Efeito de Hidroxietilamido sobre Lesao Renal
Aguda em Modelo de Isquemia-Reperfusao
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RESUMO
Introdugao: As manobras de controlo vascular hepatico utilizadas durante cirurgia de figado estdo normalmente associadas a lesdo
de isquemia-reperfuséo, que pode resultar em disfungéo renal aguda. O modelo murino tem sido utilizado para estudo desta lesdo. Os
hidroxietilamidos tém reconhecidas propriedades anti-inflamatérias e melhoram a microcirculagdo. Os de terceira geragao, nomeada-
mente o 130/0.4, tém melhor perfil de seguranga que hidroxietilamidos anteriores.
Objetivos: Avaliagdo da lesédo renal em modelo murino de leséo de isquemia-reperfusao hepatica parcial normotérmica e investigagdo
do efeito do hidroxietilamido 130/0.4 nessa lesé&o.
Métodos: Distribuiram-se aleatoriamente 72 ratos Wistar do sexo masculino por seis grupos de caracteristicas idénticas (n = 12 x
6). Em trés deles, os de isquemia-reperfusdo, clampou-se o pediculo vascular dos lobos hepaticos esquerdo e mediano, induzindo
isquemia parcial (70%), e removeu-se o clampe 60 minutos depois (grupos IR + HEA e IR + SH, com administragéo de hidroxietilamido
ou soro fisiologico hipertonico (7,5%) no momento da reperfuséo, respetivamente, e grupo IR, sem fluidoterapia). Os grupos de con-
trolo foram operados e tratados segundo o mesmo protocolo, mas sem indugéo de isquemia (sham + HEA, sham + SH e sham). Apds
120 minutos de reperfusédo nos grupos de isquemia-reperfusdo e 180 minutos de cirurgia nos grupos de controlo colheu-se sangue da
artéria aorta para doseamento de creatinina, ureia e alanina aminotransferase e retiraram-se amostras renais e hepaticas para analise
histopatoldgica.
Resultados: Como ja publicado pelo nosso grupo, o modelo de lesédo de isquemia-reperfusao hepatica parcial apresentou lesdo hep-
atica. No presente trabalho, o grupo IR teve concentragbes médias de creatinina, ureia e score histopatolégico superiores ao grupo
sham (p < 0,05). A creatininémia e uremia foram significativamente inferiores tanto no grupo IR + HEA (23,08 pmol/L e 8,38 mmol/L,
respetivamente) como no grupo IR + SH (26,59 pmol/L e 7,82 mmol/L) relativamente ao grupo IR (40,101 pymol/L e 11,25 mmol/L). Nao
se encontrou diferenca significativa entre os grupos IR + HEA e IR + SH (marcadores séricos e histopatologia).
Conclusdes: O modelo de lesdo de isquemia-reperfusdo hepatica foi eficaz na produgdo de lesédo renal. Tanto o hidroxietilamido
130/0.4 como o soro fisiolégico hiperténico foram protetores renais neste contexto e ndo lesaram o rim no controlo. Justificam-se mais
estudos para complementar as implicagdes clinicas da administragao de hidroxietilamido 130/0.4 em cirurgia hepatica.

ABSTRACT
Background: Hepatic vascular control techniques employed during liver surgery are usually associated with ischemia-reperfusion
injury, which could cause acute renal dysfunction. The murine model has been used in the study of this injury. Hydroxyethyl starch has
recognized anti-inflammatory properties and improves microcirculation. Third generation hydroxyethyl starches, namely 130/0.4, show
a better safety profile than previous molecules.
Objectives: Evaluation of renal injury in a murine model of partial normothermic hepatic ischemia-reperfusion injury and assessment
of hydroxyethyl starch 130/0.4 effect on this injury.
Methods: Seventy-two male Wistar rats were randomized into six groups with identical characteristics (n = 12 x 6). In three of them,
the ischemia-reperfusion injury groups, we placed a clamp in the vascular pedicle of the median and left liver lobes, inducing hepatic
ischemia (70%), and removed the clamp 60 minutes later (IRl + HES and IRl + HS groups, with HES or hypertonic saline (7.5%)
administration during reperfusion, respectively, and IRI group, without fluid therapy). The control groups were sham-operated without
hepatic ischemia and treated likewise (sham + HES, sham + HS and sham groups). After 120 minutes of reperfusion in the ischemia-
reperfusion injury groups and 180 minutes in the controls we drew blood from the aorta artery for creatinine, urea and alanine amino-
transferase quantification and removed kidney and liver samples for histopathological analysis.
Results: As already published by our group, the partial hepatic ischemia-reperfusion injury model showed liver injury. In the present
work, the IRI group had higher creatinine, urea and histopathological score than sham (p < 0.05). Creatinine and urea mean concen-
trations were significantly lower both in IRI+HES (23.08 pmol/L and 8.38 mmol/L, respectively) and IRI + HS (26.59 pmol/L and 7.82
mmol/L) when compared to IRI (40.101 pymol/L and 11.25 mmol/L). There was no significant difference between IRl + HES and IRI +
HS groups (serum markers and histopathology).
Conclusion: The hepatic ischemia-reperfusion injury murine model was effective in producing kidney injury. Both the hydroxyethyl
starch 130/0.4 and the hypertonic saline protected the kidney in this context and were not harmful for this organ in the controls. Further
studies are necessary to assess clinical implications of hydroxyethyl starch 130/0.4 administration in liver surgery.
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INTRODUGAO

