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RESUMO

Os mecanismos que envolvem a relacdo do tromboxano A; (TXAz) e a cirrose
induzida pela ligadura dos ductos biliares em mediar a resposta excretora renal sao
pouco conhecidos. Nesse sentido, este estudo procurou examinar o papel do TXA;
na resposta excretora renal na cirrose experimental. Foram utilizados ratos Wistar
(230g) que receberam ou nao tratamento com aspirina (1,2mg/Kg por dia) (inibidor
do TXA;) e/ou desnervados e ratos com cirrose experimental secundaria a ligadura
dos ductos biliares e/ou desnervagdo que receberam ou ndo tratamento com
aspirina por 3 semanas. Os animais foram divididos nos grupos de ratos (n=9)
controle: n&o receberam tratamento (CTRL), tratados com aspirina (CTRL ASP), ndo
receberam tratamento e foram desnervados (CTRL DESN) e tratados com aspirina e
desnervados (CTRL DESN ASP); e nos grupos de ratos experimentais (n=9):
submetidos a ligadura do ducto biliar (CE), e tratados com aspirina (CE ASP), e
desnervados (CE DESN), e desnervados e tratados com aspirina (CE DESN ASP).
Valores acumulados de diurese e natriurese foram obtidos diariamente em gaiola
metabdlica. Os valores basais de pressao arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC) foram medidos ao final do tratamento. A avaliagdo do papel do TXA,
na cirrose foi realizada através da utilizacdo de aspirina por 21 dias e durante
manobras de expansdo volumétrica. Na manobra de expansido volumétrica, os
animais foram submetidos a infusdo continua (55/min) de salina por 2 horas. Apos
esse periodo de estabilizagdo, amostras de urinas foram coletadas por um periodo
controle (C1 e C2), periodo de expansdo, no qual a velocidade de infusdo foi
aumentada ao equivalente em volume a 5% do peso corporal do animal (E1, E2, E3)
e periodo de recuperagao, onde houve o retorno a velocidade de infusao inicial, (R1,
R2, R3, R4 e R5). Terminado essa fase do protocolo experimental os animais foram
sacrificados e ambos os rins e figado removidos para posterior analise histolégica.
Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) e
analisados utilizando-se da analise de variancia para medidas repetidas seguida do
teste de Tukey. Os resultaram mostraram que os valores basais de presséo arterial

foram menores nos animais com cirrose que receberam intervencao (tratados com



aspirina ou desnervados ou desnervados e tratados com aspirina) quando
comparados aos grupos de animais controles que sofreram as mesmas intervengdes
(CE 94 + 2mmHg; CE ASP 94 + 2mmHg; CE DESN 95 + 2mmHg; CE DESN ASP 93
+ 2 mmHg; CTRL 107 + 2mmHg; CTRL ASP 106 + 2mmHg; CTRL DESN 102 +
2mmHg; CTRL DESN ASP 103 + 2 mmHg; p<0,01). Os valores acumulados da
diurese e natriurese mostraram que os ratos dos grupos com cirrose secundaria a
ligadura do ducto biliar que receberam ou nao tratamento com aspirina
apresentaram maior quantidade de sédio na urina e volume urinario quando
comparados com os ratos dos grupos controle que receberam ou nao tratamento
com aspirina (CE 253 + 22 mL; CE ASP 220 + 21 mL; CTRL 154 + 10 mL; CTRL
ASP 125 + 8 mL; p<0,01 e CE 28 + 3,0 mEq; CE ASP 27 + 2,7 mEq; CTRL 23 + 1,2
mEqg; CTRL ASP 16 + 1,2 mEqg p<0,01). Também quando se compara os grupos
desnervados (CTRL DESN, CTRL DESN ASP, CE DESN, CE DESN ASP) com os
seus respectivos grupos controles (CTRL, CTRL ASP, CE, CE ASP) a excrecéo de
sédio na urina apresenta-se aumentada (CTRL DESN 36 + 2,7mEq; CTRL DESN
ASP * 39,38 mEq; CE DESN 40 + 3,0 mEq; CE DESN ASP + 41+ 3,0 mEq; CTRL 23
+ 1,2 mEq; CTRL ASP 16 + 1,3 mEq; CE 28 + 3,0 mEq CE ASP 27 + 2,7 mEq
p<0,01). Além disso, o grupo CTRL ASP apresentou menores valores acumulados
de excrecgédo diaria de sodio quando comparado com os ratos do grupo CTRL (16 +
1,3 vs 23 + 1,2 mEq p<0,05). Os grupos de animais com cirrose tratados ou ndo com
aspirina apresentaram diminuicdo nas respostas diuréticas e natriuréticas induzidas
pela sobrecarga hidrossalina quando comparados aos grupos controle que
receberam ou nado tratamento com aspirina (CE 42,8+17,2 ulL/min/g; CE ASP
51,5+16,5 pL/min/g; CTRL 135,6+13,4 uL/min/g; CTRL ASP 120+12,8 uL/min/g p<
0,01 e CE 6,941,7 peg/min/g; CE ASP 7,6+1,5 neq/min/g; CTRL 14,4+1,9 neqg/min/g;
CTRL ASP 15,7+2,2 neg/min/g; p< 0,01). A desnervagdo dos animais cirroticos n&o
foi capaz de modificar a resposta diurética e natriurética dos mesmos a sobrecarga
de volémica. No entanto, houve maior excre¢ao hidrossalina no grupo de ratos
controle e desnervados que receberam tratamento com aspirina quando comparado
ao grupo controle e desnervados (104,2+10,3 vs 49,3+7,3 uL/min/g e 18,3+1,3 vs
5,7+1,4 (ueg/min/g ; p<0,05). Os resultados deste estudo demonstraram que o TXA2
nao esta envolvido na excregdo de agua e sodio no desenvolvimento da ascite e

edema que acompanha a cirrose.



ABSTRACT



1. INTRODUGCAO

A cirrose hepatica em humanos &€ um processo progressivo de destruicdo e
regeneragdo do parénquima hepatico, caracterizado por aumento de tecido
conectivo e distorgdo do parénquima biliar e arquitetura vascular. Essas
anormalidades estruturais levam sequencialmente a obstrugcdo do fluxo venoso
hepatico, aumento de pressdo na veia porta e anastomose porto-sistémica que
resultam em prejuizo das fungbes de sintese e degradagédo hepatocelular. Essas
alteracdes reduzem a sintese de albumina, fatores de coagulagao, uréia, substrato
da renina e outros produtos metabdlitos. Ainda sao observadas redugdo na
conjugacgao da bilirrubina e reducédo na degradagado de varios hormdnios, incluindo
aldosterona (Millard-Sadle and Wright, 1979). Este disturbio na fungédo hepatica pode
esta associado com alteragdes caracteristicas na fungao renal, incluindo prejuizo na
excrecao de sal e 4gua e, na cirrose avangada, redugao na filtragdo glomerular. Ja o
defeito no transporte de sddio parece ocorrer prematuramente na cirrose, como
demonstrado por Naccarato e colaboradores (1981), em pacientes cirréticos que
nunca desenvolveram ascite ou edema, mas que, no entanto, apresentam excrecao
de sdédio reduzida em resposta a expansdao de volume. Na verdade, pacientes
cirréticos com ascite podem apresentar variagcbes na taxa de filtragdo glomerular,

podendo estar baixa, normal ou até mesmo alta (Papadakis and Arieff, 1987).

Evidéncias experimentais indicam que a  hipertensdo intra-hepatica
consequentemente ao bloqueio do fluxo venoso hepatico € o disturbio primario
responsavel pelo inicio na retencdo de sodio na cirrose (Levy, 1974; Campbell e
cols., 1982). Levy (1974) demonstrou que obstrucdo seletiva do fluxo venoso
hepatico por infusdo intra-hepatica de histamina ou ligagao cirurgica da veia hepatica
em caes, causam redugao dramatica na excregao urinaria de sodio e preservacgao da
taxa de filtragdo glomerular. Essas alteragdes na fungao renal sdo independentes de
mudangas na pressdo venosa portal, anastomose porto-sistémica, acumulacado de

bilirrubina ou outros disturbios na fungao hepatica. Para demonstrar a importancia da



hipertensao intra-hepatica, cdes com cirrose experimental secundaria a ligadura dos
ductos biliares em associagdo com anastomose porta-cava (Unikowsky e cols.,
1983). Nesse modelo, a cirrose ocorreu dentro de 6 semanas e a anastomose porto-
cava permaneceu intacta em alguns animais e parcialmente ocluidas em outros.
Aqueles com oclusdo parcial retiveram sodio e desenvolveram ascite com
administracdo da DOCA e sobrecarga de sal, ja os demais, com anastomose integra
e mesmo tratamento, escaparam da DOCA induzir retengdo de sal e
desenvolvimento de ascite. Os autores concluiram que a normalizagdo da pressao
intra-hepatico evitou a retencdo do sddio. A hipertensio intra-hepatica poderia levar
a retencao de sodio por um ou mais mecanismos, onde a hipertensao inta-hepatica
por si s6 agiria como um estimulo aferente para sinalizar a retengao de sédio,
independente de qualquer perturbacdo, interferindo na fungdo circulatoria.
Alternativamente, ou em adicdo, a percepgao de redugdo de enchimento do
componente arterial da circulagao serviria como um estimulo aferente para retengao

renal de sodio.

Para hipertenséo intra-hepatica agir como estimulo primario na retengcédo de sodio, &
necessario a utilizacdo de receptores de volume intra-hepaticos. Em particular,
mecanismos que respondem especificamente ao aumento na presséo venosa intra-
hepatica, como o aumento da atividade dos nervos simpaticos aferentes (Andrews
and Palmer, 1967, Kostreva e cols., 1980; Niijima, 1977). Os relés para esses
impulsos consistem em dois plexos nervosos autonémicos hepaticos, um que trafega
junto com a artéria hepatica e outro com a veia porta (Pick, 1970). Ambos s&o
compostos de ramos dos nervos vago e fibras simpaticas. Kostreva e colaboradores
(1980) delinearam a via neural reflexa composta desses elementos que liga a
congestdo venosa hepatica com o aumento na atividade simpatica renal e
cardiopulmonar reflexa. Oclusdo da veia cava inferior ao nivel de diafragma, que
esta associada com aumento da pressao venosa hepatica, portal e renal, resulta em
grande aumento na atividade nervosa hepatica aferente e na atividade renal e
cardiopulmonar aferentes. A vagotomia ou frenectomia ndo alteram esses reflexos,
sugerindo que a via autondmica simpatica € que esta envolvida. Levy e Wexler
(1987) mostraram que a desnervacao hepatica em caes com constricdo da veia cava

aumenta o sédio urinario. A funcdo de um sensor intra-hepatico distinto que



especificamente detecta a concentracédo de sédio esta substancialmente aumentada
em ratos cirréticos por tetracloreto de carbono a despeito da auséncia de edema ou
ascite, confirmando que essa via pode ser inibida por lesdo no parénquima hepatico
(Lopez-Novoa e Martinez-Maldonado, 1982). Esses mecanismos implicados na
retencdo de sodio parecem ser consequéncia de disturbios da funcédo hepatica,
independentes de informag¢des vindas de sensores de volume de regido extra-

hepaticas.

A transformagéo nodular deve ser lembrada pela sua importancia na patogenia da
hipertensdo portal, devido a compressao que os nodulos regenerativos impdem
entre si e as demais estruturas localizadas em sua periferia ou para ai deslocadas,
como as veias eferentes, que se estreitam e se angulam (Gentilini e cols., 1999,
Franco e cols., 1979). Somam-se a isso a fibrose pericentral e parassinusoidal como
causas primordiais dessa complicacdo. Suas consequéncias sao desastrosas, com
o aparecimento de desvios circulatérios, desenvolvendo-se circulagéo colateral,
superficial e profunda, no sentido de desviar sangue do territério hipertenso a
circulacdo sistémica, e esplenomegalia, de natureza congestivo-esclerosa,
contribuindo fundamentalmente para a formagao da ascite (Gentilini e cols., 1999;
Franco e cols., 1979).

