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Introduzione 

La terlipressina, principio attivo di Glipressina, è triglicil-lisin-vasopressina, derivato sintetico che differisce dal suo precursore per la presenza nella catena terminale di tre molecole di glicina (3). La terlipressina, di per sé inattiva, ha caratteristiche di ormonogeno. Infatti, in vivo, la scissione enzimatica delle tre molecole di glicina, determinando una lenta e graduale liberazione dell’ormone attivo con conseguente vasocostrizione nel distretto splancnico, provoca un aumento della resistenza al flusso ematico nell’intestino e riduce la pressione venosa portale (4). Dopo iniezione endovenosa nell’uomo di 7,5 mg/kg di terlipressina è stata determinata una concentrazione plasmatica di vasopressina sufficientemente alta per svolgere un effetto terapeutico. La terlipressina è caratterizzata da una durata di azione che si mantiene fino a 4-6 ore contro i 20-40 minuti della vasopressina e quindi può essere somministrata per bolo diretto, con minima incidenza degli effetti collaterali su cuore e vasi, di norma riscontrabili con la vasopressina. La terlipressina trova quindi impiego clinico nella terapia selettiva delle emorragie da varici esofagee, principale complicanza dell’ipertensione portale, senza provocare alterazioni della dinamica emocoagulativa. (5) 

La somatostatina provoca vasocostrizione splancnica selettiva e riduce la pressione portale ed il flusso portale, nonché il flusso della vena azygos. Esiste una grande varietà di risposta alla somatostatina variante dallo 0 al 20% di riduzione del flusso. Gli effetti emodinamici sono probabilmente mediati dall’inibizione della secrezione di peptidi ad azione vasodilatatrice, quali il glucagone, il peptide intestinale vasoattivo e la sostanza P. L’iniezione in bolo di somatostatina ha dimostrato effetti emodinamici superiori all’infusione continua. Tre studi randomizzati e controllati contro placebo hanno mostrato risultati contrastanti nel trattamento di emorragie da varici esofagee e gastriche. In ogni caso, anche i risultati di metanalisi non dimostrano un significativo vantaggio della somatostatina rispetto al trattamento inattivo/placebo (2). Recenti trials randomizzati controllati hanno permesso di indicare la somatostatina come valido adiuvante della scleroterapia endoscopica in seguito a sanguinamento da rottura di varici esofagee. (6)

E’ stato dimostrato che un’infusione di 250 mcg/h di somatostatina riduce significativamente la pressione portale, il flusso venoso portale e il flusso epatico arterioso nel maiale. (7)

L’analogo octapeptidico sintetico della somatostatina, l’octreotide, ha una più lunga emivita dell’emivita e ciò lo rende di più facile e standardizzabile impiego. La dose raccomandata nel’uomo è l’infusione continua di 25-50 µg/h. L’efficacia dell’octreotide nel sanguinamento acuto da varici non è stata adeguatamente supportata, bensì diversi studi randomizzati controllati hanno concluso che adeguati livelli di evidenza supportano l’assunzione di octreotide nella prevenzione di recidiva emorragica precoce dopo iniziale emostasi endoscopica (8)  

Questi derivati vasoattivi, che possono essere dati prima di un’endoscopia diagnostica, possono riuscire a controllare il sanguinamento acuto delle varici fino al 75-80% dei pazienti. 

Alcuni Autori suggeriscono che alte dosi di octreotide siano efficaci nel ridurre il emodinamica splancnica nel maiale: in un disegno singolo-cieco il flusso di sangue dell'arteria mesenterica superiore (SMA) è stato valutato prima e dopo l'iniezione intramuscolo di 5, 10, 20, 25 microgrammi / kg o di un volume equivalente di soluzione salina. Sette misure di serie sono state prese ogni 10 min in ciascun suino escludendo il più alto e valori più bassi. La somministrazione di 5 e 10 microgrammi / kg ha determinato una diminuzione rapida e stabile (3 ore) del flusso sanguigno SMA (6 e 8,5% rispettivamente). La riduzione del flusso ematico da 27-29% è stata significativamente associata in risposta alla somministrazione di 20 e 25 microgrammi / kg, rispettivamente. La riduzione di flusso era iniziata 30 minuti dopo l'iniezione e il flusso di sangue era rimasto inferiore a quello basale per un massimo di 5 ore. (9)

È discordante l’utilizzo di octreotide nel trattamento della sindrome definita small-for-size in caso di insufficienza epatica post-resettiva o dopo trapianto di fegato parziale, con studi basati su livelli di evidenza di minore rilievo che riportano riduzione del gradiente venoso porto-sistemico dopo l’infusione di octreotide nei pazienti sottoposti a trapianto di fegato da donatore vivente con sviluppo di sindrome small-for-size. (10)

