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RESUMO

A capacidade regenerativa do figado tem atraido diversas pesquisas na
tentativa de elucidar este complexo sistema. A regeneragdo hepatica ocorre apos
insultos ao figado de diversas etiologias como, por exemplo, a hepatectomia. O
sirolimus, que foi recentemente introduzido na pratica clinica, pode apresentar
efeitos na regeneragdo hepatica. Este estudo objetivou avaliar a influéncia do
sirolimus no processo de regeneragdo hepatica de ratos adultos submetidos a
modelo experimental de hepatectomia a 70% com resseccdo dos lobos hepaticos
mediano e lateral esquerdo. Quarenta ratos machos foram aleatoriamente divididos
em 4 grupos: controle 24 horas (GC2an), estudo 24 horas (GEz4n), controle sete dias
(GC74) e estudo sete dias (GE74). Nos grupos de estudo (GEasn € GEz4) foram
administrado sirolimus na dose de 1mg/kg/dia e nos grupos controle (GCa4n € GC74)
1ml de soro fisioldgico por gavagem. As solugbes foram administradas trés dias
precedentes a hepatectomia e até a morte do rato. A morte do rato para retirada do
figado regenerado foi realizada em 24 horas apés a hepatectomia (GCa4n € GE241) €
sete dias apds (GC7q € GE74). A anadlise da regeneragcédo hepatica foi mensurada
pela afericdo do percentual de regeneragdo pela formula de KWON, numero de
figuras de mitose pela técnica de hemotoxilina - eosina e pela percentagem de
positividade pelos marcadores imunohistoquimicos PCNA e Ki-67. Foi adotado nivel
de significancia de 5% (p < 0,05) no estudo estatistico. Houve perda ponderal
significativa nos grupos comparando-se o peso inicial com o peso no dia da morte.
Foi demonstrada variagdo estatisticamente significativa quando comparado os
grupos 24h com os sete dias (GEzsn X GE74) (GC24n X GC74) pelos métodos de
analise. Quando comparado os grupos de estudo e controle no mesmo periodo
(GE24n X GCa4n) (GE7¢ X GC74) néo foi demonstrada variagdo estatisticamente
significativa pelos métodos de analise, exceto pelo Ki-67 no qual foi verificado
aumento do numero de hepatdcitos fora do periodo Go no grupo de estudo de sete
dias (GEz74) quando comparado com o grupo controle (GC7q4) (p=0,04). Este estudo
ndo demonstrou influéncia negativa do sirolimus na regeneragdo hepatica e
demonstrou efeito parcial positivo pela imunohistoquimica utilizando Ki-67.

Palavras-chave: = Regeneracdo hepatica. Sirolimus. Hepatectomia.
Transplante hepatico.



ABSTRACT

The liver's regenerating properties have drawn the attention of several
researchers in the attempt of elucidating this complex system. The liver regeneration
occurs after several injuries of different etiologies, like hepatectomy. Sirolimus, which
was recently inserted in clinical practice, is able to present effect in the liver
regeneration. This study aimed to evaluate the influence of sirolimus in the process
of liver regeneration of adult rats undergoing an experimental model of hepatectomy
to 70% with rectession on the medium and left hepatic lobes. Forty male rats were
randomly divided in four groups (GCaz4n, GE24n, GC74 and GE7q). In the study groups
(GE24n and GEz4) sirolimus was administered in a dose of 1mg/kg/day and in the
control groups (GCz4n and GCz4) 1ml of saline solution by gavage. The solutions
were administered three days prior to the hepatectomy and until the rats’s death. The
death of the rats took place for liver removal 24 hour after hepatectomy for groups
(GC24n € GE24n) and seven days for the groups (GC7q € GEzq4). Liver regeneration
analysis was measured by assessing the percentage of increase liver weight (Kwon'’s
formula); number of mitosis figures in hematoxylin-eosin technique and percentage of
positivity of the immune histochemical markers PCNA and Ki-67. A significance level
of 5% (p < 0.05) was adopted in the statistical analises. There was significant height
loss in the groups comparing the initial weight with the weight in the day of death.
Significant statistical variation was shown when comparing groups at 24h and seven
days (GEzsn X GE7q) (GC2sn X GCy4) through the methods of analysis. When
compared to the groups in the same period (GEasn X GCa4n) (GE7¢ X GCy4) a
statistically significant variation was not present according to the methods of analysis,
except for the Ki67 in which was observed an increase in the number of hepatocytes
out of the Gy period in the seven day study group (GE74) when compared to the
control group (GC7q4) (p=0.04). This experiment showed no negative interference of
sirolimus on liver regeneration and a partial positive effect as showed by Ki-67 stain

Keywords: Liver Regeneration. Sirolimus. Liver Transplantation.
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1 INTRODUGAO

A regeneracao hepatica € um evento que envolve varias células e uma
complexa interacdo entre citocinas e fatores de crescimento. Pesquisas
experimentais em modelos animais véem progressivamente contribuindo para a
elucidacdo desse processo regenerativo (TARLA et al, 2006). HIGGINS e
ANDERSON publicaram os primeiros estudos sobre regeneragao hepatica em 1931,
quando notaram uma marcante capacidade do figado do rato regenerar apds
hepatectomia parcial. Esse modelo de hepatectomia com ressecgdo de
aproximadamente 70% da massa hepatica tem sido largamente utilizado para
investigacdo da regeneracdo hepatica (COURT et al, 2002). O processo
regenerativo hepatico em ratos assemelha-se ao processo de regeneracao do figado
humano, o que justifica seu amplo uso em varias areas da pesquisa biomédica atual
(endécrina, celular, genética e molecular) (ROZGA, 2002).

A regeneragao hepatica € um componente essencial no mecanismo de
protegao organica contra a perda de tecido hepatico funcionante seja por agressao
quimica, viral, perda traumatica, ou por hepatectomia parcial (De JESUS et al,
2000). Na auséncia desse processo regenerativo, a morbidade e a mortalidade
estdo freqlentemente aumentadas. Na faléncia hepatica fulminante, onde uma
grande maioria dos hepatécitos € acometida, a sobrevivéncia néo € possivel sem a
recuperacgao de suficiente massa hepatica (ROZGA, 2002).

O figado apresenta a caracteristica de ajustar-se ao tamanho proporcional
requerido pelo receptor através da capacidade regenerativa. Portanto, a
regeneragdo hepatica € crucial para o sucesso do transplante hepatico inter-vivos e
naqueles em que o orgado implantado € menor que o tamanho ideal para o
organismo receptor (LIU et al., 2005).

O fendbmeno da regeneracdo hepatica € amplo, complexo e ainda né&o
completamente conhecido. Apds o estudo pioneiro proposto por HIGGINS e
ANDERSON (1931) varios trabalhos foram realizados na busca do conhecimento
sobre os mecanismos celulares e hormonais relacionados ao processo regenerativo.
As interferéncias de medicamentos, do metabolismo intrinseco do organismo e de
doencas também é motivo de estudo para a compreensao desta complexa rede de

fatores estimuladores e inibidores da regeneragao hepatica.
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O sirolimus é um novo farmaco, recentemente langado como potente
imunossupressor e atualmente proposto como terapéutica apds transplantes
hepaticos para controlar a rejeicdo do 6rgao. Seu efeito imunossupressor interfere
na multiplicacdo de células do sistema imunolégico. O sirolimus liga-se a um
complexo proteico intracelular denominado FKBP12, postulado como uma via da
resposta de regeneragao hepatica apds fatores estimuladores (FRUMAN et al.,
1995). O mecanismo de acgao € bloquear a resposta imune interferindo na producao
de linfécitos. Essa interferéncia na proliferagéo celular pode ocasionar alteragdes no
fendbmeno de regeneracao hepatica (NELSEN et al., 2003). Dessa maneira, o estudo
do processo de regeneracao hepatica sob influéncia do imunossupressor sirolimus
pode determinar novas informacdes pertinentes na pratica clinica para uma melhor

adequacao desse medicamento nos pacientes pés transplantados.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivos Gerais

Analisar a influéncia do sirolimus na regeneragdo hepatica desencadeada
pela resseccdo de 70% do parénquima hepatico em ratos plenamente

desenvolvidos.

1.1.2 Objetivos Especificos

Para se obter o objetivo geral foram estipulados alguns objetivos especificos:
e Determinar a porcentagem da massa hepatica regenerada pela férmula de Kwon;
e Determinar o indice mitdtico observado em histologia convencional com
hematoxilina e eosina;
o Determinar a proliferacdo celular pela imunohistoquimica utilizando Ki-67 e
PCNA,;
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2 REVISAO DE LITERATURA

Localizado entre o trato digestivo e o restante do corpo, o figado
desempenha a enorme tarefa de manter a homeostasia metabdlica do organismo.
Isso inclui o processamento dos aminoacidos dietéticos, dos carboidratos, dos
lipidios e das vitaminas; fagocitose de particulas da circulagdo esplancnica; sintese
das proteinas séricas; biotransformagao dos metabdlitos circulantes; e detoxicagao e
excrecao através da bile dos produtos enddégenos de desgaste e dos xenobidticos
poluentes (MICHALOPOULOQOS, 2007).

O figado é dividido em segmentos funcionais com base na vascularizagéo,
cujo conhecimento é essencial nas ressecc¢des hepaticas. Em 1898, Cantlie sugeriu
a divisdo do figado humano em lobo direito e esquerdo baseado em uma linha
imaginaria que passa no leito da vesicula biliar até a veia cava inferior. Couinaud,
em 1954, propOs a segmentacao baseada na circulagao portal que resulta na divisao

em oito segmentos menores (COELHO, 2005).
2.1 ARQUITETURA HISTO-CELULAR HEPATICA
Existem atualmente alguns modelos conceituais para interpretar a estrutura

interna do figado:
Lébulo hepatico classico: Introduzido por Kiernam em 1833, é definido

como o tecido hepatico circunjacente a veia central (veia centrolobular). Na periferia
esta presente o trato portal (triade portal, capsula de Glisson), contendo ramos
iniciais da via biliar e ramos terminais da veia porta e da artéria hepatica, sendo
considerado o limite imaginario e arquitetbnico do Iobulo hepatico classico
(CORMACK, 1991. p. 408-410). O sangue proveniente da artéria hepatica e da veia
porta progride através de sinusoides e drena para a vénula central (Figura 1).

Acino hepatico: baseado no conceito de grupo de acinos funcionais, cada

um com centro na regido aferente vascular da triade portal e limite na drenagem
venosa para as veias hepdaticas. Conforme a posicdo do hepatécito, o parénquima
do &cino é dividido em trés zonas: zona 1 é a mais proxima do suprimento vascular
do trato portal, a zona 3 situa-se em contato com a veia centrolobular, e a zona 2

encontra-se intermediaria as anteriores. As regides adjacentes a veia centrolobular,
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por apresentarem um menor aporte de oxigénio e suprimentos, sofrem a maior parte
das agressoées, sejam elas por antigenos, toxinas ou lesdes andxicas. A necrose em
ponte situa-se nessa area. As regides mais proximais ao trato portal sobrevivem por
mais tempo e podem, posteriormente, formar o nucleo a partir do qual ocorrera a
regeneracdo (ROBBINS, 1996) (Figura 1).
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Figura 1 — Representagédo diagramatica do modelo conceitual da estrutura interna do
figado. O modelo A representa o acino hepatico e o modelo B representa o I6bulo
classico e portal. No modelo A observa-se as trés zonas do suprimento vascular.
FONTE: CORMACK, 1991, p. 411.

Os hepatdocitos desempenham mais de 500 funcbes metabdlicas que
incluem a detoxificagdo de drogas e substancias toxicas, a degradacédo de
hormdnios esteréides e a utilizacao de lipidios na sintese de lipoproteinas. As
células de Kupffer sdo membros altamente fagociticos do sistema reticuloendotelial
e tem a fungcdo de remover as toxinas do sangue venoso portal bem como a
produgcdo de citocinas na fase inicial do ciclo celular regenerativo. As células
endoteliais formam um revestimento continuo da luz sinusoidal selecionando os
solutos e particulas que serédo apresentados aos hepatocitos subjacentes. As células
de Ito ou de armazenamento de lipidios apresentam aspecto de estrela e localizam-
se no espago de Disse. Sdo responsaveis pela produgdo da matriz extracelular
(HATA et al., 2007).
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2.2 REGENERAGAO HEPATICA

Um aspecto importante do figado é a sua capacidade de regeneracao
(COURT et al.,, 2002). A perda de células funcionantes, seja por agressao
isquémica, quimica ou viral; ou a diminuicdo da massa hepatica por trauma ou
cirurgia, induz o processo regenerativo hepatico (ASSY; MINUK, 1997; JESUS et al.,
2000).

O primeiro relato da capacidade de regeneragao hepatica estéa no poema
Teogonia escrito por Hesiodo VIII séculos a.C. Os gregos ja reconheciam a
regeneragao hepatica através do mito de Prometeu. Como punigéo por ter roubado o
fogo secreto dos deuses do Olimpio e entregue aos humanos, Prometeu foi
acorrentado a uma rocha e condenado a ter parte de seu figado diariamente comido
por uma aguia. Durante a noite havia regeneragéo hepatica deixando o figado pronto
para ser novamente acometido, ocasionando uma eterna tortura
(MICHALOPOULOS et al., 1997). O primeiro relato cientifico de regeneragao
hepatica em humanos foi descrito por Ponfick em 1890 (KONIARIS et al., 2003).

O figado é um 6rgdo com poucas células em multiplicagdo celular, com
apenas 0.0012% a 0.01% dos hepatécitos em fase de mitose (KONIARIS et al.,
2003). Essa baixa capacidade de replicagao celular em figados saudaveis pode ser
alterada por mecanismos de agresséao.

A restauracdo da massa hepatica inicia-se imediatamente apds o estimulo
inicial e completa-se em 7-10 dias no rato (RAMALHO et al., 1993; COURT et al.,
2002; KONIARIS et al., 2003; MICHALOPOULOS, 2007). No figado humano,
embora a restauracdo da massa hepatica apds hepatectomia parcial pareca ocorrer
em duas a trés semanas, a restauragao completa sé foi verificada apds trés meses
(NAGASUE et al., 1987; KHAN; MUDAN, 2007).

