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RESUMO



O trapsplante de figado ¢, atualmente, um procedimento bem aceito para o
tratamento das doencas hepéticas terminais. Apos a retirada do figado nativo, inicia-se um
periodo onde o individuo permanece sem figado, Esse periodo se estende até o momento da
reperfusdo do enxerto e é chamado de periodo anepatico do transplante. Nessa fase, as
alteragdes metabolicas sio fregiientes, e a hipoglicemia, hipoteticamente, deveria ocorrer.
No entanto ela quase nunca aparece. A fonte end6gena de glicose, durante a fase anepética
do transplante de figado, ainda nfio é conhecida.

Com o objetivo de estudar as provaveis fontes endégenas de glicose na auséncia do
figado (equivalente & fase anepatica do transplante de figado), foi criado um modelo
experimental de hepatectomia total funcional em coethos anestesiados. A fim de estudar se
existe liberacio renal de glicose apos a hepatectomia, foram cateterizadas a aorta, 20 nivel
da emergéneia das artérias renais, ¢ a veia repal direita, para colheita de dosagens de

glicemias seriadas.

Os experimentos-piloto demonstraram a necessidade de se infundir droga
vasoativa (noradrenalina-NAdr) para evitar hipotensio apés a retirada do figado. Foram,
entdo, criados dois grupos de animais: grupo 1, com cinco animais submetidos 4 infasfo de
NAdr que tiveram seus figados imtactos; € o grupo 2, com quinze animais também
submetidos & infusdo de NAdr, mas que tiveram seus figados retirados. Os resultados
demonstram que, no grupo 2, antes da hepatectomia, as dosagens de glicemias arterials
foram matores que as venosas e, apOs a retirada do 6rgfo, esses valores tornaram-se
menores. Isso configurou inverso das curvas das glicemias, conforme pode ser visto no
grafico 2. No grupo 1 (animais sob efeito exclusivo de NAdr), as curvas nfio apresentaram

essa inversio.

Conclui-se que a inversfio das curvas de glicemia, observadas nos animais do
grupo 2, nfo se deve & acfo da NAdr e significa liberacfio renal de glicose apds a

hepatectomia.

Resumo
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1.1. O TRANSPLANTE DE FiGADO.

Até algumas décadas atréds, o tratamento das doencas hepdticas cronicas era
desalentador. Doentes portadores de enfermidades hepaticas ernicas em estdgio terminal
recebiam muito poucos beneficios com o tratamento utilizado. A evolugio mexordvel da
doenca hepéatica crbnica sempre fol um obsticulo para o desenvolvimento da hepatologia
moderna e, durante muitas décadas, o consenso era de que pouco poderia ser feito, No
entanto, durante a década de oitenta, alguns progressos da hepatologia foram considerdveis:
a identificagio precisa das hepatites virais, o manejo da ascite refratdria, o avango da
terapfutica na faléncia hepdtica aguda e a melhor compreensdo da fisiopatologia da
sindrome hepatorrenal. Esses fatores melhoraram a expectativa de vida do doente
hepatopata crénico, mas foi o transplante ortotopico do figado {TOF) o mais importante
avango da hepatologia moderna (RODES, 1991).

A histéria dos transplantes de drglos sélidos vasculares teve infcio com os

trabalhos de CARREL' e ULLMANN", em 1902.

Starzl e colaboradores desempenharam papel pioneiro na cirurgia do transplante
de figado, a partir da estruturagio de um grupo clinico-cirirgico na década de 50. Esse
esforco culminou em éxito em 1963, quando esse grupo obteve o primeiro sucesso
cirtirgico (STARZL ef al., 1963). A partir de entfo, outros grupos iniciaram programas de
transplante de figado, como os de Cambridge e Londres, na Inglaterra.

No entanto, sem adequada terapia imunossupressora ¢ na falta de sclugtes de
conservagio eficientes, os resultados do procedimento eram desanimadores e nfo
uifrapassavam taxas mediocres de sobrevivéncia (STARZL ef al., 1963). Devido aos maus
resuitados, poucos centros continuaram dedicando-se ao estudo e & realizagio do

procedimento nas décadas subseqgiientes.

* CARREL, A.- La technique operatoire des anastornoses vasculaires et la transplantation des visceres. Lyon
Med., 93:859, 1902.

™ ULMANN, E.- Experimentalle nierentransplantation. Wien. Klin. Wschr., 15281, 1902.
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Desde ¢ primeiro transplante de figado, assistiv-se a um progresso
extraordinrio nos resultados devido ao aperfeicoamento da técnica operatdria, a maior
precisio das mdicacGes ¢, principalmente, devido a uma melhor compreensio dos

mecanismos munoldégicos presentes no fendmeno da rejeigdo.

O desenvolvimento de solugdes de conservagio de 6rgios iniciou-se a partir da
década de 60, com os trabalhos pioneiros de Belzer em trapsplante renal, abrindo caminho
para ¢ aperfeicoamento de novas solucOes de conservagiio (BELZER, ASHBY, DUNPHY,
1967; COLLINS, BRAVG-SHUGARMAN, TERASAKI, 1969). No final da década de 80,
o grupo da Universidade de Wisconsin (EUA) padronizou uma nova e revoluciondria
solugdo. Essa solucfio continha inibidores da tumefacfo celular, tampdes eficientes e
nutrientes que proporcionaram wm expressivo aumento no tempo de preservacio do figado
(SOUTHARD & BELZER, 1993). Passou a ser conhecida como solucio “Universidade de
Wisconsin™, Atualmente, ¢ a solucfio padrio na conservagiio de figados para transplante.
Seu advento permitiu que o transplante se realizasse com mais trangiiilidade e que érgdos

pudessem ser enviados a outros centros,

A introdugfio da azatioprina na década de 70 foi um marco importante na
histéria dos transplantes (CALNE, ALEXANDRE, MURRAY, 1962), mas foi o uso da
ciclosporma A por BOREL er gl (1977), como farmaco fundamental no controle da
rejeigdo, que possibilitou melhora real na sobrevida de doentes submetidos ao transplante
(CALNE er al., 1979; TWATSUKI ef al,, 1988).

A partir da década de 80, grupos de transplante jA existentes ganharam
expressdo na Furopa Central e QOcidental, EUA, Argentina e Brasil. Atualmente, observa-se
umn grande esforgo de implantacio do TOF em paises que enfrentam problemas éticos,
culturais ou religiosos no Oriente Médio, Europa Oriental e Extremo Oriente. Paises como
o Japdo, que simplesmente recusavam o método por motivos flloséficos (rejeitando o
conceito de morte encefilica), atualmente ja o realizam, wtilizando Orgios de doadores
caddveres. No entanto essas particularidades culturais transformaram o Japdo no maior

centro de transplantes de figado do mundo, entre doadores vivos relacionados.
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No inicio dos anos oitenta, por meio de wma conferéneia realizada no Instituto
Nacional de Saide Americano, Starzl conseguiu demonstrar as autoridades que o
transplante apresentava resultados positivos, o suficiente para ser considerado um
tratamento efetivo, € ndo mais, um procedimento experimental (JACOBY & ROTH, 1984).
Com isso, mais recursos financeiros foram lberados, ¢ o transplante desenvolveu-se
sobremaneira em todo o mundo. Na época dessa conferéneia, haviam sido realizados, até
entfo, cerca de 500 transplantes no mundo. Dez anos depois, Paris foi a sede de um
encontro infernacional, onde se constatou que dez mil procedimentos j4 haviam sido
realizados. Constatou-se também que cada vez mais aumentava a confianga e a procura
pelo procedimento, conseqilentemente as filas de espera alongavam-se, ¢ mmitos doentes
faleciam & espera de um 6rgfo, que talvez nunca chegasse. Surgiram, entfio, novos desafios
dificeis de serem vencidos: a escassez dos doadores caddveres e a correta selecio dos
potenciais candidatos ao transplante (BISMUTH, 1994; RIMCLA & CIRERA, no prelo).

Atnalmente, o transplante ¢ um tratamento eficaz nas hepatopatias terminais e
apresenta taxa de sobrevivéncia apds 3 anos, variando entre 75 ¢ 92% (IWATSUKI ef al,
1988; BISMUTH, 1994). E, portanto, uma alternativa interessante de tratamento para
doentes cuja taxa de sobrevida obtida com tratamentos conservadores seja menor que
aquelas obtidas com o transplante (LLACH & RIMOLA, 1991; RODES, 1991),
Ultimamente, devido aos bons resultados, observa-se uma ampliacio das indicagBes através
da inchusfio ndo so de doentes descompensados terminais, mas também de mdividuos com
qualidade de vida inaceitdvel ou que, seguramente, evoluirBo mal face & propria histdria
natural da doenca (LAKE, 1993; BISMUTH, 1994).

O transplante de figado (TOF), em suas diversas modalidades, vem tornando-se
uma opglo terapéutica cada vez mais difundida em nosso meio. A ampliagdio das indicagdes
¢ os resultados promissores indicam que esse tipo de procedimento estard cada vez mais
presente na medicina atual. Sua importdncia como um novo modelo para estudo das
alteracBes fisiolégicas e fisiopatoldgicas da homeostase transcende seu valor como
procedimento cirirgico isolado. O TOYF veio representar novo enfoque terapéutico em
diferentes 4arecas da medicina, como Climica Médica, Anestesia, Medicma Intensiva e
Cirurgia. O cirurgifio de transplantes deve dispor de conhecimentos em areas basicas da
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medicina, que cada vez mais se farfo necessarios para o methor entendimento do TOF

como fendmeno global e nfio como evento cirlirgico tnico e isolado.

