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CARVEDILOL COMO PROFILAXIA DE SANGRAMENTO EM VARIZES
GASTRICAS EM MODELO DE HIPERTENSAO PORTAL EM RATOS

Carvedilol as primary prophylaxis for gastric variceal bleeding in portal hypertension model in rats
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RESUMO - Racional: A hipertensdo portal (HP), medida indiretamente através do gradiente
pressorico da veia hepética >5 mmHg, tem como principal causa etiolégica a cirrose. Possui
como complicacdes a ascite, disfuncdo hepética, disfuncdo renal e varizes esofagogastricas,
que caracterizam o quadro de gastropatia. Objetivo: Avaliar o uso do carvedilol como
profilaxia primaria no desenvolvimento da circulacdo colateral em ratos submetidos ao
modelo de ligadura parcial de veia porta (LPVP). Método: Estudo experimental qualitativo
e quantitativo no qual foram utilizados 32 ratos Wistar, divididos em quatro grupos (n=38):
grupo | - cirrose + carvedilol (LPVP+C); grupo Il - cirrose + veiculo (LPVP); grupo Il - controle
+ carvedilol (SO - sham-operated+C); grupo IV - controle + veiculo (SO — sham-operated).
Apds transcorridos sete dias do procedimento cirdrgico, foi administrado carvedilol (10 mg/
kg) e veiculo (1mL) para os respectivos grupos por sete dias consecutivos. Resultados: A
andlise histoldgica ndo mostrou alteracdo hepéatica em nenhum grupo e diminuicdo de
edema e vasodilatacdo no grupo LPVP+C. A avaliacdo laboratorial da funcdo hepética ndo
mostrou alteracdo com significancia estatistica entre os grupos. Conclusdo: Carvedilol
mostrou ser farmaco com efeito positivo no sangramento das varizes gastricas e sem efeitos
adversos significantes.

DESCRITORES: Hipertens&o portal. Antagonistas adrenérgicos beta. Gastropatia.

ABSTRACT - Background: Portal hypertension (PH) can be measured indirectly through
a hepatic vein pressure gradient greater than 5 mmHg. Cirrhosis is the leading cause for
PH and can present as complications ascites, hepatic dysfunction, renal dysfunction, and
esophagogastric varices, characterizing gastropathy. Aim: To evaluate the use of carvedilol
as primary prophylaxis in the development of collateral circulation in rats submitted to
the partial portal vein ligament (PPVL) model. Method: This is a combined qualitative and
quantitative experimental study in which 32 Wistar rats were divided into four groups (8
animals in each): group | - cirrhosis + carvedilol (PPVL + C); group Il - cirrhosis + vehicle
(PPVLY); group IIl - control + carvedilol (SO-sham-operated + C); group IV - control + vehicle
(SO-sham-operated). After seven days of the surgical procedure (PPVL or sham), carvedilol
(10 mg/kg) or vehicle (1 mL normal saline) were administered to the respective groups
daily for seven days. Results: The histological analysis showed no hepatic alteration in any
group and a decrease in edema and vasodilatation in the PPVL + C group. The laboratory
evaluation of liver function did not show a statistically significant change between the
groups. Conclusion: Carvedilol was shown to have a positive effect on gastric varices
without significant adverse effects.

HEADINGS - Portal hypertension. Beta-adrenergic antagonists. Gastropathy.
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Corte histolégico de figado sem alteracdo: A) grupo
sham-operated + carvedilol; B) grupo LPVP +
carvedilol

Mensagem central

Neste estudo experimental, apds procedimento
de ligadura parcial da veia porta para indugdo de
hipertensdo portal em ratos, a administracdo via
oral de carvedilol demostrou atenuagdo de edema
e vasodilatagio em mucosa gastrica quando
comparado ao grupo tratado com placebo.

Perspectiva

O sangramento de varizes esofagicas e gastricas
representa uma causa importante de mortalidade
em pacientes com hipertensdo portal (HP). O
uso de carvedilol é uma opcao promissora para
profilaxia primaria e secundaria de sangramento
de varizes em pacientes com HP. Neste estudo, a
administracdo de carvedilol demostrou reducao
de edema e vasodilatagdo em mucosa gastrica em
animais com HP induzida comparado aqueles com
HP recebendo placebo. Futuros estudos clinicos
s30 necessarios para avaliar o uso de carvedilol
como profilaxia de sangramento de varizes em
seres humanos com HP.
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INTRODUCAO

quando o gradiente pressérico da veia hepaticaé maior

que 5 mmHg. Pode ocorrer, mais frequentemente,
devido a cirrose ou por causas ndo cirréticas'’. Na HP ndo cirrética
os fatores etiologicos sdo geralmente de natureza vascular, afetando
tanto sistema portal quanto hepatico, como porexemplo, oclusdo
trombotica de veia porta, enquanto na etiologia cirrotica ocorre
aumento da resisténcia vascular hepatica ao fluxo sanguineo
portal®®. A HP é a grande causadora de morbidade e mortalidade
em pacientes portadores de cirrose devido ao desenvolvimento
de complicacdes, sendo principalmente, varizes esofagogatricas’®,
ascite, disfuncdo renal e encefalopatia hepética’. O desenvolvimento
destas complicagdes ocorre quando a pressdo portal, medida
de forma direta, é maior que 10 mmHg e sangramento quando
maior que 12 mmHg®.

