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RESUMO

Introducio: As manobras de controlo vascular hepatico utilizadas durante cirurgia do figado
estdo normalmente associadas a lesao de isquemia-reperfusao devido a interrup¢ao temporaria
da perfusdo do orgdo. Doze a setenta por cento dos doentes submetidos a transplantacao
hepatica tém disfuncdo renal aguda, possivelmente devido a lesdo de isquemia-reperfusao
hepatica, entre outros factores. O modelo murino tem sido amplamente utilizado para estudo
desta lesdo. As solugdes de coldides sintéticos de hidroxietilamidos tém propriedades anti-
inflamatérias € melhoram a microcirculagdo. Os hidroxietilamidos de terceira geragao,
nomeadamente o hidroxietilamido 130/0,4, t€ém melhor perfil de seguranca que moléculas

anteriores.

Objectivos: Avaliagao da lesdo renal em modelo murino de lesdo de isquemia-reperfusao
hepatica parcial normotérmica. Em segundo lugar, pretendeu-se testar o efeito do

hidroxietilamido 130/0,4 nessa lesdo.

Métodos: O estudo decorreu de acordo com a legislagdo em vigor sobre experimentacao
animal. Distribuiram-se aleatoriamente 48 ratos Wistar do sexo masculino por quatro grupos
de caracteristicas idénticas (n=12x4). Em dois deles, os grupos de isquemia-reperfusao,
colocou-se um clamp microvascular no pediculo vascular dos lobos hepaticos esquerdo e

mediano, induzindo isquemia parcial (70%), e removeu-se o clamp 60 minutos depois (grupo



IR+HEA, com administracdo de hidroxietilamido durante a reperfusao e grupo IR, sem
fluidoterapia). Os restantes grupos, de controlo, foram operados e tratados segundo o mesmo
protocolo, mas sem inducdo de isquemia (grupos sham+HEA e sham). Ap6s 120 minutos de
reperfusdo nos grupos de isquemia-reperfusdo e 180 minutos de cirugia nos grupos de
controlo colheu-se sangue da artéria aorta para doseamento de creatinina, ureia e alanina
aminotransferase e retiraram-se amostras renais e hepdaticas para analise histopatologica

(score).

Resultados: Como ja publicado pelo nosso grupo, o modelo de lesdo de isquemia-reperfusao
hepatica parcial normotérmica foi eficaz na producao de lesdo hepatica. No presente trabalho,
o grupo IR teve concentracdes médias de creatinina e ureia superiores ao grupo sham, além de
um score histopatologico mais alto (p-value<0.05). Comparando os grupos IR+HEA ¢ IR, o
primeiro teve creatininémia (23.50 = 10.53 vs 38.15 = 7.08 umol/L; p=0.002 — resultados em
média + desvio-padrdo) e uremia (8.45 = 1.55 vs 11.00 = 1.60 mmol/L; p=0.002)

significativamente inferiores, bem como um score histopatologico mais reduzido.

Conclusdes: O modelo de lesdao de isquemia-reperfusao hepatica parcial normotérmica foi
eficaz na producgdo de lesdo renal. Adicionalmente, o hidroxietilamido 130/0.4 mostrou um
efeito protector na lesdo renal neste contexto. Sdo necessarios novos estudos para testar as

implicagdes clinicas da administra¢ao de hidroxietilamido 130/0,4 em cirurgia hepatica.



ABSTRACT

Background: Hepatic vascular control techniques employed during liver surgery are usually
associated with ischemic-reperfusion injury due to temporary interruption of the organ’s
blood flow. Twelve to seventy percent of patients who undergo hepatic transplantation
develop acute renal dysfunction, possibly because of hepatic ischemic-reperfusion injury,
among other factors. The murine model has been extensively used in the study of this injury.
The synthetic colloid hydroxyethyl starch solutions show both anti-inflammatory properties
and improvement in microcirculation. Third generation hydroxyethyl starches, namely

hydroxyethyl starch 130/0,4, show a better safety profile than previous molecules.

Objectives: Evaluation of renal injury in a murine model of partial normothermic hepatic
ischemic-reperfusion injury. Secondarily, we aim to test the effect of hydroxyethyl starch

130/0,4 on kidney injury.

