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SETOR DE CIENCIAS DA SAUDE
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Ata do julgamento da 304" Disseria¢io de Mestrado do 417°
do Programa para conclusio da Pos-Graduagio em Clinica
Cirirgica, nivel Mestrado da Universidade Federal do Parans,
referente a aluna ALESSANDRA BORGES BRANCO. com o
timlo: “REGENERACAQ HEPATICA EM RATOS
SUBMETIDOS A HEPATECTOMIA PARCIAL: EFEITO
DA DESNUTRICAQ PROTEICA E DA RENUTRICAQO
PRE-OPERATORIA na LINHA DE PESQUISA: Avaliagio
Andtomo-funcional dos Transplantes de Orgdos Solidos e Tecidos na
AREA DE CONCENTRACAQ: Clinica Cirirgica, tendo como
orientador Prof. Dr. Antonio Carlos Ligocki Campos

As sete horas e trinta minutos do dia dezenove de dezembro de dois mil e seis no Auditério do
7 andar central sala 702 do Hospital de Clinicas, teve micio a prova em epigrafe, constituida a
Comissao Examinadora pelos Professores Doutores José Luiz de Godoy, Marcos Fabiano
Sigwalt e Jorge Eduardo Fouto Matias sendo este Presidente da Comissio. Aberta a sessio
foi apresentada pelo Prof Dr. Antonio Carlos L.Campos vice-coordenador do Programa, a
documentaciio probatdria do cumprmento pelo candidato das exigéncias legais que The facultam
submeter-se a avaliac@o da dissertagdo, como iltima etapa a sua titulagfio no Programa. A seguir
o Presidente da Comissdao convidou o candidato a apresentar oralmente resumo de sua
dissertagiio no prazo miximo de trinta mimutos para demonstragio de sua capacidade didatica e
para melhor conhecimento do tema por parte da andiéncia composta de professores, médicos,
alunos, familiares e demais interessados. Seguiu-se a arghiicio e imediata resposta pelo
candidato, sucessivamente pelos componentes da Comissio Examinadora. Obedecido o tempo
méiximo de vinte minutos para a argiicdo e igual tempo para cada resposta. Terminada a etapa
de argiicdo, reuniu-s¢ a Comussio Exanminadora em sala reservada para atribuigio das notas, dos
conceitos e lavratura do Parecer Conjunte necessinio. Os conceitos e notas atribuidos foram:
Dr. José Luiz de Godoy - conceito “ /] " e equivaléncia" () 5 "; Dr. Marcos
Fabiano Sigwalt - conceito ™ /- " e equivaléncia 9,5 " e Dr. Jorge Eduarde
Fouto Matias - conceito” /| “ e equivalencia "G ¢ Voltando 4 sala de sessdo, o
Senhor Presidente da Conissao leu os conceilos do Parecer Conjunto, dando como final e
conceito ¢ A © e equivaléncia " 9' § ", earecomendagio de que a dissertaciio
com o titulo ja referido, possa ser publicada na Torma final nos meios de divulgacio cientifica
adequados, dcjgls de incorporadas as sugestdes apresen!adaa no decurso das argiiigbes. E para
que t u)mne, l'm lavrada a presente Ata, que vai assinada pelos segmntes mm]:-cnmtcs da
Comi ™ ) 4 e
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Fonte: SERVI K, 2005

"Hear the sum of the whole matter in the compass of one brief word -

every art possessed by man comes from Prometheus."

from Prometheus Bound by Aeschylus
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RESUMO

Introducao: O transplante hepdtico € considerado tratamento definitivo para doengas
hepéticas terminais. Entretanto, com a escassez de 6rgdos e a crescente lista de candidatos,
surgiram técnicas capazes de utilizar apenas segmentos do figado, como o transplante por
biparti¢do e o transplante com doador vivo. Nesses casos, o sucesso do transplante, tanto para
o doador quanto para o receptor estd diretamente relacionado com a capacidade de
regeneracdo hepdtica. A hepatopatia cronica compromete o estado nutricional, piora os
resultados cirdrgicos e poderia comprometer o processo regenerativo do figado. Objetivo:
determinar os efeitos da desnutricdo protéica e da renutricdo na regeneracdo hepatica apds
hepatectomia parcial a 70%. Material e Método: Foram utilizados 30 ratos Wistar machos,
adultos, com peso médio de 235,2 g, divididos em 3 grupos conforme a dieta a ser recebida: 1.
grupo controle (CTL), alimentados com dieta padrdo ad [libitum durante 15 dias; 2. grupo
desnutricio (DNT), alimentados dieta aprotéica ad libitum durante 15 dias e 3. grupo
renutricdo (RNT), alimentados com dieta aprotéica ad libitum por 15 dias e renutridos no pré-
operatério por 7 dias com dieta padrdo. Nos dias 15 ou 21, dependendo do grupo, os ratos
foram anestesiados e submetidos a hepatectomia parcial a 70%, descrita por HIGGINS &
ANDERSON (1931). Os ratos foram mortos com 24 horas de pds-operatério e os figados
remanescentes foram ressecados e enviados para andlise histoldgica da regeneracdo hepaitica.
Foi realizada a contagem do nimero de figuras de mitose na ldmina corada pelo HE e a
contagem do nimero de nicleos corados pelo PCNA. O grau de esteatose hepatica também
foi avaliado. A andlise estatistica incluiu os testes t de Student e Kruskal Wallis com nivel de
significAncia de p<0,05. Resultados: A média da contagem de figuras de mitose foi de
3,22+0,43 (M£EP) no grupo CTL, de 1,99+0,79 no grupo DNT e de 2,57+0,54 no grupo RNT,
sem diferenca estatistica na andlise inter-grupos (p>0,05). A média de nucleos corados pelo
PCNA de foi 13,91+0,86 (M£EP) no grupo CTL, 16,48+1,14 no grupo DNT e 19,67+,0,86 no
grupo RNT, houve diferenca estatistica apenas na comparacdo do grupo CTL com o grupo
RNT (p<0,003). A presenca de esteatose foi intensa no grupo DNT, leve no grupo RNT e
ausente no grupo CTL. Houve diferenca estatistica na comparacdo do grupo DNT com os
grupos CTL e RNT (p<0,001), entretanto ndo houve diferenga estatistica entre os grupos CTL
e RNT (p=0,31). Conclusées: Conclui-se que a desnutri¢do protéica associa-se a redugdo na
contagem das figuras de mitose e aumento dos nicleos corados pelo PCNA. A renutricdo
recupera o nimero de figuras de mitose em relacdo aos ratos desnutridos e aumenta o nimero
de ndcleos corados pelo PCNA em relagdo aos ratos do grupo controle apds hepatectomia
parcial. Quanto ao grau de esteatose, a desnutricdo e estd associado a esteatose hepatica
intensa apds hepatectomia parcial. A renutricio € capaz de reverter este quadro e estd
associada a esteatose hepdtica leve.

Palavras-chave: Regeneracao hepatica; Desnutricao protéica; Nutricao pré-operatoria;
PCNA; indice mitético; esteatose hepatica.
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ABSTRACT

“Liver regeneration in rats after partial hepatectomy: effects of protein malnutrition and pre-
operative renutrition.”

Background: Liver transplantation is the ultimate therapy for end-stage liver disease (ESLD).
Few organs donors and increasing amount of patients leed to a development of techniques
where only a part of the liver is used, such as split-liver and living donor liver transplantation.
The good results of liver transplantation are related to the ability of the liver on regeneration.
The ESLD impairs the nutritional state, worsen the surgical results and may reduce the liver
regeneration process. Objective: to determine the effects of protein malnutrition and pre-
operative nutrition on liver regeneration after 70% partial hepatectomy in rats. Methods and
Materials: Thirty adult male Wistar rats, weighing in average 235,2g were used, divided into
three groups: 1. control (CTL), feed with regular rat chow ad libitum for 15 days; 2.
malnutrition (DNT) feed with low-protein rat chow ad libitum for 15 days and 3. renutrition
(RNT), feed with low-protein rat chow ad libitum for 15 days and with regular rat chow ad
libitum for 7 days pre-operative. On days 15 or 21, rats were submitted to 70% partial
hepatectomy (HIGGINS & ANDERSON, 1931) under ether anesthesia. The animals were
killed on first day after surgery. The remnant livers were removed and send to histological
analysis. The mitotic index on HE and the PCNA nucleus account were measured. The liver
steatosis was evaluated too. Student’s ¢ and Kruskal Wallis tests were applied and the level of
significance was set at p<0,05 Results: The average of the mitotic figures were 3.22+0.43 in
CTL group, 1.99+0.79 in DNT group and 2.57+0.54 in RNT group, there was no significant
difference among the groups (p<0.05). The averages of the PCNA labeling nucleus were
13.91+0.86 in CTL group, 16.48+1.14 in DNT group and 19.67+£0.86 in RNT group. The
presence of steatosis was severe in group DNT, mild in group RNT and absent in group CTL.
The difference was significant among group DNT and groups CTL and RNT (p<0.001),
therefore there was no difference between CTL and RNT groups (p=0.31). Conclusions:
protein malnutrition reduces the account of mitotic figures and increases the number of PCNA
labeling nucleus. The 7 days pre-operative renutrition recovered the mitotic figures when
compared with malnutrition rats and increase the number of nucleus PCNA labeling when
compared with control group after 70% partial hepatectomy. The malnutrition was related
with intense steatosis after partial hepatectomy. Renutrition was capable to recover this
picture and is related with mild steatosis.

Key-Words: Liver regeneration; protein malnutrition; pre-operative nutrition; PCNA;
mitotic index; hepatic steatosis.
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1. INTRODUCAO

A cirurgia hepatica evoluiu a partir dos conhecimentos anatdmicos de segmentacio do
figado (COUINAUD 1999). O avango tecnoldgico possibilitou a pratica de resseccoes
anatdmicas, diminuindo-se a morbi-mortalidade destes procedimentos (BELGHITI,
HIRAMATSU, BENOIST, MASSAULT, SAUVANET & FARGES, 2000). Paralelamente, a
cirurgia de transplante hepdtico também evoluiu. A escassez de doadores e a mortalidade de
pacientes em fila de espera (LIU, LAM, LO & FAN, 2003), conduziram ao desenvolvimento
de novas técnicas (REDING, GOYET, DELBEKE, SOKAL, JAMART, JANSSEN & OTTE,
1999; KAMEL, KRUSKAL, POMFRET, KEOGAN, WARMBRAND & RAPTOPOULOS,
2001). O Hospital Paul Brousse, em Paris, foi um dos pioneiros a preparar figado de cadaver
adulto para crianga, reduced size allograft transplantation (BISMUTH & HOUSSIN, 1984),
contornando, assim, o grande problema da escassez de doadores para esta faixa etdria. O
passo seguinte foi a divisdo do figado doado, biparti¢ao hepatica (split liver transplantation),
proposta em 1988 por Rudolf Pichlmayr, de Hannover (CHAIB, MORALES, BORDALO,
ANTONIO, FEIJO, ISHIDA, LIMA JR & NUNES, 1995; STRONG, FAWCETT & LYNCH,
2003) e por Henry Bismuth, de Paris (BISMUTH, MORINO, CASTAING, GILLON,
DESCORPS, SALIBA & SAMUEL, 1989), de tal forma que ambas as partes pudessem ser

transplantadas em pacientes diferentes.

O transplante com doadores vivos desenvolveu-se inicialmente em pacientes
pedidtricos, sendo posteriormente utilizado em adultos. Desde sua primeira aplicacdo clinica
em 1988 (RAIA, NERY & MIES, 1989) e sucesso em 1989 (STRONG, LYNCH, ONG,
MATSUNAMI, KOIDO & BALDERSON, 1990), vem conquistando espaco de forma
gradativa. Apresenta, atualmente, resultados semelhantes ou ainda superiores ao transplante
de figado cadavérico, com a vantagem de ser procedimento cirtrgico eletivo (BROELSCH,
EMOND, WHITINGTON, THISTLETHWAITE, BAKER & LICHTOR, 1990). Trata-se, no
entanto, de procedimento audacioso, onde a seguranca do doador deve ser absoluta. Nesses
casos sabe-se que o sucesso do transplante, tanto para o doador quanto para o receptor, estd

diretamente relacionado com a capacidade de regeneracio hepadtica.

Regeneracdo € a habilidade de recuperar massa tecidual e fung@o apds resseccdo
parcial ou lesdo do tecido (COURT, WEMYSS-HOLDEN, DENNISON & MADDERN,

2002). A maioria dos 6rgdos é incapaz de aumentar o nimero de células apds uma lesdo



enquanto que alguns deles sdo capazes de hipertrofiar as células restantes. O figado é um
orgdo proliferativo em neonatos, mas os hepatdcitos cessam a proliferacio com um a dois
meses de vida. Apés este periodo, o figado é capaz de restabelecer o volume ideal para o peso
corporal apds lesdo e/ou perda celular através da sintese de DNA e de mitoses. Dois conceitos
sdao importantes durante este processo. O primeiro é que os lobos ressecados durante a
operacdo ndo voltam, mas sim os lobos remanescentes se expandem até atingir o peso do
figado original. Segundo, o crescimento do figado remanescente acontece mesmo apds

hepatectomias seqiienciais (FAUSTO, 2001).

A desnutri¢cdo na populagdo hospitalizada ja foi amplamente estudada. WAITZBERG,
CAJAFFA & CORREIA mostraram, em 2001, que 48% dos pacientes hospitalizados no
Brasil sdo desnutridos. Da mesma forma, CORREIA & CAMPOS (2003) demonstraram
semelhante resultado na ocorréncia de desnutricdo hospitalar na América Latina. Inclui-se
neste grupo pacientes com doencas hepdticas avangadas de etiologia alcodlica e ndo alcodlica
(MCCULLOUGH, 1992). Especificamente no grupo dos hepatopatas, a perda de peso ocorre
em 20% dos pacientes compensados e em 80% dos pacientes descompensados clinicamente
(CAMPOS, MATIAS & COELHO, 2004). A desnutricao afeta o sistema imune e aumenta a
suscetibilidade a infec¢des, em pacientes cirrdticos. Existe correlacdo entre desnutricio
protéico-caldrica, com piora da fung¢do hepdtica e com a gravidade da doenga hepatica.
Intervencdes dietéticas podem melhorar o estado nutricional em pacientes com doenga
hepdtica; reduzir as complicagdes, as hospitaliza¢des e seus custos e melhorar a qualidade de
vida (CAMPOS, MATIAS & COELHO, 2002).

A hepatectomia parcial em ratos, descrita por HIGGINS & ANDERSON (1931) é
modelo classico para avaliagdo da regeneracdo tecidual englobando todos os eventos do ciclo
celular.

Alguns estudos demonstraram que jejum e alteracdes na composicdo da dieta sdo
capazes de retardar a atividade mitdtica apds hepatectomia parcial em ratos (STIRLING,
LAUGHLIN & WASHINGTON, 1973; TALARICO, FELLER & NEVILLE, 1971).

Em contraste com estes dados, ratos alimentados com dieta hipoprotéica apresentaram
aumento da sintese protéica e reducdo da degradacdo das proteinas hepdticas apos
hepatectomia parcial MCGOWAN, ATRYZEK & FAUSTO, 1979).

Portanto, ndo existe consenso na literatura sobre a influéncia da desnutricdo e da

renutricao na regeneragdo do figado apds ressecgdes hepaticas.



1.1 OBJETIVO

Determinar os efeitos da desnutri¢do protéica e da renutricdo na regeneragdo hepdtica

apods hepatectomia parcial em ratos, mediante:

e indice Mitético
e Sintese de DNA — coloracdo com PCNA

e (QGrau de Esteatose.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 TRANSPLANTE HEPATICO

2.1.1 Consideracdes Gerais

O transplante hepético ortotpico é reconhecido como terapia definitiva para grande
variedade de doengas hepdticas terminais (QUADRO 01). Realizado em humanos pela
primeira vez em 1963, por Thomas E. Starzl, permaneceu por mais de uma década com
resultados precdrios, sendo apenas praticado em selecionados centros europeus e americanos.
(STARZL, MARCHIORO, VON KAULLA, HERMANN, BRITAIN & WADDELL, 1963).
Somente a partir de 1979, quando Borel e Calne introduziram o uso da ciclosporina A, o
transplante hepatico passou a apresentar resultados mais satisfatérios (CALNE, ROLLES,
WHITE, THIRU, EVANS, MACMASTER, DUNN, CRADDOCK, HENDERSON, AZIZ &
LEWIS, 1979).

Em 1983, outro grande passo foi dado, quando o Instituto Nacional de Saude
Americano declarou que o transplante hepatico deveria ser utilizado como modalidade
terapéutica para pacientes com doenga hepatica terminal e ndo somente como cirurgia
experimental (NIH, 1984).

Desde entdo, mais de 60.000 pacientes ja foram submetidos ao transplante hepatico
em mais de 250 centros distribuidos mundialmente. Contando com constantes avangos na
técnica, cuidados pré e pds-operatérios, métodos diagndsticos, novas drogas no combate as
infec¢des e rejeicdo, indices de sobrevida em adultos aumentam chegando a média de 87% e
73% em um e cinco anos, respectivamente (VIANNA, 2005; GANE & MUNN, 1998). As
descri¢des de sobrevida apds transplante pedidtrico variam de 80 a 90% em um ano e 70 a
80% em cinco anos (CIARDULLO, D’AGOSTINO & MCCORMACK, 2001).

Com a lista de espera por um 6rgido cada vez maior, aumenta a disparidade
entre a disponibilidade de doadores cadaveres oferecidos e o nimero de potenciais receptores.
Como resultado, o aparecimento de técnicas como biparticao hepatica (split-liver) e doadores
vivos surgiram na tentativa de compensar a escassez de 6rgaos (RAIA, NERY & MIES, 1989;
HEFFRON, 1995).



QUADRO 01:

PRINCIPAIS INDICACOES PARA TRANSPLANTE HEPATICO.

- Doencas Hepatocelulares
¢ Doenca hepdtica viral cronica B ou C
¢ Doenca hepética alcodlica
¢ (Cirrose criptogénica
- Doenca hepatica colestatica
- Cirrose biliar primaria
- Colangite esclerosante primaria
- Cirrose biliar secundaria
- Faléncia hepatica fulminante (FHF)
e FHF induzida por virus (A, B, C, D, E)
e FHF induzida por drogas
- Doenca hepatica metabdélica
® Doenca de Wilson
¢ Hemocromatose
¢ Deficiéncia de alfa-1-antitripsina
¢ Deficiéncias no ciclo da uréia
¢ Tirosinemia
¢ Sindrome de Crigler-Najjar tipo 1I
® Doenca de Gaucher
- Doenca hepatica vascular
¢ Sindrome de Budd-Chiari
e Fistulas arteriovenosas portais
¢ Doenca hepética venoclusiva
- Neoplasias
e Hepatoblastoma
¢ Hepatocarcinoma
- Outras
¢ Fibrose hepdtica congénita
e Hidatidose

¢ Trauma hepdtico

e Atresia biliar
¢ Doenca hepética cronica auto-imune

e Hepatite toxica

e Hepatite alcodlica aguda

¢ Faléncia hepética aguda da gravidez

¢ (Galactosemia

e Hipercolesterolemia familiar tipo Ila

e Doencas de armazenamento do
glicogénio

¢ Deficiéncia de proteina C ou S

e Deficiéncia de antitrombina III

e Entre outras

¢ Hemangioendotelioma

¢ Doenca hepdtica maligna

Nota: grafico adaptado de VIANNA & NERY, 2001.




Como serd visto a seguir, o sucesso dessas duas técnicas depende da capacidade
regenerativa do figado, para ndo deixar seqiielas funcionais. No caso do transplante com

doador vivo, a regeneracdo € igualmente importante para o doador.

