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PRACA POGLADOWA

Charakterystyka zwierzecych modeli
doswiadczalnych wstrzasu krwotocznego

Characteristic of experimental animal models
of haemorrhagic shock

Renata Rybczyk, Agata Zak, Adam Krawiec, Jerzy Jochem

STRESZCZENIE

Wstrzas krwotoczny jest stanem bezpoSredniego zagrozenia zycia, wyni-
kajacym z nagtej utraty krwi w petnym sktadzie, co prowadzi do hipoten-
sji i hipoperfuzji narzagdowej. Celem obecnej pracy jest przedstawienie
stosowanych aktualnie modeli do§wiadczalnych wstrzasu krwotocznego.
Modele te mozna sklasyfikowa¢ na dwie grupy — modele wstrzgsu odwra-
calnego i nieodwracalnego. Niezaleznie od tego podzialu wyr6znia si¢ mo-
dele wstrzasu kontrolowanego (z mierzonymi wyjSciowymi parametrami
uktadu krazenia, takimi jak: Srednie ci$nienie tetnicze, preznos¢ gazéw od-
dechowych w krwi tetniczej, objetos¢ traconej krwi) i niekontrolowanego.
W pracy scharakteryzowano takze jeden z najczesciej stosowanych mode-
li doswiadczalnych wstrzasu krwotocznego, opracowany przez Guariniego
i wsp. z University of Modena and Reggio Emilia (Modena, Wtochy) mo-
del nieodwracalnego wstrzasu krwotocznego z kontrolowang poczatkowa
wartoscig Sredniego ci$nienia tetniczego krwi.

SEOWA KLUCZOWE
wstrzgs krwotoczny, modele doswiadczalne

ABSTRACT

Haemorrhagic shock is a life-threatening status which results from an
acute loss of blood and leads to hypotension and hypoperfusion of pe-
ripheral tissues. The aim of the present study was to review currently used
animal models of haemorrhagic shock. All these models can be classified
into two groups — reversible and irreversible. Apart from this classification,
haemorrhagic shock models can be divided into controlled (with stabi-
lized initial values of mean arterial pressure, blood gas partial pressure,
volume of blood loss) and uncontrolled. Additionally, in the present paper,
we characterize one of the most frequently used pressure-controlled, irre-
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versible models of haemorrhagic shock developed by Guarini and al. from University of Modena

and Reggio Emilia (Modena, Italy).
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WSTEP

Wstrzas jest to zespdt objawow klinicznych
o zr6znicowanej etiologii, w ktérym dochodzi
do zaburzenia przeptywu tkankowego, co pro-
wadzi do hipoksji i hipoperfuzji tkanek oraz
niewystarczajgcego dowozu substancji odzyw-
czych i usuwania produktéw przemiany ma-
terii. Najistotniejsze znaczenie ma uposledze-
nie przeptywu w os$rodkowym uktadzie ner-
wowym, mie$niu sercowym, ptucach, nerkach
i watrobie — a wiec w tkankach i narzadach
niezbednych do podtrzymywania czynnosci
zyciowych. Rézne rodzaje wstrzgsu sa spowo-
dowane zaburzeniem jednego lub kilku pod-
stawowych czynnikéw warunkujgcych cisnie-
nie tetnicze krwi, a mianowicie pracy mecha-
nicznej serca, obwodowego oporu naczynio-
wego i objetosci krazacej krwi.
Wstrzas hipowolemiczny (oligowolemiczny)
jest nastepstwem zmniejszenia objetosci krwi
krazacej. Klasyfikacja etiologiczna tego typu
wstrzgsu obejmuje:
1.wstrzas krwotoczny — spowodowany utra-
tag krwi w pelnym sktadzie, np. w wyniku
krwawienia zewnetrznego lub wewnetrz-
nego,
2.wstrzas spowodowany utratg osocza (w na-
stepstwie oparzen, przenikania osocza do
zmiazdzonych tkanek),
3.wstrzgs wywotany utrata wody i elektroli-
tow (przy nadmiernej diurezie osmotycznej
w stanie kwasicy cukrzycowej ketonowej
i nieketonowej hiperglikemii hiperosmolar-
nej, podczas biegunki, uporczywych wymio-
tow, w moczéwce prostej, przetokach ze-
wnetrznych przewodu pokarmowego, hiper-
termii, w nastgpstwie przenikania plynow
do przestrzeni transcelularnej).
Wstrzas krwotoczny jest szczegdlng postacia
wstrzasu hipowolemicznego, w ktorej docho-
dzi do utraty w krétkim czasie znacznej obje-
tosci krwi krazacej, tak iz mechanizmy kom-
pensacyjne ukiadu krazenia nie s3 w stanie
doprowadzi¢ do normalizacji homeostazy ci-
$nieniowej. Oprocz czynnikéw endogennych,

