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Baixas doses de hidrocortisona possuem ac¢ao protetora no
choque hemorragico em ratos'

Hydrocortisone in low doses has a protective effect on hemorrhagic shock in rats

Marcelo Luiz Couto Tavares', Andrew Moraes Monteiro?, Daniel Haber Feij6% Carolina Ribeiro Mainardi?,
Rubens Fernando Gongalves Ribeiro Junior?, Daniela Vale Dias®, Marcus Vinicius Henriques Brito*

Resumo Objetivo: Verificar os efeitos de baixa dose de hidrocortisona no choque hemorragico em ratos. Método: Vinte ratos
Wistar, machos, foram randomicamente distribuidos em 04 grupos: Grupo Sham (GS); Grupo Choque (GC), animais submetidos
ao choque hemorragico; Grupo Solugdo Salina Hipertonica 7,5% (GSH 7,5%), com reposicao volémica de solugao salina a 7,5%
ap6s choque hemorréagico; Grupo Hidrocortisona (GH), animais que receberam hidrocortisona apds o choque. Foram analisadas
amostras de gasometrias e variagoes da pressao arterial média (PAM) antes da indugao do choque e ap6s os tratamentos. Amostras
de intestino delgado foram colhidas para analisar alteragdes histoldgicas. Resultados: APAM foi elevada para niveis estatisticamente
significantes apds receber os tratamentos nos grupos GSH 7,5% (p=0,0001) e GH (p=0,0058), sendo a melhora mais efetiva no
primeiro quando comparados ao GC. Quanto a gasometria, a hidrocortisona elevou o pH do sangue arterial em comparagao ao
GC (p=0,0372), diminuiu a PaCO2 (p=0,0008), manteve niveis maiores de ions bicarbonato (p=0,0395), niveis menores de lactato
(p=0,002). O GH (p=0,02) e 0 GSH 7,5% (p=0,0147) apresentaram menos lesdes histologicas que o GC. Conclusao: Baixas doses
de hidrocortisona tiveram acao protetora no choque hemorragico em ratos.

Descritores: hidrocortisona; solugdo salina hipertdnica; choque hemorragico; isquemia; reperfusao; inflamagao; gasometria; ratos.

Summary Purpose: To evaluate the hydrocortisone low-dose effects in hemorrhagic shock in rats. Methods: Twenty male Wistar
rats were randomly distributed into 04 groups: Sham Group (GS); Shock group (CG), animals subjected to hemorrhagic shock;
Group Hypertonic Saline 7.5% (GSH 7.5%), with volume replacement of saline solution at 7.5% after shock; Hydrocortisone Group
(GH), animals received hydrocortisone after shock. Arterial blood gas samples and variations of the mean arterial blood pressure
(MAP) were analyzed before the shock induction and after treatments. Intestinal samples were collected for histological analysis.
Results: MAP was statistical significantly increased after treatment of the shock in GSH 7,5% (p=0.0001) and GH (p=0.0058) when
compared to the CG. Regarding the arterial blood gas analysis, hydrocortisone increased pH of arterial blood in comparison
to the GC (P=0.0372), lowered PaCO2 (p=0.0008), maintained higher levels of bicarbonate ions (p=0.0395) and lower levels of
lactate (p=0.002). GH (p=0.02), as GSH7.5% (p=0.0147), showed less histological damage than the GC. Conclusion: Low dosages
of hydrocortisone had protective effects against hemorrhagic shock in rats.

Keywords: hydrocortisone; hypertonic saline solution; hemorrhagic shock; ischemia; reperfusion; inflammation; blood gas
analysis; rats.
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Introducao

O trauma se destaca como uma das principais causas de morbidade e mortalidade em adultos jovens,
tanto a nivel nacional* como mundial®’. Neste contexto do trauma, o choque hemorragico consiste na
principal causa de mortalidade em todas as fases do periodo pés-trauma?, sendo que seu tratamento quando
iniciado de maneira incorreta pode gerar consequéncias graves ao paciente®.

Um dos principios do tratamento do choque hemorrégico é a restaura¢ao do volume intravascular perdido
e da capacidade de transporte de oxigénio, melhorando-se, assim, o volume sist6lico, o débito cardiaco e a
oferta de oxigénio aos tecidos. Isto pode ser obtido através da infusao intravenosa de uma série de fluidos,
a exemplo das solugdes cristaloides®.

