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Resumo

O choque hemorragico (CH) se caracteriza pela insuficiéncia circulatdria aguda e ma
perfusdo tecidual. As metaloproteinases de matriz (MMPSs) podem estar envolvidas
em diferentes processos patoldgicos, incluindo o CH. O objetivo deste trabalho foi
avaliar as alteracdes pulmonares em um modelo de trauma associado ao CH e o papel
das MMPs neste processo. O modelo de CH foi realizado e imediatamente antes da
reperfusdo administrou-se nos animais veiculo ou doxiciclina (DOX; 10 mg/kg; inibidor
de MMPs). Os pulmdes foram coletados para a analise histoldgica e ensaio da enzima
mieloperoxidade 4 e 24 h apds a cirurgia. Observou-se um processo inflamatorio
significativo apds a hemorragia e ressuscitagcdo, o qual foi definido a partir da analise
histol6gica como severo para o grupo CH 4h e leve para CH 24h. O tratamento com a
DOX diminuiu a extensao da inflamacg&o no grupo CH 24h. Nossos dados sugerem
uma possivel participacdo das MMPs no dano pulmonar associado ao modelo de CH.

Introducao

O trauma é uma importante causa de morte, com aproximadamente 5 milhdes de
vitimas por ano no mundo (WHO, 2004); cerca de 40% das mortes sdo devido a
hemorragia grave e evolucdo do quadro para o choque hemorragico (CH)
(SCHREIBER, 2005). O CH é definido pela reducédo aguda no volume sanguineo,
resultando na perfusdo tecidual inadequada e desequilibrio entre a demanda e o
consumo de oxigénio, o que leva a hipdxia tecidual e desarranjo do processo
bioquimico a nivel celular (DEWAR et al., 2009). O CH caracteriza-se por duas fases:
(a) compensatoéria, na qual o organismo tenta manter a pressao arterial através da
liberacdo de vasoconstritores enddgenos e (b) descompensatéria, onde ocorre uma
progressiva vasodilatacdo apds a hiporreatividade aos agentes vasoconstritores
(BOND; JOHNSON, 1985). A descompensacéo vascular causa hipoperfusdo de
orgaos periféricos podendo levar ao desenvolvimento da faléncia de multiplos 6rgaos
(FMO) (SCHREIBER, 2005). Além disso, embora a reposicdo volémica seja
necessaria para restaurar a perfusdo tecidual, sabe-se que ela também esta
associada a uma exacerbacdo do dano de ¢6rgdos e uma profunda resposta
inflamatoria sistémica (ELTZSCHIG; ECKLE, 2011). Os principais sistemas



acometidos neste processo sdo: cardiovascular, pulmonar, hepatico e renal (DEWAR
et al., 2009). Como a FMO ocorre de forma degenerativa e progressiva, € de se
esperar que algumas metaloproteinases de matriz (MMPs) contribuam para o
desenvolvimento desse processo. Atualmente ndo existe tratamento especifico para
essa condicdo associada ao CH, apenas algumas medidas de suporte. Neste sentido,
a doxiciclina (DOX) pode ser uma alternativa terapéutica para diminuir a leséo tecidual
isquémica, pois atua inibindo a atividade das MMPs. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar as altera¢gées pulmonares que ocorrem ao longo do tempo em um
modelo de trauma associado ao CH induzido em ratos e investigar a possivel
participagéo das MMPs neste processo.

Materiais e Métodos
Inducdo do trauma associado ao choque hemorragico

Os procedimentos foram aprovados pela CEUA/UEPG (n° 048/2015). O sangue dos
ratos foi retirado até uma pressao arterial média de 35 mmHg, a qual foi mantida por
90 min. Os animais foram randomizados, receberam veiculo (salina, 1 mL/kg) ou
doxiciclina (DOX, farmaco inibidor de MMPs; 10 mg/mL/kg) e foram reperfundidos com
0 sangue. Aqueles que receberam veiculo foram sacrificados 4 ou 24h ap6s a cirurgia
e 0s que receberam DOX, foram avaliados apenas apds 24h. O sangue e pulmdes
foram coletados para o ensaio da enzima mieloperoxidase (MPO) e analise
histoldgica. Animais sham (falso-operados) foram utilizados como controle, sendo
submetidos aos mesmos procedimentos cirlrgicos, porém sem a retirada de sangue.

Determinacdo da enzima mieloperoxidase (MPO) e analise histologica em pulméao

A atividade da enzima MPO foi determinada como descrito em trabalhos prévios
(MULLANE; KRAEMER; SMITH, 1985) e o resultado final apresentado como unidades
de densidade optica (D.O.)/mg de proteina. Para analise histoldégica, o pulméo
esquerdo foi desidratado, incluido na parafina e seccionado em cortes transversais (7
um); depois corado com hematoxilina-eosina e analisado as cegas por dois
pesquisadores através de microscépio de luz. A extensao do processo inflamataorio foi
avaliada de maneira semi-quantitativa (BECK et al., 2001) de acordo com este escore:
(0) auséncia de inflamacdo ou apenas células inflamatoérias ao redor de pequenos
vasos; (1) inflamacéo leve (infiltrado inflamatério em até 25% da area total do corte);
(2) inflamacdo moderada (infiltrado inflamatério em > 25% ou < 50% da éarea total do
corte) e (3) inflamacéo severa (infiltrado inflamatério em > 50% da area total do corte).