Vencida a fase primeira do pioneirismo ¢ da padronizacfo da téenica, a
evolugdo do TOF depende, atualmente, de conhecimentos referentes 3 metabologia,
biologia molecular € imunologia do processo de adaptacio do novo Orgéio. Nesse contexto,
o estudo dos pardmetros metabdlicos, durante as diferentes fases do procedimento, tem
importancia a0 representar situacho fisiologica impar em que diferentes mecanismos de
mamtengdo da homeostase estdo ativados pela auséneia do orgho-chave do controie
metabdlico, que € o figado. O advento do TOF representa uma sitnagfio nova na historia da
cirurgia: a possibilidade de se estudar uma situagfo de insuficiéneia hepdtica completa (na
retirada do figado nativo) e reversivel (apds a reperfusio do enxerto) no mesmo paciente. A
retirada do figado nativo leva a graves alteragles hemodindmicas, hemateldgicas e
metabblicas no individuo (DeWOLF ef al, 1987; PALNAES-HANSEN er al, 1991;
HICKMAN ef ai, 1992). Dado que o figado € peca fundamental no metabolismo da
glicose, sua auséneia por periodo definido acarreta grandes desarranjos na manutengio do
estado metabdlico normal (TULLOCK et al., 1984; MALLET et al, 1987, PALNAES-
HANSEN et al, 1991).

Fisiologicamente, quando a glicose plasmatica estd elevada, ha uma maior
extragio hepéatica dessa hexose, que €, entdo, armazenada na forma de glicogénio. Durante
o jejum, a glicogendlise das reservas hepaticas de glicogénio d4 origem a grande parte da
ghcose necessfria para a manutengfo das fungdes vitais. O figado também é capaz de
sintetizar glicose a partir de aminoacidos circulantes, glicerol e lactato pelo processo de
neoglicogénese, para que tecidos que se utilizam exclusivamente de glicose possam
sobreviver {sistema nervoso, medular renal, cOrnea, entre outros). Para isso, existem
sistemas de inter-relacionamento metabdhco entre o figado, muisculos ¢ células vermelhas
da sangue. Os ciclos de Cori e da alanina contribuem para a sintese de glicose “de novo”, a

partir de substratos produzidos na periferia, como lactato e alanina (HARRIS, 1997).
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1.2. A GLICEMIA NA FASE ANEPATICA DO TOF.

A chamada fase anepatica do transplante compreende o perfodo entre a retirada
do 6rgdo nativo ¢ 0 momento de reperfusio sangiiinea do novo figado, periodo em que sio
esperadas as maiores alteragbes endéerino-metabélicas relacionadas 4 regulacfio da glicose
plasmatica (TULLOCK er al., 1984; CARMICHAEL er of, 1985). Durante essa fase, a
hipoglicemia seria previsivel devide ao fato de que a utilizagio periférica de glicose
continua ocorrendo enguanto o suprimento hepatico estd ausente. De fato, hd relatos de que,
no passado, eram infundidas grandes quantidades de glicose durante a fase anepatica do
transplante com o objetivo de prevenir o aparecimento de hipoglicemia severa. No entanto,
na grande maioria dos doentes, essa hipoglicemia ndo ocorre. Pelo contrario, & observado
um estado normo e até hiperglicdmico durante essa fase (ATCHISON ef al, 1989).
Também ha relato de induglio de coma hiperosmolar devido a infusfio de grande quantidade
de glicose na fase anepitica (MACHADO er al, 1976). Questiona-se, atualmente, qual
seria a principal fonte de glicose, na auséneia do figado, capaz de produzir energia

necessdria aos tecidos que somente dela se utilizam por periodos de tempo prolongados.

Alguns autores sugeriram que solugdes contendo glicose infundidas na veia dos
doentes no decorrer do procedimento previniriam o aparecimento da hipoglicemia. Porém
estudos realizados em grandes séries de transplantes demonstraram que doentes submetidos
ao TOF (sem infusfio alguma de glicose) nfe desenvolveram hipoglicemia durante o
periodo de auséncia do figado. Foi, entfio, advogado o fato de que a maputencic desse
gstado euglicémico fosse decorréncia da carga de glicose contida em produtos derivados do
sangue (plasma humano, albumina e concentrado de hemdcias), infundidos em larga escala
durante 0 afo operatério. No entanto a pequena quantidade de glicose presente nesses
derivados nfo parece ser suficiente para manter estados de normoglicemta por periodos 8o
extensos como duas ou 1rés horas, como pode durar a fase anepatica do TOF (ATCHISON
et al., 1989). Ha evidéncias clinicas de que doentes que ndo receberam hemoderivados
durante a cirurgia também nfio apresentaram hipoghcemia acentuada (FREMANN, J.;
comunicacfio pessoal, Birmingham, UK, 1997).
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A fonte principal de glicose necessdria para a manutengfo da homeostase e
consumo cerebral durante a auséncia do figado deve, portanto, ser de origem enddgena, e

nfio exdgena.

1.3. FONTES DE GLICOSE DURANTE A FASE ANEPATICA DO TOF.

Classicamente, a musculatura tem sido considerada a principal fonte de reserva
energética enddgena apos o figado. Ela pode armazenar glicogénio proveniente da dieta e,
eventualmente, fornecer substratos energéticos intermediarios da glicolise para o figado
através de vias metabolicas bem conhecidas, como o ciclo da alanina (HARRIS, 1997).
Pode também lancar mio de outros substratos energéticos como o lactato e o piruvato. A
capacidade oxidativa muscular parece ser muito mais importante que sua func3o de
armazenador de compostos energéticos. Estudo de KELLEY ef al. (1988), na Universidade
de Pittsburgh, demonstrou que, apéds oferecer glicose (1g/kg) a voluntarios saudaveis, um
tergo dessa glicose fol retirado pelos misculos, um terco foi extraido por orgdos
esplanenicos, & um terco foi oxidado imediatamente. A armazenagem muscular foi de
. apenas 10% da carga total de glicose oferecida, ja que o restante da glicose extraida peio
miscuio foi oxidado. Conclui-se, ento, que a musculatura nfio € o mais importante sitio de

armazenamento de glicose, nem tampouco o principal local de depoésito,

No Brasil, SAAD ef al. (1989) estudaram o destino de 75 g de glicose ingeridos
por voluntdrios normais, durante 3 horas. Do total dessa carga ingerida, 40% foram
processados pela musculatura esquelética e menos de 9 g foram oxidados durante as trés
horas do experimento, chegando a conclusbes semelthantes. Entretanto o misculo nfo libera

glicose para a circulacfo e, assim, nfio € fonte enddgena dessa hexose.

1.4. O PAPEL DO RIM COMO FONTE DE GLICOSE ENDOGENA.

O papel do rim no metabolismo da glicose foi considerado de menor
importanecia sob muitas circunstdncias. A experiéncia clinica demonstra que individuos em
insuficiéncia renal terminal tém tendéncia a desenvolver hipoglicemia (AREM, 1989;
MEYER, DOSTOU, GERICH, 1999). Foi também descriio que ratos diabéticos em
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cetoacidose tem produglio remal de glicose aumentada, em comparagio com animais
normais (LEMIEUX et al, 1982). CAHILL er al. (1966) demonstraram que a liberagiio
renal de glicose no estado pos-absortive da alimentagio ¢ desprezivel, mas, durante o jejum
{4-6h), passa a ter importdncia, contribuindo com até 50% da glicose circulante disponivel
em humanos. Estudos anteriores ja sugeriam que o rim possui capacidade de producfio de
ghicose a partir de aminodcidos e glicerol circulantes (KREBS, HEMS, GASCOYNE,
1963). Anteriormente, estudos similares em cles j4 documentavam a capacidade do rim em
aumentar a liberaglio de glicose em estados de deficiéneia insulinica (COHN &
KOLINSKI, 1948). Ainda assim, ha indicios de que a importdncia do rim no metabolismo
de glicose esteja sendo sub-valorizada (ADROGUE er al., 1990).

Estudos classicos demonstraram que o papel do rim na produgdo de glicose nos
estados pos-absortivos ¢ desprezivel. Esses estudos se utilizaram da técnica do balango
arteriovenoso de ghicose, baseada no principio de diluicdio de Fick (ABER, MORRIS,
HOUSLEY, 1966). No entanto esse método apresenta limitagbes que ainda nfo foram
suficientemente enfatizadas (MARI er af., 1994; STUMVOLL et al., 1995).

Na verdade, existem evidéncias de que os processos de produgio ¢ consumo
intra-renais de glicose tenham lugar em diferentes regifes anatOmicas do orgéo e de que
acontecamn simultancamente {CERSQOSIMO, JUDD, MILES. 1994; CHERRINGTON,
1994; STUMVOLL er al., 1995). Desse modo, os processos tenderiam a se anular, e 08
resultados obtidos com a metodologia do balango total de glicose renal subestimariam a

real importéncia do rim no controle ghicémico.