Fases avangadas da cirrose acompanham-se de vasodilatagcédo, queda da resisténcia
vascular periférica e baixa pressao arterial, apesar de um aumento do volume
plasmatico, com aumento do fluxo sanguineo em varios territorios, especialmente
pele e musculos, podendo ainda se formar circuitos arteriovenosos, principalmente
subcutédneos e telangiectasias. Essas alteragdes correlacionam-se com varios
disturbios circulatérios, dentre eles a hipotensdo arterial e o estado circulatério
hiperdinamico, com aumento do débito cardiaco e da velocidade circulatéria, que
somados a sequestragdo esplancnica de parte consideravel da volemia, explicam a
queda do fluxo plasmatico renal e da filtracdo glomerular, resultando na contribuicdo
para a formacdo da ascite e juntos a varios outros mecanismos, na excessiva
reabsorg&o tubular de sodio (Pena JC 1995; Schrier e cols., 1988, Moore K, 1997).
O proprio desequilibrio gldmerulo-tubular decorrente do menor volume filtrado, o

estimulo ao aparelho justaglomerular, com ativacdo do sistema renina-angiotensina-



aldosterona e do hormdnio anti-diurético, com estimulacido de receptores sensiveis a
queda de volume e/ou pressao sistémica fazem parte desses outros mecanismos
que o organismo utiliza para diminuir a natriurese (Voigt e cols., 1999; Dibona e
Sawin, 1991 e 1995) .

Na cirrose hepatica ha um aumento na producio vascular de NO, o que explicaria
em parte a vasodilatagdo arterial periférica (Ros J. e cols., 1995; Guarner e cols.,
1993). Estudos experimentais e clinicos mostraram que na cirrose o aumento da
sensibilidade pressorica sistémica e reposta vasoconstritora renal € atenuando a
inibicdo do NO, além da correcdo do estado circulatorio hiperdinamico, aumento a
filtracdo glomerular, aumento na excreg¢do hidrossalina e diminuicdo da ativagao
neuro-humoral (Forrest e cols., 1995; Ros J. e cols., 1995; Niederberger e cols.,
1995).

Ja sdo bem estabelecidas as evidéncias de que os nervos renais contribuem para o
controle da funcéo renal e da homeostasia, em condi¢des normais e patoldgicas,
como na cirrose hepatica. Os estudos anatdbmicos de Mitchell (1950) revelaram que
0s nervos renais tém origem difusa, estendendo-se do nervo esplénico toracico
superior passando pelo simpatico lombar ao plexo hipogastrico que envolve a
bifurcagdo aodrtica na regiao pré-sacral. Os nervos renais sao nevos mistos que
contém fibras aferentes e eferentes. Sdo descritas duas classes aferentes renais: os
mecanorreceptores que monitorizam as mudancas de pressao hidrostatica no rim e
0s quimiorreceptores que sdo afetados por isquemia (Recordati e cols., 1980). A
inervagao eferente renal é composta por fibras simpaticas pds-ganglionares que
tipicamente exercem seus efeitos através da liberacdo de noradrenalina em
receptores adrenérgicos a-1 nas membranas celulares pos-sinapticas. A inervagao
simpatica é dirigida para as arteriolas glomerulares aferentes e eferentes, para os
tubulos renais (proximal e distal), para o ramo ascendente da al¢a de Henle e para o
sistema justaglomerular (DiBona, 1989). Altera¢gdes na atividade do nervo simpatico
renal eferente produzem mudangas significativa no fluxo sanguineo renal, na taxa de
filtracdo glomerular, na liberagdo de renina e na reabsorgdo de sodio e agua.
Estudos experimentais mostraram que as alteragbes em tais parametros sao

proporcionais a frequéncia de estimulagao do nervo simpatico renal, observando-se



que, dependendo da magnitude do estimulo, pode ocorrer aumento da reabsorgéo
de sodio e agua ao longo do néfron sem alteragbes da hemodindmica renal (DiBona
e Sawin, 1983; DiBona, 1985; DiBona, 1986). Estimulos com frequéncias mais altas
(maiores que 2,0 Hz) mostraram causar aumento na resisténcia renal e redu¢ao no
fluxo sanguineo renal, efeito esse mediado predominantemente por receptores

adrenérgicos a-1 (DiBona, 1985).

A participagcado dos nervos simpaticos renais na regulagdo do balango de sddio foi
evidenciada por alguns autores em animais acordados durante alteragdes agudas e
cronicas no sodio corporal total (Rogenes e cols., 1982; Szalay e cols., 1986).
Estudos experimentais mostraram que a redugdo na atividade simpatica renal
eferente, mediada pela expansao de volume, é fundamental na resposta excretora
renal a sobrecarga de volume e que a desnervagdo renal prévia atenua tais
respostas, diurética e natriurética (DiBona e Sawim, 1985; Morita e Vatner, 1985;

Peterson e cols., 1988).

Quando a atividade do sistema nervoso simpatico é agudamente aumentada,
algumas estruturas recebem suprimento simpatico maior do que outras. Isso tem
sido observado em varias situagdes experimentais nas quais aumentos subitos da
atividade simpatica produzem vasoconstricgdo desproporcionalmente maior no leito
vascular renal do que em outros leitos vasculares (Vatner e cols., 1971; Katholi e
cols., 1979). Esses dados favorecem a possibilidade de que nos estados em que a
atividade simpatica é cronicamente aumentada também haveria um tono simpatico
desproporcionalmente maior para os rins do que para outros 6rgaos facilitando a
retencao de sodio devido a vasoconstricao renal, o aumento na liberacdo de renina
pelas células justaglomerulares, com aumento na formagédo de angiotensina Il, e

aumento do efeito direto dos nervos simpaticos nos tubulos renais (DiBona, 1989).

Expansdo volémicas agudas produzem efeitos hemodindmicos renais como
consequéncia da mobilizacdo de mecanismos neurais, humorais e locais no sistema
circulatério. De maneira geral, acredita-se que a adaptag&o da circulagdo ocorre por

supressdo de mecanismos vasoconstritores tdnicos sistémicos ou locais, ou por



ativacdo de mecanismos dilatadores locais dos vasos produzindo diminui¢do do tono
vascular e consequentemente diminuicdo na resisténcia vascular. Desse modo,
durante expansao volémicas ocorre aumento do débito cardiaco e prevengao do
aumento esperado na pressao arterial devido a supressdo de mecanismos
vasoconstritores e retentores de sédio e agua, como a vasopressina e na ativagao
de mecanismos vasodilatadores como os peptideo natriurético atrial e das

prostaglandinas (Brennan e cols 1971; Goetz e cols., 1975).

Estudos demonstram que a reducéo na atividade simpatica renal eferente, mediada
pela expansdo de volume, € fundamental na resposta excretora a sobrecarga de
volume e que a desnervacéao renal prévia atenua tal resposta diurética e natriurética
(DiBona e Sawin, 1985; Morita e Vatner, 1985; Peterson e cols., 1988). A pesquisa
realizada por Patel (1991) mostrou o papel da vasopressina nas respostas diurética
e natriurética a expansao de volume ao demonstrar que o bloqueio dos receptores
de vasopressina reduz o aumento na natriurese e diurese, sugerindo com esses
resultados que a vasopressina também tem um importante papel na resposta reflexa
a expansado de volume. O papel do peptideo natriurético atrial nas respostas
natriurética e diurética a expanséo de volume € mostrada em varios estudos em que
a resposta excretora e a circulagdo de ANP aumenta nessa condi¢gdo. Schwab e
colaboradores (1986) demonstraram que a excisdo do atrio direito atenua a
liberacdo de ANP e consequentemente a excreg¢do de sédio durante expansao de
volume. A liberacdo do ANP é estimulada quando ha um hiperestiramento dos atrios
na expansao volémica e 0 mesmo atua promovendo aumento no fluxo urinario e na
excrecao de sédio via aumento da taxa de filtracdo glomerular e redugdo da

reabsorc¢ao tubular de sédio e agua (Huang e cols., 1985).

Assim como em alguns estados clinicos como a sindrome nefrotica e a insuficiéncia
cardiaca que se caracterizam por retencao de sédio e agua e consequentemente
formacao de edema, na cirrose hepatica existem anormalidades nos mecanismos de
controle circulatério e de volume que induzem respostas em diversos sistemas
neuro-humorais capazes de influenciar a fungéo renal, cujos efeitos finais resultam
em retencdo de sodio e agua durante a instalagdo do quadro da doenga. Dentre

esses sistemas neuro-humorais, estdo o sistema nervoso simpatico e a



vasopressina. Investigagbes prévias sugerem aumento da atividade dos nervos
simpaticos renais em pacientes com cirrose hepatica (DiBona, 1984; Zambraski e
DiBona, 1996). Em adicdo a esse aumento na atividade dos nervos simpaticos
renais, que também esta presente na sindrome nefrética, a concentragéo plasmatica
de vasopressina parece encontrar-se também aumentada, provavelmente refletindo
decréscimo efetivo do volume sanguineo. Além disso, o aumento da atividade da
aldosterona na cirrose, seja pela ativagdo do aparelho justaglomerular, seja por
reducao de sua inativagao hepatica, e a produgdo aumentada dos niveis plasmaticos
da vasopressina, que ocorre tanto pela diminuicdo da pressao oncotica sanguinea
devido a hipoalbuminemia, quando por estimulo de receptores sensiveis a queda da
volemia efetiva, contribuem também de forma consideravel para a retencao de sédio
durante as etapas de desenvolvimento da cirrose hepatica (Lieming e cols., 2000;
Moore., 1997).

A contribuigdo do aumento na atividade dos nervos renais para a retengao de sodio
e agua no edema é evidente, uma vez que a simpatectomia quimica por bloqueio
anestésico bilateral lombar resulta em diurese e natriurese naqueles pacientes com
cirrose hepatica e ascite, com retencao de sédio, fungcado renal reduzida e auséncia
de resposta natriurética a expanséo de volume (DiBona, 1984; Zambraski e DiBona,
1996). Multiplos sdo os mecanismos centrais e periféricos que contribuem para o
aumento atividade dos nervos simpaticos renais (ASR). Dentre eles, o barorreflexo
hepatorrenal, que ocorre devido a alta presséo sinusoidal intra-hepatico estimulando
barorreceptores intra-hepaticos, resultando no aumento da ASR (DiBona e Sawin,
1995). A agdo da Angiotensina Il, que se encontra em niveis elevados, em
determinado sitio do SNC pode também contribuir para aumentar a ASR em
algumas situagdes fisiopatologicas, como na cirrose (Reide A, 1992; Gentilini e
cols., 1999; Pena JC, 1995; Voigt e cols., 1999). Nesse sentido, a administragéo
intracerebroventricular de um antagonista dos receptores da Angio Il tipo AT1 produz
queda transitéria da ASR em ratos com ligadura do ducto biliar comum, recebendo
agudamente soluc¢do salina isotonica via endovenosa, em volume igual a 10% do
seu peso corporal, porém nao induz a resposta natriurética, devido ao efeito
hipotensor da droga (Voigt e cols., 1999). Portanto, manobras que diminuem a

atividade dos nervos simpaticos renais e consequente aumento na natriurese e



diurese, apresentam efeitos benéficos sobre a funcio renal, e tais efeitos poderiam

contribuir para a melhoria do edema no quadro da cirrose.

Estudos clinicos e experimentais tém mostrado que na cirrose hepatica ha ativagao
de mecanismos vasoconstritores para compensar a queda da resisténcia vascular
promovendo a maior ativacdo intrarrenal de vasoconstritores (TXAz) e reducédo de
vasodilatadores (PGEZ2). O tromboxano A; (TXA;) é derivado, juntamente com as
prostaglandinas, a partir do acido araquidénico quando metabolizado pela via da
ciclooxigenase. E produzido predominantemente a partir das plaquetas atuando
sobre receptores TP que apresentam duas isoformas (TPa e TPJB). Esses receptores
pertencem a familia de receptores acoplados a proteina-G. O tromboxano pode
ativar tanto a via da fosfolipase C quando acoplado a proteina Gq, quanto a via da
adenilato ciclase quando acoplado a proteina Gs e provocar a vasoconstricido e a
agregacao plaquetaria, tendo também uma potente acado antinatriurética (Clarke e
cols., 1991; Hennekens., 1997; Papanicolaou e cols., 1985; Hirata e cols., 1991;
Nakahata e cols., 1989).