A hemorragia perioperatéria € uma complicagdo fre-
quente no decorrer de cirurgia hepatica, nomeadamente
na hepatectomia, no transplante e na cirurgia de trauma,
estando associada a um aumento da morbilidade e morta-
lidade pos-operatoria.’ Esta é a base racional da utilizagédo
de manobras de controlo vascular hepatico, que podem en-
volver oclusdo da circulagao aferente, por exemplo a mano-
bra de Pringle,> como oclusdo aferente e eferente (ex.: ex-
clusdo vascular hepatica total).® Estas técnicas associam-
-se contudo a lesdo de isquemia-reperfusdo (IR) hepatica.
Esta lesao foi descrita em 1975* e consiste numa reagéo
inflamatdria aguda resultante da interrupgdo temporaria do
aporte sanguineo do érgdo, em que se verifica um fend-
meno de exacerbagédo do dano isquémico pela reperfusdo
tecidular que se segue.

A associagao entre doenga hepatica e renal € bem co-
nhecida. A disfungdo renal aguda surge em 40 a 85% dos
doentes com insuficiéncia hepatica aguda® e em 12 a 70%
dos submetidos a transplantagéo hepatica.® No ultimo caso
o dano renal estara relacionado com a lesdo de IR hepa-
tica, indutora de agressao sistémica’, em conjugagao com
outros fatores agressores, como complicagdes periopera-
térias (instabilidade hemodinamica), sépsis, fendmenos de
rejeicao e utilizagao de farmacos nefrotoxicos.®

O modelo murino tem sido utilizado para estudo da téc-
nica de clampagem do pediculo hepatico® e avaliagdo do
dano renal no contexto de lesdo de IR hepatica.”*'® Exis-
te evidéncia de associagdo entre a disfungdo renal (tanto
morfoldégica como funcional) no decorrer da reperfusdo e
aumento da endotoxinémia, peroxidagao lipidica e enzimas
lisossémicas no plasma.® Mais recentemente tem-se con-
siderado que a ativagdo do sistema renina-angiotensina-
-aldosterona, a produgédo de mediadores inflamatérios e a
apoptose das células endoteliais renais sdo determinantes
na agressao renal, que por sua vez & proporcional a gravi-
dade da lesdo hepatica.™

Fisiopatologia da lesdo de isquemia-reperfusao

A lesdo de IR hepatica processa-se em duas etapas:
fase inicial (até duas horas pés-reperfusédo), em que predo-
mina o stress oxidativo com origem nas células de Kupffer
ativadas e fase final (mais de seis horas ap6s reperfusao),
essencialmente dependente da agdo de neutrdfilos.™ De
um modo geral existe dano celular dos hepatécitos e das
células endoteliais sinusoidais associado a faléncia micro-
circulatéria, por desequilibrio entre fatores vasoconstritores
e vasodilatadores.®

Os protagonistas da leséo de IR hepatica podem dividir-
-se em fatores celulares (células de Kupffer, neutréfilos, lin-
fécitos e plaquetas) e mediadores (citocinas, espécies rea-
tivas de oxigénio - ROS, sistema do complemento, célcio)."®
De entre os primeiros, destaca-se a ativagao das células de
Kupffer durante os estadios iniciais da lesao, responsaveis
pela producao de ROS e mediadores proé e anti-inflamato-
rios.