tj. chordb, w przebiegu ktérych dochodzi do
znacznej utraty krwi w krétkim czasie, na czeg-
stos¢ wystepowania wstrzasu krwotocznego
wplyw maja czynniki zewnetrzne, wywotuja-
ce uszkodzenie duzych naczyn. Pod wzgledem
czestosci hospitalizacji chorych we wstrzgsie,
hipowolemia jest druga, po wstrzasie kardio-
gennym, wyjsciowa przyczyna wstrzasu [1].
O randze zagadnienia moze takze $wiadczyc
fakt, ze na podstawie danych zachodnioeuro-
pejskich — wstrzas krwotoczny wystepuje az
u ponad 44% oso6b, ktore ponosza Smierc
w wyniku urazéw odniesionych w wypadkach
komunikacyjnych [2].

Jeszcze wieksza czestos¢ wystepowania wstrza-
su krwotocznego dotyczy urazéw zwigzanych
z prowadzonymi dziataniami wojennymi,
a dane takie pochodzg nie tylko z okresu I i I
wojny Swiatowej, ale takze z drugiej potowy
XX wieku i poczatku XXI wieku [3-5]. Anali-
za przyczyn zgonow zolnierzy amerykanskich
podczas wojny w Wietnamie (1964-73) wska-
zuje, ze u ponad 50% ofiar przyczyna $mierci
byt wstrzas krwotoczny [6]. Podobne wyniki
uzyskano, oceniajac przyczyny zgonéw miesz-
kancéw Bosni i Hercegowiny rannych w woj-
nie batkanskiej (1993-96) [7]. Rownie duzg
czesto$¢ wystepowania wstrzasu krwotoczne-
go stwierdzono na podstawie analizy przyczyn
hospitalizacji ofiar wojennych podczas walk
w Kosowie [8].

W toczonych juz w XXI wieku walkach
w Afganistanie i Iraku, pomimo statego udo-
skonalania sprzetu majacego zabezpiecza¢ zot-
nierzy przed powstawaniem urazéw zagrazaja-
cych zyciu, wcigz stwierdzana jest wysoka cze-
stos¢ wystepowania wstrzagsu krwotocznego,
a wyniki jego leczenia, pomimo wprowadza-
nia nowych metod terapeutycznych, nie sg za-
dowalajace [9]. Czeste wystepowanie wstrza-
su krwotocznego na terenach objetych dzia-
faniami wojennymi wigze si¢ z koniecznoscia
stosowania przetoczen krwi, co moze nie$¢
ze sobg ryzyko przenoszenia zakazen wiruso-
wych [10]. Z tego wzgledu stale prowadzone
sa badania nad nowymi schematami postepo-
wania w leczeniu wstrzgsu krwotocznego [11],
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a takze nad nowymi preparatami krwiozastep-
czymi [12].

Badania nad mechanizmami regulacyjnymi
uktadu krazenia w stanie wstrzasu krwotocz-
nego z oczywistych przyczyn etycznych moga
by¢ obecnie prowadzone wylgcznie z wyko-
rzystaniem zwierzecych modeli doSwiadczal-
nych. Doswiadczenia tego rodzaju u ludzi
nie s3 mozliwe do przeprowadzenia z powo-
dow etycznych, natomiast stosowanie hodow-
li tkankowych jest bezuzyteczne ze wzgledu na
niemozliwo$¢ odwzorowania warunkoéw pa-
nujacych in vivo.

Celem obecnej pracy jest krytyczna analiza
stosowanych w badaniach modeli doswiad-
czalnych wstrzagsu krwotocznego, ze szczegol-
nym uwzglednieniem ich przydatnosci w r6z-
nych rodzajach badan.

