1) vs NP-R (1:2); NP-R
(2:1) vs NP-ST; NP-R (1:2) vs NP-ST e NP-R vs NP-R (1:3).
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A analise dos dados permite afirmar que o grupo em que foi realizada a
reposicao exclusiva com ringer (NP-R) e o grupo NP-R(1:3) apresentaram pior
formacdo inicial do coagulo em relacdo a todos os outros grupos. Ja os grupos NP-
R(1:1), NP-R(1:2) e NP-ST ndo mostraram significancia estatistica entre si relativas

a esse parametro.

5.3.3 Angulo Alfa (“a”)

A significancia dos valores do angulo “a” entre os grupos tiveram
correspondéncia em relacdo ao que foi observado para o parametro CFT (Tabela 6).
Essa correlacéo fortalece os dados obtidos pelo tromboelastograma, pois, tanto o
CFT quanto o angulo alfa expressam a cinética do coagulo e tendem a ser

semelhantes, conforme expresso na Tabela 1.

Tabela 6. Média + DP dos valores do angulo alfa (a) antes e ap6s CH
controlado.

Grupo n Média + DP (Graus)
Baseline 36 72,54 £ 5,79

GC 6 73,40+ 6,50

NP-R 6 61,00 £ 2,74 *
NP-R(1:1) 6 73,20 £ 6,14
NP-R(1:2) 6 74,80 £ 3,63
NP-R(1:3) 6 63,00 + 2,90 **
NP-ST 6 75,00 £ 5,10

DP= desvio padrao.

* ANOVA P < 0.05 NP-R vs GC, Baseline, NP-R(1:1), NP-R(1:2) e NP-ST.
*ANOVA P < 0.05 NP-R(1:3) vs GC, Baseline, NP-R (1:1), NP-R(1:2) e NP-ST.
N&o foi estatisticamente significante (P > 0.05) = NP-R(1:1) vs NP-R(1:2); NP-
R(1:1) vs NP-ST; NP-R(1:2) vs NP-ST e NP-R vs NP-R(1:3).
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Os dados indicam que a forca inicial do coagulo foi significativamente pior
nos grupos NP-R e NP-R(1:3). Interessante notar, que ndo houve superioridade
significativa na formacao inicial do coagulo entre os grupos NP-R(1:1), NP-R(1:2) e

NP-ST (Figura 9).
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Figura 9. Representacédo grafica da média + DP do angulo “a” antes e apo6s
CH controlado.

*ANOVA P < 0.05 NP-R vs GC, Baseline, NP-R(1:1), NP-R(1:2) e NP-ST.
*ANOVA P < 0.05 NP-R(1:3) vs GC, Baseline, NP-R (1:1), NP-R(1:2) e NP-ST.
N&ao foi estatisticamente significante (P > 0.05) = NP-R(1:1) vs NP-R(1:2); NP-
R(1:1) vs NP-ST; NP-R(1:2) vs NP-ST e NP-R vs NP-R(1:3).

5.3.4 Firmeza maxima do coagulo (MCF)

O MCF expressa a estabilidade, a qualidade do coagulo. A Tabela 7 mostra
que o grupo NP-R, cuja reposicao volémica foi somente com RL, teve o pior MCF,

apresentando esse achado significancia estatistica em relacdo a todos 0s outros
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grupos, exceto o NP-R(1:3), que também apresentou MCF ruim, com diferenca

significativa quando comparado ao Baseline, GC e NP-ST (p<0,05).

Tabela 7. Média £ DP dos valores do MCF, em milimetros, antes e ap0s
CH controlado.

Grupo n Média £ DP (milimetros)
Baseline 36 66,93 = 7,03

GC 6 66,40+ 7,70

NP-R 6 46,60 £ 4,61*

NP-R(1:1) 6 60,60 + 6,38

NP-R(1:2) 6 60,60 + 5,73

NP-R(1:3) 6 50,33 + 4,68**

NP-ST 6 68,33 + 6,346

DP= desvio padrao.

* ANOVA P < 0.05 NP-R vs Baseline, GC, NP-R(1:1), NP-R(1:2) e NP-ST.
*ANOVA P < 0.05 NP-R(1:3) vs Baseline, GC e NP-ST.