As citocinas mais estudadas s&o o factor de necrose
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tumoral alfa (TNFa), responsavel tanto por morte celular
como por regeneragdo,’ interleucinas pré-inflamatérias
(IL-1 e IL-6), quimiocinas com poder de atragao leucocitario
(ex.: IL-8) e moléculas de adeséo celular (seletinas, integri-
nas e moléculas de adesao intercelular).

Durante a lesdo de IR hepatica as ROS (02-, OH-, 6xi-
do nitrico (NO)) tém origem n&o s6 nos granulos azurdfilos
dos neutrdfilos e células de Kupffer mas também a nivel
mitocondrial, oxidagao da nicotinamida adenina dinucleoti-
do fosfato (NADPH) e da hipoxantina (sistema xantina oxi-
dase), induzindo dano celular direto e expresséo de genes
pro-inflamatorios.'”

O metabolismo anaerébio da célula isquémica leva a
conversao sucessiva de adenosina trifosfato (ATP) em ade-
nosina. Estudos demonstram que o ultimo composto confe-
re protegdo contra a isquemia pela inibicdo da ativagao de
neutréfilos e da produgdo de ROS, aumentando a concen-
tragdo de NO."®

Na verdade, existe evidéncia de um papel protetor do
NO, possivelmente por melhorar a microcirculagédo, con-
trapondo o papel vasoconstritor da endotelina, com efeito
negativo para a lesdo de IR."®

O insulto isquémico e o stress oxidativo levam a repro-
gramacédo da expressdo genética do hepatdcito com fina-
lidade protetora; um dos fatores de transcricdo mais estu-
dados é o factor nuclear kappa B (NF-kB). A atividade do
NF-kB aumenta durante o periodo isquémico, induzindo a
produgao de citocinas, quimiocinas, moléculas de adesao
celular, sintetase de NO induzivel e ROS. Embora a agao
inicial seja pré-inflamatdria, apés nove a doze horas de re-
perfusdo o NF-kB tem efeito anti-inflamatorio.'®

Hidroxietilamidos

Os hidroxietilamidos (HEA) s&o solugbes de coloides
sintéticos utilizados como expansores de volume em gran-
de cirurgia. Os diferentes tipos de HEA tém caracteristicas
farmacocinéticas distintas; diferenciam-se essencialmente
pelo peso molecular médio, grau de substituicdo molar e
racio C,/C.."°

Um dos HEA de terceira geragdo, o HEA 130/0.4, tem
um grau de substituicdo molar baixo (0.4). As propriedades
farmacocinéticas destes HEA (entre elas a diminui¢cdo do
grau de substituicdo molar) estdo na origem de uma degra-
dacéo mais rapida assegurando um melhor perfil de segu-
ranca. Em particular, alguns efeitos secundarios descritos
com a administragdo dos HEA anteriores ndo se verificam
em estudos clinicos com o HEA 130/0.4, como € o caso da
coagulopatia e da disfungdo renal.

Adicionalmente, existe evidéncia de que os HEA de
nova geracao tém efeitos benéficos na microcirculagao e na
oxigenagao dos tecidos?® bem como efeito anti-inflamatério,
inibindo a adesdo de neutréfilos?' e reduzindo a concen-
tragdo e expressdo de IL-6 e IL-8%?, moléculas de adesao
celular® e molécula de adesdo P-selectina.?* Verificou-se
em modelo animal que a utilizagdo dos HEA diminui a ati-
vagao de NF-kB nos leucécitos mono e polimorfonucleares,
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a concentracdo de TNFa, a quimioatragdo e o sequestro
organico de neutrofilos.?

Hipotese: A administragdo do HEA 130/0.4 atenua a
lesdo renal em modelo murino de IR hepatica parcial nor-
motérmica.

Objectivo: Pretendeu-se como objectivo principal ava-
liar a lesdo renal em modelo murino na sequéncia da lesdo
de IR hepatica parcial normotérmica. O objectivo secunda-
rio consistiu na investigagao do efeito da administragdo de
HEA 130/0.4 no decurso da mesma les&o.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi aprovado pela Comissédo de Etica da Fa-
culdade de Medicina da Universidade de Coimbra, em con-
cordancia com a legislagdo europeia e com as recomen-
dagdes do National Institute of Health - Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals’ (National Research Cou-
ncil, Washington: National Academy Press, 1996), e pela
Divisdo de Bem-Estar Animal da Diregdo Geral de Veteri-
naria. Os ratos Wistar do sexo masculino pesavam 307,16
+ 26,74 g (média + desvio padrao).