As drogas capazes de inibir a atividade da ciclooxigenase (COX) podem inibir a
producdo do TXA,, também inibem a produgdo dos outros prostandides, como as
PGE;, e PGI, (HenneKens CH e cols., 1997). Os grupos de drogas que
classicamente tem essa propriedade sdo os anti-inflamatérios nao-esteroidais
(Ranger e cols., 1999). Existem duas isoformas dessa enzima, ciclooxigenase 1 e 2
(designadas como COX-1 e COX-2) (Smith, 1992). As duas isoformas compartilham
de propriedades enzimaticas semelhantes, mas diferengas marcantes em relagao a
expressao e a regulagao celular. A COX-1 é expressa de maneira constitutiva pela
maioria das células dos vasos sanguineos, estdbmago e rins, participando de varios
processos fisiologicos. Por outro lado, a COX-2 praticamente ndo é detectada em
condigbes normais na maioria dos tecidos, porém pode ser induzidos por alguns
fatores séricos, citocinas e fatores de crescimento, sendo a principal isoforma
envolvida na producdao de prostandides que mediam a resposta inflamatéria. Os
prostandides s&o liberados por varios estimulos quimicos, mecanicos, térmicos e
outros e contribuem significativamente para a patogenia dos sinais e sintomas da

inflamagcdo como edema, dor e febre (Moncada e cols., 1978). Hoje em dia estao



claro que os antiinflamatérios n&o-esterdides (AINES) exercem seus efeitos
terapéuticos por inibir a ciclooxigenase e, consequentemente, suprimir a sintese da

PGG,, PGH,, TXA; e de todos os compostos que |hes seguem.

No tecido renal a via da ciclooxigenase é a mais importante via de metabolizagdo do
acido araquidonico (Navar e cols., 1996; McGiff e cols., 1999; Imig e cols., 2000).
Tanto a COX-1 como a COX-2 metabolizam o acido araquidénico gerando
prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos (prostandides) que contribuem para
regulacdo da hemodinamica renal através da regulagdo do ténus vascular renal,
filtracdo glomerular e mecanismos de reabsorgdo tubular de Na* e agua no ramo
ascendente espesso (ERA). (Currie e cols., 1984.; Navar e cols., 1996; Palmer e
cols., 1995). Os rins de ratos, camundongos e humanos, expressam
constitutivamente as duas isoformas da COX. A COX-1 parece ser expressa
uniformemente e mais amplamente em todas as espécies nos vasos renais,
glomérulos, células medulares intersticiais, células mesangiais, ramo ascendente
espesso medular (RAEM), ductos coletores da medula externa (DCME) e ductos
coletores da medula interna (DCMI). Ja a expressdo da COX-2 no rim é mais restrita
e menos intensa em condi¢cdes fisiologicas e exibem algumas diferengas na
localizacdo entre as espécies. A distribuicao intrarenal da COX-2 em ratos inclui
células macula densa, ramo ascendente espesso cortical (RAEC), RAEM, DCMI,
células medulares intersticiais e células mesangiais. (Yang e cols., 1998; Harris e
cols., 1994; Komhoff e cols., 1997).

Nas plaquetas, a acao da ciclooxigenase leva a sintese do TXA;, ao passo que no
endotélio vascular, conduz a sintese de prostaciclina (PGl,) e nos macréfagos
resulta, principalmente, na sintese de PGE; (Clarke e cols., 1991; Hennekens e cols.,
1997; Pawar e cols., 1998). A aspirina faz parte grupo de farmacos antiinflamatoério
nao-esterdides, sendo, portanto, um AINE. A aspirina inibe a ciclooxigenase,
atuando principalmente sobre a COX-1, através de acetilacdo de um radical de
serina em seu sitio inativando de forma irreversivel a ciclooxigenase plaquetaria
(Pedersen and FitzGerald, 1984; Weksler e cols., 1983). Isso reduz tanto a sintese
de TXA; nas plaquetas quanto a sintese de prostaciclinas no endotélio vascular,
alterando o equilibrio entre esses dois prostandides. Entretanto, a despeito da

atividade anti-ciclooxigenase da aspirina, a prostaciclina é produzida continuamente



nas células endotéliais, pois estas podem ressintetizar a enzima dentro de poucas
horas, ao passo que as plaquetas sdo incapazes de fazé-lo. Consequentemente, a
sintese de TXA; s6 € recuperada apds substituicdo das plaquetas afetadas
(Pedersen and FitzGerald., 1984; Pawar e cols.,1998). Além disso, sd0o necessarias
doses mais alta de aspirina para inibir a ciclooxigenase no endotélio vascular do que
nas plaquetas, particularmente, quando administrada por via oral. Isso se deve ao
fato de as plaquetas serem expostas a aspirina no sangue porta, antes de sua
deacetilacdo pela acdo de estereases no figado, enquanto, o efeito vascular
sistémico é parcialmente protegido por esse metabolismo pré-sistémico da aspirina
(Clarke e cols., 1991; Hennekens e cols., 1997; Pedersen and FitzGerald, 1984,

Pawar e cols.,1998).

Alguns estudos clinicos mostraram que o tratamento com baixas doses de aspirina é
eficaz para a prevencdo de doengas cardiovasculares, como Infarto Agudo do
Miocardio em pacientes com angina instavel e os ataques isquémicos transitérios, e
suas complicagdes, devido a essa seletividade pelo TXA; (Hennekens e cols., 1997,
Pawar e cols.,1998 e Weksler e cols.,1983). Nesses casos, sdo considerados de
baixa dosagem o tratamento para adulto com 20mg a 80mg por dia. (Hennekens e
cols., 1997, Pawar e cols.,1998 e Weksler e cols.,1983). Em estudo clinico realizado
por Weksler e colaboradores (1983) em pacientes com aterosclerose mostrou que
em torno de 12 a 16 horas apds a administragcdo de 80mg de aspirina foi capaz de
inibir a acdo do TXA; plaquetario em 95%, enquanto, que a produgdo de
prostaciclina no tecido aortico removido desses pacientes foi de apenas 38%.

Um aspecto importante que acontece na cirrose hepatica e que vém merecendo
atencdo sdo as alteragcbes no teor renal de prostandides, com reducdo de
vasodilatadores, como a prostaglandina E; (PGE;), e excesso dos vasoconstritores,
como o TXA; (Alvariz FG., 1993; Arroyo e cols., 1986; Zipser e cols, 1983). E sabido,
por exemplo, que os prostandides vasodilatadores sdao mediadores importantes nos
mecanismos que controlam a hemodindmica renal (Chatziantoniou and Arendshorst,
1992, DiBona GF, 1986, Range, 1999). Tais substéncias mantém o fluxo sanguineo
renal quando ha aumento da atividade dos sistemas vasoconstritores em algumas

condigdes clinicas e experimentais, como na insuficiéncia cardiaca congestiva,



isquemia renal, hipovolemia e a propria doenga hepatica crbénica (Chatziantoniou
and Arendshorst, 1992 e DiBona GF, 1986). A inibicdo da biossintese de
prostaglandina |, (PGI2) e de outras prostaglandinas com agbes vasodilatadoras
mostrou diminuicdo do fluxo plasmatico renal em ratos cirréticos (Ros J e
cols.,1995). Em ratos pré-tratados com indometacina, um agente anti-inflamatorio
nao-esteroidal (AINE) inibidor relativamente seletivo para a COX-1, injecbes
intrarrenais de Angio Il, norepinefrina e de um agonista do TXA, promovem
diminuicao transitéria do fluxo sanguineo renal e aumento da resisténcia vascular
renal. A respeito do agonista do TXAz, a diminuigdo do fluxo sanguineo renal é de
25% em relagédo aos niveis basais. Ja injegdes intrarrenais de PGE;,, PGl,, analogo
de PGE; e PGI, promovem aumentos de, em média, 10%, 5%, respectivamente.
Nesse mesmo estudo, quando se associa prostandides vasodilatadores com
vasoconstritores, a diminuicdo do fluxo sanguineo renal € menor que quando
administrado somente o agente vasoconstritor (Chatziantoniou and Arendshorst,
1992). Isso demonstra que ha interacdo entre essas substancias e suas agoes.
Silldorff e colaboradores (2002) demonstraram que o TXA, também pode mediar
parcialmente a agdo vasoconstritora da Angio Il em determinados pontos da vasa
recta medular renal. Além disso, a administracdo de imidazol, um inibidor da
tromboxano sintase, numa dose que nao ha diminuicdo da sintese dos outros
prostandides, aumenta significativamente a razdo de excregao de sodio em ratos

normais (Papanicolaou e cols.,1985).

O papel do aumento renal da produ¢ado TXA,; na modulagdo da hemodinamica renal
e retencédo de sédio e dgua em pacientes com cirrose hepatica e ascite tem sido
discutido. Laffi e colaboradores (1992) mostraram que o bloqueio dos receptores
TXAz com antagonista ONO- 3708 promoveu um aumento na diurese e do fluxo
plasmatico renal, sugerindo que o TXA; renal exerce fungdo de modular o manobra
da agua em pacientes com cirrose e ascite. Entretanto, Sarleno e colaboradores
(1993) mostraram que o bloqueio do TXA; por imidazole salicilato (750mg/dia), um
anti-inflamatério nao-esteroidal, porém numa dose que nao inibe o efeito das
prostaglandinas sintase em pacientes com cirrose descompensada nao foi capaz de
afetar a fungdo renal ou inibir a produgdo de prostaglandina renal em condigéo

basal. Assim, mesmo diante da dificuldade da compreensido da relagcdo entre a



cirrose hepatica e o tromboxano A, na resposta excretora renal existem estudos que
tem mostrado que os niveis renais de TXA; encontram-se aumentado, levando
especialmente, a disfungdo renal no transtorno hepatico crbnico. (Zipprich e cols.,
1990; Zipser e cols., 1983; Fan JG e cols., 2004)

Mesmo assim, ainda existem poucos estudos clinicos e experimentais que
correlacionam esse prostandide e a cirrose. E finalmente, buscando de alguma
forma contribuir para responder a significante questdo referente ao papel do
tromboxano A, no controle da funcdo renal € que nos propusemos a realizar a

pesquisa em questao.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

e O presente trabalho tem por objetivo verificar a participagdo do tromboxano A,
nos mecanismos envolvidos na retengdo de sédio e agua em ratos com

cirrose experimental, por meio de ligadura dos ductos biliares.

2.2 Objetivos Especificos:
e Avaliar a participagao relativa da inibicdo do tromboxano A2, através do uso
da aspirina, sobre os mecanismos de adaptagao da natriurese e diurese.

e Estudar simultaneamente a participacdo dos nervos simpaticos renais na

diurese e natriurese diaria e induzida pela sobrecarga de volume.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais experimentais

Os experimentos foram realizados em ratos machos, Wistar (Rattus novergicus
albinus), com cerca de 230g provenientes do biotério do Programa de Pds-
Graduacao em Ciéncias Fisiolégicas da Universidade Federal do Espirito Santo. Os

ratos foram mantidos em ambiente com luz, temperatura e umidade controladas.

3.2 Grupos Experimentais

Os ratos foram divididos em dois grandes grupos, aquele em que os animais foram
submetidos a ligadura do ducto biliar (cirrose experimental) e aquele em que os
animais foram submetidos aos mesmos procedimentos cirurgicos, com exceg¢ao da
ligadura do ducto biliar (animais controle). Ambos os grupos foram submetidos aos
experimentos agudos e crénicos. Cada um destes grupos foi dividido em subgrupos
(n=9), conforme o tratamento recebido por cada animal, e como abaixo

esquematizado.

1. Animais Controle:

a) Nao receberam tratamento com aspirina (CTRL).

b) Nao receberam tratamento com aspirina e submetidos a desnervagéo dos
nervos simpaticos renais (CTRL DESN).

c) Receberam tratamento com aspirina (CTRL ASP).

d) Receberam tratamento com aspirina e submetidos a desnervacao dos
nervos simpaticos renais (CTRL DESN ASP).



2. Animais com Cirrose Experimental por Meio da Ligadura dos Ductos
Biliares:

a) Nao receberam tratamento com aspirina (CE).

b) Nao receberam tratamento com aspirina e submetidos a desnervagéo dos
nervos simpaticos renais (CE DESN).

c) Receberam tratamento com aspirina (CE ASP).

d) Receberam tratamento com aspirina e submetidos a desnervacao dos

nervos simpaticos renais (CE DESN ASP).

3.3 Tratamento com Aspirina

Os ratos (controle e submetidos a ligadura do ducto biliar) foram colocados em
gaiolas metabdlicas individuais com livre acesso a comida e a agua e mantidos em
sala com temperatura constante e ciclo claro escuro de 12 horas. O tratamento com
aspirina (acido acetilsalisilico) foi realizado por um periodo de 21 dias utilizando uma
dose diaria de 1,2 mg/Kg, por gavagem (Pedersen and FitzGerald, 1984).