Methods: The study was conducted according to legislation on animal experimentation.
Forty-eight male Wistar rats were randomized into four groups with identical characteristics
(n=12x4). In two of them, the ischemic-reperfusion injury groups, we placed a microvascular
clamp in the vascular pedicle of the median and left liver lobes, inducing hepatic ischemia
(70%), and removed the clamp 60 minutes later (IRI+HES group, with HES administration
during reperfusion and IRI group, without fluid therapy). The remaining groups (controls)
were sham-operated without hepatic ischemia and treated likewise (sham+HES and sham
groups). After 120 minutes of reperfusion in the ischemic-reperfusion injury groups and 180
minutes in the controls we drew blood from the aorta artery for creatinine, urea and alanine
aminotransferase quantification and removed kidney and liver samples for histopathological

analysis (score).



Results: As already published by our group, the partial normothermic hepatic ischemic-
reperfusion injury model was effective in producing liver injury. In the present work, we
found that the IRI group had higher creatinine and urea concentrations than sham, in
combination with a superior severity score (p-value<0.05). When comparing IRI+HES and
IRI groups, the former had significantly lower creatinine (23.50 = 10.53 vs 38.15 = 7.08
umol/L; p=0.002 — results in means + standard deviation) and urea (8.45 = 1.55 vs 11.00 =

1.60 mmol/L; p=0.002) concentrations, as well as a lower histopathological score.

Conclusion: The partial normothermic hepatic ischemic-reperfusion injury murine model was
effective in producing kidney injury. Moreover, hydroxyethyl starch 130/0,4 showed a
protective effect against renal lesion in this context. Further studies are necessary to test

clinical implications of hydroxyethyl starch 130/0,4 administration in liver surgery.

Palavras-chave:

Isquemia-reperfusdo, hidroxietilamido, isquemia hepatica parcial, modelo murino, lesdo renal.



INTRODUCAO

A hemorragia per-operatoria € uma complicagdo frequente no decorrer de cirurgia hepatica,
nomeadamente na hepatectomia, no transplante e na cirurgia de trauma, estando associada a
um aumento da morbilidade e mortalidade pos-operatéria.' Esta é a base racional da utilizagio
de manobras de controlo vascular hepatico, que podem envolver oclusdo da circulagao
aferente, por exemplo a manobra de Pringle’, como oclusdo aferente e eferente (ex: exclusio
vascular hepatica total).” Estas técnicas associam-se contudo a lesdo de isquemia-reperfusio
(IR) hepatica. Esta lesdo foi descrita em 1975 e consiste numa reacgdo inflamatéria aguda
resultante da interrupcdo temporaria do aporte sanguineo do 6rgdo, em que se verifica um

fendmeno de exacerbacao do dano isquémico pela reperfusao tecidular que se segue.

A associacdo entre doenga hepatica e renal ¢ bem conhecida. A disfuncao renal aguda surge
em 40 a 85% dos doentes com insuficiéncia hepatica aguda® e em 12 a 70% dos submetidos a
transplantagdo hepatica.’ No dltimo caso o dano renal estara relacionado com a lesdo de IR
hepatica, indutora de agressdo sistémica’, em conjugacio com outros factores agressores,
como complicagdes per-operatérias (instabilidade hemodindmica), sépsis, fendmenos de

rejeigdo e utilizagdo de farmacos nefrotoxicos.’

O modelo murino tem sido utilizado para estudo do dano renal no contexto de lesdao de IR
hepatica.”'* Existe evidéncia de associagdo entre a disfuncfo renal (tanto morfologica como
funcional) no decorrer da reperfusdo e aumento da endotoxinémia, peroxidacdo lipidica e
enzimas lisossomicas no plasma.® Mais recentemente tem-se considerado que a activagio do
sistema renina-angiotensina-aldosterona, a produg¢do de mediadores inflamatorios e a
apoptose das células endoteliais renais sao determinantes na agressao renal, que por sua vez ¢

proporcional a gravidade da lesdo hepatica.’