MODELE DOSWIADCZALNE WSTRZASU
KRWOTOCZNEGO

W literaturze Swiatowej dostepne sg jedynie
pojedyncze publikacje, pochodzace z lat 40.
i 50. XX wieku dotyczgce wstrzasu krwotocz-
nego, ktore przedstawiaja wyniki badan prze-
prowadzonych u ludzi. Do prac tych zaliczana
jest pionierska i unikalna publikacja Barcro-
fta i wsp., ktorej autorzy indukowali wstrzas
krwotoczny u ochotnikéw-zotnierzy Armii
USA podczas Il wojny Swiatowej [13]. W bada-
niach tych, dzigki zastosowaniu nowatorskiej
wowczas metody Ficka do pomiaru pojemno-
$ci minutowej serca, wykazano po raz pierw-
szy u ludzi istnienie dwu faz regulacji uktadu
krazenia we wstrzasie krwotocznym. W fazie
pierwszej dochodzi w nastepstwie odbarcze-
nia baroreceptoréw tetniczych do odruchowe-
go wzrostu aktywnosci uktadu wspotczulne-
go (ang. sympathoexcitatory phase); ciSnienie

tetnicze utrzymywane jest na niezmienionym
poziomie badz ulega niewielkiemu obnizeniu
[13]. Dzieje sie tak na skutek wzrostu czestosci
rytmu i sity skurczow serca, a takze zwigksze-
nia obwodowego oporu naczyniowego. W dru-
giej fazie regulacji, po paradoksalnym pobu-
dzeniu mechanoreceptoréw lewej komory ser-
ca, dochodzi do odruchowego hamowania ak-
tywnosci w uktadzie wspoétczulnym i do pobu-
dzenia uktadu przywspotczulnego (ang. sym-
pathoinhibitory phase). Reakcja ta nosi nazwe
odruchu Bezolda i Jarischa i cechuje si¢ brady-
kardig, spadkiem obwodowego oporu naczy-
niowego i gteboka hipotensjg [13].

Dalsze badania wykazaty istnienie wyraznych
odrebnosci w dziataniu mechanizméw regu-
lacyjnych uktadu krazenia pomiedzy cztowie-
kiem a innymi gatunkami zwierzat. Interesu-
jacym jest natomiast stosunkowo wysokie po-
dobienstwo patomechanizméw hipowolemii
u cztowieka i szczura [14]. U zwierzat tych
w stanie czuwania wystepujg typowe, wyraz-
nie zaznaczone, dwie fazy regulacji uktadu kra-
zenia w odpowiedzi na narastajacg hipowole-
mie¢ [14]. Z kolei po zastosowaniu znieczule-
nia ogoblnego faza pierwsza, tj. okres pobudze-
nia uktadu wspoétczulnego z tachykardia i nie-
wielkim spadkiem ci$nienia tetniczego krwi
— trwa stosunkowo krotko, natomiast faza ha-
mowania aktywnosci uktadu wspoétczulnego,
z glebokg bradykardia i hipotensjg — utrzymu-
je sie dtugotrwale [1, 14-15].

W dostepnej literaturze opisanych jest wiele
modeli doswiadczalnych wstrzagsu krwotoczne-
go. Mozna je podzieli¢ — pod wzgledem moz-
liwosci ingerencji w mechanizmy regulacyjne
— na modele wstrzasu kontrolowanego i nie-
kontrolowanego, natomiast ze wzgledu na na-
silenie zmian hemodynamicznych — na modele
wstrzasu odwracalnego i nieodwracalnego.

Tab. I. Experimental models of controlled haemorrhagic shock

Tab. I. Modele dodwiadczalne kontrolowanego wstrzasu krwotocznego

Model doswiadczalny

Gatunek zwierzecia

PiSmiennictwo

Krwotok z tetnicy szyjnej
Upust krwi z zyty szyjnej
Kontrolowany upust krwi z tetnicy udowej