O termo regeneragéo, consagradamente utilizado, tem apenas o significado
de recuperagéo do volume do 6rgdo e ndo de regeneragao da parte perdida, como
ocorre no novo crescimento da cauda ou extremidades em répteis (COURT, et al.,
2002). O que ocorre & a hiperplasia global de todo o parénquima até que se
restabeleca a massa hepatica primitiva (variando em 5 a 10%), quando entédo ocorre
interrupgcao abrupta do processo (RAMALHO et al., 1993; STEER, 1995). Esse

fenbmeno € uma hiperplasia compensatéria e ndo regeneragdo verdadeira
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(KONIARIS et al., 2003). No final da regeneragdo, o tamanho do lobo hepéatico
remanescente fica marcadamente aumentado e a espessura da placa dos
hepatdcitos encontra-se em duas vezes o tamanho original (MICHALOPOULOS;
DeFRANCES, 1997). Estudos prévios sugerem que ocorra uma lenta reorganizagao
lobar que pode levar semanas a fim de restabelecer a arquitetura histologica
hepatica (WAGENAAR et al., 1993)

A massa hepatica residual € importante pois deve ser capaz de manter o
metabolismo funcional normal e iniciar o processo de regeneragdo. No rato, a
ressec¢cao de mais de 80% da massa hepatica resulta um processo regenerativo
inferior quando comparada a hepatectomia padrao de 70% (BUCHER; SWAFFIELD,
1964). Entretanto, ressecgdes de até 90% da massa hepatica foram realizadas com
sucesso em ratos (GAUB; IVERSEN, 1984) e também em figados humanos
(STARZL et al., 1975). Pacientes com mais de 80% da massa celular acometida
completam a regeneragdo hepatica se sobreviverem a agresséo inicial (GOVE;
HUGHES, 1991).

Os limites do maximo de tecido hepatico acometido ou ressecado que
resulta em regeneragdo hepatica eficiente também ¢é determinado pelo estado
fisiolégico do figado e do organismo. Doencgas intrinsecas como esteato-hepatite e
cirrose; e sistémicas como desnutricdo, diabetes e imunodeficiéncias limitam o
processo regenerativo (KONIARIS et al., 2003).

A perda da massa hepatica também pode ser induzida por isquemia e pela
administragdo de agentes hepatotoxicos que podem lesar conjuntos especificos de
células ou todos os tipos celulares. Apos a lesao segue-se um processo inflamatorio,
remogao dos tecidos desvitalizados e resposta regenerativa (MICHALOPOULOS,
2007). A ingesta abusiva de alcool origina destruigao celular nas zonas periportais; a
isquemia e o tetracloreto de carbono levam a necrose maci¢a pericentral; a D-
galactosamina causa lesao pan-hepatocelular; a exposicdo ao corante de anilina,
lesdo seletiva do epitélio dos ductos biliares. A regeneragao por sua vez também é
especifica dependendo do agente nocivo ou do tipo da lesdo. No caso da D-
galactosamina, os hepatocitos n&o se proliferam, mas sim as células progenitoras ou
células ovais (KONIARIS et al., 2003).

A hipofisectomia, tireoidectomia e paratireoidectomia retardam o pico da

sintese de DNA por 16 a 20 horas, mas ndo o suprimem. Efeito semelhante é
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produzido por raios X, actiomicina, ciclohexamida e colchicina. A denervacao do
figado através da secgao medular alta (C7) resulta em abolicado do pico de sintese
de DNA (RAMALHO et al., 1993).

Os estudos sobre transplante hepatico ortotépico intervivos em humanos
tem revelado que o enxerto transplantado regenera rapidamente se pequeno,
enquanto se for maior ocorrera atrofia do tecido hepatico excedente até atingir a
proporcéao ideal para a massa corporal do receptor (HIGASHIYAMA et al., 1993). No
transplante intervivos, tanto o doador como o receptor alcangam a massa hepatica
original em 60 dias (FAUSTO, 2001). Nos transplantes de figados pequenos para o
tamanho do receptor (“small for size”) pode ocorrer dificuldade na adaptagdo do
enxerto devido a regeneracao insuficiente, resultando em elevada morbidade e
mortalidade (KONIARIS et al., 2003).

2.21 Nivel Celular da Regeneragao Hepatica

A regeneracao hepatica apoés hepatectomia parcial é realizada através da
proliferacdo de todas as células existentes no figado remanescente. Estas incluem
células parenquimatosas (hepatdcitos) e células n&o-parenquimatosas (células do
epitélio biliar, células do endotélio fenestrado, células de Kupffer e células de Ito)
(MICHALOPOULOS, 2007). Embora todas as células hepaticas participem do
processo regenerativo, a maioria dos estudos focaliza os hepatodcitos. Estes
constituem cerca de 90% da massa hepatica e 60% do numero total de células
(MICHALOPOULOS, 1990; RAMALHO et al., 1993).

As células ovais, localizadas nos ramos terminais da arvore biliar, séo
consideradas um grupo de células indiferenciadas capaz de restabelecer o tecido
hepatico quando a massa tecidual residual apresentar-se critica para a atividade
fisiolégica do organismo, isto €, quando a multiplicagao estiver comprometida e os
hepatdcitos incapazes de responder adequadamente aos estimulos regenerativos
(FAUSTO, 2001; TARLA et al., 2006b). A habilidade regenerativa esta diminuida em
figados doentes acometidos por virus ou outras doengas, condigdo a qual ativa a
subpopulagao de células ovais (KHAN; MUDAN, 2007).

O hepatécito € uma célula de natureza epitelial, altamente diferenciada e

que raramente se divide sem estimulo regenerativo. No rato somente um hepatdcito
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entre cerca de 20.000 pode estar se dividindo (ROZGA, 2002) e durante toda a vida
adulta cada hepatécito pode ocasionar somente uma, duas ou talvez nenhuma
divisdo celular. No entanto, a capacidade de replicagédo nédo é perdida (FAUSTO,
1990

A capacidade regenerativa do figado parece ser ilimitada como demonstrada
em repetitivas resseccdes hepaticas em ratos. Estudando ressecg¢des consecutivas
nao foi demonstrado desregulacao na proliferacdo dos hepatécitos (FAUSTO, 1990).
Um unico hepatdcito foi capaz de sofrer 69 divisdes celulares sucessivas, originando
5,9 X 10%° células. Considerando que um figado normal possua 8 X 10’ células,
pode-se concluir que um Unico hepatdcito tem potencial para produzir 7 X 10"
figados (KONIARIS et al., 2003).

A regeneragao hepatica no rato pode ser dividida em trés fases: Iniciagédo (0
a 12-14 horas), proliferacdo (14 a 36 horas) e inibicdo (RAMALHO et al., 1993;
TARLA et al., 2006b). As células hepaticas quiescentes (fase Gyp), apds estimulo
inicial, simultaneamente entram no ciclo celular (fase G1). Os hepatécitos atingem a
fase G4 imediatamente, progredindo para a fase S com a sintese de DNA 10 a 12
horas apds a cirurgia. O primeiro pico de produ¢cao de DNA ocorre em 24 horas com
menores picos em 36 e 48 horas apds a ressecgao hepatica. Apds a fase Gy, a
mitose segue 6 a 8 horas apos a sintese de DNA (22 a 24 horas ap0s a ressecgao
hepatica) atingindo um pico em 32 a 34 horas apods a cirurgia (FAUSTO, 2002;
FAUSTO; RIEHLE, 2005). Ciclos adicionais de sintese do DNA podem ser
detectados por 5 a 10 dias, no entanto sdo menos definidos e intensos que o
primeiro (RAMALHO et al.,, 1993). O segundo pico mitético € mais comumente
observado nas ressecgdes maiores que 50%. Ja para Michalopoulos (2007), apenas
uma pequena porcentagem de células realizaria o segundo ciclo de DNA o qual é
suficiente para restabelecer o numero original de hepatécitos.

O tempo para sintese do DNA apds hepatectomia parcial varia com idade. A
descricdo da sequéncia tipica dos eventos se aplica a ratos adultos (dois a seis
meses de idade). Estudos com ratos mais velhos (acima de um ano) demonstram
atraso da sintese de DNA, com pico em 30 a 34 horas apds o estimulo inicial. A
maioria dos hepatécitos (95% em ratos jovens e 75% em ratos velhos) participa de
um ou dois ciclos de proliferagdo celular (STEER, 1995; MICHALOPOULOQOS;
DeFRANCES, 1997; FAUSTO, 2001; FAUSTO; RIEHLE, 2005).
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Quando a razdo massal/volume atinge o tamanho original os hepatdcitos
retornam ao seu estado de quiescéncia na fase Gy (COURT et al., 2002).

A transicdo da fase Gp para a G4 ocorre simultaneamente em todas as
células hepaticas, sendo observado um atraso na mitose nas células n&o-
parenquimatosas. Esse atraso deve-se a existéncia de uma fase G; mais
prolongada. A replicagdo das células ndo-parenquimatosas ocorre 24 horas apos a
replicagcao dos hepatdcitos (RAMALHO et al., 1993; STEER, 1995).

Durante os primeiros trés dias apds a hepatectomia parcial, 85% dos
hepatdcitos sintetizam DNA, com cerca de 80% da sintese ocorrendo nas
proximidades do espago porta (zonas 1 e 2 do &cino hepatico). Hepatdcitos
localizados nas zonas 1 e 2 replicam o DNA mais precocemente que aqueles
proximos a veia centrolobular (zona 3 do acino hepatico). Apds sua origem, oS novos
hepatécitos se movem em dire¢cado a veia centrolobular, de forma que as células
jovens tendem a se localizar no tergo interno, e as mais velhas no tergo externo do
acino hepatico (RAMALHO et al., 1993).

O sistema imunolégico do figado com a presenga de células de Kupffer,
células natural killer (NK), células natural killer T (NKT), neutrofilos, eosindfilos e
componentes do complemento pode estimular ou prejudicar a proliferagao
hepatocitaria. Pesquisas recentes demonstram efeitos anti-proliferativos resultantes
das células NK e NKT e efeitos anti-proliferativos e proliferativos pelas células de
Kupffer (DONG, et al.; 2007). Em condigdo hepatica normal, as células NK exercem
atividade inibitéria sobre a regeneragcao (SUN; GAO, 2004) e a sua deplegao
aumenta significativamente o processo regenerativo (FRANCAVILLA et al., 1997).
Ao estimular o sistema imune no combate a uma infecgdo, o processo regenerativo
€ severamente atenuado (SUN; GAO, 2004) (Figura 2).

Pode-se dizer que quase todo o sistema imune apresenta uma atividade
inibitoria sobre a regeneragao hepatica, com excegao das células de Kupffer que
também apresentam atividade promotora inicial com a liberagao da IL-6 e TNFa. O
que ocorre é um balango de forcas, quando existe uma maior quantidade de
estimulos para a proliferagéo celular, a regeneracao hepatica acontece e o sistema
imune parece nao influenciar, no entanto, quando o figado alcanga o seu tamanho
original, os estimulos proliferativos diminuem e o sistema imune fortalece-se e inibe
o crescimento hepatico (FAUSTO, 2006; DONG, et al.; 2007).
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Figura 2 - llustracdo do efeito regulatério do sistema imune sobre a

regeneragdo hepatica. O figado apresenta grande quantidade de células
NK, NKT e de Kupffer. As células de Kupffer participam de eventos iniciais
da regeneracdo com a liberacdo de IL-6 e TNFa e posteriormente
participam da interrupgdo do processo proliferativo com a liberagdo de TNFa
e TGFB. As células NK podem inibir o crescimento hepatico e ocasionar
apoptose nos hepatocitos. FONTE: DONG et al., 2007.

2.2.2 Nivel Molecular na Regeneragao Hepatica

A regeneragao hepatica poderia ser considerada um processo no qual o
hepatdcito realiza uma regressdo celular tornando-se uma célula “imatura” com
potencial para proliferacdo, denominado de desdiferenciacdo. No entanto, durante o
processo de regeneragao nao ocorre alteragdes morfologicas e expressdo de
proteinas de desenvolvimento com seria esperado, o que ocorre € uma aumento nos
niveis de RNA, ja presentes no figado quiescente. Portanto, na regeneragao, as
alteragdes da expressao génica limitam-se ao carater quantitativo (RAMALHO et al.,
1993; DE JESUS et al., 2000).

Na resposta regenerativa, a proliferagdo dos hepatécitos € controlada por
varios estimulos extracelulares incluindo as citocinas, fatores de crescimento,
nutrientes e a matriz extracelular (NELSEN et al., 2003). Estes estimulos resultam

em subseqliente aumento da atividade a genes e telomeros (HATA et al., 2007).
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Teldmeros sao estruturas constituidas por fileiras repetitivas de proteinas e DNA nao
codificante que formam as extremidades dos cromossomas com fungao de protecao
contra a digestdo enzimatica e na interrupgao da replicagdo. Os teldmeros s&o como
reldgios, que regulam quantas vezes uma célula vai se dividir. Eles ficam menores a
cada divisdo celular. A presenca dos teldmeros € dependente da enzima telomerase,
a qual normalmente ndo € expressa nas células hepaticas quiescentes, exceto
durante a replicacao celular (COURT et al., 2002).