2.1.2 Transplante hepdtico por biparticio (split-liver)

A escassez de doadores e a dificuldade em encontrar doadores para criancas com
faléncia hepdtica terminal induziu o aparecimento de técnicas que utilizam segmentos do
figado adulto. Esta técnica permite o mdaximo aproveitamento do pool de doadores
cadavéricos e para sua pritica se requer grande experi€éncia em anatomia hepdtica, ressec¢des
hepéticas maiores e implante de figado reduzido. Introduzida inicialmente por Bismuth, trés
tipos diferentes de enxertos, de acordo com a classificacdio de COUINAUD, 1999, podem ser
utilizados: 1. figado direito; 2. figado esquerdo e 3. segmentos laterais esquerdos (BISMUTH
& HOUSSIN, 1984; ROGIERS; MALAGO; HABIB; KNOEFEL; POTHMANN;
BURDELSKI; MEYER-MOLDENHAUER; BROELSCH, 1995).

Criancas normalmente recebem o figado esquerdo ou segmentos laterais esquerdos.
Aproximadamente 75% dos transplantes hepdticos pediatricos sdo feitos com reducdo do
enxerto nos EUA (VIANNA & NERY, 2001).

A técnica de split ou biparticio hepdtica nasceu com o conceito de que figados
reduzidos poderiam ser utilizados em dois receptores diferentes. Pacientes transplantados com
figados reduzidos ou divididos apresentam complicagdes especificas para essas técnicas, entre
elas: maior tempo de isquemia fria, rotacdo do segmento com trombose dos vasos,
complicacdes biliares de origem técnica ou devido a disseccdo excessiva da artéria hepatica.
(ROGIERS; MALAGO; HABIB; KNOEFEL; POTHMANN; BURDELSKI; MEYER-
MOLDENHAUER; BROELSCH, 1995).

2.1.3. Transplante Hepético com Doadores Vivos

O transplante hepdtico de doadores vivos representa uma das inovagdes cirirgicas
mais importantes da época atual e vem sendo realizado em nimero cada vez maior de centros
de transplante.

Realizado pela primeira vez no Brasil, pelo Dr. Silvano Raia, em 1988, a técnica foi

inicialmente desenvolvida para transplantes pediatricos nos quais o lobo esquerdo ou



segmentos laterais eram utilizados como enxerto (RAIA, NERY & MIES, 1989). Atualmente,
€ praticada ndo apenas em criancas, mas também em paciente adultos nos quais o lobo direito
do doador tem sido implantado (VIANNA & NERY, 2001).

Deve-se dar atencdo a duas caracteristicas para o bom resultado do transplante com
doador vivo. A ndo identidade do sistema ABO contribui com reducdo em torno de 20% da
sobrevida dos pacientes em cinco anos. O tamanho do enxerto a ser ressecado deve ser
cuidadosamente avaliado, pois deve ter tamanho suficiente para atender as necessidades
metabdlicas do receptor sem afetar o metabolismo do doador. Enxertos pequenos para o
tamanho do receptor (<1% do peso do receptor) resultam em menor sobrevida do enxerto
(VIANNA, 2005). Ao mesmo tempo, ressecgdes muito alargadas podem comprometer a
funcdo hepatica do doador. Este fato realga a importancia do processo regenerativo hepatico

tanto para o receptor como para o doador.

2.2. DESNUTRICAO E HEPATOPATIA

2.2.1 Desnutri¢éo

JELLIFE (1966) definiu desnutricio como sendo estado moérbido resultante da
deficiéncia ou do excesso, relativo ou absoluto, de um ou mais nutrientes essenciais. As
causas de desnutricdo sdo variadas, e incluem doenca primdria (neoplasias, tuberculose),
procedimentos que previnem o paciente de receber ingestdo nutricional adequada por tempos
prolongados (exemplo: cirurgias) ou deficiéncia da ingesta nutricional.

Nas ultimas quatro décadas tem ocorrido maior conscientizagdo sobre a prevaléncia da
desnutricdo em pacientes hospitalizados. Estudos demonstram que 20 a 60% dos pacientes
admitidos no hospital apresentam algum grau de deficiéncia nutricional (HILL, BLACKETT,
PICKFORD, BURKINSHAW, YOUNG, WARREN, SCHORAH & MORGAN, 1977;
WAITZBERG, CAIAFFA & CORREIA, 2001; CORREIA & CAMPOS, 2003). Estudos
sobre o estado nutricional em pacientes cirdrgicos sugerem que a desnutricdo e a perda de
peso de 11,5% sao bastante comuns (HILL et al., 1977).

CORREIA & CAMPOS, em 2003, publicaram o ELAN (Estudo Latino-Americano de
Nutri¢do), estudo que avaliou a desnutricdo em hospitais da América Latina e concluiu que a

desnutricdo aumenta a morbi-mortalidade dos pacientes internados. A desnutri¢io também



aumenta o risco de desenvolvimento de ulceras de pressdo, reduz a for¢a de tragdo na ferida,

retarda a cicatrizagdo, favorece a deiscéncia da ferida e aumenta a suscetibilidade a infeccdes.
Nos pacientes com doenca hepdtica avancada, a desnutricio estd relacionada a

anormalidades do metabolismo geral, como por exemplo: a redugfo na oxidagdo da glicose e

aumento na oxidagdo dos lipideos.

2.2.2 Desnutri¢@o na doenca hepética avancada:

A desnutricdo € freqlientemente observada em pacientes com doenca hepatica
avancada de etiologia alcodlica e nao alcodlica. O figado é o maior 6rgdo metabdlico do
corpo humano e abrange grande variedade de processos bioquimicos complexos e
metabdlicos. Logo, lesdes significativas no parénquima hepdtico causam grande ndmero de
alteracdes metabdlicas (QUADRO 02), que colaboram com o desenvolvimento de desnutri¢cao
protéico-caldrica nestes pacientes. Independente da etiologia da lesdo, a desnutrigdo esta
presente em 20% dos pacientes com doenga hepéatica compensada e em mais de 80% daqueles
com doenca descompensada (CAMPOS, MATIAS & COELHO, 2004; PLAUTH, CABRE,
RIGGIO, ASSIS-CAMILO, PIRLICH & KONDRUP, 2006). A anorexia estd presente em até
87% dos casos (BORGES, WAITZBERG, OLIVEIRA e SILVA, D’ALBUQUERQUE &
CAMILO, 2004). A desnutrigdo afeta o sistema imune e aumenta a suscetibilidade a infeccdes
em pacientes cirurgicos. Existe correlacdo da desnutri¢do com a piora da funcdo e com a
gravidade da doenca hepatica. A prevaléncia de desnutricdo pode variar de 10-100%
dependendo da série avaliada, da etiologia da doenca hepatica, do grau de comprometimento
do figado e do local onde o estudo foi realizado (MCCULLOUGH, 1992).

As altera¢des hormonais do hepatopata terminal incluem hiperinsulinemia, resisténcia
a insulina, aumento do glucagon, catecolaminas, cortisol, horm6nio do crescimento. Estas
alteracdes hormonais alteram o metabolismo de macro e micro nutrientes. A desnutricdo
também pode ser exacerbada por sintomas como anorexia, nduseas, vomitos, ma absor¢do e
restricdo dietética (SILVA & WAITZBERG, 2004).

Existem outros fatores que contribuem para a desnutricio protéica neste grupo de
pacientes. No QUADRO 03 estdo resumidos os principais fatores para o desenvolvimento da

desnutricdo em hepatopatas cronicos.



QUADRO 02 PRINCIPAIS ALTERACOES METABOLICAS NOS HEPATOPATAS.

Taxa de metabolismo
e Normal
¢ Hipermetabolismo

Metabolismo da glicose

e Reducdo das reservas de glicogénio
Hiperinsulinemia
Diminuic¢do da oxidacdo da glicose
Intolerancia a glicose
Diabete melito

Metabolismo das proteinas
e (atabolismo protéico aumentado
¢ Aumento da gluconeogénese a partir dos aminoacidos

Metabolismo dos lipideos
e Aumento da oxidagdo lipidica
¢ Deficiéncia de dcidos graxos essenciais
¢ Ingesta inadequada: quantitativa ou iatrogénica (restricdes alimentares).

Fonte: Adaptado CAMPOS; MATIAS & COELHO, 2002.

QUADRO: 03  FATORES ETIOLQGICOS PARA A DESNUTRICAO EM
HEPATOPATAS CRONICOS.

¢ Ingesta inadequada: quantitativa ou iatrogénica (restricdes alimentares).

e Ma4 absorg¢do: deficiéncia pancredtica ou de sais biliares.

e Anorexia, nauseas € vOomitos.

¢ Toxicidade alcodlica.

e Alteracdo no metabolismo energético protéico: catabolismo protéico; aumento da
oxidacdo de gorduras e da gliconeogénese.

¢ Alteragdo neurolégica.

e Sangramento digestivo: melena, hematémese.

¢ Medicacdes laxantes e de esterilizagdo da flora intestinal (lactulona, neomicina)

Fonte: Adaptado de BORGES et al., 2004.
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2.2.3 Desnutri¢do no transplante hepéatico

Justamente por ser o transplante de 6rgdos indicado em doencas de alta mortalidade e
como tultima opgao terapéutica, os doentes encontram-se em fase avancada da doenca de base
e, na maioria das vezes, sdo portadores de desnutricdo. Por outro lado, o transplante envolve
importante trauma fisico e aplicacdo imediata de drogas imunossupressoras. A
imunossupressdo cursa com efeitos colaterais associados, como a dificuldade de aporte
alimentar, menor absorcdo digestiva e distirbios do metabolismo intermedidrio e, ainda, com
o aumento das necessidades energéticas (SILVA & WAITZBERG, 2004). Todos estes fatores
associados causam piora do estado nutricional.

Procedimentos cirturgicos em pacientes desnutridos constituem ambiente adverso para
a recuperagdo organica. O mecanismo adaptativo da desnutricdo inclui diminui¢do da
demanda metabdlica compativel com o nivel mais baixo de nutrientes disponiveis. Por outro
lado, o trauma cirdrgico desencadeia resposta hipercatabdlica na tentativa de preservar a
cicatrizacdo e as defesas imunes do organismo. O conceito da Prioridade Biolégica da
Cicatrizagdo (MOORE, 1959) sustenta a evidéncia de que a maioria das feridas cicatriza
independentemente de alteracdes nutricionais. Entretanto, ao longo do tempo surgiram
estudos que revelaram prejuizos da desnutricdo, também, sobre o reparo tecidual.

Enquanto candidatos ao transplante hepatico aguardam pelo 6rgéo, a desnutri¢do piora
e interveng@o nutricional estd claramente indicada (PLAUTH et al., 2006). A melhora do
estado nutricional pode influenciar no metabolismo hepético, fungdo muscular e estado
imunoldgico deste pacientes. O estado nutricional dos hepatopatas relaciona-se diretamente
com a mortalidade aguda e longo prazo e deve ser considerada tdo importante quanto as
demais manifestacdes da doenga hepdtica. Justificando, assim, a intervenc@o nutricional
nesses doentes, pois a correcdo de defici€éncias nutricionais nos portadores de doenga hepdtica
avancada pode melhorar a fun¢do imune e diminuir os riscos de infeccio (PLAUTH et al.,

20006).

2.2.4 Alteragdes na taxa metabodlica

Alteracdes na composicdo corporal sdo freqiientes em candidatos ao transplante

hepitico o que, consequentemente, altera a taxa metabdlica (CAMPOS, MATIAS &

COELHO, 2002). A massa celular corporal (MCC), compartimento metabolicamente ativo, é
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diretamente responsavel pelo gasto energético basal (GEB), que pode ser determinado através
da utilizacdo das varias equacdes, como por exemplo, a equacdo de Harris-Benedict, ou
através da calorimetria indireta (CAMPOS, MATIAS & COELHO, 2002). Reportam-se,
ainda, grandes variacdes na determinacdo do GEB na doenca hepatica avangada.

Ja foi demonstrado que dois tercos dos candidatos a transplante hepético, clinicamente
estaveis, apresentam GEB proximo ao normal. Deve-se lembrar que o restante desses
pacientes (um tergo) apresenta-se com comprovado quadro de hipermetabolismo (MULLER,
BOTTCHER, SELBERG, WESELMANN, BOKER, SCHWARZE, VON ZUR MUHLEN &
MANNS, 1999). O estado hipermetabdlico, quando presente, tende a persistir apds o
transplante hepatico e parece estar relacionado mais a fatores extra-hepdticos que hepaticos
propriamente ditos.

DESCHENES, VILLENEUVE, DAGENAIS, FENYVES, LAPOINTE, POMIER-
LAYRARQUES, ROY, WILLEMS & MARLEAU (1997) demonstraram que a MCC ¢
melhor indicador progndstico, a curto prazo, apds transplante hepatico que a tradicional

classificagdo de Child-Turcotte (QUADRO 04).

QUADRO: 04  CLASSIFICACAO DE CHILD-TURCOTTE.

Grupo A B C
Bilirrubina (mg/dL) 12,0 2,0-3,0 13,0
Albumina (g/dL) 13,5 3,5-3,0 13,0
Ascite Nao Facﬂme’:nte Dificil controle
controldvel
Altera/g ocs Nao Leves Acentuadas
Neurolégicas
Condicao .
Nutricional Boa Regular M

Fonte: Adaptado de MINCIS, 1996.

2.2.5 Alteragdes no metabolismo dos carboidratos

O organismo utiliza glicose continuamente. Nos periodos de jejum o figado mantém a
glicemia estdvel através da glicogendlise e neoglicogénese hepdtica, fornecendo substratos
para os tecidos periféricos.

A resisténcia periférica a insulina associada a hiperinsulinemia e a hiperglucagonemia,

presentes na doenga hepdtica avancada, podem levar os pacientes ao desenvolvimento de
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intolerdncia a glicose. E mais de um terco desses pacientes vai evoluir para diabete melito
(CAMPOS, MATIAS & COELHO, 2002).

Os depositos de glicogénio hepatico estdo reduzidos nestes pacientes, levando-os a
utilizar as gorduras como principal substrato energético em longos periodos de jejum. Por
isso, apds jejum noturno, pacientes com doenca hepdtica avangada apresentam evidéncias
bioquimicas do aumento da neoglicogénese, oxidacdo lipidica e catabolismo protéico
(MCCULLOUGH & TAVILL, 1991).

O distdrbio no metabolismo dos carboidratos pode produzir esteatose hepdtica, assunto

que serd abordado posteriormente.

2.2.6 Alteragdes no metabolismo das proteinas

O figado € um dos d6rgdos mais ativos na reciclagem (turnover) protéica. Metaboliza
os aminodcidos (principalmente os de cadeia aromdtica) para suas necessidades imediatas e
para os tecidos periféricos. Capta glutamina dos musculos e intestinos para processo de
neoglicogénese, sendo exclusivo na sintese de determinadas proteinas plasmaéticas e
hormdnios. Nas doencas hepéticas agudas e cronicas, o metabolismo protéico esta alterado em
virtude da reducdo da massa hepatica funcional, da derivacdo porto-sist€émica e das alteracdes
hormonais sobre o metabolismo protéico muscular (BORGES et al., 2004).

O aumento do catabolismo protéico pode ser visto precocemente na cirrose. As
deficiéncias protéicas aumentam conforme a disfuncdo hepdtica progride. Alteracdes no
metabolismo dos aminodcidos podem estar presentes. Ocorre aumento na oxida¢do da leucina.
Tirosina e cisteina tornam se essenciais na doenca hepatica cronica. O aumento da protedlise é
evidente e ndo ¢ suprimido pela alimentagdo (CAMPOS, MATIAS & COELHO, 2002). A
deficiéncia de reservas de gordura nestes pacientes pode ser resultante da somatdria do

aumento da protedlise, da sintese diminuida de dcidos graxos e lipdlise aumentada.

2.2.7 Alteragdo no metabolismo dos lipideos

Sabendo-se que o figado € o 6rgdo mais importante para a sintese de acidos graxos

poliinsaturados a partir de seus precursores essenciais, a deterioragdo na fungdo hepatica

causa grave defici€ncia de 4cidos graxos poliinsaturados (BORGES et al., 2004).
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Em pacientes com doenca hepética avancada portadores de deficiéncias plasmaticas de
acidos graxos essenciais e de dcidos graxos poliinsaturados de cadeia longa ocorre redugdo na
concentragdo plasmatica de dcidos graxos em geral. Quando estas deficiéncias sdo
importantes ocorre reducdo das fragdes lipidicas insaturadas do plasma. Este fato tem sido
associado a maior gravidade, tanto da desnutri¢do quanto da doenga hepética. Estes pacientes
apresentaram perda do tecido celular subcutineo e muscular (CAMPOS, MATIAS &
COELHO, 2002).

Na insuficiéncia hepdtica ocorre reducdo da oxidacdo hepdtica de corpos cetdnicos,
por reducdo da atividade enzimdtica, nos outros tecidos orginicos ela permanece normal.
Portanto, é baixa a freqii€ncia de cetoacidose na insuficiéncia hepdtica, ocorrendo, sim, na

associacdo com ingestdo excessiva de dlcool e jejum alimentar.

2.3 REGENERACAO HEPATICA

2.3.1 Consideracdes gerais

Desde a antiguidade, ja se conhecia o fendmeno da regeneracdo hepética através da
tragédia grega escrita por Aeschylus, 470 a.C. Neste cldssico da mitologia grega, Prometeu
roubou o fogo de Zeus e o entregou aos humanos como simbolo do intelecto e do saber. Zeus
puniu-o cruelmente. Além de bani-lo, acorrentou-o no Monte Caucaso, condenando-o a ser a
vitima de um abutre, que se alimentava diariamente de seu figado. Durante a noite o 6rgio
sofria o processo de regeneracdo, o que proporcionava ao animal fonte eterna de alimento e,
também, mantinha Prometeu vivo para sua tortura eterna (SERVI, 2005; MICHALOPOULOS
& DEFRANCES, 1997).

A publicacdo de HIGGINS & ANDERSON, em 1931, foi um marco e conseguiu
transformar a lenda de Prometeu em objeto de estudo experimental. Os autores realizaram
hepatectomia de 67% em ratos e conseguiam provar a ocorréncia da regeneracio hepdtica.
Ap6s este, muitos outros estudos avaliando a regenerac@o hepdtica foram desenvolvidos. Em
especial, o estudo de STOCKER, WULLSTEIN & BRAU (1973) validou o mito de
Prometeu. Os autores realizaram, em ratos, 12 hepatectomias parciais consecutivas nos

mesmos ratos e comprovaram a ocorréncia da regeneracio hepatica apds cada uma delas.

O termo regeneracdo € derivado do latim (regenerare = gerar outra vez) e ¢ definido

como reconstituicdo da forma, da fun¢do e da massa do tecido lesado. Esta presente, nesta
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forma conceitual, apenas nos répteis, pois os mamiferos ndo sdo capazes de recuperar a forma
(MICHALANY, 2000). Apesar de biologicamente incorreto, o termo regeneracio hepatica é
largamente utilizado, uma vez que a resposta induzida pelo dano tecidual hepatico promove
hiperplasia e hipertrofia compensatéria do tecido remanescente até o restabelecimento da
massa hepdtica primitiva. No entanto, os 16bulos ressecados ndo sdo recuperados (JESUS,
WAITZBERG & CAMPOS, 2000; PALMER & SPIEGEL, 2004). Este fato sugere que o
crescimento induzido por perda de tecido (resseccdo hepdtica) seja controlado principalmente
por fatores fisiolégicos. Tais fatores parecem ser precisos, uma vez que o crescimento é
interrompido quando o figado restabelece o seu peso original, ou entdo, uma vez que este seja
capaz de executar o trabalho metabdlico necessario as demandas funcionais do organismo

(KOUNTOURAS, BOURA & LYGIDAKIS, 2001).