Krwotok z tetnicy brzeznej ucha

Szczur [16]
Szczur 7]
Mysz [18]
Krolik [19]
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Do modeli wstrzgsu kontrolowanego (tabe-
la 1) naleza protokoty oparte np. na zasadzie
obnizania ci$nienia tetniczego do okreslonej
statej wyjsciowej wartosci krytycznej [16-17,
20], polegajace na utracie wcze$niej wyliczo-
nej na podstawie masy ciata objetosci krwi w
okreslonym czasie [21], badZ osiagnigciu okre-
Slonej wartosci preznosci tlenu w krwi tetni-
czej [22]. Istnieja réwniez modele mieszane
— ze zmiennym wyjSciowym ci$nieniem tet-
niczym i czasem trwania hipotensji [23]. Mo-
dele kontrolowanego wstrzagsu krwotocznego
przydatne s3 zwtaszcza do badania nieznanych
mechanizméw homeostatycznych zaangazo-
wanych w regulacje uktadu krazenia oraz do
oceny skutecznos$ci nowatorskich metod lecz-
niczych. Modele te gwarantuja stato$¢ wyj-
Sciowych wartosci mierzonych parametrow,
np. Sredniego ci$nienia tetniczego krwi, czesto-
$ci skurczow serca, ciSnienia tetna, pojemnosci
minutowej serca, obwodowych przepltywow
i oporébw naczyniowych czy czestosci odde-
chow. W przeciwienstwie do modeli wstrzasu
niekontrolowanego w mniejszym stopniu od-
zwierciedlaja one jednak warunki panujace in
vivo, gdy zwykle dochodzi do jednoczasowych
zmian r6znych parametrow uktadu krgzenia.

Do modeli wstrzgsu niekontrolowanego (ta-
bela II) naleza protokoty, w ktoérych induko-
wany jest niekontrolowany krwotok, czesto

z towarzyszacym znacznym uszkodzeniem
tkanek. Modele te w wigkszym stopniu na-
§laduja warunki rzeczywiste, w ktorych wy-
stepuje wstrzas u ludzi, bowiem rzadko kiedy
mamy do czynienia z ,,izolowanym” wstrzg-
sem krwotocznym. Biorac pod uwage warun-
ki, w jakich najczesciej wystepuje hipowole-
mia krwotoczna u ludzi, trzeba pamietac, ze
utracie krwi czesto towarzyszg urazy wielona-
rzadowe, rozlegle uszkodzenia naczyn krwio-
no$nych, ztamania kosci czy wspdtistniejace
choroby przewlekte [5, 11]. Modele niekontro-
lowanego wstrzasu krwotocznego przydatne sg
zwtlaszcza do oceny przezycia w stanie hipo-
wolemii w r6znych warunkach Srodowiska ze-
wnetrznego, np. w obnizonej badz w podwyz-
szonej temperaturze otoczenia [24], badZ tez
w przypadku wspétistnienia chor6b mogacych
mie¢ wplyw na przebieg resuscytacji [5, 11].
S3 one réwniez uzyteczne do oceny skutecz-
nosci nowych metod terapeutycznych zwigza-
nych np. z wypetnianiem tozyska naczyniowe-
go ptynami krwiozastepczymi. Nalezy jednak
podkresli¢, ze ze wzgledu na zakres induko-
wanych uszkodzen narzadéw wewnetrznych
w najblizszej przysztosci trzeba bedzie liczy¢
si¢ ze znacznym ograniczeniem stosowania
tego typu modeli przez decyzje komisji etycz-
nych opiniujgcych i wyrazajacych zgode na
przeprowadzanie doswiadczen na zwierzetach.

Tab. II. Experimental models of uncontrolled haemorrhagic shock.

Tab. Il. Modele doswiadczalne niekontrolowanego wstrzasu krwotocznego.

Model doswiadczalny

Gatunek zwierzecia PiSmiennictwo

Uszkodzenie Sciany aorty
Przeciecie naczyr udowych
Mechaniczne uszkodzenie watroby

Uraz wielu naczyh (biodrowych, sledzionowych, krezkowych)

Uszkodzenie gatezi tetnicy macicznej biegnacej w krezce macicy

(mesometrium)

Uszkodzenie sledziony i tetnicy Sledzionowej
Przeciecie jelita grubego, Sledziony i watroby
Amputacja ogona

Wstrzas na skutek urazéw wielonarzadowych (ztamanie kosci
udowej)