Os 72 ratos foram divididos em seis grupos (n = 12,
cada). Trés grupos foram submetidos a IR hepatica: o gru-
po IR + HEA em que se administrou o expansor de volume
HEA 130/0.4 por via intravenosa no momento da reperfu-
sdo0, o grupo IR + SH em que se administrou soro fisioldgico
hiperténico (7,5%) no mesmo momento e o grupo IR, sem
injecdo de expansor de volume. Os outros trés grupos, uti-
lizados como controlo, foram manipulados cirurgicamente
mas sem inducao de IR hepatica: grupo sham + HEA em
que se injetou o HEA 130/0.4, grupo sham + SH com ad-
ministragdo de soro fisioldgico hiperténico e o grupo sham,
sem administragao de fluidos.

A duragdo da isquemia nos grupos de isquemia-reperfu-
sao foi de 60 minutos. Apds 120 minutos de reperfusido nos
grupos de IR e 180 minutos de cirurgia nos grupos sham
foi colhido sangue da artéria aorta para determinagéo das
concentragdes séricas de alanina aminotransferase (ALT),
creatinina e ureia, e foram extraidas amostras de rim e figa-
do para analise histopatoldgica. 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 ventilagdo
espontanea. 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 7006'26,27

Nos grupos IR + HEA, IR + SH e IR, apés laparotomia
mediana e secgdo do ligamento falciforme mobilizou-se
o figado, procedeu-se a exposigdo do pediculo vascular
hepatico e clampou-se a triade hepatica distalmente a bi-
furcagdo com recurso a um clampe microvascular (TKL-2)
(Biover AG, Hergiswil, Switzerland), de modo a interromper
seletivamente a circulagdo dos lobos mediano e esquer-
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do. Este método de isquemia hepatica parcial preserva a
circulagao dos lobos direito e caudado, pelo que evita a
congestao venosa mesentérica que se verifica em modelos
de isquemia total por insuficiéncia de anastomoses porto-
-sistémicas no rato. A alteragédo da coloragao hepatica dos
segmentos isquémicos comprovou 0 bom posicionamento
do clampe. Uma hora depois foi retirado o clampe vascular,
tendo inicio a reperfusdo. Imediatamente antes e nos mo-
mentos seguintes a remogéo do clampe injetou-se a solu-
¢ao teste nos grupos IR + HEA e IR + SH, respetivamente
HEA 130/0.4 e soro fisiologico hipertonico (7,5%). A dose
de solugédo de 13 mL/kg foi administrada na veia femoral
esquerda previamente preparada, com um bdlus de 1 mL
seguida de perfusdo intravenosa lenta do volume restante
ao ritmo de 2 mL/min. Ao grupo IR ndo foi administrado
qualquer fluido.

Os grupos sham, sham + HEA e sham + SH foram sub-
metidos ao mesmo tipo de cirurgia, com dissecgao, mas
sem clampagem do pediculo hepatico. Ao grupo sham +
HEA foi injetada a solugdo de HEA 130/0.4, como supra
descrito no grupo IR + HEA, de igual modo para o soro
fisiolégico hipertdnico no grupo sham + SH.

Determinagcao das concentragoes séricas de creatini-
na, ureia e ALT

As amostras sanguineas foram centrifugadas para se-
paracao do plasma, com posterior preservagao a -20°C até
determinagéo da concentragdo de creatinina, ureia e ALT,
utilizando quimica seca. A analise foi feita em analisador
automatico para bioquimica (Autoanalisador Vitros 250, Jo-
hnson & Johnson®). Os valores das concentragdes de cre-
atinina, ureia e ALT foram expressos em pmol/L, mmol/L e
UI/L, respetivamente.

Analise histopatolégica das amostras renais

Os rins foram fixados em formol tamponado a 10%, de-
sidratados e embebidos em parafina. Coraram-se cortes de
5um com hematoxilina-eosina ou acido periddico de Schiff
(PAS).

