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Resumo

O choque hemorragico (CH) ou hipovolémico pode ocorrer como resultado de
hemorragia grave secundaria a um trauma tecidual. O CH esta associado com o
desenvolvimento de faléncia de multiplos 6rgaos, sendo que o figado € um dos
orgaos mais fequentemente acomedido por esta condigdo. Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi investigar as alteragcdes hepaticas ao longo do tempo em um
modelo de trauma associado ao CH. Foram realizadas as dosagens plasmaticas de
marcadores de dano hepatico (AST e ALT), a avaliagao do tecido hepatico atras de
cortes histologicos e a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO).

introdugéo

O choque hemorragico (CH) pode ocorrer apds uma hemorragia grave secundaria a
um trauma tecidual, é caracterizada por 2 fases: uma fase compensatéria e uma
fase descompensatoéria que pode levar a morte do paciente (BOND & JOHNSON,
1985). A descompensagdo vascular associada ao CH pode levar a faléncia de
multiplos 6rgéos (FMO) (SCHREIBER, 2005; PFERFER et al., 2009).

A FMO ocorre geralmente dentro de dois dias apds admissao hospitalar e
correlaciona-se com aumento de infecgdes nosocomiais (MINEI et al., 2012). Por
outro lado, a restauragao do fluxo sanguineo e a reoxigenagao que ocorre durante a
reposicao volémica, embora seja necessaria, € associada com um aumento do dano
de o6rgaos e uma grande reposta inflamatéria sistémica (ELTZSCHIG & ECKLE,
2011).

Um dos principais sistemas acometidos neste processo € o hepatico, e o objetivo
deste trabalho foi avaliar as alteragdes no tecido hepatico que ocorrem ao longo do
tempo em um modelo de trauma associado ao choque hemorragico.

Materiais e Métodos
Indugéo do trauma associado ao choque hemorragico

Os ratos foram anestesiados e a artéria femoral foi localizada e dissecada para
insercao de uma canula de polietileno, sendo que essa via foi utilizada para duas



finalidades: (1) registro da pressao arterial do animal média (PAM) e frequéncia
cardiaca; e (2) retirada do sangue do animal até que este atinja uma pressao arterial
média de 35 + 2 mmHg. Entéo, a veia femoral também foi localizada e dissecada
para insercdo de uma canula de polietileno para a posterior administracdo do
sangue retirado do animal, fluidos e drogas. A PAM do animal foi mantida em 35 £ 2
mmHg por 90 minutos e entao foi realizada a ressuscitagdo do animal com o sangue
restante. As canulas foram entdo retiradas, os vasos ligados e a pele na regido da
coxa foi suturada. Quatro e 24 h apds a cirurgia o sangue e o figado dos animais
foram obtidos e analisados como indicado abaixo.

Dosagem das enzimas aspartato transaminase (AST) e a alanina aminotransferase
(ALT)

O sangue dos animais foi obtido e centrifugado a 3000 g por 10 min para
obtencdo do plasma. As enzimas AST e ALT foram mensuradas através do
analisador bioquimico Respons 920 DiaSys®.

Avaliagdo do tecido hepético através de corte histologico

Os figados dos animais foram localizados, retirados e fixados. Os figados foram
desidratados e incluidos na parafina para realizar os cortes transversais de 5 ym
com o auxilio de um micrétomo. Os cortes foram corados com hematoxilina-eosina
(HE) e analisados em microscopio de luz (Leica Microsystems DMI 30008,
Alemanha). Os cortes foram analisados em 6leo de imersdo no aumento de 1000x,
observando-se 10 campos aleatérios de cada animal. Em cada campo foi
contabilizada a quantidade de células polimorfonucleares presentes e depois os
resultados obtidos foram comparados entre os diferentes grupos.

Avaliagédo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO)

Os animais foram sacrificados e os figados coletados e congelados.
Posteriormente, os 6rgaos foram homogeneizados e centrifugados e o sobrenadante
utilizado para o ensaio de determinacado da atividade da enzima MPO. A reacéao
enzimatica foi desenvolvida na presenga de tetrametilbenzidina (1,6 mM) e H20> 0,5
mM (em solugao tampao fosfato 80 mM; p 5,4) A quantidade de proteina total foi
estimada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) e o resultado foi expresso
como DO/mg de proteina.

Resultados e Discussao

No interior das células do figado s&o encontradas algumas enzimas chamadas de
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) que podem ser
consideradas como marcadores de dano hepatico quando presentes no plasma. Nos
animais submetidos ao CH foi possivel observar o aumento destes marcadores
quando comparado ao sham caracterizando dano hepatico (figura 1A e B). Este
aumento ocorreu ja no tempo de 4 h apds o choque e persistiu por pelo menos 24 h.
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Figura 1. Marcadores de dano hepatico. Os animais foram sacrificados e entdo o sangue foi
coletado para a determinagado das enzimas AST (painel A) e ALT (painel B). As barras representam a
meédia * erro padrdo da média, n = 8. A anadlise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via
seguida pelo post hoc de Dunnett’s. *p<0,05 em relagdo ao grupo sham.

Foi entdo avaliada a atividade da enzima MPO no figado dos animais, a qual é
utilizada como um marcador indireto da presenca de neutrofilos no tecido. Conforme
podemos observar na figura 2, houve uma redugéo da atividade da MPO no grupo
CH 4 h quando comparado ao grupo sham, e o grupo 24 h ficou semelhante ao
grupo sham. Este dado foi um tanto intrigante, pois no modelo de CH, espera-se o
aumento do processo inflamatorio, € ndo a sua redugdo. Como a determinagao da
MPO é um método indireto da presenga de neutrofilos no tecido, e esta sujeito a
interferentes, como o proprio sangue periférico, resolvemos analisar o processo
inflamatdrio através de cortes histologicos, o qual € um método mais preciso.
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Figura 2. Determinagcdo da atividade da enzima mieloperoxidase no figado. A MPO foi
determinada em biopsias do tecido do figado 4h e 24 h apds a indugédo do CH. *p<0,05 em relagédo ao
sham.
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Células polimorfonucleares

Figura 3. Contagem de células polimorfonucleares. Os cortes foram analisados no aumento de
1000x em dleo de imersdo e contados os neutrdfilos em 10 campos aleatérios de cada animal. E
possivel observar na imagem B e C a presenca de neutréfilos apontadas por setas pretas. *p<0,05
em relagéo ao sham.

Quando analisamos os cortes histolégicos do figado, observamos um aumento de
células polimorfonucleares nos animais CH quando comparado ao sham, em que foi
visto apenas algumas células polimorfonucleares que pode ser considerado o
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normal do tecido (figura 3). Podemos observar que houve um recrutamento de
neutroéfilos caracterizando um processo inflamatério agudo que persistiu por pelo
menos 24h depois do choque.

Conclusoes

Podemos concluir queo modelo de CH causou dano hepatico nos animais, o qual foi
associado a um recrutamento de neutréfilos caracterizando uma inflamagao aguda
que persistiu por pelo menos 24h.
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