Nos tltimos 30 anos, a mortalidade devido ao sangramento
de varizes diminuiu significativamente. Isso ocoreu devido a
inimeros fatores, mas principalmente devido a melhoria nas
opgdes terapéuticas®. O uso de betabloqueadores ndo seletivos,
principalmente propranol, e da ligadura endoscopica das varizes
sdo o tratamento de primeiralinha para prevenirsangramento?. Por
reduzirem o gradiente pressorio daveia hepatica, os betabloqueadores
ndo seletivos podem ser utilizados tanto na profilaxia primaria
quanto na segundaria de sangramento, em combinagdo com a
ligadura das varizes ou em alternativa a ela®. Entretanto, ndo séo
todos os pacientes que mostram reducdo significativado gradiente
pressérico da veia hepatica com o uso do propranolol. Assim, o
carvedilol vem se mostrando como promissora terapéutica no
tratamento da HP>.

Ocarvedilol éum betabloqueadornéo seletivo com propriedade
vasodilatadora além de atividade adrenérgica anti-alfal e melhora
na liberagdo de 6xido nitrico’. Além de ser usado para as fungdes
de betaboqueadortambém pode ser utilizado como antioxidante,
pois age inibindo a producdo de espécies reativas de oxigénio™.
Estudos tém mostrado que ele possui maior efetividade com
menor taxa de pacientes ndo respondedores a terapia quando
comparado ao propranolol’.

Este trabalho tem como objetivo avaliar o uso de carvedilol
como profilaxia de sangramento gastrico em ratos submetidos ao
modelo experimental de ligadura parcial de veia porta (LPVP), por
meio de estenose da veia porta, bem como a toxicidade hepatica
da dose do medicamento utilizada.

I | ipertensao portal (HP) é definida, de forma indireta,

METODO

Trata-se deum estudo experimental qualitativo e quantitativo
no qual foi realizada a inducdo do desenvolvimento da HP, por
ligadura parcial de veia porta (LPVP), assim como simulacdo da
operagao nos grupos-controle dos animais. Os procedimentos
foram realizados de acordo com o preconizado pela Comissdo
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade Evangélica
Mackenzie do Parana (FEMPAR).

Foram utilizados 32 ratos machos Wistar (n=38), pesando
entre 200 e 300 gramas. O modelo utilizado foi o de hipertensdo
portal, de acordo com o estabelecido por Sikuler', através da
ligadura parcial de veia porta (LPVP). Os animais foram divididos
em quatro grupos: 1) Grupo 1: cirrose + carvedilol (LPVP + C),
submetido a cirurgia de LPVP e tratamento com carvedilol por
sete dias iniciado ap6s sete dias da realizagdo da LPVP; 2) Grupo
2: cirrose + veiculo (LPVP), submetido a LPVP e administracdo
de veiculo (solucdo salina 0,9% NaCl) por sete dias apos sete
dias da realizacdo da LPVP; 3) Grupo 3: controle + carvedilol
(SO - sham-operated + C), submetido a simulacdo cirdrgica sem
a LPVP e tratamento com carvedilol por sete dias apds sete dias
da realizagdo da simulacdo; 4) Grupo 4: controle + veiculo (SO
— sham-operated), submetido a simulagéo cirdrgica sem a LPVP

e administracdo de veiculo (solucdo salina 0,9% NaCl), por sete
dias apos sete dias da realizacdo da simulacgo.

Foi utilizada mistura intramuscular de cloridrato de xilazina
10 mg/kg e cloridrato de cetamina 90 mg/kg em relacdo ao peso
corporal para anestesiar os animais. A LPVP foi realizada através
de uma laparotomia mediana com posterior exposicao das alcas
intestinais, seguida da identificacdo da veia porta. Uma agulha
de 20G foi colocada sobre a veia porta e ambas unidas por um
fio Vicryl® 3.0 para a realizacdo da estenose parcial da veia. Apds
a retirada da agulha e a verificacdo de que ndo havia ocorrido
trombose, as alcas intestinais eram recolocadas na cavidade
abdominal e umedecidas com solucdo fisioldgica, sequida da
sutura da cavidade por planos. Os animais controle (SO) sofreram
o mesmo procedimento, ndo tendo, no entanto, a veia porta
parcialmente ligada.