Para avaliagdo do grau de lesdo tubulo-intersticial as
laminas de tecido renal foram examinadas de forma cega
(origem das amostras desconhecida). Foram especifica-
mente pesquisados os seguintes sinais de lesdo tubulo-
-intersticial: perda da bordadura em escova, edema intersti-
cial, dilatagao tubular, lesédo do epitélio tubular, formagao de
cilindros e detritos celulares.® As lesées foram graduadas
semi-quantitativamente numa escala de 0 a 4, utilizando
o sistema de classificagdo referenciado noutros estudos,?®
sendo 0: rim normal; 1: lesdo minima (< 5% de envolvi-
mento); 2: les&o ligeira (5% a 25%); 3: lesdo moderada (>
25% a 75%); 4: lesdo 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). As
amostras obtidas foram descritas graficamente através de



diagramas de extremos e quartis, em que o primeiro quartil
representa o percentil 25, o segundo quartil o percentil 50
(mediana) e o terceiro quartil o percentil 75.

A normalidade das distribuicbes das variaveis escala-
res 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 anadlise de variancias (ANOVA one-way) seguido
do teste de Tukey post hoc para comparagdo 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 compa-
racdo multipla das médias das ordens, duas-a-duas. O tes-
te de Dunn inclui o calculo do p-value segundo a corregao
de Bonferroni.

O nivel de significancia utilizado foi 0.05, rejeitando-se
a hipotese nula quando p < 0,05.

RESULTADOS

O peso médio dos ratos foi semelhante nos diferentes
grupos de estudo. Dois ratos do grupo IR + SH morreram
durante a administracdo de soro fisiologico hipertonico,
tendo sido excluidos da analise dos marcadores de lesao
renal. Como ja publicado pelo nosso grupo de trabalho,*
o modelo de IR hepatica foi eficaz na producéo de lesao
neste 6rgdo, como demonstrado pelo aumento estatistica-
mente significativo dos marcadores de lesao hepatica (ALT
e analise histoldgica) no grupo IR quando comparado com
0 grupo sham. Adicionalmente, a comparagédo dos mesmos
marcadores entre os grupos IR + HEA e IR revelou efeito
protetor do HEA 130/0.4 na lesado de IR hepética; ja a admi-
nistragéo de soro fisioldgico hipertonico (IR + SH) n&o dimi-
nuiu significativamente os marcadores de lesao hepatica.

Marcadores séricos de lesado renal: creatinina e ureia
Os testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk con-

firmaram a normalidade da distribuicao das variaveis crea-

tinina e ureia. Os testes de ANOVA one-way revelaram que

Tabela 1 - Valores dos marcadores séricos de lesdo renal

Creatinina (umol/L)

pelo menos um dos grupos exibia concentragdes diferentes
de creatinina (p = 0,002) e ureia (p < 0,001).

As médias dos valores da creatininémia e uremia nos
seis grupos de estudo estao registadas na Tabela 1. As con-
centracdes de creatinina e de ureia séricas foram inferiores
no grupo sham em comparagéo com o grupo IR como se
pode inferir da analise descritiva presente nas Fig.s 1 e 2.
A diferenca entre as médias destes dois grupos revelou-se,
como demonstrado na Tabela 2, estatisticamente significa-
tiva. Comparando os grupos sham, sham + SH e sham +
HEA néao se verificaram diferengas em termos médios na
creatininémia nem na uremia.

Os marcadores de leséo renal foram inferiores tanto no
grupo IR + HEA (23,08 ymol/L de creatinina e 8,38 mmol/L
de ureia) como no grupo IR + SH (26,59 ymol/L de creatini-
na e 7,82 mmol/L de ureia) em relagéo ao grupo IR (40,101
pmol/L de creatinina e 11,25 mmol/L de ureia) (Tabela 1),
apresentando esta diferenca de significado estatistico (Ta-
bela 2). Comparando IR + HEA e IR + SH, n&o se verificou
diferenga significativa (Tabela 2).

Anadlise histopatolégica renal

O score histopatolégico revelou menor gravidade de le-
sbes renais nos grupos sham, sham + HEA e sham + SH
quando comparados com o grupo IR, com significado esta-
tistico (Fig. 4 e Tabela 2).

Ja na comparagao entre o grupo sham e 0S grupos

sham + HEA e sham + SH n&o se detetaram diferencgas sig-
nificativas (Tabela 2). As lesbes histoldgicas renais obser-
vadas nos ratos destes trés 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 (Fig. 3 — (A), (B) e (H)).
No grupo IR, com score histopatolégico de maior gravida-
de, observou-se além da perda generalizada da bordadura
em escova, dilatagdo tubular, desagregacao da arquitetura
epitelial e necrose celular confluente (Fig. 3 — (C) e (D)).
Ocasionalmente foram observados ‘moldes tubulares’.