Fisiopatologia da lesdo de isquemia-reperfusio

A lesdao de IR hepatica processa-se em duas etapas: fase inicial (at¢ duas horas pos-
reperfusdo), em que predomina o stress oxidativo com origem nas células de Kupffer
activadas e fase final (mais de seis horas apos reperfusao), essencialmente dependente da
accdo de neutréfilos.”” De um modo geral existe dano celular dos hepatocitos e das células
endoteliais sinusoidais associado a faléncia microcirculatoria, por desequilibrio entre factores
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vasoconstritores e vasodilatadores.'* A morte celular surge por apoptose ou necrose.'’

Os protagonistas da lesdo de IR hepatica podem dividir-se em factores celulares (células de
Kupffer, neutrofilos, linfécitos e plaquetas) e mediadores (citocinas, espécies reactivas de
oxigénio - ROS, sistema do complemento, calcio)."* De entre os primeiros, destaca-se a
activagdo das células de Kupffer durante os estadios iniciais da lesdo, responsaveis pela
produgdo de ROS e mediadores pro e anti-inflamatorios.'® Os neutréfilos produzem lesio pela

libertagdo de proteases e de ROS."’

As citocinas desempenham um papel fulcral no inicio, manuten¢do e modelagdo da gravidade
da inflamacdo.'® As mais estudadas sio o factor de necrose tumoral alfa (TNFa), responsavel
tanto por morte celular como por regeneracdo', interleucinas pro-inflamatorias (IL-1 ¢ IL-6)
e quimiocinas com poder de atraccdo leucocitario (ex: IL-8). As moléculas de adesdo celular
(selectinas, integrinas e moléculas de adesdo intercelular) promovem a interaccdo entre
leucocitos e células endoteliais, que ¢ essencial para o recrutamento, migragdo e
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extravasamento dos globulos brancos. "

Durante a les@o de IR hepatica as ROS (O2-, OH-, 6xido nitrico (NO)) t€ém origem ndo s6 nos
granulos azuréfilos dos neutrofilos e células de Kupffer mas também a nivel mitocondrial,
oxidacdo da nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) e da hipoxantina (sistema

. . . . . ~ ;e o] 2
xantina oxidase), induzindo dano celular directo e expressdo de genes pro-inflamatérios.”® O
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sistema do complemento, ubiquo na resposta inflamatoria, estd associado a lesdo de IR™,

. o . ~ . 22
assim como o calcio, dado o seu papel na activacao de fosfolipases, nucleases e proteases.

O metabolismo anaerdbio da célula isquémica leva a conversdo sucessiva de adenosina
trifosfato (ATP) em adenosina. Estudos demonstram que o ultimo composto confere
proteccao contra a isquemia pela inibicdo da activagdao de neutréfilos e da producao de ROS,

~ 2
aumentando a concentracdo de NO.>

Na verdade, existe evidéncia de um papel protector do NO, possivelmente por melhorar a
microcirculagdo, contrapondo o papel vasoconstritor da endotelina, com efeito negativo para a

lesdo de IR."

O insulto isquémico e o stress oxidativo levam a reprogramacao da expressao genética do
hepatocito com finalidade protectora; um dos factores de transcri¢do mais estudados € o factor
nuclear kappa B (NF-kB). A actividade do NF-kB aumenta durante o periodo isquémico,
induzindo a producao de citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo celular, sintetase de NO
induzivel e ROS. Embora a acc¢do inicial seja pro-inflamatoria, apoés nove a doze horas de

reperfusio o NF-kB tem efeito anti-inflamatério.*

Hidroxietilamidos

Os hidroxietilamidos (HEA) sdo solugdes de coldides sintéticos utilizados como expansores
de volume em grande cirurgia. Os diferentes tipos de HEA tém caracteristicas
farmacocinéticas distintas; diferenciam-se essencialmente pelo peso molecular médio, grau de

substitui¢do molar (MS) e racio C,/Cg.>*

Um dos HEA de terceira geragdao, o HEA 130/0,4, tem um MS baixo (0,4). As propriedades

farmacocinéticas destes HEA (entre elas a diminui¢do do grau de MS) estdo na origem de



uma degradacdo mais rapida assegurando um melhor perfil de seguranga. Em particular,
alguns efeitos secunddrios descritos com a administragio dos HEA anteriores ndo se
verificam em estudos clinicos com o HEA 130/0,4, como ¢ o caso da coagulopatia e da
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disfungao renal.