O tratamento com o carvedilol iniciou a partir 7° dia do
procedimento cirdrgico, diariamente durante sete dias, por via
intragastrica, na dose de 10 mg/kg de carvedilol por kg de peso
do animal. Os animais controle receberam o veiculo (solucdo
fisioldgica — NaCl 0,9%) no volume de 1 ml.

Transcorridos 14 dias do desenvolvimento do modelo, os
animais foram novamente pesados e anestesiados com a mesma
mistura anestésica. Foi coletada amostra de sangue através de
puncédo cardiaca para realizar a andlise de integridade hepatica
por meio das analises da aspartato-aminotransferase (AST), da
alanina-aminotransferase (ALT), gama glutamil transferase (GGT)
e dafosfatase alcalina (FA). Posteriormente, foi realizada eutanasia
por exsanguinacdo com retirada do estébmago, bago e figado que
foram pesados (em balanca de precisdo), medidos (diametro e
volume), e armazenados. Fragmentos do figado e do estdmago
foram retirados e imersos em formol 10% para posterior analise
histolégica através da coloragcdo H&E.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram incluidos em planilha eletrénica
(Excel), a partir de onde foi realizada analise estatistica usando-
se o software estatistico Stata®. Na analise descritiva, os dados
foram expressos em medidas de tendéncia central (média e
desvio-padréo). A analise estatistica inferencial foi realizada com
base na identificacdo da natureza das variaveis e nimero de
grupos de estudo. Para comparacgao de pesos, medidas e exames
laboratoriais entre os grupos foi realizado o teste de Kruskall-
Wallis. O nivel de significancia considerado foi de 5% (intervalo
de confianga de 95%).

RESULTADOS

Os animais foram divididos em quatro grupos. Dois ratos
do grupo 4 (SO) foram a ébito alguns dias apds o procedimento
cirdrgico (um por lesGes causadas por embate fisico com os
outros ratos da mesma gaiola e outro por causa indeterminada).

Estes ratos foram excluidos da analise deste estudo, ficando
os grupos 1 a 3 com oito animais em cada, e o grupo 4 com seis.
Comparando-se os pesos iniciais (Tabela 1) ndo houve diferenca
entre os grupos.

TABELA 1 - Comparacdo entre os pesos dos animais no inicio do
experimento (média e desvio-padrio)

Grupo1 Grupo2 Grupo3 Grupo4
(n=8  (n=8) (=8)  (n=6) P
o 35013 350,75 33863 348,67
Pesoinicial @ 1565y (2152 @159 @180 0730

Apos realizacdo do protocolo de pesquisa ja descrito, os
animais foram sacrificados no 7° dia de pds-operatorio. Os pesos
e medidas dos érgdos analisados estdo descritos na Tabela 2. Nao
foi verificada diferenca estatisticamente significativaem nenhuma
das variaveis analisadas.
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TABELA 2 - Pesos e medidas dos animais apds sacrificio (média
e desvio-padrdo)

374,25 386 366 388

el g (1654 (3195 (3169) (5091) O73%
Peso baco (q) O @50 ©19 @b %07
Comprimento bago (mm) 5351143) é?ég) (23811;; (2?:3)3) 0,2015
wowmen S S P
Peso estdbmago (g) (Sgg) (S::Z) ((2);31;) (92413725) 0,7153

Em relacdo a analise de exames laboratoriais (Tabela 3), ndo
houve diferenca significativa entre os grupos ap6s o periodo de
intervencdo para os valores de transaminases, gama glutamil-
transferase e fosfatase alcalina.

TABELA 3 - Exames laboratoriais de funcdo hepatica dos animais
apés sacrificio (média e desvio-padrao)

T | g | Gen | e | ey | 90
W | | e Ly | e | 95
o $BgEEm 8 o
UM 2% Giay @430 peen OB

Na avaliagdo histolégica da mucosa gastrica, por meio
da coloragdo H&E, confirmou-se o desenvolvimento de edema
e vasodilatacdo no grupo LPVP (Figura 1), devido ao processo
de angiogénese instalado, quando comparado aos animais SO.
Os animais LPVP+carvedilol (Figura 2) apresentaram atenuagao
desse fenémeno.