Swinia [25]
Swinia [26]
Szczur [27]
Swinia [28]
Krolik [29]
Szczur [30]
Swinia 131
Szczur [32]
Mysz [33]
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Druga klasyfikacja modeli wstrzasu krwotocz-
nego uwzglednia stopienn wyjsciowych zabu-
rzen hemodynamicznych spowodowanych
utratg krwi. W modelach wstrzasu odwracal-
nego pobudzenie endogennych mechanizmoéow
regulacyjnych zapewnia mozliwo$¢ przetrwa-
nia organizmu, nawet pomimo istniejacej hi-
powolemii. W modelach wstrzagsu nieodwra-
calnego utrata krwi jest tak znaczna, a towa-
rzyszace zaburzenia hemodynamiczne i bio-
chemiczne tak gtebokie, ze nawet maksymalna
mobilizacja mechanizméw kompensacyjnych
nie jest w stanie zapewnic¢ utrzymania odpo-
wiedniej wartosci ci$nienia tetniczego krwi,
ktéra umozliwiataby przezycie [1, 15, 34].

CHARAKTERYSTYKA MODELU WSTRZASU
KRWOTOCZNEGO Z KONTROLOWANA WYJSCIOWA
WARTOSCIA SREDNIEGO CISNIENIA TETNICZEGO
KRWI

W badaniach doswiadczalnych prowadzonych
od lat przez autoréw wykorzystywany jest
model kontrolowanego wstrzgsu krwotoczne-
go opracowany przez prof. Salvatore Guarinie-
go z University of Modena and Reggio Emi-
lia (Modena, Wtochy) [15]. Model ten polega
na upuscie krwi z zyly szyjnej badz udowej do
heparynizowanej kaniuli w czasie 20-25 min,
az do uzyskania wartosci krytycznej sredniego
ci$nienia tetniczego krwi w przedziale od 20
do 25 mmHg [15]. Na podstawie przeprowa-
dzonych obliczen w modelu tym objetos¢ tra-
conej krwi stanowi okoto 40-45% catkowi-
tej objetosci krwi, co w przeliczeniu na 100 g
m.c. wynosi od 2,2 do 2,6 ml/100 g m.c. [15].
Okreslona jest wiec stala wartosé wyjsciowe-
go cis$nienia tetniczego w stanie krytycznej hi-
potensji, a mierzonymi parametrami sa ci$nie-
nie tetnicze, czestos¢ skurczow serca oraz ob-
wodowe przeptywy naczyniowe [1, 15]. Na
podstawie tych pomiarow mozliwe jest wy-
liczenie obwodowych oporéw naczyniowych
[35].

W modelu tym dochodzi do wczesnego hamo-
wania aktywnosci uktadu wspoétczulnego, roz-
woju hipoksemii oraz gtebokiej kwasicy nie-
oddechowej [1, 15, 36]. Czas przezycia zwie-
rzat w grupie kontrolnej, tj. bez wdrozenia po-
stegpowania resuscytacyjnego, wynosi ponizej
30 minut [1, 15, 35-36]. Protokét zapewnia
powtarzalnos¢ uzyskiwanych wynikéw oraz
mozliwo$¢ badania mechanizméw regulacyj-
nych uktadu krazenia w fazie silnego hamowa-
nia aktywnosci uktadu wspotczulnego [1, 15,
35-36].

Spadkowi Sredniego ciSnienia tetniczego krwi
z wyjsciowej wartosci 75-85 mmHg do 20-25
mmHg towarzyszy odruchowe zmniejszenie
czestosci rytmu serca z 300-350 skurczow/min
przed krwotokiem do 180-250 skurczow/min
po zakonczeniu kontrolowanego krwawie-
nia [35-36]. Obserwowana nasilona bradykar-
dia wynika z paradoksalnego pobudzenia me-
chanoreceptoréw lewej komory serca (odruch
Bezolda i Jarischa), bedacego konsekwencja
zmniejszonego powrotu zylnego krwi i uwy-
puklenia sie Sciany lewej komory do jej swia-
tta [1, 15]. Podobny efekt stwierdzono réwniez
w historycznych badaniach u ludzi [13].
Stabilizacja $redniego ci$nienia tetniczego
krwi na poziomie 20-25 mmHg po zakoncze-
niu okresu krwawienia zwigzana jest z gwal-
townym spadkiem wskaznika sercowego (CI)
oraz wzrostem wskaznika catkowitego obwo-
dowego oporu naczyniowego (TPRI) [37]. To-
warzyszy temu spadek obwodowych przepty-
woéw naczyniowych o 80-90% w poréwnaniu
do wartosci wyjsciowych [36-40]. Prowadzi
to do zmniejszenia przeptywu tkankowego, co
przyczynia sie do rozwoju hipoksji i kwasicy
nieoddechowe;j.