Evidéncias “in vitro” mdicam que o rim ¢ capaz de produzir ¢ utiizar glicose.
KREBS et al. (1963) j&@ haviam demonstrado que as células do tibulo proximal séo
eficientes em converter precursores de trés carbonos, particidarmente glicerol e ghitamina,
em compostos energéticos e que o néfron distal possui grande capacidade de
descarboxilagio. CERSOSIMO er al. (1994), estudando cdes conscientes, demonstraram
que o halanco final entre producfio e consumo de glicose renal em periodo pos-absortivo
estd proximo de zero, sendo proviavel que a hiperinsulinemia fisiol6gica pode estimular a
captacdo de ghicose. Nesse estudo, o uso de tragadores radioativos de carbono demonstron

que existem, simultancamemte, produgdo e consumo infra-renal de glicose.
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Aproximadamente 30% da glicose produzida ¢ consumida no organismo desses cles
devem-se aos rins. Isso implica um modelo mais complexo de glico-regulagfo ¢ demonstra

que o papel do rim nessa faceta da homeostase vem sendo sub-valorizado.

1.5. 0 RIM E A FASE ANEPATICA DO TOF.

A funclio do rim no metabolismo ghicémico, durante a fase anepética do TOF,
ainda ndo estd elucidada, mas hid evidéncias clinicas de que pacientes portadores de
insuficiéneia renal crdnica apresentam um controle mais dificil dos niveis glicémicos
durante essa fase, inclusive demonstrando eventual hipoglicemia (FREMANN, J;
comunicacio pesscal, Birmingham, UK, 1997). Recente trabalho na hiteratura (JOSEPH ef
al,, 2000} estudou, pela primeira vez, a origem da produgiio de glicose durante as diversas
fases do TOF, através do oferecimento de glicose marcada com deutério radioativo durante
o TOF. Esse trabatho demonstron que havia producio enddgena de glicose, sugerindo ser o

rim o provavel local de origem.

A experiéneia vivida nos transplantes realizados na Umidade de Transplante de
Figado da Unicamp, na Unidad de Trasplantes da Universidade de Barcelona € no Queer
Elizabeth Hospital-Birminghara, Inglaterra demonstraram-nos que os doentes quase nunca
apresentavam hipoglicernia na fase anepatica do TOF e convenceram-nos da necessidade
de estudar as alteragBes metabolicas nesse periodo. Para tal, desenvolvemos um modelo
animal com o objetivo de estudar as alteragBes dos nfveis de glicemia, procurando
determinar, através das dosagens arteriais e venosas, se o rim é um possivel local de
produgdo de glicose. A criagfio desse modelo tem por objetivo mimetizar as condicGes
fisiologicas da fase anepética do TOF, tornando possivel estudar a influéneia do rim no

oferecimento de glicose na presenga e na auséneia do figado.
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Os objetivos deste trabatho sfio:

o Propor modelo experimental em coethos anestesiados submetidos 2
hepatectomia total funcional que permita estudar as alteragSes metabolicas

relacionadas & glicose.

¢ Estudar as glicemias arteriais (aorta) e venosas (veia renal direita) na presenca
¢ na auséneia de figado, procurando detectar se ha liberacdio de glicose pelo

rim na fase anepética.
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3.1. MATERIAL.
3.1.1. Animal de experimentacio.

Foram utilizados 20 coethos domésticos (Oryerolagus cuniculus), variedade
Nova Zelindia, do sexo masculino, ¢com peso variando entre 2600 a 3100g (média de
2950g), provenientes de dois criadores especializados em fornecimente de animais de

experimentacio. A idade dos animais variou entre 4 e 6 meses (média de 5,3 meses).

3.1.2. Local de ambientacdo do trabalho.

Os animais permaneceram no biotério do Micleo de Medicina e Cirurgia
Experimental da Unicamp (climatizado a 24 graus Celsius) por periodo de 2 semanas e
receberam ragiio especifica para coelhos Coelhil M® marca de “Socil Pré-Pecudria” (15%
de proteina bruta) e dgua ad libitum, até o momento da cirurgia. Os procedimentos
cirirgicos aconteceram no Laboratério de Travsplante Experimental da Disciplina de
Moléstias do Aparelho Digestivo, no Nicleo de Medicina ¢ Cirurgia Experimental da
Unicarap, durante o periodo da manhfi, com a participacio da equipe de biblogos do
Laboratério.

3.2. METODOS.
3.2.1. Divisiio dos grupes.
Qs animais foram divididos em dois grupos, a saber:

Grupo 1: Consta de cinco animais que rveceberam infusio comtinua de

noradrepalina (NAdr) e tiveram seus figados intactos durante todo procedimento.

Grapo 2: Consta de quinze animais que também receberam NAdr, mas foram
submetidos a hepatectomia total funcional.

Antes de cada experimento, cada animal foi submetido a sorteio do tipo “cara

ou coroa” para que a inclusdo nos grupos fosse aleatoria,
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3.2.2. Procedimento cirdrgico padrio comum aos dois grupos.

Todos os animais foram submetidos & atropinizacfio previamente & anestesia
geral. Receberam 0,025 mg/kg de sulfato de atropina, via intramuscular, 15 minutos antes
da indugfio anestésica. Foram devidamente pesados e catalogados em fichdrio proprio
(anexo 1). A indugfio anestésica den-se por meio de injegfio intramuscular de 50 mg de
Zoletil 50%(cloridrato de tiletamina ¢ zolazepan - Virbac laboratérios, marca de Laboratoire
Virbac- France ).

Os animais foram submetidos & raspagem de pelos da orelha direita, esquerda,
da regiio do pescogo (face ventral) e do abdome com tosquiadeira elétrica Sunbeam®, Foi
cateterizada a veia marginal de cada orelha com dispositivo para infusdio butterfly, calibre
23 (Abbott® Laboratdrios do Brasil LTDA). Apos a vendelise, os animais receberam, por
via endovenosa, 50mg de Zoletil 50° (tiletamina — zolazepan), foram colocados em
dectibito dorsal horizontal e fixados 4 bancada de experimentagio. Apds isso, os animais
receberam 3 mi de anestésico local (cloridrato de lidocaina a 1% sem vasoconstritor -
Laboratério Cristalia) injetados no plano hipodérmico na regido do pescogo para anestesia
local profunda necessdria para realizagdio de traqueostomia cirtrgica. A seguir, procedeu-se
a incisio mediana da regifio do pescogo, interessando os planos cutdneo e subcutineo, a fim
de dissecar-se a traquéia para entubagfio. Apds o reparo da traquéia com fio de algoddo 0,
procedeu-se & curarizagfio através de injego de brometo de pancurdnio (Pavalon®-2mg/mi-
Laboratérios Cristalia) na dose de 0,1 mg/kg. Imediatamente apés, realizou-se a abertura da
traquéia por incisdo longitudinal de 0,5 cm de comprimento para canulagfo traqueal,
utilizando-se tubo para entubagdo orotraqueal infantil, sem balfo de oclusdo, calibre 3. A
canula foi conectada a um ciclador modelo Takaoka® na freqiiéncia de 60 movimentos por
minuto, sendo alimentado por fonte de oxigénio puro. Em seguida, os animais receberam
umza terceira dose (50 mg) endovenosa de anestésico (Zoletil®) para a obtencio de plano
anestésico profundo. Apds trinta minutos do inicio do procedimento, os animais receberam

dose adicional endovenosa de mais 50 mg de Zoletil® .
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Os animais receberam fluido cristaléide pela venoclise (solugsio fisiolégica de
cloreto de sédio 2 0,9%) através de bomba de infusfio, na velocidade inicial de 15
ml/kg/hora, para a manutengao de volemia adequada. A partir do momento da curarizagfio,
08 animals passaram a receber solucfo de Noradrenaling (NAdr) por bomba de infusio na
taxa de 0,03 pg/kg/min.

Iniciou-se o procedimento por laparotomia mediana ampla, interessando desde
o processo xifdide até a regifio da sinfise pibica, o que permitiu uma boa exposicio da
cavidade peritoneal. Realizou-se o inventdrio completo da cavidade, objetivando excluir
animais que, eventualmente, apresentassemn tumoragdes intracavitarias ou figado de aspecto
cirrdtico. Um animal fol excluido do estudo por apresentar nodulagBes no figado que

lembravam o aspecto de cirrose micronodular,

A seguir, procedeu-se & exposicio ¢ ligadura das artérias e veias ilfacas. Fssa
ligadura demonstrou ser necessdria para que a influéneia metabolica da massa muscular (no
coelho, grandemente concentrada nos misculos guadriceps) fosse excluida. Tal manobra
também demonstrou ser 4til na manutengdio dos niveis presséricos. O proximo passo
constituiu-se na exposicio ampla da aorta abaixo da emergéneia das artérias renais e da
veia cava inferior em sua porgiio infra-hepatica. Foi também dissecada a vela renal direita
mobilizado o rim direito através da seccfio dos ligamentos retroperitoniais. Foi entdo
cateterizada a aorta em sua porgdo infra-renal com catéter de pldstico, calibre 4 (sonda
urefral}, de maneira que a extremidade deste estivesse localizada ao nivel da emergéneia
das artérias renais. Foi acoplado a esse catéter um sistema de aferigio da pressiio arterial
média (PAM), através de mandmetro anerdide usado em esfigmomandmetros comuns, ¢
que permitin monitorizar a PAM de maneira continua duwrante todo o procedimento, O
manbmetro foi fixado a um suporte vertical ao mesmo nivel do étrio do animal. A veia cava
inferior foi cateterizada com sonda do tipo verocath (VENISYSTEM®-USA), calibre 14
(Intracath® infantil), de maneira que sua extremidade se situasse no interior da veia renal
direita. Para que esse objetivo fosse atingido, foi necessario aquecer o catéter para conferir

uma suave curvatura a extremidade do mesmo.
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Foi realizado controle do débito urindrio dos animais por cateterizagiio uretral

para certificar que a filtraglio renal estivesse presente todo o tempo do experimento.

