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RESUMO

Na hipertensdo portal (HP) ocorre 0 aumento da resisténcia vascular na veia porta e se desenvolve circulagdo
colateral com dilatacéo das veias esplancnicas para que o fluxo sanguineo possa alcancar o sistema da veia cava
superior, com consequente trombocitopenia. Para o diagnéstico de HP tem-se utilizado a
esofagogastroduodenoscopia (EGD) e a medida do gradiente de pressdo venosa hepatica (GPVH), métodos
invasivos e desconfortaveis. Muitos métodos ndo invasivos tém sido propostos para evidenciar a presenca de
varizes, entre eles a correlagdo entre a contagem de plaquetas (CP) e o didmetro do baco (DB). Este trabalho teve
como objetivo avaliar a CP e DB como preditivo de presenca de varizes em ratos Wistar com HP induzida por
Ligadura Parcial da Veia Porta (LPVP). O trabalho teve aprovacdo da CEUA da Faculdade Evangélica do
Parand, protocolo n°3881/2014. Foram utilizados 16 ratos Wistar, pesando em média 300g, divididos em Grupo
I: Controle (SO) e Grupo II: LPVP. No 15° dia foram coletadas amostras de sangue para a contagem de plaquetas
e removido o baco para medida do didmetro. Foi feita anélise estatistica para comparacgéo entre os grupos | e Il,
com significancia de 5%. N&o houve diminuicdo do ndmero de plaquetas e aumento do didmetro do bago
significativos ao comparar os grupos (p>0,05). Concluindo, esse estudo mostrou que ndo existe diferenca
significativa na relacdo CP/DB entre o grupo | comparado ao grupo Il, demonstrando que esse modelo ndo foi

eficiente para avaliar esses parametros.

Palavras-chave: hipertensdo portal; trombocitopenia; esplenomegalia.

ABSTRACT

Portal hypertension (PH) is an increase in the portal vein vascular resistance and development of collateral
circulation with dilatation of the splanchnic veins for blood flow can achieve the superior vena cava system with
consequent thrombocytopenia. Esophagogastroduodenoscopy (EGD) and measure of hepatic venous pressure
gradient (HVPG) are used for the diagnosis of PH, both methods invasive and uncomfortable. Many non-
invasive methods have been proposed to predict the presence of varicose veins, among them is the correlation
between the platelet count (PC) and the spleen diameter (SM) measurement. This study aimed to assess PC and
SM as a predictor of the presence of varicose veins in rats with PH induced by partial portal vein ligation
(PPVL). The study was approved by the CEUA of the Faculdade Evangélica do Parand, n°3881/2014 protocol.
Sixteen wistar rats weighing approximately 300g were divided in two groups: Sham Operated (Group I) and
partial portal vein ligation (Group Il). Fifteen days after the surgery, blood samples were collected for PC and
the spleen were removed for measurement of the diameter. Statistical analysis were performed to compare the
groups, with 5% significance. The results show that there was no significantly decrease in PC and neither
increase in the SM when comparing the groups (p>0,05). In conclusion, this study showed that does not exist
significant difference in PC/SM relationship between the Group | comparing to Group Il, demonstrating this
model were not efficient to evaluate these parameters.

Key words: Portal Hypertension; Thrombocytopenia; Splenomegaly.
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INTRODUCAO

A circulacdo venosa portal engloba todas as veias que transportam sangue da porgao
abdominal do tubo digestério, do bago, do pancreas e da vesicula biliar ). O sangue venoso,
proveniente destas regides, chega ao figado pela veia porta. Desta forma, todo o sangue
venoso drenado no trato gastrointestinal passa pelo territorio capilar sinusoidal hepatico antes
de atingir a circulagdo sistémica. Esta particularidade anatémica é importante para as funcbes
do figado como principal érgdo regulador da homeostase metabolica, como responsavel pela
biotransformacdo de toxinas e pela redugdo de micro-organismos provenientes da absorcao
intestinal @.

A veia porta ¢ formada pela unido das veias mesentérica superior, esplénica e
mesentérica inferior e ao longo de seus trajetos vdo associando-se as veias gastricas e
pancreatoduodenais, estende-se até o hilo hepético, dividindo-se em ramo direito e esquerdo,
possuindo, desta forma, uma distribui¢do intra-hepatica segmentar, acompanhando a artéria
hepatica 2.

