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RESUMO

SCHMIDT, B. M. Fluxo sanguineo tecidual no choque hemorragico apos
reposi¢cao volémica normotensiva e hipotenséo permissiva em ratos. 2011.
Dissertacdo de Mestrado - Faculdade de Medicina, Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte, 2011.

Introducdo: A hipotensdo permissiva reduz a perda sanguinea no choque
hemorragico. Entretanto, questiona-se se a perfusdo tecidual seria comprometida
neste tipo de reposicdo volémica. O objetivo do trabalho foi avaliar o fluxo
sanguineo tecidual no choque hemorragico e reanimacdo volémica com
hipotensdo permissiva ou normotensiva. Método: Ratos albinos machos (n=45)
foram aleatorizados em 4 grupos: Simulado, sem reanimacdo (SR), hipotensao
permissiva (HP) (60% da pressdo arterial média) e reanimac¢do normotensiva
(NT). Choque hemorragico ndo controlado foi induzido de forma padronizada. Os
parametros hemodinamicos foram monitorados continuamente, e reposi¢ao
volémica com cristaloide (Ringer Lactato) foi feita de maneira a manter a presséo
arterial média em 60% do valor basal (Hipotensdo Permissiva) ou em niveis
semelhantes aos basais. O fluxo sanguineo para o cérebro, coracdo, pulmdes,
rins, figado, e intestinos foi determinado antes e 85 minutos apos o tratamento do
choque. Hemograma, lactiacidemia, débito cardiaco e volume de sangue perdido
foram determinados. Andlise de variancia com pés-teste de Tukey foi utilizada
para comparacdo entre o0s grupos. Resultados: o grupo NT teve maior
hemoperitbnio e menores niveis de hematocrito e hemoglobina. Nao houve
diferenca entre os niveis de acido latico entre os grupos HP e NT. O grupo SR
teve fluxo sanguineo tecidual menor e valor de acido latico maior. Nao houve
diferenca no fluxo sanguineo para nenhum o6rgdo entre os grupos HP e NT.
Conclusdo: A HP resultou em menor perda sanguinea que a reanimacao
normotensiva no choque hemorragico. A perfuséo tecidual aferida pelo método de
deposicdo de microesferas ndo mostrou diferenca entre os animais com HP e os
tratados por reposi¢cdo volémica normotensiva. O grupo SR teve a menor perda
sanguinea e pior perfusao tecidual.

PALAVRAS CHAVE: Choque hemorragico, Fluxo sanguineo tecidual,

Reanimacéao volémica normotensiva, Hipotensado permissiva.
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ABSTRACT

SCHMIDT, B. M. Tissue perfusion in rats after hemorrhagic shock followed
by normotensive resuscitation or permissive hipotension. 2011. Dissertacao
de Mestrado - Faculdade de /Medicina, Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, 2011.

Background: Permissive hypotension decreases blood loss in hemorrhagic
shock. Concerns have been raised about organ perfusion with that strategy. We
set forth to investigate regional organ perfusion with fluorescent microspheres
during hemorrhagic shock treated with permissive hypotension and normotensive
resuscitation. Methods: Male rats (n = 45) randomized to 4 groups: sham, no fluid
(NF), permissive hypotension (PH) (60% of baseline mean arterial pressure -
MAP), normotensive resuscitation (NBP). Uncontrolled hemorrhagic shock caused
by a standardized injury; hemodynamic parameters were monitored continuously
and lactated Ringer’s was infused to maintain MAP 60% of basal levels (PH) or
near those (NBP). Fluorimeter readings of regional blood flow of the brain, heart,
lung, kidney, liver, and bowel were obtained at baseline and 85 minutes after
shock, as well as, hemogram, lactic acid, cardiac output and blood loss. Intra-
abdominal blood loss was assessed. Analysis of variance with Tukey post test was
used for comparison. Results: Intra-abdominal blood loss was greater in NBP
group, as well as, lower hematocrit and hemoglobin levels. No statistical difference
in lactic acid levels between PH and NBP groups. NF animals had worse organ
perfusion and higher lactic acidosis. No difference in organ perfusion between PH
and NBP groups.Conclusions: PH resulted in less intra-abdominal bleeding than
normotensive resuscitation after hemorrhagic shock. Organ perfusion assessed by
fluorescent microspheres showed no difference in organ perfusion between PH
and NBP resuscitation. NF group animals had low intra-abdominal bleeding, but

worse organ perfusion.

KEYWORDS: Hemorrhagic shock, Tissular blood flow, Resuscitation, Permissive

hypotension.
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1. INTRODUCAO

Trauma grave € a principal causa de morte nas primeiras quatro décadas
de vida (1). No Brasil, € a segunda maior causa geral de morte (12%). Entre 1996
e 2006, morreram 1.348.224 pessoas vitimas de trauma (2). O choque
hemorragico estda envolvido em 44% das mortes pré-hospitalares e 55% das
mortes ap0s a admissao hospitalar (3). Nos EUA, 80% das mortes nas primeiras

horas apds o trauma sdo causadas por hemorragia (4).

O controle mecéanico da hemorragia grave constitui o0 método mais eficaz
de tratamento (5). Até que se possa efetuar o controle mecanico, a conduta inicial
amplamente difundida é a tentativa de estabilizacdo hemodinamica por meio da

infusdo de fluidos intravenosos (6-8).

As normas do Advanced Trauma Life Support (ATLS) propdem a
reposicdo Vvolémica macica com cristaloides para pacientes em choque
hemorragico, visando a restituir o débito cardiaco e a perfusdo tecidual (9).
Apesar dessa proposicao, ha evidéncias experimentais e clinicas de que a
reposicdo volémica com o objetivo de restaurar a pressdo arterial a valores pré-

choque compromete a hemostasia e exacerba o sangramento (8, 10).

Outros autores propdem reposi¢cao volémica controlada, visando a manter
a pressao arterial média em 60% do nivel basal. Mostrou-se que essa
abordagem, denominada hipotensdo permissiva, resulta em menor sangramento

e menor mortalidade (8, 10-15).

Suspeita-se, no entanto, que a hipotensdo permissiva possa provocar
hipoperfuséo tecidual, agravando o estado de choque e culminando em faléncia
de mdltiplos orgéos (4, 16).
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2. OBJETIVOS

Verificar a resposta hemodindmica e o fluxo sanguineo tecidual apés
choque hemorragico nao controlado tratado com reposicdo Vvolémica

normotensiva ou hipotensao permissiva.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Choque hemorragico e pressao arterial

Choque é definido como perfusdo tecidual inadequada, causando déficit
de oxigénio e de nutrientes para suprir as demandas metabdlicas celulares (17). A
persisténcia do choque resulta em disfuncéo celular progressiva, culminando em

faléncia multipla de 6rgaos e morte (17-19).

No choque hemorragico (CH), a pressdo arterial pode ser mantida em
niveis proximos da normalidade, apesar da queda do volume intravascular e do
comprometimento da contratilidade miocardica, por meio de mecanismo
compensatoério baseado principalmente na vasoconstricdo arteriolar periférica
(20). Esta, no entanto, ndo melhora o débito cardiaco nem a oxigenacao tecidual,

apesar de restabelecer parcialmente a pressao arterial (17).

A hipotenséo € sinal tardio e pouco sensivel de CH, havendo correlacéo
direta entre a intensidade duracdo da hipotensdo com a mortalidade (20). A
presenca de hipotensdo (definida como pressao arterial sistélica inferior a 90
mmHg, na fase pré-hospitalar do trauma) esta associada a mortalidade inicial de
12% e tardia de 32%, enquanto pacientes sem hipotensdo pré-hospitalar tém
mortalidade global inferior a 20%. Quando a hipotensao persiste por mais de 120
minutos, a mortalidade chega a 50%. Pacientes com presséo sistolica inferior a 70
mmHg nas primeiras 24h tém mortalidade superior a 60%. Além disso, a presenca
de hipotensdo no periodo pré-hospitalar esta relacionada a maior incidéncia de
faléncia multipla de 6rgédos e maior tempo de internacdo em unidade de terapia

intensiva (21).

3.2 Reanimacao normotensiva e infusdo volémica macica

A infusdo de cristaloides durante o tratamento do choque hemorragico
tornou-se pratica corrente a partir dos anos 50, com o avan¢o do conhecimento

da fisiopatologia do CH em modelos experimentais (4). Nesses modelos, a
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infusdo inicial de cristaloides, na proporcdo de trés vezes o volume de sangue
perdido (regra de 3:1) foi suficiente para corrigir o déficit de liquido extracelular e
reduzir a mortalidade dos animais. Portanto, a infusdo macica de cristaloides
passou a ser 0 ponto mais importante do tratamento inicial do choque

hemorragico (22).

Amplamente utilizada durante a Guerra do Vietnd apos 1967, a
reanimacao volémica com grande volume de cristaloides reduziu a incidéncia de
necrose tubular aguda, comparada a da Guerra da Coreia (1950-1953). Apesar
disso, ndo houve reducdo da mortalidade global (23, 24). Coincidentemente,
surgiram os primeiros relatos de edema pulmonar ndo cardiogénico, denominado
na época de “pulméo de choque” ou “pulmado de Da Nang”, que teve grande

impacto na mortalidade ap6s hemorragia grave (25).

Na década de 1980, com o avan¢co das técnicas de monitorizacao
hemodindmica, e a busca continua pela manutencdo da perfusdo tecidual,
passou-se a defender a “reanimacao supranormal’, que estabelecia parametros
hemodinamicos acima dos niveis fisioldgicos: indice cardiaco (IC) 50% maior que
4,5/(min. m?), oferta de oxigénio (DO,) maior que 600 ml/(min. m?), extraco de
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
choque hemorragico mostrou que a mortalidade do grupo que recebeu
reanimacdo supranormal foi igual a do grupo controle. Portanto, ndo esta
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 formacao de radicais livres (20).

As diretrizes iniciais do ATLS recomendavam a infuséo 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 (9). A normalizacdo da presséao arterial
era um dos parametros para atingir esse objetivo. Essa orientacdo persistiu até

recentemente, quando a ultima edi¢cdo do protocolo foi modificada para reposicéo
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volémica cautelosa antes do controle mecéanico da hemorragia em vitimas de

traumatismo penetrante no tronco (28).

3.3 Efeitos deletérios da reanimacgédo volémica maci¢ca com

cristaloides

Modelos experimentais e licbes aprendidas em medicina de guerra tém
papel crucial nas pesquisas sobre choque hemorragico. Quase todos os avancgos
do conhecimento da fisiopatologia e da terapéutica no CH foram descritos
utiizando modelos animais ou observacfes obtidas no tratamento de
combatentes. Existem dois modelos relevantes de choque hemorragico: choque
controlado com volume ou pressédo e os modelos de hemorragia ndo controlada
(10, 29, 30).

Utilizando modelos experimentais, diversos estudos que compararam
infusdo volémica macica com restricdo volémica mostraram que a primeira
causou maior perda sanguinea e maior mortalidade em animais submetidos a
choque hemorragico ndo controlado (13, 14, 16, 31-46). A reanima¢cdo macica
aumentaria o sangramento por interferir em dois mecanismos béasicos da

hemostasia: a formacdo do coagulo e a reducdo da presséo arterial (41).