O inicio da proliferagdo celular e gerenciamento inicial da fase G séo
controlados pelas citocinas (PAPADIMAS et al., 2006). Estes mensageiros
intercelulares, particularmente as citocinas inflamatérias (fator de necrose tumoral-
alfa e a interleucina 6), sinalizam aos hepatécitos para entrarem no ciclo celular e
responderem aos fatores de crescimento (HATA et al., 2007). As células de Kupffer,
endoteliais e estreladas sdo essenciais para a normal proliferacdo hepatocitaria
devido ao fato de produzirem citocinas e fatores de crescimento necessarios ao
processo (HATA et al., 2007). As citocinas ativam os fatores de transcricdo como o
NF-kB, STAT3, AP-1 e C/EBPB (FAUSTO; RIEHLE, 2005). A ligagdo do TNFa no
seu receptor (R1-TNF) conduz a ativagao do fator nuclear kappa B (NF-kB) e c-
Jun-N-terminal cinase (JNK). A ativacdo do NF-kB tem papel importante na
expressao génica, na regulagao do ciclo celular e na protecao dos hepatdcitos
contra a apoptose celular (TARLA, 2006a; RUTHERFORD; CHUNG, 2008). A
ligacdo da IL-6 no seu receptor conduz a ativagédo do sinal transdutor e ativador
da transcricao 3 (STAT3), que entra no nucleo e induz a transcricdo de varios
genes envolvidos na regeneragdao (FAUSTO, 2001). O fator de crescimento do
hepatocito (HGF) liga-se ao receptor c-met conduzindo a ativagdo das quinases
ERK (HATA et al, 2007) (Figura 3). O receptor c-met (para o HGF) e o receptor
EGFR (para o EGF e TGFa) tem um aumento na sua transcricdo apos estimulo
causado pela ligagado do TNFa (FAUSTO, 2001).

A membrana plasmatica torna-se hiperpolarizada em 30 minutos apés
insulto inicial, com rapida entrada de sodio e elevagéo do pH intracelular (DE JESUS
et al., 2000). Michaloupolos e DeFrances (1997) relatam que o receptor para
uroquinase surge imediatamente na membrana plasmatica ocasionando atividade
enzimatica aumentada da uroquinase em 1 a 5 minutos apds cirurgia. Essa enzima
esta envolvida na ativagdo do HGF (MICHALOUPOLOS, 2007). A degradacao da
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matriz extracelular dos hepatdcitos que ocorre imediatamente apds a hepatectomia
parcial favorece a atuacao da uroquinase e demais enzimas envolvidas na ativagao
do pro-HGF em HGF maduro e expressao do seu receptor c-met (DE JESUS, 2000).

A resposta celular aos varios fatores de crescimento exige a presenga de
receptores especificos na membrana plasmatica. O complexo fator-receptor formado
€ internalizado na célula e degradado. Ocorre a ativagdo de proteinas tirosina
quinase e fosforilagdo de proteinas intracelulares. Em sequéncia, ha a ativagao de
um segundo mensageiro (p. ex. AMP ciclico, célcio, inositol trifosfato, diacilglicerol
ou fosfolipase C) que induz a ativagcdo de proteinas quinase C, as quais
desencadeiam uma série de eventos secundarios e ativagdo dos genes envolvidos
no processo proliferativo (p.ex. c-fos, c-myc e c-jun). Esta seqiéncia de eventos
culmina com a replicagdo do DNA (RAMALHO et al., 1993; DE JESUS et al., 2000;
YOKOYAMA, NAGINO e NIMURA, 2007).
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Figura 3 — Desenho demonstrando as vias de interagbes das citocinas e fatores na
regeneracao hepatica. Apds estimulo, as citocinas incluindo o TNFa e IL-6 s&o liberadas das
células de Kupffer ativadas, ligam-se aos receptores nos hepatdcitos conduzindo a ativagéo de
fatores de transcrigdo (STAT3, NF-kB, c-Fos e c-Jun no citoplasma e no nucleo) e expresséo
de genes da regeneracdo. FONTE: HATA et al., 2007.

Proto-oncogenes sdo um grupo de genes normais intimamente e
fisiologicamente associados a proliferagdo celular. A expressdo dos proto-

oncogenes c-fos, c-myc, p53, c-jun e c-ras esta relacionada ao ciclo celular, ndo
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apenas em figados em regeneragdo, mas também em uma série de outras células
(RAMALHO et al., 1993; DE JESUS et al., 2000).

A expressao dos proto-oncogenes apos a hepatectomia parcial é especifica,
sequencial e altamente regulada. Mesmo com a incerteza sobre a fungéo dos proto-
oncogenes, pode-se utilizar dos niveis destas proteinas para identificar as etapas do
periodo pré-replicativo da regeneragédo hepatica. O periodo pré-replicativo pode ser
subdividido em iniciacdo e progressdo. A iniciagdo ocorre com aumento da
expressao do c-fos e c-myc entre 30 minutos e 1 hora. A progressdo ocorre na
sequéncia com um aumento dos niveis do RNA, para p53 e c-ras em 8 a 16 horas.
No periodo de progressdo, os hepatdcitos passariam a produzir TGFa e FGFa que
os moveria da fase G1 para a fase S do ciclo celular (controle autécrino) (RAMALHO
et al., 1993; DE JESUS et al., 2000).

Existem evidéncias que o numero de hepatdcitos produzidos na regeneracao
pode exceder a quantidade original, e para controlar esse desarranjo, uma leve onda
de apoptose pode ocorrer. A inibicdo da regeneracdo dos hepatdocitos é
possivelmente desencadeada pela complexa preparagdo da matriz extracelular.
Uma série de eventos que ocorrem na matriz extracelular, como a ligagdo do HGF
aos glicosaminoglicanos e ligagao de TGF a decorina, fazem o hepatécito retornar
a fase Gy do ciclo celular. A nova matriz extracelular, sintetizada pelas células
estreladas que foram estimuladas pelo TGF, restaura os sitios de ligagcédo tanto do
HGF como do préprio TGFB. Nesse contexto, o TGFB ndo é o agente que
terminaliza a regeneragdo, mas pode ser considerado o “maestro” que orquestra
multiplos eventos em uma complexa alga de feedback , ocasionando a ativagéo da
apoptose celular e o bloqueio da transcrigdo génica (KHAN; MUDAN, 2007,
MICHALOUPOLOS, 2007).

2.2.3 Citocinas

Apds a hepatectomia, as células ndo parenquimatosas e os hepatécitos
remanescentes aumentam a producao de citocinas como o fator de necrose tumoral
alfa (TNFa), linfotoxina B (LTB), interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6) (TARLA et
al.,, 2006a). As citocinas estimulam os hepatdcitos a entrar no ciclo celular e

responder ao efeito mitogénico dos fatores de crescimento. As principais sdo o TNFa
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e a IL-6. (FAUSTO; RIEHLE, 2005). Estudos com a IL-6 e com TNFa documentam
claramente que a sinalizacdo precoce dos mecanismos de regeneragcdo hepatica
nao procede normalmente sem estas citocinas (MICHALOUPOLOS; DeFRANCES,
1997). Estas citocinas séo liberadas em minutos apds hepatectomia parcial pelas
células nao parenquimatosas do figado, induzindo o hepatdcito a sintetizar proteinas
da fase aguda. A concentragao de IL-6 no plasma aumenta apds hepatectomia
parcial, com pico em 24 horas (COURT et al., 2002).

2.2.4 Fatores de Crescimento e Hormonios

O processo de regeneragao € dependente da presenga ou auséncia de um
namero de fatores, agindo em conjunto ou isoladamente. Devido as multiplas
interagbes entre genes e os fatores de crescimento, é improvavel que um simples
agente determine o crescimento hepatico apds hepatectomia parcial (FAUSTO,
2001).

Os hepatécitos iniciados seriam capazes de produzir seus préprios fatores
de crescimento (regulagcdo autdcrina) e/ou responder a fatores de crescimento
produzidos por outras células hepaticas (regulagao paracrina) (FAUSTO, 2001).

Na compreensido celular e molecular do amplo e complexo processo
regenerativo, deve-se ter em mente duas consideragdes: a) com excegao da via do
fator de crescimento do hepatécito (HGF), todas as outras vias da regeneragéo
quando suprimidas originam um processo regenerativo deficitario, mas nao a
completa abolicdo da regeneragao; e b) o fato que mesmo que a supressao de uma
via origine alteragbes pequenas na regeneracio, ndo se deve concluir que essa via
nao seja importante para o processo regenerativo (MICHALOUPOLOS, 2007).

Os fatores de crescimento sao classificados em trés categorias: mitogénicos

completos, mitogénicos incompletos e inibidores do crescimento.
2.2.41 Agentes Mitogénicos Completos
Sao capazes de induzir sintese de DNA em culturas de hepatdcitos e mitose

em uma populagao de células em repouso (Gy). Este efeito pode ser potencializado

por mitogénicos incompletos ou co-mitogénicos como a insulina, glucagon,



29

adrenalina e noradrenalina (MICHALOPOULOQOS, 1990). Os principais agentes dessa
classe sdo o fator de crescimento epidérmico (EGF), o fator transformador do
crescimento-a (TGFa), o fator de crescimento de hepatdcito (HGF) e o fator de

crescimento de fibroblastos acidos (FGFa).

Fator Transformador do Crescimento a (TGFa): apresenta capacidade de estimular a

proliferacdo dos hepatdcitos in vitro e in vivo (DE JESUS et al., 2000). Ocorre um
aumento dos niveis RNA,, para TGFa 8 horas apds a hepatectomia parcial, com
niveis atingindo o maximo em 24 horas (RUSSEL et al., 1993). A secrecao de TGFa
pelos hepatdcitos em regeneragdo possivelmente se constitui numa alga autocrina
estimuladora da sintese de DNA (RAMALHO et al., 1993). Atua no mesmo receptor
do EGF sobre os hepatacitos ja “iniciados” (MICHALOPOULQOS, 1990).

Fator de crescimento Epidérmico (EGF): estimula a sintese de DNA na maioria das

células epiteliais, inclusive em hepatdcitos. Os niveis séricos de EGF elevam-se em
poucas horas apos hepatectomia parcial, mas diminuem rapidamente, antes mesmo
da sintese de DNA pelos hepatécitos (DE JESUS et al., 2000). Quando o EGF é
acrescentado em cultura de hepatdcitos, a sintese de DNA inicia em 24 horas com
pico atingindo entre 48 e 72 horas. Apos hepatectomia observa-se um declinio dos
niveis de RNA,, para o receptor do EGF, diminuigcdo da afinidade do EGF pelo
receptor e aumento da producao de TGFa que compete pelo mesmo receptor. Esses
eventos resultam na diminuicdo do numero de receptores disponiveis para o EGF
(RAMALHO et al., 1993).

Fator de crescimento do hepatdocito (HGF): € o mais potente mitdgeno para os

hepatdcitos. No figado normal é produzindo pelas células ndo parenquimatosas,
principalmente pela célula de Ito. Os niveis plasmaticos elevam-se 20 vezes em 1 a
2 horas apos hepatectomia parcial, retornando a valores normais em 72 horas. A
elevacao precoce dos niveis plasmaticos de HGF apds hepatectomia, precedendo
em muitas horas o inicio da sintese de DNA, faz o HGF o principal candidato a
funcdo de indutor do processo regenerativo (MICHALOUPOLQOS, 2007; RAMALHO
et al., 1993). Inicialmente é necessaria a maturagdo do pro-HGF a HGF com a

participacao da enzima uroquinase e ativagao do seu receptor (C-met) na membrana
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plasmatica para permitir a incorporagdo do HGF para o interior da célula hepatica
(DE JESUS et al.,, 2000). Sua agao é potencializada na presenca de insulina,
glucagon, norepinefrina e EGF. Seu efeito & inibido pela somatostatina e

parcialmente pela heparina.

Fator de crescimento de Fibroblastos acido (FGFa): Também conhecido como fator

de crescimento ligante a heparina 1 (Heparin Binding Growth Factor 1), é secretado
por hepatdcitos em regeneragao, células ovais e de Ito. Aumenta agudamente por
até 24 horas apods estimulo, com pico de secrec¢do coincidindo com o pico de sintese
de DNA e permanece elevado durante 7 dias. A elevagao dos niveis de FGFa ocorre
apoés a iniciacdo de hepatdcitos primarios, ndo parecendo ser o desencadeador do
processo regenerativo (DE JESUS et al., 2000).

Substancia estimuladora hepatica (HSS): é extraida do citosol da célula hepatica

regenerada. Também denominado de “aumentador da regeneragdo hepatica”
(augmenter of liver regeneration — ALR). E considerado como fator de progressdo da
replicacdo, agindo sobre células que estejam atingindo a fase G4 do ciclo celular.
Observam-se valores elevados no figado de ratos adultos apdés 12 horas da
hepatectomia com pico maximo em 26 horas e permanecem elevados por até 72h.
No rato, foi comprovada sua atividade inibitéria sobre as células natural killer (NK)
presentes no figado o que poderia impedir a destruicao dos hepatdcitos nas doengas
agudas e, portanto, estimulando a regeneracao hepatica (TANIGAWA, et al, 2000;
DE JESUS et al., 2000).

2.2.4.2 Agentes Mitogénicos Incompletos ou Co-mitogénicos

Auxiliam na indugdo da sintese de DNA. Sdo agentes que nao tém efeito
direto na proliferagao dos hepatdcitos, mas sdo capazes de potencializar o efeito dos
mitdgenos completos e reduzir o efeito dos agentes inibidores. Os principais agentes
sdo norepinefrina, insulina, glucagon, vasopressina, prostaglandinas, citocinas e
nutrientes como glutamina. Nao possuem efeitos mitogénicos quando adicionados
isoladamente em meios de cultura (RAMALHO et al., 1993).
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Insulina e Glucagon: Sao dois horménios importantes para o trofismo e metabolismo

dos hepatocitos atuando sinergicamente na regeneracio. In vitro, a auséncia da
insulina pode causar a degeneragdo e morte dos hepatdcitos. A insulina e o
glucagon potencializam o EGF na sintese de DNA (DE JESUS et al., 2000).

Norepinefrina: Essencial durante as fases iniciais da regeneragao hepatica. In vitro,
possui propriedades mediadas pelo receptor a1-adrenérgico, exacerba o potencial
mitogénico do EGF e é capaz de reduzir o efeito inibitério do TGFB (DE JESUS, et
al., 2000).

Vasopressina: No rato com deficiéncia congénita de vasopressina, a regeneragao
hepatica encontra-se reduzida e é restabelecida apds administracido desse hormdnio
(RAMALHO, 1993). A vasopressina € secretada nas sinapses simpaticas hepaticas
juntamente com a norepinefrina, podendo ambas estar envolvidas nos efeitos do
sistema simpatico sobre a regeneracdo (MICHALOPOULQOS, 1990).