O figado recebe sangue da artéria hepética e da veia porta, 0 que representa cerca de
25% do débito cardiaco (cerca de 1.200 ml/min.). Deste total, cerca de 25% sao representados
pelo suprimento arterial e 75% pela veia porta ). Este elevado volume sanguineo é necessario
para que o figado realize todas as suas funcBes. O fluxo venoso portal possui duas
caracteristicas hemodindmicas importantes que sdo o alto fluxo sanguineo com baixa
resisténcia e baixa pressdo. Em individuos adultos a pressao portal é de cerca 7 mmHg .

A pressdo portal tem relacdo direta com a resisténcia e com o fluxo sanguineo de
acordo com a lei de Ohm (AP = Q x R) &®. Em que AP é o gradiente de pressio da veia porta
(a diferenca entre a pressao portal e a pressao da veia cava inferior), Q é o fluxo sanguineo
portal e R é a resisténcia ao fluxo ®. A hipertensdo portal (HP) é a sindrome clinica
usualmente secundaria a obstrucdo intra ou extra-hepatica do fluxo portal, sendo o aumento
da resisténcia do fluxo sanguineo portal o fator primario desta doenca .

O primeiro sangramento por varizes, confirmado por necropsia, foi descrito em 1840
por Power, que ndo chegou a reconhecer a hepatopatia subjacente. Em uma série de 60
necropsias, em 1900, Preble estabeleceu a relagéo entre cirrose, varizes e sangramento
gastrointestinal. O termo hipertensdo portal foi usado pela primeira vez por Gilbert e Villaret
em 1906 @,

Em funcdo de ser um conjunto de veias que se anastomosam em um mesmo local,

sempre que houver uma obstru¢cdo na circulacdo portal ocorrerd aumento da pressdo e
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desenvolvimento de vasos colaterais como varizes esofagicas e gastricas, estimulando o
desenvolvimento de uma circulag&o hiperdinamica esplancnica ¢,

A HP é classificada como pre-hepatica (trombose da veia porta ou esplénica); intra-
hepéatica (cirrose) e pés-hepéatica (trombose da veia hepética, da veia cava inferior ou
cardiopatia congestiva). A causa mais comum de HP é a cirrose, onde o aumento da
resisténcia é causado principalmente pela distor¢cdo da arquitetura hepatica (fibrose e nddulos
regenerativos), mas cerca de um terco do aumento da resisténcia é causado por vasoconstri¢ao
intra-hepatica, passiveis de vasodilatadores ©.

A principal causa de morte entre pacientes cirrdticos é pela hemorragia digestiva alta
decorrente principalmente do rompimento de varizes e a gastropatia da HP (). A HP favorece
outras hepatopatias, como ascite, sindrome hepatorrenal e encefalopatia hepatica &9,

A hemorragia por ruptura de varizes € um dos eventos de maior impacto negativo na
cirrose. O risco de hemorragia esta relacionado com o calibre das varizes, a presenga de “red
spots” e o estadio da doenga na classificacdo de Child-Pugh, que é utilizada para avaliar o
prognoéstico da cirrose, atraves de um score que pode variar de 5 a 15, obtido por meio da
analise das dosagens séricas de bilirrubina, aloumina, presenca de ascite e encefalopatia, e
avaliagdo do tempo de protrombina ‘9.

O rastreamento endoscopico de varizes é recomendado em pacientes com doengas
hepaticas cronicas. Tendo em vista a significativa morbidade e mortalidade (17 a 57%)
associada a hemorragia por ruptura das varizes, é recomendado pela American Association for
the Study of the Liver (AASL), desde 1996, o rastreio desta doenca através de uma
esofagogastroduodenoscopia (EGD), que deve ser repetida de 2 a 3 anos em doentes sem
varizes e no intervalo de 1 a 2 anos nos doentes com varizes de pequeno calibre % b,
Através de reuniBes de consenso da AASL e European Association for the Study of the Liver
(EASL) em 2008 e Baveno V em 2010, esta recomendacdo foi reiterada a fim de identificar
precocemente e beneficiar com a terapéutica profiladtica os doentes com varizes
gastroesofagicas, o que reduz a incidéncia de hemorragia em aproximadamente 50% @©.