Pequenos volumes de solugao salina hipertonica sdo capazes de promover imediata expansao volémica,
restaurar o débito cardiaco, o fluxo sanguineo regional, melhorar a microcirculacdo e modular a resposta
imune, atenuando a resposta inflamatéria induzida pelo choque e o trauma®. Contudo, a infusao de grandes
volumes de solugdo salina a 0,9% pode produzir acidose hiperclorémica em pacientes vitimas de trauma’.

Embora a reperfusao iniciada pela reposigao volémica seja necessaria para reverter o processo isquémico, é
tida como uma das principais causas de lesdes aos drgaos e tecidos®®, pois o restabelecimento do suprimento
de oxigénio leva a formacao de espécies reativas de oxigénio, os quais sdo responsaveis pelo processo de
peroxidagao das membranas celulares, resultando em dano celular, necrose e apoptose'. A nivel celular,
a resposta a inflamacgdo é manifestada pelo recrutamento de células do sistema imunolégico, tais como
neutroéfilos, mondcitos e células dendriticas. Estas células sdo equipadas com sensores de vigilancia da
superficie celular, principalmente os receptores de interleucina-1 (IL-1). Apds essa estimulacao, inicia-se
uma cascata molecular culminando na secrecao de citocinas efetoras, tais como TNF-a e IL-6''2.

Ja foi demonstrado que baixas doses de hidrocortisona, apresentam efeito protetor sobre o endotélio
vascular no momento da reperfusao sanguinea por um mecanismo de estabilizagdo de membranas e
da microcircula¢do, diminuindo a inflamacao pela inibigdo da liberagao de citocinas pré-inflamatérias,
principalmente no sistema nervoso central e do trato gastrointestinal'>'¢.

Além disso, o uso de baixas doses de hidrocortisona sensibiliza o organismo aos efeitos de catecolaminas,
ajuda na melhora da pressao arterial e uma reanimagao mais rapida'>">".

Estudos verificaram os efeitos da hidrocortisona em pacientes vitimas de trauma, choque hemorragico e
queimaduras graves'®". Todavia, a maioria dos estudos nessa drea foram realizados em pacientes sépticos,
havendo a necessidade de se estudar melhor os efeitos de baixas doses de hidrocortisona no trauma.

Discutem-se atualmente algumas questoes a respeito do momento correto de introduzir tal terapia, bem
como qual seria o corticoide ideal, juntamente com sua dose efetiva para o seu tratamento. Portanto, ha
necessidade de se obter mais esclarecimentos a respeito da agao dos corticoides no estado de choque. Assim,
o objetivo desta pesquisa foi verificar os efeitos de baixas doses de hidrocortisona no choque hemorragico
em ratos.

Métodos

Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade do Estado
do Para (UEPA), sob o protocolo N° 04/2015. Foram utilizados 20 ratos Wistar (Rattus norvegicus), com
cerca de 180 dias, peso entre 450 a 550g, oriundos do biotério do Instituto Evandro Chagas. Os ratos foram
mantidos sob temperatura constante, (20-22 °C), em uma sala de luz controlada (luz por doze horas - doze
horas), e receberam dgua e racao ad libitum.

Desenho do estudo e procedimentos cirurgicos
Os animais foram distribuidos randomicamente em quatro grupos com cinco animais cada, descritos
a seguir:

* Grupo Sham (GS): Animais nos quais foram estabelecidos os padrdes de normalidade da amostra.
Estes foram submetidos a cateteriza¢do da artéria carétida comum direita (ACCD), coleta de sangue e
verificagdo da pressao arterial média (PAM);
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¢ Grupo Choque (GC): Animais submetidos aos mesmos procedimentos anteriores mais a inducdo do
choque hemorragico de 30% da volemia, sem tratamento;

* Grupo Solugao Salina Hipertonica 7,5% (GSH 7,5%): Animais submetidos aos mesmos procedimentos do
GC com posterior reposigao volémica de solugdo salina hipertonica a 7,5% na dose de 4 ml/kg, 1 ml/min;

* Grupo Hidrocortisona (GH): Animais submetidos aos mesmos procedimentos do GC com posterior
tratamento com hidrocortisona a 6 mg/kg endovenosa.