2.3.2 O Figado e os Hepatdcitos:

O figado é a maior massa glandular do organismo. E irrigado por sangue arterial via
artéria hepdtica, e sangue venoso via veia porta. Fica localizado entre os vasos sanguineos que
transportam as substancias absorvidas pelo tubo digestivo e a circulacdo sist€émica. Embora
essa posicdo permita que ele seja o primeiro 6rgdo a metabolizar essas substincias, também
faz com que ele seja o primeiro 6rgdo a ser exposto a substancias toxicas ingeridas (ROSEN
& PIMENTEL, 2005).

A unidade estrutural e funcional cldssica do figado é o 16bulo hepético. Este tem forma
semelhante 2 de um prisma poliédrico. Em corte transversal é semelhante a um hexdgono,
com as triades portais em seus angulos e a veia centrolobular como estrutura central,
atravessando longitudinalmente o 16bulo. Muitos autores atribuem ao figado fungdo enddcrina
e exdcrina (ROSS & ROWRELL, 1993).

O figado tem seu parénquima constituido principalmente por hepatdcitos, que
perfazem cerca de 80% da populacdo celular e sdo os responsaveis por desempenhar a maior
parte das fungdes deste 6rgdo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1995).

O hepatécito € uma célula de natureza epitelial altamente diferenciada e classificada
como estdvel porque possui baixa taxa de duplicagdo. Em ratos, somente um hepatdcito, entre
cerca de vinte mil, pode estar se duplicando a qualquer momento. Contudo, sua capacidade de
replica¢do, como acontece com as demais células estdveis, pode aumentar quando estimulada.

Hepatdcitos podem ser induzidos a sintetizar DNA e a se duplicar apds hepatectomias parciais
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ou administracdo de agentes hepatot6xicos, como o tetracloreto de carbono, o acetominofem e
o etanol (FAUSTO, 1986; PALMES & SPIEGEL, 2004; MICHALOPOULOS &
DEFRANCES, 1997).

Microscopicamente, o hepatdcito tem niicleo esférico, geralmente central. Os nicleos
dos hepatdcitos podem conter um ou mais nucléolos e aglomerados espalhados de cromatina
(cariossomos), além de serem circundados por halo de cromatina. O citoplasma do hepatdcito
tem aspecto variado. Nos individuos bem alimentados, hd dreas de ergastoplasma que
representam basofilia devida ao 4cido nuclear ribonucléico (RNA) e espacgos irregulares e
arredondados no citoplasma criados pela perda de glicogénio e lipideos, respectivamente,
durante a preparacdo histolégica. Ao contrdrio, no individuo desnutrido, quando ha
esgotamento dos estoques de glicogénio e lipideos, hd reducdo do ergastoplasma e o
citoplasma cora-se com razodvel uniformidade pela eosina (ROSS & ROWRELL, 1993).

Apés resseccdo hepdtica, podem ser evidenciadas, precocemente, alteracdes nos
hepatécitos. A microscopia Gtica ocorre, inicialmente, o desaparecimento progressivo dos
corpos basoéfilos no citoplasma, da periferia para o centro. Aparecem, apds duas a trés horas,
numerosos vaciolos de gordura, os quais se acumulam de forma muito rdpida e muito intensa.
Ao mesmo tempo, os hepatdcitos perdem rapidamente o seu contetido de glicogénio. Neste
momento, ocorre também aumento do volume dos hepatdcitos, em especial em seus nicleos e
nucléolos. Os hepatdcitos aumentados de volume comprimem os sinuséides, reduzindo a luz.
Os nucléolos apresentam sinais de atividade, crescendo o seu didmetro e aumento sua
afinidade pelos corantes (CAMPOS & ANDRIGUETTO, 1986).

Para se estudar o processo de regenerativo € essencial que se entenda o ciclo celular.
Ele € constituido de quatro fases distintas: G1, S, G2 e M. A fase G1 ou gap 1 é a fase que as
células preparam a sintese de DNA, e este processo preparatdrio ndo € visivel ao microscopio
otico. A fase S se refere a sintese de DNA no ciclo celular. Durante esta fase ocorre a
replicagdo comossomal de DNA na célula. A fase G2 ou gap 2 € a fase onde a célula se
prepara para a mitose ou para a divisdo celular fisica. A fase M, ou fase mitética, é a fase do
ciclo celular mais aparente e pode ser facilmente reconhecida ao microscépio 6tico (ASSY &
MINUK, 1997; HASHIMOTO & SANIJO, 1997). Transpondo essas informagdes para a
replicacdo dos hepatdcitos, encontraremos que a cinética da resposta proliferativa inicia-se
pela sintese de DNA, que ocorre 12 a 16 horas apds a hepatectomia parcial, sendo o pico
maximo observado em 24 a 26 horas apds a cirurgia. O aparecimento de mitoses sucede o

inicio da sintese de DNA em seis a oito horas, atingindo o dpice 48 horas depois da cirurgia



16

(JESUS, WAITZBERG & CAMPOS, 2000; TARLA, RAMALHO, RAMALHO, CASTRO e
SILVA, BRANDAO, FERREIRA, CASTRO e SILVA & ZUCOLOTO, 2006; PISTOI &
MORELLO, 1996). Tendo em vista que dois ter¢cos do tecido hepditico sdo ressecados, a
restauragdo do nimero original de hepatdcitos requer, teoricamente, 1,66 ciclos proliferativos
por hepatdcito residual. Assim, maioria dos hepatdcitos nos lobos residuais participard de
apenas um ou dois eventos proliferativos (MICHALOPOULOS & DEFRANCES, 1997).

A proliferacdo do hepatdcito inicia nas dreas lobulares, ao redor das triades portais
(espaco periporal), e depois progride para as dreas centrais em 36 a 48 horas. As outras
células do figado (células endoteliais, ductais biliares, de Kupffer e de Ito) iniciam a sintese
de 4cido nuclear desoxiribonucléico (DNA) aproximadamente 24 horas apds os hepatdcitos,
com o pico de sintese de DNA 48 horas apés a hepatectomia ou mais tarde. A cinética da
proliferacdo celular e da producdo de fatores de crescimento pelos hepatdcitos em
proliferacdo sugere que estes fornecam estimulo mitogénico que estimula a proliferacdo das
demais células hepaticas. (GRAFICO 01) (MICHALOPOULOS & DEFRANCES, 1997,
BLACK, LYMAN, HEIDER & BEHRNS, 2004).

GRAFICO 01: CINETICA DA SINTESE DE DNA NAS DIFERENTES/CELULAS
DURANTE O PROCESSO DE REGENERACAO HEPATICA EM

RATOS.
CINETICA DA SINTESE DE DNA

35 -
o)
g 30 1 Hepatdcitos
g 25 ~
8 20 e (Céls ductos biliares
D
= 154
\m
% 10 1 Céls de Ito e Kupffer
g 5
B0 e —— Céls endotélio

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 sinusoidal
% céls

Fonte: adaptado de MICHALOPOULOS & DEFRANCES, 1997.

Talvez, mais notdvel que a capacidade dos hepatdcitos se proliferarem € a sua
capacidade de manter, simultaneamente a este processo, todas as fungdes essenciais para a
homeostase. Essas fun¢des incluem o metabolismo energético, armazenamento do glicogénio,

sintese de glicose, fornecimento de ATP (adenosina trifosfato), metabolismo dos &acidos
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graxos, sintese de proteinas envolvidas na coagulagdo, secrecdo da bile, biodegradagdo de
toxinas, entre centenas outras fungdes. Poucas alteracdes nessas fungdes sdo percebidas
quando restam apenas 30% do 6rgdo e que 90% das células deste 6rgdo residual estdo em
processo de proliferacio ou mitose ou ambos (ROSEN & PIMENTEL, 2005;
MICHALOPOULOS & DEFRANCES, 1997; COURT et al, 2002).

Alguns fatores intrinsecos aos hepatdcitos controlam a fisiologia do figado normal.
Séo eles o glicogénio, lipideos, vitaminas, eletrdlitos e as organelas microscopicas, como as
mitocondrias e o reticulo endoplasmatico (FRANCAVILLA, OVE, POLIMENO, COETZEE,
MAKOWKA, BARONE, VAN THIEL & STARZL, 1988).

Avancgos recentes na compreensido da regeneragdo hepdtica tém sido obtidos com o
advento da biologia molecular, cujas técnicas permitem o esclarecimento dos eventos que
promovem e controlam a divisdo celular (BLACK et al, 2004; RUDOLPH, TRAUTWEIN,
KUBICKA, RAKEMANN, BAHR, SEDLACZEK, SCHUPPAN & MANNS, 1999). Muitos
fatores de crescimento e citocinas estdo envolvidos na regeneracdo hepdtica apds
hepatectomia parcial e estdo resumidos no QUADRO 05 (FAUSTO, 2001). Eles podem ser
divididos em mitogénicos, co-mitogénicos e inibidores. S&o considerados agentes
mitogé€nicos: hormdnio de crescimento; interleucina seis; fator de necrose tumoral alfa;
substancia estimuladora hepatica e os fatores de crescimento do hepatdcito, transformador
alfa, de fibroblastos e epidérmico (BLACK ez al, 2004; GORLA JR, FAGUNDES, PARRA,
ZAIA, BANDEIRA & TAHA, 200la; GORLA JR, FAGUNDES, PARRA, ZAIA,
BANDEIRA & TAHA, 2001b). Os fatores ditos co-mitogénicos, que sdo capazes de
pontecializar a regenerag@o hepdtica, sdo: norepinefrina, vasopressina, angiotensinas, insulina,
glucagon, prostaglandinas, estrégeno, testosterona e fibronectina (KWON, UETSUIJI,
YAMAMURA, HIOKI & YAMAMOTO, 1990; BIONDO-SIMOES, GRECA,
SMANIOTTO, TECHY, SOARES, KANNENBERG, CASTRO & VASCONCELOS, 2000).
Ainda ndo estd bem definido quantos destes fatores sdo absolutamente necessédrios para a
regeneracdo hepatica apds hepatectomia parcial. O que se sabe é que nenhum deles parece
agir isoladamente e que maioria possui grande variedade de acdes, alguns agem estimulando a
proliferacdo, outros estimulam a divisdo celular ou, dependendo de suas concentragdes,
podem inibir ou estimular o processo (FAUSTO, 2001; ZIMMERMAN, 2004; TARLA et al,
2006).
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QUADRO 05: PRINCIPAIS CITOCINAS, FATORES DE CRESCIMENTO E
FATORES DE TRANSCRICAO ENVOLVIDOS NA

REGENERACAO HEPATICA.
Citocinas Fatores de Crescimento Fatores de Transcrigao
e ENT e TGF -« e Fator nuclear kB
e FENT R-1 e EGF e STAT3
e [L-6 e KGF ® Proteina ativada 1

NOTA: EGF = fator de crescimento epidérmico. KGF = fator de crescimento do
queratindcito. FNT = fator de necrose tumoral. FNT R-1 = fator de necrose tumoral
receptor 1. IL-6 = interleucina 6. STAT 3 = Sinal transdutor e ativador da transcrip¢do
3. TGF = fator de crescimento transformador. Adaptado de FAUSTO, 2001.

2.3.3 Hepatectomia Parcial a 70%

O modelo experimental proposto por HIGGINS & ANDERSON (1931), se consagrou
ao longo dos anos e € tido como o melhor modelo para estudo da regeneragcdo hepética.
Constitui-se de operagdo simples, na qual dois ter¢os do figado sdo retirados, deixando os
lobos remanescentes intactos (PALMES & SPIEGEL, 2004). (FIGURA 01)

A eficiéncia da sintese de DNA apds a hepatectomia parcial estd diretamente
relacionada com o déficit tecidual. Em ratos adultos, com remocdo inferior a 30% do
parénquima hepatico, ndo se verificou aumento da sintese de DNA. Do mesmo modo, com
remocdo superior a 80% da massa hepdtica, a regeneracdo induzida é menos eficiente do que
a observada na hepatectomia parcial a 70% (FAUSTO, LAIRD & WEBBER, 1995;
RAMALHO, RAMALHO, ZUCOLOTO, CASTRO e SILVA JR, 1993; TANG,
HASHIMOTO, CHAO, ITOHK & MANABE, 1997; COURT et al, 2002).

A hepatectomia a 70% € o estimulo mais comumente usado para estudar a regeneracao
hepética porque tem a vantagem de induzir o processo regenerativo sem causar dano ao tecido
hepitico remanescente. E diferente de outros processos causados por agente hepatotéxicos ou
virais, cancer ou cirrose, que estdo associados a lesdes e inflamacdo tecidual que reduzem a
capacidade regenerativa dos hepatdcitos. Além disso, com a hepatectomia parcial o inicio do
estimulo regenerativo pode ser precisamente definido. (MICHALOPOULOS &
DEFRANCES, 1997; TARLA et al, 2006).
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FIGURA 01: ESQUEMA DA HEPATECTOMIA A 70% DESCRITA POR HIGGINS
& ANDERSON (1931)
b
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NOTA: (a) anatomia do figado do rato; (b) em branco: lobos ressecados na hepatectomia a
70%. (*) lobo caudado. Figura adaptada de PALMES & SPIEGEL (2004).

Partindo deste conceito, inumeros estudos avaliaram a influéncia de diversas
substancias, medicamentos, hormonios e até plantas medicinais no processo regenerativo
hepitico (BIONDO-SIMOES et al, 2000a; BIONDO-SIMOES, PANTE, GARCIA,
MACEDO, MORAIS & BOELL, 2000b; PAPALAMPROS, FELEKOURAS, FILIS,
ANGELOPOULOU, KOURELIS, TSAMANDAS & BASTOUNIS, 2002; MELO, SILVA,
FAKHOURIT, MELO & LIMA, 2003; KWON et al, 1990; CASTRO E SILVA JR, SILVA,
MELO, MELO, LIMA, ANTONIOLL & BAGNATO, 2003).

Os efeitos da manipulacdo nutricional na regeneracdo hepdtica também foram
avaliados. YOSHIDA, YUNOKI, AOYAGI, OHTA, ISHIBASHI, NOAKE &
KAKEGAWA, em 1995 avaliaram a influéncia da suplementagdo com glutamina no figado
remanescente apds hepatectomia parcial em ratos. O estudo era composto por trés grupos de
dieta: controle, suplementacdo com solu¢do de aminodcidos e suplementagdo com alanina-
glutamina. Foi avaliado o indice de regeneracdo hepatica através do peso do figado e a
incorporacdo de bromodeoxiuridina (BrdU). Os autores concluiram que a suplementacdo com
glutamina aumenta o indice de regeneracdo hepdtica e reduz o indice de complicacdes pOs-
operatorias.

TREJO-SOLIS, CHAGOYA de SANCHEZ, ARANDA-FRAUSTRO, SANCHEZ-
SEVILLA, GOMEZ-RUIZ & HERNANDEZ-MUNOZ em 2003 estudaram o efeito do pré-
tratamento com vitamina E na regeneracdo hepdatica apds hepatectomia parcial em ratos. Os

métodos de avaliagdo foram o indice mitético, o incorpora¢do de BrdU e imunoistoquimica
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por PCNA, além das dosagens enzimaticas séricas. O estudo concluiu que a vitamina E inibe
a sintese de DNA em 24 horas ap6s a cirurgia.

ANDIRAN, AYHAN, TANEYL, ABBASOGLU & SAYEK, em 2000, mostraram
que figados cirréticos de ratos tém menor indice de regeneracdo quando comparados a figados
normais. A avaliacdo da regeneracdo hepdtica foi feita através da determinagdo do indice
mitético, da coloragdo com PCNA e da incorporagdo de BrdU. Contudo, ao suplementarem os
ratos cirrdticos com alfa-tocoferol, andlogo da vitamina E, houve melhora no indice de
regeneracdo hepdtica neste grupo. Os autores propdem que o alfa-tocoferol, provavelmente,
limita as lesdes induzidas pela reagdo com oxigénio e aumenta o fluxo sangiiineo, o que pode

aumentar a concentragdo intra-hepatica de fator de crescimento do hepatdcito.

2.3.4 Influéncia da desnutri¢do na regeneracao hepdtica

A regeneragdo hepatica, fendmeno anabdlico que vai utilizar em um tempo muito
curto quantidades importantes de nutrientes destinados a elaboracdo de novas células, é
fortemente influenciada pelo estado nutricional.

O figado é um dos Orgdos mais ativos no turnover protéico. Metaboliza os
aminoacidos (principalmente de cadeia aromadtica) para suas necessidades imediatas e para os
tecidos periféricos. Nas doencas hepaticas agudas ou crénicas, o metabolismo protéico estd
alterado em virtude da reducdo da massa hepatica funcional. Logo, o figado é um dos
primeiros 6rgéos a serem afetados pela desnutrigcdo protéica (BORGES et al, 2004).

Um primeiro enfoque experimental é aquele que estuda as repercussdes do jejum sobre
a regeneracdo hepatica. STIRLING, LAUGHLIN & WASHINGTON, em 1973, mostraram
que, quando a hepatectomia é precedida de periodo de jejum de 48 horas, os hepatdcitos
restantes conservam a capacidade de proliferar. No entanto, a atividade mitética manifesta-se
com um retardo de oito horas e sua intensidade diminui, quando comparado ao grupo
controle.

TALARICO, FELLER & NEVILLE (1971), por sua vez, estudaram as conseqiiéncias
da administracdo de nutrigdo completa, porém desequilibrada nos seus constituintes. Os
autores estudaram o indice mitético no figado restante, 20 horas ap6s hepatectomia parcial, no
rato alimentado nos sete dias que precederam a intervencdo com nutri¢do especial. O estudo
concluiu que a nutri¢do muito rica em proteinas ou em gorduras diminui a atividade mitdtica

de forma semelhante ao jejum pré-operatério de 24 horas.
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Outro enfoque experimental constituiu em administracdo de nutricdo incompleta.
Estudo realizado por SIIMES & DALLMAN, em 1974, comparou a evolugdo da sintese de
DNA e de RNA ap6s hepatectomia parcial em dois grupos de ratos: 1. grupo controle, recebia
racdo normal contendo 26% de proteinas e 2. grupo experimento, recebia racdo com baixa
concentracdo de proteinas (3,5%). A sintese de RNA foi maior no grupo que recebeu
alimentagdo pobre em proteinas. Esses animais apresentavam pico mais precoce de secrecio
de RNA. Inversamente, a sintese de DNA foi menos estimulada e retardada quando
comparada com o grupo controle. Considerando-se que, através de manipulac¢des nutricionais,
era possivel influenciar negativamente o processo, tornou-se imperativo pesquisar
modifica¢des do aporte nutritivo que favorecessem a regeneragao hepética.

Em 1979, MCGOWAN, ATRYZEK & FAUSTO estudaram os efeitos de dieta
hipoprotéica em ratos submetidos a hepatectomia parcial e concluiram que ratos submetidos a
esta dieta tiveram aumento da sintese protéica e redugdo da degradacio de proteinas hepdticas
apods hepatectomia parcial.

Estudo realizado por ANDRIGUETTO (1982) foi comparou a influéncia, sobre o
indice mitdtico, de diferentes regimes nutricionais, em trés grupos de cdes submetidos a
hepatectomia a 65%. O primeiro grupo recebeu alimentacdo oral, através de racdo balanceada
de laboratério; o segundo grupo, nutricdo parenteral com solucdo balanceada contendo
aminodacidos essenciais e ndo essenciais e o terceiro grupo recebendo nutri¢do parenteral com
solugdo enriquecida de aminoécidos de cadeia ramificada (82,5%). Essa ultima solucgio foi
elaborada a partir das alteracdes observadas no aminoacidograma plasmatico de cées
submetidos a hepatectomia parcial. A infusdo da soluc¢do rica em aminodcidos de cadeia
ramificada permitiu aumentar, de forma significativa, o indice mitético em relagdo ao grupo
recebendo solugdo equilibrada de aminodcidos, e em relagdo ao grupo recebendo alimentagdo
oral. Dessa forma, a compensacdo dos desequilibrios do aminoacidograma plasmatico
permitiu estimular a regenerag@o hepética.