3.4 Procedimentos Cirurgicos

3.4.1 Cirrose Experimental

Para a producgao da cirrose experimental, utilizamos a técnica descrita por Franco e
colaboradores (1979), na qual, sob anestesia pelo hidrato de cloral (40mg/100g), os
ratos foram submetidos a laparotomia mediana para acesso ao ducto biliar comum.
Utilizando-se de um fio de seda 3-0, foram feitas duas ligaduras para secgao do
ducto entre as mesmas. Apds a sutura em dois planos, os animais receberam

injecao intramuscular de penicilina G benzatina(30.000UI). Os animais controle



sofreram todos os procedimentos cirurgicos, porém sem a ligadura do ducto biliar

comum.

3.4.2 Desnervacao renal

No sentido de se verificar se a atividade dos nervos simpaticos renais, com sua agao
retentora de soédio, poderia influenciar na evolugdo da morbidade da sindrome
cirrética, em um grupo a parte, previamente a ligadura do ducto biliar, os animais
sofreram desnervagao bilateral dos nervos simpaticos renais. Sob anestesia com
hidrato de cloral (400mg kg'1, ip), realizou-se uma incisao bilateral nos flancos e com
auxilio de uma lupa (World Precision Instruments 13301, FI, USA), procedeu-se a
separagao das fibras nervosas dos vasos renais. Os nervos e seus ramos foram
cortados e os vasos foram banhados com uma solugdo de fenol a 10% em alcool
absoluto a fim de se destruir qualquer fibra nervosa remanescente, como descrito
anteriormente por DiBona e Sawin (1983). Este procedimento causa completa
desnervagao simpatica, uma vez que ja foi demonstrado pelos autores acima que a
desnervacao renal previne a resposta vasoconstritora renal, previne a antinatriurese
induzida, por exemplo, pelo estresse ambiental e também previne a antinatriurese
em alguns estados fisiopatoldgicos como na cirrose. Nestas condigdes, os niveis
renais de catecolaminas s&o reduzidos a valores ndo detectaveis como
demonstrados em analise por histofluorescéncia por Voingt, Jones e Dibona (1999),
nos estudo prévio de Souza (1999), em nosso laboratério. Depois de completada a
desnervacao renal, a incisdo no flanco foi fechada através de suturas nas camadas
musculares e na pele e terminado o ato cirurgico, os animais receberam inje¢cao

intramuscular de penicilina G benzatina (30.000 Ul).

3.4.3 Implantacio de Cateteres para Registros Hemodindmicos

Os registros de pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram
obtidos por meio de cateter implantado na aorta abdominal via artéria femoral



esquerda. A veia femoral esquerda também foi cateterizada para que fosse possivel
a infusdo de solugdo isotdnica de salina. Os cateteres foram confeccionados
utilizando-se um tubo de polietileno PE-50 (Clay Aams, parsippany, EUA) de 15 cm
de comprimento, unidos a um PE-10 de 5cm de comprimento por meio de
aquecimento sob mandril. Sob influéncia anestésica do hidrato de cloral os cateteres
foram implantados através de manobras cirurgicas que consistiam de uma incis&o na
regido inguinal em dire¢ao ao feixe vasculo-nervoso. Apds o isolamento da artéria foi
introduzida a extremidade do PE-10, previamente heparinizado (40UI/ml). A outra
extremidade do cateter foi dirigida, por meio de um trocater, sob a pele do dorso do
animal até a regido mediocervical posterior e fixadas a pele por um fio de sutura,

sendo o mesmo procedimento adotado para a cateterizagdo venosa.

As medidas hemodinamicas de PAM e FC foram feitas conectando-se os animais
acordados (via cateter arterial) a um transdutor de pressédo (Spctramed-Statham,
P23XL, USA) acoplado a um sistema de aquisicdo de dados biolodgicos (Biopac
system, MP100, Santa Barbara, CA, EUA).

3.4 .4 Implantacio de Cateter na Bexiga para Coleta da Urina

A seguir (apds cerca de 24 horas), foi implantado um cateter na bexiga segundo a
técnica modificada por Gellai e Valtin (1979) para realizagdo do protocolo
experimental, que consiste de uma pequena incisdo longitudinal no abdbémen,
exposi¢cao da bexiga e implantagao do cateter (PE240, 4 cm de comprimento), o qual
e fixado as camadas musculares adjacentes sob a sutura da pele. A observagao da
passagem livre de urina através do cateter foi o método utilizado para verificar se o

cateter estava corretamente posicionado.

O volume urinario (em pl/min/g de rim) foi coletado por gravidade em amostras
obtidas sempre em um periodo de 10 minutos. Sédio urinario (em peqg/min/g de rim)

foi quantificado em um fotdmetro de chama “Instrumentation Laboratories”, modelo
943.



3.5 Protocolo Experimental

Para realizagdo do protocolo experimental, todos os ratos foram colocados em
gaiolas metabodlicas onde receberam agua, racdo em pd e tiveram suas urinas
coletadas diariamente. Apds vinte e um dias de tratamento com aspirina, os ratos
foram retirados das gaiolas metabdlicas e submetidos a contagem do tempo de
sangramento, teste que corresponde a duragdo de uma pequena hemorragia,
quando uma incisdo de dimensdes pequenas € praticada na pele artificialmente e
em seguida foram realizados os experimentos agudos. Os ratos sofreram os
procedimentos cirurgicos descritos acima para os registros hemodinamicos basais
de PAM, FC e coleta de urina.

Para os experimentos agudos, apds a implantagdo dos cateteres na artéria e veia
femorais e bexiga, os animais, ja acordados, foram colocados em gaiolas de
contengcdo que limitavam seus movimentos e permitiam registros hemodinamicos e
coleta de urina. Os animais foram submetidos a infusdo continua de solugao salina
isotdnica (por meio de uma bomba de infusdo Havard modelo 795) a velocidade de
55 pl/min, por um periodo de estabilizagdo de 2 horas. Seguindo-se as duas horas
do periodo de estabilizagdo, iniciava-se a coleta de duas amostras de urina para
determinacao do volume e concentragdo de sédio urinario por um periodo controle
de 20 minutos. Esta fase controle teve sua respectiva amostra denominada Controle
(C1 e C2), coletado pelo tempo de 10 minutos cada. A seguir a velocidade de
infusdo da bomba foi aumentada ao equivalente em volume a 5% do peso corporal
do animal, por um periodo de 30 minutos e novas amostras de urina também com
tempo de 10 minutos cada, foram colhidas. Tal fase foi denominada de expanséao e
suas respectivas amostras de Expanséo 1 (E1), Expanséo 2 (E2) e Expanséo 3 (E3).
Na préxima fase, retornou-se a velocidade de infusdo inicial de salina isotbnica (55
uL/min), procedendo-se a coleta de mais cinco amostras de urina também com
intervalo de 10 minutos cada. Tal fase foi denominada de Recuperacdo e suas
respectivas amostras de Recuperacédo 1 (R1), Recuperagao 2 (R2), Recuperagao 3
(R3), Recuperacédo 4 (R4) e Recuperacao 5 (R5). Registros continuos de pressao
arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram realizados durante todo o

periodo experimental, armazenados em disco rigido do computador e analisados



posteriormente.

Terminada esta fase do protocolo experimental os animais foram sacrificados e
ambos os rins foram removidos e pesados, por meio de uma balanga analitica, para
normalizacdo do volume urinario e excre¢cao de sodio em relagdo a massa renal.
Também foi realizado a remogdo do figado, seccionado transversalmente em
fragmentos com espessura de 2 a 3 mm e fixados em formol a 4% para posterior

analise histologica.

3.6 Analise das Amostras

Fluxo Urinario (FU). As amostras de urina foram coletadas a cada 10 minutos em
tubos plasticos previamente pesados e o volume urinario foi determinado
gravimetricamente. Os valores foram normalizados pelo peso renal (grama de peso

renal). O volume urinario (uL/min/g) = (volume urinario) / (tempo de coleta [10min] /

(9)-

Excregcao Urinaria de Sédio (ExUNa). A concentragcdo de sdédio das amostras de
urina foram medidas utilizando-se de um fotdmetro de chama (Micronal, modelo B
262, Sao Paulo, Brasil) e a excregdo urinaria de sodio calculada. A excregdo de

sédio (MUEg/min/g) = (volume urinario) x (concentragao urinaria de sodio).

3.7 Preparagao Histolégica

O figado era retirado, pesado, seccionado em fatias de aproximadamente 5 mm e
colocados em formalina a 4%. Os fragmentos foram incluidos em parafina, com

utilizacdo de aparelho automatico de incluséo.



Os cortes de 6 micrébmetros de espessura, obtidos micrétomo rotativo, foram corados
pela Hematoxilina, Eosina e pelo Picrosirius para colageno e montados em Balsamo

do Canada.

3.8 Analise Estatistica

Os dados sao apresentados com média + erro padrdo da média (EPM). Os dados
foram analisados utilizando-se da analise de varidncia para medidas repetidas
seguida do teste de Tukey para comparagao entre médias. Os valores de p<0.01 e
p<0.05 foram considerados como significativos. Para analise dos dados foi utilizado
o programa estatistico GB-STAT (Dynamic Microsystem Inc., Silver Spring, MD,
USA) 6.5 for Windows e para a plotagem dos graficos foi utilizado o GraphPad Prism
2.0 (San Diego, CA, USA).

A mortalidade foi avaliada pelas curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meyer,

utilizando o programa SSPS para Windows (versao 9.0).



5. RESULTADOS

5.1 Pressao Arterial Média Basal e Frequiéncia Cardiaca Basal

A figura 1 ilustra os valores basais de PAM e FC apds 3 semanas de tratamento. Em
relagdo aos valores basais de PAM observa-se diminuicdo da mesma nos animais
com cirrose por meio da ligadura do ducto biliar que ndo receberam tratamento (CE)
e dos que foram tratados com aspirina 1,2 mg/Kg (ASP) (CE ASP) quando
comparados com 0s animais controle que n&o receberam tratamento (CTRL) e
também quando comparados aos que foram tratados com aspirina (CTRL ASP) (CE
94 + 2mmHg; CE ASP 94 + 2mmHg; CTRL 107 + 2mmHg; CTRL ASP 106 +
2mmHg; p<0,01). Para os animais submetidos a ligadura do ducto biliar e a
desnervacao renal bilateral (CE DESN) e que foram tratados com aspirina (CE
DESN ASP) também observa o mesmo comportamento na PAM quando os animais
foram comparados com os do grupo controle e desnervados (CTRL DESN) e
também quando foi feita a comparagdo com os do grupo controle e desnervados que
receberam tratamento com aspirina (CTRL DESN ASP) (CE DESN 95 + 2mmHg CE
DESN ASP 93 + 2 mmHg CTRL DESN 102 + 2mmHg CTRL DESN ASP 103 + 2
mmHg; p<0,01). As diferencas nos valores basais de FC n&o foram significativas nos

grupos estudados.



125 125
—_ [ #’C; 1 _ yy Yy
— 1001 = #1004 ek ok
o
I
g 757 75
£
= 5 501
<<
o
25 25+
0- o
T T T T T T T T
500-
500-
— — ——
— s s _— —— o
£
o
2 250 250
(&)
[T
0- 0-
T T T T T T T T
(2] [=2] (2] (-] ~ I~ I~ ~J
I I I 1 A S S
4 o w o = a = a
['4 (7] (&) (7] " n " n
= < <
o d w a ; a ;
14 (8] - n w 0
= 4 w ) w
o = a o
o o o
& 3)
o

Figura 1. Valores basais de PAM e FC de ratos com cirrose experimental secundaria
a ligadura dos ductos biliares apés 3 semanas de tratamento com aspirina (ASP)
1,2mg/Kg. Os valores representam as médias + EPM dos animais controle: n&o
receberam tratamento (CTRL), tratados com aspirina (CTRL ASP), ndo receberam
tratamento e foram desnervados (CTRL DESN) e tratados com aspirina e
desnervados (CTRL DESN ASP); e dos animais experimentais: submetidos a
ligadura do ducto biliar (CE), e tratados com aspirina (CE ASP), e desnervados (CE
DESN), e desnervados e tratados com aspirina (CE DESN ASP). # p< 0,01 em
relagdo aos ratos do grupo CTRL; * ‘p< 0,01 em relagdo aos ratos do grupo CTRL
ASP; “p< 0,01 em relagdo aos ratos do grupo CTRL DESN; *¥ p< 0,01 em relagao
aos ratos do grupo CTRL DESN ASP.



