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“Somos o que repetidamente fazemos.
A exceléncia, portanto, ndo € um feito, mas um habito.”
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RESUMO

INTRODUCAO: A ressuscitacdo volémica do choque hemorragico (CH) é um
evento que acentua uma série de reagcbes em cascata, com ativacao celular
generalizada e liberacdo de potentes agentes pro-inflamatérios que podem
contribuir para alteracdes no fluxo sanglineo na microcirculagdo e prejuizos no
aporte nutricional aos tecidos. Atualmente muitos resultados tém mostrado os
beneficios da ressuscitacdo com pequenos volumes de solucao salina hiperténica
a 7,5% (SSH) sobre a microcirculagdo e na atenuacdo do dano oxidativo. O
objetivo deste estudo foi comparar os efeitos tardios (apés 6 horas) da
resssuscitacdo com SSH e com Ringer Lactato (RL) sobre a funcéo, integridade e
estresse oxidativo hepatico. MATERIAL E METODOS: ratos Wistar foram
submetidos a choque hemorragico controlado com PAM de 45 mmHg. Apos 60
minutos de choque os animais foram divididos em dois grupos: Grupo RL:
ressuscitado com RL 4 vezes o volume sanguineo perdido; Grupo SSH:
ressuscitado com SSH 7,5 % em 2 minutos, 10% do volume sanglineo perdido.
Apés 6 horas de recuperacdo os animais foram novamente anestesiados,
submetidos a laparotomia e o ducto colédoco canulado. Avaliou-se a presséo
arterial média (PAM), a frequéncia cardiaca (FC) e o hematdcrito (HT). As defesas
antioxidantes mensuradas no tecido hepatico foram a catalase (CAT) e a
superéxido dismutase (SOD). A funcao hepética foi avaliada pela quantificacéo do
fluxo biliar. Bilirrubinas, alanino aminotranferase (ALT) e o escore histopatolégico
de lesdo foram os parametros avaliados quanto a integridade hepatica. O estresse
oxidativo foi determinado através das dosagens da mieloperoxidase (MPO), das
substancias reativas do &cido tiobarbitarico (TBARS) e da proteina carbonilada.
RESULTADOS: ap6s 6 horas de ressuscitacdo os animais ndo apresentaram
diferencas significativas nos parametros macro-hemodinamicos (PAM, FC, HT).
Os niveis de ALT e das bilirrubinas foram significativamente menores no grupo
SSH (p<0,001). O fluxo biliar apresentou significativa elevacdo no grupo SSH
(p<0,05). As defesas antioxidantes (CAT e SOD) ndo apresentaram variacoes
significativas. O grupo SSH apresentou valores menores de mieloperoxidase, de
TBARS e da proteina carbonilada (p<0,001) em comparacdo ao grupo RL. O
escore total de lesdo histopatoldgica foi significativamente menor no grupo SSH
(p<0,05). CONCLUSAO: no nosso modelo de CH a SSH atenuou o estresse
oxidativo hepéatico apés 6 horas da ressuscitacdo, assim como induziu a
recuperacao da fungédo e demonstrou menor dano ao parénquima hepatico.



ABSTRACT

BACKGROUND: The resuscitation with small volume of a NaCl 7,5% (Hypertonic
Saline Solution) solution has been demonstrating good results in decreasing
oxidative stress in the liver microcirculation after hemorrhagic shock. The aim of
this paper is to compare the latter effects (after 6 hours) of the NaCl 7,5%
resuscitation and the Lactate Ringer solution on the hepatic function, structure and
oxidative stress. MATERIALS AND METHODS: male Wistar rats were submit to
controlled hemorrhagic shock (Mean Arterial Pressure-MAP = 45 mmHg) over 60
minutes and then resuscitated whit HSS (10% of blood sham) or LR (4 times the
blood sham). The MAP, the heart rate (HR) and the hematocrit (HT) was
evaluated. The antioxidant defenses measured were catalase (CAT) and
superoxide dismutase (SOD). Bile flow was used to evaluate hepatic function. The
liver integrity was checked through serum billirubins, alanine aminotranferase
(ALT) and by the injury histopathologic score. The oxidative stress was determined
through the levels of myeloperoxidase (MPO), thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) and protein carbonyl. RESULTS: there was no difference in
the MAP, HR and HT results between the groups. In the HSS group the levels of
billirubins and ALT were smaller than in the LR group (p<0,001). The bile flow
showed improvement in the HSS group (p<0,05). The antioxidant defenses have
not shown variations. The HSS group had small levels of MPO, TBARS and protein
carbonyl. The injury histopathological score was significantly lower in the SSH
group (p<0,05). CONCLUSIONS: the HSS alleviated the oxidative stress after 6
hours of resuscitation as well as maintained the hepatic function and integrity.



10

LISTA DE FIGURAS

Figura 01

Figura 02

Figura03

Figura 04

Figura 05:

Figura 06:

Figura 07:

Figura 08:

Figura 09:

Figura 10:

Figura 11:

Mecanismo de producdo dos RLO apis I/R .........ccceeevviiiiiiiiinnnnns 21
Esquema gréfico das interacdes entre

leucdcitos, endotélio e moléculas de adeSao ............cceeecvvvvvvenennnn. 25
Esquema do mecanismo fisiopatoldgico da lesédo I/R ................... 28

Representacdo esquematica do mecanismo fisioldgico

de resposta hemodinamica a ressuscitacado hipertonica................ 34
Delineamento grafico do protocolo experimental ......................... 44
Variacao do fluxo biliar entre os grupos RL, SSH e controle......... 55

Variagdo dos niveis de Alanino Aminotransferase sérica,
basais (T0O) e apds 6 horas (T6) de ressuscitacao,
NOS QrUPOS RL € SSH ...eiiii e 57

Variacdo nos niveis de bilirrubinas séricas nos tempos
basais (TO) e ao final do experimento (T6)........ccceevvirieiiiiiiiirinenennn. 58

Variacao na atividade da catalase nos grupos RL,
SSH € CONMIOIE... .o 59

Variagdo na atividade da superéxido dismutase
entre 0s grupos RL, SSH e coNntrole.............cueeeveevivviveiiiieniinnnnninnnn. 60

Variagéo na atividade da mieloperoxidase
Nos grupos RL, SSH e controle.............ooovvviiiiiiiiiiieiie e, 61



Figura 12:

Figura 13:

Figura 14 .

Figura 15.

Figura 16.

11

Niveis basais e apds 6 horas de ressuscitacéo das
Substancias Reativas do Acido Tiobarbittrico — TBARS —
SErico N0OS grupoS RL € SSH........ovviiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenaeas 62

Quantificacdo do dano oxidativo as proteinas plasmaticas —
proteina carbonilada — nos grupo RL e SSH...................cevie, 64

Area de necrose hepética margeada por infiltrado
polimorfonuclear (setas finas).
H.E. com magnificag@o de 400 VEZES...........cccvvvrviieiieeeeeneesiinee 67

Veia pos-sinusoidal com areas de necrose (setas estreitas),
infiltrado polimorfonuclear (seta larga) e dilatacéo sinusoidal
(estrela cheia). H.E. com magnificacdo de 200 vezes.................... 67

Veia pos-sinusoidal com leucocitos na luz vascular (estrela),
aderidos ao endotélio (setas finas) e infiltrados no intersticio
(setas largas). H.E. com magnificacdo de 400 vezes.............cc...... 68



12

LISTA DE TABELAS

Tabela 01:

Tabela 02:

Tabela 03:

Tabela 04:

Tabela 05:

Composicao da solucdo de Ringer com Lactato...............cccceveneen. 29
Escore de quantificacdo da lesé@o histopatologica.............cceeeeeennn. 49
Médias dos pes0s dOS aniMaiS.............ueuverrervurriireennininenenrnenrn. 51

Variagdo dos niveis de Presséo Arterial Média (PAM),
Frequéncia Cardiaca (FC) e Hematdcrito (HT) dos experimentos. 54

Resultados dos escores de Lesdo Histopatoldgica nos
grupos RL, SSH e controle............uoiiiiiiiiieeieee e 65



LISTA DE ABREVIATURAS

AST: alanino aminotransferase

ATP: Adenosina Tri Fosfato

bpm: batimentos por minuto

Ca': calcio

CAT: catalase

EP: erro padréo

ET: endotelinas

FC: frequéncia cardiaca

H,O: agua

H.O,: Radical peréxido de hidrogénio
HE: hematoxila-eosina

Hg: mercurio

HT: hematocrito

I/R: Isquemia e reperfuséo

ICAM: molécula de adesao intercelular
IL: interleucina

K*: potassio

MAC: moléculas de adeséo celular
MDA: malondialdeido

mm: milimetros

mM: milimoéis

13



mOsm: miliosmois

MPO: mieloperoxidase

Na’: sodio

NO: 6xido nitrico

02" anion superoxido

O,: Oxigénio

OH': radical hidroxila

PAF: fator de ativacdo plaquetaria

PAM: presséo arterial média

PMN: polimorfonucleares

RL: Ringer lactato

RLO: Radicais Livres do Oxigénio

SOD: Superoxido Dismutase

SS: solugéo salina (NacCl)

SSH: solucéo salina hiperténica

TO: tempo zero (basal) do experimento

T6: tempo 6 horas

TBARS: radical toxico do &cido tiobarbitarico
TNF-alfa: fator de necrose tumoral alfa
UFRGS: Universidade Federal do Rio Grande do Sul

XOD: Xantino Oxidase

14



15

SUMARIO
1. INTRODUGAOD ..ottt sttt s ane e 16
1.1 O Choque HEMOIMAGICO ....coeiiieieeeeeeeeeee e 16
1.2 A Leséao Hepatica de Isquemia e Reperfusdo (I/R) .......ccccoeveeeiiiiiiiiiieiieeeeee 18
1.3 Os Cristal6ides na repoSiGa0 VOIBMICA .........ccovirivieieiiiiiieee i 28

Terapia de Ressuscitacdo com Pequenos Volumes

(“Small-Volume RESUSCITAtION”..........uueiiiiii e 32
2. OBUIETIVOS ..ottt ettt e e e et e e e ettt e e e e e nnna e e e e annaneeeeans 39
3. MATERIAL E METODOS.......ooiiiceieecte ettt 40
3.1 Animais e Procedimento CirlrgiCO..........uuuveururreuererreeerirerssssssnnsssnsnsnrnnnennn. 40
3.2 Protocolo EXPeriMental ... 42
3.3 Dosagens LaboratoriaiS ........ccceeeeeeiiiiice e 45
3.3.1 Determinacédo da Alanino Aminotrasferase (ALT) e das Bilirrubinas.......... 45
3.3.2 Atividade da Superoxido Dismutase (SOD) e da Catalase (CAT) .............. 45
3.3.3 Mieloperoxidase (MPO) ..........uuuuuuiuiuiuiiiiinininerenerenernnenrnnnnnnan- 46
3.3.4 Medida das Substancias Reativas do Acido Tiobarbittrico — TBARS........ 46
3.3.5 Medida do dano oxidatico em proteinas — Proteina Carbonilada............... 46
3.4 Andlise HiStOPALOIOGICA .. .evvveeeeeeieiiiiiiiie et e e e e e e e e e e 47
3.5 ANALISE ESTAtiSTICA. .....ci it e et e e e e e e 50
4, RESULTADOS. ... .ttt e e et a e e et e e e s snnteeeeeaensneeaeennnes 51
4.1 PES0O AOS ANIMAUS ...uvuiiiiiiiiiiiiss e es s s e s s e e e e e s e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaeaaaaaaaaaeas 51
4.2 Pressao Arterial Média, Frequéncia Cardiaca e Hematocrito....................... 52
4.3 Peso dos Figados € FIUXO Billar ............ccoeiiiiiiiiiiiiiiiss s 55
4.4 Alanino Aminotransferase (ALT) e Bilirrubinas.................uvvvvvivveeiiiveveniniinnnnn. 56
4.5 Catalase (CAT) e Superéxido Dismutase (SOD).....cooeeeeeeeeiiiiiiiieeeieeeeeeeee 58
4.6 MieloperoXidase (IMPO).... ... a e e e e e e e e e e e aaaaaeas 60
4.7 Substancias Reativas do Acido Tiobarbitlrico (TBARS) ......c.cccecvevveveveneane, 62
4.8 Proteina Carbonilada ............ccooiiiiiiiiiiiiie e 63
4.9 Andlise HiStoPatOIOGICA .......euviiiieeeiiiiiiiiiiiee ettt e e e e e e 64
5. DISCUSSAD ...ttt a e es e esseeeeees 69
B. CONCLUSOES ...ttt 83

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....coovitiiiieieeeceeeeseee e 84



16

1. INTRODUCAO

1.1 O Choque Hemorragico

Define-se choque como a evidéncia clinica de perfusdo inadequada de
orgaos e tecidos (ATLS - American College of Surgeons, 1997). A deficiéncia
priméaria da perda de volume durante o choque hemorragico € a perda do volume
intravascular resultando em retorno venoso inadequado. (Pacheco, Jr. et al., 1994)
A hemorragia predomina no paciente politraumatizado como causa de choque e
de mortes evitaveis (Deitch et al., 2003). O sucesso do tratamento do choque
hemorragico inclui o controle cirlrgico da hemorragia e a restauracdo de perfuséo
tecidual.(ATLS - American College of Surgeons, 1997).