A hemostasia € mecanismo complexo, que envolve a ativacdo das

plaquetas, fatores de coagulacéo e a interagdo de ambos com a parede vascular.

Disturbio de coagulacéo relacionado ao trauma ocorre em até 25% dos
pacientes vitimas de trauma grave (47). Esse processo foi recentemente
denominado coagulopatia aguda da hemorragia e do choque relacionados ao
trauma (Acute coagulopaty of trauma-shock — ACo0TS) (47). Sua etiologia é
multifatorial e inclui entre outros: trauma tecidual, hemodilui¢cdo, acidose, consumo

de fatores de coagulacéo, hipotermia e inflamacéo (10, 47, 48).

Os efeitos prejudiciais de alguns desses fatores na coagulacdo sédo bem
conhecidos, como a hemodiluicdo devido ao excesso de cristaloides e fluidos
pobres em fatores de coagulacdo. A hipotermia, por exemplo, altera a atividade

do fator de coagulacdo Vlla (reducdo de 50% a 28°C) e interfere na resposta
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hemodinamica ao choque (47). A acidose reduz a atividade dos fatores de
coagulacao, prolonga o tempo de formacdo e diminui a resisténcia do coagulo
(49, 50).

O papel do aumento da pressdo arterial na hemostasia também foi
investigado. Mostrou-se que, no CH ndo controlado, a restauragdo rapida da
pressdo arterial € capaz de expulsar coagulos formados nos vasos lesados,
provocando ressangramento, principalmente nos primeiros minutos apos o
trauma, quando ainda estdo vulneraveis devido a exigua trama de fibrina (10, 30-
32). Em modelo suino de CH néo controlado, observou-se que animais
submetidos a reposicao volémica com RL ressangravam ao atingir PAM de 64 + 2
mmHg (51).

Os dois principais mecanismos envolvidos no desalojamento dos
coagulos sdo: aumento subito do didmetro do vaso lesado e diminuicdo da
viscosidade sanguinea. Segundo a lei de Laplace, o aumento radial do vaso
eleva, em proporcdo direta, a tensédo sobre suas paredes e, consequentemente,
no coagulo. Ja a reducdo da viscosidade sanguinea aumenta o fluxo de sangue

em torno e através do coagulo, de acordo com a Lei de Poiseuille (41, 52).

A reanimacdo macica com cristaloides também altera a funcédo pulmonar
(12, 23, 48). O aumento da pressédo hidrostatica capilar reduz a pressédo oncaética
intravascular e diminui a drenagem linfatica pulmonar, ao elevar a pressdo venosa
central. Esses mecanismos, associados ao aumento da permeabilidade capilar
causado pelo fenbmeno de isquemia-reperfusdo, provocam deslocamento de
plasma do espaco intravascular para o intersticio pulmonar, prejudicando as
trocas gasosas (53). Estudo recente correlacionou infusdo volémica
intraoperatoria a incidéncia de edema pulmonar ndo cardiogénico. Ajustando o0s
resultados com covaridveis como presenca de infeccdo e pontuagdo na escala
APACHE I, constatou-se que a infusdo de cristaloides superior a 20 ml/(kg.h)
aumentou o risco de edema pulmonar ndo cardiogénico em quase quatro vezes

comparada a infuséo inferior a 10 ml/(kg.h) (odds ratio de 3,8; p=0,04) (54).

A sobrecarga de cristaloides altera a funcédo celular, ao sobrepujar
mecanismos intrinsecos que mantém as células em estreitas faixas de volume. O

aumento da pressdo hidrostatica e a diminuicdo da osmolaridade extracelular
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provocam influxo de agua através da membrana celular, diminuindo o pH
citoplasmatico e a concentragcdo de proteinas, resultando em queda da
fosforilacdo oxidativa, vital para a producao eficiente de energia (48).

A infusd@o excessiva de cloreto de sédio provoca acidose hiperclorémica e
agrava a acidose latica frequentemente encontrada em pacientes em CH (48). 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
(55).

A resposta inflamatéria é exacerbada pela sobrecarga de cristaloides. O
edema celular ativa a fosfolipase A2, resultando em aumento da producédo de
prostaglandinas, lipoxigenase, leucotrienos e acidos epoxieicosandicos. A
producado do fator de necrose tumoral alfa (aTNF) pelos macrofagos e a secrecao
de interleucinas (IL-6, IL-8 e IL-10) pelo sistema reticulo-endotelial sé&o

exacerbadas pela reanimagé&o volémica maciga no CH (48).

A sindrome compartimental abdominal é outra complicacdo grave da
infusdo macica de fluidos (12, 56). A hipertensdo abdominal, prédromo da
sindrome de compartimento, estd presente em até 85% dos pacientes com
balanco hidrico positivo superior a 5 litros. Caso a descompressdo precoce nao

seja realizada, a mortalidade pode chegar a 70% (57).

3.4 Hipotensé&o permissiva

Hipotensado permissiva (HP) é definida como a manutencéo deliberada de
niveis pressoricos mais baixos em pacientes com hemorragia grave, até que se
obtenha controle definitivo do sangramento (28). O objetivo é repor volume,
restaurar o fluxo microvascular e o transporte de oxigénio, sem interferir sobre os

mecanismos de hemostasia.

bY

As origens da HP remontam a época da Primeira Guerra Mundial. Em
1918, observou-se que combatentes em CH perdiam mais sangue quando
submetidos a reanimacao volémica antes do controle da hemorragia (58). Apesar

disso, a HP nao foi incorporada a pratica clinica e somente nas ultimas duas
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décadas passou a ser vista como alternativa no tratamento do choque

hemorragico.

A maioria dos estudos considera HP como a manutencdo da pressao
sistdlica entre 80 e 90 mmHg ou da PAM entre 50 e 65 mmHg para pacientes
previamente normotensos. Sugere-se que, na hemorragia ndo controlada, a
reducdo moderada da pressdo arterial diminui a perda sanguinea, com
manutencdo da viabilidade dos tecidos pela autorregulacdo do fluxo sanguineo
(11).

Ensaios clinicos comparando diferentes estratégias de reanimacao
volémica com a HP séo raros. Um dos estudos ndo mostrou diferenca em relagao
a sobrevida dos pacientes com essa estratégia comparada a reposicao
normotensiva, provavelmente porque no grupo de HP, a pressao arterial nao foi
diferente do grupo de ressuscitagdo normotensiva em mais de 75% dos pacientes
(59).

Apesar de nao se tratar de estudo de HP propriamente dita, outro estudo
demonstrou que a restricdo volémica pré-operatéria é vantajosa. Quinhentas e
noventa e oito vitimas de traumatismos penetrantes no tronco, com pressao
arterial sistolica, na cena, igual ou inferior a 90 mmHg, foram alocados em dois
grupos. O primeiro recebeu cristaloides desde o atendimento inicial até a chegada
a sala de emergéncia, mantendo infusdo rapida se a pressao arterial sistolica
estivesse abaixo de 100 mmHg. O segundo grupo ndo recebeu soro até que

chegasse a sala de cirurgia (8).

Os resultados demonstraram mortalidade maior no grupo que recebeu
mais soro (62% vs 70% p=0,04), confirmando resultados de estudos
experimentais (13, 14, 37, 41, 43, 44, 60). Apesar disso, houve varias
controvérsias sobre o estudo, principalmente em relacdo a falhas na metodologia.
Em outro estudo, foram alocados 1039 pacientes atendidos por equipes de
resgate, vitimas de trauma moderado ou grave. Foram comparados os resultados
da infusdo rapida de cristaloides e coloides com os de nenhuma reanimacao
volémica. Nao foi constatada diferenca de mortalidade entre os grupos (10,4% vs
9,8%) (61).
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A estratégia de HP foi avaliada em modelo de lesdo provocada por
explosdo em suinos (62). Os autores encontraram maior mortalidade nos animais
submetidos a HP em comparagdo com RN. Nesse estudo, no entanto, os animais
eram submetidos a esplenectomia e a sangramento controlado antes da lesdo
causada pela explosdo; ndo sendo, portanto, modelo ideal para avaliar a HP.
Além disso, a hemorragia controlada pode ter protegido o animal de possivel
ressangramento provocado pela reposicdo volémica normotensiva, interferindo
nos resultados quando comparados a HP. A explosao ocorreu héa 2,15 metros dos
animais, distancia que resultou em 100% de sobrevida em outros estudos que
utilizaram a mesma carga de explosivos (63). Portanto, foi empregado modelo de

CH quase totalmente controlado (62).

3.5 Impacto dos estudos sobre HP nos protocolos de atendimento

ao trauma

Os resultados dos estudos experimentais de CH n&do controlado e o
trabalho publicado por Bickell e colaboradores, em 1994, tiveram impacto sobre

0s protocolos de reposicdo volémica no trauma civil e militar (8).

O PreHospital Trauma Life Support (PHTLS) (7), atualmente, prioriza a
remocao rapida das vitimas de CH para o pronto-socorro a permanecer ha cena

do trauma procurando estabilizar o paciente antes de transporta-lo.

O manual do Battllefield Advanced Trauma Life Support (BATLS), curso
de atendimento pré-hospitalar das forcas armadas do Reino Unido, recomenda
reanimacdo volémica restrita em pacientes em choque hemorragico nao
controlado, por infusédo de coloides ou cristaloides até o restabelecimento do nivel
de consciéncia e do pulso radial (presséo arterial sistolica acima de 80 mmHg)
(6).

As forcas de defesa israelenses orientam esquemas de reanimacao
diferenciados de acordo com o tipo CH abordado. No CH nédo controlado séo

seguidos principios de reanimacéo hipotensiva (18).
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O US Military’s Committee on Tactical Combat Casualty Care (23)
preconiza reposi¢do volémica de baixo volume, utilizando coloides e HP, além de
priorizar o controle precoce da hemorragia e evitar a reanimagédo volémica
macica. Essa estratégia, aliada a reanimacdo com hemoderivados (hemacias,
plaguetas e plasma fresco congelado) na propor¢cdo de 1:1:1 é atualmente
empregada nas guerras do Iraque e Afeganistdo. Estudos recentes demonstraram

reducéo de mortalidade de soldados feridos em combate (64).

Somente na 82 edicdo do ATLS (2008), a HP foi mencionada como
alternativa de abordagem inicial do CH n&o controlado, principalmente em
traumatismos penetrantes no tronco. Entretanto, os autores advertem sobre 0 uso
da HP na vigéncia de traumatismo contuso, especialmente quando associado a

traumatismo cranio-encefalico (28).

3.6 Estimativa perfusao tecidual pelo método de deposicdo de

microesferas

O método de deposicdo de MEs para andlise da perfusdo tecidual foi
descrito, em 1967, para medida do fluxo sanguineo tecidual intradtero de fetos de
ovinos (65). Em 1976, a técnica foi modificada para estudo da perfusdo tecidual

sistémica de ratos (66).