5.2 Ingestio de Agua e Excregio Diaria de Volume Urinario e Sédio

Na figura 2 estdo mostrados os valores acumulados da ingestdo de agua e diurese
por 3 semanas. A ingestdo de agua dos animais com cirrose experimental
secundaria a ligadura do ducto biliar que nao receberam tratamento (CE) e dos que
foram tratados com aspirina (CE ASP) encontra-se aumentada quando comparados
com o0s animais controle que n&o receberam tratamento (CTRL) e ou que foram
tratados com aspirina. (CTRL ASP) (CE 760 + 26 mL; CE ASP 733 + 29 mL; CTRL
604 + 26 mL; CTRL ASP 585 + 16 mL p<0,01). Para os animais com cirrose
experimental secundaria a ligadura do ducto biliar e desnervados (CE DESN) e para
0s que receberam tratamento com aspirina (CE DESN ASP), a ingestdo de agua
também apresenta 0 mesmo comportamento quando os animais foram comparados
com os do grupo controle e desnervados (CTRL DESN) e ou com os do grupo
controle e desnervados que receberam tratamento com aspirina (CTRL DESN ASP)
(CE DESN 811 + 44 mL; CE DESN ASP 842 + 56 mL; CTRL DESN 676 + 38 mL;
CTRL DESN ASP 656 + 33 mL p<0,01 e p<0,05). Ja quando compara-se 0s grupos
que foram submetidos a desnervacgao renal bilateral (CTRL DESN, CTRL DESN
ASP, CE DESN, CE DESN ASP) com os seus respectivos controles (CTRL, CTRL
ASP, CE, CE ASP), embora maior a ingestdo de agua, n&do houve diferenca

significativa entre os grupos

O volume de urina (VU) acumulado nos grupos com cirrose experimental secundaria
a ligadura do ducto biliar (CE) e que foram tratados com aspirina (CE ASP) foi maior
quando comparados com os dois grupos controles, animais do grupo controle que
nao receberam tratamento (CTRL) e ou que foram tratados com aspirina (CTRL
ASP) (CE 253 + 22 mL; CE ASP 220 + 21 mL; CTRL 154 + 10 mL; CTRL ASP 125 +
8 mL p<0,01 e p<0,05). O mesmo comportamento foi observado para a diurese nos
animais que foram submetidos a ligadura do ducto biliar e a desnervagdo (CE
DESN) e para os que foram tratados com aspirina (CE DESN ASP) quando
comparados com os animais dos grupos controles que nao receberam tratamento
com aspirina (CTRL DESN) e ou que foram tratados (CTRL DESN ASP) (CE DESN
446 + 34 mL; CE DESN ASP 463 + 45 mL; CTRL DESN 242 + 17 mL; CTRL DESN



ASP 253 + 23 mL p<0,01). Quando se compara a influéncia da desnervacéo na
diurese, os animais dos grupos controles que foram desnervados (CTRL DESN) e
tratados com aspirina (CTRL DESN ASP) apresentam diurese aumentada quando
comparados com seus respectivos grupos controles que ndo foram desnervados
(CTRL e CTRL ASP) (p<0,01). Também é observado que a diurese nos animais
cirréticos e desnervados que receberam tratamento com aspirina ou ndo (CE DESN
ASP e CE DESN) apresentam aumento significativo (p<0,01) quando comparados
com os seus respectivos grupos de animais cirroticos que receberam ou n&o

tratamento com aspirina (CE ASP e CE).

Os valores acumulados por 3 semanas da concentragao de sédio na urina excretado
diariamente sdo mostrados na figura 3. Os dados mostram que os animais do grupo
controle que receberam tratamento com aspirina (CTRL ASP) excretam menor
quantidade de sédio na urina quando comparados com os ratos do grupo controle
que néo receberam o tratamento (CTRL) (16 + 1,3 vs 23 + 1,2 mEq p<0,05). Os
animais com cirrose experimental secundaria a ligadura do ducto biliar que n&o
receberam tratamento (CE) e dos que foram tratados com aspirina (CE ASP)
excretam uma maior quantidade de sodio na urina quando comparados com 0s
animais controle que nio receberam tratamento (CTRL) e também aos que foram
tratados com aspirina (CTRL ASP) (CE 28 + 3,0 mEq; CE ASP 27 + 2,7 mEq; CTRL
23 + 1,2 mEq; CTRL ASP 16 + 1,2 mEq p<0,01 e p<0,05). Nos grupos de animais
controles e dos cirréticos submetidos a desnervacdo renal bilateral que foram
tratados ou nao com aspirina (CTRL DESN, CTRL DESN ASP, CE DESN, CE DESN
ASP) os valores acumulados das diferengas da concentragdo de sédio na urina
excretado diariamente ndo foram significativas nos grupos estudados. Ja quando se
compara esses mesmos grupos (CTRL DESN, CTRL DESN ASP, CE DESN, CE
DESN ASP) com os seus respectivos grupos controles que nao foram desnervados
(CTRL, CTRL ASP, CE, CE ASP) a excrecdo de sédio na urina apresenta
aumentada (CTRL DESN 36 + 2,7 mEq; CTRL DESN ASP * 39,38 mEq; CE DESN
40 + 3,0 mEq; CE DESN ASP * 41+ 3,0 mEq; CTRL 23 + 1,2 mEq; CTRL ASP 16 +
1,3 mEq; CE 28 + 3,0 mEq; CE ASP 27 + 2,7 mEq p<0,01).
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Figura 2. Valores acumulados da ingestdo de agua e diurese de ratos com cirrose
experimental secundaria a ligadura do ducto biliar por 3 semanas de tratamento com
aspirina (ASP) 1,2mg/Kg. Os valores representam as medias + EPM dos animais
controle: ndo receberam tratamento (CTRL), tratados com aspirina (CTRL ASP), ndo
receberam tratamento e foram desnervados (CTRL DESN) e tratados com aspirina e
desnervados (CTRL DESN ASP); e dos animais experimentais: submetidos a
ligadura do ducto biliar (CE), e tratados com aspirina (CE ASP), e desnervados (CE
DESN), e desnervados e tratados com aspirina (CE DESN ASP). # p< 0,01 e
#5<0,05 em relagdo aos ratos do grupo CTRL; * "p< 0,01 em relagdo aos ratos do
grupo CTRL ASP; “p< 0,01 em relagdo aos ratos do grupo CTRL DESN; ¥ p< 0,01
e ¥ p<0,05 em relagéo aos ratos do grupo CTRL DESN ASP.
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Figura 3. Valores da concentracdo de sdédio na urina coletados diariamente de
ratos com cirrose experimental secundaria a ligadura do ducto biliar por 3 semanas
de tratamento com aspirina (ASP) 1,2mg/Kg. Os valores representam as médias *
EPM dos animais controle: ndo receberam tratamento (CTRL), tratados com
aspirina (CTRL ASP), ndo receberam tratamento e foram desnervados (CTRL
DESN) e tratados com aspirina e desnervados (CTRL DESN ASP); e dos animais
experimentais: submetidos a ligadura do ducto biliar (CE), e tratados com aspirina
(CE ASP), e desnervados (CE DESN), e desnervados e tratados com aspirina (CE
DESN ASP). " "p< 0,01 em relagdo aos ratos do grupo CTRL ASP; #p<0,05 em
relagdo aos ratos do grupo CTRL e CTRL ASP; P<0,05 em relagdo aos ratos do
grupo CTRL.



5.3 Tempo de Sangramento

A figura 4 mostram os valores do tempo de sangramento com intuito de se verificar a
eficacia do tratamento com aspirina 1,2 mg/Kg (ASP) por 3 semanas de tratamento.
O tempo de sangramento dos animais dos grupos controle que receberam
intervengao (tratamento com aspirina e ou desnervacao e tratamento com aspirina)
(CTRL ASP e CTRL DESN ASP) foi maior quando comparados com 0S seus
respectivos grupos controles que nao receberam tratamento (CTRL) e foram
desnervados (CTRL DESN) (CTRL ASP 59 + 5,2 s; CTRL DESN ASP 49 + 2,2 s;
CTRL 29 + 1,3 s; CTRL DESN 21 + 2,0 s p<0,01). Os animais com cirrose
experimental secundaria a ligadura do ducto biliar que receberam tratamento com
aspirina (CE ASP) e ou desnervagado e tratamento (CE DESN ASP) também
apresentam o0 mesmo comportamento no tempo de sangramento quando
comparados com 0Os seus respectivos animais dos grupos cirréticos que né&o
receberam tratamento com aspirina (CE) e que foram desnervados (CE DESN) (CE
ASP 66 + 5,8 s; CE DESN ASP 50 + 2,7 s; CE 35 + 24 s; CEDESN 27 + 20 s
p<0,05).
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Figura 4. Valores do tempo de sangramento (s) apos tratamento com aspirina 1,2
mg/Kg (ASP) por 3 semanas. Os valores representam as médias £ EPM dos animais
controle: n&o receberam tratamento (CTRL), tratados com aspirina (CTRL ASP), ndo
receberam tratamento e foram desnervados (CTRL DESN) e tratados com aspirina e
desnervados (CTRL DESN ASP); e dos animais experimentais: submetidos a
ligadura do ducto biliar (CE), e tratados com aspirina (CE ASP), e desnervados (CE
DESN), e desnervados e tratados com aspirina (CE DESN ASP). "p< 0,01 em
relacdo aos ratos do grupo CTRL e CTRL DESN; # b< 0,01 em relacéo aos ratos do
grupo CE e CE DESN.



5.4 Peso Corporal, Figado e Rins

Na tabela 1 estdo mostrados os valores basais do peso corporal, figado e rins, além
dos pesos relativos destes érgédos apos 21 dias dos animais terem sido submetidos
a ligadura do ducto biliar e recebido ou ndo tratamento com aspirina 1,2 mg/Kg
(ASP). Como pode observar nos animais dos grupos cirroticos que receberam ou
nao tratamento com aspirina (CE e CE ASP) e que foram desnervados tratados ou
nao com aspirina (CE DESN e CE DESN ASP), houve aumento significativo (p<0,01)
no peso do figado quando comparados aos seus respectivos ratos controle (CTRL;
CTRL ASP; CRTL DESN; CTRL DESN ASP). Em relagao aos rins, muito embora os
animais dos grupos que foram submetidos a ligadura do ducto biliar, a desnervagao
ou n&o e que receberam ou nao tratamento com aspirina (CE, CE ASP, CE DESN,
CE DESN ASP) tenham apresentados a reducdo significativa do peso dos rins,
quando analisado em relagdo ao peso corporal esta redugdo ndo se apresentou
significante. Tal fato provavelmente se explica pelo fato do peso corporal desses
animais nao terem apresentado o mesmo ganho de peso do observado nos seus
respectivos animais controle, muito embora a presenga de ascite tenha sido

visivelmente constatada naqueles animais.



5.5 Sobrevivéncia dos Animais

Na figura 5 estdo as curvas de sobrevivéncia de ratos controle (falsos operados) e
0s submetidos a ligadura do ducto biliar, desnervados ou ap6s 3 semanas de
tratamento com aspirina (ASP). A taxa de mortalidade dos animais submetidos a
ligadura do ducto biliar que nao recebeu tratamento (CE) foi significativamente maior
quando comparados com os dois grupos controles, que nao receberam tratamento
(CTRL) e ou que foram tratados com aspirina (CTRL ASP) (p=0,0154). A
mortalidade no grupo CE ASP foi maior quando comparada aos grupos controle,
mas a diferenga ndo foi significativa (0,0652). De modo semelhante a taxa de
mortalidade nos grupos CE DESN ou CE DESN ASP comparada com a dos
respectivos controles (CTRL DESN e CTRL DESN ASP) embora menor, também
nao mostrou diferenga significativa (respectivamente, p=0,1451 e p=0,3173).
Quando se compara a mortalidade nos grupos cirréticos que receberam intervencao
(tratados com aspirina ou desnervados ou desnervados e tratados com aspirina)
com o grupo cirrético (CE) que ndo recebeu nenhum tratamento a diferenga sé é
significativa para o grupo que sofreu desnervacdo e foi tratado com aspirina (CE
DESN ASP) (p=0,0354). Para os grupos tratados apenas com aspirina ou com a
desnervagcdo as diferencas nao foram significativas. A protegdo do efeito da
desnervagado associada a aspirina torna-se mais evidente quando se observa na
figura 5, que a mortalidade neste grupo ocorreu mais tardiamente do que no grupo
CBDL sem tratamento.
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Figura 5. Curva de sobrevivéncia de ratos submetidos a ligadura do ducto biliar e
mantidos sem tratamento (CE), ou tratados com aspirina (CE ASP) ou desnervados
(CE DESN) ou desnervados e tratados com aspirina (CE DES NASP) e de animais
falsos-operados que nao receberam nenhum tratamento (CTRL) ou tratados com
aspirina (CTRL ASP) ou que foram desnervados e n&o tratados com aspirina (CTRL
DESN) ou desnervados e tratados com aspirina (CTRL DESN ASP). O tratamento
com aspirina foi feito durante 3 semanas na dose de 1,2 mg/Kg. A desnervacao foi

realizada cinco dias antes da ligadura do ducto biliar. N=9 animais por grupo.