Séo considerados os padrdes de ouro para a avaliacdo da HP em pacientes com cirrose,
a medida do gradiente de pressdo venosa hepatica (GPVH) e EGD. No entanto, ambos o0s
tipos de investigagdo séo invasivos e a medigdo do GPVH ¢é rotineiramente disponivel e/ou
realizada com padrdes adequados apenas em centros especializados. Existe, portanto, uma
necessidade de métodos ndo invasivos capazes de prever, com precisdo do diagndstico

aceitavel, a progressdo da hipertensdo portal para os niveis de clinicamente significativos (isto
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é, GPVH > 10 mmHg) e graves (GPVH > 12 mm Hg), bem como a presenca e o tamanho
das varizes esofagicas % 1314,

A trombocitopenia tem sido indicada como um parametro com valor preditivo da
existéncia de varizes, porém ha multiplas causas que podem influenciar a contagem de
plaquetas, alterando seu valor preditivo quando utilizada isoladamente, como o
hiperesplenismo, destruicdo das plaquetas por anticorpos, diminui¢cdo da trombopoietina e o
efeito mielotoxico do alcool. A esplenomegalia em cirroticos esté relacionada principalmente
com as alteracdes vasculares da HP %13,

Em 2003, Giannini et al propuseram a relacdo contagem de plaquetas/diametro do
baco (CP/DB) ((N/mm3)/mm) com cut off (limite de corte) de 909 como tendo valor preditivo
negativo de 100% e preditivo positivo de 96% para existéncia de varizes de qualquer calibre
(15 Estes mesmos autores em 2006 obtiveram em um estudo prospectivo multicéntrico
resultados ligeiramente inferiores aos obtidos anteriormente. Contudo, refere que a eficacia
deste método foi confirmada em diferentes estadios de gravidade, baseando-se no score de
Child-Pugh, assim como nas diferentes etiologias da doenca. Como consequéncia pratica da
validacdo da CP/DB, Giannini et al (2006) propuseram que os doentes com uma relacdo
CP/DB superior a 909 ndo necessitam ser submetidos a EGD ou a terapéutica profilatica @Y.

Este projeto de pesquisa esta inserido na area de fisiologia digestiva com enfoque em
modelos experimentais e o diagndstico de HP. Dentro dessa linha procuramos investigar a
relacdo entre a diminuicdo de plaquetas e o didmetro do bago como diagndstico ndo invasivo
de HP em modelo experimental por ligadura parcial da veia porta (LPVP), levando em conta
0 risco de sangramento de varizes gastroesofagicas durante o procedimento endoscépico, e a
necessidade de técnicas que estejam disponiveis rotineiramente e realizada com padrdes
adequados.

Tendo em vista estas consideracdes, nos propomos a desenvolver o modelo
experimental de HP e nessa situacao analisar a presenca de trombocitopenia, esplenomegalia e
presenca de alteracdes histologicas no estbmago e baco, decorrentes da circulacdo colateral da
HP, permitindo a amplia¢do do conhecimento e entendimento sobre HP.

METODOLOGIA

Os procedimentos com os animais foram de acordo com o preconizado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade Evangélica do Parana (FEPAR), protocolo
namero 3881/2014.
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Este estudo teve carater experimental qualitativo e quantitativo, e, para isso, foi
realizada a inducdo do desenvolvimento da hipertensdo portal, por ligadura parcial de veia
porta (LPVP).

Foram utilizados 16 ratos machos Wistar, pesando em média 300 gramas,
provenientes do biotério do Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR). Os animais foram
mantidos durante o experimento no biotério da Universidade Federal do Parand (UFPR), em

caixas plasticas individuais, de 47x34x18cm, forradas com maravalha, em ciclo de doze horas
claro/escuro (luz das 7 as 19 horas) e temperatura de 22 = 2 °C, 4gua e a racdo (Nuvilab®-

Nuvital, Curitiba, PR) apropriada foram administradas livremente. Os animais foram
previamente aclimatados por um periodo de sete (7) dias anteriormente a realizacdo dos
experimentos.