O método de deposicdo de microesferas radiomarcadas € o padréo para
avaliacdo do fluxo sanguineo regional. Entretanto, o uso de materiais radioativos
traz dificuldades de armazenamento, manipulacédo e descarte, além de ser restrito
por razbes legais. Por isso, foram desenvolvidas MEs fluorescentes, que tém
menor custo e acuracia semelhante ao método com MEs radioativas, com a

vantagem de evitar os inconvenientes da radioatividade (67-72).

Determina-se o fluxo sanguineo tecidual infundindo-se MEs marcadas na
circulacao sistémica (atrio ou ventriculo esquerdo) do animal em estudo. Apds a
injecdo, as MEs se misturam ao sangue arterial e sdo levadas pela corrente
sanguinea até os tecidos, onde ficam impactadas nos capilares de menor calibre
(73).
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As injecdes nao provocam perturbacdes hemodinamicas em ratos,

mesmo no caso de infusdes com mais de 300.000 MEs de 15 um (74-77).

O meétodo de deposicdo de MEs determina apenas o fluxo arterial
sistémico, portanto, caracteristicas especiais da circulacdo de alguns tecidos
devem ser observadas. Locais de circulagéo tipo porta, como figado e hipofise
possuem duas vias de fluxo aferente: arterial e venosa. Nesse caso, somente o
fluxo arterial sera detectado pelos métodos de deposicdo de MEs. No figado, por
exemplo, o fluxo da veia porta podera ser medido diretamente pela infusdo de
MEs na veia porta ou indiretamente, pela soma dos fluxos dos intestinos,

pancreas, mesentério e baco (68, 78).

A circulacao pulmonar também tem caracteristicas peculiares, pois o fluxo
sistémico provém das artérias brénquicas, superado em 9 a 56 vezes pelo fluxo
da artéria pulmonar. Contudo, de 4% a 36 % das MEs de 15 um injetadas no
ventriculo esquerdo chegam aos pulmdes pela artéria pulmonar através de

derivacdes arteriovenosas (79).
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4. METODO

4.1 Animais

Quarenta e cinco ratos albinos machos, pesando entre 250 e 320g e
alimentados ad libitum com racéo prépria (Purina® Ratochow, Caxias-RS) foram
alocados por meio de tabela de numeros aleatérios em quatro grupos: Simulado,
Sem reposicdo (SR), Hipotensdo Permissiva (HP) e Reanimacdo Normotensiva
(NT).

Todos os animais utilizados foram fornecidos pelo Biotério da
Universidade Federal de Minas Gerais, ap0s aprovacao do projeto pelo Comité de

Etica em Experimentacdo Animal da Instituicdo (CETEA, protocolo 121/2008.

4.2 Anestesia e procedimento cirdrgico

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

associado a 1 mg de xilazina, conforme a necessidade.

Os animais anestesiados foram colocados em decubito dorsal, com os
quatro membros presos a placa de madeira de 20 x 15 cm por fita adesiva. A
regido cervical foi incisada com tesoura e a traqueia dissecada e intubada com
cateter plastico 14G (Smiths Medical do Brasil Produtos Hospitalares, Sao Paulo-

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

A veia jugular esquerda, a artéria carotida direita e a artéria femoral direita
foram dissecadas, ligadas distalmente e canuladas com cateteres de polietileno
com 15 cm de comprimento (PE50 — Clay Adams, Becton Dickinson, Sparks, MD-
USA). Cada canula teve uma das pontas biselada e a outra adaptada a agulha de
seringa 25x7mm (Becton Dickinson Ind. Cir. LTDA., Curitiba-PR). O lumen de
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cada canula foi preenchido com soro fisiologico a 0,9% contendo heparina

(Parinex Hipolabor, Sabara-MG) na concentragdo de 5 U.l./ml.

As canulas inseridas nas artérias femoral e carétida direitas foram
conectadas ao sistema Biopac (Biopac Systems Inc., CA-USA), por meio de
transdutor de pressdo para registro continuo da presséo arterial média (PAM) e
da frequéncia cardiaca. O cateter da carétida direita foi inserido, por via

retrograda, no ventriculo esquerdo.

O posicionamento correto do cateter no ventriculo esquerdo foi confirmado pelo
registro de ondas pressoéricas caracteristicas no Biopac: amplitude muito
acentuada, com pressdo maxima proxima a 100 mmHg e pressdo minima

negativa ou proxima de zero.

A PAM registrada pelo cateter femoral foi verificada por um minuto a
periodo de 5 minutos. As curvas pressoricas eram monitorizadas continuamente

em monitor de computador acoplado ao sistema Biopac.

Apos a estabilizacdo da pressdo arterial (PA), seguiu-se a infusdo do
primeiro bolus de microesferas (MEs), tempo denominado TO. A seguir, 0S
animais foram submetidos a laparotomia mediana de 4 cm. A aorta infra-renal foi
identificada e reparada. Todos 0s animais, com excecdo daqueles do grupo
Simulado, foram submetidos a puncéo transfixante da aorta com agulha de 25G
(Becton Dickinson Ind. Cir. LTDA., Curitiba-PR). Seguiu-se imediato fechamento
do peritbnio e das camadas musculares com sutura continua, usando fio de nailon
3-0 agulhado (Polysuture®, Sao Sebastido do Paraiso-MG). A figura 1 mostra a

sequéncia do procedimento cirdrgico.



METODO 30

Figura 1. Sequéncia da operacgéo

S

1 — traqueostomia (*), canula inserida na veia jugular esquerda (seta preta) e artéria femoral
direita (seta vermelha). 2 — traqueostomia, acesso carotideo direito (seta preta) e jugular
esquerdo (seta vermelha). 3 — Acesso na artéria femoral direita (seta preta). 4 — Laparotomia,
mobilizacdo das alcas intestinais e exposi¢do da aorta infra-renal (seta preta). 5 - transfixagéo
da aorta com agulha de 25G. 6 — Laparorrafia com nailon 3-0.

Foram utilizados apenas 0s animais nos quais a PAM caiu para menos de
40 mmHg e que se mantiveram vivos por 15 minutos, com respiracao espontanea
apos a lesdo da aorta, periodo denominado T1. Animais que ndo preenchiam
esse requisito foram eutanasiados com sobredoses de anestésicos.

O tempo decorrido até a morte e o grupo ao qual pertencia todo animal
morto antes do final do experimento foi anotado.

Apbs o periodo de 15 minutos da leséo adrtica (T1),foi iniciada reposigcéo
volémica endovenosa com RL (Fresenius Kabi Brasil LTDA., Aquiraz - CE). A

reanimacao foi mantida por 70 minutos, periodo denominado T2.

O RL foi infundido em temperatura ambiente, por de bomba de infusédo

(modelo Minipuls 3, Gilson, Villiers Le Bel — FR) conectada ao cateter jugular, com



METODO 31

fluxo de 1,4 ml/(kg.min). A infusdo foi mantida ou descontinuada conforme a meta

de PAM designada para cada grupo:

I.  Grupo NT (n=6) — presséo arterial média (PAM) de 75 a 80 mmHg.
II. Grupo HP (n=6) - pressédo arterial média (PAM) de 55 a 60 mmHg.

llIl.  Grupo SR (n=6) — ndo recebeu reposi¢cdo volémica.

Ao grupo Cntrl (controle) foram atribuidos os registros hemodinamicos de
todos os animais em TO. Quatro animais tiveram o sangue coletado em TO para
exames laboratoriais, através de aspiracdo de sangue pela caroétida, e a seguir
eutanasiados. Estes exames foram utilizados como parametros de referéncia, ja

que estes animais ndo foram submetidos a nenhum procedimento adicional.

Ao término de T2, novo bolus de MEs foi injetado no ventriculo esquerdo,
periodo de tempo denominado T3. Ao final deste, a reanimacdo volémica foi
interrompida e o volume total de RL infundido foi registrado.

Seguiu-se coleta de 4 ml sangue da artéria cardtida para seringa de 5 ml
(Becton Dickinson Ind. Cir. LTDA., Curitiba-PR), contendo 0,1 ml de heparina
(Parinex® Hipolabor, Sabara-MG). As amostras foram enviadas em trés
recipientes para exames laboratoriais: 1,5 ml em frasco contendo EDTA (Greiner
Bio-One Brasil LTDA., Americana — SP), 1,5 ml em frasco contendo fluoreto de
sédio (Greiner Bio-One Brasil LTDA., Americana — SP) e 2 ml sem anticoagulante

para gasometria arterial.

Foram realizados o0s seguintes exames laboratoriais: eritrograma,

contagem de plaquetas, gasometria arterial e dosagem de lactato.

Os animais que permaneceram Vvivos, apos a coleta, foram mortos por

exasanguinacéo pelo cateter da carotida.

O tempo total de CH foi de 85 minutos. As pressdes arteriais foram
mantidas nos respectivos niveis predeterminados para cada grupo,
exclusivamente pela infusdo de RL. N&o foram feitas tentativas de interromper
eventuais aumentos espontaneos da PAM acima dos valores pré-determinados

para o grupo.
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4.3 Cronologia dos tempos cirdrgicos

A razdo da escolha dos tempos utilizados nos experimentos tem
fundamento na simulagédo 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 leséo por cirurgia; T3 = refere-se aos cinco
minutos que se seguem a T2, necessarios para avaliacdo laboratorial e
hemodindmica das alteracbes causadas pelo choque hemorragico e pelos

métodos de reanimacdo utilizados.

O registro hemodinamico foi iniciado logo apds a estabilizacdo da PAM,
cerca de 5 minutos apds a conexdo dos cateteres ao sistema Biopac.

Apb6s TO, simulou-se o traumatismo através de laparotomia e puncédo da
aorta infrarrenal com agulha 25G. Iniciou-se o tempo T1, de 15 minutos de
duracdo, compreendendo o intervalo entre a ocorréncia do traumatismo e

obtencéo de acesso vascular pelas equipes de resgate.

O intervalo T2, com duracdo de 70 minutos, refere-se ao periodo de
reanimacao volémica diante da lesédo vascular grave ndo controlada. 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 operatoério até o controle vascular da lesdo. O tempo T3 refere-
se aos cinco minutos que se seguem apds T2, nos quais se mede a perfusédo
tecidual pela injecdo de MEs de cor diferente das utilizadas em TO e se obtém
amostras de sangue para exames laboratoriais. Este periodo reflete o status
hemodinadmico e as alteragfes laboratoriais determinadas pelo CH néao controlado
e pelos métodos de reanimacado, quando utilizados. Os animais que sobreviveram
a coleta de sangue para exames laboratoriais foram eutanasiados por

exanguinagao.

A Figura 2 resume as etapas dos experimentos e a curva de PAM

estimada para cada grupo.
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Figura 2. Fluxograma ilustrativo das etapas dos experimentos e curvas de PAM estimadas para

cada grupo.
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O volume do hemoperitbnio foi quantificado apdés o experimento da
seguinte maneira: o0 abdome dos ratos foi reaberto e o0 sangue juntamente com 0s
coagulos foi evacuado da cavidade abdominal com gazes secas. A diferenca de
peso entre as gazes antes e depois da retirada de sangue do abdome foi
convertida em volume do sangramento: cada grama da diferenca no peso da gaze

foi atribuido como correspondente a um mililitro de sangue ou coagulo.