Presso il nostro laboratorio di ricerca preclinica Ismett disponiamo di un flussimetro ad ultrasuoni (Transonic Systems Inc®, Maastricht, Netherlands) che, attraverso delle piccole sonde applicate in maniera invasiva attorno ai vasi (arteria epatica e vena porta), ci dà una misurazione diretta dei flussi arterioso e portale oltre alla possibilità di calcolare il gradiente portale dato dalla differenza tra FHVP (free hepatic vein pressure) e WHVP (wedge hepatic vein pressure). Le misurazioni flussimetriche vengono poi registrate tramite un computer recorder (Iworx/CB Sciences, Model 316T, Dover, NH, USA) e analizzate a posteriori. 

Lo scopo del presente studio è valutare gli effetti, in associazione e separatamente, di terlipressina e octreotide sull’emodinamica epatica, attenzionando l’interazione tra il flusso portale e quello arterioso epatico nel maiale. 

Considerando le potenziali future applicazioni cliniche delle strategie di trattamento dell’ipertensione portale e delle sue complicanze che verranno studiate partendo da questo modello, ad eccezione della fase di premedicazione dell’anestesia, si utilizzeranno farmaci comunemente impiegati nella pratica clinica umana.
Obiettivi dello studio

L’obiettivo di questo studio è valutare gli effetti sull’emodinamica splancnica dopo la somministrazione di terlipressina in associazione all’infusione endovenosa di octeotride.

La terlipressina trova impiego clinico nella terapia selettiva delle emorragie da varici esofagee, principale complicanza dell’ipertensione portale, senza provocare alterazioni della dinamica emocoagulativa. (1)

L’uso dell’octreotide è ben conosciuto come valida terapia per emorragia delle varici in pazienti cirrotici attraverso la riduzione della pressione portale e il flusso sanguigno portocollaterale. (2)

Lo scopo del presente studio è valutare gli effetti dell’associazione farmacologica di terlipressina e octreotide nell’emodinamica epatica, attenzionando l’interazione tra il flusso portale e quello arterioso epatico nel maiale. 

Materiali e Metodi

1. Animali

Per la realizzazzione dello studio sono stati impiegati 22 maiali lattonzoli, ibridi Golan, di peso compreso tra 25-35 kg, in condizioni di salute ottimali. 

La valutazione preliminare degli animali utilizzati in questo studio è stata effettuata tramite un esame clinico obiettivo completo eseguito da personale veterinario.

Gli animali sono stati fatti acclimatare due giorni prima dell’esperimento in apposite stalle di sosta,  e mantenuti a digiuno per una notte (circa 12 ore) con libero accesso all’acqua.

Durante tutte le fasi del progetto, i suini sono stati stabulati e trattati secondo quanto previsto dalla normativa vigente (Dlgs. 116/92 e successive circolari attuative) in materia di protezione degli animali utilizzati ai fini sperimentali o altri fini scientifici.

2. Disegno dello studio

Gli animali sono stati suddivisi in 4 gruppi:

· Gruppo 1: n = 4, animali sottoposti a somministrazione e.v. di placebo (soluzione salina equivalente 10 mL/min per 3 ore);

· Gruppo 2: n = 6, animali sottoposti a  somministrazione e.v. di 15 mcg/kg/hr di terlipressina per 3 ore.

· Gruppo 3: n = 6, animali sottoposti a soministrazione e.v. 15 mcg/kg/hr di terlipressina e di 30 mcg/kg/hr di octreotide per 3 ore.

· Gruppo 4: n = 6 animali sottoposti a soministrazione e.v. di 30 mcg/kg/hr di octreotide per 3 ore.

3. Anestesia

a. Premedicazione

Tutti gli animali, prima dell’induzione dell’anestesia, sono stati premedicati con atropina (0,25mg/Kg/s.c) e zoletil 100 (5 mg/kg/i.m) (11).

L’utilizzo dello zoletil in questa fase, farmaco ad esclusivo uso veterinario, è legato alla possibilità di ottenere una ottimale sedazione dell’animale con ridotti volumi di farmaco somministrati per via intramuscolare .

L’iniezione intramuscolare è stata effettuata attraverso il longissimus dorsi, a livello della regione interscapolare. 