Prostaglandinas: As prostaglandinas sao formadas a partir da degradagao do acido

araquidénico dos fosfolipideos das membranas pela fosfolipase-A,. A adicao de
acido araquidbnico ou de prostaglandinas a cultura de hepatdcitos provoca um
aumento na sintese de DNA. As células de Kupffer de figados em regeneragao
apresentam grande capacidade de secrecdo dessas prostaglandinas. Isso ocorre
precocemente e persiste por até 48 horas apos a ressecg¢ao hepatica (DE JESUS, et
al., 2000).

2.2.4.3 Agentes inibidores do crescimento

Controlam o término da proliferagdo celular. Os principais agentes sao o

fator transformador de crescimento- (TGF[), activina e a interleucina-2.

Fator Transformador de Crescimento beta (TGFR): produzido pelos hepatdcitos e

pelas células ndo parenquimatosas, € uma citocina multifuncional que possui tanto
efeitos inibitérios quanto estimulantes dependendo do tipo celular e das condigdes
envolvidas (FRANCAVILLA et al., 1992). Em cultura de hepatdcitos, inibe a
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mitogénese induzida pelo EGF, pelo TGFa e pelo HGF. No rato, sua administragéao
antes e apds uma hepatectomia parcial inibe o pico de sintese de DNA (RAMALHO
et al., 1993).

Activina: E um membro da superfamilia TGFB, sendo um potente inibidor da

proliferagao dos hepatdcitos in vitro e in vivo (DE JESUS, et al., 2000).

Interleucina-2: Tem a capacidade de inibir parcialmente a proliferagdo dos
hepatdcitos (DE JESUS, et al., 2000).

2.3 MODELO EXPERIMENTAL DE ESTUDO DA REGENERAGAO

A regeneragdo hepatica € conhecida como um espetacular exemplo de
crescimento tecidual organizado. Pode ser induzida artificialmente por qualquer
tratamento agudo, cirargico ou quimico, o qual remova ou destrua um grande
percentual do parénquima hepatico (RAMALHO et al., 1993).

Devido as limitagdes no uso de figados humanos para o estudo da
regeneragdo, a maioria das informagdes sobre o processo regenerativo tem sido
proveniente de modelos in vivo com pequenos animais (ratos e camundongos) ou

utilizando células hepaticas em cultura (in vitro) (KONIARIS et al., 2003).

2.3.1 Modelo em Ratos

O modelo introduzido por HIGGINS e ANDERSON em 1931 € o principal e
mais difundido método de estudo do processo regenerativo hepatico (COURT et al.,
2002; MICHALOPOULOQOS, 2007). Consiste em um procedimento cirurgico simples
no qual sao removidos 70% do figado do rato através de uma pequena inciséo na
parede abdominal. A facilidade no manuseio dos pequenos animais, o baixo custo e
a semelhanga com processo regenerativo do figado humano também colaboram
para preferéncia desse modelo (FAUSTO, 2001; ROZGA, 2002; KONIARIS et al.,
2003). Citocinas e fatores de crescimento que s&o criticos para a regeneragao

hepatica em humanos sdo expressos durante regeneracdo em modelos
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experimentais, sugerindo um mecanismo similar de controle entre as espécies
(KONIARIS et al., 2003).

O figado do rato é dividido em quatro lobos principais: lobo caudado, lobo
direito, lobo mediano e lobo lateral esquerdo. O lobo lateral esquerdo representa
aproximadamente 30% do peso total do figado, o lobo mediano 40%, o lobo direito
representa 20% e o caudado 7%. O tecido hepatico circundando a veia cava perfaz
um total de 3% do peso do figado (MADRAHIMOQV, et al., 2006) (Figura 4).
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Figura 4 — Distribuicdo percentual do peso dos lobos do figado do rato. FONTE:
MADRAHIMOV et al.,2006.

Devido a estrutura multilobar do figado do rato, a remocgédo de dois dos
quatro lobos é realizada facilmente sem deixar danos aos lobos remanescentes. Os
lobos lateral esquerdo e mediano sado removido através da ligadura do pediculo
vascular, resultando na retirada de aproximadamente 70% (2/3) da massa hepatica
total desses animais (MICHALOPOULOS, 2007; MARTINS et al., 2007) (FIGURA 5).

Matwe TO0%

Figura 5 — Desenho esquematico de resseccédo de 70% da massa hepatica no rato com a remogéo
dos lobos mediano e lateral esquerdo. FONTE: MARTINS et al., 2007.
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Apo6s hepatectomia de 70% no rato, o figado remanescente aumenta de
tamanho em 24 horas para 45% da massa original, em trés dias para 70% e no
sétimo dia atinge a massa inicial (JIANG et al., 2001; FAUSTO, 2001) (Figura 6).

DIA 0 05CM  DIA 1 DIA 3

Figura 6— Fotos seqienciais do figado do rato apds hepatectomia 70% nos dias 0, 1, 3 e 7. Foi
realizada a remocgao dos lobos mediano e lateral esquerdo. FONTE: HATA et al., 2007.

A hepatectomia parcial de 70% reduz a massa hepatica abruptamente sem
ocasionar lesdo nas células remanescentes. E observado um aumento da press&o
portal para os segmentos que permaneceram (o fluxo sanguineo triplica por unidade
de tecido hepatico). Pesquisas demonstram que a manutengdo do fluxo portal
normal apds hepatectomia parcial resulta em deficiéncia na regeneragdo hepatica
(MICHALOUPOLOS, 2007).

2.3.2 Modelo de Cultura de Hepatécitos

Neste modelo os hepatdcitos sdo isolados através de técnicas especiais e
colocados em locais para cultura (MICHALOUPOLOS, 1990). A administragao dos
fatores mitogénicos completos nessas células in vitro resulta em proliferagao celular.
O estudo em culturas de hepatécitos mostra respostas fisioldgicas diferentes
daquelas observadas in vivo (FRANCAVILLA, 1994; KONIARIS et al., 2003). Através
do estudo in vitro tem se reconhecido a importdncia das células nao
parenquimatosas e as suas possiveis interagcdes com os hepatdcitos na regeneragao
in vivo (LABRECQUE, 1994).

2.4 IMUNOSSUPRESSAO

Na auséncia da imunossupressdo os 6rgdos transplantados evoluiriam

invariavelmente para destruicdo através do sistema imunolégico. O objetivo da
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imunossupressao nos transplantes € de induzir tolerancia ao enxerto, mantendo a
capacidade do sistema imune de neutralizar microorganismos patogénicos (KALIL,
2001. p. 490). A principal célula da resposta imunoldgica na rejeicao € o CD4 T, que
€ crucial para a iniciagdo por meio do reconhecimento de antigenos estranho ao
organismo presentes no enxerto. Posteriormente, secretam altas concentragdes de
Interleucina 2 (IL-2), que induz a proliferagdo autdcrina de células T, expansao clonal
e producéao de outras citocinas (DENTON et al., 1999).

A regeneracdo hepatica também pode ser influenciada por
imunossupressores usados regularmente no pos-operatorio de transplante de
orgaos. A ciclosporina, o FK-506 e o micofenolato mofetil podem estimular a
regeneracdo hepatica em transplantes de figado no rato. Dong (2007) sugere o
efeito estimulador da ciclosporina e do FK-506 por atuarem inibindo a atividade da
célula NK durante o processo regenerativo. Entretanto, in vitro, experimentos em
cultura de hepatdcitos indicam que a ciclosporina e o FK-506 apresentam um efeito

antiproliferativo ou citotdxico em hepatdcitos humanos adultos (LIU et al., 2005).

2.41 Sirolimus

O sirolimus € uma lactona macrociclica lipofilica produzida pelo fungo
Streptomyces hygroscopicus que apresenta potente atividade antimicrobiana,
imunossupressora e efeito antiproliferativo em fibroblastos, linfécitos e células
parenquimatosas. O sirolimus é também denominado de rapamicina ou rapamune
por ser inicialmente descoberto em Rapa Nui (llha de Pascoa) (HIDALGO;
ROWINSKI, 2000; BIECKER et al., 2005; PALMES et al., 2008).

O sirolimus € utilizado como droga imunossupressora em transplantes de
orgaos, isoladamente ou em sinergismo com a ciclosporina, provocando potente
atividade imunossupressora em transplantes de figado (KALIL, 2001. p. 490).

A estrutura molecular do sirolimus é Cs1H7gNO43 com peso de 913,7
Da.(Figura 7). Estruturalmente € semelhante ao tacrolimus (FK506), liga-se em locais
semelhantes na atividade imunossupressora (FKBP12 — proteina de ligagdo do
FK506 numero 12), no entanto apresentam atividade biolégica distinta a partir deste
ponto (WATSON, et al., 1999).
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Figura 7 — Estrutura molecular do Sirolimus. FONTE: LAMPEN et al., 1998.

Apds a administracado oral, o sirolimus € absorvido rapidamente, com tempo
médio para atingir a concentragdo maxima em uma hora.

O mecanismo da agao imunossupressora € bloquear a transicdo da fase Gy
para a G4 nos linfécitos ativados e a progressao das células T da fase G para a fase
S. Inibe a resposta dos linfécitos T para as citocinas, principalmente a interleucina 2
(IL-2), causando bloqueio na producdo de RNAs, de proteinas essenciais ao ciclo
celular (HIDALGO; ROWINSKI, 2000). O sirolimus inibe os sinais intracelulares que
sdo desencadeados pela ativagdo do receptor da IL-2 (DENTON et al., 1999). Liga-
se no citosol, a membros da familia das imunofilinas (denominadas de proteinas de
ligacdo do FK506 ou FKBP) inibindo sua atividade enzimatica. Quatro isbmeros do
FKBP tém sido descrito: FKBP12, FKBP13, FKBP25, e FKBP52 (FRUMAN et al.,
1995). O sirolimus (rapamicina) liga-se ao FKBP12. O complexo rapamicina-FKBP12
inibe a atividade de uma quinase denominada de mammalian target of rapamycin
(mTOR) a qual esta envolvida na regulagéo de fungdes criticas na progressao do
ciclo celular (HIDALGO; ROWINSKI, 2000; VLIET et al., 2006) (Figura 8)
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Figura 8 — Mecanismo molecular do sirolimus (rapamicina) na inibigao da atividade proliferativa.
A rapamicina liga-se a proteina de ligagdo do FK506 numero 12 (FKBP12), este complexo
bloqueia a atividade do mammalian target of rapamycin (mTOR). A inibigdo da mTOR inibe a
atividade da p70S6k e 4EBP1/PHAS o que resulta em diminuigdo da transcricido do RNA,, de
proteinas especificas para a progressédo do ciclo celular da fase G1 para a fase S. FONTE:
HIDALGO; ROWINSKI, 2000.

A mTOR é uma quinase com fungdo de modulagao da proliferagéo celular.
Sua ativagao resulta em fosforilagdo do 4E-BP1 e sua liberagao do complexo elF4E-
4EBP1, permitindo a formacao de outro complexo entre os fatores elF4E-elF4G que
inicia a sintese protéica. A transcricdo do RNA, € um complexo processo que
necessita a colaboragao de varios fatores de iniciagao eucariéticos (elFs) (GOGGIN
et al., 2004) (Figura 9).

O complexo rapamicina-FKBP12 inibe especificamente a mTORC1,
resultando em reducéo da atividade das quinases p70°% e p34°® e diminuigdo da
fosforilagdo do 4E-BP1. A quinase p70°%, sem a interferéncia da rapamicina, tem a
funcao de fosforilar a proteina S6 da subunidade 40S do ribossoma ativando-a em
sua fungcédo para seguir a proliferagao celular. Em adigdo, a rapamicina ocasiona
diminui¢ao da concentracao da ciclina D1 e, portanto, na sintese protéica com déficit
no crescimento e proliferacdo celular (FRUMAN et al., 1995; JIANG et al., 2001;
NELSEN et al., 2003; BIECKER et al., 2005; PALMES et al., 2008).

Essa interferéncia na proliferacdo celular pode ocasionar alteragdes no

fendbmeno de regeneragédo hepatica. Os efeitos observados do sirolimus ja foram
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confirmados na fase precoce da regeneracao do figado quando associado a altas
taxas de proliferacao celular (PALMES, et al., 2008).
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Figura 9- Acgdo do sirolimus (rapamicina) sobre a mTOR. Inibe a fosforilagdo do complexo 4E-
BP1, diminuindo a liberagdo do 4E e formagao do complexo elF4E-elF4G. FONTE: HIDALGO;
ROWINSKI, 2000.

2.5 AVALIACAO DA REGENERAGAO

A regeneragcao hepatica € um componente essencial nos processos
reparativos seguindo a injuria aplicada as células do figado. Nesse contexto, sao de
extrema importdncia a documentagdo da atividade regenerativa (ASSY; MINUK,
1997). A avaliacao da regeneragcao pode ser realizada por varios métodos e
marcadores que demonstram a proliferagao celular.

Em estudos experimentais, a massa hepatica ressecada e regenerada pode
ser mensurada pelo calculo do peso do figado. Obviamente, esse recurso ndo €&
aplicado na pratica clinica. Entretanto, a avaliagao tomografica pode ser utilizada, de
maneira aproximada para calcular a massa hepatica de maneira n&o intervencionista
(ASSY; MINUK, 1997).

A contagem de células avaliando-se figuras de mitose em segdes
histologicas pela coloragdo de hematoxilina e eosina é um método bem reconhecido
e um dos mais utilizado para a avaliagdo da proliferagado celular (ASSY; MINUK,
1997; FABRICANT, 1968).
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A imunohistoquimica é uma técnica baseada no uso de anticorpos que se
ligam em moléculas enddgenas nos tecidos. Esses anticorpos sdo marcados e
mensurados numericamente ou percentualmente.