4.4 Medida da perfuséo tecidual através do método de deposicéo de
MEs

4.4.1 Base teodrica

Assumindo que apenas o0 débito cardiaco (DC) determine a distribuicdo
das MEs nos tecidos, a perfusdo sanguinea de determinado 6rgao ou tecido tera
proporcao direta com a densidade de MEs aprisionadas na amostra tecidual (68,
80).
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Partindo desse principio, pode-se inferir que o fluxo sanguineo (Qo) para
um orgdo qualquer (Qoa), dividido pelo nimero de MEs aprisionadas em seu leito
capilar (ME,) seja igual & razdo do fluxo sanguineo de outro 6rgdo (Qos) pelo

namero de MEs nele contidas (MEg).

Dessa forma, o fluxo sanguineo de cada 6rgéo pode ser calculado, desde
gue se saiba a quantidade de MEs contidas em cada um, assim como o fluxo
sanguineo e a quantidade de MEs contidas em pelo menos um 6rgdo. Estes
valores sdo chamados fluxo de referéncia (Qr) e quantidade de MEs de referéncia
(MEy).

Qoa/MEa = Qoe/MEg = Qref/ MERet

Utilizando bomba de infusdo/succdo, conectada a uma artéria grande
calibre e calibrada para coletar sangue com débito pré-fixado até um tubo de
ensaio, pode-se nesse caso, quantificar-se o fluxo sanguineo para o recipiente
(Qf) bem como o seu contetudo de MEs (MEf).

Assumindo que determinado 6rgdo seja o animal inteiro, seu fluxo
sanguineo seria a soma do débito arterial para todos os tecidos, ou seja, o DC. E
o conteudo de MEs deste 6rgédo seria o volume de MEs injetadas (MEr):

Qwn=DC e MEax=MEr

Como as preparagdes comerciais contém 1.000.000 de MEs por mililitro
(ml), e possivel saber-se a quantidade de MEs infundidas no volume da
suspensao injetada. Dessa forma, pode-se calcular o DC global e o fluxo

sanguineo para orgao alvo qualquer, utilizando-se a formula:

DC/MET =Qgef/ MERet
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4.4.2 Infusdo das microesferas

Foram utilizadas solu¢cées de microesferas fluorescentes com 15 um de
diametro, contendo 10° MEs de poliestireno por ml (Fluorspheres Blood Flow
Determination, Molecular Probes; Eugene, OR-USA). As microesferas nas cores
vermelha (comprimento de onda de absorcdo/emissdo em agua de 580/605 nm),
azul-verde (505/515 nm), azul (625/645 nm) e laranja (540/560 nm) foram
dissolvidas em solucdo composta por NaCl (0,15 M) Tween 20 (0,05%) e
timerosal (0,002%), armazenadas entre 2 e 4 °C e protegidas da luz.

Imediatamente antes de sua utilizagcdo, as MEs eram colocadas em
suspensdo, agitando os frascos que as continham com vortex (Scientific
Industries® Inc., Bohemia, NY-USA) por um minuto. Seguia-se sonicacao (Vibra-
Cell VCX 750 Sonicator, Sonics & Material®, Newtown-USA) por mais um minuto
para dissolver possiveis microagregados de MEs.

Apbs sonicacdo, 0,3 ml da suspensao de microesferas (cerca de 300.000
MEs) eram aspirados com seringa de 1 ml (Becton Dickinson Ind. Cir. LTDA.,
Curitiba-PR).

Para a infusdo das MEs, as canulas das artérias femorais e carotida
direita eram temporariamente desconectadas do Biopac. O cateter da artéria
femoral era conectado a bomba peristaltica (modelo Minipuls 3, Gilson®, Villiers
Le Bel — FR) para coleta de sangue, calibrada para aspirar 0,7 ml/min de sangue
para tubo de ensaio, e o cateter da carétida era conectado a seringa contendo as
MEs.

A seguir, a bomba era ligada. No décimo segundo de coleta, injetava-se
0,3 ml da solugcdo de MEs no cateter da carétida, no intervalo de 20 segundos.
Apoés a injecdo, o volume de sangue coletado era reposto com 2 ml RL pela
canula da carotida, durante os 60 segundos restantes da coleta. A solu¢do de RL
servia, também, para mobilizar as MEs que porventura ficassem retidas no interior
da céanula. A bomba de infusdo era desligada, totalizando 90 segundos de coleta

de sangue da artéria femoral.
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A seguir, as canulas eram reconectadas ao sistema Biopac, e as

amostras de sangue coletadas eram separadas e identificadas.

4.4.3 Preparo das amostras e recuperacao das microesferas

As duas amostras de sangue coletadas pela bomba de infusdo, o
hemisfério cerebral esquerdo, os rins direito e esquerdo, coracdo, pulmdes,
intestinos, estdbmago, mesentério, pancreas, baco e figado foram retirados,
pesados individualmente e colocados em tubos de centrifuga de 35 mm por 105
mm (Sorval Legend Mach 1.6-R, Thermo Scientific, Waltham, MA-USA).

No tubo utilizado para estimativa do fluxo venoso porta, separaram-se
fragmentos correspondentes a um quinto do peso de cada um dos seguintes

orgaos: estdbmago, intestinos, pancreas, mesenteério e baco.

O numero de MEs fluorescentes era calculado pela medida da
fluorescéncia das amostras. Para isso, as MEs precisaram ser separadas dos
tecidos.

Apbs separacdo e identificacdo dos tubos contendo as amostras,
procedia-se a digestdo dos tecidos por adicdo de 8 ml de solugéo de lise a cada
tubo. Essa era a primeira etapa para a separacdo das MEs das amostras. A
composicdo da solucdo foi preparada com 44,88 g de hidréxido de potassio
(Vetec Quimica Fina LTDA., RJ-RJ) + 8 ml de Tween 80 (Isofar Ind. Com. De
Produtos Quimicos LTDA, Duque de Caxias-RJ) + 400 ml de etanol a 92,8 ° INPM
(Minélcool®, Minagucar S/A, Santa Rosa do Viterbo-SP).

Os tubos contendo as amostras foram colocados em banho-Maria a 60 °C
por 6 horas, seguindo-se agitacdo com vortex e sonicacdo até a dissolucao
completa dos fragmentos, e centrifugacdo das amostras por 15 minutos a 1500 g
(Sorval Legend Mach 1.6-R, Thermo Scientific, Waltham, MA-USA).

Por possuirem gravidade especifica superior a solucao de hidroxido de
potassio, centrifugaram-se as amostras com MEs em suspensdo para que estas

se precipitem no fundo dos tubos e possam ser separadas da solucao.
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Solugdes alcalinas interferem na leitura da fluorescéncia das amostras.
Por isso, 0s resquicios da solugéo de lise precisaram ser retirados das amostras e
neutralizados com solucéo tampé&o, acrescentando-se 1 ml de agua deionizada ao
precipitado, seguindo-se agitacdo com Vortex e adicdo de 9 ml de solucdo de

alcool-Tween (995 ml de alcool absoluto + 5 ml de Tween 80).

Centrifugaram-se novamente as amostras e o sobrenadante foi pipetado e
descartado. Adicionaram-se 5 ml de solucdo tampéao-fosfato a 0,1 M, pH 7, que
consistia em 10,712 g de fosfato de potassio (K.PO,) + 5,239 g de di-
hidrogenofosfato de potassio monobasico (KH,PO,4) por litro de 4gua destilada,

seguindo-se agitacdo com vortex e adicdo de 4 ml de alcool absoluto.

As amostras foram novamente centrifugadas, e o0 sobrenadante foi
pipetado e descartado. ApOs a retirada de todo solvente, as MEs purificadas
foram dissolvidas em 4 ml de acetato de etila (Labsynth, Diadema-SP) agitando-
as com o Vvoértex por 60 segundos e deixando-as em camara escura por 10
minutos. O acetato de etila dissolve as MEs e libera os pigmentos fluorescentes
passiveis de serem quantificados no espectrofluorimetro. A leitura no
espectrofluorimetro era feita em, no maximo, 60 minutos para evitar perda da

fluorescéncia, pois a solucao é sensivel a luz.

A medida da fluorescéncia foi feita adicionando 2 ml do sobrenadante da
amostra a cubeta do espectrofluorimetro (modelo UV-3600-UV-VIS-NIR Shimadzu
Scientific Instruments, Columbia, MD-USA). O aparelho foi calibrado de modo a
medir a fluorescéncia de acordo com a faixa de emissdo/absorcao
correspondentes as cores de MEs utilizadas no experimento. Entre leituras de

amostras diferentes, a cubeta foi lavada com acetato de etila.

4.4.4 Contagem de MEs nas amostras

Como a quantidade de MEs de cada amostra tem relacdo direta com sua
respectiva fluorescéncia, a contagem de MEs pode ser feita indiretamente, a partir
da medida da fluorescéncia de amostra com quantidade de MEs conhecida. Neste

caso, quantificou-se fluorescéncias de 10 ul da preparagcéo comercial (FL1p, com
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10.000 MEs) e de cada amostra de tecido (FLa) para obter-se 0 nimero de MEs

contidas em cada uma, de acordo com a féormula:

FLa/ MEa = FL10/10.000

A medida do fluxo sanguineo pode ser feita em diversos momentos, no
mesmo animal. Para tanto, cada injecdo deve conter MEs com espectros de
fluorescéncia diferentes. Cada espectro de fluorescéncia pode ser quantificado no
espectrofluorimetro, pois cada cor de ME absorve energia de um comprimento de
onda excitatorio especifico e imediatamente a emite na forma de luz com
comprimento de onda também especifico. Uma amostra, portanto, pode conter
MEs de diversas cores fluorescentes, sem que uma cor influencie a medida da

fluorescéncia de outra (69, 70).

4.4.5 Calculo do fator de converséao (Fc):

O Fc é um coeficiente utilizado para calcular a quantidade de MEs de
determinada cor em uma amostra. O Fc é a média obtida a partir de trés tubos
contendo uma quantidade conhecida de MEs de determinada cor, e deve ser feito
para cada cor (faixa de espectro) de ME utilizada nos experimentos. O preparo

das amostras para obtencao do Fc foi feito como se segue:

> Tubo 1: pipetaram-se 10 pl da solucéo de MEs (10* MEs), da cor especifica
utilizada na injecdo, em um tubo contendo 4 ml de acetato de etila, seguiu-
se agitacao com vortex. O tubo 1 teria, portanto, 2.500 MEs/ml.

» Tubo 2: pipetaram-se 2 ml do contetdo do tubo 1, adicionando-se a tubo
contendo 2 ml de acetato de etila. Seguiu-se agitagdo do tubo com vortex.
O tubo 2 teria, portanto 1.250 MEs/ml.