Em outro estudo CAMPOS (1984) procurou estudar as conseqiiéncias da infusao de
lipideos com fonte caldrica da nutricdo parenteral em cédes hepatectomizados a 65%. Foram
comparados dois grupos de animais: um grupo recebia nutricdo parenteral com solugdo de
aminoacidos balanceada e 30cal/Kg/dia de origem glicidica, e o segundo grupo recebia a
mesma solugcdo de aminoacidos (0,25gN/Kg/dia) e 30cal/Kg/dia, sendo dois ter¢os de origem
glicidica e um terco de origem lipidica. O aporte de lipideos correspondia a 1,1g/Kg/dia.

Foram utilizados grupos controles recebendo a mesma solucdo de nutricio parenteral e
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submetidos apenas a laparotomia. O autor pdde observar a boa tolerabilidade tanto clinica
como bioldgica do aporte lipidico nesse modelo. A colesterolemia foi mantida no grupo que
recebeu infusio lipidica, e decresceu significativamente no grupo sem lipideos. A dosagem de
lipideos teciduais intra-hepéticos pode evidenciar diminuicdo significativa do teor de acido
linoléico no grupo que ndo recebeu lipideos; no entanto, a sua infusdo permitiu manter o teor
de acido linoléico estavel. Finalmente, apesar dos indices mitéticos ndo diferirem entre os
dois grupos, pode-se observar um efeito benéfico no padrdo histolégico do figado em
regeneracdo, nos animais que receberam lipideos. Notou-se aspecto de proliferacdo celular
mais homogénea, com poucas atipias celulares. Em contraste, no grupo que recebeu como
fonte caldrica apenas glicidios, onde se observou anisocitose importante.

MEAD, BRAUN, MARTIN & FAUSTO, em 1990, estudaram os efeitos da
manipulagdo nutricional na regeneragdo hepdtica. Os autores estudaram ratos apds
hepatectomia parcial submetidos a diferentes tipos de regimes nutricionais. O primeiro grupo
recebeu racdo normal padrio, o segundo, recebeu dieta hipoprotéica por trés dias e o terceiro
recebeu apenas agua e foi chamado de grupo jejum. O estudo demonstrou que a quantidade de
DNA era maior no grupo dieta hipoprotéica apds a hepatectomia parcial. Em uma segunda
etapa eles suplementaram os trés grupos com solu¢do de aminodcidos a 50% e observaram
que o grupo dieta hipoprotéica iniciou a sintese de DNA mais precocemente e em maior
quantidade que os demais, os quais ndo tiveram o indice alterado pela suplementacgdo.

SKULLMAN, THSE & LARSSON (1990) estudaram a regeneragdo hepatica em ratos
desnutridos. A desnutri¢do foi induzida mediante a oferta de 25% da ingesta normal (pair
feeding) ao grupo desnutrido por uma semana no pré-operatério e a mesma dieta foi no
periodo pés-operatério. Demonstrando atraso no processo de regeneragcdo neste grupo. Os
mesmo autores, utilizando o modelo semelhante, em 1991, avaliaram o metabolismo
energético destes animais e concluiram que a desnutri¢do, apesar das alteracdes encontradas
no metabolismo energético, ndo influenciou a regeneracio hepdtica apds hepatectomia parcial
em ratos (SKULLMAN, IHSE & LARSSON, 1991).

Estudo publicado por CARRILLO, CARNOVALE, FAVRE, MONTI & SCARPINI
(1996) avaliou os efeitos da desnutri¢do na regeneracao hepdtica de ratos jovens e velhos apds
hepatectomia parcial. Eles concluiram que a regeneracdo hepdtica ndo € influenciada pela
desnutricdo em ratos jovens e que os efeitos da idade se tornam mais evidentes quando os

ratos sdo expostos a desnutri¢do.
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2.3.5 Nutrigéo pré-operatdria e regeneragdo hepatica

STUDLEY (1936), estudo classico demonstrou aumento da mortalidade em pacientes
submetidos a cirurgia para ulcera duodenal que apresentavam perda maior do que 20% do
peso habitual no pré-operatdrio. Dessa forma abriu novas perspectivas para o melhor preparo
pré-operatorio dos pacientes com o intuito de reduzir a morbi-mortalidade cirdrgica.

Ha diversos estudos prospectivos e randomizados na literatura que avaliaram os
efeitos da nutri¢do pré-operatdria nos resultados cirdrgicos, com resultados conflitantes.

DESTSKY, BAKER, O’ROURKE & GOEL (1987) usaram a técnica de metanalise
para avaliar a efetividade da nutricdo parenteral total (NPT) pré-operatéria. Foi demonstrada
reducdo no indice de complicacdes em cirurgias de grande porte e reducdo no indice de casos
fatais no grupo que recebeu NPT pré-operatdria em relagdo ao grupo controle que nio recebeu
terapia nutricional. Por outro lado, foi relatado maiores indices de complicacdes iatrogénicas
no grupo NPT. Os autores ressaltam, entretanto, que fatores como amplo intervalo de
confianga, grande variacdo no tratamento entre os estudos, riscos de complicacdes
iatrog€nicas secunddrias a NPT e potencial bias devido as falhas na metodologia dos
trabalhos, devem ser considerados na interpretacdo desses resultados. Os autores concluem
que até a data do estudo, o uso rotineiro de NPT pré-operatéria em pacientes ndo selecionados
submetidos a cirurgia de grande porte ndo ¢é indicado, entretanto, esta intervengdo pode ter
utilidade em subgrupos de pacientes de alto risco tais como: 1. pacientes gravemente
desnutridos submetidos a cirurgia de grande porte; 2. pacientes bem nutridos que
desenvolvem complicagdes que resultam em periodos de ileo prolongados e ingestdo
nutricional inadequada e; 3. pacientes bem nutridos submetidos a cirurgias que resultam em
periodos prolongados de ingestdao inadequada de nutrientes.

KLEIN, KINNEY, JEEJEEHOY, ALPERS, HELLRSTEIN, MURRAY & TWOMEY
(1997) reviram vdrias publicacdes e recomendagdes do Instituto Nacional de Saude
Americano (NIH), da Sociedade Americana de Nutricdo Parenteral e Enteral (ASPEN) e da
Sociedade Americana de Nutricdo Clinica (ASCN). Os autores avaliaram 13 estudos clinicos
prospectivos randomizados envolvendo 1250 pacientes submetidos ou ndo a NPT pré-
operatéria. Foi observado que os pacientes geralmente receberam NPT por ao menos sete a
dez dias antes da cirurgia. Nove dos treze estudos demonstraram que pacientes que receberam
NPT pré-operatoria apresentaram menor indice de complicagdes pds-operatdrias que nos

grupos controles. Entretanto, apenas cinco estudos demonstraram diferenca estatisticamente
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significativa. A NPT proporcionou diminui¢do de aproximadamente 10% no risco de
complicacdes pds-operatérias. Com relacdo a nutricdo enteral pré-operatéria os autores
encontraram dois grandes estudos clinicos prospectivos e randomizados que compararam o
uso de nutricdo enteral pré-operatéria com dieta oral ad libitum. A maioria dos pacientes
estudados tinha o diagndstico de neoplasia. A incidéncia geral de complicacdes foi menor nos
pacientes que receberam nutricdo enteral (12%) em relagdo ao grupo controle (30%).

A Sociedade Americana de Nutri¢gdo Parenteral e Enteral, ASPEN, por meio do seu
Board of Directors and the Clinical Guidelines Task Force (2002) estabeleceu roteiro para a
administracio de nutri¢do parenteral e enteral em pacientes adultos e pediatricos. Segundo o
consenso, a nutricdo pré-operatdria estd indicada em pacientes desnutridos que irdo ser
submetidos a cirurgia gastrointestinal de grande porte. A recomendagdo é de nutricdo por
periodo de sete a quatorze dias se a cirurgia puder ser postergada.

Em 2002, um grupo de autores italianos introduziu o conceito de se oferecer nutricio
pré-operatéria com dieta enriquecida com nutrientes imunomoduladores a pacientes com
pouca desnutricdo e que serdo submetidos a cirurgia de grande porte. Neste caso a dieta é
ofertada com o intuito de modular o sistema imunoldgico e ndo somente renutrir o paciente
(BRAGA, GIANOTTI, NESPOLI, RADAELLI & DI CARLO, 2002).

BRAGA et al. (2002) elaboram estudo para avaliar a efetividade da nutricdo pré-
operatéria em relagdo a nutricdo peri e pds-operatéria na reducdo de complicagdes pos-
operatérias. Foram utilizados pacientes com perda de peso pré-operatdria superior a 10% e
neoplasia gastrintestinal, que foram divididos em tr€s grupos (suplementagdo oral pré-
operatoria; suplementacdo oral e enteral perioperatéria e controle). Os autores relataram
incidéncia de complicagdes pds-operatérias de 13,7% no grupo que recebeu nutrigdo pré-
operatdria, 15,8% no grupo que recebeu nutricdo perioperatéria e 30,4% no grupo controle.
Os autores concluem que a terapia nutricional pré-operatéria € tdo efetiva quanto a
administracio perioperatdria na melhora da evolugdo clinica.

Mais especificamente no tratamento de hepatopatas, a ESPEN (Sociedade Européia de
Nutricdo Parenteral e Enteral) publicou, no inicio deste ano, suas diretrizes para nutricdo
enteral e classificou a nutricdo pré-operatdria de pacientes cirrdticos que serdo submetidos a
cirurgia de grande porte ou a transplante hepatico com grau de recomendacido A (PLAUTH et
al., 2006).

A nutricdo pré-operatdria também foi avaliada em estudos experimentais.

BLANCHARD, STEIGER, O’NEIL, NAITO, SEBECK & SHAMBERGER (1979)
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elaboraram estudo para avaliar os efeitos da desnutricao protéica no figado de ratos. O estudo
foi composto por trés grupos: grupo 1 — controle, recebeu dieta normal; grupo 2 — aprotéica,
recebeu dieta onde a caseina foi substituida por amido de milho por seis semanas e grupo 3 —
renutricdo, recebeu dieta aprotéica por seis semanas seguidas de realimentacdo endovenosa
por sete dias. Os parametros avaliados foram os pesos dos ratos e dos figados e a estrutura dos
hepatdcitos a microscopia Optica e eletronica. Os autores encontraram reducdo de
aproximadamente 30% no peso dos ratos recebendo dieta aprotéica. A dieta aprotéica também
reduziu o nimero de organelas a microscopia eletronica e apresentou maior acimulo de
gordura a microscopia Otica. Esses achados que foram revertidos com realimentagdo. A
suplementagdo protéica endovenosa foi capaz de recuperar o peso dos animas.

Da mesma forma, WAITZBERG et al. (1989) mostraram que a realimentago de ratos
desnutridos promove recuperagdo da composicdo corporal mesmo na existéncia de tumor
maligno associado. Mais especificamente, MEAD et al, 1990 comprovaram melhora da
sintese de DNA nos hepatdcitos apds hepatectomia parcial em ratos submetidos a

suplementag¢do com aminodcidos apds trés dias de dieta hipoprotéica.

2.4 METODOS PARA AVALIACAO DA REGENERACAO HEPATICA

Muitos sdo os métodos disponiveis para avaliar a regeneracio hepdtica. Os métodos
mais usados estdo utilizados podem ser vistos no QUADRO 06.
Nesta sessdo comentaremos apenas os métodos com importdncia para o presente

estudo.

2.4.1 Peso do Figado

Em estudos experimentais, as massas hepaticas ressecada e remanescente podem ser
determinadas através da mensuracio e cdlculo dos pesos dos figados através do peso dos
animais. Obviamente, este método ndo estd disponivel para a pratica clinica. Entretanto, a
tomografia computadorizada e, mais recentemente, a ressonincia magnética t€m sido
sugeridas como alternativas vidveis para este propdsito. O problema é que o peso hepatico
varia muito de acordo com o depésito de lipideos, carboidratos e com a presenca de células
inflamatoérias. Por estas razdes, o cdlculo da massa do figado como um marcador de

regeneracdo hepatica esta confinada ao uso em estudos experimentais em animais de
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laboratério e raramente representa um pardmetro sélido (BERTICELLI, 2005; ASSY &
MINUK, 1997).

QUADRO 05: METODOS E MARCADORES DISPONIVEIS PARA AVALIACAO

DA PROLIFERACAO CELULAR
Nos tecidos No soro

e Peso do figado TK

e Contagem de mitoses oDC

e Métodos de fase S Fibronectina

¢ Timedina triciada AFP

e BrdU EPF

Citometria de fluxo

Expressio génica

Histona RNA 3

Imunoistoquimica

PCNA

Ki-67

DNA polimerase alfa
proteinas NOR

NOTA: AFP = alfafetoproteina; BrdU = incorporagdo de bromodeoxiuridina; EPF = fator precoce
da gestacdo; Ki-67 = antigeno nuclear; ODC = ornitina descarboxilase; PCNA = antigeno
nuclear de proliferacdo celular; proteinas NOR = proteinas regionais organizadoras do
nucléolo; TK = timedinaquinase. Adaptado de ASSY & MINUK, 1997.

O peso do figado de ratos apds a hepatectomia parcial aumenta rapidamente nos

primeiros trés dias de pds-operatério. Nas duas semanas seguintes, o peso deve aumentar

menos de 5%, para alcangar o seu peso original (com variacdo de 10%) (FAUSTO, 2001). Em

seres humanos, apesar de rapido, o processo regenerativo é comparativamente mais lento.

ApOs ressecgdo semelhante, sabe-se que o figado histologicamente normal regenera-se em um

a dois meses de pds-operatorio, enquanto o patoldgico leva de tré€s a cinco meses (BLACK et

al., 2004; RAMALHO et al., 1993).
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2.4.2 Contagem de figuras de mitose

A contagem de figuras de mitose em cortes histolégicos € um método reconhecido e
largamente utilizado para avaliar a proliferacdo celular. Um dos métodos consiste na
incubagdo dos hepatdcitos com cloreto de potdssio e dlcool, centrifugar a mistura, decantar o
sobrenadante e espalhar sobre laminas para serem avaliadas ao microscopio. Os esfregacos
sdao corados com soluc@o de McNeils e o nimero de figuras de mitose por 1000 células em
campo de grande aumento € calculado (indice mit6tico). Outro método utilizado para a
contagem de figuras de mitoses e a confec¢do de laminas de tecido coradas com
hematoxilina-eosina (HE) e avaliadas ao microscopio 6tico, no qual as figuras de mitose
aparecem coradas em roxo (ASSY & MINUK, 1997). Existem muitos problemas com este
método. Primeiramente, é raramente factivel em humanos devido aos pequenos espécimes
obtidos através das bidpsias percutdneas. Segundo, mitose é um processo muito curto,
ocupando apenas uma hora das 24 horas necessarias para se processar o ciclo celular
completo. Considerando que a vida média de um hepatécito humano € de 300 dias, a chance
de haver mitoses no momento do estudo € muito limitada. E em terceiro, a mitose é um evento
regido dependente, com atividade maior ocorrendo na zona hepdtica um (espaco periportal) e
reduzindo gradativamente para as zonas dois e trés (ASSY & MINUK, 1997).

ANDIRAN et al. em 2000 utilizaram a contagem da média de mitoses apds contagem
de dez campos consecutivos de grande aumento corados pelo HE, e observaram concordancia
com demais resultados da literatura. Eles usaram apenas figuras mitdticas evidentes.
SELZNER & CLAVIEN, em 2000, também utilizaram a média da contagem das figuras de
mitose, por campo de grande aumento, corados pelo HE ao avaliarem a regeneracdo hepdtica
em ratos obesos. A contagem de figuras de mitose também foi utilizada para a avaliacdo da
regeneracdo hepdtica de cdes submetidos a hepatectomia parcial por CAMPOS (1984) e

ANDRIGUETTO (1982).

2.4.3 Métodos Imunoistoquimico

A maioria das técnicas imunoistoquimicas sdo baseadas no uso de anticorpos contra

moléculas endégenas como o Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA), o Ki-67 e a

DNA polimerase alfa, que sdo os métodos mais utilizados.
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O PCNA ¢ proteina auxiliar da DNA polimerase delta e seu peso molecular é de
36kD. Em células eucaridticas ele € essencial para a replicacio do DNA. Sua expressdo é
ciclo celular dependente e comeca a ser detectado ao final da fase G1. Seu pico ocorre na fase

S (THEOCHARIS, AGAPITOS, MARGELI, GOUTAS, KITTAS & DAVARIS, 1997).

As técnicas de imunoistoquimica sdo largamente utilizadas para demonstrar PCNA
nos hepatdcitos. Os espécimes de figado sdo incubados com anticorpo anti-PCNA monoclonal
primério. Em seguida, sdo titulados com um segundo anticorpo. Estreptovidina conjugada
com hidrogénio peroxidase € aplicada e as células com PCNA positivo coram os nticleos com
coloracdo marrom-avermelhada. As dreas de tecido sdo avaliadas em aumento de 400 vezes
no microscopio 6tico e sdo contados, randomicamente, cinco a dez campos, aproximadamente
1000 células por seccao. Nucleos fortemente corados sdao considerados em fase G1 ou G2 do

ciclo celular (ASSY & MINUK, 1997).

O PCNA tem como vantagens a boa correlacdo com outros marcadores de proliferagdo
celular, bem como pode ser usado em material de arquivo, possibilitando estudos
retrospectivos. As desvantagens do PCNA incluem a grande variedade de células
intralobulares, levando a super ou sub-estimativas, dependendo da zona avaliada; alteracdo da
intensidade da colorag¢do quando a lamina € exposta ao calor e a falta de consenso sobre o que
considerar positivo, qualquer nicleo corado ou somente aqueles com coloragdo mais intensa

(ASSY & MINUK, 1997).

Em 1994, THEOCHARIS, SKOPELITOU, MARGELI, PAVLAKI & KITTAS
compararam a expressio do PCNA a incorporagdo de timedina triciada e atividade da
timedinaquinase apds hepatectomia parcial em ratos. Os autores encontraram estreita relacio
entre a incorporacdo da timedina e a expressdo do PCNA, sugerindo que o PCNA poderia ser

usado, com seguranca, como marcado de regeneracdo hepatica.

Em 1998, ASSY, GONG, PETTIGREW, PASHNIAK & MINUK publicaram estudo
comparando as vdrias apresentagdes do PCNA & incorporacdo da timedina triciada - método
classico de avaliacdo da regeneracdo hepdtica. Eles realizaram hepatectomia a 70% em ratos e
os resultados foram avaliados em 12, 24, 36 e 48 horas. Eles concluiram que a avaliagdo do
PCNA por imunoistoquimica tem resultados semelhantes aos encontrados com timedina

triciada, com o pico em 24 - 36 horas.
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Dois estudos avaliando a regenerag@o hepatica em figados patolégicos encontraram
correlacdo entre o resultado da coloragdo do PCNA quando comparado com a incorporacio de

BrdU (ANDIRAN et al., 2000; SELZNER & CLAVIEN, 2000).