Adicionalmente, existe evidéncia de que os HEA de nova geragao tém efeitos benéficos na
microcirculacdo e na oxigenacio dos tecidos® bem como efeito anti-inflamatorio, inibindo a
adesdo de neutrofilos®® e reduzindo a concentracio e expressio de IL-6 e IL-8*, moléculas de
adesdo celular®™ e molécula de adesdo P-selectina.”’ Verificou-se em modelo animal que a
utilizacdo dos HEA diminui a activacdo de NF-«B nos leucocitos mono e polimorfonucleares,

a concentracdo de TNFa, a quimioatraccio e o sequestro organico de neutréfilos.*

Hipotese: A administragcdo do HEA 130/0,4 atenua a lesdo renal em modelo murino de IR

hepética parcial normotérmica.

Objectivo: Pretendeu-se como objectivo principal avaliar a lesdo renal em modelo murino na
sequéncia da lesdo de IR hepdtica parcial normotérmica. O objectivo secundario consistiu na

investigacao do efeito da administragdo de HEA 130/0,4 no decurso da mesma lesdo.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade de
Coimbra, em concordancia com a legislacdo europeia e com as recomendagdes do National
Institutes of Health “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (National Research
Council, Washington: National Academy Press, 1996), e pela Divisao de Bem-Estar Animal

da Direccao Geral de Veterinaria. Os ratos Wistar do sexo masculino eram descendentes de



animais adquiridos ao Laboratorio Charles-River, Barcelona. Pesavam 309.090 + 28.188 g

(média = desvio padrao).

Os 48 ratos foram divididos em quatro grupos (n=12, cada). Dois grupos foram submetidos a
IR hepatica: o grupo IR+HEA em que se administrou o expansor de volume HEA 130/0,4 no
momento da reperfusdo e o grupo IR, sem aplicagdo de expansor de volume. Os outros dois
grupos, utilizados como controlo, foram manipulados cirurgicamente mas sem inducao de IR
hepatica: grupo sham+HEA em que se injectou o HEA130/0,4 ¢ o grupo sham, sem

administracao de coldide.

A duragdo da isquemia nos grupos IR+HEA e IR foi de 60 minutos. Ap6s 120 minutos de
reperfusdo nos grupos de IR e 180 minutos de cirurgia nos grupos sham foi colhido sangue da
artéria aorta para determinacdo das concentragdes séricas de alanina aminotransferase (ALT),
creatinina e ureia, ¢ foram extraidas amostras de rim e figado para analise histopatologica. De

seguida os ratos foram sacrificados por exsanguinagao.

Modelo murino de IR hepatica

Os procedimentos cirurgicos foram efectuados sob anestesia com ketamina (115 mg/Kg) e
cloropromazina (3,5 mg/Kg), administrados por via intramuscular, em ventilacdo espontinea.
A temperatura central foi mantida a 37°C de forma constante por aquecimento com lampada.

Utilizou-se um modelo de isquemia hepatica normotérmica parcial a 70%.>'*

Nos grupos IR+tHEA e IR, ap6s laparotomia mediana e seccdo do ligamento falciforme
mobilizou-se o figado, procedeu-se a exposicao do pediculo vascular hepatico e clampou-se a
triade hepatica distalmente a bifurcacdo com recurso a um clamp microvascular (TKL-2)

(Biover AG, Hergiswil, Switzerland), de modo a interromper selectivamente a circulagdo dos
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lobos mediano e esquerdo. Este método de isquemia hepatica parcial preserva a circulagao
dos lobos direito e caudado, pelo que evita a congestdo venosa mesentérica que se verifica em
modelos de isquemia total por insuficiéncia de anastomoses porto-sistémicas no rato. A
alteracdo da coloragao hepdtica dos segmentos isquémicos comprovou o bom posicionamento
do clamp. Imediatamente antes e durante a reperfusdo (60 minutos) injectou-se ao grupo
IR+HEA na veia femoral esquerda previamente preparada a solu¢do de HEA 130/0,4 na dose
de 13 ml/Kg, administrando inicialmente um bélus de 1 mL seguida de perfusdo intravenosa
lenta do volume restante ao ritmo de 2 mL/min. Ao grupo IR nao foi administrado expansor

do plasma.