Nédo foi estatisticamente significante (P > 0.05): NP-R(1:1) vs NP-R(1:2);
NP-R(1:1) vs NP-R(1:3); NP-R(1:1) vs NP-ST; NP-R(1:2) vs NP-R(1:3); NP-
R(1:2) vs NP-ST e NP-R vs NP-R(1:3).

O MCF dos grupos NP-R (1:1) e NP-R (1:2) apesar de apresentar uma
tendéncia para ser melhor que o grupo NP-R(1:3), conforme mostra a Figura 10, ndo

houve significancia estatistica entre esses trés grupos (p>0,05).



RESULTADOS 43

Firmeza Maxima do Coagulo (MCF)
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Figura 10. Representacédo grafica da meédia = DP do MCF antes e ap6s CH
controlado.

* ANOVA P < 0.05 NP-R vs Baseline, GC, NP-R(1:1), NP-R(1:2) e NP-ST.
*ANOVA P < 0.05 NP-R(1:3) vs Baseline, GC e NP-ST. N&o foi estatisticamente
significante (P > 0.05): NP-R (1:1) vs NP-R(1:2); NP-R (1:1) vs NP-R (1:3); NP-R
(1:1) vs NP-ST; NP-R (1:2) vs NP-R (1:3); NP-R (1:2) vs NP-ST e NP-R vs NP-R
(2:3).

5.3.5 Lise do coagulo ap6s 60 minutos (Ly60)

A lise do coagulo aos 60 minutos ndo apresentou grandes variagdes entre 0s

grupos e nao teve significancia estatistica (Tabela 8 e Figura 11).



RESULTADOS 44

Tabela 8. Média + DP dos valores do Ly60, em milimetros, antes e ap6s CH
controlado.

Grupo n Média £ DP (milimetros)
Baseline 36 96,93+ 2,54

GC 6 98,40 £ 1,52

NP-R 6 96,80 + 1.789
NP-R(1:1) 6 96,20 + 3,11

NP-R(1:2) 6 97,00 + 2,91

NP-R(1:3) 6 95,83 + 3,2

NP-T 6 99,00 + 1,00

DP= desvio padréao.
ANOVA - sem significancia entre os grupos (P > 0.05)

~¢'q,

Figura 11. Representacdo grafica da média £+ DP do Ly60 antes e ap6s CH
controlado.

ANOVA - sem significancia entre os grupos (P > 0.05)
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6. DISCUSSAO

6.1 Consideracfes sobre o método

6.1.1 Anestésicos

A associacao de cetamina com xilazina foi utilizada com o objetivo de reduzir
distirbios hemodinamicos farmacos-dependentes. A cetamina tem acédo
simpatomimética, aumentando a presséo arterial, o débito cardiaco e a resisténcia
vascular sistémica, além de induzir espasmos musculares. A xilazina, por sua vez,
antagoniza estes efeitos por ser miorrelaxante e por reduzir o débito cardiaco e
frequéncia cardiaca (104). Ambas as drogas possuem meia-vida curta, e a maior
parte da dose foi utilizada para a inducdo anestésica e para 0 ato operatorio,
reservando-se baixas doses suplementares durante o registro hemodinamico,

conforme demanda.

6.1.2 Modelo animal e choque hemorragico

Modelos experimentais clinicamente relevantes de CH e reanimagéo
volémica devem incorporar hemorragia grave e leséao tecidual (105, 106). Aléem do
choque grave e lesdo tecidual, o modelo deve reproduzir, também, os tempos
decorridos entre o acidente e o tratamento, tais como: chegada do socorro ao local e

o transporte da vitima até o centro de trauma pelas equipes médicas de emergéncia,
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ja que o tempo apos o trauma em que Se inicia a reposi¢ao volémica pode trazer

resultados diferentes nos trabalhos com choque nao controlado (61).

Optou-se pelo modelo de choque controlado, apesar de ser clinicamente
menos relevante, porque o intuito principal era estudar os disturbios de coagulagéo
relacionados com os diferentes esquemas de reposicdo volémica. O modelo de
choque ndo controlado ndo permite controlar o volume de sangue perdido, e iSso
produziria um viés grave no trabalho, pois o volume de sangue perdido tem relacao
direta com os distlrbios de coagulacdo (48, 66). No choque ndo controlado fica
dificil identificar se o distarbio de coagulacdo €é secundario ao volume de
sangramento ou ao esquema de reposicdo volémica. O cristaloide escolhido foi o
RL, por ser o cristaloide mais utilizados nos modelos animais e ter uso freqiiente no

atendimento inicial ao politraumatizado (5,6,14).