Os animais foram divididos em dois grupos, sendo de oito (8) animais cada:

I.  Grupo I - Controle (SO): Grupo submetido a simulacéo da cirurgia, sem a LPVP;
Il.  Grupo Il - Hipertensao Portal (LPVP): Grupo submetido a cirurgia de LPVP.

Foi utilizada uma mistura de Cloridrato de Xilazina (10 mg/Kg) e Cloridrato de
Cetamina (90 mg/Kg) por via intraperitoneal para anestesiar 0s animais, e foram posicionados
para a cirurgia. A cirurgia para inducdo de HP através de LPVP foi realizada de acordo com o
modelo estabelecido por Sikuler et al ™. A intervencéo cirdrgica se iniciou com realizacéo de
tricotomia e desinfec¢cdo da regido abdominal, seguida de uma laparotomia ventral média, as
alcas intestinais foram expostas delicadamente sobre uma gaze umidificada com soro
fisioldgico e a veia porta isolada. Uma agulha de 20G foi colocada sobre a veia porta e ambas
unidas por um fio seda 3.0, sendo retirada a agulha delicadamente ap6s a ligadura,
certificando de que ndo ocorresse a trombose da veia porta durante sua manipulagdo “®. A
cavidade abdominal foi fechada com pontos individuais no plano cuténeo, e o periténio e a
camada muscular abdominal foram fechados com pontos continuos.

Os animais do grupo | sofreram 0 mesmo procedimento ndo tendo, no entanto, a veia
porta parcialmente ligada. Ap0s a cirurgia, 0s animais se recuperaram da anestesia em caixas
individuais forradas com maravalha. Uma solucdo antisséptica foi aplicada na regido da
cirurgia e os animais foram colocados em gaiolas individuais até o dia dos experimentos, com
livre acesso a agua e racao.

Transcorridos 15 dias do desenvolvimento do modelo conforme o grupo, 0s animais
foram novamente pesados e anestesiados com uma mistura de Cloridrato de Xilazina (10

mg/Kg) e Cloridrato de Cetamina (90 mg/Kg) por via intraperitoneal.
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Foi coletado sangue pela técnica de puncdo do plexo veno retro-orbital com tubo
microcapilar de vidro heparinizado, e este material foi utilizado para realizagdo de um
hemograma completo, para avaliar a contagem de plaquetas através do contador hematoldgico
CELL-DYN Ruby System® (Abbot Diagnostics) e a partir do soro foram feitos os testes de
integridade hepética: aspartato aminotransferases (AST), alanina aminotransferase (ALT),
fosfatase alcalina (FAL) e gama-glutamiltransferase (GGT) pelo método colorimétrico
automatizado, através do aparelho Cobas Mira Plus Chemistry System® (Roche Diagnostic
System Incorporated).

Posteriormente, foi realizada a tricotomia e desinfeccdo da regido abdominal, seguida
da eutanasia por exsanguinacdo com retirada do estdbmago, figado e baco, que posteriormente
foram pesados. Foi medido o diametro (eixo longitudinal) do baco no plano de corte coronal
utilizando uma régua passando em linha reta o hilo esplénico e unindo a clpula diafragmatica

a extremidade inferior do baco, para o tracado do maior eixo do 6rgao®”

. Depois de
realizadas a contagem de plaquetas e medida do baco foi calculada a relagdo CP/DB.

Para realizacdo do estudo histologico, os 6rgdos coletados foram fixados em formol a
10% em PBS 0,1M (pH 7,4), ap6s foram colhidos fragmentos para processamento segundo
técnica histologica convencional. Os fragmentos dos érgdos foram incluidos em paraplast e
orientados para que 0s cortes obtidos resultassem em sec¢Bes transversais do Orgao, e,
posteriormente, os cortes foram corados com HE.

Também foram calculadas as relacBes hepassomatica e esplenossomatica através do
peso obtido de cada 6rgdo utilizando a férmula: peso do érgdo/ peso corporal do animal x
100.