O antigeno nuclear de proliferagao celular (PCNA) é uma proteina auxiliar da
DNA polimerase delta. Esta envolvida na coordenagdo da progressao do ciclo
celular e na replicagdo do DNA (ASSY et al.,1998). Sua expressao € dependente do
ciclo celular, sendo primeiramente detectado na fase Gi e em sua maxima
quantidade na fase S (BRAVO et al., 1987, BEM-IZHAK et al., 2002; BIONDO-
SIMOES et al., 2006). No trabalho realizado por Assy et al (1998) foi demonstrado
que o PCNA tem aumento estatisticamente significante em 24 horas, com pico
maximo em 36 a 48 horas e mantendo niveis acima da linha basal até 72 horas apds
hepatectomia parcial. Ja no trabalho realizado por Wolf e Michalopoulos (1992) foi
relatado pico do PCNA em 24 horas apods a ressecgao hepatica. A sintese de DNA
origina uma carga genética duplicada e uma tetraploidia temporaria nas células em
andlise, processo o qual pode ser mensurado pela imunohistoquimica utilizando o
antigeno de proliferagdo nuclear da célula (PCNA). A imunohistoquimica utilizando o
PCNA é um método comumente utilizado para avaliagdo de sintese de DNA e
replicacao celular (ASSY; MINUK, 1997).

O Ki67 € um antigeno celular associado com todas as fases do ciclo celular.
Detectado primeiramente no inicio da fase G+, apresenta picos durante a fase S e M,
aumenta durante o ciclo e declina rapidamente apds a mitose. Avaliagao pelo Ki-67
detecta células fora do estagio Gp do ciclo celular (ASSY; MINUK, 1997; BEM-IZHAK
et al., 2002). A proteina Ki-67 esta localizada no nucleo celular, predominantemente
no nucléolo. Esta intimamente associada com proliferagcdo celular e durante a
dissociacdo nucleolar da mitose, encontra-se na periferia dos cromossomos
(BROWN; GATTER, 2002).
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3 MATERIAL E METODO
3.1 MATERIAL
3.1.1 Ratos

No estudo experimental foram utilizados 40 ratos Wistar (Rattus norvegicus
albinus, Rodentia mammalia) adultos, machos, provenientes do biotério de criagao
do Instituto Politécnico da Universidade Federal do Parana (UFPR). O peso médio
inicial dos animais foi 512,06 g (DP + 34,89), variando de 431,8 g a 610 g.

3.1.2 Local do Estudo

O experimento foi realizado no Centro de Pesquisa do Programa de Pds-
Graduagédo em Clinica Cirurgica da Universidade Federal do Parana, o qual conta
com ambiente apropriado para manipulacdo dos animais e execugdo dos
procedimentos cirurgicos. Os ratos foram mantidos em um numero de quatro por
gaiola durante as fases da pesquisa. As gaiolas apresentavam um espaco de 0, 024
m3, com a base e a lateral composta de plastico rigido e resistente e a parte superior
composta de uma grade metalica com compartimentos para agua e alimentos.

Durante todo o periodo de aclimatacdo e de estudo, os ratos receberam
agua e ragao balanceada ad libitum, padrédo Nuvilab CR1°, produzido pela empresa
Nuvital Nutrientes, Colombo, PR, Brasil (ANEXO 2).

3.1.3 Drogas e Solugdes

A droga utilizada no grupo de estudo do experimento foi o sirolimus em
solugdo oral, produzida pela industria farmacéutica Wyeth (Rouses Point, NY, EUA).
Cada 1ml da solugéo oral apresentava 1mg do principio ativo sirolimus. No grupo
controle, para o procedimento de gavagem, utilizou-se solugao salina isoténica de
cloreto de sédio 0,9% (SSI 0,9%) (Baxter, Sdo Paulo, SP, Brasil).

A droga foi administrada por processo de gavagem observando a

padronizagdo de 1mg/kg/dia.
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3.1.4 Outros Materiais

A anestesia e sedagado dos ratos foram realizadas com o anestésico
inalatério isoflurano (Isoforine® - laboratério Cristalia). Foi utilizado um reservatério

plastico com dimensbes de 1500 cm?® para sedacgao inicial do rato e um sistema

fechado para vaporizagao do isoflurano (Figura 10).

Figura 10- Material utilizado para anestesia: (A) Reservatério para sedagao, (B) Vaporizador de
isoflurano, (C) Sistema para sedagao e anestesia dos ratos.

Utilizou-se uma campanula de vidro para a morte. O rato recebia dose
inalatéria letal de éter etilico no interior da campéanula de vidro.
A pesagem dos ratos foi feita em balanga modelo AM 500 Marte®, regulada

nos padrées do Inmetro (Figura 11).

Figura 11- Balanca utilizada para pesagem.

O procedimento de gavagem foi realizado com auxilio de sonda plastica

maleavel de acordo com o tamanho médio dos animais. As sondas apresentavam
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média de 11,5cm de extensdo e ponta esférica atraumatica de 1,4mm (Figura 12).
As solugbes foram dosadas em seringas de 1 ml. A quantidade de droga
administrada era proporcional ao peso do animal determinado pela pesagem pré-

procedimento.

Figura 12 — A: Sonda plastica maleavel para gavagem, B: Gavagem no rato.

Para realizagao do procedimento cirurgico foi utilizado tesoura de Mayo reta,
tesoura de Metzembaum curva, pinga de Kelly, pinga de Adson e porta-agulha Derf,
todos da marca EdIo®. Os materiais descartaveis consistiram de fios de prolene 3-0
(Ethicon®), fios de monocril 4-0 (Ethicon®) e gazes.

No armazenamento dos espécimes ressecados na cirurgia, foi utilizado
solugao de formalina 10% (Rioquimica, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil).

O estudo anatomo-patologico das pecas foi realizado através da coloragao
de Hematoxilina-Eosina (HE) e imunohistoquimica com Antigeno Nuclear de
Proliferagao Celular (PCNA) e Ki-67.

3.2 METODO
3.2.1 Comissao de Etica em Pesquisa
O projeto de pesquisa do presente estudo experimental esteve de acordo

com as normas éticas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagéo

Animal (COBEA). O projeto foi apresentado, analisado e aprovado pelo Comité de
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Etica em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR, em 22 de agosto de
2007, sob o registro CEP/SD: AN.006.002.07.06 (ANEXO 1).

3.2.2 Ambiente

Durante o experimento, os ratos permaneceram em ambiente com controle
de temperatura (22 + 1°C), ruido e luminosidade (ciclos claro-escuro de 12 horas —
Cronomat®, Mallory do Brasil, Sdo0 Paulo, SP, Brasil). As condigdes de higiene foram
mantidas com troca diaria das forragdes de cepilho que acumulavam dejetos.

O periodo de adaptacdo foi de 14 dias, durante o qual os ratos foram
agrupados em numero de quatro em cada gaiola e receberam agua e ragédo ad

libitum.
3.2.3 Grupos

Os ratos foram aleatoriamente divididos em quatro grupos para o estudo: 10
ratos para grupo controle 24h (GCy4p), 10 ratos para o grupo de estudo 24h (GEzap),
10 ratos para o grupo controle 7 dias (GCrq) € 10 ratos para o grupo de estudo 7
dias (GE74). O estudo procedeu-se da seguinte maneira:

Grupo GCy4h: recebeu droga placebo, que foi constituida de soro fisioldgico
0,9% no mesmo volume equivalente a droga de estudo que seria administrada
proporcionalmente ao peso do rato. A droga placebo foi administrada por
procedimento de gavagem durante trés dias pré-operatoriamente e até a morte que
foi realizado 24 horas apés hepatectomia parcial.

Grupo GE4h: recebeu droga imunossupressora sirolimus na dosagem de
1mg/kg/dia por método de gavagem durante trés dias pré-operatoriamente e até a
morte que foi realizado 24 horas apds hepatectomia parcial.

Grupo GCy4: recebeu droga placebo, que foi constituida por soro fisioldgico
0,9% no mesmo volume equivalente a droga de estudo que seria administrada
proporcionalmente ao peso do rato. A droga placebo foi administrada por
procedimento de gavagem durante trés dias pré-operatoriamente e até a morte que

foi realizado sete dias apds hepatectomia parcial.
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Grupo GE74: recebeu droga imunossupressora sirolimus na dosagem de
1mg/kg/dia por método de gavagem durante trés dias pré-operatoriamente e até a

morte que foi realizado sete dias apds hepatectomia parcial.

3.2.4 Manipulagao

A manipulagdo dos ratos foi realizada cuidadosamente de acordo com o
substitutivo ao projeto de lei n° 1.153 de 1995, que dispde sobre a utilizacdo de
animais em atividades de ensino, pesquisa e experimentacao.

Durante os procedimentos os ratos foram apreendidos pela cauda e
colocados em um reservatorio com anestésico inalatorio em dispersao (isoflurano).
Apds sedacgao inicial os ratos eram manipulados conforme a etapa da pesquisa e

posteriormente encaminhados para as gaiolas ao término do procedimento.

3.2.5 Anestesia

Os ratos foram submetidos a anestesia inalatéria com vaporizador de
isoflurano na concentragédo de 1,5 a 3% e fluxo de oxigénio variando de 0,5 a
3L/min.

Inicialmente, para sedacdo, cada rato era colocado em um reservatério
fechado na qual havia anestésico inalatério em dispersdo. O reservatorio estava
conectado em um sistema fechado com vaporizador e fluxo continuo de oxigénio.
Apds a cessdo dos movimentos voluntarios e antes da parada dos movimentos
respiratérios, o rato era retirado da campanula e encaminhado para os
procedimentos posteriores. Durante o ato operatdério o rato era mantido em
anestesia por inalagdo do isoflurano através de um sistema adaptado a sua cabeca
(Figura 13).
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Figura 13 — Sistema para anestesia. (A) Sistema fechado para sedacao
inicial e (B) Sistema para anestesia durante ato operatério com adaptador na
cabega do rato.

3.2.6 Gavagem

Os ratos foram submetidos a sondagem orogastrica com sonda plastica
maleavel (gavagem) para administragao da solugao oral de sirolimus (grupos GEzsn €
GE74) e administragédo de solugao salina isotbnica de cloreto de sédio 0,9% (grupos
GCun e GC7d).

Para a realizagao do procedimento de gavagem, os ratos eram sedados com
anestésico inalatério. O manuseio era realizado da seguinte forma: os ratos eram
contidos com a mao esquerda do pesquisador na regido dorsal e a sonda de
gavagem era introduzida com a mao direita na orofaringe. A sonda era acoplada em
uma seringa de 1 ml contendo a dose apropriada da solugéo e era introduzida até o

ponto correspondente a distancia entre a boca e o apéndice xiféide (Figura 14).

Figura 14 — Administracdo da droga por gavagem. (A)
Apreenséo do rato sedado; (B) Sondagem orogastrica com
canula plastica maleavel.
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Os volumes infundidos variaram de acordo com o peso corporeo: de 0,43 mi
a 0,61 ml, com média de 0,5037 ml (DP = 0,0386) e sem diferenca de volume
estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,05). A infusdo da solugéo era
realizada de forma lenta e constante e depois de concluida a administracdo da droga
o rato era mantido com a porgao cefalica mais elevada que a caudal até recuperar-
se da anestesia. Em seguida eram devolvidos para as gaiolas com livre acesso a

alimento e agua.

3.2.7 Avaliagao da Massa Corpérea do Rato

Os ratos foram pesados diariamente antes de serem submetidos a
hepatectomia e até o dia da eutanasia. O peso diario foi usado para calcular a dose

da medicagédo em estudo (1mg/Kg/dia).

3.2.8 Ato Operatoério

A equipe foi composta de um cirurgido (o pesquisador), um auxiliar
responsavel pelo monitoramento do plano anestésico e o orientador da pesquisa.

Os ratos permaneciam em jejum 12 horas precedentes ao procedimento
cirurgico. Ap6s a sedacéo inicial, realizava-se tricotomia abdominal com barbeador
elétrico e fixagdo do animal na mesa cirurgica. O plano anestésico era administrado
através de um objeto adaptado na cabega do rato. Realizava-se antissepsia da
regido anterior do abdome com solugdo tépica de polivinilpirrolidona-iodo (PVPI)
(Figura 15).

Figura 15 — Fases da preparagdo do rato para cirurgia. (A)
Tricotomia da parede abdominal; (C) Fixagdo na mesa cirurgica,
manutencgéo do plano anestésico e antissepsia com PVPI.
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A primeira etapa cirurgica da pesquisa consistiu em realizar-se a
hepatectomia parcial. Apds fase preparatéria e anestésica, realizava-se laparotomia
mediana de 4 cm com tesoura de Metzembaun, liberagdo dos ligamentos
circundantes do figado e ressecgdo dos segmentos lateral esquerdo e mediano do

figado com ligadura utilizando fio de monocril 3-0. O fechamento da laparotomia foi

Figura 16 — Fases da primeira etapa cirirgica: Hepatectomia de 70%. (A) Visdo ap6s laparotomia
mediana; (B) Liberagdo do ligamento falciforme do lobo mediano; (C) Liberagdo do ligamento
interlobular; (D) Liberagdo do ligamento interlobular; (E) Passagem do fio monocril envolvendo o
lobo lateral esquerdo; (F) Englobamento pré ligadura dos lobos lateral esquerdo e mediano; (G)
Visdo apos seccdo dos lobos; (H) Espécime cirirgica retirada e (1) Visdo ap6s o fechamento da
cavidade.

Precedente a segunda etapa cirurgica foi realizada a morte dos ratos com
dose letal aspirativa de éter sulfurico em campéanula fechada. Esta etapa do estudo
da regeneragéo foi realizada apds o periodo estabelecido de 24 horas ou sete dias
conforme determinagao dos grupos da pesquisa. Realizou-se relaparotomia, lise de

bridas e a liberagao de todo o figado com secg¢ao das veias hepaticas, porta e cava
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inferior. O figado retirado foi pesado e para estudo histolégico foi padronizado a

resseccgao de parte do segmento superior do lobo direito (figura 17).

Figura 17 — Fases da segunda etapa cirurgica: Morte do rato e retirada do figado regenerado. (A)
Rato na campanula para morte; (B) Visdo da cavidade apds abertura do abdome; (C) Liberagdo do
ligamento interlobular; (D) Liberagdo do ligamento falciforme; (E) Visualizagdo da veia cava infra-
hepatica; (F) Figado retirado; (G) Pesagem do figado; (H) Secgdo do segmento superior do lobo
direito e (I) Imersao em formol para conservagao pré analise.