Os animais foram anestesiados com a associacao de 70 mg/kg de cloridrato de cetamina e 10mg/kg de
cloridrato de xilazina por via intraperitoneal. Uma vez confirmado o plano anestésico, foram submetidos
a cervicotomia longitudinal paramediana direita e dissec¢do dos planos anatdmicos até visibilizagdo do
feixe carotideo védsculo-nervoso

direito, individualizacdo e cateterizacdo da ACCD com cateter vascular de calibre 22G¥.

Este acesso foi utilizado para coletar amostras de sangue, induzir o choque hemorragico, monitorizar a
PAM e realizar o tratamento de acordo com cada grupo.

A mensuragao da pressao arterial média (PAM) foi efetuada utilizando-se um sistema de verificagao
pressorica constituido por dois segmentos de equipo, um entre uma torneira de trés vias e a conexdo com o
cateter 22G preenchido com soro fisiol6gico 0,9% heparinizado, e aquele entre a torneira e o esfigmomanometro
preenchido com ar ambiente sob pressao até que o manometro registrasse a PAM do rato’.

Choque hemorragico

O choque hemorragico foi estabelecido pela sangria continua de 30% da volemia do animal realizada
em tempo fixo de 10 minutos, via cateter carotideo. O volume de sangue por minuto a ser retirado de cada
animal foi calculado com base na volemia, de acordo com a equagao abaixo (Equagao 1)°.

P x 6/100 = Vmia =>Vmia x 30/100 = VS => VS/10 = VS/min, (1)

Em que:
P = peso corpéreo do animal em gramas;
Vmia = volemia do animal em mililitros;
VS = volume de sangue a ser retirado, em mililitros;
VS/min = volume de sangue a ser retirado por minuto, em mililitros.
Os animais permaneceram em estado de choque (EC) por 50 minutos tendo sua PAM aferida e anotada
a cada mudanga durante o periodo. No fim dos 50 minutos foi entdo iniciada a reposicao de volume e ou
hidrocortisona nos grupos correspondentes e apenas observag¢ao no GC.

Tratamentos

No GSH 7,5% foi realizada administracao de solugado hipertoénica a 7,5% na dose de 4 mL/Kg, na
velocidade de 1 ml/min pela ACCD".

No GH foi realizada a administracao de hidrocortisona pela ACCD na dose de 06 mg/Kg?"*.

Foi aguardado um periodo de 30 minutos contatos do inicio da administracdo dos tratamentos para
acompanhar as variagdes da PAM e coletar uma gasometria arterial ao final.

Analise bioquimica e periodizagao do estudo

O sangue arterial coletado foi utilizado para andlise de gasometria arterial e lactato sanguineo e foi
realizada em trés periodos distintos pela ACCD (Figura 1). A primeira coleta foi realizada no periodo T1
(inicio do experimento), para servir de base para as demais amostras (coleta realizada em todos os grupos).
A segunda amostra de sangue foi coletada no periodo T3 da pesquisa (fim do EC), a qual serviu para
estabelecer as alteragcdes provenientes do choque hemorrégico (coleta realizada apenas no GC). A terceira
amostra foi realizada em T4 (ap6s 30 min de tratamento) e serviu para verificar a eficacia dos tratamentos
de acordo com a gasometria arterial (coleta realizada apenas nos GH e GSH 7,5%).
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GS Acesso Vascular Observagdo PAM ‘ Observagdo PAM [ Observagdo PAM(Q)
GC Acesso Vascular Choque EC Observagdo PAM#
GTTO Acesso Vascular Choque EC J Tratamento
10 min 50 min 30 min
TO T1 T2 T3 T4

Pressdo Arterial Média
Gasometria arterial

Coleta de Intestino Delgado

Figura 1. Esquema temporal dos procedimentos. EC = Estado de Choque; GS = Grupo Sham; GC = Grupo Choque; GTTO = Grupos
Tratamento.

Avaliagao Histopatologica
Ap6s a eutandsia, foi realizada laparotomia para retirada de um segmento de 1cm de ileo distal a5 cm da
valvula ileocecal, armazenado em solu¢do com formol tamponado a 10%. Fragmentos do ileo foram entao
incluidos em parafina, cortados em micrétomo (2 a 4 pm) e ldaminas coradas com hematoxilina/eosina (HE)
e analisadas por microscopia dptica pelos pesquisadores sem conhecimento prévio do grupo de estudo.
No estudo histolégico foram avaliados os graus de lesao intestinal de acordo com a escala de Chiu et al.”.