Os resultados foram expressos em média + DP (desvio padrdo). Foi utilizado teste t de
Student para varidveis paramétricas para o calculo do p valor para comparacdo entre 0s
grupos | e Il. Os valores foram considerados significativos quando p<0.05. Os calculos foram
realizados através do programa estatistico Graphpad Prism, version 14.0 (SPSS Inc.,

Chicago, IL, Estados Unidos).

RESULTADOS

Na relacdo hepatossomatica ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos por

tratar-se de um modelo de HP pré-hepatico (Figura 1).
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Figura 1: Valores médios da Relagdao Hepatossomatica.
N&o apresenta diferencga significativa entre os grupos, p>0,05.

Devido ao desvio da circulacdo portal para a circulacdo hiperdinamica esplancnica, a
relacdo esplenossomatica dos animais do Grupo Il (LPVP) foi maior quando comparados ao

Grupo | (SO), sendo significativamente diferentes (Figura 2).
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Figura 2: Valores médios da relacdo Esplenossomatica.
Apresenta diferencga significativa entre os grupos, p<0,05.

* diferenca significativa do grupo LPVP em relagéo ao grupo SO
(p <0,05)
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Na avaliacdo histoldgica da mucosa géstrica, foi visualizado o desenvolvimento de
edema e vasodilatacdo no Grupo Il quando comparado com o Grupo |, devido ao processo de
angiogénese instalado (figura 3), no Grupo | ndo foram visualizadas modificacbes na mucosa
gastrica (Fig 4).

L%

'J y - . .
Figura 3: Fotomicrografia de estdmago de animais do grupo com ligadura parcial de veia porta (LPVP) com
coloracéo de hematoxilina-eosina nos aumentos A (10x), B (100x) C (200X) e D (400x), mostrando
alteracées da mucosa gastrica, que caracterizam a gastropatia da hipertenséo portal. Presenca de edema
(E), formag&o de vasos com presenca de heméacias e vasodilatagéo (V). Observa-se area glandular (G),
muscular damucosa (MM) e submucosa (SM).

Figura 4: Fotomicrografia de estbmago de animais do grupo controle (SO) com coloracéo de hematoxilina-
eosina nos aumentos A (100x) e B (200x). Observa-se area glandular (G), muscular da mucosa (MM) e
submucosa (SM).
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A histologia hepatica mostrou-se normal em ambos os grupos (Figura 5), confirmando

que o modelo pré-hepatico de HP ndo promove altera¢cdes na morfologia do figado.

Figura 5: Fotomicrografia de figado de animal do grupo SO (A) e LPVP (B) com coloracéo de hematoxilina-
eosinano aumento de 10X,

Os resultados dos testes de funcdo hepatica AST, ALT e FAL ndo mostraram
alteracdes comportamentais entre 0s grupos experimentais do modelo utilizado no estudo,
confirmando que ndo ha nenhuma mudanca na integridade hepatica, caracteristica de modelo
de LPVP, modelo pré-hepético de PH, em que néo ha danos no figado ¢ 7.

A CP ndo foi significativamente diferente entre os grupos (Fig 6). A medida do DB
teve um pequeno aumento no grupo Il, porém a diferenca ndo foi significativa (Fig 7).
Consequentemente, a relacdo CP/DB néo diferiu significativamente entre os animais do

Grupo | e os animais do Grupo Il (Figura 9).
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Figura 6: Valores médios da Contagem de Plaquetas (CP).
N&o apresenta diferenca significativa entre os grupos, p>0,05.
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Figura 7: Valores médios do Didmetro do Bac¢o (DB).
Nao apresenta diferenga significativa entre os grupos, p>0,05.
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Figura 8: Valores médios da relagcdo Contagem de

Plaquetas /Diametro do Bag¢o (CP/DB).
N&ao apresenta diferenca significativa entre os grupos, p>0,05.
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DISCUSSAO

Atualmente, a EGD é o método considerado mais preciso para o rastreamento da
presenca de varizes gastroesofagicas no diagnéstico da HP @4 1819 A EGD é um método
invasivo e implica a disponibilidade de profissionais especializados e de recursos econémicos
(10, 13, 14, 20).