3.2.9 Morte

No primeiro dia apds a hepatectomia, dez ratos do grupo de estudo 24 horas
e do grupo controle 24 horas e no e 7° dia pds-operatério dez ratos do grupo
controle sete dias e estudo sete dias foram submetidos a morte por dose letal de
éter etilico inalatério em campéanula de vidro. Logo em seguida o rato foi pesado e

submetido a laparotomia para retirada do figado regenerado (Figura 17).
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3.2.10 Avaliacao da Regeneracao pela Formula de Kwon
A regeneracgao hepatica foi avaliada pela férmula proposta por Kwon (1990).

A férmula de Kwon fornece o percentual de regeneracdo baseado nos pesos

corporal e do figado dos ratos nos periodos da hepatectomia e da morte:

% = PERCENTUAL DE REGENERAGAO

%= (D/E.)100

E= representa o peso estimado de figado antes da hepatectomia por 100g de massa

do animal. E calculado pela formula: E=R.100/0,7. PH

R = peso do figado ressecado na hepatectomia experimental
PH = peso do rato na hepatectomia

D = representa o peso de figado por 100g de peso do animal no dia do sacrificio. E

calculado pela férmula: D = S.100/PS

S = peso em gramas do figado ressecado no sacrificio
PS = peso do rato no sacrificio

3.2.11 Avaliagdo da Regeneragao pelo indice Mitético

Para avaliacédo da regeneragdo hepatica utilizando-se o indice mitético, um
fragmento da porgéo superior do lobo direito apos a morte de cada rato foi colocado
em frasco contendo formalina 10% e enviado ao Laboratério de Anatomia Patoldgica
do Hospital de Clinicas da UFPR. Apds desidratacdo, diafanizagcdo e emblocamento

dos tecidos em parafina, foram realizadas microtomias de 4 uym e coloragédo com HE.
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Analisaram-se os cortes histolégicos em microscopio Optico, com captura das
imagens por camera fotografica, as quais foram transmitidas e digitalizadas.
Analisaram-se 10 campos de grande aumento (400X) de maneira aleatéria, sendo

as figuras de mitose registradas e fotografadas (Figura 18).

Figura 18 — Fotomicrografias revelando figuras de mitose (setas) (HE X 400)

3.2.12 Avaliagao Imunohistoquimica

O estudo imunohistoquimico foi desenvolvido no Laboratério de Anatomia
Patolégica do Hospital de Clinicas da UFPR. Foram utilizadas laminas silanizadas
para evitar o descolamento dos cortes histologicos durante a coloragdo. As pecgas
foram desparafinizadas e reidratadas em concentragdes adequadas de etanol e
agua destilada. A atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada com a utilizagao
de agua oxigenada (H20) a 3% por 5 minutos, seguido por uma breve lavagem em
agua destilada e lavagem de 15 minutos em PBS. As pecgas foram entdo colocadas
em um tampao de citrato com pH de 6,0 e entdo aquecidas em forno de microondas
a 98° C por 5 minutos para o PCNA e por 30 minutos para o Ki-67. Apds, as pecas
foram resfriadas a temperatura ambiente por 20 minutos e imersas em PBS.
Anticorpos primarios anti-PCNA (Monoclonal, Cédigo M0879, Dako, Carpinteria,
USA) e anti-Ki67 (Monoclonal, Cddigo NCL-Ki-67-MM1, Clone MM1, Novocastra,
USA) foram aplicado “overnight” a temperatura de 2° C a 8° C. Apds banho em
tampao fosfato, seguiu-se a aplicacdo de anticorpo biotinilado por 30 minutos, a
temperatura ambiente. Apés novo banho em tampao fosfato, seguiu-se a aplicagéo

do complexo estreptavidina—peroxidase por 30 minutos, ainda a temperatura
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ambiente. Foi entdo realizado mais um banho em tampéao fosfato e revelagdo da
reacdo imune com Diaminobenzidina, seguido de contra-coloragdo com
Hematoxilina. Na seqliéncia, os cortes foram desidratados e montados com balsamo
e laminulas de vidro. Os cortes histoldgicos foram analisados.

A positividade da coloragdo imunohistoquimica foi identificada nas areas de
pigmentacdo acastanhada. Controles positivos e negativos foram utilizados. As
ldaminas foram avaliadas sem a identificacdo dos grupos. Foram analisados 100
hepatdcitos de maneira aleatéria e considerados positivos os que se coraram
moderada ou fortemente e, deste modo, efetuada a porcentagem de células

positivas (Figuras 19 e 20).

Figura 19 - Fotomicrografias revelando positividade nuclear para PCNA (setas)
(imunohistoquimica X 400)

F|gura 20 Fotomicrografias analisando imunohistoquimica pelo Ki-67. (A) positividade para
KI-67 (B) area com negatividade para Ki-67
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3.2.13 Analise Estatistica

Procedeu-se ao tratamento estatistico conforme a natureza dos dados
analisados nos Grupos: Controle e Sirolimus, nos periodos 24 horas e sete dias para
as variaveis: pesos corporais (g) inicial, nos dias da hepatectomia e do sacrificio,
intermediarios nos 2° e 4° dias pods-operatérios (sete dias); variagdo dos pesos
corporais (g) inicial e no dia do sacrificio; pesos do figado (g) estimado restante,
ressecado e total estimado, no dia da hepatectomia; peso do figado (g) no dia do
sacrificio; relagao do peso total estimado do figado (g) no dia da hepatectomia e do
peso do animal (g) no mesmo momento; relagdo do peso total do figado (g) no dia
do sacrificio e do peso do rato (g) no mesmo momento; porcentagem de
regeneragado do figado pela formula de Kwon; porcentagem do Ki-67; porcentagem
do PCNA; numero de mitoses pelo HE. Foram observados os pré-requisitos:
distribuicdo normal (Gaussiana); homocedasticidade das variancias das variaveis
para a escolha do teste estatistico. Na analise ndo-paramétrica foi utilizado o teste
de Mann-Whitney para as comparagdes: pesos corporais (g) inicial e no dia do
sacrificio no grupo Controle no periodo sete dias; variagdo dos pesos corporais
inicial e no dia do sacrificio (g) dentro do grupo Controle; peso corporal (g) no dia do
sacrificio entre os grupos no periodo sete dias; numero de figuras de mitose, e entre
0s grupos no periodo 24 horas. Nos demais resultados utilizaram-se a analise
paramétrica com o teste t de Student e empregou-se o critério de Aspin-Welch para
o calculo dos graus de liberdade para: peso do figado (g) no dia do sacrificio entre
0s grupos no periodo 24 horas; relagdo do peso total do figado (g) no dia do
sacrificio e do peso do rato (g) no mesmo momento entre os grupos no periodo 24
horas; porcentagem de regeneracado do figado pela formula de Kwon entre os
grupos no periodo 24 horas; porcentagem do Ki-67 dentro do grupo Sirolimus. Em

todos os testes estatisticos o nivel de significancia adotado foi p<0,05.
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4 RESULTADOS

41 PESO DOS RATOS

Houve perda ponderal significativa nos grupos e subgrupos comparando-se

0 peso inicial com o peso no dia da morte dos ratos (Grafico 1).

P M Peso Inicial
Média dos Pesos M Peso na morte
600 1 524,7 522,1

495,4 s 506

500

400

300

gramas (g)

200

100

GC24h GC7d GE24h GE7d

Grafico 1 — Média dos pesos inicial e na morte de cada grupo. GCy4n: grupo controle 24 horas;
GCyq4: grupo controle sete dias; GE4n: grupo de estudo 24 horas e GEzq4: grupo de estudo sete
dias. Comparagao estatistica entre os grupos (p).

Na comparagao dos pesos dos ratos no dia do inicio, no dia da hepatectomia
e no dia da morte entre os grupos de estudo e controle, ndo houve variagao

estatisticamente significativa (Tabela 1).

Tabela 1 — Analise estatistica comparando o grupo controle X estudo, utilizando as médias do peso
corporal inicial, no dia da hepatectomia e no dia da morte nos periodos de 24 horas e sete dias.

GRUPOS INICIAL (g) HEPATECTOMIA (g) MORTE (g)
média dp p meédia dp p média dp p
495,4 36,8 476,1 33,7 458,9 30,6
Controle 24 h + 0,48 + 0,60 + 0,68
Estudo 24 h 506,0 + 27,7 484,0 + 329 464,6 + 294
i 524,7 23,0 510,5 24,6 478,9 25,9
Controle sete dias + 0,87 + 0,66 + 0,50

Nota: dp — desvio-padréo, p — Fn’vel de significancia estatl’sﬁca
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Com relagdo aos grupos analisados por sete dias, foram realizadas
alfericdes de peso corporal chamadas de intermediarias, ou seja, no segundo e
quarto dias apds a hepatectomia 70%. Ao compararmos 0s grupos controle com o
estudo na evolugdo ponderal dos pesos inicial (trés dias precedentes), na
hepatectomia (dia 0), no 2°PO, no 4°PO e na morte (7° dia), ndo houve variagao

estatisticamente significativa (Grafico 2).
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Grafico 2 — Evolugdo ponderal nos grupos controle e estudo ao longo da pesquisa.
Comparacéo estatistica entre os grupos (p).

4.2 PESO DO FIGADO

No momento da hepatectomia 70%, comparando-se os pesos do figado
ressecado, do figado estimado restante e do peso total hepatico entre os grupos
controle e de estudo, nenhum apresentou diferenga estatisticamente significativa
(Tabela 2).

Tabela 2 — Analise estatistica das médias do peso do figado ressecado, peso estimado do figado
restante e do peso total estimado do figado no dia da hepatectomia entre os grupos controle e estudo
nos periodos de 24 horas e sete dias.

GRUPOS RESSECADO (g) REST ESTIMADO (g) TOTAL ESTIMADO (g)
média dp p média dp p média dp p
8,7 0,9 3,7 0,4 12,4 1,3
Controle 24 horas + 0,71 + 0,63 + 0,74
Estudo 24 horas 8,9 + 12 3,8 + 05 12,7 + 17
i 8,9 1,0 3,8 0,4 12,7 1,5
Controle sete dias + 0,79 + 0,84 + 0,81
Estudo sete dias 9,0 + 1,1 3,9 + 05 12,9 + 15

Nota: dp — desvio-padréo, p — nivel de significancia estatistica, rest — restante
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Analisando-se o peso estimado do figado em relagdo ao peso corporal do
rato no dia da hepatectomia, comparando entre os grupos 24 horas e sete dias, néo

houve alteracéo estatistica (Tabela 3).

Tabela 3 — Anadlise estatistica das meédias da relagdo do peso total estimado do figado no dia da
hepatectomia e do peso do rato no mesmo momento entre os grupos controle e estudo nos periodos
de 24 horas e sete dias.

RELACAO DO PESO DO FIGADO (g) / PESO DO RATO (g)

GRUPOS .
min - max média dp 0
Controle 24 horas 0,0246 - 0,0297 0,0261 0,0017 6.5
Estudo 24 horas 0,0232 - 0,0316 0,0262 0,0030
Controle sete dias 0,0222 - 0,0278 0,0249 0,0018 =
0,0233 - 0,0293 0,0255 0,0019 ’

Estudo sete dias

Nota: min—max - valor minimo e maximo, dp — desvio-padréo, p — nivel de significancia estatistica

No momento da morte do rato, comparando-se o peso do figado
regenerado/ressecado entre os grupos controle e de estudo, nenhum apresentou

diferenga estatisticamente significativa (Tabela 4).

Tabela 4 — Analise estatistica das médias do peso do figado no dia da morte entre os grupos controle
e de estudo nos periodos de 24 horas e sete dias.

PESO DO FIGADO (g) NO DIA DA MORTE

GRUPOS -
min - max Média dp 0
Controle 24 horas 64-83 7,3 0,6 083
Estudo 24 horas 6,0-9,8 7,2 1,2
Controle sete dias 8,7-11.8 9,9 0,9 -
8,0-11,7 9,7 1,0 ’

Estudo sete dias

Nota: min—max - valor minimo e maximo, dp — desvio-padréo, p — nivel de significancia estatistica

Analisando-se o peso do figado regenerado/ressecado em relagdo ao peso
corporal do rato no dia da morte, comparando entre os grupos 24 horas e sete dias,
nao houve alteragao estatistica (Tabela 5).

Tabela 5 — Analise estatistica das médias da relagdo do peso total do figado no dia da morte
do rato e do peso corporal no mesmo momento entre os grupos controle e de estudo nos
periodos de 24 horas e sete dias.