FIGURA 1 - Corte histologico de estomago do grupo LPVP
mostrando vasodilatacdo e edema da mucosa

FIGURA 2—Corte histolégico de estémago do grupo LPVP+carvedilol
mostrando atenuagdo do edema da mucosa

Quanto aavaliagdo da histologia hepatica, ndo foi observada
alteracdo do tecido hepatico em ambos os grupos em que foi
utilizado o carvedilol.

FIGURA 3 - Corte histologico de figado sem alteracdo: A) grupo
sham-operated + carvedilol; B) grupo LPVP + carvedilol

DISCUSSAO

Omodelo deligadura parcial daveia porta é o mais utilizado
para estudar HP pré-hepatica e varios estudos experimentais
mostraram que, em animais, a ligadura parcial de veia porta (LPVP)
produz anormalidades equivalentes as da HP em humanos®™.

Na hipertensdo portal ocorre aumento da resisténcia
vascular na veia porta e suas tributarias. Uma via importante para
a drenagem do sistema porta para a circulagao sistémica ocorre
com a inversdo do fluxo sanguineo na veia gastrica esquerda e
pelos vasos da submucosa do estdmago e eséfago’. Buscando
diminuir a pressao, ocorre dilatagdo e tortuosidade das veias,
levando ao estado circulatério hiperdinamico com liberagéo
de substancias vasoativas. A quantidade de veias na circulacdo
colateral aumenta devido a angiogénese e desenvolvimentos de
Nnovos vasos sanguineos™.

A HP é mais comumente causada por cirrose hepatica,
seguida poresquistossomose e oclusdo de veia porta pré-hepatica.
Entre as complicagdes decorrentes da HP, pode-se destacar ascite,
varizes, peritonite bacteriana espontanea e sangramento e/ou
ressangramento de varizes'. Varios estudos tém mostrado que o
controle da HP por terapéutica farmacoldgica diminui as taxas de
complicagdes, em especial de sangramentos. Eles sdo evitaveis
com o uso adequado de terapéutica™.

No presente estudo, os animais LPVP, quando submetidosao
tratamento com carvedilol, apresentaram reducdo de vasodilatagdo
e do edema de mucosa gastrica. Isso ocorreu, provavelmente,
devido ao potencial em reduzir a pressao portal que o carvedilol
possui. Isso acontece tanto através efeitos vasodilatadores,
quanto da atividade adrenérgica anti-alfa-1 quanto da liberacdo
de oxido nitrico’.

Quando comparado ao propranolol, o carvedilol tem mostrado
maior diminuicdo do gradiente pressérico da veia hepatica, com
reducdo >20% do gradiente pressoérico ou gradiente <12 mmHg,
diminuindo assim, as taxas de sangramento e complicagGes. Além
disso, estudos clinicos tém mostrado que o carvedilol possui
maior taxa de pacientes respondedores ao medicamento, tanto
na fase aguda quanto no seguimento em longo prazo com
acompanhamento de seis meses, boa op¢do medicamentosa
para profilaxia primaria e secundaria®.

No que se refere aos resultados as analises das enzimas AST,
ALT e FA ndo mostraram comportamento alterado no modelo
empregado no estudo. AAST ea ALT estdo diretamente relacionadas
a lesdo e a necrose celular, e a FA a doenca hepatobiliar. Com
esses resultados, confirma-se que ndo ha alteracdo daintegridade
hepatica, achados caracteristicos do modelo de LPVP, modelo
pré-hepatico de HP, onde ndo ha dano hepatico. Também fica
demonstrado que a dose utilizada do medicamento ndo mostrou-
se hepatotoxica, dado este ndo correlacionado a literatura devido
a auséncia de estudos prévios encontrados pelos pesquisadores
seguindo o mesmo protocolo experimental.

Estudos recentes tém relatado constante evolucdo nas
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opgdes terapéuticas na HP. Atualmente novas medica¢Ges témtido
seu uso estudado como opcao para reduzir a HP, entre eles tém
tido grande destaque outras classes de anti-hipertensivos, éxido
nitrico, estatinas, anticoagulantes e outras substancias vasoativas'.

O maior conhecimento e entendimento da fisiopatologia
da HP tem embasado e facilitado o desenvolvimento substancial
de novas opcdes terapéuticas. Neste contexto, sdo fundamentais
experimentos em laboratdrios, usando animais, técnicas de analise
histopatoldgicas, celular e imunohistologica que auxiliam no
desenvolvimento de outros estudos®.

CONCLUSAO

Aadministracdo de carvedilol em ratos submetidosamodelo
deligadura parcial da veia porta para hipertensao portal demostrou
desenvolvimento atenuado de edema e vasodilatagdo em mucosa
gastrica quando comparado a placebo. Nado foram observadas
diferencas em exames laboratoriais para lesdo hepatobiliar. Ndo
foram observados efeitos adversos pela medicagdo.
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