Desse modo, obtivemos um meodelo de um animal atropinizado, profundamente
anestesiado, inconsciente, oxigenado ¢ monitorizade quanto & pressfo arterial média, com

catéteres localizados na emergéncia das artérias renais € no interior da veia renal direita.

Para cada animal, foi confeccionada uma ficha de controle de experimento que
esta demonstrada no anexo 1.

Apo6s a colheita do material necessdrio, os animais foram sacrificados por

asfixia, através da desconexdo do sistema de suporte ventilatorio.

3.2.3, Intervengio realizada nos animais do grupo 1,

Os animais do grupo 1 nfo foram submetidos & hepatectomia total fimcional.
Esses animais, j& anestesiados e recebendo NAdr na taxa de infusfio de 0,03pg/mb/min,
foram submetidos a uma primeira colheita sangiiinea dos catéteres localizados na aorta ¢ no
mterior da veia renal direita para dosagem de glicemia.. Cinco minutos depois, ocorreu
nova colheita e, apds mais cinco minutos, nova colheita. Apds essa terceira colheita, a taxa
de infusdio de NAdr foi elevada para 0,10pg/ml/min e esse momento foi designado como
“tempo zero”. Cinco minutos mais tarde, foram colhidas novas amostras. Assim, procedeu-
se a colheitas de novas amostras, 10, 15, 25, 35, 45 ¢ 55 minutos apds o tempo zero,

segundo o esquema disposto no anexo 2.

3.2.4. Intervencio realizada nos animais do grupo 2.

Os animais do grupo 2 foram anestesiados da mesma maneira e receberam a
mesma droga vasoativa (NAdr) nas mesmas doses que os animais do grupo 1. As colheitas
de sangue da aorta e veia renal direita para dosagem de glicemia foram realizadas também
de maneira idéntica, conforme o esquema demonstrado no anexo 3, porémi, no iempo

definido como zero, eles foram submetidos 4 hepatectomia total funcional.
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Para g realizacdo da hepatectomia total funcional, foi isolado o ligamento
hepatoduodenal com fio de algodiio preto trancado, calibre zero, através do forame de
Winslow, realizando-se a cldssica manobra de Pringle (isolamento do pediculo hepético,
mteresssando veia porta, artéria hepdtica e, por conseqiidneia, o ducto biliar comum. No
tempo adequado (tempo 0), os animais foram submetidos & ligadura em bloco dos
elementos do ligamento hepatoduodenal (artéria hepatica, veia porta e colédoco), o que
propotcionou completa isquemia do parénquima hepético. Foi tomado cuidado para que, no
momento da ligadura, nfio ocorresse isquemia inadvertida da regifio mesentérica. As veias
supra-hepaticas e a vela cava inferior em sua porgfio infra-hepatica ndo foram abordadas. A
isquemia arterial e venosa do parénquima hepatico fol avaliada em todos os animais através
de uma incisdo de (,5 cm de extensdo, feita & tesoura em cada um dos lobos hepéticos, de

onde nfio ocorreu sangramento algum,

3.2.58. Tratamento das amostras.

Cada amostra (arterial e venosa) constituiv-se de 350 pl de sangue total,
coletados em seringa descartdvel de 1ml de capacidade, previamente lavado com solucdo
de heparina. A heparina utilizada foi sédica comercial 5000UI/ml (Laboratério Cristalia)
dihsida em 4gua destilada na proporciio de 1:4, sendo que a soluglo continha 1000 Ul/ml
As seringas foram lavadas com essa solucfio, ¢ foi retirado o excesso. Tecnicamente, essa
preparagiio permite que fique nma pequena quantidade da solugfio 1:1000 de heparina nas
paredes da seringa, o que ¢ suficiente para estabilizar até 2 ml de sangue total. As seringas
contendo as amostras de sangue foram identificadas uma a uma e lacradas hermeticamente
com dispositivos do tipo cone luer (Combi-red® -Braun Laboratories), evitando-se a
presenca de bolhas. A seguir, foram acondicionadas individualmente em sacos plasticos,
depositadas em recipiente de isopor resfriado a 4 graus centigrados. Para nfio ocorrer
contato entre as seringas ¢ gelo, o recipiente de isopor foi resfriado, usando-se pequenas
bolsas de gelo artificial (Supergelo-Alladin®), que foram isoladas com papel toalha
absorvente. A temperatura foi monitorizada continuamente e mantida ao redor de 4 graus

centigrados. As amostras foram analisadas quanto ao comtetdo de glicose pelo sistema
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eletrdnico ABL® SYSTEM 625/620 (Radiometer Copenhagen Co.) no Laboratdrio de
Patologia Clinica do Hospital das Clinicas da Unicamp. As dosagens de glicose foram
expressas em mg/dlL

3.2.6. Método estatistico.

O grupo 2 foi constituido de 15 animais que sofreram hepatectomia total sob
estimulo de NAdr. Cada animal foi comparado a ele mesmo, em dois momentos distintos:
antes e apds a retirada do figado. A pecessidade de receber NAdr durante todo o
procedimento constituiu-se numa saida técnica para a manutenciio da PAM. No entanto a
infludncia dessa substincia poderia ser responsavel pelas alteragdes observadas apos a
hepatectomia. Por isso foi eriado o grupo 1, com 5 animais que somente receberam NAdr e
permaneceram com seus figados intactos. A criagBo do grupo 1 permitiu estudar a
influéneia isolada da NAdr nos animais, para que os resultados do grupo 2 nfio fossem mal

mterpretados.

A observaciio dos graficos dos valores das ghicerruas arteriais {aorta) e venosas
{veia renal) nos dois grupos demonstrou obedecer a uma distribuicfio ndio coincidente com a
curva normal (Gauss). Por conseguinte foram utilizados métodos estatisticos ndo

paramétricos.

Para avaliar as glicemias da aorta e da veia renal direita em ambos os grupos,
em relagiio is possiveis diferengas entre os tempos, foi nsado o teste no-paramétrico para
*k* amostras ndo—independentes de Friedman (SIEGEL, 1975).

Para avaliar as possiveis diferengas quanto a glicemia arterial e venosa em
ambos 0s grupos, em cada tempo especifico, foi usado o teste nfo-paramétrico para duas
amostras ndo-independentes de Wilcoxon (SIEGEL, 1973).

Para avaliar as possiveis diferencas das glicemias arteriais e venosas entre os
dois grupos, foi utilizado o teste para duas amostras independentes de Mann-Whitney
(SIEGEL, 1975).

Material e Métodos
44



Nas comparagBes entre os valores das glicemias arteriais ¢ venosas em ambos
os grupos (teste de Mann-Whitney), o tempo inicial (t = -15) foi representado por seu valor
absoluto. Nos demais tempos, a comparagio entre os grupos foi realizada utilizando-se a
varidvel definida como sendo o percentual de resposta do tempo estudade em relagio ao
valor absoluto do tempo inicial (t=-15). Essa varidvel foi denominada delta percentual ¢
definida assinn:

delta% = [(glicemia t-15 ~ glicemia t estudado)/glicemia t-15] x 160.

O nivel de rejeiciio para a hipdtese de nulidade (p) foi fixado em um valor igual
a 0,05 ou menor que ele. Quando a estatistica calenlada apresentou significincia, foi usado

um asterisco (*) para caracterizd-la. Caso contririo, foi utilizada a sigla N.5. (nfo

significativo}.

As médias foram calculadas e apresentadas apenas a titulo de ilustragfo e, como

as distribuicdes ndo obedecem ao padriio normal, nio foram caleulados os desvios-padrao.
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Os dados obtidos a partir das dosagens das glicemias arteriais ¢ venosas nos
dois grupos de animais, colhidas nos tempos ji especificados, serdo demonstradas em
tabelas e graficos.

4.1. GRUPO L.

A tabela 1 representa as médias dos valores de glicerna, obtidas em amostras
colhidas da aorta dos animais do grupo que sofreu influéneia de NAdr e nfio foi submetido
4 hepatectomia total fumcional (grupo 1). Esses dados foram retirados do amexo 4. A
primeira coluna representa o passar do tempo, medido em minutos em relaciio a um tempo
definido como “zero”, guando foi elevada a taxa de infusiio de NAdr. Portanto, aos tempos
anteriores 2 elevagio da taxa de infusdo de NAdr foram atribuidos valores negativos, ¢ aos

posteriores a esta, valores positivos.

Nota-se, na tabela 1, que existe uma hiperglicemia inicial que tende 2 se elevar

com ¢ passar do tenpo.

A tabela 2 representa as médias dos valores de glicemia, obtidas em amostras
cothidas da veia renal direita dos animais do grupo que sofreu influéncia de NAdr ¢ nfio foi
submetido & hepatectoniia total funcional (grupo 1). Esses dados foram obtidos a partir das
dosagens de glicemia presentes no anexo 5. Como na tabela anterior, a primeira coluna
representa o passar do tempo, medido em rminutos em relacfio a um tempo definido como
“zero”, quando foi realizada a elevagio da taxa de infusfo de NAdr. Também se nota, na
tabela 2, que existe uma hiperglicemia inicial que tende a se elevar com o passar do tempo,

embora essa elevacio nfio seja tAo acentuada.