Ureia (mmol/L)

Grupos

Média DP Min;max Média DP Min;max
IR 40,01 17,87 13,30;88,60 11,25 1,06 9,60;13,20
IR+HEA 23,08 6,78 11,70;32,10 8,38 1,22 6,10;10,40
sham 28,03 7,42 16,50;41,40 8,15 2,78 5,80;15,80
sham+HEA 26,68 6,47 15,40;34,00 9,55 1,56 7,30;11,90
IR+SH 26,59 7,78 15,00;39,90 7,82 1,47 5,40;9,80
sham+SH 27,71 7,32 16,50;41,40 7,48 1,42 5,80;11,00

DP- desvio padrdo.
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Fig. 1 — Niveis de creatinina nos diferentes grupos. Os grupos re-  Fig. 2 — Niveis séricos de ureia nos diferentes grupos. Os grupos
presentados a tracejado foram tratados com HEA. representados a tracejado foram tratados com HEA.

Tabela 2 - Comparagédo multipla das médias das variaveis, duas-a-duas, pelo teste de Tuckey post hoc (creatinina e ureia) e teste de
Dunn (score histopatolégico)*

Creatinina Ureia Score Histopatolégico
Grupos
Dif P Dif p p P,
IR
R+HEA 16,933 0,001 2,867 0,001 0,061 0,917
IR 11,983 0,045 3,100 0,000 0,000 0,001
sham
IR
Sham+HEA 13,333 0,018 1,691 0,153 0,001 0,009
IR
R+SH 13,418 0,026 3,430 0,000 0,788 1,000
I 12,300 0,037 3,767 0,000 0,000 0,001
sham+SH
IR+HEA
ShamHEA -3,600 0,946 1,175 0,533 0,121 1,000
IR+HEA -4.950 0,820 0,233 0,999 0,028 0,420
sham
IR+HEA 3,515 0,960 0,563 0,970 0,040 0,599
IR+SH
LSl -4,633 0,858 0,900 0,781 0,029 0,437
sham+SH
sham+HEA -1,350 0,999 1,408 0,330 0,519 1,000
sham
SRR 0,085 1,000 1,738 0,170 0,000 0,006
IR+SH
sham+HEA -1,033 1,000 2,075 0,041 0,529 1,000
sham+SH
Li5sla 1,118 1,000 0,337 0,997 0,000 0,001
sham+SH
IR+SH 1,435 0,999 -0,330 0,997 0,000 0,000
sham
SRS 0,317 1,000 -0,667 0,926 0,987 1,000
sham

Dif — diferenga média entre os grupos; Py— p-value ajustado segundo a corregao de Bonferroni.
*As comparacgdes com diferenca significativa, ao nivel de significancia de 0.05, estéo assinaladas a azul escuro.
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Fig. 3

as com 4cido periédi06 de Schiff (PAS). (P-\; — Ima-

gem do grupo sham (com ampliagdo x40) onde se visualiza a bordadura em escova dos tubulos contornados proximais (setas). (B) —
Grupo sham + HEA (x20), observando-se arquitetura conservada com perda parcial da bordadura em escova (setas) e necrose de células
epiteliais (cabegas de seta). (C) — Arquitetura celular desorganizada numa amostra do grupo IR (x10). (D) — Pormenor de uma lamina do
grupo IR (x40), com perda generalizada da bordadura em escova, dilatagéo tubular (seta), desagregagao da arquitetura epitelial (cabegas

de seta) e necrose celular confluente.

Nos grupos IR + HEA e IR + SH observaram-se as mes-
mas lesdes que no grupo IR mas menos pronunciadas quer
em gravidade quer em extenséo (Fig. 3 — (E), (F) e (G)).
Essa diferenca nao foi contudo significativa (Tabela 2).

DISCUSSAO

Este trabalho demonstra que o modelo de IR hepatica
parcial normotérmica é eficaz na produgao de leséo renal,
verificando-se atenuagdo da mesma sob expanséo de vo-
lume com HEA 130/0.4. Conforme ja publicado pelo nosso
grupo, verificou-se que o modelo apresenta também lesbes
hepaticas.*

Publicagbes anteriores ja demonstraram a existéncia de
les&o renal em ratos submetidos a isquemia hepatica par-
cial (70%) seguida de reperfusdo.'®-123132 Nestes trabalhos
a lesdo renal foi objetivada por elevagdo de marcadores
bioquimicos, visualizagdo de alteragbes histolégicas como
necrose, edema e vacuolizacdo de células tubulares, dila-
tacao e atrofia tubular, existéncia de ‘moldes tubulares’, in-
filtragao neutrofilica e aumento da permeabilidade vascular,
entre outros.