Os grupos sham e sham+HEA foram submetidos ao mesmo tipo de cirurgia, com disseccao,
mas sem clampagem do pediculo hepatico. Ao grupo sham+HEA foi injectada a solugdo de

HEA130/0,4, como supra descrito no grupo IR+HEA.

Determinaciao das concentracoes séricas de creatinina, ureia e ALT

As amostras sanguineas foram centrifugadas para separagdo do plasma, com posterior
preservacao a -20°C até determinagdo da concentragdo de creatinina, ureia ¢ ALT, utilizando
quimica seca. A andlise foi feita em analisador automatico para bioquimica (Autoanalisador
Vitros 250, Johnson & Johnson™). Os valores das concentragdes de creatinina, ureia ¢ ALT

foram expressos em umol/L, mmol/L e UI/L, respectivamente.

Analise histopatolégica das amostras renais

Os rins foram fixados em formol tamponado a 10%, desidratados e embebidos em parafina.

Coraram-se cortes de Sum com hematoxilina-eosina (HE) ou 4cido periodico de Schiff (PAS).
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Para avaliagdo do grau de lesdo tubulo-intersticial as laminas de tecido renal foram
examinadas de forma cega (origem das amostras desconhecida). Foram especificamente
pesquisados os seguintes sinais de lesdo tubulo-intersticial: perda da bordadura em escova,
edema intersticial, dilatagdo tubular, lesdo do epitélio tubular, formacgao de cilindros e detritos
celulares.’® As lesdes foram graduadas semi-quantitativamente numa escala de 0 a 4,
utilizando o sistema de classificacdo referenciado noutros estudos®’, sendo 0: rim normal; 1:
lesdo minima (<5% de envolvimento); 2: lesdo ligeira (5% a 25%); 3: lesdo moderada (>25%
a 75%); 4: lesao grave (>75%). Foram observados 10 campos da cortical e medular externa,

(aleatoriamente distribuidos) por rim em ampliagao x40.

Analise Estatistica

Os dados foram analisados com recurso ao software PASW Statistics 18 (SPSS, Inc.,
Chicago, IL, 251 USA). A normalidade das distribui¢cdes das varidveis escalares em estudo

foi analisada pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk.

A comparagdo das médias das variaveis escalares (creatinina e ureia) foi realizada com o teste
de analise de variancias (ANOVA one-way) seguido do teste de Tukey post hoc para
comparac¢ao multipla de médias dos diferentes grupos de tratamento. Para o estudo da variavel
ordinal score histopatoldgico utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn
para a comparacdo multipla das médias das ordens, duas-a-duas (Mar6co®). O teste de Dunn

inclui o célculo do p-value segundo a correc¢ao de Bonferroni.

O nivel de significancia utilizado foi 0.05, rejeitando-se a hipotese nula quando p<0.05. As

amostras obtidas foram descritas graficamente através de diagramas de extremos e quartis, em
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que o primeiro quartil representa o percentil 25, o segundo quartil o percentil 50 (mediana) e

o terceiro quartil o percentil 75.

RESULTADOS

Nos grupos de estudo ndo se encontraram diferencas estatisticamente significativas no peso
médio dos ratos. A mortalidade foi nula. Como ja publicado pelo nosso grupo de trabalho®’, o
modelo de IR hepatica foi eficaz na producao de lesdo neste 6érgao, como demonstrado pelo
aumento estatisticamente significativo dos marcadores de lesdo hepatica (ALT e analise
histologica) no grupo IR quando comparado com o grupo sham. Adicionalmente, a
compara¢do dos mesmos marcadores entre os grupos IR+tHEA e IR revelou efeito protector

do HEA 130/0,4 na lesdo de IR hepatica.

Marcadores séricos de lesao renal: creatinina e ureia

Os testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk confirmaram a normalidade da
distribuicao das variaveis creatinina e ureia. Os testes de ANOVA one-way rejeitaram Hy (a
distribuicao dos valores da varidvel ¢ idéntica nos diferentes grupos), revelando que pelo
menos um dos grupos exibia concentragdes diferentes de creatinina (p=0.002) e ureia

(p=0.000).