O gréafico de nimero 1 representa visualmente o que foi observado nos animais
do grupo 1 e se origina dos dados das tabelas 1 e 2. O eixo horizontal representa 08
diferentes tempos quando foram colhidas amostras de sangue. O gixo vertical contém o8
valores de glicemia em mg%. A curva vermetha representa o comportamento das glicernias
arteriais ao longo do tempe. A curva verde representa as glicemias venosas, & 0 tempo
“rere® marca o momento do asumento da taxa de infusio de NAdr. A observagdo do
comportamento das curvas nesse grafico demonstra a elevagiio das glicemias arteriais e
venosas descrita anteriormente nas tabelas 1 e 2.

Resultados
49



Os comportamentos das curvas de glicemia arterial € venosa do grafico 1 foram
estudados estatisticamente pelo teste de Friedman, que analisa o comportamento das curvas
a0 longo do tempo.

A tabela 3 traz os qui-quadrados das glicemias arteriais e venosas dos animais
do grupo 1, calculados pelo teste de Friedman. Esse teste, quando aplicado a tabela 1 {curva
das glicemias arteriais), resulta no valor 9,808 e, quando aplicado 2 tabela 2 {curva das
glicemias venosas), resulta em 7,865. Ambos os valores nfio sfo estatisticamente
significativos. Isso demonstra que a elevagiio dos valores de glicernias arteriais ¢ venosas
nos animais do grupo 1 (observada nas curvas do gréfico 1) nfio é estatisticamente real,

representando apenas uma tendéneia.

Os valores das glicemias arterias e venosas do grifico 1 também foram
comparados entre si, em cada tempo especifico, pelo teste de Wilcoxon, como demonstrado
na tabela 4. Em apenas trés tempos, a diferenca calculada (z. calc) entre os valores de
ghicemia arterial e venosa foi significativa. Por conseguinte, em 7 tempos, a diferenca entre
os valores de glicemia arterial e venosa nfio existiu. Isso demonstra gue ndo € possivel
identificar um comportamento definido das curvas de glicemia arterial e venosa nos

animats desse grupo.

Tabela 1: Médias das glicemias arteriais dos animais sob infusio de NAdr (grupo 1).

tempos { em minutos) médias das glicemias (em mg%)
-1% 375
-10 422
-5 410
5 436
10 432
15 463
25 480
35 468
45 448
55 476

Obs: O tempo “zero™ egiiivale a0 momento da elevacdo da taxa de infusio de NAdr.

Resultados
56



Tabela 2: Médias das glicemias venosas dos animais sob infusfo de NAdr (grupo 1).

tenipos { em mingtos) médiag (em mg%)
-15 388
-10 382
-5 411
5 446
10 436
15 462
25 445
35 457
45 444
53 442

Obs: O tempo “zero™ eqiiivale ao momento da elevaclo da taxa de infusdo de NAdr.
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Grafico 1: Curvas das glicemias arteriais e venosas dos animais que receberam NAdr ¢ ndo

foram submetidos a hepatectomia total funcional (grupe 1).
Obs.;: O tempo zero eglitvale ao momento da elevacgio da taxa de infusfio de NAdr.
Obs.: Circulos ¢ linha vermelha:- curva das glicemias arteriais (aorta).

Quadrados e linha verde:- curva das glicemias venosas (veia renal direita).
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Tabela 3: Qui-quadrados calculados (x* calc) dos valores das glicemnias arteriais e venosas
dos animais do grupo 1, calculados pelo teste de Friedman.

gropo 1 Y eale significincia
glicemia arterial 9,808 N.&.
glicemia venosa 7,865 NS,

Tabela 4: Diferencas calculadas (z. calc} entre os valores das glicemias arteriais e venosas
em cada tempo dos animais do grupo 1, calculadas pelo teste de Wilcoxon

tempos 7. cale significincia

-15 0,674 N.S.
-10 -2,023* Sim
-5 ~0,135 N.S.
5 0,405 NS
10 0,405 N.&.
15 -0,405 N.S.
25 2,023* Sim
35 0,944 N5
43 -0,133 N.S.
35 -2,023* Sim

4.2. GRUPO 2.

A tabela 5 representa as médias dos valores de glicemia obtidas em amostras
colhidas da aorta dos animais que sofreram influéncia de WAdr e tiveram seus figados
retirados (grupo 2). Tais dados foram retirados do anexo 6. A primeira coluna representa o
passar do tempo em minutos, em relagdo a um tempo definido como "zero", quando foi

realizada a hepatectomia e elevacio da taxa de infusfio de NAdr. Como no grupo anterior,
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aos tempos anteriores ao tempo "zero”" foram atribuidos valores negativos, ¢ ao0s

posteriores, valores positivos.

Nota-se na tabela 5 que, desde o inicio do procedimento, existe hiperglicemia

arterial que decai ao longo do tempo, principalmente ap0s a hepatectomia.

A tabela 6 representa as médias dos valores das glicemias obtidas em amostras
retiradas da veia renal direita dos animais do grupo que sofreu influéncia de NAdr e foi
também submetido & hepatectomia (grupo 2). Tais dados foram obtidos a partir dos valores
das glicemias contidos no anexo 7. Como na tabela anterior, o tempo "zero" representa o
momento da hepatectomia e da elevacfio da taxa de infusio de NAdr. Também s¢ nota,
nessa tabela, hiperglicemia ja no inicio do procedimento seguida de queda progressiva dos

valores glicémicos. No entanto essa queda nfio € to acentuada como na tabela anterior.

O grafico 2 representa visualmente o que foi observado nas tabelas 5 ¢ 6. O
eixo horizontal contém os diferentes tempos quando foram colhidas as amostras de sangue.
O eixo vertical é o eixo dos valores das glicemias arteriais e venosas em mg%. A curva
vermetha representa o comportamento das dosagens das glicemias arteriais (aorta) ao longo
do tempo. A curva verde, por sua vez, representa o comportarnento das glicemias venosas
(veia renal direita) ao longo do tempo. As quedas dos valores glicémicos verificadas nas
tabelas 3 e 6 s3o mais bem observadas nesse grafico. E possivel notar também que a queda
dos valores das glicemias venosas nfio é tio acentuada. Os valores das glicemias arteriais
nos tempos negativos (coletas que antecederam a hepatectornia) sdo maiores que o0s
venosos cothidos nos mesmos tempos. Entretanto, apés a hepatectomia (tempos positivos),
os valores das glicemias venosas decaem menos que os das arteriais, configurando uma

inversic das curvas.

O comportamento das curvas do grafico 2 foi estudado estatisticamente pelo
teste de Friedman. Este teste avalia o comportamento dos valores de glicemia arterial e
venosa ao longo do tempo. O valor do qui-quadrado calcnlado, pelo teste de Friedman, dos
dados originarios da tabela 3 (curva das glicemias arteriais) foi de 114,529, valor

estatisticamente significativo.
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Quando aplicado a tabela 6 (curva das glicemias venosas), o qui-quadrado
calculado resulta no valor de 83,948, mimero também estatisticamente significativo. Ambos
os resultados demonstram que as quedas das curvas glicemias arteriais venosas dos animais
do grupo 2 (visfveis no gréﬁco 2) so estatisticamente reais e nfio significam apenas uma

tendéneia,

Os valores das glicemias arteriais e venosas do grafico 2 também foram
submetidos ao teste de Wilcoxon, como demonstrado na tabela 8. Esse teste compara os
valores de glicernia arterial e venosa em cada tempo ¢ calcula sua diferenca, com o objetivo
de averiguar se esses pontos realmente sio diferentes entre si. Em todos os tempos
estudados, com excegdo do tempo t=5 min, a diferenca calculada (z. cale) foi
estatisticamente significativa. O tempo t=5 min. € préximo do ponto de inflexfio das curvas,
portanto € compreensivel que a diferenca entre o valor de glicemia arterial e venosa nio
seja estatisticamente significativa apenas nesse tempo. Portanto, as glicemias arteriais nos
tempos negativos realmente sfo maiores que as venosas, € a inversio das curvas que se

observa apds a hepatectomia € real.

Tabela 5: Médias das glicemias arteriais dos animais submetidos & hepatectomia total e 4
infuso de NAdr (grupo 2).

tempos { em minutos} médias das glicemias {em mg%)

-13 285
-10 295
-3 319

5 255
10 222
15 200
25 173
35 156
45 141
55 133

Obs: O tempo “zero” eqliivale a0 momento da hepatectomia ¢ da elevagfic da taxa de
infusde de NAdr.
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Tabela 6: Médias das glicemias venosas dos animais submetidos & hepatectomia total e 2
infusdo de NAdr (grupo 2).

tempos { em minutos) médias das glicemias (em mg%)

-15 266
-10 266
-5 295
5 242
10 239
15 222
25 205
35 177
45 159
55 142

Obs: O tempo “zero” eqiiivale a0 momento da hepatectomia e da elevagfio da taxa de
infusdo de NAdr.
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Grafico 2: Curvas das glicemias arteriais ¢ venosas dos animais que receberam NAdr e

foram submetidos 4 hepatectomia total funcional (grupo 2).

Obs.: O tempo zero eqliivale ao momento da hepatectomia e da elevagdo da taxa de

infusio de NAdr.

Obs.,: Circulos ¢ linha vermelha:- curva das glicemias arteriais (aorta).