Ottenuta adeguata sedazione, l’animale e’stato trasportato nelle vasche di lavaggio dove è stato lavato e sottoposto a tricotomia nelle sedi di interesse chirurgico. Durante queste fasi l’ossigenazione e la frequenza cardiaca dell’animale sono state monitorate attraverso saturimetria tissutale.
b. Induzione

L’induzione dell’anestesia è stata eseguita, previo incannulamento di vena marginale dell’orecchio, mediante bolo di propofol (4 mg/kg) e fentanil (2 mcg/kg) (12).

Gli animali, in respiro spontaneo, sono stati intubati con tubi orotracheali di diverse dimensioni (diametro da  6 a 7 mm) a seconda della conformazione della rima glottidea  del maiale stesso, utilizzando una sonda disposable di McIntosh n°5 in posizione supina.

 Successivamente  gli animali sono stati ventilati meccanicamente in modalità volume controllato con in seguenti parametri preimpostati: 

a) Pressione positiva di  fine espirazione (PEEP) 3 cmH2O

b) Volume corrente 8-10 ml/kg

c) Frequenza respiratoria 22 atti/min.  

d) Rapporto inspirazione/espirazione 1:2

La frazione inspiratoria di ossigeno è stata inizialmente impostata al 50% e poi successivamente regolata in base  ai risultati emogasanalitici.

c. Mantenimento 

Il protocollo di mantenimento dell’anestesia si è basato sull’utilizzo di farmaci endovenosi in infusione continua: propofol  (100 mg/h) e fentanil (2 mcg/kg ogni 30 min) (11-12). All’inizio della procedura  la somministrazione dei farmaci è avvenuta attraverso la vena marginale dell’orecchio, dopo l’isolamento dei vasi del collo e la cannulazione degli stessi, attraverso l’accesso centrale. Raggiunto un piano anestesiologico profondo, si è proceduto alla paralisi dell’animale attraverso la somministrazione di cisatracurium in boli, il primo di  0,2 mg/kg, i successivi di 4 mg ogni 20 minuti fino al momento della sintesi della laparotomia (12). La profondità dell’anestesia è stata monitorata durante la durata di  tutto l’intervento attraverso frequenza cardiaca e pressione sanguigna. La stabilità emodinamica è stata garantita attraverso  boli aggiuntivi di ipnotico o di oppioide. 

 Durante la procedura chirurgica è stata mantenuta un’infusione continua di liquidi con cristalloidi (soluzione salina 0,9 %) e colloidi (polidrossiamido 6%) con un rapporto di 1:1 alla velocità di 3 ml/Kg/h; la velocità di infusione è stata, tuttavia, modulata in funzione delle perdite ematiche e della volemia dell’animale durante l’intera procedura. 

Il mantenimento di un’adeguata volemia è stato garantito anche dalla trasfusione di sangue intero; un  adeguato apporto calorico è stato invece garantito da somministrazione di glucosata al 5 o 10%.

La temperatura corporea dell’animale è stata mantenuta tra i 37-38 °C, attraverso coperta termica posta sul tavolo operatorio. 

Al termine della procedura chirurgica l’animale, sempre sotto anestesia generale, è stato sacrificato attraverso eutanasico veterinario endovena (Tanax 10 mg/kg) .

4. Monitaraggio intraoperatorio

Durante l’intervento chirurgico, il monitoraggio delle funzioni vitali è stato effettuato in  continuo e in maniera non invasiva durante l’induzione e le prime fasi di mantenimento dell’anestesia comprendendo:  

· Frequenze cardiaca ed ECG continuo 

· Frequenza respiratorie, pressioni delle vie aeree e volume corrente  continuo

· Temperatura rettale continua, 

· End-tidal CO2 e SpO2 

· Pressione arteriosa non cruenta.

Una volta raggiunto un piano anestesiologico adeguato all’esecuzione di procedure chirurgiche, si è proceduto al posizionamento dei presidi  necessari al monitoraggio invasivo e sono stati presi in analisi i seguenti parametri:

· Pressione venosa centrale attraverso incannulamento chirurgico di vena giugulare interna; 

· Pressione arteriosa sistemica cruenta, attraverso incannulamento chirurgico di una collaterale dell’arteria carotide;

· Pressioni polmonari e di incuneamento polmonare monitorate con catetere arterioso polmonare inserito attraverso l’incanulamento chirurgico di un ramo della vena giugulare interna;

· Pressione venosa portale mediante incannulamento chirurgico di vena mesenterica inferiore; 

· Gittata cardiaca e indici di funzionalità cardiaca;

· Flusso arterioso epatico;

· Flusso portale;

· Gradiente porto-sistemico dato dalla differenza tra pressione venosa centrale e pressione venosa portale. (6) 

L’accesso venoso utilizzato per la misurazione della pressione venosa centrale è stato impiegato anche per l’infusione di farmaci ed emoderivati e per il prelievo di campioni di sangue venoso.