CORBIN, BUIST, VOLOTOVSKYY, PEELING, ZHANG & MINUK em 2002
comparam alguns métodos de avaliacdo do figado apds hepatectomia parcial em ratos. O
estudo consistiu em grupos com vdrios graus de hepatectomia parcial e um grupo controle
submetido apenas a laparotomia. Os pardmetros avaliados foram a incorporagdo de timedina
triciada, a determinagdo do PCNA, a dosagem de bilirrubinas e realizacdo da espectroscopia
por ressonancia nuclear magnética com fésforo-31 (Pi-31) in vivo. Eles mostraram que, 48
horas ap6s a operagdo, os ratos do grupo hepatectomia a 70% apresentavam redugdo na
producdo de ATP/Pi, enquanto os ratos do grupo controle permaneciam com nivel basal. O
estudo do ATP/Pi seguiu padrio semelhante quando comparado aos marcadores de
regeneracdo hepética. Enquanto os niveis de timedina triciada e PCNA estavam aumentados
em 24 horas, houve reducio da relagdo ATP/Pi, ndo pela diminuicdo do ATP, mas sim pelo

aumento do fosforo intracelular.

2.5. ESTEATOSE HEPATICA

A esteatose hepdtica € problema comum encontrado na prética clinica. Resulta de
grande variedade de etiologias, entre elas obesidade, diabete melito, intoxicacdo por dlcool e
algumas desordens metabdlicas. A esteatose hepatica também € frequentemente encontrada na
insuficiéncia hepatica, devido a capacidade hepdtica de sintese de lipoproteinas de muito
baixa densidade (VLDL) ser limitada e a lip6lise extra-hepdtica estar ativada por atuacio dos
hormdnios catabdlicos. A esteatose hepdtica por si s, parece ndo exercer efeito deletério na
funcdo hepdtica. Este quadro pode ser revertido na corre¢do da anormalidade primadria,
hepatica ou ndo (BELLENTANI, BEDOGNI, MIGLIOLI & TIRIBELLI, 2004; CAMPOS,
MATIAS & COELHO, 2002).

A mortalidade apds ressecgdes hepdticas em figado com esteatose moderada (30% -
60%) supera o indice de 10%, ao passo que ndo chega a 2% em pacientes com figado ndo
esteatético (SELZNER & CLAVIEN, 2000; HUSSEIN, SZVALB, VAN DEN AKKER-
BERMAN & ASSY, 2002; RAO, PAPREDDY, ABECASSIS & HASHIMOTO, 2001). A

infiltragdo gordurosa moderada a grave do 6rgdo tem sido implicada na origem da faléncia
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priméria do enxerto, e a maioria dos centros de transplante nédo utiliza esse tipo de drgdo
(SELZNER & CLAVIEN, 2000; VIANNA, 2005).

Ap6s hepatectomia parcial algum grau de esteatose pode ser detectada nos exames
histologicos. O mecanismo que regula o desenvolvimento e a resolugdo da esteatose apds
hepatectomia ainda ndo estd completamente elucidado.

Em 2000, SELZNER & CLAVIEN estudaram o indice de regeneracdo hepatica em
ratos obesos com importante esteatose hepdtica. E concluiram que os ratos com figado
esteatdtico tiveram a regeneracdo hepdtica afetada negativamente ao ser avaliada pelo PCNA,
indice mitético, incorporagdo da BrdU e porcentagem de regeneragdo pelo peso do figado. Os
ratos obesos tiveram pico do indice mitdtico apenas no quarto dia de pds-operatdrio e também
0 aumento da mortalidade pés-operatoéria.

RAO et al., 2001 estudaram a regeneragdo hepdtica em ratos apds hepatectomia
parcial. O estudo era composto por dois grupos, um controle e o outro com esteatose hepdtica
e esteatohepatite induzida por dieta deficiente em colina. Os autores ndo encontraram
diferenca na regeneragéo hepdatica entre os dois grupos mediante o indice mitético.

PICARD, LAMBOTTE, STARKEL, SEMPOUX, SALIEZ, BERGE & HORSMANS,
2002 estudaram o efeito da esteatose hepdtica na regeneracdo hepdtica 24 horas apés a
operacdo. Foram avaliados trés tipos de esteatose hepdtica, ratos obesos, ratos alimentados
com 4cido ordtico e ratos alimentados com dieta deficiente em colina e pobre em metionina.
Este estudo concluiu que a esteatose por si s6 ndo parece alterar a capacidade de regeneracio
hepética em ratos apds hepatectomia parcial.

SHTEYER, LIAO, MUGLIA, HRUZ & RUDNICK, em 2004, induziram esteatose
hepética em camundongos através de dieta deficiente em leptina. O estudo demonstrou que
mesmo os ratos com dieta padrido apresentam aumento da adiposidade hepdtica 12 a 24 horas
ap6s a hepatectomia parcial. Porém quando eles bloquearam a adipogénese com a
suplementag@o com leptina observaram que a regeneracdo hepdtica também foi afetada o que
sugere que a adipogénese precoce apds hepatectomia auxilia, de alguma maneira, na iniciacdo

da regeneracdo hepatica.



31

MATERIAL E METODO




31

3. MATERIAL E METODO

Este estudo faz parte da linha de pesquisa em transplante de 6rgdos e tecidos do
Programa de Po6s-Graduagdo em Clinica Cirtirgica da Universidade Federal do Parand
(UFPR). Foi realizado de acordo com as normas de pesquisa animal dispostas na legislacdo
nacional, obedeceu aos Principios Eticos na Experimentacio Animal postulados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA).

Sua normatizacdo seguiu as recomendacdes do Sistema de Bibliotecas (SIBI) da
Universidade Federal do Parand (UFPR) estabelecidas nas Normas para Apresentacdo de

Documentos Cientificos (2001).

3.1 MATERIAL

3.1.1 Animais

Foram utilizados 30 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos, com peso

médio de 235,19 + 12,88g, oriundos do biotério de criacdo da UFPR, Curitiba-PR.

3.1.2 Ragéo padrio

Os ratos do grupo controle receberam ragdo peletizada Nuvilab-CR1® (Nuvital -
Curitiba/PR) com composicio bdsica demonstrada no QUADRO 07.

A mesma ragdo foi utilizada no periodo de realimentagio do grupo renutrido.

3.1.3 Dieta aprotéica

Os ratos do grupo desnutrigdo e do grupo renutricdo, na fase de desnutricio,
receberam racdo confeccionada artesanalmente conforme a composicio descrita no QUADRO
08.

A dieta aprotéica utilizada foi descrita por MCGOWAN, ATRYZEK & FAUSTO em
1979 e utilizada por WAITZBERG, LIMA-GONCALVES, BEVILACQUA, COLOGNI,
ROCHA & GOFFI (1989). E baseada em teor préximo ao zero de proteinas, e as calorias sdo

fornecidas quase que exclusivamente pelos carboidratos (90% das calorias totais).



QUADRO 07: COMPOSICAO DA RACAO UTILIZADA PARA ALIMENTAR OS
ANIMAIS

COMPOSICAO BASICA DO PRODUTO

Carbonato de célcio, farelo de milho, farelo de soja, farelo de trigo, fosfato bicalcico,

cloreto de sddio, premix mineral vitaminico, aminodcidos (DL-metionina e lisina).

Carboidratos 48 %
Proteina bruta 22 %
Calcio 1.4 %
Fosforo 0.8 %
Extrato etéreo 4 %
Material mineral 10 %
Matéria fibrosa 8 %
Valor calérico total (VCT) 4,5 Kcal/g

Vitaminas: A, D, E, K, B1, B2, B6, B12, niacina, acido pantoténico, acido f6lico,

biotina e colina.

Micro elementos: ferro, zinco, cobre, iodo, manganés, selénio e cobalto.

QUADRO 08: COMPOSICAO DA RACAO APROTEICA UTILIZADA PARA

DESNUTRICAO DOS RATOS
COMPOSICAO DO PRODUTO
Amido de milho 90 %
Proteina bruta / celulose 0,6 %
Lipideos/6leo vegetal 0,2 %
Valor calérico total (VCT) 4,61Kcal/g

Vitaminas: A, B1, B2, B6, B12, C, D3, E, K, niacina, 4cido pantoténico, dcido félico

e biotina.

Micro elementos: célcio, cloro, cobre, estanho, ferro, fésforo, iodo, magnésio,

manganés, potdssio, selénio, zinco entre outros.
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3.2 METODO
3.2.1 Consideracdes ambientais

O experimento foi realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental do Programa de
P6s-Graduagdo em Clinica Cirdrgica da UFPR. As condi¢des ambientais foram controladas
eletronicamente (Cronomat ®, Mallory do Brasil, Sdo Paulo-SP), sendo mantida temperatura
de 22 + 1°C e ciclo claro-escuro de 12 horas.

Os animais foram identificados e mantidos em caixas de pldstico com tampa de aco
inoxidéavel, contendo no maximo quatro animais por caixa (FIGURA 02). Durante o periodo
de aclimacdo de cinco dias antes do inicio do experimento os ratos receberam 4gua potavel e

racdo ad libitum.
3.2.2 Grupos de Estudo

Ap6s o periodo de aclimacdo de cinco dias os animais foram pesados e divididos de
forma aleatéria em trés grupos de acordo com o tipo de dieta que receberiam durante o
experimento: grupo controle (CTL), grupo desnutricdo (DNT) e grupo renutricdo (RNT) com

10 ratos cada.

FIGURA 02:  ANIMAIS DISPOSTOS EM SUAS GAIOLAS NO LABORATORIO DE
POS-GRADUACAO EM CIRURGIA DA UFPR.
(H = L1 | (I

i ¢ ,

Nota: caixas plasticas contendo animais dispostas na estante de aco.
Laboratério de Cirurgia Experimental da Pés-Graduagdo em Clinica
Cirdrgica da UFPR.
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3.2.3 Desenho do estudo

Os animais do grupo controle (CTL) receberam dieta padrio e agua, ad libitum, por 15
(quinze) dias no periodo pré-operatério e a mesma dieta foi mantida durante a fase pds-
operatdria.

Os animais do grupo desnutricdo (DNT) receberam dieta aprotéica e agua, ad libitum,
por 15 (quinze) dias, sendo mantida a mesma dieta durante a fase pds-operatoria.

Os animais do grupo renutricio (RNT) receberam dieta aprotéica e dgua, ad libitum,
por 15 (quinze) dias e foram realimentados com ragao padrao e dgua, ad libitum, por sete dias
antes da operacdo. Foram mantidos com a ragcdo padrio no periodo pds-operatorio.

A morte dos animais foi realizada com 24 horas de p6s-operatorio.

Adotou-se terminologia padronizada para designar os diferentes periodos do estudo e
facilitar a interpretagdo dos resultados: fase de desnutricio (D); pré-operatério (PRE-OP);
pos-operatério (POS-OP); dia final da desnutricio (D 15), fase de realimentagdo (R), dia da
operacdo (CX) e 24 horas pds-operatério (1 PO).

FIGURA 03:  DESENHO DO ESTUDO

CTL \\
m '|
D-5 DO — CX 1 PO
DNT \
D-5 DO P CX 1 PO
RNT \\
m ) | |
D-5 Do D15 ., CX 1PO

LEGENDA: CTL = grupo controle; DNT = grupo desnutri¢do; RNT = grupo renutri¢do; A = periodo
de aclimatacdo; D = fase de desnutricdo; R = fase de realimentacdo; D-5 = dia do inicio da
aclimatacdo; DO = dia de inicio do experimento; D15 = dia final da desnutricdo; CX = dia da
operacdo; 1 PO = 24horas pds-operatdrio.
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3.2.4 Confeccio da dieta aprotéica

Neste estudo, a dieta foi confeccionada artesanalmente pela autora utilizando amido de
milho em p6 (UNILEVER BESTFOODS BRASIL - LTDA), 6leo vegetal e complexo
polivitaminico comercial (CENTRUM ® - Laboratérios Wyeth-Whitehall Ltda). Foi utilizado
um comprimido de complexo polivitaminico para cada 100g de amido de milho em p6 e 10ml
de 6leo vegetal (FIGURA 04). O produto em p6 foi misturado com 4gua e dleo até atingir
consisténcia pastosa, com a qual foi possivel simular os “pelets” da ragdo convencional
(FIGURA 05). Posteriormente os “pelets” foram levados ao forno convencional, em fogo
médio (200° C) até adquirirem consisténcia firme crocante, semelhante a ragdo padrdo
(FIGURA 06). Ap6s resfriados em temperatura ambiente foram oferecidos aos animais ad

libitum.

FIGURA 04: COMPONENTES DA DIETA APROTEICA

Nota: amido de milho, complexo polivitaminico, 4gua e ao fundo: 6leo vegetal.



FIGURA 05: PELETS DA DIETA APOTEICA ANTES DE SEREM
LEVADOS AO FORNO

Nota: ao fundo vasilhame com massa
para pelets e no plano anterior pelets
antes de irem ao forno.

FIGURA 06: PELETS DA DIETA APROTEICA PRONTOS.

Nota: pelets prontos ao sair do forno.
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3.2.5 Controle de peso

O controle de peso dos animais foi realizado no inicio do experimento (apds a
aclimagdo), semanalmente na fase de desnutricdo e realimentagdo e nos dias da operacgio e no
primeiro dia pés-operatério. Utilizou-se balanga eletronica (AM 5500® Marte, Sdo Paulo, SP)
para a afericdo e a unidade utilizada foi o grama (g). As medidas serviram para avaliacdo

nutricional.

3.2.6 Morbi-mortalidade

Durante o estudo, todos os eventos de morbi-mortalidade foram documentados, e esses

animais foram excluidos do estudo.

3.2.77 Ato operatdrio

A equipe cirdrgica foi composta por uma dnica cirurgid (autora) e um auxiliar que deu
suporte para as reavaliacdes e ajustes anestésicos. O animal foi submetido a anestesia
inalatéria com éter etilico e posteriormente fixado & mesa cirtirgica em decubito dorsal, com
elasticos de latex, colocando os quatro membros em extensdo para expor o campo operatorio.
Em seguida, realizou-se degermacdo com polivinilpirrolidona-iodo (PVP-I) e tricotomia da
regido abdominal média. Foi utilizada laparotomia mediana de cerca de 4 cm de comprimento
para dar acesso a cavidade abdominal, como mostra a FIGURA 07.

Ap6s realizagdo do inventdrio da cavidade, localizou-se o figado e em seguida fez-se
ressec¢do do ligamento hepdtico. Seguiu-se a ligadura do pediculo vascular para os lobos
mediano e lateral esquerdo com fio de algoddo 4-0 e posterior ressec¢do em bloco dos
mesmos, resultando em hepatectomia parcial de aproximadamente 70%, conforme descrito
por HIGGINS& ANDERSSON (1931) (FIGURA 08).

A hemostasia foi cuidadosamente averiguada e entdo se realizou a sintese cirtirgica da
parede abdominal com fio de nylon 4-0 (Shalon, Sdo Luis de Montes Belo, GO) em dois

planos de sutura continua (peritoneo-musculo-aponeurdtico e cutaneo).



FIGURA 07:  INICIO DO ATO OPERATORIO

NOTA: Apés laparotomia mediana e inventdrio da cavidade, realizada sec¢do
do ligamento hepato-diafragmatico (A) e exposi¢do dos lobos a serem
ressecados (B).

FIGURA 08: REALIZACAO DA HEPATECTOMIA A 70%

NOTA: Passos da hepatectomia a 70%: A. ligadura do pediculo vascular para os lobos;
B. final da ligadura do pediculo vascular para os lobos; C. seccdo do parénquima apds
ligadura; D. aspecto final evidenciando coto + lobos remanescentes.
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FIGURA 09: _ LOBOS HEPATICOS RESSECADOS

3.2.8 Pos-operatdrio

A recuperagdo anestésica completa ocorreu dentro de sua prépria gaiola aquecida com
luz elétrica, em ar ambiente. O fornecimento de dgua e racdo foi normalizado com duas horas
de p6s-operatorio.

Os animais receberam dipirona em gotas, diluida na 4dgua, como analgesia poés-
operatéria na dose Smg/ml, no pds-operatério imediato e durante o primeiro dia de pés-

operatorio.

3.2.9 Morte dos animais

No primeiro dia pds-operatdrio os animais foram mortos com dose letal de éter etilico
em sistema fechado de campanula de vidro. (FIGURA 10). Imediatamente apds constatacdo
do 6bito, cada rato foi submetido a laparotomia mediana com inspecao cuidadosa da cavidade.

O figado remanescente foi localizado e cuidadosamente ressecado. Em seguida foi

armazenado em frasco com formol tamponado a 10% para estudo anatomopatoldgico.
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FIGURA 10: MORTE DOS ANIMAIS

Nota: rato na campanula apds inalacio de dose letal de éter

3.2.10. Histologia

As amostras do tecido hepético foram submetidas a processos de desidratacdo e
diafanizacdo e posteriormente foram emblocadas em parafina. Para preparacdo das laminas
foram feitos dois cortes seqiienciais com micrétomo (5 pm de espessura). Foram produzidas
duas laminas para cada espécime retirado, que foram coradas com Hematoxilina-Eosina (HE)
e Antigeno Nuclear de Proliferacio Celular (PCNA). Na seqii€ncia os cortes foram
desidratados e montados com bdalsamo e laminulas de vidro Todas as laminas foram

analisadas, pelo mesmo patologista, sem a identificacdo de grupos ou dos animais.

Os cortes histolégicos corados com HE foram estudados em microscopio da marca
Olympus ® sob fonte de luz, com aumento de quatro, 20 e 40 vezes e as imagens foram
captados por cAdmera Sony ® CCR Iris, sendo enviadas ao monitor Sony ® Trinitron colorido
e digitalizadas no Laboratério de Anatomia Patolégica do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parand. A calibragem do sistema foi baseada na densidade 6tica dos
pontos de resolucdo (pixels) que formam a imagem. Todas as laminas foram avaliadas sob as

mesmas condi¢des de regulagem e pelo mesmo observador.

A coloragdo de HE foi utilizada para andlise da contagem das figuras de mitose e

determinacdo do grau de esteatose.
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A contagem de mitoses foi utilizada com o objetivo de quantificar a replicacdo celular
para isso, contou-se o nimero de mitoses por campo de grande aumento (40 vezes), num total
de vinte campos, conforme utilizado por muitos autores (ANDRIGUETTO, 1982; CAMPOS,
1984; ASSY & MINUK, 1997; THEOCHARIS et al, 1997; BIONDO-SIMOES et al, 2000a;
BIONDO-SIMOES et al, 2000b; RAO et al, 2001; MELO et al, 2003), como demonstrado na
FIGURA 11.

FIGURA 11:  FOTOMICROGRAFIA EVIDENCIANDO FIGURAS DE MITOSE EM
CORTE HISTOLOGICO CORADO COM HEMATOXILINA / EOSINA

NOTA: mitoses evidenciadas em campo de grande aumento (setas)

O grau de esteatose foi avaliado através da visualizacdo panordmica da lamina
(aumento de quatro vezes), e sua quantificacdo expressa em percentagem (PICARD et al,
2002; SPANNBAUER, OLESZCZUK, TANNAPFEL, BLUHER, PIETSCH, HENGSTLER,
DONAUBAUER, MADAJ-STERBA, FURLL, SCHUHMACHER, THIERY, HAUSS &
SCHON, 2005; MITTENDORFER, JESCHKE, WOLF & SIDOSSIS, 1998; SHTEYER,
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LIAO, MUGLIA, HRUZ & RUDNICK, 2004). Utilizou-se a classificagdo descrita por
MAZZA, BERTEVELLO, TORRINHAS, NONOGAKI, ALVES, ROGRIGUES &
WAITZBERG (2003) e pode ser vista no QUADRO 09.