O choque hemorragico associado ao trauma permanece como a principal
causa de morte da populacédo abaixo dos 40 anos nos paises ocidentais, além de
persistir como uma das maiores causas de morte do paciente politraumatizado em
geral. (National Center for Health Statistics, 2003)

Em 1975 Baue descreveu a sindrome de disfungcdo multipla, progressiva ou
sequencial dos sistemas associada ao choque, inflamacéo ou sepse (Durham et
al., 2003). Além das mortes imediatas causadas pela perda volémica aguda, o
choque hemorragico é responsavel por uma curva tardia de mortalidade, como

consequéncia da faléncia de mdultiplos 6rgédos e/ou sepse (Giannoudis, 2003).
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Estudos tém demonstrado que a hemorragia por si s6 é causa significativa de
imunossupressao, podendo facilitar a sepse (Pacheco, Jr. et al., 1994;Wang and
Chaudry, 1991).

O tempo que o paciente permanece hipovolémico é fundamental para o
resultado final do tratamento. Em pacientes que sobrevivem ao trauma inicial, a
restauracdo de volume de rotina resulta em normalizacdo macro-hemodinamica,
mas os distarbios da microcirculagéo, isto €, o prejuizo do fluxo sanguineo
nutricional, pode nao ser adequadamente corrigido pela simples reposicao de
fluidos (Messmer K and Kreimeier U, 1989;Wang et al., 1992).

O choque hemorragico determina uma série de alteracbes
microcirculatérias e celulares que levam ao comprometimento da perfuséo tecidual
e prejudicam a troca de nutrientes e metabdlitos. Como resultado ocorre acidose,
diminuicdo da viscosidade sanguinea, edema de células endoteliais e dos tecidos
extravasculares, hemoconcentracdo e agregacdo dos eritrgcitos, e ativacdo dos
neutréfilos e macrofagos, tendendo ao estabelecimento de um ciclo vicioso fatal,
se ndo tratado rapida e adequadamente (Kreimeier et al., 1993;Serracino-Inglott et
al., 2001).

O mais importante e precoce sinal de lesdo isquémica € a diminuicdo nos
niveis de ATP (Corso et al., 1998). Como conseqiiéncia, a funcdo da bomba
Na'/K" da membrana plasmatica é prejudicada, levando a entrada de agua e sédio
na célula, acarretando edema celular, particularmente do endotélio vascular. O
edema do endotélio pode causar estreitamento e mesmo obstrucdo do lumen

capilar. Este processo resulta em elevacdo da resisténcia hidraulica,;
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consequentemente o fluxo sanglineo € dirigido para os segmentos
microcirculatérios com baixa resisténcia, resultando em perfusdo heterogénea,
uma marca da microcirculagdo no choque (Corso et al., 1998;Kretschmar and
Engelhardt, 1994;Menger et al., 1992b). Portanto, ndo apenas as alteracdes
microcirculatérias e celulares deflagradas pelo choque hemorragico sé&o
importantes, mas também a ativacdo do complemento e outros sistemas
contribuirdo para a persisténcia e agravamento da faléncia da perfusao nutritiva
microvascular e da funcao organica (Messmer K and Kreimeier U, 1989).

A faléncia microvascular e a depressdo do metabolismo energético celular
podem persistir apesar da ressuscitacdo adequada. Estes pacientes podem
desenvolver faléncia organica multipla, sendo o figado o segundo 6rgdo mais
frequentemente envolvido nesta disfungdo apds choque hemorragico severo ou

prolongado.(Paxian et al., 2003)

1.2 A Leséao Hepética de Isquemia e Reperfuséao (I/R)

A ativacao celular generalizada e o estado de baixo fluxo que se seguem ao
choque hemorragico e a ressuscitacdo subsequente sédo considerados uma forma
global de Isquemia e Reperfuséo (I/R) (Eversole et al., 1993).

O paradoxo da vida aerGbica é que o oxigénio pode exercer funcéo
essencial como também deletéria para a atividade celular. O metabolismo

aerdbico depende de uma variedade de mecanismos de defesa antioxidantes. As
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principais enzimas anti-oxidantes naturais sdo a Super6xido Dismutase (SOD),
Glutationa Peroxidase e a Catalase (CAT) (Schwedhelm et al., 2003). Os niveis de
SOD, CAT e glutatido reduzido (GSH) indicam o status antioxidante do tecido
hepético. Os radicais O, sdo eliminados pela SOD e os radicais H,O, pela CAT
(Koken et al., 2004).

Os Radicais Livres do Oxigénio (RLO) desempenham um papel importante
no desenvolvimento da lesdo microvascular associada com I/R, sendo a enzima
xantino oxidase (XOD) a maior fonte de formacdo de radicais pos-
isquemia.(Adkison et al., 1986;Menger et al., 1992b;Samarasinghe et al., 2000).
Estudos usando alopurinol, um inibidor da xantina oxidase, demonstraram
significativa reducdo da liberacdo de transaminases assim como prevencdo da
depressédo do consumo de oxigénio hepatico provocado pela I/R.(Adkison et al.,
1986)

O mecanismo de geracao de RLO pela XOD foi descrito por Granger et al:
durante o periodo de isquemia o ATP no citoplasma celular € catabolizado em
hipoxantina, que se acumula na célula, e a xantina desidrogenase é convertida em
XOD. Quando o tecido é reperfundido, o oxigénio molecular reage com a
hipoxantina em uma reacgéo catalisada pela XOD produzindo o anion superoxido
(O2), perdxido de hidrogénio (H,O;) e radicais hidroxila (OH"). A deple¢édo das
reservas de ATP e a mudanca do metabolismo de aerdbico para anaerdbico
resultam em aumento do lactato tecidual e queda do pH tecidual. (Granger et al.,

1986b). Essas reacdes estéo ilustradas na Figura 01.
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A reintroducao do oxigénio molecular apds um periodo de isquemia agrava
a lesdo iniciada pelo proprio processo isquémico, levando a conversdo da
hipoxantina em &cido Urico e disparando uma cascata de reacdes que liberam os
RLO. A exposicdo das membranas celulares plasmaticas aos RLO produzidos em
excesso desencadeia 0 processo de peroxidagdo das membranas, o qual pode
resultar em morte celular. Neste processo, as cadeias laterais dos acidos graxos e
dos fosfolipidios das membranas celulares sédo oxidadas a hidroperdxidos, os
guais, na presenca do ion ferro, se decompde para formar compostos citotdxicos
que degradam as proteinas e inativam as enzimas sulfidrilas da membrana.
Ocorre mudanca da estrutura e da permeabilidade da parede celular resultando
em potencial dano tecidual. (Granger et al., 1986a;Koken et al., 2004;Planas and
Garcia, 1997)

As células endoteliais sdo o alvo primario da lesédo de I/R. Os neutrdfilos
ativados aderidos as células lesadas do endotélio sdo igualmente fonte de RLO.
Um estudo realizado com cultura de células endoteliais demonstrou a importancia
das defesas antioxidantes enddgenas na prevencdo do dano endotelial causado

pelos RLO (Samarasinghe et al., 2000).
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Figura 01: mecanismo de producdo dos RLO apos I/R.

A formacdo do anion superoxido esta diretamente relacionada com a
reperfus@do e com a lesdo celular, sendo a peroxidacdo das membranas
plasméticas mais acentuada em tecidos hepéticos previamente submetidos a
isquemia. (Walsh et al., 1990). A localizagdo do estresse oxidativo dentro do
parénquima hepatico € diferente e varia de acordo com a duragéo da reperfuséo.
Essa heterogeneidade deve-se a localizacdo dos varredores endégenos de RLO
(Kato et al., 2001).

A lesdo resultante da isquemia, principalmente na regido centrolobular

hepética, que ocorre nas duas primeiras horas parece ser reversivel. Entretanto,
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apos 3 horas de isquemia, as lesdes sao vistas em todo o parénquima hepatico,
da regido centrolobular até a area periportal, e sdo completamente irreversiveis
(Adkison et al., 1986;Kato et al., 2001).

Ha duas fases da lesdo hepética por I/R: uma fase precoce (1 a 6 horas pos
reperfusdo) e uma fase tardia (6 a 24 horas pos reperfusdo). A fase inicial
caracteriza-se pela geracdo de RLO, ativacdo das células de Kupffer e ativacao
inicial dos neutréfilos polimorfonucleares (PMN). A fase tardia caracteriza-se pelo
estado de intensa ativagcdo dos PMN e suas respostas biomoleculares (Martinez-
Mier et al., 2000). Os PMN sdo os mediadores chaves da resposta celular
citotoxica (Corso et al., 1998;Corso et al., 1999). Participam da lesé@o de I/R pela
liberacdo de proteases (elastase, mieloperoxidase, etc...) e RLO (Pascual et al.,
2002;Serracino-Inglott et al., 2001).

A disfuncdo microvascular se inicia com a ativagdo leucocitaria e
subsequente adesdo ao endotélio vascular com reacfes exacerbadas (Ciesla et
al., 2000;Ciesla et al., 2001;Menger et al., 1992b). A ativacdo celular exagerada
dos neutréfilos, macréfagos e endotélio, e suas exacerbadas interacfes, podem
ser responsaveis pela liberagcdo sistémica de produtos toxicos que alteram a
integridade e a permeabilidade microvascular (Pascual et al., 2003).

A faléncia microcirculatéria hepatica resultante dos estagios iniciais da
reperfusédo decorre do edema das células endoteliais, vasoconstricdo, estagnacao
e agregacao leucocitaria dentro dos sinusoides. O edema endotelial e das células
de Kupffer €& consequente a faléncia dos mecanismos de transporte

transmembranas, secundaria a deficiéncia nutritiva induzida pela isquemia. Ocorre
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vasoconstricdo resultante da deficiéncia no balanco entre 6xido nitrico (NO) e
endotelinas (ET) levando ao estreitamento da luz capilar e diminuicdo na
velocidade dos leucécitos. O contato entre endotélio e leucocitos fica mais
freqiente havendo entdo a estase e aderéncia leucocitdria com diminuicdo
generalizada do fluxo na rede microcirculatéria hepatica, mantendo areas
isquémicas do tecido mesmo apds o inicio da reperfusdo. A ativacdo dos
neutrofilos com produgédo de RLO e citocinas, associada a ativagdo precoce das
células de Kupffer, agrava e pode perpetuar o processo de lesao tecidual hepética
(Serracino-Inglott et al., 2001).