La linea utilizzata per il monitoraggio cruento della pressione arteriosa è stata utilizzata anche per il prelievo di campioni di sangue arterioso allo scopo di monitorare il corretto bilancio idroelettrolitico, l’equilibrio acido-base, e lo stato di ossigenazione tissutale.

Sono stati prelevati 3 campioni di sangue arterioso e venoso all’inizio delle procedure chirurgiche (T0), dopo 90 minuti dall’inizio della perfusione nel corso del trattamento (T1) e dopo 30 minuti (T2) dal termine delle somministrazioni dei farmaci come da rispettivi gruppi di appartenenza. I parametri ematochimici valutati sono stati: emogasanalisi arteriosa e venosa, emocromo, elettroliti, AST, ALT, bilirubina totale e diretta, albumina, lattato, tempo di protrombina, INR, gamma GT, fosfatasi alcalina, creatininemia. 
Il controllo dell’omotermia è stato assicurato dall’impiego di materassini termostatati.

5. Intervento chirugico

a. Premesse

L’uso di modelli animali è di fondamentale importanza per lo studio degli aspetti fisiopatologici legati all’ipertensione portale e alle sue complicanze che altrimenti non potrebbero essere studiati direttamente nell’uomo nè, tantomeno, valori teorici possono darci una reale visione dell’andamento emodinamico delle pressioni arteriosa e portale epatica.  Nella fattispecie l’uso del modello suino permette di ottenere risultati che sono molto vicini a quelli che si avrebbero nell’uomo data la sua anatomia (14-15).

Il fegato suino è costituito da 3 lobi, per la gran parte indipendenti l’uno dall’altro, che si uniscono tra di loro a livello della superficie dorsale in corrispondenza della vena cava sovraepatica. Il lobo mediano è il più grande, ed è diviso in maniera incompleta nei lobi paramediani destro e sinistro lungo l’incisura ombelicale. Il lobo paramediano sinistro comprende la colecisti. La vena cava inferiore, nel suo primo tratto sottodiaframmatico, è completamente intraepatica essendo inglobata nel lobo epatico destro (15). 

b. Fasi dell’intervento

· Laparotomia mediana xifo-pubica;

· Isolamento del peduncolo epatico con scheletrizzazione della vena porta, dell’arteria epatica;

· Incannulamento della vena mesenterica superiore mediante catetere arterioso necessario alla misurazione cruenta della pressione portale.

· Sintesi della laparotomia.

6. Somministrazione farmacologica e misurazioni flussimetriche

a) Premesse

Il flusso portale, il flusso attraverso l’arteria epatica, la frequenza cardiaca e la pressione arteriosa sono stati rilevate continuamente prima, nel corso dell’infusione e sino a 30 minuti dal termine della somministrazione del/i farmaco/i: placebo o terlipressina 15 mcg/Kg e/o octreotide 30 mcg/Kg/hr (ovviamente in riferimento ai gruppi di appartenenza). 

b) Fasi delle misurazioni 

· Misurazione del diametro portale;

· Misurazione del diametro arterioso;

· Misurazione basale dei flussi arterioso e venoso, mediante le microsonde ecografiche che sono state poste attorno ai vasi, e dei parametri pressori al tempo zero (T0) come indicato in precedenza; le misurazioni dei flussi sono state effettuate mediante il flussimetro ad ultrasuoni (Transonic Systems Inc®, Maastricht, Netherlands) che, attraverso delle piccole sonde applicate in maniera invasiva attorno ad arteria epatica e vena porta, ha rilevato direttamente i flussi arterioso e portale dando, inoltre, la possibilità di calcolare il gradiente portale dato dalla differenza tra FHVP (free hepatic vein pressure) e WHVP (weidge hepatic vein pressure). 

· Somministrazione e.v. di placebo o terlipressina e/o octreotide secondo protocollo;

· Misurazione come indicato precedentemente nel corso della somministrazione e.v. dei farmaci suddetti secondo schema (T1: dopo 90 minuti dall’inizio della perfusione);

· Misurazione dei parametri emodinamici al termine del trattamento farmacologici dopo circa 30 minuti (T2).

Schematicamente, le misurazioni suddette sonoi state rilevate prima (T0), dopo 90 minuti dall’inizio della perfusione nel corso del trattamento (T1) e dopo 30 minuti (T2) di placebo nel gruppo 1 e dalle somministrazioni farmacologiche nei gruppi 2, 3 e 4. 