Diversos estudos avaliaram métodos ndo invasivos utilizando parametros biologicos
para predizer a presenca de varizes gastroesofagicas ™ *®. Tem sido demonstrado que a
relacdo CP/DB pode ser o preditor ndo invasivo mais Gtil para a presenca de varizes
gastroesofagicas em pacientes com HP @5 182D A relacdo de CP/DB pode ser uma opcéo
melhor para pacientes com cirrose hepatica devido a um maior risco de complicacdes e
sangramento de varizes, necessitando de um diagndstico precoce e preciso ¢2.

Neste estudo foi utilizado a LPVP, um modelo experimental cléssico estabelecido por
Sikuller et al, em 1985, no qual em sete dias HP pré-hepatica é estabelecida, mas as suas
complicacdes ndo sdo evidenciadas. De acordo com este modelo, em quinze dias ap6s LPVP
ocorre 0 estabelecimento das complicagdes da HP ).

No célculo da relagdo hepatossomatica ndo foi encontrada diferenca significativa entre
0s grupos. Era esperada uma reducdo no tamanho do figado de animais com LPVP, pois com
a obstrucdo venosa portal diversos substratos, aminoacidos, fatores de crescimento e
hormbnios chegam em pequenas quantidades ao figado ou sdo desviados para a circulacdo
sisttmica através de colaterais portossisttmicos que conduzem a perdas para 0
desenvolvimento do figado %%,

Sobre a relacdo esplenossomatica, observou-se que nos animais do grupo I, que foram
submetidos a LPVP, houve aumento significativo do tamanho do bago em comparag¢do com
os animais do grupo I. A esplenomegalia ocorre em resposta ao aumento no volume de sangue
na area esplancnica devido a obstrucdo do sistema portal, o bago atua como um vaso
sanguineo principal ¢4 25:29),

O DB aumentou ligeiramente no Grupo Il, porém sem diferenca significativa. O prazo
de 15 dias para reoperacdo dos animais é considerada suficiente para a avaliacdo das
repercussdes da LPVP, e no trabalho de outros autores, que usam 0 mesmo modelo com
intervalos de 15 e 30 dias, ndo havia diferenca de tamanho do bago significativa em intervalos
de tempo diferentes ®”. Em um trabalho feito por Win et al, observou-se um aumento

estatisticamente significativo de duas vezes o tamanho do bago “®.
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Neste estudo, ndo se observou diferenga entre os grupos na CP. Possiveis
interferéncias, no entanto, devem ser consideradas na CP (anticoagulante, agregacéo
plaquetaria, método de analise). A trombocitopenia pode ser associada com 0 sequestro de
plaquetas pelo bago devido ao aumento do fluxo de sangue, devido a mecanismos ou imuno-
mediados ou em casos de cirrose por uma baixa producéo de trombopoietina % 13 29:30)

A razdo entre tamanho do baco e a CP permite a identificacdo do grau de
trombocitopenia que é provavelmente o resultado de hiperesplenismo. Para pensar sobre o
custo, a avaliacdo semestral da relacdo ndo leva ao aumento dos gastos no tratamento de
pacientes com cirrose hepatica. Neste estudo, ndo foi possivel estabelecer um limite de corte
para a razdo CP/DB para 0 modelo LPVP.

A CP é avaliada rotineiramente, e o ultrassom abdominal é geralmente realizado a
cada seis meses para a monitorizacdo do carcinoma hepatocelular e a medida do didametro
bipolar é tecnicamente facil de ser realizada e, principalmente, na prética, a relagdo é facil de
calcular “* 3D, Observando os resultados de outros estudos, utilizando a razdo CP/DB, 0s
pacientes sem as varizes gastroesofagicas sdo identificados de forma segura um grande
nimero de pacientes que as possuem. Este método pode ser aplicado como parte da
investigacdo diagnostica dos pacientes cirréticos, com o objetivo principal de reduzir o
nimero de EGD pensando principalmente sobre o custo e o desconforto que envolvem a

realizagdo deste procedimento %1131,

Este estudo concluiu que ndo existe diferenca significativa na relacdo CP/DB entre o Grupo |
em relacdo ao Grupo |1, o que demonstra que este modelo nédo foi eficiente para avaliar esses

parametros.
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