O complexo fendbmeno da lesdo microvascular induzida pela I/R segue dois
mecanismos fisiopatolégicos distintos: o ndo refluxo (“no reflow”) e o refluxo
paradoxal (“reflow paradox”). Entende-se por “no reflow” a deficiéncia na perfusao
primaria dos capilares da microcirculacdo com inicio da ativagéo leucocitaria e do
endotélio, e por “reflow paradox” a firme intensificacdo da adesao leucocitaria ao
endotélio vascular, liberando mediadores inflamatérios e consequente disfuncéo
na permeabilidade deste endotélio. O “reflow paradox” ocorre apds os capilares
serem parcialmente liberados do chamado “no reflow” ocorrendo piora progressiva
na perfusdo capilar. O edema endotelial levando a aumento da resisténcia
hidraulica pode ser considerado como uma manifestacdo morfolégica do
fendbmeno “no reflow” (Menger et al., 1992b;Menger et al., 1992a)

O processo de recrutamento dos PMN envolve varios passos: ativacao
celular, contato inicial, adesdo ao endotélio, migracéo trans-endotelial e liberacéo

de enzimas e mediadores inflamatorios no parénquima provocando lesédo. Neste
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processo ocorre a ativagdo e aumento na expressao de uma variedade de
moléculas inflamatodrias (citocinas, fatores de transcricdo nuclear) levando ao
aumento na expressao das Moléculas de Adesao Celular (MAC) na superficie dos
PMN e nas células endoteliais (Martinez-Mier et al., 2000).

Estudos recentes demonstraram que ndo apenas os RLO s&o causadores
de lesdo tecidual, mas também conduzem a perpetuacdo da resposta inflamatoria
com 0 aumento na expressaio das MAC e a geracdo de fatores
quimiotéticos.(Jarrar et al., 2000)

Apés o insulto inicial, em uma primeira fase, ocorre a ativacdo dos
neutroéfilos e do endotélio com diminuicdo da velocidade de fluxo na circulagéo e
contatos ocasionais neutroéfilos-endotélio. Configura-se o fenbmeno denominado
de rolamento ou “rolling”, o qual é mediado pelas selectinas, moléculas de adesao
celular (MAC). A L-selectina € uma molécula expressa continuamente na
superficie dos neutrofilos, podendo ter sua expressdo e avidez rapidamente
aumentadas. A P-selectina e a E-selectina sdo encontradas na superficie das
células endoteliais e somente sdo expressas quando o endotélio esta ativado,
como na isquemia e reperfusdo. Apés essas ligacdes iniciais fracas segue-se a
segunda fase, caracterizada pela adeséo firme dos leucdcitos ao endotélio através
da interagdo das beta-integrinas (principalmente a CD18/CD11b) com as
imunoglobulinas do endotélio (principalmente a ICAM1 — Molécula de Adeséo
Intercelular 1). O terceiro passo € a migracdo dos leucdcitos para o tecido
intersticial através da diapedese. O processo de rolamento, adesdo e migracao

ocorre nas veias poOs sinusoidais hepaticas (McEver, 1992;Pascual et al.,
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2002;Pascual et al., 2003). Este processo esta esquematicamente representado

na Figura 02.

L-
SELECTINA
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P-SELECTINA

INTEGRINAS
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IMUNOGLOBULINA
S

Figura 02: Esquema gréfico das interacdes entre leucocitos, endotélio e

moléculas de adesao

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), a Interleucina-1 (IL-1) e a

Interleucina-6 (IL-6) s@o as principais citocinas mediadoras da resposta inicial ao

choque que estdo envolvidas na lesdo hepatica por I/R (Chaudry et al.,

2003;Corso et al., 1998;Giannoudis, 2003:Gurfinkel et al., 2003;:Sakamoto et al.,

2002;Serracino-Inglott et al., 2001). Recentemente foi demonstrado que o Fator de
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Ativacdo Plaquetéria (PAF) participa de maneira importante e precoce nesta
sequéncia inflamatéria (Yamakawa et al., 2000).

As citocinas antiinflamatoérias (IL-4, 1L-10 e IL-13) atuam na diminui¢cdo da
expressao das citocinas pro-inflamtérias. A resposta proé-inflamatoria exacerbada
leva a resposta inflamatoria sistémica (Giannoudis, 2003).

A IL-1 e o TNF-alfa sdo potentes agentes proé-inflamatérios detectados
precocemente, imediatamente apds o choque. Induzem a sintese da IL-8,
importante fator quimiotatico na atracdo dos PMN, que promove a aumento na
expressao das moléculas de adeséo celular aumentando ainda mais as interacées
leucécito / endotélio, interacBes estas que resultam no aumento da producdo de
citocinas. A IL-8 esté envolvida na degranulacdo e reacdes oxidativa exacerbadas
dos PMN, podendo aumentar a permeabilidade endotelial. O TNF-alfa induz a
geracgao local de fatores quimiotaticos e de ativagdo leucocitéria e faz com que as
células de Kupffer gerem radicais superoxidos (Liener et al., 2002;Serracino-Inglott
et al., 2001).

O TNF-alfa e a IL-1 sdo responsaveis pelo aumento na expressao da ICAM-
1 nas células endoteliais (Sakamoto et al., 2002).

As células de Kupffer em situagéo basal produzem pequenas quantidades
de citocinas proé-inflamatérias (efeito modulatério) porém, quando ativadas,
liberam grandes quantidades destas citocinas, principalmente TNF-alfa, IL-1 e IL-
6. Esta ativacdo das células de Kupffer parece ser a fonte principal na geracéo de
RLO e outros metabdlitos na fase inicial da lesdo de reperfusdo (Corso et al.,

1998).
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As células de Kupffer sdo macrofagos grandes e fixos que, quando
ativados, geram uma gama enorme de mediadores inflamatérios incluindo
citocinas, proteases e RLO. Estas células exercem um papel crucial na
patogénese da lesdo de I/R.(Sakamoto et al., 2002;Serracino-Inglott et al., 2001).
Compreendem cerca de 85% dos macrofagos humanos e sua ativagao
desencadeia uma resposta inflamatéria que ndo se restringe apenas ao figado
mas torna-se sistémica(Corso et al., 1998)

O mecanismo fisiopatolégico da lesdo de I/R € resumidamente
esquematizado na Figura 03.

A lesdo causada pela liberacdo exacerbada dos RLO também atinge as
proteinas. Os marcadores de oxidac&do protéica mais estudados sdo a formacgéao
de grupos de proteina carbonila, os quais resultam do insulto oxidativo primario.
Os niveis das Substancias Reativas do Acido Tiobarbitirico (TBARS) e da
proteina carbonilada sdo usados para determinar os indices de peroxidacao
lipidica e de oxidac&o protéica respectivamente.(Griffiths and Aldred, 2004;Koken

et al., 2004)
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Figura 03: Esquema do mecanismo fisiopatolégico da lesdo I/R. Adaptado de

Martinez-Mier (2000).

1.3 Os Cristaloides na Reposicao Volémica

Ha 30 anos, durante a guerra do Vietna, foi estabelecido o protocolo padréo

para o uso de solucdes cristaldides (Solucdo Salina 0,9% e Solucdo de Ringer
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com Lactato) na ressuscitacdo do choque hemorrdgico. Resultados de duas
metanalises indicam que, em pacientes traumatizados, a ressuscitagdo com
cristaldides esta associada a menor mortalidade quando comparada aos coldides.
(Choi et al., 1999; Schierhout and Roberts, 1998). Recentemente, outra metanalise
concluiu que ndo ha diferenca entre as solu¢cdes no que tange a mortalidade.
(Alderson et al., 2000)

Atualmente o guia para a reposicdo volémica mais utilizado na literatura
americana é o Suporte Avancado de Vida no Trauma (ATLS). (Rizoli, 2003) O guia
ATLS preconiza que a reposicdo volémica ao traumatizado seja agressiva
utilizando-se, em adultos, 1 a 2 litros de solucdo cristaléide em bolus,
preferencialmente a solugdo de Ringer com Lactato (RL). (ATLS - American
College of Surgeons, 1997)

A solugcdo de RL, com a férmula atualmente empregada (tabela 01), foi
proposta por Hartmann e Senn para a correcao da acidose causada pelo choque.
Sua osmolaridade € 276 mOsm/I. (Koustova et al., 2002).

Ringer Lactato e Solucdo Salina 0,9% (SS) sédo consideradas,
freqientemente, equivalentes em efeito para a reposi¢cdo volémica no choque.
Porém, quando comparados resultados, animais tratados com SS apresentaram
acidose metabdlica severa com colapso cardiovascular secundario devido a
acidose hiperclorémica. Os resultados mostram que o RL oferece alguma protecao
ao desenvolvimento deste tipo de complicacdo sendo, portanto, superior a SS

para uso na reanimacdo e restabelecimento dos parametros macro-
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hemodinamicos (McFarlane and Lee, 1994; Scheingraber et al., 1999; Williams et
al., 1999).

Apesar de restabelecer os parametros macro-hemodinamicos, estudos
recentes demonstraram que o RL afeta profundamente a resposta imune através
da modulacéo da funcéo leucocitaria e na regulacdo génica dos leucécitos a nivel

de transcricao (Koustova et al., 2002).

Ringer Lactato mg/100ml  MEg/l

NaCl 600 130
KCI 30 4
CaCl2.2H20 20 2,7
Lactato 300

Tabela 01. Composigéo da solucdo de Ringer com Lactato

O esquema de ressuscitacdo com RL usando a regra de repor cada ml de
sangue perdido com 3 a 4 ml de RL demonstrou restaurar o débito cardiaco,
porém sem manté-lo por um periodo de tempo prolongado. Fatores que podem
estar envolvidos na depressao secundaria e tardia do débito cardiaco sao:
diminuicdo do volume sangilineo circulante apoOs ressuscitagdo com RL,
depressdo prolongada do fluxo sanglineo microvascular, aumento das ET,
alteracdo nos receptores adrenérgicos, modulacdo pelo TNF-alfa e disfuncao

cardiovascular (Wang and Chaudry, 1991). Permanece em discussdo a
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possibilidade do RL exacerbar a acidose latica do choque pela administracéo de
uma solucéo contendo lactato (Koustova et al., 2002).

A reposicdo do volume sangiineo perdido com solucdo de RL, de acordo
com o protocolo do ATLS, primariamente ocupa o compartimento intravascular.
Devido as caracteristicas hiposmolares do cristaldide, este volume reposto passa
a ocupar, posteriormente, o intersticio, sendo o edema tecidual uma complicacéo
esperada neste protocolo. Apds a infusdo de um litro de RL apenas 250 ml
permanecerdo no intravascular, sendo o restante difundido para o intersticio
(Rizoli, 2003). Na pratica, apenas 10% a 20% do volume de cristaloide infundido
permanecerd na circulacdo (Kramer, 2003). Além disso, grandes volumes de
solucdo salina isotbnica podem ser deletérios, resultando em ativacdo e
sequestracao de leucécitos, inicio da cascata da inflamacao, edema e piora dos
padrbes de perfusdo e oxigenacao (Gurfinkel et al., 2003;Rizoli et al., 1999).

Animais ressuscitados com RL tiveram a ativacdo leucocitaria aumentada
apos choque hemorragico. No mesmo estudo, os animais que nado sofreram o
choque e apenas foram perfundidos com RL também apresentaram uma maior
resposta toxica dos leucocitos. Isso demonstra que a infusdo de RL pode néo ser
in6cua (Rhee et al., 1998).

Também ¢é atribuido a ressuscitacdo com RL a reducdo dos leucdcitos
circulantes (leucopenia), possivelmente devido ao aumento das interacdes entre

leucocitos e endotélio (Pascual et al., 2002).
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Tém-se atribuido a ressuscitacdo com RL de animais submetidos a choque
hemorragico a inducao imediata de apoptose tanto no figado como no intestino

delgado (Deb et al., 1999).