QUADRO 09: CLASSIFICACAO DO GRAU DE
ESTEATOSE (%)

Nivel Porcentagem de acometimento da lamina

Nivel 0 Ausente

Nivel 1 1-25%

Nivel 2 25 - 50%
Nivel 3 50 -75%
Nivel 4 Acima de 75%

FIGURA 12  FOTOMICROGRAFIA EVIDENCIANDO ESTEATOSE - CORTE
HISTOLOGICO CORADO COM HE
= (™ A ] _' . o .':_:‘ . ;

NOTA: esteatose em aumento de 20 vezes — grupo DNT
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Para o estudo imunoistoquimico do PCNA utilizou-se a técnica descrita por HSU
(1981). Foram utilizadas laminas silanizadas para se evitar o descolamento dos cortes
histologicos durante a coloracdo. Os cortes foram submetidos a desparinizacdo e hidratagdo,
sendo entdo imersos em tampao citrato, pH 6,0, para recuperagio antigénica em banho-maria
a 98°C por 20 minutos; foram novamente colocados em solu¢do tamponada de citrato.
Aplicado o sistema de bloqueio da biotina e na seqiiéncia foram aplicados os anticorpos
primdrios anti-PCNA (Monoclonal, Cédigo 0879, DakoCytomation — Capinteria, EUA)
incubados por 30 minutos & temperatura ambiente e aplicado a solug¢do de unido que contém
os anticorpos secunddrios. Posteriormente retirou-se o excesso da solucdo de cada lamina
adicionou-se o conjugado peroxidase-estreptavidina. A contracolora¢do foi feita com fast

green com adi¢do de sulfato ctprico.

A avaliacdo do PCNA, utilizada para determinacdo da atividade nuclear, foi realizada
contando-se as células positivamente coradas pelo anticorpo monoclonal anti PCNA em vinte
campos de grande aumento (objetiva 40x), correspondendo a drea de 17839,38 micromeros
quadrados. Somente hepatdcitos com aparéncia tipica foram contadas. A positividade da
coloracdo imunoistoquimica foi identificada nas dreas de pigmentacdo acastanhada. Controles
positivos e negativos foram utilizados (ASSY & MINUK, 1997; TOLENTINO, FEREZ,
OLIVEIRA, RAMALHO, RAMALHO, ZUCOLOTO & CASTRO e SILVA JR, 2003; ASSY
et al, 1998; GAGLIO, LIU, DASH, CHENG, DUNNE, RATTERRREE, BASKIN,
BLANCHARD, BOHM JR, THEISE & LaBRECQUE, 2002) (FIGURA 13).

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Procedeu-se ao tratamento estatistico conforme a natureza dos dados dos grupos CTL,
DNT e RNT. Observou-se o pré-requisito da distribuicio normal (Gaussiana) das varidveis
para a escolha do teste estatistico, com os todos os resultados expressos como média + erro-
padrdo. Em todos os testes estatisticos, o nivel de significncia adotado foi p<0,05.

Na andlise ndo-paramétrica foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis apenas para as
comparagdes do peso dos ratos no grupo RNT entre os dias CX e 1 PO. Para as demais

comparagdes foi utilizada a andlise paramétrica com o teste t de Student.



FIGURA 13:
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FOTOMICROGRAFIA EVIDENCIANDO CORTE HISTOLOGICO
CORADO PELO PCNA

NOTA: campo de grande aumento (40x); na seta nicleo
corado pelo PCNA.
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4. RESULTADOS

4.1 MORTALIDADE

Dos 30 ratos do inicio da pesquisa, apenas dois foram a 6bito antes que completassem
todas as fases do estudo, e foram excluidos da andlise histoldgica. A taxa de mortalidade total
foi de 6,7% e ocorreram em dois grupos: CTL e DNT. Néo houve diferenca significativa de
mortalidade entre estes dois grupos. Nao houve mortalidade no grupo RNT. Os dbitos foram

relacionados a complicagdes anestésicas durante o ato operatério.

4.2 MORBIDADE

Nao foram constatadas complicagdes relacionadas ao ato operatério nos grupos

estudados.

4.3 PESO DOS ANIMAIS

O peso dos animais variou conforme o grupo e a fase do estudo (GRAFICO 02) e as
alteracdes foram analisadas dentro de cada um dos trés grupos e entre os mesmos. Os dados
foram comparados levando em conta os momentos mais criticos dessas variacdes: DO
(primeiro dia do experimento); D 15 (peso ao final da desnutricdo dos grupos DNT e RNT e
dia da operagdo nos grupos CTL e DNT); D 21 (peso ao final do periodo de realimentacdo e

dia da operag@o do grupo RNT); 1 PO (peso no primeiro dia pds-operatorio).
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GRAFICO 02: COMPARACAO DAS MEDIAS DOS PESOS (g) DOS RATOS DOS
GRUPOS CTL, DNT E RNT, NOS DIAS 0; DIA 15; CX E SX.

PESOS DOS ANIMAIS

270

250 ~

230 +

—e—CTL
—fi— DNT
RNT

210 +

gramas

190

170 ~

150

DO D7 D15 1 PO D21 1 PO

Nota: Valores expressos em gramas (g) , Média + Erro Padrao
* CTL: 234,0743,6; DNT: 238,33+4,46 e RNT: 233,15%4,39 (p>0.05);

# CTL: 260,20£6,10; DNT: 198,48+6,09 ¢ RNT: 196,52+6,09
(CTL vs. DNT: p=0,0001 e CTL vs. RNT: p = 0,0044);

A diferenca de peso entre o grupo CTL e os grupos DNT e RNT foi de 25% ao final
do periodo de desnutri¢do. Apds a renutri¢do diferenga entre o grupo CTL e o grupo RNT foi
de apenas 12,7%.

Na andlise intragrupo, o grupo CTL obteve ganho ponderal médio de 11,12% durante
a fase inicial, sendo que durante esse periodo o aumento atingiu diferenga significativa. No
periodo entre o dia da cirurgia e o primeiro pés-operatério, houve pequena perda ponderal,
que ndo apresentou diferenca estatistica, como demonstrado no GRAFICO 03.

O grupo DNT teve perda de peso de 16,72% durante a fase de desnutri¢do, sendo esta
diferenca significativamente estatistica. No periodo entre o dia da cirurgia e o primeiro pés-
operatério, houve pequena variagdo do peso, que ndo representou diferenca estatistica

(GRAFICO 03).

No grupo RNT (GRAFICO 03) observou-se perda de peso de 15,71% durante a fase

de desnutricdo e ganho ponderal de 15,47% durante a fase de realimentacdo.
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GRAFICO 03: COMPARACAO DAS MEDIAS DOS PESOS (g) NOS GRUPOS CTL,
DNT E RNT ENTRE OS DIAS 0, 15, 21 ¢ 1 PO.

PESOS DOS ANIMAIS
270 - #G
250 T *
# EDO
. 230 - ¢ ED7
g 210 - oD 15
S
* 190 - mD 21
B 1 PO
170 -
150 -
CTL DNT
Grupos

Nota: Valores expressos em gramas (g) , Média * Erro Padréo
* Dia 0: CTL: 234,07£3,6; DNT: 238,33+4,46 e RNT: 233,15+4,39 (p>0.05);
# Dia 15: CTL: 260,20+6,10; DNT: 198,48+6,09 ¢ RNT: 196,5246,09 (CTL vs. DNT: p=
0,0001 e CTL vs. RNT: p = 0,0044);
€ CX (dia da operagdo): CTL: 260,20+6,10; DNT: 198,48+6,09 e RNT: 226,92+3,25 (CTL vs.
DNT: p=0,001; CTL vs. RNT: p=0,004 e DNT vs. RNT: p=0,002)

4.4 VARIAVEIS HISTOLOGICAS
4.4.1 Contagem do Numero de Figuras de Mitose

A diferenca do ndmero de mitoses entre os grupos CTL; DNT e RNT estd
demonstrada no GRAFICO 04. Nio houve diferenca estatistica na andlise intergrupos
(p>0,05) Um animal do grupo DNT apresentou sofrimento celular, e pequena quantidade de

figuras de mitose foram identificadas. (FIGURA 14)
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GRAFICO 04: CONTAGEM DO NUMERO DE FIGURAS DE MITOSE / HE NOS
GRUPOS CTL, DNT E RNT.

FIGURAS DE MITOSE HE

B CTL
@ DNT
B RNT

L
W
I

O,

Nota: Valores expressos médias de figuras de mitose (n), Média * Erro Padréo

* CTL vs. DNT: p= 0,20; # CTL vs. RNT: p= 0,36; { DNT vs. RNT: p=0,56.

FIGURA 14: EXEMPLO DE SOFRIMENTO DE PARENQUIMA — GRUPO DNT

Nota: fotomicrografia demonstrando grande drea de sofrimento tecidual e auséncia de
mitoses. (aumento 20x) Grupo DNT — animal 4
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4.4.2 Avaliacdo dos nicleos corados pelo PCNA

A diferenga da média dos nimeros de nucleos corados pelo PCNA, considerados

como PCNA positivo, entre os grupos CTL, DNT e RNT estd demonstrada no GRAFICO 05.

GRAFICO 05: COMPARACAO DAS MEDIAS DOS NUMEROS DE NUCLEOS
CORADOS PELO PCNA ENTRE OS GRUPOS CTL; DNT E RNT.

AVALIACAO DO PCNA

25
20 -

15 B CTL

@ DNT

10 @ RNT
5 4
0 ,

Nota: Valores expressos médias de nucleos corados pelo PCNA (n), Média + Erro Padrdo

* CTL vs. DNT: p= 0,10; # CTL vs. RNT: p= 0,0003; { DNT vs. RNT: p= 0,04

4.4.3 Avaliacdo do Grau de Esteatose

As médias de area ocupada por esteatose nos trés grupos estdo demonstradas nas
FIGURAS 15, 16 e 17, valores expressos em média t erro padrdo. Pode-se constatar aumento
significativo da esteatose no grupo DNT (p<0,001). Os grupos CTL e RNT apresentaram

esteatose nivel I e tenha havido diferenca estatistica entre os dois resultados (p=0,31).



FIGURA 15:  ESTEATOSE NIVEL I- GRUPO CTL

NOTA: fotomicrografia de ldmina corada pelo HE, aumento 4x, demonstrando

esteatose nivel I; que correspondeu a 4rea ocupada por 8,33% =+ 2,63 (M*EP) da
lamina.

FIGURA 16: EXEMPLO DE ESTEATOSE NIVEL IV - GRUPO DNT

NOTA: fotomicrografia de ldmina corada pelo HE, aumento 4x, demonstrando

esteatose nivel IV; que correspondeu a drea ocupada por 79,44% £ 5,43(MtEP) da
lamina.
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FIGURA 17:  EXEMPLO DE ESTEATOSE NIVEL I - GRUPO RNT

NOTA: fotomicrografia de lamina corada pelo HE, aumento 4x, demonstrando
esteatose nivel I; que obteve a drea ocupada 12,50% + 2,91(M=*EP) da lamina.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliado o efeito da desnutri¢do protéica na regeneracdo hepatica em

ratos apds hepatectomia parcial

5.1 TRANSPLANTE HEPATICO

Disfung¢des hepéticas de vérias etiologias podem progredir para insuficiéncia hepética
ndo responsiva a terapia convencional e sdo indicacdes de transplante hepético. O transplante
hepético ortotdpico € aceito como terapia definitiva para grande variedade dessas doencas. No
Brasil, em 2003, foram realizados 792 procedimentos em 54 centros de transplantes de figado
(VIANNA, 2005).

A escassez de doadores e a dificuldade em encontrar doadores para criancas com
faléncia hepdtica terminal induziu o aparecimento de técnicas que utilizam segmentos do
figado adulto. Sdo elas a biparticdo hepatica (split-liver) e o transplante com doador vivo
(VIANNA & NERY, 2001).

Considerando-se que as duas técnicas acima utilizam apenas parte do figado, pode-se
inferir que nestes casos o processo de regeneracdo hepdtica é parte essencial para sucesso
terapéutico, para restituicdo da massa hepética ressecada no doador como no receptor.

O estagio final da doenga hepdtica cronica predispde os pacientes a graus progressivos
de desnutricdo, que podem levar a elevada morbi-mortalidade cirdrgica. As alteracdes
metabdlicas que acompanham a cirrose terminal freqiientemente levam a desnutricdo.
Associado a isso, o transplante hepdtico causa importante trauma fisico e necessita aplicacio
de drogas imunossupressoras, que cursam com efeitos colaterais associados, como a
dificuldade de aporte alimentar, menor absor¢do digestiva e distirbios do metabolismo
intermediario e, ainda, com o aumento das necessidades energéticas. (SILVA &
WAITZBERG, 2004) Todos estes fatores associados conduzem a piora do estado nutricional.

Ja foi observado clinicamente que quando € transplantado um figado pequeno-para-o-
tamanho (small-for-size) do receptor, ocorre rdpido aumento do tamanho do 6rgdo e ele atinge
tamanho semelhante ao normal para o receptor em aproximadamente duas semana
(FRANCAVILLA et al., 1988).

YAMANAKA, OKAMOTO, KAWAMURA, KATO, ORIYAMA, FUJIMOTO,
FURUKAWA, TANAKA, TOMODA & TANAKA, em 1993, estudaram a regeneracio
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hepética em humanos através da tomografia computadorizada ap6s hepatectomia por diversos
motivos (hepatoma, metastases, doenca benigna). Concluiram que a regeneracao hepatica em
figados cirrdticos é mais lenta e incompleta. Aquele estudo mostrou que para 0 mesmo
volume de ressec¢do, figados normais regeneram duas vezes mais rapido no primeiro més,
quando comparado com figados cirrdticos, e geralmente recuperam seu peso original,
enquanto os cirrdticos ndo o fazem. Dosagens sistematicas dos niveis de horménios de
crescimento sérico e/ou hepdtico em humanos apds hepatectomia parcial ainda ndo foram
realizadas.

A terapia nutricional pré-transplante tem por objetivo melhorar ou manter o estado
nutricional e reduzir o peso de pacientes desnutridos, nutridos ou obesos, respectivamente. Ja
na fase aguda poés-transplante, o objetivo da terapia nutricional é promover a cicatrizacio
adequada, fornecer energia para a regeneracdao dos hepatdcitos, prevenir infec¢des e repor

estoques de nutrientes.

5.2 0 MODELO EXPERIMENTAL

5.2.1 Escolha dos animais

A dificuldade de avaliar clinicamente a regenerag@o hepatica obriga que a maioria dos
estudos seja realizada a partir de modelos experimentais. Boa parte deles, e esse estudo em
particular, utilizam murinos para testar suas hipéteses. O rato € animal resistente, docil, de
baixo custo, pritico em estudos experimentais, com boa resisténcia enddgena a peritonite, a
qual ndo influencia o processo de regeneragdo celular. Além disso, este animal possui regime
de alimentag¢do rudimentar, o que permite a introdug¢do de alteracdes dietéticas com certa
facilidade, bem como a andlise das varidveis desejadas de maneira simples e objetiva
(PULASKI, NOYES, EVANS & BRAME, 1954; PALMES & SPIEGEL, 2004). No entanto,
apesar desses aspectos favordveis, resultados dos estudos realizados em animais pequenos t€m
aplicagdo limitada para a espécie humana, porque ha diferencgas entre o tamanho e a anatomia
dos figados das duas espécies (PALMES & SPIEGEL, 2004).

Estudos envolvendo desnutrigdo de ratos revelam a alta taxa metabdlica basal por
unidade de peso desses animais, sendo que moderada deple¢do ponderal em rato adulto
representa injuria comparavel em gravidade a perda de peso em um humano recém-nascido.

Além disso, a tolerincia ao jejum também € muito menor no rato que no homem, pois curtos
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periodos de jejum (menor que uma semana) geralmente sdo letais somente para o primeiro
(GONCALVES, 2005; SCHMITZ, 2006). Infelizmente, os modelos animais de desnutricio
simulam apenas moderadamente a situacdo nos humanos. Isto porque os animais sdo
alimentados com dieta deficiente em nutrientes especificos, objetos de estudo, com
quantidade suficiente de todos os outros elementos. A dieta é oferecida de maneira
programada, os animais sdo mantidos em condicdes ideais, com ciclo claro-escuro, e
normalmente sdo protegidos das agressdes externas, como doencas infecciosas (KEUSCH,
2003).

No presente estudo, os ratos aceitaram bem as dietas ofertadas e sua conclusdo foi

possivel com baixa morbi-mortalidade, relacionada com os procedimentos anestésicos.

5.2.2 Morbi-mortalidade

Dois ratos morreram antes de completar o estudo, um no grupo CTL e outro no grupo
DNT. Ambos ocorreram durante no inicio do ato cirdrgico, devido a acidente anestésico.
Como ja discutido previamente, apesar da anestesia com éter ser a melhor escolha para avaliar
regeneracdo hepatica ela possui problemas com o ajuste da dose, propiciando a perda de
amostras. Outros estudos, que utilizaram éter como anestésico, também relatam perda de
amostras durante o ato anestésico, é o caso do estudo de BIONDO-SIMOES et al., em 2000,
onde trés animais morreram devido a anestesia.

Niao foram registradas complicacdes pds-operatérias neste estudo. PALMES & &
SPIEGEL (2004) apontam a baixa morbidade como sendo mais uma das vantagens do modelo
de hepatectomia parcial a 70% em ratos. COURT er al. (2002) descreveram morbi-

mortalidade praticamente nula, apds hepatectomia parcial em ratos.

5.2.3 Anestesia

A anestesia é estado de inconsciéncia induzida. Os tré€s componentes da anestesia sdo:
analgesia (alivio da dor), amnésia (perda da memdria) e imobilizacdo. As drogas usadas para
atingir a anestesia possuem efeitos varidveis sobre cada um destes campos. A anestesia
inalatéria € superior & maioria das formas injetdveis em termos de seguranga e eficicia e facil
de ajustar a profundidade anestésica. Os agentes sdo eliminados do sangue pela expiragdo,

diminuindo o risco de toxicidade droga-induzida. As desvantagens da anestesia inalatdria sdo
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os possiveis efeitos nocivos a equipe pesquisadora, principalmente com relagdo ao estoque e
manuseio dos agentes (FERREIRA, 2004).

O anestésico utilizado foi o éter etilico devido a sua praticidade e pelo fato de ndo
possuir potencial hepatotoxico, como gases halogenados, e ndo induzir o metabolismo de
drogas ao nivel do sistema microssomial hepatico como os barbittiricos (BERTELLI, 1993).
O uso de anestésicos por via intra peritoneal ndo foi possivel devido a necessidade de
manipulagdo do figado e de se manter os lobos remanescentes intactos.

Embora o éter seja o anestésico mais adequado para avaliagdo da funcdo hepdtica, a
dificil regulagdo da dose necessdria para a anestesia adequada causa ndo desprezivel perda de
amostras. No presente estudo, os dois Obitos foram relacionados com o procedimento

anestésico.

5.2.3 Hepatectomia parcial a 70%

Com o conhecimento atual, talvez o figado seja o 6rgdo cujo controle da proliferacdo
celular seja mais bem compreendido. Ndo obstante o enorme progresso, o universo da
regeneracdo hepatica permanece ainda com inimeros territérios obscuros, que com o tempo
serdo explorados e conquistados.

Experiéncias com animais de laboratério demonstraram que o figado intacto nédo é
muito sensivel a acdo dos agentes mitogénicos. Hepatdcitos in vivo, necessitam de estimulo
primdrio para iniciar o processo de replicacio. (FAUSTO, 2001; JIRTLE &
MICHALOPOULOS, 1982).

O estudo regeneracdo hepdtica ja foi realizado em cides (ANDRIGUETTO 1982;
CAMPOS 1984); suinos (BERTICELLI, 2005; KAHN, HICKMAN & TERBLANCHE,
1988), macacos (GAGLIO et al., 2002) e em humanos (NAKAGAMI, MORIMOTO, ITO,
ARIMA, YAMAMOTO, IKAI & YAMAOKA, 1998; MAETANI, ITOH, EGAWA,
SHIBATA, AMETANI, KUBO, KIUCHI, TANAKA & KONISHI, 2003; KAMEL, ERBAY,
WARMBRAND, KRUSKAL, POMFRET & RAPTOPOULOS, 2003). Porém, devido as
vantagens j& expostas, a grande maioria dos estudos ¢é realizada em ratos
(MICHALOPOULOS & DEFRANCES, 1997; JESUS, WAITZBERG & CAMPOS, 2000;
PALMES & SPIEGEL, 2004).