Quadrados e linha verde:- curva das glicemias venosas (veia renal direita).
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Tabela 7: Qui-quadrados calculados (x* calc) dos valores das glicemias arteriais e venosas

dos animais do grupo 2, calculados pelo teste de Friedman.

grupe 1 x" cale significincia
glicemia arterial 114,529% Sim
glicemia venosa §3,048* Sim

Tabela 8: Diferencas calculadas (z. cale) entre os valores das glicemias arteriais e venosas

em cada tempo dos animais do grupo 2, caleuladas pelo teste de Wilcoxon

empos . cale significincia

~13 -3,108* Sim
-10 -2,982* Sim
-5 -2,161* Sim
5 -1,423 N.S.
10 -2,386* Sim.
5 -3,268* Sim
25 -3.480* Sim
33 -3,238* Sim
45 -3,26% Sim
55 -3,239% Sim

4.3. COMPARANDO OS DOIS GRUPOS.

O teste estatistico de Mann-Whitney foi utilizado para comparar a populaclo de
animais do grupo 1 com os do grupo 2, nos tempos determinados. No tempo micial t=-13
min., sfo comparados os valores das glicemias arteriais ¢ venosas entre os dois grupos. Nos
demais tempos, sdo comparados os percentuais de resposta do tempo estudado em relagdo

a0 tempo inicial t=-15 (delta%), grandeza ja previamente definida.
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A tabela 9 apresenta as diferengas percentuais (delta%) entre os valores de
glicemia arterial em cada tempo especifico, comparando-se o grupo 1 com o grupo 2, com
seus respectivos niveis de significlncia estatistica. Esses dados foram extraidos dos anexos.
4 ¢ 6. A observagio dessa tabela revela que, nos tempos anteriores & hepatectomia, nfio
existe diferenca estatistica entre os valores de glicemia arterial entre os dois grupos. Isso
significa que as duas populagSes sfio semelhantes nesse perfodo. Apds a hepatectomia, a
diferenga torna-se significativa em seis dos scte tempos estudados, pois os animais do
grupo 2 apresentaram queda acentuada dos valores de glicemia arterial, ao contrario do
grupo 1. Isso se deve ao fatc de os animais do grupo 2 estarem sem figado nos tempos

positivos, ao contrdrio dos anirmais do grupo 1.

A tabela 10, 2 semelhanca da tabels 9, traz as comparagBes entre os delta %
venosos entre os dois grupos. Em dois dos trés tempos negativos estudados, a diferenca
entre os delta% nfio foi significativa. Isso demonstra que as duas populacGes também sdo
semeihantes em relaclo a esse pardmetro (delta %). Nos tempos positives, houve diferenga
significativa em cinco dos sete tempos estudados. Esse fato relaciona-se com a
hepatectomia realizada no grupo 2 e, em parte, pode ser explicado pela liberaciio de glicose

pela veia renal presente nos animais do grupo 2 e ausents nos animais do grupo 1.

Tabela 9: Diferencas entre as variagdes percentuais (delta %) dos valores das glicemias

arteriais do grupo 1 e do grupo 2, calculadas pelo teste de Mann-Whitney.

tempos variacio percentfunal significincia
-15 -1,528 M.S.
-10 -0,655 N.S.
-3 0,480 NS
5 -2,052% Sim
10 -1,615 NS,
15 -2,751% Sim
25 2.925% Sim
35 -2,925% Sim
45 -2.937* Sim
55 -2,924% Sim
Resultados _
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Tabela 10: Diferencas entre as variagdes percentuais (delta %) dos valores das glicemias
venosas do grupo 1 e do grupo 2, caleuladas pelo teste de Mann-Whitney

tempos variacio percentual significAncia
-15 -2,184* Sim
-10 -0,306 N.S.
-3 -0,393 N.S.
3 -2,052% Sim
10 ~1,528 N.B.
15 ~2,139* Sim
25 1,615 NS,
35 -2,313% Sim
45 ~2,226* Sim
55 -2,313* Sim
Resultados
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5.1. ESCOLHA DO COELHO COMO ANIMAL DE EXPERIMENTACAO.

A escolha do coelho como animal de experimentacio decorre de caracteristicas
merentes 4 espécie. Ainda que o coetho doméstico (Oryctolagus cuniculus) seja parecido a
um roedor, estudos de seqiienciamento génico demonstram que, provavelmente, ele € mais
proximo dos primatas que dos roedores (SUCKOW & DOUGLAS, 1997). A variedade
albina New Zealand é a mais comumente usada em pesquisa experimental, embora existam
outras ufilizdveis. Sdo animais de comportamento timido e nfio-agressivo, ¢ apresentam
docilidade em sua lida. As veias marginais da oretha sdo ficeis de puncionar, e o didmetro
de vasos como a aorta ¢ veia cava inferior permitem uma boa dissecglio e cateterizagdo.
Existe ainda algum preconceito quanto ao uso desse animal em laboratério, principalmente
devido a dificuldades anestésicas encontradas no passado. Isso se deve ao fato de que
muitos animais vinham de biotérios nfio controlados e possuiam parasitas pulmonares ¢
intestinais. Atualmente, os coeclhos sfo animais muito uwtilizados na pesquisa de novas
drogas, inclusive anestésicas (LIPMANN, MARINI, FLECKNELL, 1997). Apds anos de
utilizagio em laboratdrio, foi possivel estabelecer pardmetros de normalidade da glicemia
sérica em coethos normais em jejum, que variam de 74 a 148 mg%, segundo a maioria dos
autores (SUCKOW & DOUGLAS, 1997; BURNS & DeL ANNOY, 1966).

5.2. EXPERIMENTOS-PILOTO.

Os experimentos-piloto (8 animais) que foram realizados a fim de se obter uma
correta técnica anestésico-cirlirgica demonstraram gue, apéds a hepatectomia total funcional,
todos os coethos apresentaram profinda hipotensiio e mé-perfusio orgnica. Na tentativa de
controlar a hipotensdo, foi adaptado um sistema de infusfo controlada (bomba de infusfio
eletronica) de solug@o salina fisioldgica (NaCl 0,9%) e realizada a ligadura em bloco das
artérias e vetas ilfacas amntes da realizagfio da hepatectomia. No entamto essa hipotensfio
grave ndo pdde ser revertida apenas com esses artificios, sendo necessdria a administracio
de noradrenalina (NAdr) em bomba de infusfo continua para que o quadro se revertesse.
Na pratica clinica, ¢ comum que seja necessdrio administrar NAdr na fase anepatica do

transplante em humanos, com o mesmo objetivo.
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Ficou, entfio, evidente que seria necessirio admintstrar NAdr aos animais que
fossem submetidos 4 hepatectomia para que mantivessem uma boa perfusfio esplincnica.
No entanto, se inicidssemos a infusio de NAdr logo apds a hepatectomia, as alteragBes das
curvas ghicémicas detectadas apOs a hepatectomia poderiam ser decorrentes apenas da
utilizac#io dessa droga. Para evitar essa distorc¢do, foi iniciada a infusfio continua de NAdr a
partir da abertura de parede, para que o animal estivesse recebendo essa droga vasoativa
tanto na fase hepética como na fase anepética do experimento. Esse grupo, submetido &
hepatectomia e tendo recebido NAdr desde o micio, foi chamado de grupo 1.

A taxa de infusfio de NAdr no inicio do procedimento foi de 0,03pg/kg/min. e,
apbs a hepatectomia, foi elevada para 0,10ug/kg/min. Essas taxas foram as minimas
suficientes para que todos os animais mantivessem pressfio arterial média (PAM) adequada
de, no minimo, 50 romHg, nivel considerado aceitdvel para uma boa perfusfo remal. A
perfusfio renal também foi avaliada pela presenca de diurese continua, verificada através de

cateterizaciio vesical durante todo o procedimento em ambos 0s grupos.

5.3. CRIACAO DOS GRUPOS.

J& gue a infusdo continua de NAdr seria inevitavel, foi entfio necessario criar
umn segundo grupo de animais exatamente igual ao primeiro, recebendo NAdr nas mesmas
taxas, mas com uma Gnica diferenga: nfo foi realizada a hepatectomia total funcional. Esse
grupo serviu de parfmetro para que se pudesse estudar a aclo isolada da infusfio continua
de NAdr nas curvas de glicemia arterial e venoss, e foi chamado de grupo 2.

Nos dois grupos de animais, observa-se uma hiperglicemia acentuada nas
dosagens arterials ¢ venosas desde o inicio do experimento. Isso pode ser explicado por
alguns fatos. Primeiramente, os animais vinham sendo alimentados por toda a noite
anterior, com ragio balanceada ad libitum. Foi uma estratégia proposital, porque o objetivo
era de se estudar a capacidade de reserva energética remal apds a hepatectomia e, s¢ 08
amimais estivessem em jejum prolongado, essa reserva poderia estar diminuida ou ausente.

Em segundo lugar, os coelhos sfo animais muito susceptiveis as descargas de
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catecolaminas liberadas em atividades de contengfio e pungfio venosa, apesar de terem
recebido dose de pré-medicagiio anestésica (Zoletil®) e terem sido manipulados pela mesma
pessoa em ambiente quicto ¢ com ténue iluminagio. Foi também evitada a presenca de
outros animais no laboratoro, pois coelhos tém olfato muito agucado e se agitam
facilmente. Tais descargas podem ter efeito hiperglicemiante em animais plenamente
alimentados e poderiam contribuir para a elevada dosagem de glicose encontrada no inicio

do experimento nos animais de ambos 0s grupos.