Gli animali, infine, sono stati sacrificati in rispetto alla normativa vigente in materia di protezione degli animali utilizzati ai fini sperimentali o altri fini scientifici (Dlgs.116/92).

Risultati

Nel corso dello svolgimento dello studio due maiali, rispettivamente uno appartenente al gruppo 1 ed uno al gruppo 2, sono andati incontro ad exitus all’inizio della  procedura chirurgica. Le restanti procedure hanno rispettato il protocollo di studio.

La comparazione tra dati del gruppo di controllo (gruppo 1) e i dati dei gruppi trattati con farmaci vasoattivi (gruppi 2, 3 e 4) e’ stata eseguita con test T di Student con significativita’ statisica per p< 0.05.

Per quanto riguarda il flusso portale (FVP) non è stata osservata alcuna differenza statisticamente significativa tra i gruppi trattati farmacologicamente (gruppi 2, 3 e 4) e il gruppo di controllo (gruppo 1) (tabella 1, figura 1).

Confrontando, invece, i gruppi con uso di farmaco vasoattivo sono stati rilevati al tempo T1 e T2  flussi portali significativamente ridotti nel gruppo in trattamento con terlipressina+octreotide (gruppo 3) rispetto a quelli in mono-trattamento con solo octreotide (gruppo 4)  ovvero, rispettivamente, T1: 241±95 ml/min vs 429±106 ml/min (p=0.014); T2: 238±95 ml/min vs 346±46 ml/min (p.0.047), come riportato in tabella 1.

Nessuna variazione statisticamente significativa è stata rilevata nell’andamento della pressione portale (PVP) e del diamentro della vena porta (VPd) tra il gruppo di controllo e quelli trattati farmacologicamente, come riportato in tabella 2 e 3 (figura 2, figura 3).

Per quanto riguarda il flusso arterioso epatico (FAE), il gruppo in trattamento con terlipressina (gruppo 2) quando confrontato con il gruppo di controllo (gruppo 1), ha presentato valori nettamente (circa 5 volte superiori) e significativamente piu’ elevati sia a 90 minuti dall’inizio della infusione del vaso attivo (T1: 66±23 ml/min vs 12±3.4 ml/min, p<0.01) che 30 minuti dopo il termine dell’infusione (T2: 167±70 ml/min vs 33±40 ml/min, p=0.026). Non sono state registrate, invece, differenze statisticamente significative tra i flussi arteriosi epatici dei gruppi in trattamento con terlipressina+octreotide e con solo octreotide rispetto al gruppo di controllo (tabella 4 e figura 4).

I diametri dell’arteria epatica (AEd) non sono andati incontro a modificazioni significative durante il periodo di osservazione nei diversi gruppi trattati rispetto al campione di controllo (tabella 5).

Dai dati ottenuti è stato ricavato il flusso transepatico (FTE=FVP+FAE) che non ha permesso di evidenziare differenze statisticamente significative tra i gruppi trattati farmacologicamente e il campione di controllo. Nonostante questi dati, il gruppo 2 presenta, dopo 30 minuti dal termine della infusione (T2), flussi transepatici significativamente maggiori quando confrontati con i dati dei gruppi 3 (577±164 ml/min vs 378±108 ml/min, p=0.039) e 4 (577±164 ml/min vs 386±62 ml/min, p=0.04) (tabella 6).

Per quanto riguarda l’emodinamica sistemica, la frequenza cardiaca e’ rimasta nel range di normalita’ in tutti i gruppi e per tutto il tempo di osservazione. Soltanto i campioni del gruppo in trattamento con terlipressina+octreotide hanno presentato valori minori statisticamente significativi se confrontati con il gruppo di controllo (tabella 7, figura 5).

La pressione arteriosa sistemica e’ stata valutata attraverso le variazioni della pressione arteriosa media (PAM). Quest’ultima è rimasta sostanzialmente stabile in tutti i gruppi e per tutto il tempo dell’osservazione con valori maggiori nel gruppo in trattamento con terlipressina+octreotide rispetto al controllo sia dopo 90 minuti dall’inizio dell’infusione del farmaco (T1, p=0.03) che 30 minuti dal termine della stessa (T2, p=0.04). Al confronto dei dati tra i gruppi trattati (gruppi 2, 3 e 4), inoltre, emerge che il campione trattato con terlipressina e con terlipressina+octreotide presenta pressioni arteriose medie significativamente piu’ elevate rispetto al gruppo trattato soltanto con octreotide (rispettivamente 102±16.8 mmHg vs 70±19 mmHg,p=0.02; 116±17 mmHg vs 70±19 mmHg, p<0.01) 30 minuti dopo la fine dell’infusione farmacologica (T2) (figura 6, tabella 8).