1.4 Terapia de Ressuscitacdo com Pequeno Volume (“Small-

Volume Resuscitation™)

Em 1980 foram publicados os primeiros estudos sobre a Solugdo Salina
Hipertonica (SSH) por pesquisadores da Universidade de S&o Paulo. Neste
trabalho, em caes, foi demonstrado que a SSH a 7,5% (2400 mOsm/L), infundida
rapidamente, num total de 10% do volume sangilineo perdido, imediatamente
restaurou a pressao arterial e o débito cardiaco a valores basais (Velasco et al.,
1980). Também neste ano pesquisadores brasileiros publicaram resultados sobre
0 uso da SSH em 12 pacientes com choque hemorragico nao responsivo a infusao
de grandes volumes de cristaldides. Este estudo demosntrou claramente os
efeitos da SSH na melhora da resposta hemodinamica. (Felippe J. et al., 1980)

Ainda no inicio da década de 80 outros pesquisadores demonstraram que
os efeitos provocados pela infusdo da solugcdo de NaCl 7,5% em bolus em 2
minutos relatos por Velasco e cols. eram transitérios (Kramer, 2003). Desta
maneira, foi sugerida a adicdo de um coldide visando aumentar o tempo de agéo
da solucéo hipertonica (Kreimeier et al., 1993).

O conceito da “ressuscitacdo com pequeno volume” foi criado por

Nakayama e cols para esse regime de ressuscitacdo que teve seus primeiros
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estudos publicados nos anos 60 e que ressurgiu nos anos 80 (Nakayama et al.,
1984a).

Diversos pesquisadores vém demonstrando ao longo dos anos que a
infusdo rapida, em 2 a 5 minutos, de 4 ml/Kg de uma solucédo de NaCl 7-7,5% sé&o
suficientes para restaurar o débito cardiaco e a perfusdo organica quase que
instantaneamente a valores pré-choque. (Mattox et al., 1991;Vassar et al.,
1993;Wade et al., 1997;Younes et al., 1997)

Esta terapia baseia-se na mobilizacdo instantdnea da &gua endodgena,
principalmente do compartimento intracelular, através do potente gradiente
osmoético criado pela SSH, primeiramente do endotélio e dos eritrocitos e
posteriormente do intersticio, para o compartimento intravascular. Os efeitos na
ressuscitacdo primaria do choque hemorragico com SSH associada ou ndo a um
coldide podem ser resumidos em (Kreimeier and Messmer, 2002):

e rapido aumento do volume plasmatico, em 3 a 4 vezes o volume de solugéo
hipertonica infundido;

e reducdo do volume das células endoteliais aumentando o diametro dos
vasos da microcirculagdo com consequente melhora do fluxo sanglineo;

e aumento imediato da pressdo arterial sisttmica e do débito cardiaco; a
resisténcia vascular periférica € reduzida;

e aumento instantaneo do fluxo sanguineo nutricional com reducéo da leséo
de reperfusao pés-isquémica;

e restauracdo da funcdo organica;

e aumento da taxa de sobrevida.
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A infusdo de 250 ml da SSH a 7,5%, em 2 a 5 minutos, promove uma
expansao do volume plasmatico em 1000 ml (Rizoli, 2003).. Atuando desta
maneira a SSH atenua o edema celular, causado pelo choque hemorrégico e seus
mediadores, e suas consequéncias (Kreimeier and Messmer, 2002;Pacheco, Jr. et
al., 1994).

A figura 04 representa esquematicamente o mecanismo fisioldgico de resposta

hemodinamica a ressuscitacao hipertonica.

Osmolaridade extracelular
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v Mobilizacdo da agua do
Dilatag&o arteriolar endotélio, eritrocitos Aumento da efetividade
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Figura 04. Representacdo esquematica do mecanismo fisioldgico de resposta

hemodinamica a ressuscitacao hipertonica. Adaptado de Kramer (2003).
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Devido a membrana celular ser flexivel e altamente permeavel a agua, a
agua move-se rapidamente do intracelular para o intravascular para que ocorra o
equilibrio osmotico e para aliviar as forcas desta pressdo. Um aumento da
osmolaridade plasmatica de 30 para 50 mOsm gera um gradiente de pressao
osmotica atraves da parede celular de 500 a 1000 mmHg (Kramer, 2003).

A ressuscitagdo com SSH é associada com melhora da sobrevida em
grupos de pacientes selecionados e com diminuicdo da lesdo organica secundaria
em modelos animais de choque hemorragico (Ciesla et al., 2001).

Hipernatremia e acidose hiperclorémica sdo potenciais complicacdes
associadas ao uso da ressuscitacdo com SSH (Matsuoka et al., 1995).

A hipertonicidade atenua vaérias funcdes dos neutrofilos incluindo a
expressao do CD-11b/CD18 (integrinas), expressao da L-selectina, liberacdo de
elastase, producdo de superéxido, fagocitose e transmigracdo (Angle et al.,
2000;Gushchin et al., 2002).

O trauma causa depressdo da resposta imunoldgica principalmente pela
inibicdo das células T reduzindo a producdo e liberacdo da IL-4 e da
prostaglantina E2 (PGE2) (Coimbra et al., 1996).

Junger e colaboradores foram os primeiros a demonstrarem a melhora da
resposta imunolégica pds-trauma com o uso da SSH em infuséo rapida. Em seus
estudos com camundongos houve reducdo significativa da mortalidade pos
ressuscitacdo no grupo tratado com SSH. Concentracdes plasmaticas de NaCl de
180 mM (370 mOsmol/L) demonstraram melhorar a resposta e a proliferacdo das

células T. Essas concentracbes de NaCl sdo atingidas com a ressuscitacado
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tradicional de 4 ml/Kg de solugédo de NaCl a 7,5% infundida em 2 a 5 minutos
(Junger et al., 1997).

Angle e cols. demonstraram que a infusdo de SSH 7,5%, em doses
clinicamente aceitas, aumenta a concentracéo plasmatica de sédio em pelo menos
10 mM e este aumento permanece por pelo menos 1 hora. Esta concentracdo
aumentada é suficiente para afetar a resposta dos neutrofilos in vitro (Angle et al.,
2000). Estudos clinicos mostram que a osmolaridade plasmatica aumenta para
aproximadamente 348 mOsm/Kg uma hora apos a administracao de SSH (Partrick
et al., 1998).

A ressuscitacdo com doses de 4 ml/Kg de SSH a 7,5%, em infuséo rapida,
resulta no aumento da concentracdo plasmatica de Na® de 150 a 160 mmol/l
(Ciesla et al., 2000). Elevacdes transitorias podem chegar a 180 mmol/l. As
mudangas na concentracdo de Na® podem ser descritas em trés fases: 1) um
aumento inicial rapido da concentracdo de Na* com pico na metade da infuséo; 2)
uma rapida diminuicdo durante a infusdo como resultado da redistribuicdo do Na*
e de 4gua; 3) uma lenta regressdo aos niveis normais em 24 horas devido ao
clearance do Na®. (Ciesla et al., 2001).

Foi demonstrado um efeito dose-dependente da tonicidade sobre a
permeabilidade do endotélio microvascular. O aumento nas concentracfes de
NaCl resulta em progressivo aumento da permeabilidade do endotélio com
consequente aumento da perda de liquido para o intersticio. Esse efeito é

atenuado pelo acréscimo de um coldide a solucao hiperténica (Dextran 60 ou HeS
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200). E possivel que este efeito de aumento da permeabilidade seja compensado
com efeitos imunomodulatérios sobre os PMN (Victorino et al., 2002).

A possibilidade da SSH aumentar o volume de sangramento e consequente
mortalidade devido ao rapido aumento da PAM é controversa, permanecendo
ainda sem conclusdes definitivas na literatura. (Stern et al., 2000).

Levando-se em consideragdo os aspectos da isquemia, da reperfuséo, dos
mediadores inflamatérios e da resposta inflamatoria sistémica, a terapia ideal de
ressuscitacdo deveria ndo apenas restaurar os padrdes hemodinamicos mas
também atenuar a exacerbada resposta inflamatoéria pds-choque (Ciesla et al.,
2001).

Os estudos realizados demonstram que a solucdo salina hipertdnica
administrada em infusdo rapida tem efeitos superiores a solucdo cristaléide
convencional no que concerne a diminuicdo da acumulacao leucocitaria, melhora
da perfuséo sinusoidal hepética e atenuacédo dos efeitos provocados pelo estresse
oxidativo da lesdo de isquemia e reperfusdo no tratamento do choque
hemorragico. Estes efeitos sugerem que a recuperacdo da microcirculacdo e a
diminuicdo dos efeitos deletérios relacionados com a acumulagéo leucocitaria e
formacao de radicais toxicos do oxigénio sao diretamente dependentes da solugdo
salina hipertbnica, e particularmente, da reducdo do volume das células
endoteliais e da sua disfuncdo. Entretanto, estes efeitos benéficos foram
estabelecidos apenas em periodos curtos apos a ressuscitagdo (1 hora), nédo
havendo certeza de sua manutencdo ou mesmo ampliacdo em um periodo de

tempo mais prolongado.
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Por esses motivos decidimos avaliar e comparar os parametros de
integridade, funcdo e estresse oxidativo hepéticos apés 6 horas de choque e
ressuscitacdo com solucao salina hiperténica em infusdo rapida ou com solucéo

cristaldide de Ringer com lactato.
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2. OBJETIVOS

Comparar os efeitos tardios (6 horas) da ressuscitagdo com Solugédo de
Ringer Lactato e com Solucdo Salina Hipertonica a 7,5% sobre a integridade,
funcdo e estresse oxidativo hepéticos apds choque hemorragico controlado em
ratos. Especificamente:

e Comparar os parametros macro-hemodinamicos (pressao arterial média,
frequéncia cardiaca) e hemataocrito.

¢ Avaliar a funcéo hepética.

¢ Verificar a integridade do parénquima hepatico

e Determinar o estatus antioxidante do tecido hepatico.

e Estimar o grau de estresse oxidativo e da oxidacdo protéica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e Procedimento Cirargico

Para o presente estudo foram utilizados ratos machos Wistar com peso
entre 2259 e 265g, obtidos do biotério do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude
da UFRGS. O estudo foi realizado estritamente de acordo com a legislacéo
vigente para o uso de animais de experimentacdo e o “Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals” (National Institutes of Health, Bethesda, EUA), e apds a
aprovacdo da Comisséo de Pesquisa e Etica em Satde do Grupo de Pesquisa e
Pés-Graduacao do Hospital de Clinicas de Porto Alegre-RS.

Os animais previamente a cirurgia foram mantidos em jejum de 12 horas,
porém com acesso livre a agua. A anestesia foi realizada com sulfato de ketamina
75 mg/Kg (Ketamin®, Cristalia, Brasil) e xylazina 10 mg/Kg (Virbaxyl®, Virbax do
Brasil, S&o Paulo, Brasil) via intraperitoneal. Durante as fases de preparacao,
choque e ressuscitacdo, foram administradas doses suplementares dos
anestésicos (1/3 da dose inicial) sempre que houve sinais de superficializacdo da
anestesia. Utilizaram-se cateteres de polipropileno (PE-50, Portex, Kent,
Inglaterra) para canular a artéria carotida direita, a veia jugular direita, a veia
femoral direita e a artéria caudal. A artéria carétida serviu para a medida inicial da

pressdo arterial média (PAM) e a seguir para a remocdo do sangue (TO) e
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obtencdo do choque. Foi mantida uma infusdo continua, pela veia jugular e pela
artéria carétida, de solugcao salina 0,9% a 2 ml/Kg/h para reposicdo das
necessidades basais, compensacdo das perdas hidro-eletroliticas e manutencao
da perviedade dos catéteres. A veia femoral direita foi utilizada para a reposi¢ao
volémica. Pela artéria caudal realizou-se o monitoramento continuo da PAM
durante o experimento.

ApoOs a realizacdo do choque hemorragico e da ressuscitacdo, 0s cateteres
da artéria cardtida e da veia jugular foram ocluidos e sepultados no tecido
subcutaneo da regido cervical e do dorso. Os cateteres da artéria caudal e da veia
femoral direita foram retirados e os vasos devidamente ligados. As incisdes foram
suturadas e infiltradas com lidocaina 1% sem vasoconstritor (Cloridrato de
Lidocaina 1%, Geyer Medicamentos, Porto Alegre, Brasil). Os animais foram
encaminhados para a recuperacdo em gaiolas apropriadas com aquecimento
indireto e livre acesso a agua.