5.4. ANIMAIS DO GRUPQ 1.

As curvas de glicemia arterial e venosa dos animais do grupo que ndo foi
submetido & hepatectomia (grupo 1) nfio diminuem ao longo do tempo, pelo contréario,
tendem 2 subir ligeiramente. Isso pode ser explicado pelo fato de que esse grupo de animais

permanece com o figado e sob efeito hiperglicemiante da NAdr. A noradrenalina (NAdr)
atua significativamente no metabolismo energético glicémico (STOELTING, 1987). Como
4 & conhecido, a NAdr fem acfio no metabolismo de carboidratos, porque estimula os
receptores f em figado ¢ pancreas, reduz a secregdo de msulina e eleva a glicemia sérica
através da mobilizaglio das reservas energéticas  hepdticas (STOELTING, 1987;
STUMVOLL ef al,, 1995; HARRIS, 1997). Heses fatos explicam o comportamento das
curvas das glicemias arteriais ¢ venosas dos animais do grupo 1. Elas, aparentemenie,
tendem a subir, fato provavelmente decorrente da elevacio da taxa de infusio de NAdr. Os
testes estatisticos aplicados ao grifico das glicemias destes animais (grafico 1), demonstram
dois fatos importantes. Em primeiro lugar, as curvas de glicemia arterial ¢ venosa nilo
apresentam comportamento definido a0 longo do tempo. A tendéncia 2 subida, detectada
visnalmente no grafico, ndo ¢ estatisticamente significativa (teste de Friedmann). Em
segundo lugar, ndo existe diferenca significativa entre as dosagens de glicemia arterial e
venosa na maioria dos tempos (teste de Wilcoxon). Nio existe, portanto, nenhum padréo de

comportamento estatistico definido de inversio das curvas de glicemia arterial ¢ venosa a0

longo do experimento nos animais desse grupo.
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desempenhar papel estimulatorio na neoglicogénese (HARRIS, 1997; SCHOOLWERTH,

SMITH, CULPEPPER, 1988). Os efeitos regulatérios do equilibrio 4cido-bdsico no

processo de neoglicogénese renal sfo bastante conhecidos. Apesar de o pH ser uma
mfluéneia constante no metabolismo glicémico, ele age de maneira distinta no figado e nos
rins. No rim, a acidose metabolica leva a um aumento da capacidade neoglicogénica,
enquanto no figado, essa capacidade estd inalterada ou dimimuida. A queda abrupta do pH
leva 2 um aumento do fluxo de glutamina na via mitocondrial da neoglicogénese através da
mudanca dos gradientes de concentracio de bicarbonato, dcidos dicarboxilicos, através da
membrana mitocondrial (NISSIM, NISSIM, YUKDOFF, 1891). Por outro lado, o efeito do
PH leva 2 um aumento da capacidade catalitica da PEPCK ¢ das glutaminases
mitocondriais. Esses efeitos aumentam a capacidade tubular de producdo de amdnia e
glicose. Esta é uma propriedade tinica da neoglicogénese reral e explica a capacidade que o
rim possui de auvmentar a produgdo ¢ excregio de aménia em vérios tipos de acidose, como
Jejum prolongado, fadiga muscular e msuficiéncia hepatica (LEMIEUX ez al, 1982). Esse
mecanismo relacionado 4 acidose, provavelmente, estd envolvido na situac@io dos animais
do grupo 2 apds a hepatectomia.

Mais recentemente, o advento de técnicas de biologia molecular pernuitiu que se
estudasse a atividade do gene que codifica a produciio de PEPCK (O’BRIEN er al, 1995) e,
como conseqliéncia, descobriv-se que o decréscimo do pH apresenta uma influéneia
estinuladora nessa via de sintese protéica (SCHOOLWERTH er al., 1994). Esses
mecanismos, deseritos na literatura, podem explicar a liberagiio de glicose pela veia renal

apos a hepatectomia nos animais deste experimento,

Uma outra consideragic deve ser feita. A distribuicio da  enzima
fosfoenolpiruvatg carboxiquinase (PEPCK), que € um dos principais passos regulatérios da
neoglicogénese renal, é varidvel nas diferentes espécies animais (MONTEIL, FILLASTRE,
MORIN, 1995). Carnivoros e aves de rapina possuem maior capacidade neoghicogénica que
herbivoros, talvez pelo fato de que aqueles sfo obrigados a passar por periodos longos de
jejum, enquanto estes tém alimento disponfvel na natureza. Aves carnivoras como o urubu
tém maior capacidade de se manter euglicémicas apds jejum prolongado que aves
graniferas como o pombo (LINDER, 1971; FOSS, 1978). O mesmo acontece com os gatos.
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Isso poderia ser explicado por diferencas de habitos alimentares, por variacdo entre as
especies ou pela distribuicBo das enzimas neoglicogénicas nos diversos compartimentos
intracelulares. Por isso € possivel que a capacidade enzimatica ghicogenética renal nos
coelhos (animal exclusivamente herbivoro) nfio seja extremamente desenvolvida. Isso pode
explicar o fato de que, apesar de a curva das glicemias venosas haver sobrepujado a curva
das glicernias arteriais ap6s a hepatectomia, a liberagio renal de glicose nfio foi suficiente

para evitar hipoglicemia sistémica nos animais hepatectomizados (grupo 2).

5.9. CONSIDERACAO FINAL.

Uma consideragio importante ¢ o fato de que foi cateterizada apenas a veia
renal direita dos animais para dosagem da glicose liberada pelo rim direito. Como os
estimulos da neoglicogénese renal sfio sistémicos, conclui-se que o rim esquerdo também
liberou glicose na mesma taxa que o rim direito. No entanto essa glicose liberada pelo rim
esquerdo dilufu-se na circulagio sistémica de retorno ao cora¢lio e contribuiu para elevar a
glicose dosada na aorta. E, pois, dedutivel que a diferenca entre as glicoses venosas e
arteriais dosadas ap6s a hepatectomia seja maior que aquela aferida neste experimento. Para
medir tal diferenca real, seria necessdrio realizar uma nefrectomia esquerda antes da
hepatectomia total fimcional, a fim de evitar essa interferéncia nas dosagens de glicose
arierial.

Em resumo, 0s resultados desse estudo demonstram que, apés a hepatectomia
total funcional em coethos anestesiados, curarizados ¢ atropinizados, h4 uma queda
acentuada nos niveis glicémicos da aorta e da veia renal. Ocorrem alteracBes metabdlicas
que resultam em liberacfo de ghicose na veia renal, porém esta ¢ nsuficiente para manter os
nivels de glicemia sistémicos. Esse mecanismo pode estar envolvido na manutengfio dos
nivers sistémicos de gliceria no transplante de figado em humanos, conforme recentes
trabalhos vém nvestigando. A partir desses resultados, € provavel gue, no futuro, cuidados
especiais devam ser tomados quando do transplante de figado em doentes com insuficiéncia

renal, para evitar desarranjos glicémicos severos (hipoglicemia) durante a fase anepética.
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6. CONCLUSOES



Com base no que foi discutido, conclui-se que:

1. Foi elaborado um modelo experimental em coelhos que mimetiza as fases hepidtica e

anepatica do transplante de figado realizado em seres humanos.

2. As curvas de glicemia arterial e venosa apresentaram comportamento distinto nos dois

grupos de animais estudados.

3. Nos animais submetidos 3 hepatectomia total funcional (grupo 2), houve reducdo

significativa das glicemias arteriais e venosas ao longo do tempo.

4. Os animais submetidos & hepatectomia total (grupo 2) apresentaram dosagens de
glicemia arterial mais elevadas que as dosagens venosas na fase hepdtica do

experimento,

3. ApoGs a hepatectomia total, ocorren uma inversio das curvas glicémicas. As dosagens de
glicermia venosa passaram a ser mais elevadas. Essa inversdo das curvas nfio pode ser

atribuida exclusivamente 4 a¢io da noradrenalina e significa liberagfio renal de glicose.
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7. SUMMARY



Nowadays liver transplantation is a well accepted procedure to treat terminal
liver disease. After the liver removal takes place there is a period when the liver is absent.
This period, which is called anhepatic period, lasts until the new liver is reperfused. During
this period metabolic changes are frequent and hypoglycemia may hypothetically occours.
However, severe hypoglycemia almost never takes place. It must be stated that the source
of endogenous glucose during the anhepatic period of liver transplantation remains
unknown.

To study the possible sources of glucose in the absence of the liver -corresponding
to the anhepatic phase of liver {ransplantation - an experimental model of total hepatectomy
in anesthetized rabbits was created. To study the possibility of renal ghicose release after
hepatectomy the aorta (at the origin of the renal arteries) and the right renal vein were
catheterized to measure glucose content. The mnitial experiments showed the necessity to
give a vasoactive drug (norepinephrine) to avoid severe hypotension after liver removal.
Thus, two groups of animals were created: group 1, with five animals, were given
norepmephrine mfusion without hepatectomy, and group 2, with fifteen animals received

norepinephrine and were submitted to total hepatectomy.

The results showed that m group 2, before the hepatectomy, the levels of
arterial ghicose were higher than the venous ones, while, afler the procedure the arterial
levels became lower than the venous ones. That resulted in an inversion in the ghicemic

curves, as one can see in graphic 2, In group 1 the curves did not show this inversion.