6.1.3 Esquemas de reposicao volémica

Os padrdes atuais de reanimagao volémica no trauma recomendam infuséo
criteriosa de cristaloide e uso precoce de hemoderivados (107-109). No entanto, a
dificuldade de excluir e controlar potenciais variaveis de confuséo representa desafio
importante para determinar a relacdo mais eficaz de produtos de hemotransfusao na
reanimagao pés CH. Assim, os modelos animais fornecem ferramentas importantes

para resolver essa questao (110).
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Os esquemas de reposicdo volémica testados utilizaram os componentes
mais habitualmente empregados na pratica clinica, com ressalva de que o sangue
total constitui pratica controversa no trauma militar, embora seja ainda muito utilizado

nos dias atuais (43, 53, 54).

O bolus inicial de RL foi realizado com o intuito de simular a reposicdo de
cristaloides que j& se inicia no local do trauma, conforme preconiza o Advanced

Trauma Life Support (ATLS) (29).

Nos grupos em que foi feita a transfusdo de glébulos e plasma, foi mantido
fixo o volume de glébulos (15ml/kg), variando apenas o volume de plasma (15ml/kg,
7,5ml/kg e 5ml/kg respectivamente nos grupos NP-R(1:1), NP-R(1:2), NP-R(1:3). A
diferenca entre os volumes de glébulos e plasma infundidos foi complementada com
solucéo de RL, quando pertinente, para que todos os grupos recebessem, ao final, o

volume total de 30ml/kg.

O volume de glébulos foi mantido constante (15ml/kg), jA que existem
estudos que mostram que transfusdo com globulos pode influenciar negativamente a
microvascularizagdo, produzir hipoperfusdo tissular e aumentar a mortalidade,

principalmente aqueles com maior tempo de estocagem (43, 52, 111).

O volume de plasma variou para menos com o intuito de possibilitar a
manutencdo do volume total a ser transfundido dentro das proporcdes

plasma:glébulos (1:1; 1:2; 1:3) programadas, sem alterar o volume total infundido de
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30 ml/kg. Se nao fosse utilizada essa estratégia o grupo NP-R (1:3), por exemplo,
receberia um volume total de 60ml/kg de hemoderivados (15ml/kg de glébulos e
45ml/kg de plasma), muito alto para infusdo rapida podendo causar edema agudo de
pulméo (112) . Os animais dos grupos NP-R (1:1) e NP-ST que receberam a metade
desse volume de hemoderivados (30ml/kg), apresentaram picos hipertensivos,
forcando a interrupcédo da reposicdo volémica. A reposicdo programada para esses
dois grupos so foi finalizada ap6s os 45 minutos, enquanto nos demais grupos foi

finalizada aos 30 minutos.

ApoOs a reposicdo calculada para cada grupo, na maioria deles, foram
necessarios volumes adicionais de RL na tentativa de manter a pressao nos niveis
de 80% da pressao arterial basal, conforme mostra a Tabela 3. O grupo NP-ST nédo
necessitou de RL extra, ao contrario, foi o grupo que sempre manteve a PAM acima
da PAM basal durante todo o experimento. Esse achado é sustentado por pesquisas
anteriores que mostraram que o sangue total tem uma pressao coléide osmatica
mais elevada que o plasma (113, 114). O volume de RL extra que o grupo NP-R
necessitou para tentar manter a PAM foi muito mais alto quando comparado ao
volume dessa solucdo utilizada com o mesmo fim em todos os outros grupos,
conforme ilustrado na Figura 6. Foram necesséarias altissimas doses de RL extra no
grupo NP-R para manter a PAM nos valores estabelecidos de 80% da basal
(97,8ml/kg) e sO se conseguiu manter a pressao arterial adequada por meio de

infusdes rapidas e continuas.