Teste de significancia da mortalidade entre os grupos (Teste de Log Rank): CE x
CTRL: p=0,0154; CE ASP x CTRL ASP:p=0,0652; CE DESN x CTRL DESN:
p=0,1451;CE DESN ASP x CTRL DESN ASP: p=0,3173; CE x CE ASP : p=0,2942;

CE x CE DESN: p=0,2238; CE x CE DESN ASP: p=0,0354.




5.6 Respostas Cardiovasculares e Renais a Sobrecarga de Volume

As figuras 6 e 7 ilustram as respostas diurética e natriurética a infusdo de solugéo
salina isotdnica em ratos dos grupos controle, que nao receberam tratamento com
aspirina (CTRL) e que foram tratados com aspirina (CTRL ASP) e ratos dos grupos
submetidos a ligadura do ducto biliar, que nao receberam tratamento com aspirina
(CE) e que foram tratados com aspirina 1,2mg/Kg (ASP) (CE ASP) por 3 semanas.
Nos grupos de ratos controle, que receberam ou n&o tratamento com aspirina (CTRL
e CTRL ASP) e os grupos de ratos submetidos a ligadura do ducto biliar que
receberam ou nao tratamento (CE e CE ASP), os valores de fluxo urinario (FU) e
excrecao de sodio (ExNa) na fase controle (C1, C2) sao similares nos quatro grupos
(tabela 2). A expansado hidrossalina (E1, E2, E3) promoveu aumento progressivo
(p<0,01) de tais parametros nos grupos controle que receberam ou nao tratamento
com aspirina (CTRL e CTRL ASP), entretanto, ndo houve diferengas significativas
para esses parametros entre os grupos (Tabela 2). Nos grupos de ratos que foram
submetidos a ligadura do ducto biliar, que ndo receberam tratamento com aspirina
(CE) e que foram tratados com aspirina (CE ASP), durante a fase de expansao
volémica, as respostas diurética e natriurética nesses grupos foram menores quando
comparadas com as dos grupos controle que nao receberam tratamento (CTRL) e
também quando foi feita a comparagédo com os ratos do grupo que receberam
tratamento com aspirina (CTRL ASP) (p<0,01 e p<0,05) porém, ndo houve
diferengas significativas para esses parametros entre os grupos cirroticos (Tabela 2).
Durante a fase de recuperagao (R1, R2, R3. R4, R5) nos grupos de ratos controle,
que nao receberam tratamento (CTRL) e que foram tratados com aspirina (CTRL
ASP) ndo houve diferengas significativa na diurese e natriurese entre os grupos,
havendo redugéo progressiva (p<0,01) das mesmas, com tendéncias para retorno
aos valores basais (fase controle) (tabela 2). Nos grupos de ratos submetidos a
ligadura do ducto biliar, que ndo receberam tratamento com aspirina (CE) e que
receberam tratamento com aspirina (CE ASP), apenas na fase R1, houve diminui¢cao
da diurese e natriurese, quando foram comparados aos grupos controle que recebeu
ou nao tratamento com aspirina (p<0,01 e p<0,05), nas demais fases ndo houve

diferenga significativa (Tabela 2). Durante a fase de recuperagédo (R1, R2, R3, R4,



R5) ndo houve diferenga significativa da diurese e natriurese entre os animais dos

grupos cirréticos que receberam ou nao tratamento com aspirina.

A figura 8 mostra as respostas diuréticas e natriurética a infusdo de solugao salina
isotbnica em ratos dos grupos controle e desnervados, que nao receberam
tratamento com aspirina (CTRL DESN) e que foram tratados com aspirina 1,2 mg/Kg
(CTRL DESN ASP) por 3 semanas. A figura 9 também mostra essas respostas nos
mesmos parametros estudados, porém para os ratos do grupo controle e
desnervado que receberam tratamento com aspirina e para os ratos submetidos a
ligadura do ducto biliar e a desnervagcdo renal bilateral, que n&o receberam
tratamento com aspirina (CE DESN) e que foram tratados com aspirina (CE DESN
ASP) durante 3 semanas. Nas figuras 8 e 9, apds o periodo de estabilizacdo de
duas horas, observa-se que os valores de fluxo urinario e excreg¢ao de sodio na fase
controle (C1,C2) nos ratos controle e desnervados que recebeu ou ndo tratamento
com aspirina (CTRL DESN e CTRL DESN ASP) sao similares aos grupos de ratos
submetidos a ligadura do ducto biliar e a desnervagdo que receberam ou nao
tratamento com aspirina (CE DESN e CE DESN ASP) (tabela 3). A figura 8 mostra
que a expansao hidrossalina (E1,E2,E3) promoveu aumento progressivo (p<0,01) de
tais parametros principalmente em ratos do grupo controle e desnervados que
receberam tratamento com aspirina (CTRL DESN ASP) e que houve aumento
significativo (p<0,01 e p<0,05) para esses parametros, nas fases de expansao E2 e
E3, quando comparado com o grupo de ratos controle e desnervados que nao
receberam tratamento com aspirina (CTRL DESN) (Tabela 3). Durante a fase de
recuperacao (R1, R2, R3, R4, R5) também houve aumento, porém s6 da natriurese
nas fases R1 e R2 (p<0,01 e p<0,05), nas demais fases ndao houve diferengas
significativas na diurese e natriurese entre os grupos havendo reducdo progressiva
(p<0,05) das mesmas, com tendéncia para retorno aos valores basais (fase controle)
(Tabela 3). A figura 9 mostra que a expanséao hidrossalina (E1, E2, E3) nos grupos
de ratos cirréticos e desnervados que receberam ou nao tratamento com aspirina
(CE DESN e CE DESN ASP), ndo promoveu aumento progressivo da diurese e
natriurese entre os grupos, porém houve nas fases E2 e E3 menores valores de
fluxo urinario e excregao de sodio desses animais quando comparados ao grupo de
ratos controle e desnervados que receberam tratamento (p<0,01 e p<0,05) (Tabela

3). Durante a fase de recuperagdo (R1, R2, R3, R4, R5) houve o mesmo



comportamento na diurese e natriurese, porém apenas nas fases R1 e R2, nas
demais fases, embora menor, ndo mostrou diferencas significativa das mesmas com
tendéncias para retorno aos valores basais (fase controle). Para avaliar a
participacdo da atividade simpatica renal na diurese e natriurese, na cirrose
experimental, foram realizadas as comparagdes entre os grupos de ratos controle e
desnervados que receberam ou n&o tratamento com aspirina (CTRL DESN e CTRL
DESN ASP) com os seus respectivos grupos de ratos controle que receberam ou
nao tratamento com aspirina (CTRL e CTRL ASP), também foram realizadas as
comparagdées para 0s mesmos parametros nos grupos de ratos submetidos a
ligadura do ducto biliar e a desnevagao que receberam ou ndo tratamento com
aspirina (CE DESN e CE DESN ASP) com seus respectivos grupos de ratos
cirréticos que receberam ou nao tratamento com aspirina (CE e CE ASP). Houve
menor respostas diuréticas e natriuréticas (p<0,01 e p<0,05) apenas na fase final de
expansdo volémica (E3) e na fase inicial de recuperagao (R1) no grupo de ratos
controle e desnervados quando comparado ao grupo de ratos controle (CTRL), os
outras comparagbes com 0s seus respectivos grupos controles ndo apresentaram

diferencgas significativas.

Em relagcédo aos parametros hemodindmicos dos grupos estudados, a PAM mostrou-
se significativamente menor (p<0,05) nas diferentes fases estudadas (Tabela 2 e
figura 10) nos grupos de ratos cirréticos que receberam ou nao tratamento com
aspirina (CE e CE ASP) quando comparados com os dois grupos controles, animais
do grupo controle que ndo receberam tratamento (CTRL) e ou que foram tratados
com aspirina (CTRL ASP), porém na FC nao observa diferencas significativas.
Observa-se também o mesmo comportamento na PAM (p<0,01 e p<0,05) nos
grupos de animais cirréticos e desnervados, que receberam ou n&o tratamento com
aspirina (CE DESN e CE DESN ASP) quando comparados com os do grupo controle
e desnervados (CTRL DESN) e ou com os do grupo controle e desnervados que
receberam tratamento com aspirina (CTRL DESN ASP) (Tabela3 e figura 11). Ja a

FC, nas diferentes fases nos grupos estudados n&o houve diferenga significativa.



—=— CTRL (n=9)
—-8-- CTRL ASP (n=9)
-—o-- CE ASP (n=9)

150
100

50+

FU(d/min/g de im

25

20

15+

10

VNaU (pneqEqg/min/g de rim)

T T T T T T T T T T
C1 C2 E1 E2 E3 R1 R2 R3 R4 R5

Figura 6. Efeito da expansao de volume (infusdo de salina isotdnica no volume
equivalente a 5 % do peso corporal) em animais controle: ndo receberam tratamento
(CTRL), tratados com aspirina (CTRL ASP) e dos animais experimentais:
submetidos a ligadura do ducto biliar e tratados com aspirina 1,2 mg/Kg (ASP) (CE
ASP) durante 3 semanas. Os valores representam as médias + EPM, ilustrando o
fluxo urinario (FU) e a excregdo de sdédio (ExNa) corrigidos por grama de rim nas
fases controle (C1, C2), expansao (E1, E2, E3) e recuperagao (R1, R2, R3, R4, R5).
Nas fases controle e recuperagao, os animais receberam infusdo continua de salina
isotdnica ao fluxo de 55 pl/min. ** p< 0,01 e * p< 0,05 em relagao a fase controle; #i
p<0,01 e * p<0,05 em relacdo aos ratos do grupo CTRL; ™ p<0,01 e * p<0,05 em
relagdo aos ratos do grupo CTRL ASP
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Figura 7. Efeito da expansédo de volume (infusdo de salina isotdnica no volume
equivalente a 5 % do peso corporal) em animais controle: ndo receberam tratamento
(CTRL), tratados com aspirina 1,2 mg/Kg (ASP) (CTRL ASP) e dos animais
experimentais: submetidos a ligadura do ducto biliar (CE) durante 3 semanas. Os
valores representam as médias + EPM, ilustrando o fluxo urinario (FU) e a excregéo
de sédio (ExNa) corrigidos por grama de rim nas fases controle (C1, C2), expansao
(E1, E2, E3) e recuperagao (R1, R2, R3, R4, R5). Nas fases controle e recuperacao,
0s animais receberam infusdo continua de salina isotdnica ao fluxo de 55 pl/min. **
p< 0,01 e * p<0,05 em relagdo a fase controle; ** p<0,01 # p<0,05 em relacéo aos
ratos do grupo CTRL; ™ p<0,01 e * p<0,05 em relagdo aos ratos do grupo CTRL
ASP.



—=— CTRL DESN (n= 9)

150 --8-- CTRL DESN ASP (n=9)

100

50

FU(p I/min/g de rim)

251

20

154

10

VNaU(nEg/min/g de rim)

T | T T | T | T T |
C1 C2 E1 E2 E3 R1 R2 R3 R4 R5

Figura 8. Efeito da expansédo de volume (infusdo de salina isotdnica no volume
equivalente a 5 % do peso corporal) em animais controle: ndo receberam tratamento
e foram desnervados (CTRL DESN) e tratados com aspirina 1,2 mg/Kg (ASP) e
desnervados (CTRL DESN ASP) durante 3 semanas. Os valores representam as
médias + EPM, ilustrando o fluxo urinario (FU) e a excregcdo de sodio (ExNa)
corrigidos por grama de rim nas fases controle (C1, C2), expansao (E1, E2, E3) e
recuperacédo (R1, R2, R3, R4, R5). Nas fases controle e recuperagédo, os animais
receberam infusdo continua de salina isoténica ao fluxo de 55 ul/min. ** p< 0,01 e *
p<0,05 em relacdo a fase controle; *° p<0,01 e P p<0,05 em relacdo aos ratos do
grupo CTRL DESN.