RELACAO DO PESO DO FiGADO (g) / PESO DO RATO (g)

GRUPOS -
min - max Média dp -
Controfe 24 horas _ 0:0143-0,0174 0,0159 0,0010 oo
Estudo 24 horas 0,0129 - 0,0189 0,0153 0,0020
Controle sete dias 0,0176 - 0,0249 0,0207 0,0022 057
0,0187 - 0,0247 0,0207 0,0020 ’

Estudo sete dias

Nota: min—max - valor minimo e maximo, dp — desvio-padréo, p — nivel de significancia estatistica
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4.3 REGENERAGAO HEPATICA PELA FORMULA DE KWON

A regeneracgao hepatica avaliada pela férmula de Kwon mostrou crescimento
estatisticamente significativo do remanescente hepatico nos dois grupos, nas
primeiras 24 horas e no sétimo dia apdés a hepatectomia. Na comparagao entre os

grupos controle com os grupos de estudo, ndo houve variagdo estatisticamente
significativa (Gréfico 3).
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Grafico 3 — Avaliagdo da porcentagem da regeneragao hepatica pela formula de Kwon.
Comparagéo estatistica entre os grupos de estudo e controle nos periodos de 24 horas e

sete dias. Em azul os grupos de 24 horas e em vermelho os grupos de sete dias.
Comparagéo estatistica entre os grupos (p).
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4.4 REGENERACAO HEPATICA PELO iNDICE MITOTICO

Na avaliagcéo do indice mitético pela coloragdo de Hematoxilina-Eosina (HE),
houve diferenga estatistica entre os grupos de estudo 24 horas e sete dias e entre
os grupos controle 24 horas e sete dias. Nao houve diferengca estatisticamente

significativa entre os grupos controle e de estudo do mesmo periodo (Grafico 4).
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Grafico 4 — Avaliacdo da regeneragdo hepatica pelo indice mitético. Comparagao
estatistica entre os grupos de estudo e controle nos periodos de 24 horas e sete dias.
Em azul os grupos de 24 horas e em vermelho os grupos de sete dias. Comparagéao
estatistica entre os grupos (p).
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4.5 REGENERAGAO HEPATICA PELO PCNA

Na avaliacao da proliferagdo celular pelo antigeno nuclear de proliferacao
celular (PCNA), ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
(Grafico 5).
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Grafico 5 - Avaliagdo da porcentagem da regeneragdo hepatica pelo PCNA.
Comparagao estatistica entre os grupos de estudo e controle nos periodos de 24 horas e
sete dias. Em azul os grupos de 24 horas e em vermelho os grupos de sete dias.
Comparagéo estatistica entre os grupos (p).
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4.6 REGENERAGAO HEPATICA PELO Ki-67

Na avaliacéo da proliferagao celular pelo antigeno Ki-67 nao houve diferenga
estatistica entre os grupos de estudo 24 horas e sete dias entre os grupos controle
24 horas e sete dias e entre o grupo controle 24 horas e estudo 24 horas. No
entanto, houve diferenga estatisticamente significativa entre o grupo controle sete
dias e estudo sete dias (p=0,04) (Grafico 6).
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Grafico 6 - Avaliagdo da porcentagem da regeneragao hepatica pelo Ki-67. Comparagao
estatistica entre os grupos de estudo e controle nos periodos de 24 horas e sete dias.
Em azul os grupos de 24 horas e em vermelho os grupos de sete dias. Comparagéo
estatistica entre os grupos (p).
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5. DISCUSSAO

Para a analise dos efeitos na regeneracdo hepatica no rato sob
administracdo de sirolimus, foi escolhido um modelo de proliferagao celular ja bem
conhecido. A maioria dos estudos sobre regeneracdo hepatica in vivo € realizada
através da resseccgao de parte do figado de ratos e posterior avaliagao do fenbmeno
regenerativo. O modelo utilizado foi proposto por HIGGINS e ANDERSON em 1931,
no qual se realiza a retirada de 70% do figado através da ressecg¢do dos lobos
mediano e lateral esquerdo. Este modelo €& relativamente simples de ser
reproduzido, apresenta baixo custo e n&o necessita de estrutura elaborada e
tecnicamente sofisticada para sua realizagao.

Os ratos utilizados neste estudo foram considerados plenamente
desenvolvidos, apresentando peso acima de 350 gramas. Ao utilizar ratos adultos,
podemos analisar o fenbmeno da regeneragédo hepatica na auséncia dos estimulos
de crescimento do organismo, excluindo-se os mecanismos gerais e especificos que
poderiam estar em atividade induzindo a divisdo celular em varios tecidos e 6rgaos.

Nos grupos de estudo utilizou-se a pré-terapia com sirolimus desde o terceiro
dia pré-operatério até a morte dos animais em 24 horas ou sete dias apds a
ressec¢cao hepatica. O uso da pré-terapia ocasiona a presenga do sirolimus no
organismo no momento da hepatectomia, o que € importante para avaliar a
influéncia da droga nos minutos seguintes a ressecg¢ao hepatica. Esta estratégia é
fundamental na avaliacdo da regeneracado hepatica em ratos, pois os processos
iniciam-se rapidamente, em minutos, e a maioria das modificagdes fundamentais sao
estabelecidas no prazo de 24 horas.

A dose necesséaria e a via de administracdo de sirolimus relatado em
literatura foram diversas como citado em varios trabalhos. Dahmen et al. (2002)
aplicaram sirolimus por gavagem na dose de 2,5mg/kg/d no dia anterior e até dois
dias apo6s a hepatectomia, ja Kirimlioglu et al (2006) aplicaram a mesma dose por via
subcutanea no mesmo periodo. Chavéz et al., (1999) administraram sirolimus por via
intra muscular na dose de 2mg/kg/dia trés dias precedentes a hepatectomia e até o
dia do sacrificio, no sétimo dia. Francavilla et al. (1992) administraram por via intra
muscular 0,1 mg/kg/dia, 0,3 mg/kg/dia e 1mg/kg/dia em ratos, quatro dias

precedentes e até 24 horas apdés hepatectomia de 70%. Devido a comprovada
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eficacia e biodisponibilidade desta droga por via oral quando utilizada em dose uUnica
diaria, a administragdo do sirolimus foi realizada por via oral, em dose uUnica de
1mg/Kg/dia. Utilizando este método foi garantida a administracdo da dose calculada
para cada animal.

Os quatro grupos apresentaram diminuicao do peso corporal desde o inicio
da gavagem até a data da morte de maneira estatisticamente significativa. Esta
diminuicdo do peso corpéreo pode estar relacionada ao estresse causado pelo
manuseio dos ratos e a agressao cirurgica sofrida no periodo. Nas comparagdes
entre os grupos de 24 horas (GCa4n X GE24n) € sete dias (GC74 X GEz4), avaliando-
se as médias do peso inicial, da hepatectomia e do dia da morte, ndo se verificou
variagdo estatisticamente significativa. Quando analisamos o grupo de sete dias,
mensurando 0s pesos no segundo e quarto dia apds a hepatectomia parcial,
também nao houve alteragao estatistica entre o grupo de estudo e controle. Estes
dados estatisticos demonstram n&o haver influéncia da droga na evolugao ponderal
nos grupos citados.

Na hepatectomia de 70%, analisaram-se as médias do peso do figado
ressecado, do valor estimado do figado restante e do peso total do figado. Foram
comparados os grupos de estudo e controle e ndo se encontrou diferenga estatistica
significante. Analisou-se o peso total do figado estimado no momento da
hepatectomia em relagdo ao peso corporal do rato, encontrou-se um valor médio
que foi comparado entre os grupos de estudo e controle. Nado houve alteragbes
estatisticas significantes quando comparado os grupos 24 horas de estudo com o de
controle e quando comparados os grupos sete dias de estudo com o de controle.
Estes dados sugerem que a pré-terapia com sirolimus n&o influenciou na massa
hepatica e na sua proporcionalidade em relacdo ao peso corpdreo nos ratos.

Na morte do rato, foi retirado o figado regenerado e analisado o seu peso
comparando os grupos de estudo e de controle. Nao houve alteragdo estatistica
entre o grupo 24 horas (GCasn X GE24n) € Nnem entre o grupo sete dias (GCzq4 X
GE7q4). Quando foi utilizada a relagdo do peso do figado com o peso do rato na
morte, também ndo houve alteragcbes estatisticas significantes. Estes dados
permitem sugerir que o uso do sirolimus nao influenciou na regeneragado nos grupos

de estudo nem alterou a propor¢ao massa hepatica com o peso corpéreo do rato.
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A férmula descrita por Kwon (1990) avalia a porcentagem da regeneragao
hepatica, ou seja, quanto o figado regenerou nos grupos 24 horas e sete dias. Ao
comparar os valores percentuais da regeneragao pela férmula de Kwon entre cada
grupo, observa-se aumento significativo da taxa de regeneragao nos grupos controle
(GC24n X GC74) € estudo (GEz4n X GE74) ao longo do tempo. O grupo controle 24
horas (GC.4n) apresentou 60,72% e o grupo controle sete dias (GC74) 83,61%
(p=0,0001), enquanto o grupo de estudo 24 horas (GE24,) apresentou 59,32% e o
grupo de estudo sete dias (GE;q) 81,76% (p=0,0001). Como relatado por
Labrecque (1994), Ramalho (1993) e Fausto (2002), a fase G, a mitose, acontece
em 22-24 horas apos a ressecg¢ao hepatica, atingindo um pico em 32 a 34 horas
apos a cirurgia. Além disso, ciclos adicionais de sintese do DNA podem ser
detectados dias apos hepatectomia parcial (MICHALOUPOLQOS, 2007) justificando o
aumento percentual da regeneragao hepatica pela formula de Kwon entre os grupos
de estudo e controle. Entretanto, quando comparados os grupos 24 horas (GCa4n X
GE24n) € 0s grupos sete dias (GC7q X GEz74) Nndo houve diferenga estatisticamente
significativa (p=0,65 e 0,70 respectivamente). Estes dados sugerem n&o haver
influencia do sirolimus no processo regenerativo quando utilizamos como parametro
a féormula de Kwon.

Na literatura consultada sobre a influéncia do sirolimus na regeneracao
hepatica, Dahmen et al. (2002) usando a dose de 2,5mg/kg/d em um modelo de
faléncia hepatica com a ressecgao de 90% do figado de ratos, demonstraram que a
droga ocasionou diminuicdo da regeneragdo hepatica. Kirimlioglu et al. (2006)
administrando a dose de 2,5mg/kg/d no modelo padrao de hepatectomia de 70% em
ratos, demonstraram que o sirolimus resulta em inibicdo da regeneracao hepatica.
Chavéz et al. (1999), realizando hepatectomia de 70% em ratos, demonstraram que
o sirolimus na dose de 2mg/kg/d néo interfere na regeneragao hepatica. Francavilla
et al. (1991) demonstraram que na dose de 1mg/kg/dia a regeneragédo hepatica é
significantemente inibida pelo sirolimus, atingindo também a regeneragéo em outros
orgaos como rins e intestino, demonstrando que o sirolimus € um inibidor do
crescimento ndo especifico para o figado.

No estudo realizado por Palmes et al. (2007) o sirolimus foi administrado em
uma dose inicial de 6 mg/kg em “bolus” e posteriormente com 2 mg/kg/d. Foram

utilizados 196 ratos onde realizou-se a hepatectomia de 70% no grupo de estudo.
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Foi demonstrado que o sirolimus n&o interferiu na sobrevida dos ratos apos
resseccao hepatica, no entanto inibiu a proliferacao celular principalmente no
segundo, terceiro e quarto dias, onde a diferenga estatistica comparado com o grupo
controle foi significante (p<0,05) (figura 22).
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Figura 21 — Grafico representando a variagdo na regeneragdo em ratos submetidos a
hepatectomia 70% usando sirolimus (coluna preta) e ndo usando sirolimus (coluna branca). *
representa variagao estatistica significativa (p<0,05). FONTE: PALMES et al., 2007)

No presente trabalho, a regeneragdo hepatica também foi avaliada pelo
indice mitdtico e analise imunohistoquimica com os marcadores PCNA e Ki-67.

No estudo, a andlise estatistica do indice mitdtico foi significativa apenas
quando comparados os grupos controles e de estudo entre si (p=0,006 e p=0,0003
respectivamente). Quando comparados os grupos no mesmo periodo (GCasn X
GE24n € GC7q X GE74), ndo houve diferenga estatistica. Estes dados sugerem nao
haver influéncia do sirolimus na regeneragao hepatica utilizando a contagem de
figuras de mitose pelo HE.

Existem varios métodos de quantificagdo da regeneragdo hepatica, sendo
que um dos mais utilizados é baseado no uso de anticorpos de moléculas teciduais
endoégenas como o antigeno nuclear de proliferacao celular (PCNA). Assy et al.
(1998) utilizaram o PCNA para avaliar a regeneracao hepatica em ratos submetidos
a hepatectomia de 70% e observaram valores significantes em 24, 36, 48 e 72 horas
apos a resseccgao hepatica (p < 0,05). No presente estudo, foram analisados os
dados entre os grupos no mesmo periodo (GCa4n X GE24n € GC74 X GE74) € entre os
grupos controle e estudo (GCasn X GC7q € GE24n X GE74 ) utilizando o PCNA e néo

houve diferenga estatistica significativa. Estes dados sdo semelhantes ao estudo
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realizado por Chavéz et al. (1999) que ndo demonstrou interferéncia na regeneragao
hepatica pelo sirolimus. Quando analisado os grupos controle, comparando-se GCz4n
X GCyq, verifica-se uma diminuigao percentual nos hepatdcitos positivos para PCNA
com a evolugao do periodo (p=0,30). Esta diminuicdo, mesmo que estatisticamente
nao significante, deve-se ao fato de que a maior proliferacdo dos hepatécitos ocorrer
proximo as primeiras 24 horas apds a hepatectomia. Ao final dos sete dias, os
nucleos ndo apresentam a cromatina organizada dentro de uma carioteca integra e
o produto que é detectado pela imunohistoquimica se dispersa no citoplasma
impossibilitando a positividade dos mesmos. Deve-se considerar que no grupo de
estudo, quando comparado o periodo de 24 horas com o de sete dias, foi
encontrado um numero percentual semelhante de hepatdcitos corados pelo PCNA
(p=0,97).

O indice do Ki-67 (percentual de células marcadas/total de células avaliadas)
tem sido utilizado para quantificar a atividade proliferativa de determinado tumor ou
tecido, verificando o percentual de células fora do periodo Gy. Nao houve diferenca
significativa ao se comparar os dois grupos de 24 horas (GCasn X GEgz4n). Na
pesquisa houve diferenga estatisticamente significativa ao comparar os grupos no
periodo de sete dias (GC74 X GE7q) com p=0,04. O grupo de estudo de sete dias
apresentou maior percentual de hepatécitos marcados quando comparado com o
grupo controle de sete dias, demonstrando um maior numero de hepatdcitos fora do
periodo Gy no grupo que usou sirolimus. Este dado poderia sugerir um estimulo na
regeneragdo hepatica, entretanto, o pico da produgdo de DNA seguido da mitose
acontece precocemente, e mesmo que ocorram picos subsequentes, estes sédo de
menor intensidade e nao refletem grande variagdo no percentual regenerativo. No
estudo realizado por Palmes et al. (2007), com metodologia semelhante ao presente
estudo, nao foi verificado variagao estatistica no grupo de sete dias quando utilizado
como parametro o Ki-67, no entanto, foi verificado variagdo estatistica significativa
na andlise do figado no segundo, terceiro e quarto dias. Este estimulo da
proliferacéo celular no figado, demonstrando um maior numero de hepatdécitos fora
do periodo Gy, pode estar relacionado com a inibicado das células natural Killer
durante o processo regenerativo. Como relatado por Tamura et al. (1998), o FK506
poderia promover a regeneragcdo hepatica por inibir a atividade das células natural

killer. A mesma hipdtese poderia ser usada para o sirolimus, visto que apresenta
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estrutura molecular semelhante ao FK506. Nesse contexto, o sirolimus ao inibir a
atividade da mTOR e a sua via de proliferagao celular resultaria também em inibicao
do sistema imune. A diminuicdo da atividade hepatolitica das células natural killer,
por um efeito somatério, resultaria em uma maior regeneracao hepatica.