Dati significativi, inoltre, sono emersi dallo studio della gittata cardiaca. Quest’ultima, pur non presentando differenze significative tra i gruppi trattati e il campione di controllo (p=ns), nell’analisi eseguita dal confronto dei gruppi trattati con farmaco tra loro al tempo T1 ha evidenziato valori significativamente piu’ elevati nei gruppi 2 (terlipressina) e 3 (terlipressina+octreotide) rispetto al gruppo in trattamento con octreotide (rispettivamente 3.1±0.85 L/min e 3±0.9 L/min vs 1.98±0.6 L/min) (figura 7, tabella 9).

Per quel che concerne la pressione arteriosa polmonare, questa ha presentato variazioni significative soltanto tra il gruppo di controllo e i gruppi 3 e 4.

In particolare, già dopo 90 minuti dall’inizio dell’infusione del farmaco sia il gruppo in trattamento con terlipressina+octreotide (Gruppo 3, T1: 21.8±3.6 mmHg, p=0.01) che quello in trattamento con octreotide (Gruppo 4, T1; 22±2.8 mmHg, p<0.01) presentano valori di pressione polmonare inferiori rispetto al gruppo di controllo (Gruppo 1, T1; 32±5.3 mmHg). Lo stesso andamento e’ stato rilevato per i medesimi gruppo dopo 30 minuti dal termine della infusione (T2) come mostrato in tabella 10 e figura 8.

Lo studio della pressione di incuneamento polmonare, inoltre, non ha evidenziato differenze tra il gruppo di controllo e quelli trattati con farmaco vaso attivo (tabella 11, figura 9).

Durante l’osservazione è stato rilevato l’andamento della pressione venosa centrale (PVC) senza però apprezzare differenze significative tra i quattro gruppi (p=ns) (tabella 12, figura 10).

Dal confronto di questi ultimi dati e l’andamento della pressione portale e’ stato possibile ricavare l’andamento del gradiente portosistemico, che non ha evidenziato differenze statisticamente significative (p=ns) (tabella 13, figura 11).

Dal punto di vista metabolico, è stato eseguito durante l’esperimento il dosaggio dei lattati. Non sono emersi risultati significativi al confronto dei gruppo rispetto al campione di controllo (p=ns), sebbene i maiali trattati con octreotide presentavano livelli di lattati significativamente inferiori rispetto al gruppo in trattamento con terlipressina (rispettivamente 2.5±0.4 mmol/l vs 3.8±1 mmol/l) (tabella 14, figura 12).

Nel corso dell’esperimento tutti i maiali dei diversi gruppi sono stati sottoposti a esami sieroematochimici (funzione renale, funzione epatica, emocromo, coagulazione) di controllo prima della laparotomia (T0), a 90 minuti dall’inizio delle infusioni farmacologiche (T1) e 30 minuti dopo il termine di quest’ultime (T2). Analizzando i risultati non si e’ evidenziata alcuna differenza statisticamente significativa tra il gruppo di controllo (gruppo 1) e quelli di trattati con farmaci vasoattivi (Gruppi 2, 3 e 4). Non sono state registrate alterazioni patologiche degli indici di funzione epatica ne’ coagulativi. L’andamento della creatinina, nei tre momenti di campionamento, ha mantenuto un trend di miglioramento attribuibile verosimilmente all’idratazione in corso di procedura anzicche’ ad un effetto farmacologico attivo. La mancata osservazione di variazioni nell’andamento della funzione renale è correlabile al breve tempo di osservazione previsto dall’esperimento.
Discussione
La scelta di animali di grossa taglia per la conduzione dell’esperimento è derivante dall’osservazione, in diverse esperienze sperimentali, che questi rappresentano modelli di studio facilmente riproducibili e di maggiore rilievo clinico. Sebbene gli animali di piccola taglia siano di gestione piu’ semplice, gli animali di grossa taglia presentano caratteristiche anatomiche e funzionali che li rendono piu’ simili ai dati anatomo-clinico-fisiologici umani. Da cio’ deriva la possibilita’ di una applicazione più diretta dei risultati clinici derivanti da procedure mediche e chirurgiche su modello animale di grossa taglia ad un popolazione di studio umana (18).

Nello studio condotto non è stata evidenziata alcuna riduzione del flusso e della pressione portale ne’ incremento del diametro portale nei gruppi trattati con farmaco vasoattivo rispetto al gruppo di controllo. Tale risultato, con particolare riferimento al gruppo in terlipressina, è discordante con altri studi su modello animale condotti (17-20) o in corso di trial clinici condotti su pazienti selezionati (21-28).