As médias dos valores da creatininémia e uremia nos quatro grupos de estudo estio registadas
na tabela I. As concentragdes de creatinina e de ureia séricas foram inferiores no grupo sham
em comparacdo com o grupo IR como se pode inferir da analise descritiva presente nas

figuras 1 e 2. A diferenga entre as médias destes dois grupos revelou-se, como demonstrado

13



na tabela II, estatisticamente significativa. Comparando os grupos sham e sham+HEA ndo se

verificaram diferengas em termos médios na creatininémia nem na uremia.

Os marcadores de lesao renal foram inferiores no grupo IR+HEA (23.50 umol/L de creatinina
e 8.45 mmol/L de ureia) relativamente ao grupo IR (38.15 umol/L de creatinina ¢ 11.00

mmol/L de ureia) (tabela I), apresentando esta diferenca significado estatistico (tabela II).

Tabela I — Valores dos marcadores séricos de lesdo renal.

Creatinina (umol/L) Ureia (mmol/L)

Grupos Média DP Min;max Média DP Min;max

IR 38.15 7.08 13.30;88.60 11.00 1.60 9.60;13.20

IR+HEA 23.50 10.53 11.70;32.10 8.45 1.55 6.10;10.40

sham 26.80 11.65 16.50;41.40 740 2.03 5.80;15.80

sham+HEA 27.55 10.58 15.40;34.00 945 3.05 7.30;11.90

DP- desvio padrao.
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Tabela II — Comparacao multipla das médias das variaveis, duas-a-duas, pelo teste de Tuckey

post hoc (creatinina e ureia) e teste de Dunn (score histopatologico)™.

Creatinina Ureia Score Histopatologico

Grupos Dif p Dif p p Dai
IR

IR-HEA 16.933 .002 2.867 .002 074 445
IR 11.983 .043  3.100 .001 000 000
sham

IR

sham-+HEA 13.333 .020 1.692 .110 .001 .003
IR+HEA

sham-+HEA -3.600 .844 -1.175 .384 .097 582
IR+HEA 4950 .674 233 989 017 104
sham

shamtHEA 1 35 990 1408 231 471 1.000
sham

Dif — diferen¢a média entre os grupos; p,j — p-value ajustado segundo a correc¢do de Bonferroni. *As

comparagdes com diferenga significativa estdo assinaladas a cinzento.
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Figura 1 — Niveis de creatinina nos diferentes grupos. Os grupos representados a vermelho

foram tratados com HEA.
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Figura 2 - Niveis séricos de ureia nos diferentes grupos. Os grupos representados a vermelho

foram tratados com HEA.

Analise histopatolégica renal

O score histopatologico revelou menor gravidade de lesdes renais nos grupos sham e
sham+HEA quando comparado com o grupo IR, com significado estatistico (figura 4 e tabela

).

Ja na comparacao entre grupos sham ¢ sham+HEA nao se detectaram diferencas significativas
(tabela II). As lesdes histologicas renais observadas nos ratos destes dois grupos foram pouco
extensas e incluiram com maior frequéncia perda parcial da bordadura em escova das células

do epitélio tubular e necrose isolada de células epiteliais (figura 3 — (A) e (B)).

No grupo IR, com score histopatologico de maior gravidade, observou-se além da perda

generalizada da bordadura em escova, dilatacdo tubular, desagregagdo da arquitectura epitelial
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e necrose celular confluente (figura 3 — (C) e (D)). Ocasionalmente foram observados

“moldes tubulares”.

No grupo IR+HEA observaram-se as mesmas lesdes que no grupo IR mas menos

pronunciadas quer em gravidade quer em extensao (figura 3 — (E) e (F)). Essa diferenga nao

foi contudo significativa (tabela II).
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Figura 3 — Resultados histomorfoldgicos: fotomicrografias das amostras renais coradas com
PAS. (A) — Imagem do grupo sham (x40) onde se visualiza a bordadura em escova dos
tubulos contornados proximais (setas). (B) — Grupo sham+HEA (%x20), observando-se
arquitectura conservada com perda parcial da bordadura em escova (setas) e necrose de
células epiteliais (cabecas de seta). (C) — Arquitectura celular desorganizada numa amostra do
grupo IR (x10). (D) — Pormenor de uma lamina do grupo IR (x40), com perda generalizada
da bordadura em escova, dilatagdo tubular (seta), desagregacdo da arquitectura epitelial
(cabecas de seta) e necrose celular confluente. Fotomicrografias do grupo IR+HEA, em (E) e
(F), com ampliagao %20 e x10 respectivamente, em que se observam lesdes menos marcadas

comparativamente ao grupo IR.