-—8-- CTRL DESN ASP (n=9)

150 -
—e— CE DESN (n=9)
_'g E --©-- CE DESN ASP (n=9)
$ 1004 A
S N
e
£
S 50-
>
L
0_
I I I I I I I I I I
- 257
£
20_ * %
4 A
o FaNEL:
.E 15 **/,’I \‘ * %
E B, T,
ﬁ b Jvoy g B A
/ ~F
S 54 Ao
g 2 vy gy w%\".?“ﬁ"'
—————— vy
0_

T T T T T T T T T T
Cl1 C2 E1 E2 E3 R1 R2 R3 R4 R5

Figura 9. Efeito da expansao de volume (infusdo de salina isotdnica no volume
equivalente a 5 % do peso corporal) em animais controle: tratados com aspirina e
desnervados (CTRL DESN ASP) e dos animais experimentais: submetidos a
ligadura do ducto biliar e desnervados (CE DESN), e desnervados e tratados com
aspirina 1,2 mg/Kg (ASP) (CE DESN ASP) durante 3 semanas. Os valores
representam as médias + EPM, ilustrando o fluxo urinario (FU) e a excregéo de sédio
(ExNa) corrigidos por grama de rim nas fases controle (C1, C2), expansao (E1, E2,
E3) e recuperacédo (R1, R2, R3, R4, R5). Nas fases controle e recuperagdo, os
animais receberam infusdo continua de salina isoténica ao fluxo de 55 pl/min. ** p<
0,01 e * p<0,05 em relacdo a fase controle; ¥¥ p<0,01 ¥ p<0,05 em relacdo aos ratos
do grupo CTRL DESN ASP.
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Figura 10. Efeito da expansdo de volume (infusdo de salina isotdnico no volume
equivalente a 5 % do peso corporal) na pressao arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC) em animais do grupo controle: nao receberam tratamento (CTRL) e
tratados com aspirina (CTRL ASP) e dos animais experimentais: submetidos a
ligadura do ducto biliar (CE) e tratados com aspirina 1,2 mg/Kg (ASP (CE ASP)
durante 3 semanas. Os valores representam as médias £ EPM, ilustrando o fluxo
urinario (FU) e a excregao de sodio (ExNa) corrigidos por grama de rim nas fases
controle (C1, C2), expansao (E1, E2, E3) e recuperacao (R1, R2, R3, R4, R5). Nas
fases controle e recuperagdo, os animais receberam infusdo continua de salina
isotdnica ao fluxo de 55 pl/min. * p<0,01 e # p<0,05 em relacéo aos ratos do grupo
CTRL e ™ p<0,01 e " p< 0,05 em relagdo aos ratos do grupo CTRL ASP.
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Figura 11. Efeito da expans&do de volume (infusdo de salina isotdnico no volume
equivalente a 5 % do peso corporal) na pressao arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC) em animais do grupo controle: ndo receberam tratamento e foram
desnervados (CTRL DESN) e tratados com aspirina e desnervados (CTRL DESN
ASP); e dos animais experimentais: submetidos a ligadura do ducto biliar e
desnervados (CE DESN), e desnervados e tratados com aspirina 1,2 mg/Kg (ASP)
(CE DESN ASP) durante 3 semanas. Os valores representam as médias + EPM,
ilustrando o fluxo urinario (FU) e a excregao de sodio (ExNa) corrigidos por grama de
rim nas fases controle (C1, C2), expansao (E1, E2, E3) e recuperacédo (R1, R2, R3,
R4, R5). Nas fases controle e recuperagéo, os animais receberam infusdo continua
de salina isotonica ao fluxo de 55 pl/min. * p<0,05 em relagdo aos ratos do grupo
CTRL DESN; "¥p< 0,01 e ¥ p< 0,05 em relagcdo aos ratos do grupo CTRL DESN
ASP.



Tabela 2. Valores de fluxo urinario (FU), excregao de sédio (EXNa), presséo arterial
média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em animais do grupo controle: nao
receberam tratamento (CTRL) e tratados com aspirina (CTRL ASP) e dos animais
experimentais: submetidos a ligadura do ducto biliar (CE) e tratados com aspirina 1,2
mg/Kg (ASP) (CE ASP) durante 3 semanas, obtidos na fase controle (C2),

expanséo (E3) e recuperagao (R3).

CTRL (n=9) CTRL ASP (n=9)
C2 E3 R3 C2 E3 R3
FU (uL/min/g) 26,6+2,5 135,6+134* 543488  26,5+40 120+12,8** 583+124
ExNa (ueg/min/g)  2,2+0,6  14,4+1,9%  10,3+1,4  2,0+0,9 15,7+42,2*  10,2+1,8*
PAM (mmHg) 108+2,3  107+2,3 107+2,0  106+1,4  107+1,6 107+1,6
FC (bpm) 388+9,1  388+6,0 389+6,5  396+14 383+11 383+12
CE (n=9) CE ASP (n=9)
C2 E3 R3 C2 E3 R3
FU (uL/min/g) 21,2449  428+17,2%" 396481 257469 51,5+16,5" 31,65+7,5
ExNa (ueg/min/g)  1,6+0,3  6,9+1,7%°  69+16  26+08  7,6+1,5" 58316
PAM (mmHg) 93422 9411 5™ 96+1,4"  94+25% 9542 3* 96+3,6"
FC (bpm) 40049 403+9,0 406412 4124153  411+18,6 407+15,3

Os dados sao apresentados como média + EPM. * p<0,01 em relagdo a fase
controle; # p<0,01 e ## p< 0,05 em relagdo aos ratos do grupo CTRL e " p<0,01 e *

p<0,05 em relag&o aos ratos do grupo CTRL ASP.



Tabela 3. Valores de fluxo urinario (FU), excregao de sédio (EXNa), presséo arterial
média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em animais dos grupos controle: ndo
receberam tratamento e foram desnervados (CTRL DESN) e tratados com aspirina e
desnervados (CTRL DESN ASP); e dos animais experimentais: submetidos a
ligadura do ducto biliar e desnervados (CE DESN), e desnervados e tratados com
aspirina 1,2 mg/Kg (ASP) (CE DESN ASP), obtidos na fase controle (C2), expansao
(E3) e recuperacéao (R3).

CTRL DESN (n=9) CTRL DESN ASP (n=9)
Cc2 E3 R3 C2 E3 R3
FU (uL/min/g) 35,6455 49,3+7,3 33,4+6,6 29,5+4,8 104,2+10,3 " 46,3+6,3

ExNa (ueqg/min/g)  1,9+0,6 5,7£1,4 5014 2,6+0,6 18,3+1,3**"  9,0+1,2*

PAM (mmHg) 105+2,4  106+2,3 106+2,0 106+1,8 107+1,8 105+2,2
FC (bpm) 403+14  398+12 405+7  390+54  398+3,8 397+5,6
CE DESN (n=9) CE DESN ASP (n=9)
Cc2 E3 R3 C2 E3 R3
FU (uL/min/g) 142421 54,5+6,1"YY 30,4+3,9 11,243,1 46,4+13,9¥Y  20,446,7

ExNa (ueq/ming) 2,104  7,6+1,2¥  59+1,8 1,205  6,4+1,6" 3,8+1,1

PAM (mmHg) 94+1,4%Y  95+2 2%¥ 96+1,5Y 93+3,1Y  92+2,7% 92+3,5%Y

FC (bpm) 390+11 394+9,7 388+8,4 395+11 412+9,2 416+6,8

Os dados sao apresentados como média + EPM. ** p<0,01 em relagcdo a fase
controle; *? p<0,01 em relagdo aos ratos do grupo CTRL DESN; “p< 0,05 em relagdo
aos ratos do grupo CTRL DESN; *¥ p<0,01 e ¥ 0,05 em relagdo aos ratos do grupo
controle CTRL ASP.



5.7 Histologia Hepatica

A figura 12 mostra a analise histolégica dos cortes dos figados dos grupos de ratos
falso-operados e dos grupos e ratos com cirrose secundaria a ligadura do dustos
biliares. Os animais falso-operados apresentavam figado com estrutura histoldgica
normal. Todos os animais que sofreram ligadura do ducto biliar, desnervados ou nao
ou tratados ou ndo com aspirina apresentavam um quadro microscopico semelhante.
Chamava a atengdo uma intensa proliferagdo de ductos biliares que a partir dos
espacgos porta invadiam o Idbulo, isolando grupos de hepatécitos, que eram
perfeitamente delimitados pelo conjuntivo que acompanhava a proliferacdo ductal.
Com frequéncia observou-se ductos biliares proliferados entre os cordbes de
hepatdcitos, desorganizando a arquitetura lobular. Os ductos proliferados
geralmente tinham luz muito pequena ou virtual e ndo continham bile. Rarissimos
focos de necrose de hepatdcitos e raras areas de exsudacio leucocitaria. Apoptose
de hepatdcitos isolados e figuras de mitose eram as vezes observadas.



Figura 12. A-Aspecto histolégico do
figado de um animal falso operado.
Observar a arquitetura normal. O
campo microscopico mostra um
espaco porta (EP) e uma veia central
(VC). Hematoxilina e eosina,100X .
B-aspecto microscopico do figado
com 3 semanas apos a ligadura do
ducto biliar. Observar a subverséo da
arquitetura pela formacao de nodulos
(n) de hepatdcitos separados por
septos fibrosos (setas). Hematoxilina
e eosina,100X. C- Mesmo figado
mostrado em B, corado pelo picro-
sirius que destaca o colageno em
vermelho (setas pontilhadas),
ficando mais evidente a intensa
proliferacdo dos ductos biliares que
nao apresentam dilatacdo da luz
(setas brancas). Picro-sirius,100X.
D- detalhe em maior aumento da
Figura C mostrando os ductos
biliares proliferados (setas brancas)
envolvidos por fibras colagenas
(setas pontilhadas). O aspecto foi
semelhante nos grupos com ligadura
biliar, desnervados ou nao e tratados
Oou nao com aspirina.



5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a influéncia do tomboxano A, (TxAz) sobre a natriurese e
diurese em ratos com cirrose experimental secundaria a ligadura dos ductos biliares.
Utilizando-se da aspirina, um antiinflamatorio ndo esteroidal (AINE), que inativa a
ciclooxigenase, atuando principalmente sobre a COX-1, inativa irreversivelmente a
ciclooxigenase plaquetaria, foi possivel verificar o grau de envolvimento do TxA; no
quadro evolutivo que acompanha a extensa desorganizagdo da arquitetura lobular
hepatica. Como pode ser observado nos nossos resultados, trés semanas de
ligadura dos ductos biliares nos ratos produziu um quadro histolégico que mostrou
proliferagdo biliar intensa, invadindo o Iobulo hepatico, isolando ndédulos de
hepatdcitos, caracterizando a cirrose biliar. O quadro de cirrose era complementado

pela observacao de ascite na maioria dos animais.

Estudos anteriores ao nosso demonstraram que ratos com cirrose experimental, por
meio da ligadura dos ductos biliares, desenvolveram hipotensao arterial e diminui¢ao
da resisténcia vascular sistémica, indicando que a atividade vascular do NO
encontra-se aumentada na cirrose com ou sem ascite, 0 que sugere que o NO pode
estar envolvido na patogénese da sindrome vasodilatadora presente na doenga (Ros
e cols.,1995, Claria e cols., 1992). Além disso, no estudo realizado por Lieming e
colaboradores (2000) foi observado que quando provocada a inibicgdo do NOS
neuronal com 7-nitroindazole aboliu o efeito hipotensor dos ratos cirréticos induzida
por tetracloreto de carbono (CCl;) demonstrando a importdncia do NO na
fisiopatologia da cirrose. Em nossos resultados também foi encontrada hipotens&o
arterial leve em ratos com cirrose secundaria a ligadura do ducto biliar que foram
tratados ou ndo com aspirina; desnervados e que receberam ou nio tratamento com
aspirina, evidenciando que a inibicdo do TxA, e a desnervagao nao foram capazes
de influenciar na pressao arterial desses animais. Esses resultados nos levam a
concordar com as conclusdes prévias de diversas pesquisas que a hipotensao
arterial observada na cirrose hepatica acontece devido ao aumento na produgao
vascular de NO que leva a vasodilatacao arterial periférica (Pizcueta e cols., 1992,

Ros e cols., 1995, Niederberger e cols., 1995, Garcia-Estaf e cols., 1994).