Apés 6 horas de recuperacdo os ratos foram novamente anestesiados e
realizadas as medidas de PAM, da frequéncia cardiaca (FC) e determinacdo do
hematocrito (HT). Realizou-se uma laparotomia transversa e cateterizacdo do
ducto colédoco para coleta de bile, mantida durante o restante do procedimento e
quantificada, ao final, em pl/g de figado/minuto. O figado foi liberado de todos os
seus ligamentos. Coletaram-se amostras de sangue para as dosagens
bioquimicas finais (T6). Ao término dos experimentos o0s animais foram

submetidos a eutanasia com doses letais de tiopental s6dico. As amostras de
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sangue das medidas basais (TO) e finais foram centrifugadas e 0 soro
posteriormente armazenado em freezer a 80°C negativos.

Os figados dos animais foram pesados e imediatamente retiradas amostras
de tecido para as dosagens bioquimicas (conservadas em nitrogénio liquido e
posteriormente em freezer a 80°C negativos) e fragmentos para anatomo-

patoldgico (conservadas em formaldeido a 4%).

3.2 Protocolo Experimental

ApGs a preparacao cirurgica aguardou-se um periodo de 10 minutos para a
estabilizacdo dos animais e entdo foram obtidas as medidas basais (PAM e FC),
determinado o HT e coletado sangue.

A PAM e a FC foram constantemente monitorizadas e seus valores
anotados como basal, choque, 20 minutos, 40 minutos e 6 horas apos a
ressuscitacdo (Figura 05). O HT foi mensurado inicialmente (basal), ao final da
fase de choque, e ap6s 20 minutos, 40 minutos e 6 horas da ressuscitagdo (Figura
05).

O choque foi realizado com a remocéo de sangue arterial a taxa média de
cerca de 0,5 ml/min durante 10 minutos, visando-se obter a PAM de 45 mm Hg,
gue foi sustentada durante 60 minutos. Para manter a PAM constante durante a
fase de choque, quantidades adicionais de sangue foram retiradas ou

reinfundidas, conforme necessario.
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As amostras de sangue na indugédo do choque (TO) foram imediatamente
centrifugadas e o0 soro congelado em nitrogénio liquido e posteriormente
armazenado em freezer a 80°C negativos.

Ao final da fase de choque os animais foram randomizados e divididos em
dois grupos:

e 01. Grupo RL (n=8): recebeu solucdo de Ringer Lactato (RL) na dose de 4
vezes 0 volume sanglineo retirado, em infusdo EV constante, por um
periodo de 20 minutos.

e 02. Grupo SSH (n=8): recebeu Solucado Salina Hipertdonica (SSH) a 7,5% na
dose de 10% do volume sangulineo removido, em infusdo EV constante, em
2 minutos.

Apbs o periodo de ressuscitacao inicial (20 minutos) os animais receberam,
por mais 20 minutos, infusdo de solucéo salina 0,9% na dose de 20 ml/Kg/h para
continuidade da ressuscitacao.

Um grupo adicional de 3 animais serviu de controle. Estes animais foram
anestesiados e submetidos a preparacgédo cirurgica, porém ndo foram submetidos
ao choque e ressuscitacdo. Destes animais também foram coletadas amostras de

sangue, de tecido hepatico, os figados foram pesados e o fluxo biliar quantificado.
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3.3 Dosagens Laboratoriais

3.3.1 — Determinacédo da Alanino Aminotransferase (ALT) e Bilirrubinas

A integridade do parénquima hepatico foi avaliada pela quantificacdo de
ALT e das bilirrubinas plasméticas. As dosagens plasmaticas de ALT e das
bilirrubinas foram obtidas em laboratério de analises clinicas, utilizando-se kits

standard LABTEST® (Diagnéstica, Belo Horizonte, MG, Brasil).

3.3.2 - Atividade da superoxido dismutase (SOD) e da catalase (CAT):

A atividade das enzimas antioxidantes foi aferida no tecido hepatico dos
animais. O extrato de tecido foi lavado com solugéo salina e homogeneizado em
solucdo de tampéo fosfato (pH 7,4). A atividade da SOD foi determinada
espectrofotometricamente pela inibicdo da auto-oxidacdo em uma solugcédo tampdao
contendo 1mM de adrenalina/50 mM glicina-NaOH (pH10,2). A descricdo
detalhada do método foi publicada por Klamt e cols (Klamt et al., 2001).

Para determinar a atividade da CAT os tecidos foram sonicados em solugéo
tampao fosfato 50 mM (pH 7,0). A suspenséo resultante foi centrifugada a 3000 xg
durante 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado para determinar a atividade da
CAT pela medida da taxa de decréscimo da absorbancia do peroxido de
hidrogénio em 240 nm, conforme método previamente descrito (Dal Pizzol et al.,

2001).



46

3.3.3 —Mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase, como indice de infiltracdo neutrofilica, foi determinada
no tecido hepatico, que foi homogeneizado em solucdo de HTAB (hexa-decil-
trimetyl-amonio-brometo) a 4°C. A seguir, foi centrifugado e coletado o
sobrenadante para as dosagens. A absorbancia foi lida em 650 nm. O método
encontra-se detalhadamente descrito por Kyriakides e cols. (Kyriakides et al.,

2000)

3.3.4 - Medida das substéancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS):

Como indice de peroxidacdo lipidica determinou-se a concentracdo de
TBARS plasmatico. As amostras obtidas foram homogeneizadas em 1ml de acido
tricloroacético 10% e 1ml de acido tiobarbitarico 0,67%. Foram entdo aquecidas a
100°C por 15 minutos e adicionou-se butanol (2:1) a solucdo. A mistura foi
centrifugada a 800 xg durante 5 minutos. A quantidade de TBARS foi determinada
pela absorbancia em 535 nm. Para maiores detalhes do método pode-se

consultar Dal Pizzol e cols (2000) (Dal Pizzol et al., 2000).

3.3.5 - Medida do dano oxidativo em proteinas:
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O dano oxidativo em proteinas plasmaticas foi determinado pela dosagem
dos grupos carbonil de acordo com o método de Levine (Klamt et al., 2001). As
proteinas das amostras obtidas foram precipitadas pela adicdo de &cido
tricloroacético (TCA) 20%, a 4°C, durante 5 minutos. A mistura foi centrifugada a
4000 xg por 5 minutos. As proteinas foram redissolvidas com 2,4-
dinitrofenilidrazina (DNPH) 10 mM. As amostras foram mantidas a temperatura
ambiente por 30 minutos. As proteinas foram novamente precipitadas com TCA e
lavadas trés vezes com etanol etil acetato para remover o excesso de DNPH.
Finalmente, as amostras foram novamente dissolvidas (KH2PO4 20mM (pH 2,3))
e a absorbancia lida em 370nm, conforme descrito previamente por Klamt e cols

(Klamt et al., 2001).

3.4 Analise Histopatoldgica

O escore de lesédo histopatolégica quantificou a integridade do tecido
hepético. Seccgbes do tecido hepatico foram coradas com Hematoxilina-Eosina
(HE). A avaliagdo foi feita em microscopio Optico com magnificacdo de 400
aumentos. Para a quantificagéo das lesdes utilizou-se uma adaptacgéo das escalas
publicadas por Suzuki (Markin et al., 1993;Suzuki et al., 1993), atribuindo-se um
valor de zero a quatro para as alteracdes morfologicas observadas em relacéo a
congestao sinusoidal, degeneragcdo hidropica (vacuolizacdo), necrose celular e
infiltragc@o neutrofilica conforme detalhado na tabela 02. A andlise foi realizada por

patologista experiente sem conhecimento do grupo a que cada amostra pertencia.
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Foram examinados 10 campos por corte histolégico de tecido hepatico, sendo que
cada campo incluia pelo menos uma veia centrolobular e um espaco porta, de
acordo com o proposto por Rensing e cols (Rensing et al.,, 1999). Os escores
finais foram determinados pela soma dos escores de cada parametro. A escala de

quantificacdo da leséo histopatolégica é apresentada na tabela 02.
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Congestéo Degeneragao Infiltrado
Necrose Celular
sinusoidal hidropica neutrofilico
Ausente Ausente Ausente Ausente
Dilatacao de veia Necrose focal de células
Minima Minimo

centrilobular isoladas

Dilatacdo de veia
Necrose confluente
centrilobular e de
Leve envolvendo hepatécitos Leve
sinusotides em
adjacentes (< 30%)
algumas zonas 3
Dilatac&o de veia Necrose zonal
centrilobular e de envolvendo hepatocitos
Moderada ) Moderado
sinusdides na maioria adjacentes.

das zonas 3. (30 a 60%)
Dilatacao de veia
centrilobular e de

Grave Necrose generalizada Grave

sinusoéides em zonas

2e3.

Tabela 02. Escore de quantificacdo da lesdo histopatologica

(adaptado de Suzuki e colaboradores, 1993)
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3.5 Analise Estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média
(£EP).

Os dados foram analisados e comparados pelo software Sigma Stat 3.0 e
os gréficos realizados utilizando-se o software Sigma Plot 8.0. Dentro dos grupos
os dados basais (TO) e os resultados finais (T6) foram comparados pelo teste de
Wilcoxon. Entre os grupos foram comparados os resultados através do teste “U”
de Mann-Whitney.

Para as comparacdes de variacdes multiplas entre os grupos de tratamento
e 0 grupo controle utilizou-se a analise da variancia ndo parameétrica pelo teste de
Kruskal-Wallis com teste “post-hoc” de Dunn. Também foi utilizado o teste de
ANOVA para Medidas Repetidas com teste de comparacao multipla de Tukey para
comparacgao dos diversos periodos dentro dos grupos. Considerou-se significativo

um p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Peso dos Animais

No inicio dos experimentos ndo houve diferenca entre o peso basal dos
animais. No grupo RL o peso médio foi de 248,7 + 4,4 g passando, ao final, para
260,8 + 4,8 g (p<0,001). No grupo SSH o peso variou de uma média de 246,5 +
3,11 g para 240,1 + 2,4 g (p<0,05). Ao final dos experimentos houve significativa

reducdo da média do peso no grupo SSH em relacdo ao grupo RL (p<0,05)

conforme apresentado na tabela 03.

Peso basal (g) Peso 6H (g)
Grupo RL 248,8 + 4,4 260,9 + 4,8"
Grupo SSH 2465+ 3,11 240,1+2,4" 8

Tabela 03. Médias dos pesos dos animais. *p<0,05 vs RL-6H - Teste U de Mann-
Whitney. #p<0,001 vs RL basal; §p<0,05 vs SSH basal - Teste de

Wilcoxon. Dados: média + EP
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4.2 Presséao Arterial Média, Freguéncia Cardiaca e Hematdécrito

Para manter a PAM em 45 mmHg durante o periodo de 60 minutos foi
retirado dos animais um volume sanglineo médio de 6,53 + 0,11 ml. Os niveis
iniciais de PAM, FC e HT n&o apresentaram diferencas significativas entre os
grupos. Os resultados de PAM, FC e HT dos experimentos estdo apresentados na
Tabela 04.

Os niveis pressoricos basais foram de 109 + 3,6 mm Hg para o grupo RL e
de 111,3 + 3,7 mm Hg no grupo SSH. Durante a fase de choque houve queda
significativa da PAM nos dois grupos de tratamento quando comparados com as
medidas basais (p<0,05), mas sem diferenca entre os grupos. Apesar da elevacao
da PAM promovida por ambas as terapias, aos 20 e 40 minutos persistiu uma
diminuicéo significativa em relacdo as medidas basais (p<0,05). Apés 6 horas da
ressuscitacdo as médias da PAM (T6) foram de 72,5 + 4 mm Hg, para o grupo RL,
e de 67,5 + 2 mm Hg, para o grupo SSH. As médias finais apresentaram queda
significativa em relagdo as medidas basais (p<0,001), porém, sem diferenca entre
0S grupos.

As medidas basais de FC nos grupos RL e SSH foram, respectivamente,
211 + 5,8 bpm e 230 + 12,9 bpm. O choque causou diminuicdo da FC nos dois
grupos tratamento, todavia sem diferenca significativa entre eles. Apos 20 minutos
e 40 minutos da ressuscitagdo observou-se a recuperacdo da FC de forma similar

nos grupos sem diferenca estatistica entre eles. Ao final dos experimentos houve
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retorno da FC aos valores iniciais em ambos os grupos (RL 217 + 9,6 bpm e SSH
217 + 8,8 bpm).