I risultati emersi da confronto di questi dati potrebbero dipendere dalle popolazioni in studio, ovvero in questo esperimento è stato usato un modello animale con condizioni di emodinamica splancnica sostanzialmente fisiologiche. Negli studi usati a confronto, sia per i modelli animali che per le popolazioni di pazienti, l’emodinamica splancnica è caratterizzata dalla presenza di uno stato iperdinamico secondario all’ipertensione portale (indipendentemente dalla causa: cirrosi epatica, resezioni epatiche estese o trapianto di fegato determinanti “small for size sindrome”, endotossicita’). In tale ipotesi di lavoro, il presente esperimento suggerirebbe una funzione “normalizzante” del flusso portale in caso di alterazioni di quest’ultimo anzicchè un’azione vasoattiva sul distretto portale indipendente dalle condizioni di partenza (fisiologiche o patologiche), come gia’ dimostrato da altri autori per latre amine vasoattive (adrenalina e noradrenalina) su maiali sani (19).

Un’altra possibile spiegazione potrebbe essere la dose di farmaco e non la modalità di somministrazione (continua o in bolo), giacchè in quest’ultimo caso l’infusione continua ha dimostrato di essere efficace tanto quanto la somministrazione in boli ripetuti, pur presentato un’incidenza di effetti collaterali minore.

Negli studi (17,21, 24-26) usati per il confronto con il presente studio i dosaggi di terlipressina sono risultati essere maggiori. 

Infine, per quanto riguarda l’andamento del flusso portale, i dati evidenziano in effetto sinergico di terlipressina e ocreotide (gruppo 3).

Nel presente esperimento, con riferimento particolare al gruppo in trattamento con terlipressina, i dati inerenti l’emodinamica arteriosa epatica (flusso e diametro dell’arteria epatica) sono sovrapponibili ai dati presenti in letteratura con evidenza di aumento del flusso arterioso epatico, in particolare nel gruppo in trattamento con sola terlipressina, sul modello animale sano. 

In condizioni fisiologiche il flusso arterioso rappresenta il 15-30% del flusso epatico e quello portale il 70-85%. 

Nel caso di ipertensione  portale si assiste ad una riduzione del flusso arterioso epatico (25-28). In questo esperimento, i dati contrastano con la teoria del “hepatic arterial buffer response”(29) secondo la quale il flusso arterioso presenta un meccanismo di compenso, con andamento inversamente proporzionale, al flusso portale. Pertanto, l’uso di farmaci come la terlipressina, che condiziona una riduzione del flusso e della pressione portale, causerebbe un aumento del flusso arterioso epatico proporzionale, con la finalita’ di mantenere costante il flusso transepatico e l’apporto di metaboliti ed ossigeno al fegato.

Dai dati emersi dall’osservazione, sembra invece che la terlipressina abbia un’azione vasoattiva sul circolo arterioso epatico anche in condizioni fisiologiche.

Per quanto riguarda il gruppo in trattamento con ocreotide, quest’ultimo sembra avere scarso effetti sul flusso e il diametro  dell’arteria epatica.

Il flusso transepatico, nella presente esperienza, non presenza variazioni rispetto al gruppo di controllo. Cio’ e’attribuibile allo scarso effetto dei farmaci vasoattivi usati (terlipressina, octreotide) sulla pressione portale, discordando con i dati di altri Autori. 

Nell’analisi dei dati inerenti l’emodinamica sistemica, non sono state osservate le modificazioni attese. In particolare nessuna variazione significativa e’ stata osservata tra il gruppo di controllo e quelli trattati con vasoattivi nell’andamento di: frequenza cardiaca, gittata cardiaca, pressione di incuneamento polmonare e gradiente portosistemico.

Sebbene non si siano registrate riduzioni patologiche della pressione arteriosa media (PAM) l’unico aumento significativo è stato evidenziat nel gruppo in trattamento con terlipressina+ocreotide (gruppo 3) ma non in quello con sola terlipressina (gruppo 2) rispetto al camione di controllo (gruppo 1).

Infine la valutazione della pressione artesiosa polmonare non risulta incrementata nel gruppo in terlipressina come gia’ indicato in altri studi (25,26) ed, in questo esperimento, è ridotta nei gruppi 3 e 4 ove si apprezzano, invece, valori pressori significativamente inferiori rispetto al gruppo trattato con placebo (gruppo 1).

Conclusioni

Dopo revisione della letteratura, gli studi sperimentali su animali di grossa taglia, e in particolare sui maiali, ad oggi sono pochi. L’importanza di sviluppare tali modelli, che presentano caratteristiche anatomo fisiologiche piu’ vicine al modello umano, deriva dalla possibilita’ di avere dati e modelli di trattamento (sia medico che chirurgico) più meglio applicabili all’uomo.