Na fungao renal, a ligadura dos ductos biliares, promoveu o aumentos no volume de
urina e na excregado diaria sédio em animais cirréticos que receberam ou nao
tratamento com aspirina por 3 semanas quando comparados aos grupos de animais
controles que receberam ou ndo tratamento com aspirina, porém quando foi feito a
comparagao entre os grupos de ratos cirréticos tratados com aspirina com o n&o
tratado com aspirina ndo houve diferenca significativa da diurese e natriurese entre
os grupos. O aumento na diurese e natriurese foram acompanhados de aumento da
ingestdo de agua por esses ratos. Através da analise desses resultados, pode-se
sugerir que o aumento na diurese e natriurese nos animais cirréticos nao foi
provocada pela inibigdo do TxA,. O aumento da diurese apds desenvolvimento deste
modelo de cirrose experimental é devido a possibilidade de fendmenos adaptativos
que podem enfraquecer os mecanismos de reabsor¢gdo de agua no tubo coletor pela
acao vasopressina nos receptores V,, um mecanismo alternativo a partir do
momento em que o quadro de cirrose encontra-se totalmente instalado com
expansao de volume extracelular sendo capaz de suprimir a acdo hormonal da
vasopressina, promovendo maior excrecdo de agua por esses animais. Muito
embora existam evidéncias cientificas que mostram que os niveis plasmaticos de
vasopressina estdo aumentados em pacientes e ratos com cirrose durante o
desenvolvimento do quadro de cirrose o que contribui para o desenvolvimento de
hiponatremia dilucional, hipoosmolalidade, produgao de urina hiperosmodtica e
quadro circulatorio hiperdinamico como consequéncia da retengao renal de agua
(Bichet e cols., 1982, Claria e cols, 1989; Arroyo e cols 1988, Thomas e cols., 1998,
Karl e cols., 1986). J& o aumento da natriurese nos animais cirréticos, nos leva a
sugerir que no momento em que o0 processo de instalagdo da cirrose se completa
ocorre reducdo dos mecanismos vasoconstritores e retentores de sodio e agua,
como o sistema nervoso simpatico, sistema renina-angiotensina e vasopressina, e
na ativagdo de mecanismos vasodilatadores como o NO, prostaglandinas renais e
peptideo natriurético atrial. Entretanto, existem evidéncias na literatura mostrando
que as anormalidades circulatérias e os mecanismos de controle do volume
extracelular na cirrose hepatica promovem respostas no sistema neurohumoral
capazes de influenciar a fungdo renal como na producédo de retengdo de agua e
sédio através do sistema nervoso simpatico, sistema renina-angiotensina-

aldosterona, das prostaglandinas e vasopressina (DiBona e cols, 1988, DiBona e



cols 1983, Koepke e cols., 1987, Solis-Herruzo e cols., 1987, Willett e cols., 1985).
Existem estudos que sugerem que o aumento da atividade eferente do nervo
simpatico renal em animais e em pacientes com cirrose hepatica contribui para
retencdo de agua e sédio e formagdo de edema, durante o completo
desenvolvimento da doenca, demonstrando que o aumento na atividade simpatica
eferente do nervo renal na cirrose experimental foi capaz de aumentar a reabsorgao
tubular de agua e sodio (DiBona e cols., 1983; Henriksen e cols., 1984, Koepke e
cols., 1987). Entretanto, a partir do momento em que o quadro da cirrose encontra-
se instalado, com expansao volémica, sugerimos que a tendéncia é a ocorréncia de

aumento na excregao hidrossalina como observado nos resultados.

Quando promovemos a prévia desnervagao simpatica renal bilateral dos ratos com
cirrose secundaria a ligadura do ducto biliar que receberam ou ndo tratamento com
aspirina observa-se que houve aumento na diurese e natriurese dos mesmos
quando comparados aos seus respectivos grupo de ratos submetidos a ligadura do
ducto biliar que receberam ou n&o tratamento com aspirina. Ja quando foi feita a
comparagado dos animais submetidos a ligadura do ducto biliar e a desnervacgéo
tratado com aspirina com os animais submetidos a ligadura do ducto biliar e a
desnervagdo que nao receberam tratamento com aspirina ndo houve diferenga
significativa na excrecdo diaria de urina e soédio. Através da analise desses
resultados, podemos sugerir que a inibicdo do TxA; ndo modificou a diurese e
natriurese dos animais cirréticos e desnervados. A atividade simpatica renal foi quem
se mostrou ser um dos mecanismos envolvidos na retencdo de agua e sodio na
cirrose experimental, ja que a prévia desnervacao renal bilateral contribuiu para a
diurese e natriurese dos animais que foram submetidos a ligadura do ducto biliar e
desnervados tratados ou n&o. Sugerimos que na cirrose hepatica mesmo o nervo
simpatico renal tendo um papel fundamental na retencéo de agua e sédio durante o
desenvolvimento do quadro da cirrose experimental, no momento em que a mesma
esta instalada ocorrem mecanismos de adaptacdo neuro-humoral que levam a
reducdo do mesmo conforme relatado acima, mas que ndao é completamente
suprimido, pois a desnervacdo renal bilateral prévia foi capaz de aumentar a

excrecao diaria de agua e soédio nos animais com cirrose experimental.



Na avaliagdo da excrecao diaria de so6dio em ratos dos grupos controle que
receberam ou ndo tratamento com aspirina durante 3 semanas observamos que a
capacidade de excregao de sédio mostrou-se menor nos animais que receberam
tratamento com aspirina quando comparados com 0Os animais controle que nao
receberam tratamento com aspirina. Para esse resultado ja existe evidéncias bem
estabelecidas na literatura demonstrando que os AINES interferem na produgao
local e com a agdo das prostaglandinas no rim. A inibicdo da COX por
antiinflamatorios nao esteroidais promove a retengao de sodio e agua via multiplos
mecanismos. As prostaglandinas promovem a excregdo de sodio por aumentar o
fluxo plasmatico renal e inibir o transporte no ramo ascendente espesso (RAE) e
néfron distal. Dessa forma, o bloqueio na producdo destes moduladores pelos
AINES resulta no decréscimo do fluxo plasmatico renal e aumento na reabsorgéo de
NaCl no RAE (Smith., 1992; Clive e Stoff., 1984; Schlondorff, 1993).

Embora os tratamentos desnervagdo ou administracdo da aspirina, isolados ou
associados aparentemente nao tenham interferido no quadro histolégico da cirrose,
a mortalidade foi menor e, quando ocorreu, foi mais tardia no grupo cirrético
experimental que recebeu desnervagao e tratamento com aspirina. Isso sugere que
durante o préprio desenvolvimento do quadro da doenca que é acompanhada pela
queda da resisténcia vascular ocorre ativagdo compensatéria do sistema nervoso
simpatico e sistema renina- angiotensina- aldosterona e a liberagdo ndo-osmaética da
vasopressina resultando em uma circulagéo hiperdindmica com aumento do débito
cardiaco, diminui¢cdo da resisténcia vascular sitémica, hipotensao e vasocontricao
renal. Isso pode contribuir para 0 aumento de vasocontritores renais e diminuigao da
vasodilatadores renais, o que provavelmente pode favorecer o aumento da taxa de
mortalidade dos animiais com cirrose secundaria a ligadura do ducto biliar. (Schrier e
cols., 1988; Murray e cols., 1958; kowalski e cols, 1953; Fernandez-Seara e cols.,
1989).

No sentido de se avaliar o papel do tromboxano A, na resposta renal a sobrecarga
hidrossalina em ratos com cirrose experimental secundaria a ligadura dos ductos
biliares que receberam ou nao tratamento com aspirina durante 3 semanas, observa-
se que a capacidade de excrecao renal de sddio e agua em resposta a sobrecarga

de volume nos animais cirroticos que receberam ou nao tratamento com aspirina foi



similar. Entretanto, quando comparados aos animais controle receberam ou n&o
tratamento com aspirina essa resposta mostrou-se menor. Dentre 0 mecanismo
proposto, o papel do tromboxano A; foi objeto de nosso estudo. Neste sentido, a
similaridade das respostas entre os animais tratados ou ndo com aspirina nos leva a
acreditar que o mesmo ndo tem participagdo decisiva na menor excregao
hidrossalina em resposta a sobrecarga de volume na cirrose. Quando avaliamos o
papel dos nervos simpaticos renais os resultados nos sugerem que mesmo que
durante o processo de instalagdo da cirrose ocorra uma maior ativagao do sistema
simpatico renal quando a doenga encontra-se completamente instalada, ou seja,
com volume extracelular expandido, a atividade simpatica renal atenua-se o que
culmina com uma menor retirada simpatica renal quando ha expansao volémica.
Esta interpretacdo € ainda sustentada pelo fato de a desnervagao renal bilateral
prévia ndo ter sido capaz de alterar o prejuizo causado na diurese e natriurese em
resposta a sobrecarga hidrossalina, nos animais com cirrose experimental que
receberam ou nao tratamento com aspirina. Apesar de ja estd bem estabelecido que
em condigdes fisioldgicas, as expansdes volémicas promovem aumento na excregao
hidrossalina, a qual acredita-se ser de origem multifatorial, ja que a dilatagdo das
camaras atriais e ventriculares que decorre da expansdo volémica culminado em
supressdo de mecanismos sistémicos vasoconstritores e retentores de sodio e agua,
como o sistema nervoso simpatico, o sistema renina- angiotensina e a vasopressina
e na ativagao de mecanismos vasodilatadores como os do peptideo natriurético e
das prostaglandinas (Brennan e cols., 1971; Goetz e cols., 1975; Thames e cols.,
1982).

Dessa forma, podemos inferir que outros mecanismos que nao tromboxano ou
sistema nervoso simpatico renal podem estar envolvidos na menor excregao
hidrossalina frente a expansao volémica observada nos animais cirroticos. Apesar de
existirem evidéncias na literatura de que os niveis de tromboxano A; intrarrenais
encontram-se aumentados na cirrose (Zipser e cols., 1983; Ohara e cols., 1993;
Zipprich e cols., 1990). Baseados nos estudos de Lopez- Novoa e colaboradores
(1984) sugerimos que trés fatores poderiam estar envolvidos na auséncia adequada
da diurese e natriurese apés moderada expansido de volume extracelular em ratos
com cirrose. Primeiro, a infusdo de salina isotbnica induz diferente estagio de

expansdo de volume extracelular em ratos cirréticos, pois ha evidéncia de



extravasamento protéico revelada por uma maior distribuicdo da albumina em ratos
com cirrose do que em ratos controle. Mudangas no total de proteinas plasmatica no
periodo posterior a expansao sugere manutengao do fluxo intravascular para o fluxo
extravascular, provavelmente favorecido pelo aumento da pressao oncética
intersticial. Segundo, a taxa de filtragdo de um unico néfron reduzida em condigbes
basais e auséncia da redistribuicdo da taxa de filtragdo glomerular intrarrenal apos a
expansao de volume em ratos cirréticos podem ter um papel na retengao de sédio e
agua. Terceiro, diferengas na capacidade de reabsorgdo tubular podem ser
importantes fatores que levam a menor resposta natriurética e diurética a expansao

de volume em ratos cirréticos.

Nossos resultados também demonstraram que ratos controle desnervados e tratado
com aspirina apresentaram maior excreg¢ao hidrossalina durante a expanséo de
volume quando comparados aos ratos desnervados que nao receberam tratamento
com aspirina. Isso mostra que a inibicdo do tromboxano A, parece influenciar na
diurese e natriurese. Existem evidéncias na literatura que admitem estes resultados,
como o estudo realizado por Papanicolaou e colaboradores (1985) que mostrou que
a inibicdo do tromboxano sintase promovida pelo imidazol, numa dose que nao
diminui a sintese dos outros prostandides, aumenta significativamente a raz&o de
excregao de sodio em ratos normais. Ja € bem conhecido que o tromboxano A,
desempenha um papel fundamental na fungdo renal em condi¢des fisiologicas,
causando vasoconstricdo e contracdo dos poddcitos, resultando em decréscimo do
fluxo sanguineo renal, filtragdo glomerular e pressdo de perfuséo (Clive e cols.,
1984; Smith, 1992; Schneider cols., 1998).
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