» Tubo 3: pipetaram-se 2 ml da solucdo do tubo 2, adicionando-se a tubo
contendo 2 ml de acetato de etila. Seguiu-se agitacdo do tubo com vortex.
O tubo 2 teria, portanto 625 MEs/ml
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A partir da leitura da fluorescéncia de cada tubo no espectrofotdmetro,

obteve-se o Fc pela formula:

Fc = 5000/fT1 + 2500/fT, + 1250/fT3
3

Em que fT é a fluorescéncia obtida da leitura de 2 ml de cada tubo no
espectrofluorimetro. Multiplicando-se o Fc pela fluorescéncia de uma amostra
(ambos para o0 mesmo espectro de ME), obteve-se a quantidade de MEs, daquela

cor, naquela amostra.

A quantidade de MEs em uma amostra (MEan) foi calculada multiplicando-

se a fluorescéncia da amostra (fam) pelo Fc.

A partir dos valores de fluorescéncia obtidos, foram calculados os

parametros hemodindmicos, da maneira como se segue.

4.4.6 Fluxo sanguineo regional - Qo, ml/(min.qg)

QO = (MEAm/MERef) X (QRef/PAm)

Em que MEan € a quantidade de MEs contidas na amostra, MEre € a
guantidade de MEs contidas na amostra sanguinea de referéncia, Qrer € 0 fluxo

sanguineo de referéncia (em ml/min) e Pam € 0 peso da amostra.

O fluxo de referéncia € calculado dividindo-se o peso da amostra
sanguinea de referéncia (Pam, €m g) pelo produto da densidade do sangue (1,06

g/ml) e o tempo de coleta da amostra (1,5 min).

Qref = Pam/1,06 X 1,5
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O célculo do fluxo da veia porta foi feito indiretamente, a partir do fluxo
arterial para o bago, pancreas, mesentério, estbmago e intestino. Como o volume
das amostras era grande demais para serem colocado em um tubo, os 6rgaos
foram pesados individualmente, obtendo-se uma amostra, de cada um deles,
equivalente a um quinto do seu peso. Essas amostras foram colocadas juntas em
um tubo, a fluorescéncia foi medida, e o numero de MEs calculado da mesma
forma que nos outros tecidos. Multiplicando a quantidade de MEs contidas nesta
amostra por 5, obteve-se o fluxo arterial total para este conjunto de 6rgaos, o
equivalente ao fluxo da veia porta. Dividindo o fluxo da veia porta pelo peso do

figado (em g), obteve-se o fluxo venoso porta por grama de parénquima hepatico.

4.4.7 Débito cardiaco - DC, ml/min

Calcula-se o DC multiplicando-se a razdo dada pelo total de MEs
injetadas no ventriculo esquerdo (ME+t) sobre o total de MEs contidas na amostra
de sangue de referéncia MEges pelo fluxo de referéncia (Qrer). Nesse caso MEt é
igual a 300.000.

DC = ME+.Qref /MERef

4.4.8 indice cardiaco - IC, ml/(min.100g)™

O IC, em ratos, é calculado pelo produto de DC e pelo peso do animal (g)
dividido por 100 (81-83).

IC =DC . P/100

4.4.9 Consideragfes sobre o0 método de deposicao de MEs

A opcéo do uso de MEs fluorescentes para determinacéo do fluxo tecidual

se justifica porque o método fornece informacdes mais precisas e detalhadas do
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gue os sensores de fluxo, além de poder ser utilizado em pequenos animais, sem

causar distarbios hemodinamicos (68).

Medidas acuradas da perfusdo tecidual demandam mistura homogénea
das MEs com o sangue arterial. As infusdes de MEs, portanto, devem ser feitas
dentro do atrio ou ventriculo esquerdo, e os aglomerados de MEs contidos nas
preparacdes comerciais devem ser desfeitos imediatamente antes das injecdes.
Confirma-se a mistura adequada pela comparacédo do fluxo sanguineo de cada
rim do animal. Diferenca de fluxo superior a 15% sugere mistura inadequada das
MEs com o sangue, ndo permitindo anélises confiaveis da perfusdo tecidual (84).
Outro determinante de acuracia é a quantidade de MEs por amostra, que deve ser

superior a 400, a fim de garantir um erro relativo inferior a 5% (73, 85).

4.5 Analise estatistica

A mortalidade global incluiu os animais mortos antes e ap0s a alocacao. A
mortalidade por grupo foi computada entre os animais que sobreviveram aos
primeiros 15 minutos de choque hemorragico. A comparacao da sobrevivéncia foi

expressa em curva de sobrevivéncia (Log rank).

Utilizou-se teste t de Student para comparacao entre as médias de dois
grupos e analise de variancia (ANOVA) com pés-teste de Tukey para
comparacdes entre médias de mais de dois grupos. Consideramos valor de p

inferior a 0,05 como estatisticamente significante.

Os resultados foram expressos em tabelas e figuras como médias *
desvios-padréao (DP). Graficos contendo médias e erros-padrao foram anexados.
O modelo estatistico utilizado para o estudo foi:

P e

Em que:

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

| = efeito geral da média;
Ti = efeito do i-ésimo nivel do fator fixo (combinagé&o entre grupo e medida);
€ij = erro aleatorio.
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Supbs-se que erros aleatérios m—— foram independentes e
identicamente dispostos com distribuicAo normal, média zero e variancia
constante. Foram feitas comparacdes mdltiplas de Tukey quando observadas
diferencas entre os niveis do fator, com intuito de detectar onde estas se

encontravam.

Quando as variaveis nao atenderam as suposicOes anteriores e nenhuma
transformacao aritmética pdde ser empregada com sucesso, a analise prosseguiu
com o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn. Valores

de p inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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5. RESULTADOS

5.1 Peso dos animais

Os pesos médios dos animais dos grupos Simulado, SR, NT e HP (tabela

1) nédo foram diferentes entre 0s grupos.

Tabela 1 Peso dos animais.

Grupo Simulado SR NT

Peso 304 + 30 298 + 27 302 + 27

HP

292 + 40

Valores em gramas (g) + desvio-padrao.
ANOVA (p = 0,84).

5.2 Anestésicos

A quantidade de anestésicos administrada (tabela 2) foi semelhante e néao

houve diferenca entre os grupos.

Tabela 2. Anestésicos

Anestésico Simulado SR NT
Cetamina 108,5 + 10 122,3+ 35 119,6 + 30
Xilazina 19,7+ 2 194+ 2 19,3+ 3

HP

113,1+ 20

2057

Valores em mg/kg, média + desvio-padréo.
ANOVA (cetamina, p = 0,51; xilazina, p = 0,91)

5.3 Quantidade de cristaloides utilizada na reanimacao

Os volumes médios de cristaloides necessarios para atingir e manter a

PAM proposta para cada grupo (tabela 3) foram maiores para o grupo NT do que

para o grupo HP.
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Tabela 3. Volume de cristaloides infundido durante os experimentos.
Grupo NT HP

RL 7,21+3 245+1

Valores em ml.100g™, média + desvio-padrao
Teste t Student, p = 0,02.

5.4 Curvas de presséo arterial

A PAM basal néo foi diferente entre todos os grupos (ANOVA, p > 0,05).
Durante o periodo que antecedeu a reposi¢ao volémica (T1), a queda da PAM néo
foi diferente entre os grupos SR, NT e HP (ANOVA, p > 0,05).

Apoés 15 min. de reanimacdao (de 30 a 85 min) foram observadas diferencas

significativas entre todos os grupos (ANOVA com pos-teste de Tukey, p < 0,001).

As medidas de pressdo arterial anotadas em intervalos de 5 minutos

durante todo o experimento estdo representadas na Figura 3.
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Figura 3. Curvas de pressao arterial antes e apés choque hemorragico ndo controlado, em ratos.

Presséo Arterial
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Teste comparativo ANOVA com pos-teste de Tukey:

* sem diferencas significativas entre os grupos
Tp>0,05SRvs NT, SR vs HP, NT vs HP

§ diferencas significativas entre todos os grupos (p < 0,001).

O grupo Simulado apresentou PAM pouco menor ao valor inicial, com pico

pressorico por volta dos 50 min.

5.5 Mortalidade

Quinze animais morreram durante os 45 experimentos (33,3%). Sete
animais (15,5%) morreram nos primeiros 15 minutos apos a lesdo adrtica, antes do
inicio da reanimacdo volémica e foram substituidos. Dentre os animais que
sobreviveram aos primeiros 15 minutos de CH, a mortalidade foi de 3/11 (27%) no
grupo SR, 3/10 no grupo NT (30%) e 2/10 (20%) no grupo HP. Todos os sete
animais do grupo Simulado sobreviveram até o fim dos experimentos. A figura 4
ilustra as curvas de sobrevivéncia. Nao houve diferenca na mortalidade entre os

grupos submetidos a CH.
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Figura 4. Curva de sobrevivéncia (Log rank) no choque hemorragico ndo controlado, em ratos.
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O eixo “X” se refere ao intervalo entre TO e a morte. O eixo “Y” indica o percentual de animais vivos
correspondente em cada ponto no tempo. A mortalidade para cada grupo foi computada depois da
aleatorizagdo, ao término de T1 (15 minutos) (p = 0,49).

5.6 Hemoperitonio

Constatou-se maior perda sanguinea no grupo NT (18,80 + 3,5 ml/kg)
comparada a dos grupos HP (16,24 + 3,9 ml/kg) e SR (14,89 + 3,2 ml/kg, p = 0,04).
A Figura 5 ilustra os volumes de hemoperitdnio, mensurados pela diferenca de
peso entre gazes secas e aquelas encharcadas de sangue e coagulos evacuados

da cavidade abdominal dos animais no final dos experimentos.

Figura 5. Volumes de hemoperiténio apés choque hemorragico ndo controlado, em ratos.
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Hemoperitdnio

25+
*
20+ T
-1
15- I
10
SR NT HP

Os valores (ml/kg) representam as médias com erros-padrdo das médias.
* ANOVA com poés-teste de Tukey, p = 0,04 vs SR.

5.7 Débito cardiaco e indice cardiaco

Ambos foram maiores na medida controle (Cntrl, em TO) em relacdo a
todos os grupos (tabela 4, figuras 6 e 7), exceto ao grupo Simulado. Apesar do DC
e IC médios serem maiores no grupo Simulado, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa. O tipo de reanimacéo (NT ou HP) nao alterou o DC e

o IC dos animais submetidos a CH.
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Tabela 4. Valores médios de débito cardiaco e indice cardiaco antes apés choque hemorragico
ndo controlado, em ratos.

Grupo DC IC

Cntrl 137,5 + 55 41,9+ 15
Simulado 109,6 + 24 36,77
SR’ 66,6 + 27 21,9+9
NT 70,6 + 26 24 + 10
HP 64,8 + 30 22,6 +11

Valores de débito cardiaco (DC, ml.min™) + desvio-padréo e indice cardiaco (IC, ml.min™~.100g™) *
desvio-padrao.
* ANOVA com pés-teste de Tukey, p < 0,001 vs Cntrl.

Figura 6. Valores de débito cardiaco antes apés choque hemorragico ndo controlado, em ratos.