Druga faza regulacji uktadu krazenia w hipo-
wolemii charakteryzuje sie¢ pobudzeniem hu-
moralnych mechanizméw kompensacyjnych,
ktorych celem jest przywrdcenie homeosta-
zy krazeniowej. Dochodzi woéwczas, jak to
stwierdzono réwniez w badaniach z wyko-
rzystaniem omawianego modelu doswiad-
czalnego, do zwigkszenia stezenia adrenaliny
[35], noradrenaliny [35], wazopresyny (AVP)
[38], angiotensyny II [39] oraz peptydow po-
chodnych proopiomelanokortyny (POMC)
- adrenokortykotropiny (ACTH) i hormonu
a-melanokotrykortopowego (a-MSH) w oso-
czu krwi [40]. Zmierzone wartoSci wymienio-
nych hormonéw zestawiono w Tabeli I1I.

Brak istotnych réznic w stezeniach noradre-
naliny w osoczu przed krwotokiem i 25 mi-
nut po zakonczeniu krwawienia, przy jedno-
czesnym zwigkszeniu stezenia adrenaliny [35],
wskazuje na hamowanie aktywnosci w catym
uktadzie wspotczulnym, z wyjatkiem wiokien
unerwiajacych rdzen nadnerczy [14]. Stwier-
dzany wzrost aktywnoSci humoralnych me-
chanizméw regulacji krazenia we wstrzasie
powoduje zwigkszenie obwodowego oporu
naczyniowego, jednak ze wzgledu na istniejg-
ca krytyczng hipowolemig nie zabezpiecza on
przed gwattownym spadkiem ci$nienia tetni-
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czego krwi i zmniejszeniem wskaznika przezy-
cia zwierzat [1, 15].

go, a takze czynnikoéw wspotistniejgcych, jakie
moga wptywacé na przebieg wstrzasu.

Tab. IIl. Charakterystyka biochemiczna modelu nieodwracalnego wstrzasu krwotocznego z kontrolowana wartoscig cisnienia tetniczego krwi [1].
Tab. 1. Biochemical characteristic of irreversible model of pressure-controlled haemorrhagic shock [1].

Stezenie w osoczu krwi

Stezenie w osoczu krwi 5 min

. f e Pismiennictwo
po zakoriczeniu krwawienia

bl przed krwotokiem
Adrenalina (pg/ml) 119,5+ 46,5
Noradrenalina (pg/ml) 96,3 +28,7
Wazopresyna (pg/ml) 333+18,3
Angiotensyna Il (pg/ml) 212,5+45.2
ACTH (pg/ml) 207,4 + 40,2
a-MSH (pg/ml) 189,3 +53,7

669,5 +126,8 [35]
1723 £53,9 [35]
4713+98,4 38]
889,1+192,1 39]
514,3 +125,6 [40]
296,2 52,3 [40]

Podsumowujac, nalezy uznac, ze zastosowanie
modeli doswiadczalnych to obecnie metoda
z wyboru w badaniach wstrzgsu krwotoczne-
go. Indukowanie symulowanej hipowolemii
u ludzi, chociaz mozliwe do wykonania (tilt
-up test), nie zapewnia jednak warunkow, ja-
kie towarzysza wstrzasowi hipowolemiczne-
mu. Dobér stosowanego modelu uzalezniony
powinien by¢ od zaktadanego celu badawcze-

W niniejszej pracy wykorzystano fragmen-
ty rozpraw doktorskich Renaty Rybczyk pt.
Wptyw galaniny (1-15) na osrodkowq regu-
lacje uktadu krgzenia we wstrzgsie krwotocz-
nym u szczurow” (2008) oraz Agaty Zak pt.
Wplyw neurotensyny na obwodowq regula-
cje uktadu krgzenia we wstrzgsie krwotocznym
u szczurow” (2008).
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