Os niveis basais do HT nos grupos RL e SSH foram 44,5+ 1,2 % e 42 + 0,8
%, respectivamente. O choque provocou queda significativa do hematécrito nos
grupos em comparacao com as medidas basais (p<0,05). O tratamento do choque
promoveu queda mais acentuada do HT dos grupos aos 20 minutos e aos 40
minutos (p<0,05 vs basal). Ao final dos experimentos 0s animais permaneceram
com significativa diminuicdo do HT em comparagcdo com as medidas basais
(p<0,05) mas sem diferenca significativa entre eles. Os valores finais do HT foram

de 24,3 + 1,1 %, no grupo RL, e de 25,8 + 1,3 %, para o grupo SSH.
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Grupo Basal Choque 20 Min 40 Min 6 Horas
Ressuscitacdo Ressuscitagdo Ressuscitacdo
PAM
(mmHg)
RL 109+3,6  46,38+1,7 90,2+6,2" 76,3+34  725+4
SSH  1113+3,7 47,75+2,7 83+34 741+2,6  675+2
FC (bpm)
RL 211+58  152+14.6 181+5,6 196 + 8 217+9,6
SSH 230 +129 170+11 174+7 202+7 217+8,8
HT (%)
RL  445+12 337+172 258+1,2 " 252+1,1 " 243+11°"
SSH 42+08  323+1,3 27+08" 26,6+08 " 258+13 "

Tabela 04. Variacédo dos niveis de Pressao Arterial Média (PAM), Frequéncia

Cardiaca (FC) e Hematdcrito (HT) dos experimentos. * p<0,05 vs basal. # p<0,05

vs choque. ANOVA para Medidas Repetidas com teste de comparac¢ao mdultipla de

Tukey. Os dados séo apresentados como médias + EP.
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4.3 Peso dos Figados e Fluxo Biliar

As médias de peso dos figados dos animais foi de 8,34 + 0,36 g (grupo RL)
e de 8,52 + 0,14 g (grupo SSH) ndo havendo diferenca significativa entre eles.

Apds uma hora de choque e de seu tratamento o fluxo biliar no grupo RL foi
de 0,34 + 0,02 pl.g™.min™, de 0,48 + 0,03 pl.g.min™ no grupo SSH e de 0,64 +
0,04 pl.gt.min® no grupo controle. Quando comparados os trés grupos pela
analise de variancia, o fluxo biliar foi significativamente maior no grupo SSH
(p<0,05) quando comparado ao grupo RL porém, sem diferenca estatistica para o

grupo controle, o que ndo ocorreu com o grupo RL (p<0,05 vs controle). Figura 06.
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Figura 06. Variacdo do fluxo biliar entre os grupos RL (n=8), SSH (n=8) e controle
(n=3). * p<0,05 vs RL. # p<0,001 vs RL. Andlise de variancia de Kruskal-Wallis
com comparacao multipla pelo teste de Dunn. Os dados séo apresentados como

médias + EP.

4.4 ALT e BILIRRUBINAS

No grupo RL a ALT sérica aumentou de 37,1 + 2,2 U/l (TO) para 169,6 + 3,9
U/l (T6) (p<0,001). No grupo SSH a ALT aumentou de 39,1 + 2,2 U/l (TO) para 99,4
+ 2,1 U/l (T6) (p<0,001). Em comparacdo com o grupo RL, os animais do grupo
SSH apresentaram niveis significativamente menores de ALT (p<0,001). Figura

07.
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As bilirrubinas séricas do grupo RL foram quantificadas em 0,23 + 0,01
mg/dl (TO) e 1,68 + 0,05 mg/dl (T6) (p<0,001). No grupo SSH as medidas foram
0,22 + 0,01 mg/dl (TO) e 0,62 + 0,03 mg/dl (T6) (p<0,001). Apdés 6 horas da
ressuscitacdo o grupo SSH apresentou niveis significativamente mais baixos de

bilirrubinas quando comparado com o grupo RL (p<0,001) — Figura 08.
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Figura 07. Variacdo do niveis de Alanino Aminotransferase sérica, basais (T0) e
apos 6 horas (T6) de ressuscitacdo, nos grupos RL (n=8) e SSH (n=8). # p<0,001

Teste U de Mann-Whitney. Os dados sdo apresentados como médias + EP.
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Figura 08. Variacdo nos niveis de bilirrubinas séricas nos tempos basais (T0) e ao
final do experimento (T6). # p<0,001 vs RL-T6. Teste U de Mann-Whitney. Os

dados sao apresentados como médias + EP.

4.5 Catalase e Superoxido Dismutase

Os niveis de CAT mensurados nos grupos foram de 21,8 + 0,48 U/mg de
proteina no grupo RL, de 20,3 + 2,7 U/mg de proteina no grupo SSH e de 20,1 +

0,84 U/mg de proteina no grupo controle. A andlise de variancia ndo mostrou

diferenca significativa entre os grupos. Figura 09.
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Figura 09. variacdo na atividade da catalase nos grupos RL (n=8), SSH (n=8) e
controle (n=3). Analise de variancia de Kruskal-Wallis. Os dados sédo apresentados

como médias + EP.

A determinacdo dos niveis de SOD mostrou como resultados 6,45 + 0,24
U/mg de proteina (grupo RL), 5,98 + 0,36 U/mg de proteina (grupo SSH) e 6 +
0,46 U/mg de proteina (grupo controle). Na comparacdo da variagdo entre 0s

grupos nao houve diferenca significativa entre eles. Figura 10.
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Figura 10. Variacdo na atividade da superéxido dismutase entre os grupos RL
(n=8), SSH (n=8) e controle (n=3). Andlise de variancia de Kruskal-Wallis. Os

dados sao apresentados como médias + EP.

4.6 Mieloperoxidase

A determinacdo da MPO ao final dos experimentos apresentou niveis de
32,8 + 1,07 unidades/g de tecido para o grupo RL. O grupo SSH apresentou como
resultado 21,6 + 0,74 unidades/g de tecido e o grupo controle 13,8 + 0,82

unidades/g de tecido.
Quando comparamos a variacdo na atividade da MPO nos grupos,

verificamos que o choque e ressuscitacdo com RL provocaram aumento
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significativo (p<0,05) nos niveis de MPO em relacdo ao grupo controle. O grupo

tratado com SSH apresentou atenuacdo da atividade da MPO em relagdo ao

grupo RL (p<0,05), ndo apresentando diferenca para o grupo controle. Figura 11.
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Figura 11. Variagc&o na atividade de mieloperoxidase nos grupos RL (n=8), SSH
(n=8) e controle (n=3). * p<0,05 vs RL. Analise de variancia de Kruskal-Wallis com
comparacado multipla pelo teste de Dunn. Os dados sdo apresentados como

médias + EP.
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4.7 Substancias Reativas do Acido Tiobarbitdrico - TBARS

As medidas de TBARS no grupo RL foram de 0,91 + 0,03 nm/mg passando
para 3,26 + 0,11 nm/mg (p<0,001). No grupo SSH foram de 0,98 + 0,02 nm/mg e
1,67 + 0,08 nm/mg (p<0,001).

Houve reducéo significativa da peroxidagéo lipidica no grupo tratado com

SSH em relag&o ao grupo RL (p<0,001). Figura 12.
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Figura 12. Niveis basais e ap0s 6 horas de ressuscitacdo das Substancias
Reativas do Acido Tiobarbittrico — TBARS — sérico nos grupos RL (n=8) e SSH
(n=8). # p<0,001 vs RL. Teste U de Mann-Whitney. Os dados séo apresentados

como médias + EP.



63

4.8 Proteina Carbonilada

O dano oxidativo nas proteinas plasmaticas, quantificado pela determinagéo
da proteina carbonilada, apresentou como resultados no grupo RL variacdo de
0,11 + 0,01 nm/mg (TO) para 1,63 + 0,07 nm/mg (T6) — p<0,001. No grupo SSH as
medidas da proteina carbonilada foram de 0,14 + 0,01 nm/mg (T0) e de 0,56 +
0,02 nm/mg (T6) — p<0,001.

Em ambos os grupos ocorreram danos oxidativos as proteinas plasmaticas,
porém, de maneira significativamente atenuada no grupo SSH quando comparado

ao grupo RL (p<0,001). Figura 13.
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Figura 13. Quantificagdo do dano oxidativo as proteinas plasméticas — proteina

carbonilada — nos grupo RL (n=8) e SSH (n=8). # p<0,001 vs RL-T6. Teste U de

Mann-Whitney. Os dados sé@o apresentados como médias + EP.

4.9 Analise Histopatoldgica

Os escores de lesdo histopatolégica sao apresentados na tabela a seguir.
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CONGESTAO DEGENERACAO NECROSE  INFILTRACAO ESCORE
GRUPORL  SINUSOIDAL HIDROPICA CELULAR  NEUTROFILICA

02 2 1 2 3 8

04 2 2 2 2 8

07 3 1 3 3 10

08 3 0 3 3 9

11 2 0 2 3 7

13 4 2 2 3 11

14 3 0 2 3 8

16 3 0 4 4 11
2,75+ 0,25° 0,75+0,31 2,5+0,27° 340,53 940,53

GRUPO SSH

01 1 1 1 1 4

03 1 3 1 2 7

05 2 0 3 2 7

06 1 0 3 2 6

09 1 0 1 1 3

10 2 0 1 2 5

12 1 1 2 2 6

15 2 1 2 2 7
1,37+0,18 * 0,75+ 0,36 1,75+0,31 1,75+0,16* 562+053°%"

CONTROLE

c1 0 0 1 0 1

c2 0 0 0 1 1

c3 1 0 0 1 2
0,33+0,33 0 0,33+ 0,33 0,67 +0,33 1,33+0,33




66

Tabela 05. Resultados dos Escores de Leséo Histopatoldgica nos grupos RL
(n=8), SSH (n=8) e controle (n=3). * p<0,05 vs RL. § p<0,05 vs controle. Analise
de variancia de Kruskal-Wallis com teste de comparacao multipla de Dunn. Os

dados sao apresentados em médias + EP.

O choque hemorragico e seu tratamento determinaram graus variados de
congestdo sinusoidal, degeneragcdo hidropica, necrose celular e infiltracdo
neutrofilica. Individualmente, ndo foi encontrada diferenca significativa nos graus
de degeneracao hidropica e de necrose celular entre os grupo RL e SSH. Todavia,
houve diferenca significativa entre o escore de necrose celular do grupo RL e do
grupo controle (p<0,05). Os escores referentes a congestdo sinusoidal (2,75 +
0,25-RL, 1,37 £ 0,18 — SSH e 0,33 + 0,33 — controle) e a infiltracdo neutrofilica (3
+ 0,53 - RL, 1,75 £ 0,16 — SSH e 0,67 + 0,33 — controle) do grupo RL mostraram
diferenca significativa para o grupo SSH e para o grupo controle (p<0,05) — tabela
05. As médias dos escores finais de lesdo histopatolégica foram de 5,62 + 0,53,
para o grupo RL, de 9 + 0,53, para o grupo SSH e de 1,33 + 0,33 no grupo
controle (p<0,05 RL vs controle, RL vs SSH e SSH vs controle). Figura 14.

As lesdes histopatolégicas mais freqlientes estao apresentadas a seguir:
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Figura 14. . Area de necrose hepatica margeada por infiltrado polimorfonuclear

(setas finas). H.E. com magnificacdo de 400 vezes.

Figura 15. Veia pos-sinusoidal com &reas de necrose (setas estreitas), infiltrado
polimorfonuclear (seta larga) e dilatacao sinusoidal (estrela cheia). H.E. com

magnificacdo de 200 vezes.