Débito Cardiaco
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Cntrl Simulada SR NT HP

Os valores (ml.min™) representam médias com erros-padréo das médias.
* ANOVA com pés-teste de Tukey, p < 0,05 vs Cntrl.
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Figura 7. Valores de indice cardiaco antes apds choque hemorragico nédo controlado, em ratos.

indice Cardiaco
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Cntrl Simulado SR NT HP

Os valores (mI.min'l.1009‘1)representam médias com erros-padréo das médias.
* ANOVA com poés-teste de Tukey, p < 0,05 vs Cntrl.

5.8 Perfusao tecidual

O fluxo sanguineo regional (QO) foi calculado em varios 6rgaos. As
diferencas de fluxo sanguineo cerebral e coronariano entre 0s grupos nao

mostraram significancia estatistica (ANOVA, p > 0,05) (figuras 8 e 9).

Observou-se tendéncia dos grupos NT e HP a possuirem fluxo coronariano
superior aos outros grupos. Os grupos Cntrl e Simulado tiveram fluxos
intermediarios e o grupo SR teve 2 animais com perfusédo cardiaca superior a 4,8

ml.g™ . min™, enquanto 4 ratos apresentaram fluxos inferiores a 1,3 ml.g™.min™.
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Figura 8. Fluxos cerebrais ap6s choque hemorragico ndo controlado, em ratos.
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Os valores (mI.g'l. min‘l) representam médias com erros-padrao das médias.

Figura 9. Fluxos coronarianos apds choque hemorragico ndo controlado, em ratos.

Fluxo coronariano

T

Ctrl Simulade SR NT HP

Os valores (ml.g'l. min'l) representam médias com erros-padrédo das médias.

O fluxo renal (figuras 10 e 11) foi maior nos grupos Cntrl e Simulado,

havendo significancia nas diferengas entre o grupo Cntrl vs SR, NT e HP (ANOVA

com poés-teste de Tukey, p < 0,05). As diferencas de fluxo entre o rim esquerdo e

direito foram pequenas e sem significancia (ANOVA, p > 0,05), variando entre 4 %

e 12 %. A presenca de reanimacgao volémica (normotensiva ou hipotensiva) n&o

alterou a perfusao renal de forma significativa.
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Figura 10. Fluxos renais direitos ap6s choque hemorragico ndo controlado, em ratos.

Fluxo renal direito
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Os valores (ml.g‘l. min'l) representam médias com erros-padrao das médias.

* ANOVA com poés-teste de Tukey, p < 0,05 vs Cntrl.

Figura 11. Fluxos renais esquerdos apés choque hemorragico ndo controlado, em ratos.

Fluxo renal esquerdo
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Cntrl Simulado SR NT HP

Os valores (ml.g'l. min'l) representam médias com erros-padrédo das médias.
ANOVA com pds-teste de Tukey:
*p < 0,05 vs Cnitrl.

As proporc¢des de fluxo arterial hepatico (figura 12) e venoso porta (figura 13)
mantiveram-se constantes em todos os grupos (ANOVA com pés-teste de Tukey, p
< 0,05). O fluxo arterial hepatico respondeu por 29,92% * 10,03% do fluxo hepatico
total no grupo Cntrl, por 33,12% + 11,75% no grupo Simulado, por 29,46% =
14,23% no grupo NT, e por 33,75% + 11,65% no grupo HP.
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O fluxo arterial hepatico do grupo SR foi menor em relacdo aos grupos
Cntrl, Simulado e NT. O fluxo porta no grupo SR também foi menor em relacdo ao
grupo Cntrl.

O fluxo hepatico (arterial e porta) nos grupos HP e NT mantiveram-se

proximos ao nivel basal, sem diferenga entre ambos.

Figura 12. Fluxos arteriais hepaticos apés choque hemorragico ndo controlado, em ratos.

Fluxo arterial hepatico

059 T T
p 0.44 T

Cntrl Simuladc SR NT HP

Os valores (mI.g'l. min"l) representam médias com erros-padrao das médias.
* ANOVA com poés-teste de Tukey, p < 0,05 vs Cntrl, Simulado e NT.
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Figura 13. Fluxos venosos porta hepaticos apos choque hemorragico nédo controlado, em ratos.

Fluxo venoso porta
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Os valores (mI.g'l. min‘l) representam médias com erros-padrao das médias.
* ANOVA com poés-teste de Tukey, p < 0,05 vs Cntrl.

O grupo SR teve o menor fluxo intestinal entre todos os grupos (figura 14),
com significancia em relacdo aos grupos Cntrl e Simulado. Os fluxos do grupo HP
também foram menores em relagdo ao grupo Cntrl, mas ndo houve diferenca em
relacdo a NT. Este apresentou fluxo médio semelhante ao grupo Simulado e, como

neste, sem diferenca comparada ao grupo Cntrl.
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Figura 14. Fluxo intestinal apés chogue hemorragico ndo controlado, em ratos.
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Os valores (ml.g™. min™) representam médias com erros-padrdo das médias.
ANOVA com p@s- teste de Tukey:
*p < 0,05 vs Cntrl e Simulado
**pn < 0,05 vs Cntrl

O grupo SR teve o menor fluxo esplénico entre todos os grupos (figura 15),

com significancia em relacdo aos grupos Cntrl e Simulado. Os fluxos dos grupos

NT e HP também foram menores em relacdo ao grupo Cntrl. Nao houve diferenca

no fluxo esplénico entre HP e NT.

Figura 15. Fluxos esplénicos apds choque hemorragico ndo controlado, em ratos.
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Os valores (ml.g™. min™) representam médias com erros-padrdo das médias.
ANOVA com pés-teste de Tukey:
*p < 0,05 vs Cntrl e Simulado

** p < 0,05 vs Cntrl
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O fluxo das artérias bronquicas (figura 16) variou entre 0s animais, o que
elevou o desvio-padrao. Foram excluidos da andlise 7 registros do grupo Cntrl, 1
do grupo Simulado, 2 do grupo SR e 1 do grupo NT, cujos valores de fluxo foram
superiores a 2,5 vezes o valor da média para o grupo. O grupo Cntrl teve maior
meédia de fluxo, com significAncia em relacdo aos grupos SR e HP. Nao houve

diferenca no fluxo das artérias bréonquicas entre HP e NT.

Figura 16. Fluxos das artérias bronquicas apés choque hemorragico ndo controlado, em ratos.
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Os valores (ml.g™. min™) representam médias com erros-padrdo das médias.
* Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn, p < 0,05 vs Cntrl

As médias de fluxo sanguineo regional, juntamente com seus respectivos

desvios-padréao estédo apresentadas na tabela 5.
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Tabela 5. Medidas de fluxo sanguineo regional antes e apds choque hemorragico ndo controlado,

em ratos.

Fluxo Cntrl* Simulado SR NT HP

Cer 0,65 + 0,2 0,68 +0,3 0,49 + 0,2 0,75+0,3 0,47 +0,2
Cor 347+14 301+1,1 2,39+17 4,00 +1,8 3,55+ 1,9
RD” 4,06 + 1,4 312+1,3 1,64%5+05 2,2%+08 1,95%+ 0,7
RE 3,92+1.2 2,90 +1,2 153%+05 251%+11  1,72%+08
AH 0,47 +0,2 0,48 £ 0,2 0,13%T+0,1 0,39+0,2 0,35+0,2
VP 1,11+0,3 0,85+0,1 0,39°+0,1  0,80+0,3 0,79+0,5
Int 1,45+ 0,6 1,07+0,2 0,72°+04  1,12+05 0,85+0,3
Baco 1,14 +0,3 0,81+0,3 0,28%+01 0,67°+0,1  0,47°+0,2
AB 2,20+0,8 1,48 +0,7 0,35%+0,2  1,18%+1 0,828+ 0,6

Médias * desvios-padrédo das médias. Cer, cérebro; Cor, coragéo; RD, rim direito; RE, rim esquerdo;
AH, artéria hepatica; VP, veia Porta; Int, intestino; AB, artérias bronquicas.

* 0 grupo Cntrl se refere aos valores de perfuséo pré-choque

** valores semelhantes aos do rim contralateral (p > 0,05)

ANOVA com pds-teste de Tukey:

§ p < 0,05 vs Cntrl.

e p < 0,05 vs Simulado.

T p <0,05vs NT.

5.9 Exames Laboratoriais

Os niveis de hematdcrito e hemoglobina foram menores em todos os
grupos em relacdo aos controles. Dos animais submetidos & CH, o grupo SR foi 0
gue apresentou menor queda, com significancia em relacdo ao grupo NT (Figura
17).
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Figura 17. Niveis de hemoglobina ap6s choque hemorragico nao controlado, em ratos.

Hemoglobina
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Cntrl Simulada SR NT HP

Os valores (g/dl) representam médias com erros-padrdo das médias.
ANOVA com p@s-teste de Tukey:

*p < 0,05 vs Cntrl.

**n < 0,05 vs Cntrl e Simulado

*** n < 0,05 vs Cntrl, Simulado e SR

A contagem de plaquetas teve desvio-padrdo alto e variancia diferente
entre os grupos. Foi, portanto, aplicado teste de Kruskal-Wallis com pdés-teste de
Dunn. Observou-se queda (p < 0,05) apenas dos grupos NT e HP em relacdo ao
Cntrl (tabela 6).

Os valores de pH, PO, bicarbonato e excesso de bases, nao

apresentaram diferencas significativas entre os grupos (ANOVA, p > 0,05).
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Figura 18. Niveis de pH apés choque hemorragico néo controlado, em ratos.
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Os valores representam médias com erros-padrao das médias.

O grupo SR teve o0s maiores niveis de acido latico ao final dos
experimentos (figura 23), com significancia em relagdo a todos os outros.

Figura 19. Niveis de acido latico apés choque hemorragico ndo controlado, em ratos.
Acido Latico
*
70+
60- T

3 40+

Cntrl Simulada SR NT HP

Os valores (mg/dl) representam médias com erros-padrdo das médias.
ANOVA com pds-teste de Tukey:
*p < 0,05 vs Cntrl.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos NT e HP.
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expostos na tabela 6.

Os resultados dos hemogramas e gasometrias arteriais, por grupo, estao

Tabela 6. Exames laboratoriais apés choque hemorragico nao controlado, em ratos.

Htc
Hb
Plg’
pH
PO,

PCO,

HCO3

BE

AL

Cntrl

4155+ 3,4

1495+1,4

623 + 111

7,30 + 0,04

99,5+ 14,8

4452 +7,7

21,7551

-4,62+4,8

14,26 + 7,5

Simulado
32,26°+2,9
12,80° +0,5
546 + 87
7,25 + 0,03
114,2 + 21,6
46,90 + 6,6
19,65 + 1,7
-6,40 £ 1,4

18,82 £ 4,4

SR
30,83°+3
10,80%+ 1,1
993 + 157
7,18 +0,1
89,41 + 23,4
43,83 +10,1
16,69 + 3,6
-10,21 + 4,7

55,91%+ 35,8

NT
24,91%"+ 4
9,09%T+ 12
447" + 185
7,24+0,1
100,38 + 24,1
46,05 + 9,2
20,13 +4,2
-6,54 + 4

41,27 £ 29,5

HP
28,64%+2,9
10,31+ 0,7
419% + 71
7,26 +0,1
125,39 + 26,4
36,84 +8,1
16,49 + 2,1
9,59 2,8

28,81+8

Hemogramas e gasometrias arteriais. Médias * desvio-padrdo. Htc, hematdcrito; Hb, hemoglobina;
Plg, contagem de plaquetas; HCOs', bicarbonato; BE, excesso de bases; AL, acido latico.