A infusédo de cristaloides em voluntarios saudaveis, demonstra que apenas

16% do volume infundido permanecem no espaco intravascular apés 30 minutos



DISCUSSAO 49

(115). Na vigéncia de CH, o extravasamento de fluidos através dos capilares para o
intersticio € ainda maior pressupondo-se que menor propor¢do do volume infundido
ficou retida no espaco intravascular. Isso poderia explicar porque os animais do
grupo que recebeu reposicao volémica exclusiva com ringer lactato necessitou de
volume acentuadamente maior dessa solucdo do que os demais grupos para manter

a pressao arterial normovolémica.

A reanimacao volémica desencadeia o fenbmeno de isquemia-reperfusao,
gue ativa leucdcitos e aumenta a sintese de mediadores inflamatérios e radicais
livres derivados do oxigénio, aumentando a permeabilidade capilar. O
extravasamento aumenta na proporcdo que a restauracdo da pressdo arterial

distende os capilares reperfundidos (116).

6.2 Curvas de pressao arterial

A hemorragia causou gqueda da PAM superior a 65% dos valores basais,
sem diferenga significativa entre os grupos submetidos ao CH. As curvas
pressoricas, durante os 15 minutos de CH, foram semelhantes, e, ap0s a reposi¢cao
volémica, a pressao arterial média de todos os grupos voltou ao nivel médio de
pressdo considerado normal (80% da basal) aos 20 minutos. Conforme assinalado,
no grupo NP-R a pressdo normotensiva so foi possivel com a infusdo de grandes
volumes extras de RL. Nesse grupo, imediatamente apos a infusdo de RL ocorria
recuperacdo da PAM, mas seguia-se novo periodo de hipotensdo. Portanto, a

recuperacdo é parcial. Esse achado sugere choque refratario no grupo NP-R por
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mecanismos relacionados, possivelmente, a extravasamento de liquido para o
intersticio por diminuicdo da pressao oncoética e aumento da permeabilidade capilar,
conforme jA mostrado na literatura (32, 115), pois ndo ha& nenhum foco de

sangramento adicional (CH controlado).

Ao contrario do grupo NP-R, o grupo NP-ST apresentou PAM sempre acima
da basal apés o inicio da hemotransfusado, e, em alguns momentos, foi hecessario
interromper a transfusdo de sangue total, por alguns minutos, devido aos picos
hipertensivos. O grupo NP-ST foi o Unico que ndo necessitou de infusdo de doses
adicionais de RL para manter pressao arterial nhormotensiva. No entanto, ele néo
apresentou melhora adicional da PAM, estatisticamente significativa, em relacao aos
demais grupos com reposicdo com hemoderivados. Assim, apesar da literatura
mostrar que 0 sangue total tem uma pressao coldéide osmaética mais elevada que o
plasma (113,114), esse trabalho demonstrou que ele ndo oferece beneficio
significativo na recuperacgéo da estabilidade hemodinamica em relagdo aos demais

esquemas com hemocomponentes.

Cabe notar que o grupo GC, também teve uma pequena queda inicial da
PAM, o que pode ser explicado pela retirada de um ml de sangue para realizacédo da
tromboelastometria basal. Entretanto, nesse grupo de animais, Vverificou-se
recuperacdo espontanea da pressdo arterial, sem necessidade de infusdo de

volume.
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6.3 Tromboelastometria

6.3.1 Tempo de coagulacao (CT)

As diferencas dos valores de CT ndo foram significantes entre os grupos.
Isso mostra que as diferentes formas de reposicdo volémica, aparentemente nao

refletiram de forma significativa no inicio da formacao do coagulo.

Sabemos que o CT no Rotem, representa o processo enzimatico envolvido
na ativacdo da cascata de coagulacédo, ou seja, 0 tempo gasto para a geracdo de

trombina e a velocidade do inicio da formacé&o da fibrina a partir do fibrinogénio (93).

Para haver formacdo de fibrina é necessario: a) gerar trombina a partir da
protrombina; b) a geracdo de trombina envolve a ativacdo sequencial de varios
fatores de coagulacéo, produtos liberados pelas plaquetas e pelos tecidos lesados, e
requer a acao do calcio. A trombina atua sobre o fibrinogénio soltavel transformando-
o em fibrina (117, 118). Ent&o, os valores de CT representam o tempo gasto para

iniciar a formagéo da fibrina nesse processo.