Ao se comparar os grupos de estudo (GEz4n X GE74) € controle (GCagn X
GCy4) utilizando o Ki-67, ndo houve diferenga estatistica (p=0,18 e p=0,12
respectivamente).

Ao realizar-se o presente estudo, utilizando pardmetros como o peso do
figado regenerado, indice mitdético e analise imunohistoquimica, n&o foram
verificados influéncia na regeneragao hepatica nos grupos que utilizaram o sirolimus
exceto na andlise com Ki-67, a qual demonstrou uma maior regeneragéo. Deve-se
ressaltar que varias pesquisas, ja citadas anteriormente, demonstraram o efeito
antiproliferativo do sirolimus impedindo a correta regeneragcdo hepatica. Novos
estudos devem ser realizados tentando diferenciar e entender a influéncia do
sirolimus nos mecanismos imunes do figado, sua influéncia nas células de defesa e
qual a repercussao deste fato na atividade regenerativa. Varias pesquisas estao
nessa linha, tentando elucidar a relagcao entre o sistema imune hepatico, o processo

regenerativo e as drogas que podem estar influenciando ambos os processos.
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6. CONCLUSOES

e Na avaliacdo da massa hepatica regenerada pela formula de Kwon nao foi
verificado interferéncia do sirolimus na regeneragao hepatica;

e Utilizando o indice mitético observado em histologia convencional com
hematoxilina e eosina apds a hepatectomia 70%, ndo houve caracterizagao
de interferéncia negativa ou positiva do sirolimus entre os momentos 24 horas
e 7 dias;

e Pelos métodos imunohistoquimicos utilizados, o marcador Ki-67 mostra efeito
promotor adicional do sirolimus na regeneracdo hepatica, efeito nao
demonstrado pelo marcador PCNA;

e Em comparagcao correlacionada dos resultados obtidos no ambito deste
estudo, ndo ha evidéncia de efeito negativo sobre a regeneragao hepatica e
ha evidéncia de provavel efeito favorecedor do sirolimus sobre a regeneracao

hepatica a ser analisado mais profundamente em pesquisas posteriores.
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APENDICES

APENDICE 1 - DADOS DOS PESOS DOS RATOS NOS GRUPOS CONTROLE (GCayp, € GCry).

Peso em gramas

RATO Variagao do
Préop  hepatectomia 2° PO 4° PO morte peso (g)

Cosn 1 489,5 497,0 - - 455,6 33,9
Coun 2 445,2 426,1 - - 420,7 24 .4
Coun 3 507,3 484.,8 - - 477,2 30,1
Cosn 4 431,8 416,8 - - 406,1 25,7
Coun 5 485,7 467,9 - - 448,3 37,4
Coun 6 4931 471,2 - - 447.,5 45,6
Coan 7 510,1 4797 ; ; 4656 445
Cosn 8 507,1 488,5 - - 476,3 30,8
Con 9 524.5 498,8 - ; 480,1 444
Cosn 10 559,8 530,2 - - 512,0 47,8
Crg 1 4834 464,8 4415 448,9 439,9 435
Cn2 501,1 477 1 464,9 454 1 441,2 59,9
Cxu3 5174 500,5 457,0 466,8 450,8 66,6
Cn 4 559,0 531,6 4951 512,2 498,6 60,4
Cn5 527,8 522,5 509,5 509,0 497 1 30,7
C:q6 517,6 507,4 491,5 4934 484,3 33,3
Cu7 549,1 536,3 523,0 514,0 506,8 42,3
Cx 8 544,3 536,6 514,9 514,0 500,0 44,3
Cn 9 534,8 523,3 511,2 504,0 496,8 38,0
C:q 10 512,7 505,1 500,1 499,0 473,5 39,2

Variagao do peso (g): variagdo entre as médias dos pesos corporais pré-operatério, na hepatectomia, no
segundo e quarto dia apds hepatectomia e na morte.
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APENDICE 2 — DADOS DOS PESOS DOS ESPECIMES NOS GRUPOS CONTROLE (GCyy, €
GCry).

Peso do figado em gramas

RATO Remanescente total na

explante 70% . . morte

na hepatectomia hepatectomia

Cosn 1 8,9 3,8 12,7 7,1
Coan 2 7,5 3,2 10,7 6,5
Con 3 8,5 3,6 121 7,4
Cosn 4 7,2 3,1 10,3 6,4
Con 5 9,1 3,9 13,1 7,6
Coan 6 9,0 3,8 12,8 7,7
Coan 7 8,3 3,5 11,8 6,9
Cosn 8 10,1 4,3 14,5 8,3
Coan 9 8,9 3,8 12,8 7,5
Cosn 10 9,5 41 13,6 7,3
C 1 7,5 3,2 10,7 9,9
Czq2 7.9 34 11,2 9,9
Crnq3 7,8 3,3 11,1 8,7
Cq 4 10,4 4.4 14,8 9,9
Czx 5 9,5 41 13,6 9,8
Czy 6 8,3 3,6 11,9 9,1
Cn7 10,1 4,3 14,4 10,0
Cn 8 9,7 4,2 13,9 8,8
Cn9 9,1 3,9 13,0 11,0
Czq 10 8,8 3,8 12,6 11,8

Explante 70% = Hepatectomia 70%; Figado remanescente = 30%; Peso total = 100%
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Peso em gramas

RATO Variagao do
Pré op hepatectomia 2° PO 4° PO morte Peso (9)
Eosm 1 531,0 501,0 - - 484,0 47,0
Eom 2 483,0 449,0 - - 433,0 50,0
Eoun 3 459,0 430,0 - - 410,0 49,0
Eoun 4 495,0 471,0 - - 463,0 32,0
Eosn 5 486,4 458,9 - - 448,5 37,9
Eosn 6 512,2 488,1 - - 472,0 40,2
Eousn 7 508,8 4947 - - 463,7 451
Eosn 8 512,9 500,4 - - 478,7 34,2
Eosn 9 511,5 501,2 - - 476,2 35,3
Eosn 10 559,8 546,0 - - 517,3 42,5
Ezq1 556,0 535,5 501,1 505,1 492,9 63,1
Ezq2 478,0 449,0 420,5 429,0 4246 53,4
E;y 3 520,0 482,3 453,6 465,6 451,7 68,3
E.q 4 610,0 589,5 553,0 556,4 539,2 70,8
E;4 5 543,8 522.4 503,0 504,0 492,7 51,1
E;q 6 488,2 475,4 454.3 453,6 448,2 40,0
En7 557,9 542,7 523,6 518,7 508,2 49,7
E;4 8 483,6 470,6 450,6 4497 450,0 33,6
Eq 9 512,1 504,6 482,0 480,6 474,0 38,1
E;q 10 471,7 462,7 425,6 429,0 422,3 49,4

Variagao do peso (g): variagcdo entre as médias dos pesos corporais pré-operatério, na hepatectomia,
no segundo e quarto dia apos hepatectomia e na morte.
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APENDICE 4 — DADOS DOS PESOS DOS ESPECIMES NOS GRUPOS DE ESTUDO (GEy, €

GEq).
Peso do figado em gramas
RATO explante 70% Remanescen?e total n.a morte
na hepatectomia hepatectomia
Eoan 1 8,5 3,6 12,1 6,4
Eoan 2 9,6 41 13,7 6,3
Eoan 3 7,5 3,2 10,7 6,5
Eoun 4 8,1 3,5 11,5 6,9
Eoan 5 7,7 3,3 11,0 6,6
Eoan 6 9,8 4,2 13,9 6,5
Eoun 7 8,0 3,4 11,5 6,0
Eoan 8 11,1 4,8 15,8 8,0
Eoan 9 8,3 3,6 11,9 8,6
E24n10 10,2 44 14,6 9,8
Ezq 1 8,7 3,7 12,5 9,2
E/q2 7,9 3,4 11,2 10,5
Ez3 8,2 3,5 11,7 10,1
E/q 4 10,4 4.4 14,8 11,7
Es5 8,7 3,7 12,4 9,7
E/q6 8,6 3,7 12,3 10,0
Exn7 11,2 4,8 15,9 9,8
E/y 8 8,8 3,8 12,5 8,9
E/9 9,9 4,2 14,1 9,3
E;410 8,0 3,4 11,4 8,0

Explante 70% = Hepatectomia 70%; Figado remanescente = 30%; Peso total = 100%
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APENDICES 5 — DADOS DOS DIFERENTES METODOS DE AVALIAGAO DA REGENERAGAO
HEPATICA NOS GRUPOS CONTROLE (GCaq, € GCrq).

RATO F°';‘:;‘::“ 9 fndice Mitético Ki-67 PCNA
Coun 1 60,55 0 47 79
Coun 2 61,35 0 97 61
Coan 3 62,00 1 63 90
Coan 4 63,82 0 71 97
Coin 5 60,93 0 62 57
Coun 6 62,87 0 75 54
Coan 7 60,57 0 47 n
Coun 8 59,12 0 27 69
Coun O 60,55 2 41 39
Coan 10 55,47 0 53 57
Cra 1 96,98 3 61 [
Crg 2 95,32 1 17 27
Cra3 86,88 0 39 29
Cro 4 71,32 0 32 39
Cra5 75,77 5 71 87
Cra6 79,57 2 68 47
Cra7 72,86 2 38 49
Cra8 68,60 3 26 73
Crg 9 89,15 1 43 76
Cra 10 99,60 2 52 81

Férmula de Kwon: expressa em % a regeneragdo; Indice mitético: nimero de nucleos em
mitose em 10 CGA,; Ki-67: numero de nucleos positivos em 100 hepatdcitos registrados; PCNA:
numero de nucleos positivos em 100 hepatécitos registrados.
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APENDICES 6 — DADOS DOS DIFERENTES METODOS DE AVALIAGAO DA REGENERAGAO
HEPATICA NOS GRUPOS DE ESTUDO (GE 4, € GEyq).

RATO Formulade ;. jice Mitstico Ki-67 PCNA
Kwon
Eun 1 54,54 1 49 57
Eaun 2 47,86 0 31 51
Ezan 3 63,85 1 15 49
Eoun 4 61,06 0 27 53
Eaun 5 61,25 1 35 71
Eyun 6 48,42 0 17 37
Eaan 7 56,03 0 38 51
Eaun 8 52,68 0 95 87
Ezan 9 76,37 0 81 73
E2an10 71,16 0 78 79
Ezq 1 80,25 2 41 40
Eq 2 98,40 3 57 67
Ezq 3 92,56 1 67 53
E,q 4 86,05 1 51 40
E,y5 82,35 3 81 &)
Ezq 6 85,38 1 71 51
Erg 7 65,64 3 60 90
Esq 8 74,81 2 77 61
Ezq 9 74,64 2 47 59
Eqq 10 77,55 2 54 n

Férmula de Kwon: expressa em % a regeneragdo; Indice mitético: nimero de nucleos em
mitose em 10 CGA,; Ki-67: numero de nucleos positivos em 100 hepatdcitos registrados; PCNA:
numero de nucleos positivos em 100 hepatécitos registrados.
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ANEXOS

ANEXO 1 — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO SETOR DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UFPR.

IJ FF R Setor de Cigncias da Sande

| I'I.Ilrll:tcrln da Educacan -‘*
[ Universidade Federal do Paran
Trommmmmmmems Comité de Etica em Pesgquisa

Curitiba, 22 de agosto de 2007,

I €2y S da
Edimar Leandro Toderke
HNesta

Prezadcia) Senhoria),

Comunicames que o Projeta de Pesquisa imtitulado “Efeite do
imunossupresser Sirolimus na regensragds hepatica apos  hepatectomia
extensal estudo experimental em ratos” obedece os Principios Ebcos da
Exporimentszde Animal, esfabelecidos 2 aprovsdos em documsnte orisntados,
expedids seln Colagio Brasileine d& Fapenmentacio animal (COREA) oo analisadn
poio Comitd de Etica em Pesquizs do Setor de Ciéncias da Sadde da UFPR em

reuniEn realzada ne dia Z7 de junhe de 2007 & apresenlau perdancas. Docomesnlos
analisades, depois de atendidaz as pendéncias, 8 projeto aprovado em 22 42 0080
de 2007

Rregisire GERISD: &R.00G.002 07 05
Data para entrega do relatéric final ou parcial: 2202/2008.

.l'l.|l.-|!rll::il TR e

S,

Prof’. Dr'. Liliana Maria Labronicl
Goargenadora da Comie o= Elica em
Pesquisa do Sator de Ciércias da Saude

Pua Pagie Canangs 2080 — Aka dis Siée — Canilike-PR - £ 22 BL0ED-240
Forva, (47 13360-T253 — eera | coasialica ot b
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ANEXO 2 — COMPOSICAO BASICA DA RACAO BALANCEADA FORNECIDA AOS RATOS
(NUVILAB CR1®)

Carbonato de calcio, farelo de milho, farelo de soja, farelo de trigo, fosfato bicalcico, cloreto de
s6dio, premix mineral vitaminico, aminoacidos (DL-metionina e lisina).

Umidade (maximo): 12,5%

Proteina bruta (minimo): 22%

Célcio (maximo): 1,4%

Fosforo (minimo): 0,8%

Estrato etéreo (minimo): 4%

Material mineral (maximo): 10%

Matéria fibrosa (maximo): 8%

Vitaminas: A, D3, E, K3, B1, B2, B6, B12, niacina, acido pantoténico, acido folico, biotina, colina.
Microelementos: ferro, zinco, cobre, iodo, manganés, selénio, cobalto.

FONTE: Nuvital Nutrientes, Colombo, PR, Brasil