68

Figura 16. Veia pos-sinusoidal com leucécitos na luz vascular (estrela), aderidos
ao endotélio (setas finas) e infiltrados no intersticio (setas largas). H.E. com

magnificagéo de 400 vezes.
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5. DISCUSSAO

Nosso modelo de choque hemorragico envolveu a avaliacdo do estresse
oxidativo e dano tecidual hepatico causado pela lesdo de I/R apdés o uso de
solucdo de Ringer com Lactato e de Solucdo Salina Hipertonica a 7,5%. A
avaliacdo destes parametros foi realizada ap6s 6 horas da ressuscitacao, por este
periodo representar um momento adequado da avaliacdo da resposta inflamatéria
inicial na lesdo de I/R, que se segue ao choque hemorragico traumético e seu
tratamento. (Yamakawa et al., 2000)

Muitos fatores sd@o responsaveis pela alta susceptibilidade de faléncia de
perfusdo da microcirculacdo durante o choque hemorragico, entre eles. (Corso et

al., 1998)

reducdo da pressao de perfuséo capilar com reducao do volume sangineo;

e edema das células endoteliais, induzido pela hipéxia, reduzindo o limen
capilar;

e hemoconcentracdo, levando a aumento da viscosidade sanguinea;

e quebra da barreira endotelial celular com aumento final da presséao
intersticial;

e comprometimento do limen sinusoidal entre as células de Kupffer e
ativagdo dos leucacitos;

¢ liberacao de mediadores vasoconstritores pelo sistema nervoso simpético;

e disfuncéo das células do endotélio sinusoidal.
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Longos periodos de hipoperfusdo hepatica resultam em deterioracao
estrutural, disfuncdo metabdlica e desarranjos microcirculatérios detectaveis
precocemente apés 2 horas de isquemia. Nesta fase estes fendmenos parecem
ser reversiveis. As lesbes ocorrem principalmente nas regides centrolobulares
(veias pos-sinusoidais) e apos trés horas de isquemia progridem para todo o
parénquima hepatico, tornando-se completamente irreversiveis. Isto faz com que o
tempo para o inicio e a duracdo da reperfusdo sejam determinantes na geracéo de
leséo (Adkison et al., 1986).

A reintroducdo do oxigénio molecular durante o periodo de ressuscitacédo €
mais importante gerador de lesdo do que sua privacédo pela isquemia, levando a
peroxidagdo lipidica das membranas celulares. Os RLO ativam os leucocitos e
aumentam a expressao das moléculas de adesao tanto no endotélio capilar como
nos leucocitos. A microcirculacdo é o primeiro e mais intenso alvo da lesdo de
reperfuséo pés-isquémica (Adkison et al., 1986;Corso et al., 1998).

A ativacao e adesao dos neutrdéfilos ao endotélio € o evento critico inicial da
patogénese da lesdo microvascular induzida pela I/R. Nesse processo participam
ativamente as moléculas de adeséo, principalmente as selectinas, a ICAM-1 e as
beta-2-integrinas (Martinez-Mier et al., 2000;Menger et al., 1992a).

O acumulo de leucdcitos no figado deve-se a caracteristicas préprias da
arquitetura dos sinusoides, caracterizados por: didmetro estreito (peri-portal),
trajeto tortuoso e endotélio fenestrado. A tortuosidade dos sinuséides nos
segmentos proximais, a distribuicdo lobular das células de Kupffer e a juncdo

contratil das células na transicdo terminal das veias portais para os sinusoides
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contribuem para a pronunciada interacdo leucdcito-endotélio nas zonas média e
periportais quando comparadas com a area pericentral (Vollmar et al., 1996).

Devido as caracteristicas de fenestracdo do seu endotélio, as vénulas poés-
sinusoidais sdo os locais quase exclusivos de adesdo e migracao leucocitéaria. O
endotélio destes vasos é rico em selectinas (E e P) (McEver, 1992).

Em um estudo em um modelo de isquemia e reperfusdo, onde o acumulo
de neutréfilos foi bloqueado, verificou-se protecdo da lesdo hepatocelular
demonstrando a participacdo efetiva destas células no mecanismo de leséo
(Yamakawa et al., 2000).

As células de Kupffer exercem papel fundamental na patogénese da leséo
hepéatica de I/R. Modelos em ratos mostram ativacdo precoce destas células
durante o periodo de reperfusdo com aumento da liberagcdo de citosinas
inflamatérias e de RLO (Koustova et al., 2002;Serracino-Inglott et al., 2001). Os
RLO participam, através da sua geracao no ciclo catalizado pela xantina oxidase,
diretamente da peroxidacdo das membranas plasmaticas celulares (Adkison et al.,
1986). A presenca aumentada de RLO no tecido hepatico pode ativar fatores
genéticos de transcricdo sensiveis ao estresse oxidativo, induzindo a ativacao de
genes pro-inflamatdérios, consequientemente aumentando o dano celular hepatico.
Além disso, os RLO podem contribuir para a ativacdo de proteases calcio-
dependentes (calpainas), as quais sao potentes mediadores intracelulares dos
processos de necrose e apoptose celular (Schauer et al., 2004).

O uso de fluidos intravenosos para o tratamento inicial de pacientes

politraumatizados em choque hipovolémico é o ponto inicial no manejo proposto
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por diversos protocolos de atendimento inicial ao traumatizado. Entre estes
protocolos inclui-se o ATLS (Suporte Avancado de Vida no Trauma), o qual tem
sido amplamente aceito e utilizado nos Estados Unidos e na América Latina. O
ATLS preconiza a reposicdo agressiva com grandes volumes de solucdo
cristaloide, de preferéncia o Ringer Lactato, para a terapia dos pacientes em
choque hipovolémico. O volume de cristaldide a ser reposto na ressuscitacao
inicial é de 3 a 4 ml de Ringer Lactato para cada mililitro de sangue perdido. (ATLS
- American College of Surgeons, 1997) Estudos prévios demonstraram que a
ressuscitacdo com Ringer Lactato (3 vezes o volume perdido) restaura o débito
cardiaco e a funcdo hepatocelular imediatamente ap0ds a ressuscitacao.(Deb et al.,
1999;Shah et al., 2002;Wang and Chaudry, 1991) Porém, tém-se evidéncias de
que a reposicdo de grandes volumes de cristaléide ndo tem nenhum efeito
benéfico sobre a interacdo leucécito-endotélio e ndo restaura adequadamente a
perfusdo microcirculatéria. (Koustova et al., 2002;Messmer K et al., 1996) Em um
estudo in vitro, Wang e colaboradores observaram que a disfuncdo celular
endotelial persistiu apds a ressuscitagdo com RL.(Wang et al., 1993) Resultados
recentes demonstram que a ressuscitagdo com grandes volumes de cristaloide
pode exacerbar a reacdo proé-inflamatoria apds hemorragia, além de provocar
marcante hemodiluicdo mesmo apéds cessado o sangramento (Gushchin et al.,
2002;Liu et al., 2003).

Em 1980 renasceu o0 interesse sobre a ressuscitacdo com solucdes
hipertdnicas, tendo sido publicados estudos significativos demonstrando a rapida

recuperacdo dos parametros macro-hemodinamicos em cédes submetidos a
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choque hemorragico (Velasco et al., 1980) e em pacientes com hipotensao
refrataria pos-trauma (de, Jr. et al., 1980).

Diversos autores publicaram resultados a partir do trabalho de Rocha e
Silva (Rocha-e-Silva et al., 1986) demonstrando melhora da perfusdo
microcirculatéria em diversos 0rgaos apoés a ressuscitacdo com SSH. (Messmer K
et al., 1996;Nakayama et al., 1984b;Wade et al., 2003)

Atualmente encontra-se demonstrado por muitos pesquisadores que,
pequenos volumes de SSH podem ser superiores a ressuscitacdo com
cristaldides, limitando a resposta inflamatoria e prevenindo a leséo
microcirculatéria pos-isquémica. Estes efeitos repercutem na melhora do fluxo
sanguineo hepético, intestinal e pulmonar. (Maningas, 1987;Shi et al.,,
2002;Traverso et al., 1987;Wade et al., 1989)

A SSH demonstrou causar profundas alteragcbes na diminuicdo da
expressao das selectinas e das integrinas na superficie dos neutrdfilos, tornado os
neutrofilos circulantes improprios para a adesao.(Rotstein, 2000) A SSH reduz as
interac®es leucocito-endotélio, reduz a reacdo pro-inflamatéria, modula a resposta
citotoxica dos neutréfilos e aparentemente diminui a apoptose hepética e
intestinal. (Gonzalez et al., 2002;Murao et al., 2003a;Shields et al., 2003) Por estes
motivos, esta solugéo tem sido considerada por muitos autores como a nova forma
da abordagem para o controle da ativagédo neutrofilica apds o choque hemorragico
traumatico. (Murao et al., 2003b)

A rapida e sustentada melhora hemodinamica provocada pelo uso da SSH

é atribuida a alta concentracdo de sodio e da resultante hiperosmolaridade
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plasmatica. Além disso, de acordo com resultados recentes publicados por
Gurfinkel e colaboradores, animais em choque hemorragico tratados com SSH
apresentaram niveis plasmaticos menores de TNF-alfa, IL-6 e lactato, e ainda,
melhora das taxas de sobrevida, quando comparados a ressuscitacdo com fluidos
isoténicos. (Gurfinkel et al., 2003)

A dose apropriada para infusdo de SSH no choque hipovolémico deve ser
de 4 ml/Kg administrada em infusao rapida, dentro de 2 a 5 minutos. Acima deste
tempo de infusdo os efeitos da recuperacdo hemodindmica ndo sdo mais
percebidos.(Dubick et al., 1995)

Em nosso estudo, os animais tratados com RL apresentaram rapida e
significativa melhora da PAM e da FC verificada aos 20 minutos da ressuscitacao
guando comparados aos valores basais. Porém, apés 40 minutos da
ressuscitacdo, esse efeito ndo € mais observado, havendo queda da PAM e néo
apresentando diferenca significativa para o grupo SSH. Os niveis pressoricos
persistem com recuperacdo parcial, mantendo-se abaixo dos valores basais até o
final do experimento, porém, sem diferenca significativa entre os grupos. A
recuperacao dos valores da FC foi similar nos grupos de tratamento, chegando ao
final do experimento com recuperacdo dos valores basais. (Tabela 03). Os dados
de PAM relatados vao ao encontro aos apresentados por outros autores, 0s quais
demonstram que a recuperagdo hemodinamica propiciada com a ressuscitagao
com cristaldide ndo é mantida apds 30 minutos do término da infusdo de RL
observando-se, a partir deste momento, diminuicdo da funcdo hepatocelular além

da redistribuicho marcante do volume infundido. (Bickell et al., 1992;Rizoli,
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2003;Shah et al., 2002;Wang et al., 1996) De acordo com os dados apresentados
na Tabela 04, o grupo tratado com RL apresentou, ao final do experimento, peso
significativamente maior do que o grupo tratado com SSH. Este dado pode ser
explicado pela redistribuicdo de volume que ocorre apos ressuscitacdo com
grandes quantidades de solugdo hipo ou isotdnicas, pelo edema e pela
transferéncia de liquidos para o 3° espaco.

Os grupos apresentaram queda do hematécrito de maneira similar apos o
choque. Independente do regime de ressuscitagdo utilizado o hematdcrito
permaneceu com valores baixos até o final do experimento, demosntrando que
apesar da grande diferenca de volume infundido das solucbes, a hemodiluicdo
resultante foi equivalente.

A producéo de bile pelo figado é diretamente dependente da bomba Na*/K*
ATPase nas membranas celulares, a qual é extremamente sensivel ao choque.
Mudancas no fluxo biliar apés o choque e ressuscitagdo correspondem a
verdadeira dimenséo do aporte sangiineo aos hepatocitos.(Corso et al., 1998)

Encontra-se demonstrado na literatura que o choque diminui ou até cessa o
fluxo biliar, havendo uma melhora parcial com a ressuscitacdo, em torno de 70%
dos niveis basais (Adkison et al., 1986;Corso et al., 1999). Quando comparados 0s
resultados nos trés grupos, apdés 6 horas da ressuscitagdo verificamos uma
reducao significativa do fluxo biliar no grupo RL quando comparado ao grupo
controle, correspondendo a 53% deste, também sendo significativamente menor
que o grupo SSH. O fluxo biliar do grupo SSH correspondeu a 75% do grupo

controle. Estes dados demonstram categoricamente a superioridade da terapia
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com SSH na restituicdo do fluxo microcirculatério nutritivo hepatico, enquanto que
o tratamento com RL nao foi suficiente para reverter a depressdo metabdlica do
estado de choque 6 horas ap0s o seu tratamento.