O modelo de isquemia hepatica parcial evita a conges-
tdo esplancnica associada a isquemia hepatica total, com

a vantagem de ser tecnicamente simples.?’” No entanto, ha
evidéncia de assimetria do fluxo sanguineo hepatico du-
rante a reperfusdo, sendo superior nos lobos néo isqué-
micos pela menor resisténcia vascular neste territério.®
Consequentemente, alguns autores optam por outras abor-
dagens, como a hepatectomia dos lobos n&o isquémicos
prévia a reperfusdo® e a isquemia hepatica total com shunt
portossistémico.* No nosso trabalho optamos pela isque-
mia hepatica parcial dada a simplicidade técnica, boa re-
produtibilidade e os resultados satisfatorios previamente
Obtidos. 10-12,31,32

Os nossos resultados permitem concluir que o grupo IR
apresentou lesbes renais, comprovadas pelas concentra-
¢bes de creatinina e ureia e score histopatoldgico que se
revelaram significativamente superiores no modelo IR em
comparagao com o sham. Estes resultados sao concordan-
tes com os da literatura,”®'331-% nomeadamente no que se
refere ao tipo de lesbes microscopicas observadas: perda
generalizada da bordadura em escova, dilatagéo e necrose
tubular, desagregacéo da arquitetura epitelial e ‘moldes tu-
bulares’. Estes dados reforgam o papel importante da leséo
de IR hepatica no desenvolvimento de disfungédo renal.

Dado o principio dos efeitos benéficos dos HEA em
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Fig. 3_2 — Resultados histomorfolégicos: fotomicrografias das amostras renais coradas com acido periédico de Schiff (PAS). Fotomicro-
grafias do grupo IR + HEA, em (E) e (F), com ampliagéo x20 e x10 respetivamente, e do grupo IR + SH (G), com ampliagdo x20, em que
se observam lesdes menos marcadas comparativamente ao grupo IR, na Fig. 3_1. (H) — Imagem do grupo sham + SH (x20).

36
*

Score Histopatologico
i

3533
*

T T T T T T
IR*HEA IR sham=HEA sham IR+SH sham=SH

‘Grupos

Fig. 4 — Score histopatolégico nos seis grupos do estudo.

grandes cirurgias, por apresentarem propriedades anti-
-inflamatérias e melhoria na microcirculagdo, bem como
dados atuais da melhoria do perfil de seguranga destes ex-
pansores de volume de terceira geragdo'® e ainda a evidén-
cia de efeito protetor em modelos animais de IR cerebral®*
e muscular,® colocamos a hipétese de que estes coldides

atenuam a lesdo multissistémica de IR hepatica.

O nosso grupo concluiu previamente®*® que o HEA
130/0.4 tem efeito protetor na lesdo do figado no mode-
lo de IR hepética. Nesse trabalho verificou-se uma maior
atenuacgdo da les&o hepatica no grupo em que se adminis-
trou HEA em comparagédo com o grupo de controlo em que
foi aplicado soro fisiolégico hiperténico. Assim, concluiu-se
que o efeito protetor hepatico decorre provavelmente das
propriedades moleculares do HEA, parecendo a proprieda-
de de expansor de volume menos relevante.

A andlise dos marcadores de disfungdo renal ndo reve-
lou diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
sham, sham + HEA e sham + SH, o que mostra que no
nosso modelo nem o HEA 130/0.4 nem o soro fisiolégico
hipertonico lesaram o rim.

Os resultados do presente estudo sugerem efeito pro-
tetor do HEA 130/0.4 na les&o renal por IR hepatica. Iden-
tificaram-se niveis de creatinina e ureia significativamente
inferiores no grupo tratado com HEA (IR + HEA) relativa-
mente ao grupo IR. A avaliagdo histopatolégica também
mostrou atenuagéo das lesdes no grupo IR + HEA com-
parativamente ao grupo IR, embora a analise estatistica
nao revelasse diferencga significativa entre os mesmos gru-
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pos. Da mesma forma, houve atenuacao da lesdo renal no
grupo IR + SH em comparagéo com IR, com excegdo do
score histopatoldgico. A discrepancia entre os marcadores
séricos e a histopatologia renal podera dever-se ao tempo
relativamente curto de reperfusdo (120 min) e de acdo do
farmaco. Hipoteticamente, nesse periodo de tempo a agéo
benéfica da fluidoterapia apenas se traduziria a nivel bio-
quimico e nao estrutural.