* (Valores das médias e DP) x 10°
ANOVA com poés-teste de Tukey:
§ p < 0,05 vs Cntrl.

e p < 0,05 vs Simulado

T p<0,05vs SR
Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn
#p < 0,05 vs Cntrl
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6. DISCUSSAO

6.1 Consideracdes sobre o método

6.1.1 Modelo animal de choque hemorragico

Apesar de a maioria dos estudos sobre reanimagcdo no choque
hemorragico ndo controlado mostrar que a HP reduz a hemorragia (12-14, 31-46,
86, 87), ha controvérsias sobre a ocorréncia de hipoperfusdo tecidual com essa
estratégia. A hipoperfusao tecidual apresenta relacdo direta com a sobrevida de
vitimas de trauma grave. Essa correlacdo parece ser mais significativa do que o

volume de sangue perdido ou a repercussdo hemodinamica da hemorragia (88).

Modelos experimentais clinicamente relevantes de CH e reanimagédo
volémica devem incorporar hemorragia ndo controlada grave e leséo tecidual (16).
Idealmente, o modelo deve simular diversos graus de gravidade do choque e
reproduzir os tempos decorridos entre 0 acidente e o tratamento, tais como:
chegada do socorro ao local, transporte da vitima até o centro de trauma pelas
equipes médicas de emergéncia (89). Ja a reposicdo volémica deve simular as
modalidades terapéuticas vigentes, como a reposi¢cdo normotensiva e hipotensao

permissiva.

No presente trabalho, a reanimacgao volémica foi iniciada 15 minutos apos
a lesdo da aorta, simulando o tempo médio gasto, confirmado na pratica, entre o
trauma e a chegada dos sistemas de resgate. Em estudo conduzido em Belo
Horizonte, MG entre 2006 e 2009 (90), o tempo médio decorrido entre a ligacdo
telefénica e a chegada da equipe do SAMU (Servigco de Atendimento Movel de
Urgéncia) ao local do evento de foi de 20,21 min. (intervalo de confianga de 95 %,
entre 20,72 e 21,71 min.), com a maior parte das ocorréncias entre 10 e 20 min.
Em eventos extremos, como ferimentos penetrantes no tronco associados a CH, o
tempo médio de deslocamento e inicio da reanimagdo volémica ocorre, via de

regra, em torno de 15 minutos, tempo praticado no presente estudo.
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O modelo de CH com lesédo vascular intra-abdominal e laparotomia foi
utilizado com intuito de associar trauma tecidual a hemorragia grave nao
controlada e por ser possivel indicacdo para uso de HP (8, 35). A transfixacdo da
aorta com agulha de 25 G foi utilizada por ser método simples e provocar lesao
com tamanho padronizado (42, 44, 45). O fechamento da laparotomia permitiu
que os efeitos da pinca abdominal sobre a hemostasia também fossem

simulados.

6.1.2 Uso da heparina

Nos experimentos-piloto o0s parametros hemodinamicos foram
monitorados por meio de canulas de polietilieno PE-50 sem heparina. Entretanto,
as frequentes obstru¢cdes das cénulas por codgulos tornavam necessarias
injecOes repetidas de soro nas mesmas. Esse inconveniente foi contornado com o
preenchimento destas com heparina diluida, evitando, além das obstrucdes,
interferir sobre o volume da reanimacéo. Todos os animais receberam quantidade
semelhante de heparina na concentracao de 1,7 U.l./ml ou 5 U.L./IV por animal, o
que equivale a injecdo menor que 2000 U.l. em homem adulto, incapaz de

provocar alteracao significativa na coagulacédo normal.

Outros estudos experimentais com MEs em ratos utilizam doses muito
maiores (600 Ul/kg ou 150 a 200 Ul por animal) para prevenir obstrucdo das
canulas por coagulos (85, 91). Como a dose utilizada no presente experimento foi
muito inferior a essas, é provavel que a heparina ndo tenha influenciado a
coagulagcéo. Ademais, todos os animais receberam essa dose de heparina, o que

uniformiza os grupos nesse aspecto.

6.1.3 Anestésicos

A associacdo de cetamina com xilazina foi utilizada com o objetivo de
reduzir distarbios hemodindmicos farmaco-dependentes. A cetamina tem acao
simpatomimética, aumentando a pressao arterial, o débito cardiaco e a resisténcia

vascular sistémica, além de induzir espasmos musculares. A xilazina, por sua vez,



DISCUSSAO 64

antagoniza estes efeitos por ser miorrelaxante e por reduzir o débito cardiaco e a
frequéncia cardiaca (92). Ambas as drogas possuem meia-vida curta, e a maior
parte da dose foi utilizada para a indugdo anestésica e para o ato operatorio,
reservando-se baixas doses suplementares durante registro hemodinamico,

conforme a demanda.

6.2 Pressao arterial

A hemorragia provocada pela lesdo da aorta causou queda da PAM
superior a 60% dos valores basais, sem diferenca significativa entre os grupos
SR, NT e HP. As curvas pressoricas dos animais submetidos a lesdo da aorta sado
semelhantes, com tendéncia a se confundirem apds 50 minutos da leséo. Infusédo
de grandes volumes de RL no grupo NT recupera a PAM, mas segue-se novo
periodo de hipotensdo. Portanto, a recuperacdo € parcial. Esse achado sugere
choque refratario. A curva pressérica do grupo HP manteve-se estavel durante
este periodo. A partir de 75 minutos, observou-se tendéncia ascendente,
sugerindo mecanismo de “ressuscitacdo endoégena” por meio da mobilizagdo de
fluidos dos espacos intersticial e intracelular para o intravascular (89). Achado
semelhante foi observado no grupo SR, coincidindo com outros estudos (10, 34,
36, 37,41, 42, 86, 93, 94).

No CH grave, fluidos como RL s6 sdo capazes de sustentar a PAM a
custa de infusdes rapidas e continuas. Em voluntarios saudaveis, verificou-se que
apenas 16% do volume de cristaloides infundidos permanecem no espaco
intravascular ap6s 30 minutos (95). Na vigéncia de CH, o extravasamento de
fluidos através dos capilares para o intersticio é ainda maior. A reanimacao
volémica desencadeia o fenbmeno de isquemia-reperfusdo, que ativa leucocitos e
aumenta a sintese de mediadores inflamatorios e radicais livres derivados do
oxigénio, aumentando a permeabilidade capilar. O extravasamento aumenta na
proporcdo que a restauracdo da pressdo arterial distende o0s capilares

reperfundidos (96).



DISCUSSAO 65

6.3 Mortalidade

A mortalidade geral do presente estudo foi de 34,09%. Em humanos, a
mortalidade global relacionada ao CH é muito variavel, oscilando entre 30% e
54%, dependendo da amostra estudada. No estudo com maior indice de
mortalidade, em humanos, o percentual de 6bitos foi de 31% nas duas primeiras
horas, 12% no decorrer das primeiras 24h e 11% ao longo da internagao
hospitalar (97).

No presente estudo, entre os treze animais com queda da PA inferior a de
30 mmHg apés a lesdo, quatro (31%) morreram nos primeiros 15 minutos e outros
trés (23%) entre 15 e 25 minutos do experimento, independentemente do tipo de

reanimagao utilizado.

A comparacao dos resultados da presente pesquisa com outros estudos
experimentais de CH deve ser interpretada com cautela, pois os modelos

apresentam variagdes quanto:

> Aos métodos de inducdo do CH néo controlado - leséo arterial (13,
37, 41, 44-46, 51, 86, 94), venosa (34), combinada (60, 98), seccédo da
cauda (14), lesdo de o6rgao sélido (99) e associacao de CH controlado e
nao controlado (13, 14, 37, 41, 45).

> As formas de reanimac&o - tipo de solucéo utilizada (46, 60, 86),
volume (34, 36, 45, 86, 94), velocidade de infuséo (51, 86), intervalo
entre o CH e inicio da reanimacéo (36, 51, 99), duracdo da reanimacéo
e PAM-alvo (13, 14, 41, 44, 45, 51, 60, 98, 99).

> Aos tipos de dados analisados e os momentos em que sao

coletados.

Neste estudo, a sobrevida do grupo SR foi de 73%. Outros estudos de CH
em animais com 0 mesmo tipo de lesdo, sem reanimacgéo, mostraram sobrevida
de 22% a 37,5% dos animais (42, 44, 45). Como a duracdo do periodo de CH
nesses experimentos foi de 120 a 180 minutos, € possivel que a maior

mortalidade esteja relacionada ao tempo de experimento. Se o tempo de
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observacdo do presente estudo fosse estendido para duas a trés horas, €
possivel que a hipoperfuséo tecidual resultasse em aumento da mortalidade no
grupo SR.

6.4 Perda sanguinea

Os grupos SR e HP tiveram menor perda sanguinea e valores mais altos
de hemoglobina e contagem de plaquetas. A maior parte dos estudos de CH nao
controlado demonstrou perda sanguinea mais significativa nos grupos submetidos
a reanimacao com grandes volumes de cristaloides comparados aos grupos que
receberam menor volume (10, 13, 14, 34, 36, 37, 41, 43-45, 99). No presente
trabalho, houve queda significante nos valores do hematocrito em todos 0s grupos
comparados ao grupo Cntrl. O grupo NT teve os menores valores de hematocrito
e hemoglobina, com significancia em relacdo aos grupos Simulado e SR. Esses

resultados foram semelhantes aos de outros estudos (10, 37, 44, 98).

6.5 Resposta hemodinamica e perfuséao tecidual

No presente estudo ndo houve diferenca significante entre os valores de
pH, bicarbonato, BE e acido latico dos grupos HP e NT. Esses achados
demonstram que o0s beneficios da HP sobre a hemostasia ocorrem sem
comprometer a perfusao tecidual. Esses dados estdo de acordo com a literatura
(10, 37, 42, 86, 99). No entanto, niveis de BE e lactato possuem forte correlacdo

com mortalidade em humanos (100-112).

O DC e o IC observados nos animais do grupo controle foram maiores do
gue nos animais do grupo Simulado. Além disso, os valores basais de IC também
foram maiores do que aqueles descritos em outros trabalhos. Atribuimos essas
diferencas, em parte, ao efeito da utilizacdo da cetamina como anestésico e o
pequeno tempo decorrido entre a inje¢do desta droga e a afericdo do DC (34, 84,
113-123). Estudos utilizando MEs radioativas em ratos normovolémicos
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anestesiados com cetamina identificaram aumento do DC de até 38% em relacao

a animais nao anestesiados (118, 121).