1
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31

SCORE Histopatolégico
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T T T
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Figura 4 — Score histopatologico nos quatro grupos do estudo, visualizando-se os scores

superiores obtidos no grupo IR comparativamente aos grupos IR+HEA e sham.
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DISCUSSAO

Este trabalho demonstra que o modelo de IR hepatica parcial normotérmica ¢ eficaz na
producao de lesdo renal, verificando-se atenuacdo da mesma sob expansdo de volume com
HEA 130/0,4. Conforme ja publicado pelo nosso grupo, verificou-se que o modelo apresenta

lesdes hepaticas.”’

Publicagdes anteriores ja demonstraram a existéncia de lesdo renal em ratos submetidos a
isquemia hepatica parcial (70%) seguida de reperfusdo.”''***’ Nestes trabalhos a lesdo renal
foi objectivada por elevacdo de marcadores bioquimicos, visualizagdo de alteragdes
histolégicas como necrose, edema e vacuolizacdo de células tubulares, dilatagdo e atrofia
tubular, existéncia de ‘“moldes tubulares”, infiltragdo neutrofilica e aumento da

permeabilidade vascular, entre outros.

O modelo de isquemia hepatica parcial evita a congestdo esplancnica associada a isquemia
hepatica total, com a vantagem de ser tecnicamente simples.>> No entanto, h4 evidéncia de
assimetria do fluxo sanguineo hepatico durante a reperfusdo, sendo superior nos lobos nao
isquémicos pela menor resisténcia vascular neste territorio.***' Consequentemente, alguns
autores optam por outras abordagens, como a hepatectomia dos lobos nao isquémicos prévia a
reperfusdo® e a isquemia hepatica total com shunt portossistémico.” No nosso trabalho
optamos pela isquemia hepdtica parcial dada a simplicidade técnica, boa reprodutibilidade e

. ;. . . -11
os resultados satisfatorios previamente obtidos. *''~*

Os nossos resultados permitem concluir que o grupo IR apresentou lesdes renais,
comprovadas pelas concentragdes de creatinina e wureia e score histopatologico
significativamente superiores no modelo IR em comparagdo com o sham. Estes resultados sdo

7-12,38-42

concordantes com os da literatura , nomeadamente no que se refere ao tipo de lesdes

microscopicas observadas: perda generalizada da bordadura em escova, dilatacdo e necrose
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tubular, desagregacdo da arquitectura epitelial e “moldes tubulares”. Estes dados refor¢gam o

papel importante da lesdo de IR hepatica no desenvolvimento de disfuncao renal.

A analise dos marcadores de disfun¢dao renal nao revelou diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos sham e sham+HEA, o que mostra que no nosso modelo o HEA

130/0,4 ndo lesou o rim.

Dado o principio dos efeitos benéficos dos HEA em grandes cirurgias, por apresentarem
propriedades anti-inflamatorias e melhoria na microcirculagdao, bem como dados actuais da
melhoria do perfil de seguranca destes expansores de volume de terceira geracio” e ainda a
evidéncia de efeito protector em modelos animais de IR cerebral® e muscular*, colocamos a

hipotese de que estes coloides atenuam a lesdo multissistémica de IR hepatica.

O nosso grupo concluiu previamente’’ que o HEA 130/0,4 tem efeito protector na lesdo do
figado no modelo de IR hepatica. Nesse trabalho verificou-se uma maior atenuacdo da lesdo
hepatica no grupo em que se administrou HEA em comparagdo com grupo de controlo em
que foi aplicado soro fisiologico hipertonico. Assim, concluiu-se que o efeito protector
decorre provavelmente das propriedades moleculares do HEA, parecendo a propriedade de

expansor de volume menos relevante.