Il carattere di novita’ di questo studio, inoltre, è rappresentato dal fatto che il primo a confrontare due farmaci vasoattivi (terlipressina e ocreotide), singolarmente ed in associazione, e le modifiche che questi creano nell’andamento dell’emodinamica splancnica nei maiali sani.

I dati dello studio mostrano dati sostanzialmente sovrapponibili a quelli presenti in letteratura eccetto che per l’andamento del flusso e della pressione portale, che non vengono modificati da terlipressina e ocreotide (sia singolarmente che in associazione). Tale dato, in particolare nel gruppo in terlipressina, oltre che essere in disaccordo con quanto ad oggi noto rappresenta, a mio modo di vedere, un punto di partenza per rivalutare la teoria del “hepatic artery buffer response”. Tale effetto non sarebbe atteso nel gruppo 2 poiche’ nessuna riduzione della pressione e del flusso portale si verificano, verosimilmente perche’ è necessario un quadro iperdinamico splancnico (es. Ipertensione portale, cirrosi etc.) per osservare tale variazione. Cio’ nonostante il flusso arterioso epatico aumenta in modo statisticamente significativo come effetto diretto della terlipressina che risulta quindi efficace nel trattamento dell’ipertensione portale agendo attivamente nel meccanismo di compenso nel mantenimento di un flusso transepatico costante al ridursi della pressione e del flusso portale. Tale effetto non è rilevato per il gruppo in trattamento con ocreotide e non presenta meccanismo sinergico nel gruppo in trattamento con terlipressina e octreotide.

Concludendo, i dati raccolti in questo esperimento spingono a preferire l’uso della terlipressina rispetto all’ocreotide come farmaco in grado di dare maggiori modificazioni (all’occorrenza terapeutiche) dell’emodinamica splancnica migliorando l’emodinamica sistemica.

Infine, oltre a permettere la raccolta e l’analisi dei dati fin qui discussi, il modello suino sperimentale presentato rappresenta un ottimo “setting” per l’approfondimento e la migliore comprensione di meccanismi biochimici e umorali come, per esempio, i meccanismi bioumorali di azione della terlipressina stessa che ad oggi non sono interamente ben noti.

Sia il modello suino che i dati raccolti possono inoltre essere usati per lo studio e l’eleborazione di strategie terapeutiche facilmente applicabili in ambito umano.

In particolare, il riferimento va allo studio delle variazioni emodinamiche in modelli sperimentali di ipertensione portale (30) che possono avere impiego diretto nella pratica clinica umana in campi che ancora necessitano di essere meglio conosciuti, come ad esempio:

- l’uso della terlipressina nel ricevente da donatore vivente che mostra risultati incoraggianti (22, 25-28) 

- l’uso della terlipressina nelle resezioni epatiche estese a rischio di sviluppare “small for size sindrome”

- l’uso della terlipressina nei pazienti sottoposti a trapianto di fegato parziale e nei quali l’iperafflusso portale iniziale da un lato attiva il meccanismo di rigenerazione epatica ma al contempo rappresenta un meccanismo di danno epatico (18).

Quest’ultimo aspetto, ovvero la possibilita’ di modulare il flusso portale e arterioso epatico con l’obiettivo di incentivare la rigenerazione epatica riducendo il rischio di danno e “small for suze sindrome”, se ben indagato potrebbe fornire strategie terapeutiche utili che permetterebbero di usare più frequentemente fegati parziali (split), incrementare la quantita’ di organi disponibili per il trapianto contribuendo nel tentativo di colmare il divario tra paziente in lista e organi disponibili.
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Tabella 3. Andamento del diametro della vena porta (VPd)
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Tabella 5. Andamento del diametro dell’arteria epatica (HA diam)
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Tabella 6. Andamento del flusso transepatico (THF)
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Tabella 7. Andamento della frequenza cardiaca (FC)
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Tabella 8. Andamento della pressione arteriosa media (PAM)
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Tabella 9. Andamento della gittata cardiaca (GC)
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Tabella 10. Andamento della pressione arteriosa polmonare (PAP)
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Tabella 11. Andamento della pressione di incuneamento polmonare (PWP)
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Tabella 12. Andamento della pressione venosa centrale (PVC) Group 3: terlipressin+octreotide

Group 4: octreotide
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Tabella 13. Andamento del gradiente porto sistemico (GPS) Group 3: terlipressin+octreotide

Group 4: octreotide
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