Chama a atencéo o fato de a reposicao volémica NT ou HP néo provocar
diferenca significativa no DC e no IC dos animais em CH. Portanto, a HP traz
beneficios para a hemostasia e ndo compromete o desempenho cardiaco de

animais em CH.

Corroborando esses dados h& estudos demonstrando que pequenos
aumentos da PAM podem induzir a grandes aumentos no DC. Em modelo de CH
ndo controlado, o aumento da PAM 10 a 15 mmHg acima dos valores pos-
hemorragia resultou em incrementos no DC superiores a 50% , mantendo-os

préximos aos valores pré-choque (37).

6.5.1 Fluxo Cerebral

Os fluxos cerebrais dos grupos Cntrl e Simulado foram semelhantes aos
encontrados na literatura (124). Houve queda pouco significativa do fluxo em
todos os grupos com relacdo aos controles e pouca variacdo entre os demais

grupos. Todos apresentaram fluxos préximos aos valores normais.

A resisténcia vascular cerebral (RVC), ao contrario da resisténcia vascular
sistémica, diminui no CH. O mesmo ocorre quando o0 consumo de oxigénio
aumenta. Dessa forma, o fluxo sanguineo € desviado para o encéfalo a fim de
manter a perfusdo cerebral na propor¢cdo em que o débito cardiaco cai. Nesse
caso, razdo DC/RVC pode chegar a 150% dos valores normais na hemorragia
grave (125). E importante lembrar que esse mecanismo possui duracéo limitada,
mantendo perfusdo préxima do normal durante os primeiros 30 min., caindo mais
de 50% apds 90 min. (124). Essa queda do fluxo pode ser atribuida ao aumento
dos niveis de endotelina-1, potente vasoconstritor produzido pelo endotélio

vascular em resposta ao choque prolongado.

Além destes mecanismos, o fluxo cerebral é influenciado pelo seu
metabolismo e pelos niveis de O, e CO, arteriais. O aumento do consumo de

oxigénio e glicose nos centros vasomotores encefalicos e a hiperventilacdo que
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se seguem a hemorragia também contribuem para a queda da RVC e aumento do
fluxo cerebral. A hipoxia e a hipercapnia dilatam os vasos cerebrais, enquanto a
hipocapnia é vasoconstritora. Alteracdes destes componentes podem produzir
variacfes de fluxo de até 10 vezes (126). A ligadura unilateral da carétida, feita
em todos os experimentos, pode ter comprometido parcialmente estes reflexos,
além de ter exacerbado o efeito protetor do fluxo cerebral por meio da diminuicédo

da resisténcia vascular cerebral (127).

6.5.2 Fluxo Cardiaco

O fluxo cardiaco foi semelhante entre os grupos, provavelmente devido a
liberacao local de vasodilatadores produzidos conforme a demanda metabdlica do
coracdo. Entre eles, destacam-se a adenosina, CO,, histamina e ions hidrénio e
potassio (17).

Em resposta a hipovolemia ha aumento da frequéncia cardiaca e,
consequentemente, maior gasto energético, aumentando o consumo de oxigénio
e estimulando a producdo local de vasodilatadores. Esses, por sua vez,
aumentam o fluxo coronariano, de forma semelhante ao que ocorre com o fluxo

cerebral (17).

No presente estudo, a reanimagdo normotensiva n&o resultou em
aumento no DC e IC em comparacdo as outras estratégias, confirmando
resultados de estudos anteriores, que a reanimacao supranormal com objetivo de
normalizar esses parametros ndo resultou em aumento da oferta de oxigénio aos
tecidos (88, 128).

6.5.3 Fluxo Renal

A perfusdo renal diminuiu de forma acentuada nos trés grupos
submetidos a CH. A reanimacédo com RL, seja hipotensiva ou normotensiva, ndo

melhorou o fluxo renal. No presente estudo, a concordancia entre os fluxos dos
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rins direito e esquerdo entre 0os grupos demonstra que o método de microesferas

é confiavel para avaliar a perfuséo tecidual.

O fluxo renal é um dos mais precocemente comprometidos pela isquemia
no CH. No CH, o fluxo renal permanece comprometido, a despeito da reanimacao
volémica e da normalizagdo da PAM e do DC, conforme relatado em outros
estudos (34, 94, 129).

Apesar de o débito urinario ser considerado marcador do estado da
perfusdo renal e sistémica, ele é pouco sensivel (9). A rapida expansao do
volume intravascular inibe a secre¢édo de vasopressina e aldosterona, diminuindo
a reabsorcao renal de sddio e 4gua e aumentando o débito urinario sem que haja
concomitante normalizacdo da perfusdo renal e sistémica. Em estudo de CH
controlado, a reanimacéo volémica foi capaz de restabelecer a perfusao renal nos
primeiros minutos apos o inicio da infusdo. No entanto, o fluxo nédo foi sustentado
por periodos superiores a uma hora (130). Como a autorregulacdo do fluxo
sanguineo € mecanismo importante, pode-se supor que a redistribuicdo do fluxo
sanguineo possa ser, pelo menos em parte, devida a secrecéo de vasodilatadores

locais em resposta a queda na oferta de oxigénio ao parénquima renal (128).

6.5.4 Fluxo Mesentérico, hepatico e esplénico

No CH a perfusdo mesentérica é reduzida de forma mais intensa do que a
perfusdo do coragdo e do cérebro. Um dos motivos para essa reducdo € o
aumento acentuado da resisténcia vascular mesentérica. A vasoconstricdo
mesentérica responde por aproximadamente 40% do aumento da resisténcia
vascular sisttmica no CH. Um dos mecanismos envolvidos nessa vasoconstricao
exacerbada é a afinidade da musculatura lisa arteriolar mesentérica a
angiotensina durante o CH. Esta afinidade pode aumentar em até cinco vezes em

comparacao a musculatura lisa de outros leitos vasculares (131).

A disfuncéo endotelial provocada pela reducédo da perfusdo mesentérica
resulta em influxo e ativacdo de neutréfilos (96, 132). Além disso, o intestino
diminui o consumo de oxigénio em resposta a queda do fluxo tecidual,

aumentando o risco de translocagéo bacteriana e producédo de endotoxinas. Essa
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vulnerabilidade do intestino a isquemia € causa importante de faléncia maltipla de
orgaos (128).

O fluxo sanguineo intestinal foi menor no grupo SR em relacdo aos
demais. N&ao houve diferenca significativa na perfuséo intestinal entre os grupos
HP e NT. H& evidéncias semelhantes na literatura, nas quais a reanimacao
agressiva com cristaloides ndo melhorou ou até piorou o fluxo intestinal em
comparacao a reanimacao controlada ou mesmo a auséncia de reanimacéao (34,
99).

No presente estudo, a perfusdo hepdtica, arterial e porta ndo teve
alteracao significativa entre os grupos HP e NT. No grupo SR, houve reducéo
significativa da perfusdo hepatica. Esse processo, se prolongado, provoca leséo

organica por meio do aumento da ornitina carbamoiltransferase (34, 133).

Como era de se esperar, as alteracbes no fluxo esplénico foram
semelhantes as do fluxo arterial hepatico, com queda acentuada no grupo SR em
relacdo aos grupos Cntrl e Simulado. Hipofluxo esplénico apds o CH também foi
demonstrado em outro estudo, com reducédo de 75% mesmo apOs a reposicao

volémica (134).

6.5.5 Fluxo das artérias brénquicas

A perfusdo pulmonar pelas artérias bronquicas representa apenas 1 a 2%
do DC e é responsavel pela vascularizacédo arterial dos brénquios e tecidos de

sustentacao dos pulmoes (17).

A grande variagdo do fluxo brénquico entre grupos e entre individuos do
mesmo grupo requereu a aplicagédo de teste estatistico ndo parameétrico (Kruskal-
Wallis com poés-teste de Dunn) para avaliar as diferencas entre os grupos. Como
ocorrem shunts arteriovenosos, especialmente em animais em choque, MEs da
circulacdo sistémica podem alcancar a circulagdo pulmonar pela artéria pulmonar,
interferindo na confiabilidade dos resultados entre o0s grupos. A analise
comparativa dos dados ficou prejudicada pela falta de outros estudos com os

quais nossos pudessem ser comparados.
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6.6 Limitacdes do estudo

O presente estudo possui limitacdes referentes ao modelo experimental
de CH, ao método de deposicdo de MEs e outras limitacdes 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 necessidade de
heparinizacdo das céanulas e infusdo de cristaloides, mesmo no grupo SR, pode
ter mascarado efeitos deletérios mais sutis da hipovolemia nesse grupo. Ja a
utilizacdo de heparina, mesmo em baixas doses, pode ter potencializado os
distarbios de coagulacdo ap6s o choque. Além disso, a resposta hemodinamica
de pequenos animais nao é igual a de humanos, e o baixo volume de sangue

limita a coleta de amostras.

O presente estudo restringiu-se a investigar a perfusdo dos érgaos apenas
na fase aguda do CH (85 minutos), mas sabe-se que os estados de choque
provocam alteracfes tardias que podem resultar em faléncia organica multipla.
N&o foi objetivo do presente trabalho estudar as alteracdes do CH, o que né&o
afasta a possibilidade de pesquisas futuras para estudar os aspectos tardios do
CH. O modelo descrito nesse estudo procurou contemplar os eventos temporais
gue ocorrem até o controle cirdrgico da hemorragia em vitimas de traumas

penetrantes no tronco.

Finalmente, o método das MEs se limita a estudar o estado perfusional dos
orgaos, mas ndo avalia de forma precisa a funcdo celular. Essa limitacdo foi
minimizada pela avaliacdo, de forma indireta, do metabolismo tecidual por meio

da analise da gasometria arterial e dos niveis plasméaticos de acido latico.

6.7 Perspectivas

O modelo de CH utilizado no presente estudo, além da avaliacdo da
perfusdo tecidual com MEs, abre outras possibilidades de pesquisa ao permitir

gue outros parametros possam ser avaliados no CH.
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Utilizando modelo semelhante de CH, demonstrou-se que os coagulos
proximos a lesdo da aorta de coelhos submetidos a HP possuiam trama de fibrina
mais espessa que 0S submetidos a reanimacdo normotensiva, portanto,

teoricamente mais resistentes (10).

A avaliacdo da perfuséo tecidual poderia ser feita utilizando marcadores
de isquemia. Niveis de metaloproteinases estdo diretamente associados a
intensidade da isquemia, da lesdo de reperfusédo e ao desfecho (135, 136). Com a
vantagem de poderem ser dosadas em varios momentos, sem a necessidade de
da retirada dos 6rgaos, permitiriam que a perfusdo tecidual fosse avaliada em

diferentes momentos do choque hemorragico.
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7. CONCLUSAO

Com base nesta pesquisa, podemos concluir que:

1. Animais submetidos a CH nao controlado por lesdo da aorta
apresentam a mesma perfusao tecidual se reanimados por reposi¢cdo volémica

normotensiva ou em regime de hipotenséo permissiva.

2. Animais submetidos a CH ndo controlado por lesdo da aorta, sem
reposicdo volémica apresentam menor perda sanguinea, mas com reducao

significativa da perfuséo tecidual.
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