A técnica cirdrgica usada neste estudo baseou-se nos principios da hepatectomia

parcial a dois tercos descrita por HIGGINS & ANDERSON (1931). H4 grande variedade na
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traducdo do termo dois tercos na literatura, diversos autores usam denominagdes desde 65 até
70% de resseccdo do parénquima hepatico. Neste estudo convencionou-se caracteriza-la por
hepatectomia a 70%. Este modelo € muito utilizado por ser de facil reproducdo, bem tolerado
pelos ratos, ter morbi-mortalidade quase nula e se poder precisar exatamente o momento do
inicio do estimulo regenerativo (COURT et al., 2002). Além disso, tem a vantagem de induzir
0 processo regenerativo sem causar dano ao tecido hepatico remanescente. E diferente de
outros processos causados por agente hepatotéxicos ou virais, cancer ou cirrose, que estdo
associados a lesdes e inflamacdo tecidual que reduzem a capacidade regenerativa dos
hepatécitos (MICHALOPOULOS & DEFRANCES, 1997; TARLA et al., 2006).

Os modelos de regeneracio medicamentosos possuem grande variabilidade do
conteido gorduroso, do nimero de células inflamatdrias, da hipertrofia dos hepatdcitos e da
quantidade de coldgeno encontrada, o que torna a avaliacdo de seus resultados mais complexa
e menos confidvel (PALMES e SPIEGEL 2004).

Outra vantagem da hepatectomia parcial em ratos € que a anatomia deste animal € bem
descrita e uniforme, o que praticamente anula a possibilidade do operador ressecar porgdes
diferentes das descritas, conferindo grande acuricia ao método (PALMES & SPIEGEL,
2004).

Sabe-se, hoje, que a intensidade do processo de regeneracdo hepdtica estd diretamente
ligada a quantidade de parénquima ressecado. J4 foi descrito que ressec¢des de 30% ou menos
da massa hepdtica resultam em crescimento lento e desorganizado do figado remanescente.
Grandes ressec¢des envolvendo mais de 85% do tecido hepatico causam alta mortalidade e
regeneracdo deficiente (DELANY, JOHN, THE, LI, GLIEDMAN, STEINBERG &
LEVERSON, 1994; FAUSTO, 2000; PALMES & SPIEGEL, 2004).

Hé marcante similaridade entre os processos de regeneracao hepdtica entre os animais
de laboratério e os humanos. Logo, é razodvel que se pense que 0os mecanismos que regulam a
regeneracdo hepdtica também sejam similares, e que os conhecimentos adquiridos com os
estudos experimentais em ratos possam ser aplicados ao tratamento dos humanos (FAUSTO,
1986). Os estudos experimentais sobre regeneracdo hepatica apds hepatectomia parcial podem
ser aplicados clinicamente em pacientes apds ressec¢des hepdticas por céncer, trauma ou
transplante hepatico (FAUSTO 2001).

Existem duas importantes consideracdes neste processo. A primeira € que os lobos

ressecados durante a operagdo nio voltam, mas sim os lobos remanescentes se expandem até



57

atingir o peso do figado original. E segundo, o crescimento do figado remanescente acontece

mesmo apds diversas hepatectomias (FAUSTO, 2000).

5.2.4 Data da morte dos animais

JESUS, WAITZBERG & CAMPOS (2000) separaram os eventos desencadeados apds
hepatectomia parcial em dois periodos distintos: o periodo pré-replicativo (de 0-14 horas) e o
periodo replicativo (14-36 horas), caracterizando o processo de regeneracdo. Em estudos
prévios diversos autores confirmaram que o pico de mitoses ocorre entre 24-28 horas para
ratos apos hepatectomia parcial. Este dado coincide com o pico mdximo da sintese de DNA
nos hepatécitos detectado pela timedina triciada (PISTOI & MORELLO, 1996;
THEOCHARIS et al., 1997).

Considerando que a cinética da resposta proliferativa inicia-se pela sintese de DNA e
ocorre dentro de 12 a 16 horas apds a hepatectomia parcial com o pico maximo observado em
24 a 26 horas ap6s a cirurgia (JESUS, WAITZBERG & CAMPOS, 2000; COURT et al.,
2002; TARLA et al., 2006), optou-se por realizar a avaliagdo dos animais com 24 horas de

pos-operatdrio.

5.3 DESNUTRICAO

5.3.1 O Modelo de Desnutricao

Para realizar esse estudo foi necessdrio causar desnutricio em ratos previamente
eutrdficos, simulando situacdo clinica encontrada freqiientemente em pacientes hepatopatas
cronicos. Diversos métodos de desnutrigdo artificial s@o utilizados para esse propdsito.

Apesar de que a ingesta caldrica dos dois grupos pudesse ser controlada através do
pair-feeding (GONCALVES, 2005), esta técnica ndo foi usada por duas razdes. A primeira,
isto poderia restringir muito a ingesta de calorias pelos ratos dos grupos DNT e RNT, pois a
maioria das dietas hipoprotéicas acarreta redugdo da ingesta por por¢do dos animais
(SKULLMAN, IHLSE & LARSON, 1990; MEAD et al.,1986). E segundo, com apenas uma
pequena parte de alimento oferecido, os animais poderiam consumir toda a sua parte em

pequeno espago de tempo e permanecer o restante do tempo em jejum, esta alternancia entre
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jejum e realimentacdo poderia afetar a sintese de DNA (MCGOWAN, ATRUZEK &
FAUSTO, 1979).

A afericdo do déficit ponderal é um dos principais pardmetros para comprovar a
desnutricdo. O grupo CTL apresentou ganho de peso de 11,12% e ratos dos grupos DNT do
grupo RNT cursaram com déficit ponderal de 16,72% e 15,71% ao final de 15 dias.
Resultados semelhantes puderam ser encontrados quando analisamos estudos com o mesmo
método de desnutricio (SIIMES & DALLMAN, 1974; BLANCHARD et al., 1979;
WAITZBERG et al., 1989). Existem outros métodos de desnutricdo protéica que apresentam
resultados variados quanto a perda ponderal (MAZZA et al., 2003; CUNHA, FRIEDLER,
VAITSBERG, EGAMI & COSTA ROSA, 2003; SKULLMAN, IHLSE & LARSON, 1990).
Este fato se deve as diferentes concentragdes dos nutrientes nos diferentes métodos utilizados
(FAUSTO, 2001).

Neste estudo, assim como nos anteriores, o objetivo de desnutrir os ratos foi obtido. A
perda de peso dos grupos DNT e RNT somado ao ganho de peso do grupo controle mostrou a
eficacia deste método de desnutri¢do, pois a diferenga entre o peso encontrado e o estimado
chegou a 25% e as diferencas dos pesos ao final da fase D foram estatisticamente
significativas entre os grupos DNT e RNT em relacdo ao grupo CTL (p<0,01).

O mecanismo pelo qual a manipulacdo nutricional aumenta a expressdo de alguns
protooncogenes na regeneracdo hepatica ainda € desconhecido. O efeito pode ser
conseqiiéncia do estresse induzido pela mudanca nutricional ou especificamente induzido
pelas alteragdes nutricionais e as adaptacdes metabdlicas que ela proporciona. Adaptacdes
metabdlicas ocorrem imediatamente apds hepatectomia parcial causadas pelo aumento da
demanda funcional requerida pelo figado remanescente. Independente do método de
desnutricdo utilizado ocorre alteracio na regeneracdo hepatica apds hepatectomia parcial e a
manipulag@o nutricional favorece este processo (MEAD et al., 1996).

Os animais submetidos a dieta hipoprotéica conservam proteina através da reducdo da
degradacdo de proteinas. Este mecanismo parece ser importante componente para a resposta
regenerativa apdés hepatectomia parcial em ratos, tanto naqueles submetidos a dieta
hipoprotéica como a dieta padrio (MCGOWAN, ATRUZEK & FAUSTO, 1979).

SKULLMAN, THSE & LARSSON (1991) concluiram que o suporte energético néo €
o unico fator a influenciar a regeneracdo hepatica e que a sua reducdo ndo prejudica este

processo.
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Ap6s trés dias de dieta hipoprotéica, os hepatdcitos perdem aproximadamente um
terco do conteudo de proteinas. Apds hepatectomia parcial os ratos do grupo dieta
hipoprotéica falham em acumular proteina tdo rapidamente como fazem com o RNA

(MCGOWAN, ATRUZEK & FAUSTO, 1979).

5.3.2 Nutrigéo pré-operatéria

A utilizacdo da nutricdo perioperatdria dos ratos foi baseada em comprovagdes clinicas
e experimentais de que a mesma pode melhorar os resultados pds-operatérios em situagdes de
desnutricio (THE VETERANS AFFAIRS TOTAL PARENTERAL NUTRITION
COOPERATIVE STUDY GROUP, 1991; BOZZETTI, GAVAZZI, MICELI, ROSSI,
MARIANI, COZZAGLIO, BONFANTI & PIACENZA, 2000; BEATTIE, PRACH,
BAXTER & PENNINGTON, 2000; GONCALVES, 2005; PLAUTH, 2006).

No presente estudo, a renutri¢do foi capaz de reverter os resultados encontrados nos
ratos desnutridos. Entretanto, ndo foi suficiente para atingir os valores do grupo controle.
Resultados semelhantes foram encontrados por MCGOWAN, ATRYZEK & FAUSTO (1979)
mostraram que o inicio da realimentacdo reativava a regeneracio hepatica apds hepatectomia
parcial submetidos a um pequeno periodo de jejum.

BLANCHARD et al. (1979) encontraram resultados semelhantes aos do presente
estudo. Os autores relataram reducio do peso dos ratos com dieta aprotéica e recuperacio do
peso com realimentacdo, porém ndo o suficiente para alcancar o grupo controle.

Atualmente a uso de dieta imunomodulada teve suas aplicagdes ampliadas (BRAGA et
al., 2002), desta maneira, o uso de dieta imunomodulada poderia induzir melhora nos
resultados encontrados neste estudo.

Transpondo esses estudos para a prética clinica, MAIO, DICHI & BURINI (2000)
concluiram, apds revisdo da literatura, que intervencdes dietéticas podem melhorar o estado
nutricional em pacientes com doenga hepdtica cronica; reduzir as complicacdes, as

hospitalizagdes e seus custos e melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

5.3.3 Peso

Conforme demonstrado nos GRAFICOS 02 e 03, as principais alteragdes ponderais

ocorreram em periodos criticos: sete dias apds o inicio da desnutri¢do para os grupos DNT e
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RNT e sete dias ap6s o inicio da realimentacdo para o grupo RNT. Quando os pesos dos
grupos foram analisados em cortes transversais ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
DNT e RNT no D 15 (dia final da desnutricdo; p=0,81). Entretanto quando comparamos o
grupo RNT com os grupos DNT e CTL no dia CX (dia da operacdo) houve diferenca
estatisticamente significativa em ambos os casos (p=0,002 e p= 0,004; respectivamente), o
que mostra que com a realimentacdo o grupo RNT recuperou peso, mas ndo o suficiente para
atingir o grupo controle.

Estes resultados assemelham-se com o estudo publicado por BLANCHARD et al.
(1979), os quais encontraram que a perda de 32% do peso corporal e redugdo de 30% no nivel
de albumina sérica apds dieta hipoprotéica. Eles também demonstraram a recuperacdo do peso
e dos niveis de albumina sérica dos animais com sete dias de realimentagdo, sem, no entanto,

o grupo realimentado alcancar o grupo controle.

5.4. AVALIACAO DA REGENERACAO HEPATICA

Para se quantificar a regeneracdo hepatica, existem diversos métodos: andlise ponderal
do parénquima, indice ponderal (ANDRIGUETTO 1982; CAMPOS 1984); determinagdo do
ndmero de mitoses em fragmentos teciduais corados com hematoxilina-eosina, indice mitdtico
(ANDRIGUETTO 1982; CAMPOS 1984); imunoistoquimica, andlise volumétrica do
parénquima, indice volumétrico (BERTICELLI 2003); imunoistoquimica com dosagem de
PCNA (ASSY et al., 1998; THEOCHARIS et al., 1994).

Um método padrio ouro de avaliagdo da regeneracdo hepdtica ainda ndo foi
identificado. Cada método esta associado a varias vantagens e desvantagens, e ainda existe
muita discrepancia entre eles. Portanto, sempre que possivel, deve-se utilizar pelo menos dois
métodos diferentes para avaliar com seguranga a regeneracao hepdtica.

“...assim como toda rosa tem seus espinhos, cada método tem suas desvantagens...”
(ASSAY E MINUK, 1997).

O mecanismo exato de regeneracdo e as interagdes entre as células ainda nio estdo
claramente definidas (TARLA et al., 2006). A regeneracdo hepdtica eficiente depende da
ativacdo de mais de 100 diferentes genes e da participagdo de varios fatores de crescimento e
citocinas (FAUSTO, 2001).

A pesquisa de fatores de crescimento hepaticos na regeneracio hepatica deve levar em

conta os seguintes aspectos: 1. nenhum fator unico é suficiente para regular todo o processo



61

regenerativo; fatores positivos e negativos podem estimular e inibir a proliferacio de
hepatdcitos. A relagdo entre estes fatores pode ser mais importante que seus niveis absolutos;
2. o local de sintese destes fatores pode ser o figado ou outros tecidos. No figado, tanto
células parenquimatosas como ndo-parenquimatosas podem originar estes fatores e 3. a
presenga de fatores de crescimento hepdticos no soro de animais parcialmente
hepatectomizados n@o necessariamente implica que tais fatores sejam responsaveis pelo
desencadeamento do processo regenerativo (RAMALHO et al, 1993; JIRTLE &
MICHALOPOULOS, 1982).

A avaliacdo do peso dos figados € um método bastante discutido e controverso na
literatura. Alguns autores relatam como problema o fato do peso hepatico variar muito
dependendo da quantidade de lipideos, glicidios e células inflamatdrias presentes no figado
em conseqiiéncia da dieta (BERTICELLI, 2005; ASSY & MINUK, 1997). Contrariando estes
autores, ANDIRAN et al. (2000) descreveram o peso do figado como método objetivo para se
avaliar o indice de regeneracdo hepdtica, sendo bastante utilizado e de fécil reprodutibilidade.

Ainda nesta discussdo, CORBIN ef al. (2002) demonstraram a existéncia de métodos
ndo invasivos capazes de monitorar a atividade e a regeneracdo hepaticas com igual, ou
melhor, credibilidade. Eles usaram a ressonincia magnética associada a espectofotometria
com fosforo marcado e compararam com métodos convencionais de avaliagdo da funcio
hepética e chegaram a resultados similares, com a vantagem de poder ser utilizada na prética
clinica. Considerando as controvérsias envolvendo o peso do figado dos animais, optou-se por

ndo usi-los como parametro neste estudo.

5.4.1 Contagem das Figuras de Mitoses

A contagem de figuras de mitose coradas pela HE ¢ um dos métodos mais utilizados
para avaliacdo da regenerag@o hepatica por ser de fécil reprodutibilidade e baixo custo; assim
sendo é considerado método de referéncia para estudos experimentais (ASSY & MINUK,
1997).

Nesse estudo a avaliagdo o grupo CTL apresentou média da contagem das figuras de
mitose ligeiramente superior aos grupos DNT e RNT, e o grupo RNT apresentou contagem do
ndmero de figuras de mitose superior ao grupo DNT, porém inferior ao grupo CTL, conforme
demonstrado no GRAFICO 04. Nio houve diferenca estatistica na andlise intergrupos.

(p>0,05). O resultado do grupo DNT pode ser explicado pelo conceito de prioridade bioldgica
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induzida, sugerido inicialmente por MOORE (1959) que sustenta a evidéncia da recuperacio
dos tecidos independente das alteracdes nutricionais. As mudangas metabdlicas ou reagdes de
estresse sdo consideradas prioridade bioldgica no processo de proliferacido do figado (MEAD
et al., 1996). J4 o grupo RNT pode ndo ter alcangado os resultados do grupo CTL pelos
menos motivos ja discutidos anteriormente, em particular, o tempo e a composi¢do da dieta
para realimentacdo. Nos estudos abaixo, os autores ofereceram dieta manipuladas no periodo
de realimentacdo, proporcionando melhores resultados.

BLANCHARD et al. (1979) renutriram ratos submetidos a dieta aprotéica com
nutricdo parenteral total balanceada por sete dias e conseguiram demonstrar os beneficios da
realimentacdo através da reversdo dos resultados adversos obtidos com a desnutrigdo.

Da mesma forma, ANDRIGUETTO (1982) mostrou que a infusio da solugéo rica em
aminodcidos de cadeia ramificada permitiu aumentar, de forma significativa, o indice mitético
em relagdo ao grupo recebendo solucdo equilibrada de aminodcidos, e em relacdo ao grupo
recebendo alimentacdo oral. Assim, compensando os desequilibrios do aminoacidograma
plasmatico permitiu estimular a regenerago hepdtica.

Em relacdo ao grupo DNT, SKULLMAN, IHSE & LARSSON (1990) mostraram
atraso no processo de regeneracdo hepdtica no grupo de ratos que recebeu dieta aprotéica.
Demonstraram, ainda, em estudo experimental, que o metabolismo energético do figado da
preferéncia a regeneracio hepatica em ratos desnutridos (SKULLMAN, THSE & LARSSON,
1991).

Dado importante no processo de regeneracdo hepatica é que a ocorréncia de mitoses
sofre alteracdo no decorrer do dia. O ciclo circadiano ajuda na regulacdo da regeneracdo
hepética no rato, sendo que no rato o indice mitético dos hepatdcitos € trés vezes maior as dez
horas da manha do que as oito horas da noite (FAUSTO, 2001). Estudos relataram que a ciclo
circadiano afeta 0 momento de inicia¢do da sintese de DNA, no entanto nio afeta o pico de
sintese de DNA ou o pico das mitoses (JIRTLE & MICHALOPOULOS, 1982). No presente
estudo, as operagdes e as mortes foram realizados no periodo entre meio dia e quatorze horas.

Em avaliacdo geral o nimero de figuras de mitose foi baixo, e isto pode ser explicado
porque o pico de mitoses ocorre em 36 horas e o estudo foi realizado em 24 horas apds a
hepatectomia parcial, momento do processo regenerativo onde ocorre a sintese de DNA

(MICHALOPOULOS & DEFRANCES, 2004; BLACK et al., 2003).
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5.4.2 Avaliagdo do PCNA

O PCNA ¢ método aceito e comumente usado para monitorar a atividade regenerativa,
por ser de facil reprodutibilidade e ter seus resultados comparados aos demais métodos de
avaliacdo com sucesso (SELZNER & CLAVIEN, 2000). O PCNA tem meia vida de 20 horas,
explicando o porqué de ele permanecer positivo quando o indice mitdtico ja estd em declinio
(THEOCHARIS et al., 1997).

Considerando que o pico da sintese de DNA ocorre em 24-28 horas, HASHIMOTO &
SANJO, 1997 mostraram aumento do PCNA com 24 horas, em estudo da regeneracdo
hepdtica de ratos submetidos a hepatectomia parcial.

Estudos demonstraram que o PCNA pode ser comparado a timedina triciada, método
consagrado de avaliacio da regeneracdo hepdtica (ASSY et al, 1998; WOLF &
MICHALOPOULOS, 1992).

GAGLIOQO et al., em 2002, mostraram a que os resultados do Ki-67, do indice mitdtico
e do PCNA foram semelhantes em estudo de regeneracdo hepdtica em modelo primata néo-
humano (Macaca mulata) apds hepatectomia parcial.