Conhecendo esses mecanismos, podemos observar que sao varios 0s
fatores que poderiam levar a alteragbes no CT, incluindo, alteragcdes nos niveis de
trombina, modificacbes na concentracdo dos fatores de coagulacdo, da atividade

dos mesmos e alteracédo dos niveis de fibrinogénio (119).
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O impacto da reposicado volémica como elemento principal desencadeante
da coagulopatia no trauma ainda desperta contradicdes (36, 67, 120-122). A
coagulopatia na admissdo do paciente traumatizado no hospital apresenta relacéo
com o ISS (Injury Severity Score) e descarta correlacdo com o volume de fluidos
administrados no atendimento pré-hospitalar (67). Outro estudo, utilizando o mesmo
meétodo, demonstrou que o volume de cristaloides infundidos no pré-hospitalar tem

relacdo direta com a ocorréncia de coagulopatia(36).

A tendéncia dos valores aumentados de CT nos grupos NP-R e NP-R (1:3)
poderia sugerir que reposi¢cdes com maiores volumes de cristaloides pudessem
trazer alguma repercussao no inicio da formacéao do coagulo pela possivel reducéo
dos fatores de coagulacao provocado pelo grande volume infundido. Contudo essa
suposicdo é especulativa, jA que ndo foram demonstradas diferencas significativas

desses dois grupos em relacdo aos demais.

6.3.2 Tempo de formacéo do coagulo (CFT)

O CFT representa o tempo desde a iniciacdo da formacédo do coagulo até
alcancar a amplitude de 20mm na curva da ROTEM, refletindo a firmeza do coagulo
proporcionada pela polimerizacédo da fibrina, pela acdo das plaguetas e do fator XllI

estabilizando o coagulo.

Os valores de CFT foram significativamente piores entre os grupos NP-R e

NP-R (1:3) quando comparado a todos 0s outros grupos. Isso demonstra que 0s
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esquemas de reposicdo somente com RL e os com reposicdo de PFC:GV na
proporcao 1:3 prejudicam a dinamica de formacéo do coagulo traduzindo reducéo da
atividade enzimatica da trombina, responsavel pela polimerizacdo da fibrina, bem
como prejuizo das contribuicdes das plaguetas e do fator Xl para a formacéo inicial
do coagulo. Assim, apesar do inicio da coagulacdo (CT) néo ter sido afetada pelos
esquemas de reposicao utilizados, a continuacdo da formacdo do coagulo (CFT) foi
significantemente prejudicada. Isto pode ser justificado pelo fenémeno da
hemodiluicdo dos fatores de coagulacdo, da trombina, fibrinogénio, das plaquetas e
do fator Xlll. Especula-se que tenha havido quantidade suficiente desses elementos
para iniciar a coagulacdo, mas que seria insuficiente para consolidacdo do coagulo.
Assim, ndo haveria prejuizo significante da iniciagcdo do coagulo, mas sim da cinética
do coagulo. A hemodiluicdo e o consumo dos fatores de coagulacdo podem ter
impedido a manutencdo da producdo adequada de fibrina, cuja insuficiéncia teria
sido exacerbada pela hemodiluicdo e pelo consumo da trombina e fibrinogénio (50,

66, 119).

Foi observado, também, que ndo houve diferenca no CFT na correlacao
entre os grupos NP-R(1:1), NP-R(1:2) e NP-ST, mostrando que nao existe
superioridade entre esses esquemas de reposicdo no que se refere a cinética do
coagulo. Nesse sentido, a preferéncia deve ser pela reposicdo NP-R(1:2), porque se
pode reduzir os efeitos deletérios do plasma, sem prejudicar a adequada formacao
do coagulo. Transfusbes macicas de plasma podem levar a aumento da incidéncia
de lesdo pulmonar aguda associada a transfusdo (TRALI), sindrome da angustia

respiratoria aguda (ARDS), e insuficiéncia multipla de orgaos (123-125).
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6.3.3 Angulo Alfa (“a”)

Os resultados observados em relacédo ao angulo “a”, foram compativeis aos
do CFT, ja que os dois parametros refletem a dinamica de formacdo do coagulo,

sendo que o angulo “a” tem relacéo com a forca inicial do coagulo.