O soro fisioldgico hiperténico (7,5%) foi utilizado como
controlo de volume na mesma dose do HEA (13 mL/kg). O
soro fisioldgico normal ndo tem um efeito de volume compa-
ravel aos coldides, devido a menor retengéo intravascular,
pelo que, para funcionar como controlo, a dose necessaria
seria trés a cinco vezes superior a do HEA. Neste modelo
murino tal volume seria excessivo e causa de mortalidade
acrescida, pelo que se optou pela administragdo de soro
fisiologico hiperténico.

Contrariamente aos resultados obtidos no figado do
nosso modelo de lesdo hepatica,® nao se detetaram dife-
rencas significativas entre os marcadores séricos de lesao
renal nos grupos de IR + HEA e IR + SH. Assim, o efeito
protetor renal do HEA 130/0.4 pode decorrer da expansao
de volume, ndo se podendo afirmar que seja exclusivamen-
te devido as suas propriedades moleculares.

A causa do efeito protetor dos HEA na lesdo de IR hepa-
tica ndo esta estabelecida. Especula-se que estara relacio-
nada com a diminuigcao da inflamacao, facto este que se en-
contra na base fisiopatolégica do fenémeno de IR, através
de interferéncia com fatores celulares (inibicao da ativagéo,
adesdo e sequestro de neutrofilos) e mediadores (inibigdo
de citocinas e moléculas de adesao celular).2'222

Estudos recentes sugerem um efeito protetor do HEA
130/0.4 na fungao renal, nomeadamente num modelo ovino
de choque endotoxémico® e em transplantagédo renal em
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 fluidotera-
pia para ressuscitagdo, especialmente em doentes sépti-
cos,* enquanto que um ensaio randomizado e controlado
em doentes vitimas de traumatismo penetrante demonstra
protecao renal do HEA 130/0.4 relativamente ao soro fisio-
l6gico.#°

A disfuncéo renal em cirurgia do figado tem implicagbes
na morbilidade e mortalidade pés-operatéria, tendo-se vin-
do a constatar um papel importante do fenémeno de IR
hepatica na génese desta lesdo. Mais recentemente Park
e colaboradores®'* constataram que a lesdo renal decor-
rente da IR hepatica em modelo experimental potencia a
propria lesdo hepatica. Os autores afirmam que a protegao
renal reduz o dano hepatico independentemente da lesao
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de IR hepatica primaria. Esta investigagao reforga a impor-
tancia do controlo da disfungao renal no contexto da lesédo
multissistémica decorrente de IR hepatica.

A constatacao de protecao renal pela administragédo de
HEA 130/0.4 em cirurgia hepatica, baseada nos resultados
experimentais aqui registados, deve ser analisada com a
devida precaugéao e requer avaliagdo complementar, nome-
adamente clinica.

Um aspeto que podera ser considerado como limitagédo
deste trabalho prende-se com a especificidade relativa-
mente baixa dos métodos de avaliagao de disfungao renal.
Atualmente séo utilizados outros procedimentos para este
efeito, como o doseamento de marcadores inflamatoérios
(ex.: TNFa, moléculas de adesao celular) e de stress oxida-
tivo, calculo da clearance da creatinina, detegdo da apop-
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vascular, entre outros.'®'® No entanto, este trabalho anali-
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CONCLUSOES

Este trabalho de investigacdo experimental permitiu
concluir que o modelo murino de IR hepatica parcial normo-
térmica é eficaz na produgdo de lesdo renal e que a admi-
nistragdo do expansor de volume de terceira geracédo HEA
130/0.4 e de soro fisiologico hiperténico (7,5%) atenuam o
dano renal neste contexto. Adicionalmente, estes agentes
nao lesionaram o rim. Este trabalho permite acrescentar o
papel protetor do HEA 130/0.4 na disfungao renal por lesdo
de IR hepatica e replica resultados ja conhecidos de lesdo
renal em modelos de IR hepatica.

Estas conclusées abrem expectativas em relagdo ao
beneficio da utilizagdo do HEA 130/0.4 em cirurgia hepatica
para prevengdo da disfungéo renal, hipétese que deve ser
testada clinicamente.
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