Resultados e Discusséo

Apos a retirada do sangue para simular a hemorragia, a presséao arterial média (PAM)
do grupo choque manteve-se em 35 + 2 mmHg durante uma hora e meia. Depois da
reperfusdo, atingiu valores mais elevados, porém ainda inferiores ao grupo controle
(sham). A PAM basal do grupo CH s6 voltou aos valores normais apos 24h (figura 1A).
A atividade da enzima MPO demonstrou-se aumentada nos pulmdes dos animais
submetidos ao CH (figura 1B), quando comparado ao grupo sham (barra aberta),
sugerindo indiretamente que houve o recrutamento de neutréfilos para o tecido. Esse
aumento nao foi diferente entre os grupos CH 4 e 24h. Além disso, o tratamento com
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DOX néo reduziu os niveis de MPO (figura 1C), quando comparado ao grupo CH
veiculo 24h.
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Figura 1 - Painel (A): Variacdo da pressao arterial ao longo do tempo em um modelo de trauma
associado ao CH seguido de ressuscitacdo. Painel (B): Estudo temporal da atividade da MPO pulmonar
de animais submetidos ao modelo de CH. Painel (C): Efeito do tratamento com a DOX na atividade da
MPO pulmonar de animais submetidos ao modelo de CH. Cada barra (painéis B e C) representa a
média + erro padrdo da média de 8 animais. *p < 0,05 em relacéo ao grupo sham (ANOVA de uma via
seguida pelo post hoc de Dunnett (painel A) e ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc do Bonferroni
(painel B)). CH = choque hemorragico; Sham = falso-operado.

A avaliacdo histologica mostrou que os ratos controle ndo apresentaram infiltrado
inflamatdério pulmonar significativo (figura 2/A1), alguns apenas manifestaram poucas
células inflamatdrias ao redor de pequenos vasos (setas). Por outro lado, os grupos
CH 4 e 24h desenvolveram um processo inflamatorio predominantemente severo
(figura 2/A2) e leve (figura 2/A3), respectivamente, sugerindo que a reacao
inflamatoria apos o CH € mais intensa a curto prazo. O menor escore patolégico apés
24h pode ter ocorrido pois o processo inflamatério comeca a se resolver ou também
porque os animais ndo desenvolveram uma FMO muito grave. Além disso, as
diferencas interindividuais podem interferir no desenvolvimento da doenca.
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Flgura 2 - Hlstolog|a e escore patologlco dos pulmoes dos animais submetldos ao CH. Painel (A):
Avaliacdo do dano pulmonar apés 4 e 24 h da inducdo do CH. Painel (B): Efeito do tratamento com a
DOX na extensao do processo inflamatério pulmonar de animais submetidos ao CH. * p < 0,05 em
relacdo aos grupos sham e # p < 0,05 em relacdo ao grupo choque veiculo (CH 24h), (teste de Kruskal-
Walllis seguido pelo post hoc de Dunn). CH = choque hemorragico; DOX = doxiciclina.

Os animais CH 24h apresentaram processo inflamatério significativo (figura 2/13)
guando comparado ao grupo sham (figura 2/I11 e 15). O tratamento dos animais CH
com a DOX foi capaz de reduzir o dano pulmonar associado a esta condigéo (figura
2/14). Por outro lado, o tratamento dos animais sham com DOX (figura 2/12) nao
apresentou nenhuma alteragdo quando comparado ao grupo veiculo (figura 2/11). Nao
sabemos exatamente o que levou a diferenca encontrada entre os resultados da MPO
e a analise histologica, ja que ambos levam em conta o processo inflamatério.



Entretanto, a enzima MPO €& um marcador indireto e menos preciso do recrutamento
de neutrdfilos para o tecido (MULLANE; KRAEMER; SMITH, 1985) e como néo foi
realizada a perfusédo dos animais antes do experimento, pode ter sofrido interferéncia
da presenca de neutréfilos do sangue. Além disso, devido a menor preciséo, é dificil
estimar qual a magnitude da reducdo do numero de neutréfilos necessaria para ser
possivel a deteccdo pelo método. Em contrapartida, a analise histolégica € um método
mais preciso pois € possivel estimar o numero de neutrofilos por campo analisado.
Entretanto, o infiltrado inflamat6rio pode conter outras células que nao foram
diferenciadas de neutrofilos, por exemplo células mononucleares tais como
macréfagos alveolares e macroéfagos circulantes (AL-AMRAN; HADI; HASHIM, 2013).

Conclusdes

O acumulo de células inflamatérias no pulmao foi mais intenso no inicio do processo,
isto &, 4h apds o CH. O tratamento dos animais submetidos ao CH com DOX foi capaz
de reduzir a extensdo da inflamacé&o pulmonar, sugerindo que as MMPs podem
desempenhar um papel relevante nesse processo. Portanto, a utilizacdo de farmacos
inibidores dessas proteases pode ser uma alternativa terapéutica para diminuir a lesao
tecidual isquémica que ocorre durante a FMO associada ao CH.
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