Analise estatistica

A avaliacdo estatistica foi obtida com o software BioEstat 5.3. Foram utilizados os softwares Microsoft
Office Excel 2016 e Microsoft Office Word 2016 para confec¢ao do banco de dados, das tabelas e gréficos.

Para a analise de varidncia das amostras entre os grupos, foi realizado o teste ANOVA. Uma vez confirmado
a variancia, esta foi verificada com o Teste t de Student para amostras relacionadas e independentes
considerando p < 0,05.

Resultados

A hidrocortisona foi capaz de aumentar a PAM dos animais do GH de 34 mmHg de média apds o
estado de choque para niveis médios de 54 mmHg (p=0,0016) apds o tratamento com a droga, valor este
estatisticamente significante também quando comparado ao GC ao final do periodo de tratamento que
manteve niveis de PAM de 40 mmHg (p=0,0058). Niveis de PAM maiores foram alcangados pelo GSH7,5%
(64 mmHg) ao final do periodo de tratamento em comparagao com o GH (54 mmHg; p=0,0328), como
mostrado na Figura 2.

Ao analisar a gasometria arterial dos animais no final do periodo de tratamento, observou-se que a hidrocortisona
foi capaz de melhorar o pH (7,23 X 7,10; p=0,0372), a PaCO2 (43,40 mmHg X 63,38 mmHg; p=0,0008), os niveis
de HCO3- (19,72 mEq/1X 17,38 mEq/1; p=0,0395) e lactato sanguineo (4,04mMol /1 X 6,08mMol/1; p=0,0026)
em comparacao ao GC (Tabela 1).

No que diz respeito a andlise histoldgica do intestino delgado, evidenciou-se que no GH h4 menos
lesdes histolégicas quando comparado ao GC (p=0,02) e as lesdes foram semelhantes estatisticamente as
encontradas no GSH7,5% (p=0,3854), como mostrado na Figura 3.

Discussao

Ap6s a indugdo do choque hemorrégico, observou-se uma queda acentuada dos valores da PAM em
todos os grupos do estudo o que era esperado devido a metodologia empregada para induzir o choque.

Ao analisar a PAM ap6s a aplicagao dos tratamentos, pode-se observar que a solugao hipertdnica a 7,5%
foi a que apresentou os melhores resultados, sendo estatisticamente diferente dos GC e GH. A elevacao da
PAM no GSH 7,5% para niveis quase semelhantes aos encontrados no GS é esperada devido a expansao
do volume intravascular ocasionado pela solugao quase que imediatamente, mesmo que seja
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Figura 2. Variacao da pressao arterial média (PAM) durante o experimento entre os grupos do estudo. Em PAM2: GS > GSH 7,5%,
GH, GC (*p=0,0001); Em PAM3: GS > GSH 7,5% > GH (3p=0,0328) > GC (¥p=0,0058) Em GH: PAM3 > PAM2 (*p=0,0016).

Tabela 1. Média dos valores de pH, PaCO2, ion bicarbonato e lactato sanguineo

Parametros GS GC GSH 7,5% GH
pH 7,334 7,10%%* 7,348 7,238**
PaCO2 (mmHg) 50,04 63,38* 36,79** 43,40*
HCO3- (mEqg/l) 24,94 17,38%%* 17,88*** 19,72*
Lactato (mMol/l) 1,28 6,08** 3,38 4,04**

pH: GS = GSH 7,5% > GH** > GC*** PaCO2: GC > GH* > GSH 7,5%* < G§** HCO3-: GS > GH* > GSH 7,5%*** = GC***; Lactato: GC > GH** = GSH 7,5%**,
GH > GS**; *p <0,001, **0,001> p <0,001, ***0,01> p <0,05. pH: GS = GSH 7,5% > GH** > GC** PaCO2: GC > GH* > GSH 7,5%* < GS** HCO3-: GS > GH* >
GSH 7,5%*** = GC***; Lactato: GC > GH** = GSH 7,5%**, GH > G5**; *p <0,001, **0,001> p <0,001, ***0,01> p <0,05.

Grau de Lesao Histoldgica do Intestino Delgado
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Figura 3. Analise das lesoes histolégica do intestino delgado. Test. t - GH = GSH 7,5% (p=0,3854) < GC (*p=0,02).

utilizado um volume menor ao que poderia ser utilizado com solugdes isotdnicas como o soro fisiolégico
a 0,9% e o ringer lactato®*.