A reducédo do fluxo sangliineo hepético, a queda da PO,, o metabolismo
anaerbbico, e a deplecdo das reservas de ATP levam ao aumento da
permeabilidade celular com consequente liberagdo de enzimas citosélicas, como
as transaminases. A ALT é liberada dos hepatdcitos na propor¢do do grau de
lesdo celular sendo usada como marcador de disfuncdo hepética (Adkison et al.,
1986;Jarrar et al., 2000;Kyriakides et al., 2000).

Em nosso estudo, em concordancia com os dados publicados por Jarrar e
cols, o choque e ressuscitacdo provocaram aumento da ALT nos grupos RL e
SSH (Jarrar et al., 2000). Entretanto, este aumento, apés 6 horas de
ressuscitacao, foi significativamente atenuado no grupo SSH . A melhora do fluxo
biliar e 0 menor aumento da ALT no grupo SSH sugerem a melhora do aporte
nutricional ao figado obtido com o uso desta solu¢cdo, com nitida melhora da
perfusdo celular e menor grau de lesdo hepatocelular.

A dosagem de MPO tem sido proposta como indice de recrutamento
neutrofilico. A MPO é uma enzima encontrada nos granulos azurofilicos dos
neutrofilos, sendo assim considerada uma medida indireta da infiltragédo
neutrofilica tecidual (McCormick et al.,, 2003;Serteser et al., 2002;Suzuki et al.,
1993). Embora o acumulo precoce de neutréfilos no parénquima hepatico tenha
sido demonstrado durante as fases de choque e ressuscitacéo inicial, registrando-

se grandes aumentos nos indices de MPO ja apos 30 min de isquemia seguidos
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de 1 hora de ressuscitacdo (Serteser et al., 2002), possivelmente o potencial
deletério dos neutréfilos va atingir sua plenitude apenas mais tardiamente, apos 5
ou 6 horas, quando o processo de migracdo para o tecido estiver plenamente
estabelecido. (Corso et al., 1999;Serracino-Inglott et al., 2001)

Apés 6 horas de ressuscitacdo, quando comparamos os resultados da MPO
nos grupos, verificamos uma diferenca significativa no grupo RL em relagédo ao
grupo SSH. Entretanto, ndo houve diferencga significativa do grupo SSH para o
grupo controle, demonstrando acentuada reducédo dos neutréfilos no parénquima
hepético deste grupo.

A estagnacado leucocitaria nos sinusoides reflete uma ativacdo sistémica
destas células mediada pelo choque, determinando maior rigidez e aumento de
volume celular com consequente aumento na resisténcia ao fluxo na
microcirculac@o. Essa estagnacao é sensivelmente atenuada com a ressuscitagao
com SSH (Corso et al., 1999). Nossos resultados comprovam este efeito da SSH
apos 6 horas do tratamento através dos valores menores de MPO mensurados
apos sua utilizacdo, e pelo escore histopatologico de infiltracdo neutrofilica
significativamente menor em comparacdo ao grupo RL. O escore de lesdo
histopatol6gica também sugere diminuicdo da congestdo sinusoidal hepética
obtida com a ressuscitacao hipertonica.

A atividade das enzimas CAT e SOD no tecido hepatico sdo medidas do
status antioxidante deste tecido. (Klamt et al., 2001) Os radicais superoxido e
peroxido de hidrogénio, gerados durante a ressuscitacao, participam do fenébmeno

de adeséo leucocitaria induzida pela reperfusdo, sendo este fendémeno inibido pela



78

SOD e pela CAT, enzimas antioxidantes enddgenas.(Menger et al.,, 1992a)
Apesar de trabalhos mostrarem como resultado a queda significativa da atividade
da SOD e da CAT durante a I/R (Menger et al., 1992a;Serracino-Inglott et al.,
2001;Serteser et al., 2002) nossos resultados, apos 6 horas de ressuscitacdo, ndo
demonstraram uma diminuicdo nos valores dosados destas enzimas quando
comparados 0s grupos de tratamento com o grupo controle.

Os hepatocitos dos ratos sao extremamente ricos nessas defesas
antioxidantes (CAT, SOD) principalmente na regido peri-portal. (Kato et al.,
2001;Serracino-Inglott et al., 2001). Nossos resultados, sem alteracdo na atividade
da SOD e da CAT nos grupos de tratamento, podem ser devidos as grandes
reservas de enzimas antioxidantes nos hepatocitos dos ratos, ou talvez a
necessidade de afericdo apds um periodo mais longo de ressuscitacéo.

Um dos métodos mais frequentemente utilizados para a avaliagdo da
peroxidacao lipidica das membranas celulares € a medida dos radicais téxicos do
acido tiobarbitarico (TBARS) (Dal Pizzol et al., 2000;0zguc et al., 2003;Serteser et
al., 2002). O TBARS mede a peroxidacdo dos acidos araquiddnicos e
decosahexaenoico, especialmente o malondialdeido e seus precursores. (Planas e
GarciaPlanas and Garcia, 1997). Assim como a proteina carbonilada, o TBARS
tem sido amplamente usado como um indice de leséo oxidativa celular.(Koken et
al., 2004;Ritter et al., 2003)

Refsgaard e cols identificaram a formacdo de proteina carbonilada como
um produto resultante direto da peroxidacédo lipidica das membranas celulares. A

proteina carbonilada pode ser resultante da acéo direta dos RLO ou indiretamente,
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através do subproduto da peroxidacdo lipidica. (Griffiths and Aldred,
2004;Refsgaard et al., 2000)

Nossos resultados demonstram aumentos expressivos do TBARS e da
proteina carbonilada no grupo tratado com RL indicando uma maior leséo
oxidativa e maior peroxidacdo lipidica das membranas celulares neste
grupo,concordando com os achados de Bauer e colaboradores que observaram
aumento significativo nos indices de TBARS em camundongos submetidos a
choque hemorragico e ressuscitados com RL quando comparados a ressuscitacao
hipertdnica.(Bauer et al.,, 1999) A diminuicdo significativa nos indices tanto de
TBARS como de proteina carbonilada do grupo tratado com SSH, representando
atenuacdo da peroxidacado lipidica das membranas celulares hepaticas, sugere
melhora do fluxo sangliineo aos hepatécitos, com atenuacdo do ciclo de
anaerobiose nestas células, ja que o choque hemorragico seguido de
ressuscitacdo pode levar a lesdo hepatocelular principalmente na regiao
pericentral do acino (necrose pericentral) onde a concentracdo de O2 é cerca de
duas vezes menor do que na regido periportal.(Kato et al.,, 2001;Paxian et al.,
2001)

Estudos com figados de ratos isquémicos mostraram que a localiza¢do do
estresse oxidativo nas células parenquimatosas foi diferente de acordo com o
tempo de duragdo da ressuscitagdo. A morte celular foi identificada na regido
periportal apdés 30 minutos de ressuscitacdo e se estende a zona média apos 60
minutos de ressuscitacdo, caracteristicamente em uma lesdo representada em

forma de “anel”. Isso corresponde as areas onde o estresse oxidativo ocorre. Nao
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parece haver morte celular provocada pelo estresse oxidativo apés 60 minutos de
ressuscitacdo na regido pericentral (veia pés-sinusoidal). Nessa regido, a morte
celular pode ser atribuida a isquemia por si s6.(Kato et al., 2001)

Nosso modelo experimental apresentou necrose celular distribuida
igualmente no parénquima hepatico dos cortes histologicos analisados entre os
grupos RL e SSH. Entretanto, h4 um aumento significativo (p<0,05) do escore de
necrose celular no grupo RL quando comparado ao grupo controle, sugerindo
maior nivel de lesdo parenquimatosa neste grupo. Em ambos os grupos tratados a
necrose celular hepética foi identificada, de maneira mais acentuada, na regido
pericentral (veia pos-sinusoidal). Esta localizacdo pode ser explicada pelo fato dos
grupos terem sido submetidos ao mesmo periodo de isquemia (60 minutos), sendo
esta, provavelmente, aresponsavel direta pela necrose dos hepatdcitos. Portanto,
poderia haver uma discreta atenuacdo dos efeitos diretos da isquemia no
parénquima hepatico nos animais tratados com a SSH, embora ndo exista
diferenca estatistica para o grupo RL.

Durante estagios tardios de isquemia, foram identificadas areas de necrose
hepética focal margeadas por um grande numero de leucocitos PMN (Guan et al.,
2002). Este dado foi confirmado em nossos achados e encontra-se ilustrado pela
figura 15.

Como j& demonstrado pelos resultados de outros autores (Corso et al.,
1999;Pascual et al., 2003) , os valores de MPO e os escores anatomopatoldgicos
de infiltracdo neutrofilica e de congestao sinusoidal significativamente menores no

grupo SSH sugerem que a ressuscitacdo com SSH atenua significativamente a
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infiltracdo neutrofilica, assim como diminui a congestdo sinusoidal hepatica. O
mecanismo proposto para justificar esta melhora é a remocao de liquido do
endotélio microvascular, das hemacias e do intersticio para o meio intravascular.
Este mecanismo € mediado pelo aumento da osmolaridade plasmatica obtido com
0 uso da SSH. Além disso, a SSH atua diretamente sobre a superficie do endotélio
e dos leucécitos PMN diminuindo acentuadamente a expressao das moléculas de
adesdo celular, conseqientemente reduzindo as interacbes leucdcito-endotélio.
(Pascual et al., 2002;Rotstein, 2000;Vollmar et al., 1996).

De maneira inversa, a ressuscitacdo com RL demonstrou causar ativacédo
neutrofilica apés o choque hemorragico, aumentando a adesdo ao endotélio, a
migracdo para o intersticio e consequentemente a leséo celular pelos RLO (“reflow
paradox”) (Rhee et al., 1998). Este aspecto é sugerido pela significativa elevagéo
da MPO neste grupo, assim como pelo maior escore histopaldgico de infiltragéo
neutrofilica.

Em nosso modelo experimental de choque hemorragico e ressuscitagao,
obtivemos como resultados uma melhora da funcdo hepética, determinada pela
recuperacdo do fluxo biliar aos niveis basais, uma menor perda da integridade
hepatica, identificada pelos valores menores de bilirrubinas, ALT e escore
histopatol6gico, assim como uma diminuicdo do estresse oxidativo, indicado pelos
niveis menores da MPO, do TBARS e da proteina carbonilada, no grupo tratado
com a Solucédo Salina Hipertonica. Esses resultados sugerem que a ressuscitacao

com SSH seja superior ao RL nos aspectos avaliados. Finalmente podemos
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sugerir que, apés 6 horas da ressuscitagdo do choque hemorragico, a SSH foi

superior ao RL nos parametros avaliados.
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. CONCLUSOES

- Os grupos nao apresentaram diferenca na recuperagao tardia dos
parametros macro-hemodinamicos de pressdo arterial média e de
freqUéncia cardiaca.

- A hemodiluicdo, avaliada pelo hematdcrito, resultante do uso das duas
solugdes, foi equivalente.

- Houve significativa melhora da fung@o celular hepatica com o uso da
solucao salina hipertdnica, determinada pela recuperacao do fluxo biliar.

- A integridade do parénquima hepatico, avaliada pelas bilirrubinas, pela
alanino aminotransferase e pelo escore histopatoldgico de lesédo, foi
preservada no grupo SSH.

- Nao houve alteragdo na atividade das enzimas antioxidantes enddgenas
(catalase e superéxido dismutase) nos grupos.

- O uso da SSH atenuou os efeitos do estresse oxidativo demonstrado pelos

indices menores de MPO, de TBARS e de proteina carbonilada.
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