Os grupos NP-R e NP-R (1:3) apresentaram de forma significante, a pior
forca inicial do coagulo, refletindo instabilidade inicial do coagulo. Esse achado pode
ser explicado pelas mesmas razfes utilizadas quando dos comentérios relativos ao
CFT. Também, de forma semelhante ao CFT, os grupos NP-R (1:1), NP-R (1:2) e
NP-ST tiveram a melhor cinética do coagulo e ndo apresentaram diferencas
significativas entre si. Assim, também neste aspecto, a preferéncia dentre esses trés
grupos é pelo esquema de reposicdo NP-R(1:2), e se justifica por conter menor
guantidade de hemocomponentes e, teoricamente, produzir menos efeitos
colaterais. Nesse aspecto, o grupo NP-R(1:3) também contém menor quantidade de

hemocomponentes, mas apresentou forca inicial do coagulo ruim.

6.3.4 Firmeza maxima do coagulo (MCF)

O pior coagulo de acordo com o MCF foi o do grupo NP-R, quando
comparado a forca e qualidade dos coagulos de todos 0s outros grupos, exceto ao
grupo NP-R(1:3), que também teve MCF ruim, significantemente pior em relacdo ao

GC, Baseline e NP-ST.
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O MCF depende primariamente das interacdes entre plaquetas e fibrina.
Desse modo, assume importancia a funcéo, atividade e contagem plaquetaria, e as

contribuicdes enzimaticas (126).

Apos a centrifugacao do sangue observam-se trés camadas: a do plasma na
porcdo mais superior do tubo de ensaio, a dos eritrocitos na por¢cao mais inferior e
entre as duas existe uma pequena camada brancacenta chamada de “buffy coat”. O
maior niumero de plaguetas no sangue centrifugado encontra-se no “buffy coat”, que
é formado por leucécitos e plaquetas. (127, 128). Mas, também ha pequenas
quantidades de plaguetas no plasma e no concentrado de hemécias. O “buffy coat’
foi aspirado e desprezado, conforme o exposto no item 4.7. Assim, entre 0S grupos
que foram transfundidos, o que recebeu o maior e 0 menor nimero de plaquetas foi

o NP-ST e o NP-R(1:3), respectivamente.

A causa do pior resultado apresentado pelo grupo NP-R pode ser devida ao
fato de os animais desse grupo nao terem recebido nenhum hemocomponente e

terem sofrido maior hemodiluicdo pela infuséo pura de cristaloides.

N&o houve diferenca entre os grupos NP-R(1:1), NP-R(1:2) e NP-R(1:3),
possivelmente porque o numero de plaquetas entre esses grupos nao deve ter
variado consideravelmente. O grupo NP-ST dava impressdo de melhor performance
relativa ao MCF, mas, ndo foi possivel demonstrar significancia estatistica em
relacdo aos grupos NP-R(1:1) e NP-R(1:2). Dessa forma, apesar de o grupo NP-ST

ter recebido o maior nimero de plaquetas, jA que o sangue nao foi centrifugado e,
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portanto, ndo tinha como Ihe extrair o “buffy coat”, ele ndo apresentou qualidade e
forca do coagulo melhores que os grupos NP-R(1:1) e NP-R(1:2). O grupo NP-ST foi
melhor, de forma significativa, que o grupo NP-R(1:3), possivelmente por esse grupo
ter recebido o menor nimero de plaquetas e de fibrinogénio presentes no plasma.
Estudos anteriores mostram que o fibrinogénio exerce participacdo consideravel na
forca do coagulo (129) e que no plasma estdo presentes altas concentracdes de

fibrinogénio (130).

6.3.5 Lise do coagulo apés 60 minutos (Ly60)

O Ly60 representa a porcentagem de fibrindlise ocorrida 60 minutos apos a
amplitude maxima (126). As diferencas de valores de Ly60 entre 0s grupos nao teve

significancia estatistica.

No processo de fibrindlise, o plasminogénio liga-se a fibrina e ao ativador de
plasminogénio (tPA) e este complexo ternario leva a conversdo em plasmina

proteolitica, que metaboliza a fibrina em produtos soluveis (131).