We concluded that the inversion of curves observed in group 2 cannot be
explained as just being due to norepinephrine infusion but represents renal glucose release
after hepatectomy.

Summary
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ANEXO 1

Ficha individual de controle de experimento.

animal no. data:

Sex0: m

peso:

sorteio do grupo: hepaté comnora { ) norapura{ )

drogas utilizadas:

atropina:

anestésico geral: EV M

anestésico local:

curare:

noradrenalina: midifuidosem  misde SF0,9%  taxa de infusfo
pré-hepaté
pos-hepate

Hquidos infundidos: SF  mlem  minutos

disseccfio da aorta: sangramentoe estimado

dissecodio da vela renal: sangramento estimado

aspecto do figado:

aspecto do rim:

PAM de inicio do procedimento:

déhito urinario:

manobra de Pringle:

queda da PAM apds clampearmento:

perfusio do parénquima hepético pds Pringle:

anmento de infusiio de NAdr: de jgotas/minpara p gotas/min,
total de liquido nfindido

PAM no final do procedimento:

Anexos

39



ANEXO 2

Tempos

EE

1¢

Legenda

Esquema da colheita de amostras dos animais do grupo 1.

{animais submetidos apenas a a¢3o de NAdr).

Significado

Matertal colhido no initlo do procedimento
Material coltido 5 min apds o iniclo
Material cotlade 10 min apds o niclo
Material colbido 20 min apds o inicio
Material colhido 25 min apds o inicio
Material colhido 30 min apds o infcio
Material cothido 40 min apos o inicio
Material colhido 50 min apds o inicio
Material cothido 60 min apds o inicio

Material cothido 70 min apds o inicio

“Warmetho™ Eqilivale 4 taxa de infusfo de NAdr de 0,03 pg/mi/min

“Cor Negra™: Eqliivale & taxa de infusfio de NAdr de 0,10pg/ml/min
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ANEXO 3

Esquema da colheita de amostras dos animais do grupo 2.

{(animais submetidos 4 hepatectornia total e acfo de NAdr),

Tempos Significado
<15 Saterial cothido 15 minnios antes da hepatertomia

Material colhido 10 mimitos antes da hepatectomia

-5 Materisl colhido 3 minutos antes da hepatectomia
5 Material colhido 5 minutos apos a hepatectomia
1o Material cothido 10 minutos apds a hepatectomia
15 Material colhido 15 minutos ap6s a hepatectomia
25 Material colhido 25 minutos apds a hepatectomia
35 Material colhido 35 minutos apds a hepatectomia
45 Material colhido 45 minutos apos a hépatectomia
53 Material cothido 55 minutos apés a hepatectomia
Legenda

“yermelho™ Bqiiivale A taxa de infusfo de NAdr de 0,03pg/mi/min. e presenca do figado

“Negro™: Bqitivale a taxa de infuso de NAdr de 0,10ug/mVmin, e auséneia do figado.

Angzos
a3



ANEXO 4

Dosagens das glicemias arteriais dos animais do grupo 1 e suas respectivas diferencas

percentuais nos diversos tempos estudados.

Tampos 2150 1 debta¥ -3 delm% 5 defra% 10 delta®™ 15 delta% 25 delta¥ 35 delta%® 43 dela% 35 delade
Animal
I 347 330 088 333 401 M0 183l 159 L3408 282 IR O280 (1643 234 G256 212 3602 212 3 M
2 373 364 205 381 W338 440 1828 457 2285 418 1237 405 837 37 08¢ 330 -[139 333 107
3 423 487 1513 4935 172 373 2364 524 2388 510 2037 333 ML 332 I5T7 A% 2742 358 ALY
4 356 357 39AY 360 4063 380 48344 431 6443 465 B31L&4 304 98BE 346 11325 319 10273 TR OISR
i 480 353 15.2% il 646 S5 1604 £00 2500 647 337 448 3300 437 3688 831 3las 6B4 4130
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ANEXO 5

Dosagens das glicemias venosas dos animais do grupo 1 e suas respectivas diferencas

percenfuais nos diversos tempos estudados.

Tempos -1 -t delta? -3 delta® 3 deltath 1 delals 15 delta®s 25 delta® 35 delta® 43 dehta 33 deltath
Animaaf

3 383 302 L1445 320 835 M5 -MWTe 280 2068 300 <1501 2300 3484 253 2833 I3 -308Y 189 <GS
3 335 32 209 3 I ] 434 3055 404 I06d GBS 1493 3d Bub 354 1467 I 875 197 <1134
3 474 483 190 481 148 53 I0E3 s ATR 33t 1203 sl 386 320 970 547 1348 340 1352
* 3 3 0% sl 1006 432 3LV 435 2057 486 4909 A% 3135 544 5385 359 T043 526 6DAY
k) 454 452 D44 5M 1762 528 1630 367 2488 608 33¥2 16 3568 64 5324 597 3150 43% 4513
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ANEXO 6

Dosagens das glicemias arteriais dos animais do grupo 2 e suas respectivas diferencas

percentuais nos diversos tempos estadados.

‘Tempos -5 -l delta® -5 deliate 5 deltats 10 deles® 15 delta¥ 25 delm®% 35 delwd% 43 delta¥s 53 deltat
Animal

1 i3 190 2035 184 1646 128 1RO 129 -1835 113 B4R 131 1709 ;2 L7788 430 78 -3063
I 197 M 333 753 2843 107 4081 173 <1218 132 %% 4z 27w e S48 78 604l & 6751
3 9y 262 ISL7I 2§ 0323 26 181,72 240 ISBL6 263 18280 175 8817 R U0 135 4816 124 333
4 308 274 (106 A0 164 I 2461 199 45 163 836 15D 3082 155 42,18 132 -3677 112 637K
3 129 167 2945 161 A1 113 41240 102 3093 84 3488 80 3788 75 -hE6 W -3 6l L5349
& s05 306 033 310 LG4 230 lsd 199 TS5 163 4636 1N 5042 135 4908 4§ 5246 WO 3400
7 324 30 185 39 L5 220 35100 190 4136 134 547 6 -S4 1M 854 98 6873 B4 MY
8 352 295 -1819 383 881 s 133 33 5400 08 -12,30 285 <1903 298 -1534 200 - 1761 X700 -3330
3 50 304 -1314 419 1971 311 -1l44 255 29 214 S3B86 M6 -3 125 L6429 120 6371 1M 6743
10 349 362 A2 358 358 283 SIBS1 4 3009 M2 3066 198 4127 167 32,05 48 LETIR 0 A2 3930
it 405 441 1091 481 283 452 -R69 60 2737 356 2808 320 3535 287 202 263 4687 33 4TS
iz 452 489 376 475 331 405 -1040 342 2434 310 M 42 253 4403 141 36,68 235 5023 192 5782
13 0 Z7e 433 375 18 236 -1259 192 28D 175 3539 145 <4630 127 5196 101 625% 91 66,30
14 264 307 B2 296 1202 4 22273 18 3106 16} J3826 146 4470 1D <4697 124 3305 W7 5947
13 37 M8 404 751600 125 -46d 190 183 188 2% 139 41,35 124 474R 10 5330 M S04
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ANEXO 7

Dosagens das glicemias venosas dos animais do grupo 2 e suas respectivas diferencas

percentuais nos diversos tempos estudados.

Tenspas +13 < defe® 3 delta® 3 delta% 10 delete 13 det®% 35 dehia¥n 33 deita¥ 453 delm¥ 35 dellas
Animal

! Sl 154 3500 181 SR 127 5140 14 2832 1300 3138 133 1887 91 008 B 56 75 MO
z We 18 -273T 21T L4210 106 421 185 263 130 2684 16l 1536 160 1579 126 3368 T3 6LIB
3 1T 67 16389 I 205,56 208 18G9 M 18056 279 28730 203 18194 136 2889 mE  {02VR I3 2750
# 301 22 2601 I 363 WG 425 26 3156 198 -2 132 4748 6D 4518 139 L3383 113 -3947
3 123 6 1870 131 630 120 L1863 93 33D 94 2358 93 2439 80 3496 78 -363% 67 5
& o 03r 0 33T 228 2425 206 <3156 198 L3422 159 ATIE 157 4930 130 L5017 W9 0G0
7 a0 3B -3 38 5107 188 47,86 128 -5100 157 .522R 148 5471 138 5805 % I ote) s ~TEsd
3 256 140 -A180 30 1719 283 0SS 398 5547 358 394 379 4805 382 5313 3ES 5039 9% 1880
g M1 270 2082 357 469 300 1202 296 1330 133 3480 207 3930 150 5601 131 -6L5E 129 G217
i X% S % A ] 353 337 274 1821 265 <2090 2T -tL34 246 2637 205 3881 183 4537 135 5575
1} 473 454 532 4B Lo4 47 104 3T 2276 357 1547 333 3006 287 3800 265 4408 340 29012
il 452 454 D44 449 066 443 L9y 418 W75 355 -2las 3R -2500 0 256 -B5% 237 40ET 199 a8y
13 59 168 386 I 425 7 L1206 WS 1313 193 L2548 188 3504 139 4633 116 3521 W 1,78
4 95 267 1867 298 3244 259 ISI1 196 <1289 160 2889 166 2522 136 3067 136 -3936 102 5487
[ 24 134 446 278 M0 154 2675 1BS 1740 VB 203 179 2009 W3 5527 103 ~33.33 110 <5089

UN{CAMY
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