Os resultados do presente estudo sugerem efeito protector do HEA 130/0,4 na lesdo renal por
IR hepatica. Identificaram-se niveis de creatinina e ureia significativamente inferiores no
grupo tratado com HEA (IR+HEA) relativamente ao grupo IR. A avalia¢do histopatologica
também mostrou atenuacao das lesdes no grupo IR+HEA comparativamente ao grupo IR,
embora a andlise estatistica ndo revelasse diferenca significativa entre os mesmos grupos,

provavelmente devido a dimensao amostral reduzida.
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A causa do efeito protector dos HEA na lesdao de IR hepatica ndo esta estabelecida. Especula-
se que estara relacionada com a diminui¢do da inflamagao, facto este que se encontra na base
fisiopatologica do fendomeno de IR, através de interferéncia com factores celulares (inibigcao
da activagdo, adesdo e sequestro de neutréfilos) e mediadores (inibicdo de citocinas e

7 ~ 26,2
moléculas de adesio celular).?**"°

Estudos recentes sugerem um efeito protector do HEA 130/0,4 na fungdo renal,
. , . 45 ~
nomeadamente num modelo ovino de choque endotoxémico™ e em transplantacdo renal em
4 . . r e . 7 24
humanos.*® No entanto ainda existe controvérsia sobre os alegados efeitos benéficos.”* Uma
revisdo sistematizada recente menciona efeitos deletérios renais dos HEA em comparagao
com outros farmacos utilizados em fluidoterapia para ressuscitacdo, especialmente em

Vs 4
doentes sépticos."’

A disfungdo renal em cirurgia do figado tem implicagdes na morbilidade e mortalidade pos-
operatoria, tendo-se vindo a constatar um papel importante do fenémeno de IR hepatica na

génese desta lesdo. Mais recentemente Park e colaboradores®*

constataram que a lesao renal
decorrente da IR hepatica em modelo experimental potencia a propria lesdao hepatica. Os
autores afirmam que a protec¢ao renal reduz o dano hepéatico independentemente da lesao de

IR hepatica primaria. Esta investigagcdo refor¢a a importancia do controlo da disfuncao renal

no contexto da lesao multissistémica decorrente de IR hepatica.

A constatacdo de protec¢ao renal pela administracdo de HEA 130/0,4 em cirurgia hepatica,

baseada nos resultados experimentais aqui registados, deve ser replicada em estudos clinicos.
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Limitacoes deste trabalho

Uma dimensao amostral superior poderia ter conferido significado estatistico a diferenca entre
os scores histopatologicos de IR e IR+HEA (tabela II). Neste contexto o alargamento da
dimensao da amostra seria de considerar, no entanto o namero de ratos sacrificados deve ser o

menor possivel desde que se obtenha resultados passiveis de conclusao.

Em segundo lugar, a especificidade dos métodos de avaliagdo de disfun¢do renal ¢
relativamente baixa. Actualmente sdo utilizados outros procedimentos para este efeito, como
o doseamento de marcadores inflamatorios (ex: TNFa, moléculas de adesdo celular) e de
stress oxidativo, calculo da clearance da creatinina, detec¢ao da apoptose de células renais,
visualizag¢do do citoesqueleto de actina e infiltragdo neutrofilica, avaliacao da permeabilidade

12
vascular, entre outros.”

No entanto, este trabalho analisou parametros classicamente
associados a fun¢do renal (concentracdo de creatinina e ureia séricas) em combina¢do com
exame histopatoldgico objectivado pelo calculo de um score. Exames mais especificos e
dispendiosos seriam necessarios no caso de se pretender estudar a fisiopatologia da lesao ou
se na avaliacdo inicial ndo se obtivessem resultados positivos. No nosso caso, dado que os

marcadores empregues foram adequados para que os resultados apresentassem robustez nas

conclusdes da investigacao, outras analises mais especificas poderao ser dispensadas.

CONCLUSOES

Este trabalho de investigacdo experimental permitiu concluir que o modelo murino de IR
hepatica parcial normotérmica ¢ eficaz na producao de lesdo renal e que a administracdo do

expansor de volume de terceira geracio HEA 130/0,4 atenua a lesdo renal neste contexto. Este
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trabalho permite acrescentar o papel protector do HEA 130/0,4 na lesdo renal por lesdo de IR

hepatica e replica resultados ja conhecidos de disfun¢do renal em modelos de IR hepatica.

Estas conclusdes abrem expectativas em relagdo ao beneficio da utilizagdo do HEA 130/0,4
em cirurgia hepatica para prevencdo da disfuncdo renal, hipdtese que deve ser testada

clinicamente.
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