Ha evidéncias de que o trauma grave ativa vias profibrinoliticas (45, 132).
Ainda nao existe, na literatura, consenso da fisiopatologia da hiperfibrinolise. Alguns
trabalhos mostram que a hiper-hidratacdo induz a hiperfibrinolise por meio da
reducdo das proteinas anti-fibrinoliticas e que o PFC é capaz de reverter esse
estado pro-fibrinolitico (121). Outros estudos defendem que a hiperfibrindlise é

secundaria tanto a hemodiluicdo quanto ao consumo de fatores pro-coagulantes
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(133). O estado de hipotermia e acidose também sdo citados como principais
agravantes da hiperfibrindlise (79). Mais recentemente, ha estudos que sugerem que
a coagulopatia se desenvolve precocemente, mesmo antes e independentemente

das razdes apontadas anteriormente (9, 134).

Neste modelo de estudo, esperava-se que o grupo NP-R apresentasse
estado de fibrindlise mais acentuado em relacdo aos demais grupos, 0 que nado
ocorreu. Todos os fatores acima descritos como relacionados a fibrindlise foram
controlados nos experimentos. O intuito principal foi estudar a influéncia dos
esquemas de reposicdo na coagulopatia, induzida pelo choque hemorragico e, por
isso, as variaveis passiveis de interferir na formacéo e lise do coagulo, tais como:
variacdo de temperatura; controle do choque (no qual ndo ocorre tanto consumo dos
fatores procoagulantes); trauma tecidual pequeno, mesmo sendo 0s animais
submetidos a choque grau IV. Além disso, o teste mais sensivel para diagnosticar a
fibrindlise € o APTEM e ndo o NATEM que foi utilizado neste estudo (8, 135), o que
pode ter contribuido para a ndo deteccao de diferencas de fibrindlise entre os grupos

estudados.

6.4 Consideracbes finais sobre reposicdo volémica, resposta

hemodinamica e tromboelastometria.

O presente estudo demonstrou que a reanimacdo volémica com infuséao
somente de cristaloides interfere na coagulacdo normal. Este achado é apoiado por

vasta pesquisa experimental e clinica, que demonstrou o efeito adverso da infuséo
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excessiva de cristaloide durante a reanimacédo hemodinamica (55, 136-138). Mesmo
assim, a diluicdo é apenas uma parte do processo da CAT. Nossos resultados
indicam que esta foi contribuicdo significativa para a coagulopatia neste modelo, ja
que, apesar da perda de sangue ter sido semelhante entre os grupos, o volume
meédio do fluido recebido pelos animais no grupo com infusdo somente de RL foi até
oito vezes maior do que o dos animais que receberam RL em conjunto com

hemoderivados.

Os resultados também mostraram que foi necessario menos RL para manter
a PAM dentro dos limites da linha de base quando havia infusdo de algum esquema
de hemoderivado, mesmo no grupo em que foi utilizada menor relacdo de PFC:GV
(NP-R 1:3). Este achado pode ser atribuido a retencdo intravascular de curta
duracédo de cristaloides em comparacdo com a de coloides na reanimacéo volémica

(139-141).

Curiosamente, no entanto, a estabilidade hemodinamica representada pelos
valores constantes da PAM no grupo NP-R (1:3) ndo foi acompanhada por melhorias
na coagulacdo (CFT , &ngulo alfa e MCF) em comparacdo com o0 grupo que foi
reanimado somente de RL (NP-R). Com isso, poderia se levantar a hipétese de que
o aumento da PAM e a expansao do volume provocado pelo PFC ocorre mais cedo
e requer menos PFC do que o necessario para repor os fatores de coagulacédo. De
acordo com essa hipotese, os resultados deste estudo mostraram que a transfuséo
com as proporcdes de PFC:GV (1:1 e 1:2) e de sangue total promoveram melhora
da resposta hemodinamica e da coagulacdo em comparacdo com a infusdo somente

de RL e da transfusdo na proporcdo PFC:GV (1:3). Dois estudos clinicos
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retrospectivos e um estudo de coorte observacional prospectivo mostraram
resultados semelhantes (142-144). Por outro lado, o estudo de coorte prospectivo
multicéntrico demonstrou também que, apesar da propor¢cdo de PFC:GV = 1:1,5
promover reducdo de mortalidade, esta ligado a uma taxa mais elevada de sindrome

do desconforto respiratério agudo em pacientes de trauma fechado (144).