O GH apresentou uma elevacao da PAM estatisticamente significante e maior a observada no GC,
mostrando que a hidrocortisona de forma isolada foi capaz de aumentar os niveis de PAM. De acordo com
Venet et al.’, a hidrocortisona aumenta o volume sanguineo, o tonus vascular e a reatividade do endotélio
a vasopressores, fatores que por si s6 justificam o aumento da PAM dos animais observado no grupo GH.

Este dado reforga a teoria de que a hidrocortisona atua de forma a sensibilizar o organismo a agao de
catecolaminas, desta forma, contribuiu para ajudar na prépria resposta metabdlica ao trauma. Resposta esta
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observada no GC, pois a PAM3 neste grupo foi maior e teve valor estatisticamente diferente da sua PAM2,
elucidando que mesmo sem nenhuma intervengao, o organismo é capaz de elevar a PAM nos momentos
iniciais do choque hemorragico.

Contudo, como a hidrocortisona atua inibindo também a via inflamatdéria do dcido araquidonico, hd
menor formagao de leucotrienos e prostaglandinas levando a menos vasodilatagao a nivel capilar, o que
pode ter contribuido para os resultados. Somam-se a estes dados, os efeitos mineralocorticoides da droga,
com agdo a nivel renal de retengdo de dgua e s6dio®.

Em todos os animais do estudo, o disttirbio acido-basico encontrado foi a acidose metabdlica. O GC
apresentou uma acidose do tipo mista, pois seus niveis de PaCO2 aumentaram apoés a indugdo do choque
hemorréagico, provavelmente pelo choque grave induzido. O normal nesta situagao é haver uma compensacao
respiratéria com hiperventilagdo para que os niveis de CO2 diminuam no sangue e assim o pH aumente®.

No GH houve uma melhora dos niveis de pH, PaCO2, HCO3- e lactato sanguineo em comparacao
ao GC. Provavelmente a prépria melhora dos niveis de PAM ocasionados pelos efeitos glicocorticoides
(sensibilizacao a catecolaminas e efeito anti-inflamatério) e mineralocorticoides da hidrocortisona (retengao
de sédio e agua), geraram uma melhor perfusdo tecidual com diminuigdo das lesdes ocasionadas pelo
choque. Este efeito foi mais evidente no GSH 7,5% que manteve niveis pressoricos ainda maiores e melhor
perfusao tecidual e menos alteragdes na gasometria arterial.

Efeitos mineralocorticoides da droga como retencao de sédio e 4gua nos rins e a troca desses nutrientes
por ions H+ e reten¢do de HCO3- justificam ainda mais tais altera¢des gasométricas como o aumento do
pH ap6s a sua administracao e aumento da quantidade de HCO3-. Ha ainda um possivel efeito atribuido
a hidrocortisona de estabilizagao das membranas lisossomais, que diminui a lesdo celular e contribui para
combater as lesdes decorrentes do choque®.

A microcirculacdo do intestino delgado esta entre as que mais sofrem durante a hipoperfusao tecidual
acarretando maiores alteragoes estruturais e comprometimento de suas fungoes protetoras, sendo considerado
por muitos autores a via de disseminacdo de produtos citotéxicos e bactérias para a circulacdo e sistema
linfatico e assim 6rgaos distantes como os pulmdes. Sabe-se que o efeito da solugao hipertonica é capaz de
melhorar a microcirculacdo intestinal, diminuindo as consequéncias negativas do choque®*%.

Houve diferenga estatistica significante entre as lesdes encontradas no grupo GH e as verificadas no
GC. O estudo nao traz subsidios que possam afirmar o mecanismo exato deste fato, mas pode inferir que
a melhora da PAM e os efeitos anti-inflamatoérios da hidrocortisona foram os responsaveis por melhorar a
microcircula¢do intestinal e levar a menor quantidade de lesdes intestinais nesse grupo quando comparado
ao GC.

E provavel que os efeitos de baixa dose de hidrocortisona podem ser potencializados se estudados em
conjunto com a solugdo hipertdnica e um estudo nessa dire¢cao merece ser o objetivo de futuras investigagoes,
pois observou-se com a metodologia empregada que separadas elas apresentam efeitos benéficos que
poderiam ser sinérgicos se usadas em conjunto.

Conclusao

Concluiu-se que baixas doses de hidrocortisona foram capazes de melhorar os niveis de pressao arterial
média, parametros gasométricos e diminuir lesdes histolégicas no intestino delgado de ratos submetidos
ao choque hemorragico.
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