Estudos clinicos demonstraram que, transfusdo de PFC é mais benéfica no
tratamento da coagulopatia grave quando € realizada mais precocemente (47, 67,
108, 109, 145). Portanto, os modelos animais clinicamente relevantes devem replicar
essa condicdo (110, 146). Nesse sentido, os valores basais de CT, CFT, MCF e ML
no presente estudo foram muito semelhantes a pesquisa anterior que avaliou o perfil
normal de coagulacdo de ratos com tromboelastometria (147). J& os resultados
finais da tromboelastometria, tornaram-se consistentemente anormais nos grupos

com infuséo Unica de RL e de PFC:GV (1:3) .

6.5 Limitacdes do estudo

O presente estudo possui limitacdes referentes ao modelo experimental de
CH, ao teste da ROTEM e a outras limitagdes inerentes a modelos com pequenos

animais.

Modelos de CH em ratos, apesar das vantagens referentes aos custos com
materiais e logistica, trazem alguns inconvenientes. A resposta hemodinamica de

pequenos animais ndo é igual a de humanos, e o baixo volume de sangue limita a
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coleta de amostras. O modelo de choque hemorragico controlado utilizado neste
estudo, ndo € o mais relevante clinicamente, por ndo simular adequadamente a
lesé@o vascular e tecidual nem a utilizagcdo dos mecanismos enddgenos para conter a
hemorragia. No entanto, a utilizacdo do choque hemorragico controlado, trouxe
vantagens neste estudo, ja que a hemorragia no modelo de choque néao controlado
pode levar a consumo excessivo dos fatores de coagulacdo para coibir o
sangramento, o que poderia confundir a interpretacdo dos dados pela possibilidade
de os efeitos da coagulacdo observados terem sido provocados pelos diferentes

esquemas de reposicao ou pelo sangramento ndo controlado.

O presente estudo restringiu-se a investigar os distarbios de coagulacéo
relacionados a reanimacdo hemodinamica na fase aguda do CH (105 minutos), mas
sabe-se que os estados de choque provocam alteracdes tardias que podem resultar
em faléncia organica multipla. No entanto, dados clinicos retrospectivos mostraram
que a transfusdao de PFC:GV, em proporcdo de 1:1 resultou em aumento de
sobrevida em comparagcdo com a proporcao de 1:4, apenas quando administrada
dentro dos primeiros 137 minutos em pacientes que receberam mais de 10 unidades

de GV na sala de cirurgia (109).

O teste de tromboelastometria utilizado foi somente o0 NATEM que avalia a
coagulacdo de forma mais generalizada. Sabe-se que, para estudar com maior
especificidade algum componente da coagulacdo, existem testes especificos, como
por exemplo, o FIBTEM, que avalia de forma qualitativa o fibrinogénio, sem

influéncia das plaquetas.
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6.6 Perspectivas

O modelo de choque hemorragico utilizado neste estudo (volume controlado
e pressao controlada), abre novas possibilidades de pesquisa ao permitir que outros

parametros possam ser avaliados no CH.

O presente desenho de pesquisa abre possibilidades para se fazer estudo
sobre a influéncia dos disturbios de coagulacdo associados a reposicao volémica em
outras situacdes, como, por exemplo, em grupos de animais com hipotensao

permissiva.
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7. CONCLUSOES

Nos animais submetidos a CH controlado, a alteracdo da coagulacéo é
menor quando a reposicado volémica é feita com sangue total ou com
proporcdo de PFC:GV 1:1 ou 1:2 em comparacdo aos que foram
reanimados somente com RL ou com PFC:GV 1:3.

Os animais em CH controlado reanimados com sangue total, com
proporcdes de PFC:GV 1:1; 1:2 e 1:3 apresentam maior estabilidade
hemodinamica do que os reanimados somente com RL.

O sangue total ndo oferece vantagem adicional em relacéo a estabilidade
hemodindmica ou alteracdo da coagulacdo quando comparado a
reposicao com PFC:GV 1:1 ou 1:2

A reposicdo de PFC:GV 1.2, produz os mesmos beneficios da
hemostasia e da estabilidade hemodindmica que a reposicdo com
PFC:GV 1:1 e sangue total, com a vantagem de possibilitar 0 uso mais

racional dos hemocomponentes.
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