Outro pardmetro considerado excelente para a avaliacdo da cinética da regeneracdo
hepdtica € a incorporagdo de bromodeoxiuridina (BrdU). ANDIRAN et al. em 2000
encontraram similaridade entre os resultados da BrdU com o PCNA, validando, mais uma
vez, este método para seu uso na avaliacdo da proliferacdo celular ap6s ressec¢ao hepatica.

No presente estudo a positividade do PCNA foi maior no grupo RNT quando
comparado aos grupos CTL e DNT, sendo significativamente estatistico, p<0,001 e p=0,04,
respectivamente (GRAFICO 05). Nio houve diferenca significativa entre os grupos CTL e
DNT (p=0,10). Os resultados podem ser explicados pelo fato da desnutricdo protéica induzir
actiimulo de RNA nos hepatdcitos como forma de protecdo, facilitando a sintese de DNA
quando requisitada.

Resultado semelhante foi publicado por MEAD ef al. (1990) que relataram que
hepatdcitos de ratos submetidos a dieta com baixo teor de proteinas alcancam o nivel maximo
de proliferacio de DNA mais precocemente que os ratos alimentados com dieta normal ou
que os ratos mantidos em jejum. Ao fornecer solucdo de aminoacidos a todos os grupos, o
grupo com dieta hipoprotéica respondeu mais rapidamente ao estimulo.

Em 1978, LEWIS & WINICK relataram aumento da sintese de RNA nuclear em

figado de ratos alimentados com dieta com 6% de proteinas por uma semana. O fend6meno
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pdde ser explicado pelo fato de que a meia-vida do RNA € muito menor do que o DNA (seis
dias para o RNA e 100 dias para o DNA). Dessa forma, a sintese de RNA torna-se altamente
prioritdria para a formacdo de novas proteinas, e o é tanto mais quanto mais pobre € o teor
protéico da alimentacdo (SIIMES & DALMAN, 1974; CAMPOS & ANDRIGUETTO, 1986).
Pode-se concluir, dessa forma, que o jejum e a privacdo protéica possuem efeito depressivo,
mas nio supressivo sobre o processo regenerativo.

Confirmando a idéia que uma dieta suplementada melhoraria os resultados do grupo
RNT, ITO & HIGASHIGUCHI (1999) concluiram que a administracio endovenosa de
glutamina apds hepatectomia aumenta a sintese de proteinas no intestino, incluindo varios
fatores que estimulam a regeneracdo hepdtica e inibe a translocacio bacteriana pds-operatoria.
O mesmo resultado foi encontrado por YOSHIDA et al. (1995), ao avaliarem a regeneracio
hepdtica em ratos desnutridos e posteriormente suplementados com solugdo de glutamina-
alanina 10%.

MCGOWAN, ATRUZEK & FAUSTO (1979) descreveram que a magnitude da
sintese de DNA na regeneracdo hepatica em ratos submetidos a dieta aprotéica € igual ou
maior que os ratos submetidos a dieta padrio, porém o pico de sintese de DNA estd atrasado e
as mudangas metabodlicas precoces da regeneracdo estdo mantidas.

O mesmo foi encontrado por SIIMES & DALLMANN (1974) que notaram discreto
atraso na sintese de DNA no grupo que recebeu dieta hipoprotéica (aproximadamente uma
hora).

Diferencas encontradas nos tempos de pico de sintese de DNA podem ser explicadas
pelas diferengas nas composicoes e quantidades de dieta oferecidas aos animais dos grupos

experimento.

5.4 ESTEATOSE

Assim como a epidemia global de obesidade, a freqiiéncia de figados esteatdticos estd
cada vez mais comum. Figados com infiltracio gordurosa estdo associados a maior incidéncia
de morbi-mortalidade apds ressec¢des hepdticas e transplantes. Por exemplo, a mortalidade da
ressec¢do hepdtica em pacientes com esteatose leve ou moderada chega a 10%, enquanto que
em pacientes com figado normal ndo passa de 2% na maioria dos centros (HUSSEIN et al.,
2002). Figados com infiltracdo gordurosa ndo sdo usados para transplante devido a disfuncio

primdria do enxerto, causada pela alteracio da arquitetura sinusoidal ou pela maior
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suscetibilidade a injuria de reperfusdo ou ambos (SELZNER & CLAVIEN, 2000; RAO et al.,
2001; VIANNA, 2005) .

Entretanto, a esteatose € alteracdo celular frequentemente encontrada no processo de
regeneracdo celular apds hepatectomia parcial. Durante o processo de regeneragdo, observa-se
reducdo do contetido celular com rarefacdo das organelas citoplasmdticas e glicogénio com
paralelo aumento das inclusdes lipidicas. Esteatose hepatica apds hepatectomia parcial é
achado cldssico que ocorre de maneira intensa, transitéria e ordenado, sem comprometer o
processo de regeneragdo (MAZZA et al., 2003).

SHTEYER et al. (2004) mostraram que o acumulo precoce de adipdcitos na
regeneracdo hepdtica parece ser necessdrio para o inicio do processo de regeneracdo. Esta
hipdtese pode ser confirmada pelo fato de a proliferacdo celular de hepatécitos em cultura
estar acompanhada a importante acimulo intracelular de gordura.

O maior acimulo de gordura no tecido hepatico de animais desnutridos submetidos a
hepatectomia parcial pode ser explicado pelo fato destes animais apresentarem redugédo das
concentragdes das organelas microscOpicas intracelulares, especialmente do reticulo
endoplasmatico rugoso (BLANCHARD et al., 1979).

A diferenca entre os graus de esteatose encontrada no presente estudo foi significante
e podem ser vistas nas FIGURAS 15, 16 e 17. Pode-se observar pouca ou nenhuma infiltragio
gordurosa nos grupos CTL e RNT ao passo que o grupo DNT apresentou intensa esteatose
(p<0,001).

SELZNER & CLAVIEN (2000) relatam que h4d quebra no processo de regeneracdo
em figados esteatdticos. Prova disso € a redug@o na expressao do PCNA por estes figados, o
que indica faléncia na indug@o das proteinas do complexo polimerase necessirias para a
sintese de DNA.

Resultados semelhantes foram encontrados por BLANCHARD et al. (1979) que
identificaram aumento da deposi¢do de gordura no figado de animais submetidos a dieta
hipoprotéica, fato que foi revertido apds suplementacdo de aminodcidos apds sete dias.

PICARD et al. (2002) induziram esteatose hepética por trés mecanismos diferentes
(ratos obesos; ratos Wistar alimentados com acido ordtico e ratos Wistar alimentados com
dieta pobre em metionina e deficiente em colina) e ndo encontraram alteragcdes na regeneracao
hepdtica comuns aos trés mecanismos. Com isso, concluiram que a esteatose hepdtica
isoladamente ndo afetaria a regeneracdo hepatica e que as alteracdes encontradas seriam

resultado de uma serie de fatores associados.
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Complementando os achados anteriores, MITTERNDORFER et al. (1998) concluiram
que a composi¢do da dieta pode ser o principal fator no desenvolvimento do figado gorduroso
em vdrias circunstancias. Podendo-se dizer que ndo o tipo de energia oferecida e sim a falta da
ingesta de protefnas afetaria o indice de deposi¢io de gordura no figado. Indices tradicionais
de disfunc¢@o hepdtica podem nao corresponder diretamente ao grau de esteatose e o risco para
complicacdes futuras. Os autores sugeriram que a intervencao nutricional ajudaria a reduzir o

actimulo de gordura no figado e minimizar as complica¢des.

5.3 PERSPECTIVAS FUTURAS

Pelo exposto, pode-se concluir que é possivel se agir nutricionalmente sobre o
processo regenerativo. Trata-se de um enfoque relativamente recente do estudo da
regeneracdo hepdtica, e € sem ddvida um campo promissor. Dessa forma, serd possivel
melhor conhecer e talvez até estimular esse fendmeno admirdvel que é a regeneracdo

hepatica.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:

. A desnutrigdo associa-se a reducdo da contagem das figuras de mitose e ao

aumento do nimero de niicleos corados pelo PCNA em ratos apds hepatectomia parcial.

. A renutri¢do recupera o nimero de figuras de mitoses em relagdo aos ratos
desnutridos e aumenta o nimero de niicleos corados pelo PCNA em relagdo aos ratos do

grupo controle.

. A desnutri¢do estd associada a esteatose hepatica intensa apds hepatectomia

parcial em ratos.

. A renutri¢do estd associada a reducd@o da esteatose apds hepatectomia parcial

em ratos.
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APENDICES




APENDICE 1: TABELAS (A, B e C) DEMONSTRANDO A EVOLUCAO DOS
PESOS DOS ANIMAIS (g), NAS DIVERSAS FASES DO ESTUDO.

TABELA A: PESOS (g) DO GRUPO CTL

D0 D7 CX 1 PO

GNH 1 230,76 229,86 227,31 223,89
GNH 2 217,46 244,15 263,38 260,02
GNH 3 231,67 241,54 252,01 249,79
GNH 4 230,89 259,67 292,12 288,90
GNH 5 234,87 243,72 254,78 251,04
GNH 6 222,65 247,94 260,86 255,79
GNH 7 237,13 258,43 291,72 286,67
GNH 8 229,87 243,62 252,23 249,76
GNH 10 250,67 249,87 252,48 247,64
GNH 9 254,78 257,12 255,13

Legenda: CTL= grupo controle; GNH= identificacdo do animal do grupo controle; g= gramas; DO= dia
inicial do estudo; D 7= sétimo dia do estudo; CX= dia da operacdo; 1 PO= primeiro dia pés-operatério.

TABELA B: PESOS (g) DO GRUPO DNT

D0 D7 CX 1 PO
GDH 1 243,34 230,67 215,21 210,01
GDH 2 242,33 235,12 221,56 215,89
GDH 3 223,98 216,42 205,76 200,97
GDH 4 238,87 220,78 194,78 190,02
GDH 5 210,11 189,65 158,64 154,45
GDH 6 234,31 192,24 187,66 181,98
GDH 7 257,33 222,17 201,23 207,21
GDH 8 234,29 212,96 204,48 214,78
GDH 10 243,11 224,73 216,67 211,06
GDH 9 255,64 220,11 178,91

Legenda: DNT= grupo desnutrido; GDH= identificacdo do animal do grupo desnutricdo; g= gramas; DO=
dia inicial do estudo; D 7= sétimo dia do estudo; CX= dia da operacdo; 1 PO= primeiro dia p6s-operatdrio.

TABELA C  PESOS (g) DO GRUPO RNT

D0 D7 D 15 CX 1 PO
GRH1 252,67 236,75 224,56 246,79 243,81
GRH 2 238,89 221,32 205,98 232,11 228,01
GRH 3 245,78 209,56 187,12 222,67 219,23
GRH 4 237,56 211,53 198,98 219,38 215,54
GRH 5 245,87 226,73 203,87 237,18 233,89
GRH 6 217,15 208,45 199,74 221,06 216,22
GRH7 210,32 196,75 177,32 211,98 205,97
GRH 8 222,98 198,97 178,91 220,76 215,65
GRH 10 236,54 217,31 186,87 232,84 249,21
GRH 9 223,75 214,11 201,91 223,87 219,11

Legenda: RNT= grupo renutrido; GDH= identifica¢do do animal do grupo renutricdo; g= gramas; DO= dia
inicial do estudo; D 7= sétimo dia do estudo; D 15= final da desnutri¢do e inicio da fase de realimentagdo;
CX= dia da operagdo; 1 PO= primeiro dia pés-operatorio.



APENDICE 2: TABELAS (D, E, F, G e H) DEMONSTRANDO A ANALISE
ESTATISTICA ENTRE OS GRUPOS DOS PESOS DOS ANIMAIS (g), NAS
DIVERSAS FASES DO ESTUDO.

TABELA D COMPARACAO DAS MEDIAS DOS PESOS (g) ENTRE OS
GRUPOS CTL E DNT NO D 0; CXE 1 PO.

CTL DNT
DIAS (n=9) (n=9) p
Média * Erro Padrio Média * Erro Padrio
DO 234,07 £ 3,60 238,33 £4,42 0,46
CX 260,20 £ 6,10 198,48 £ 6,09 0,0001
1 PO 257,06 £6,70 198,49 £+ 6,69 0,0001

LEGENDA: CTL = grupo controle. DNT = grupo desnutrido. n = tamanho da amostra. p = nivel de
significancia estatistica. g= gramas. DO = inicio do experimento. CX = dia da operagdo. 1 PO=
primeiro dia pds-operatério

TABELA E COMPARACAO DAS MEDIAS DOS PESOS (g) ENTRE OS
GRUPOS CTL E RNT NO D 0; CX E 1 PO.

CTL RNT
DIAS (0=9) (=9 p
Média + Erro Padrdo Média + Erro Padrdo
DO 234,07 £ 3,60 233,15+£4.,39 0,42
CX 260,20 £ 6,10 226,92 £ 3,25 0,004
1PO 257,06 £ 6,69 224,66 + 4,36 0,0007

LEGENDA: CTL = grupo controle. RNT = grupo renutrido. n = tamanho da amostra. p = nivel de
significancia estatistica. g= gramas. D0 = inicio do experimento. CX = dia da operacdo. 1 PO= primeiro
dia pés-operatdrio




TABELA F COMPARACAO DAS MEDIAS DOS PESOS (g) ENTRE OS
GRUPOS DNT E RNTNO D 0; CXE 1 PO.
DNT RNT
DIAS (n=10) (n=10) P
Média *+ Erro Padrao Média *+ Erro Padrao
DO 238,33 +£4,42 233,15 +4,39 0,87
CX 198,48 £ 6,09 226,92 £ 3,25 0,002
1 PO 198,48 £ 6,70 224,66 £ 4,36 0,004

LEGENDA: DNT = grupo desnutrido. RNT = grupo renutrido. n = tamanho da amostra. p = nivel de
significancia estatistica. g= gramas. D0 = inicio do experimento. CX = dia da operacdo. 1 PO= primeiro

dia pés-operatdrio

TABELA G DIFERENCAS DAS MEDIAS DOS PESOS (g) ENTRE OS
GRUPOS DNT E CTL E RNT E CTL APOS A
DESNUTRICAO.
DO D15
GRUPOS M + EP P M + EP P
DNT
238,33 + 4,42 198,48 + 6,09
(n = 10)
0,46 <0,0001
CTL
234,07 + 3,60 260,20 + 6,10
n=10)
RNT
233,15+ 4,39 196,52 + 4,51
(n = 10)
0,42 0,0044
CTL
234,07 + 3,60 260,20 + 6,10
n=10)

LEGENDA: CTL = grupo controle. DNT = grupo desnutri¢do. RNT = grupo renutri¢do. n = tamanho da
amostra. p = nivel de significancia estatistica. M = média. EP = erro padrdo. DO = inicio do

experimento. D15 = dia final da desnutri¢do



TABELA H COMPARACAO DAS MEDIAS DOS PESOS (g) ENTRE OS
GRUPOS CTL E RNT NO D0; D 15; CX E 1 PO.

CTL (n =10) RNT (n = 10)
DIAS M + EP M + EP p
Do 234,07 + 3,60 233,15+4,39 0,42
D15 260,20 + 6,10 196,52 +4,51 <0,0001
CcX 260,20 + 6,10 226,92 3,25 0,0044
1PO 257,06 + 6,69 224,66 + 4,36 0,0007

LEGENDA: CTL = grupo controle. RNT = grupo renutricdo. n = tamanho da amostra. p =
nivel de significancia estatistica. g = gramas. M = média. EP = erro padrdo. DO = inicio do
experimento. D15 = dia final da desnutricéo e inicio da realimentacdo. CX = dia da operagdo. 1
PO = primeiro dia pés-operatdrio.



APENDICE 3: TABELAS (I, ] ¢ L) DEMONSTRANDO A ANALISE ESTATISTICA
INTRAGRUPOS DOS PESOS DOS ANIMAIS (g), NAS DIVERSAS FASES DO
ESTUDO.

TABELA 1 COMPARACAO DAS MEDIAS DOS PE~SOS (g) NO GRUPO
CTL ENTRE O DIA 0, DIA DA OPERACAO E 1 PO.
CTL (n=9)
DIA P
Média * Erro Padrio
DO 234,07 £ 3,60
0,002
CX 260,20 £ 6,10
DO 234,07 £ 3,60
0,006
1 PO 257,06 £6,70
CX 260,20 £ 6,10
0,73
1 PO 257,06 £6,70

LEGENDA: CTL = grupo controle. n = tamanho da amostra. p = nivel de significancia
estatistica. g = gramas. DO = inicio do experimento. CX = dia da operagdo. 1 PO = primeiro dia
pds-operatério.

TABELA J COMPARACAO DAS MEDIAS DOS PESOS (g) NO
GRUPO DESNUTRIDO ENTRE O DIA 0, DIA DA

OPERACAO E 1 PO.
DNT (n =9)
DIAS P
Média *+ Erro Padrao

DO 238,33 + 4,42

0,0001
CX 198,48 + 6,09
DO 238,33 + 4,42

0,006
1PO 198,49 + 6,69
CX 198,48 6,09

1,0

1PO 198,49 * 6,69

LEGENDA: DNT = grupo desnutricdo. n = tamanho da amostra. p = nivel de significincia
estatistica. g = gramas. DO = inicio do experimento. CX = dia da operacdo. 1 PO = primeiro
dia pés-operatdrio.



TABELA L COMPARACAO DAS MEDIAS DOS PESOS (g) NO
GRUPO RENUTRIDO ENTRE O DIA 0; D 15; DIA DA

OPERACAOE 1 PO.
RNT (n=10)
DIAS Média * Erro Padrio p
DO 233,15+4,39
0,0001
D15 196,52 + 4,51
DO 233,15+4,39
0,27
CX 226,92 + 3,25
DO 233,15+4,39
0,19
1 PO 224,66 £ 4,36
D15 196,52 + 4,51
0,0001
CX 226,92 + 3,25
D15 196,52 + 4,51
0,003
1 PO 224,66 £ 4,36
CX 226,92 £ 3,25
0,64
1 PO 224,66 £ 4,36

LEGENDA: RNT = grupo renutricdo. n = tamanho da amostra. p = nivel de significancia
estatistica. g = gramas. DO = inicio do experimento. D15 = dia final da desnutri¢do e inicio do
periodo de realimentacdo. CX = dia da operagdo. 1 PO = primeiro dia p4s-operatério.



APENDICE 4: TABELAS (M, N, 0) DEMONSTRANDO A MEDIA DA CONTAGEM
DAS FIGURAS DE MITOSE EM 20 CAMPOS DE GRANDE AUMENTO (40X), POR
ANIMAL, NOS GRUPOS CTL, DNT E RNT.

TABELA M: MEDIA DA CONTAGEM DO NUMERO DAS
FIGURAS DE MITOSE (n) POR CAMPO DE GRANDE
AUMENTO - GRUPO CTL

GNH 1 5,50
GNH 2 3,90
GNH 3 1,60
GNH 4 2,25
GNH 5 2,95
GNH 6 3,35
GNH 7 3,90
GNH 8 4,00
GNH 10 1,55

Legenda: CTL= grupo controle; GNH= identifica¢cdo do animal do grupo CTL.

TABELA N: MEDIA DA CONTAGEM DO NUMERO DAS
FIGURAS DE MITOSE (n) POR CAMPO DE GRANDE
AUMENTO - GRUPO DNT

GDH 1 0,50
GDH 2 2,20
GDH 4 0,15
GDH 5 1,25
GDH 5 1,30
GDH 7 0,75
GDH 8§ 0,85
GDH 9 3,70
GDH 10 7,20
Legenda: DNT= grupo desnutri¢do; GDH= identificacdo do animal do grupo

DNT.

TABELA O: MEDIA DA CONTAGEM DO NUMERO DAS
FIGURAS DE MITOSE (n) POR CAMPO DE GRANDE
AUMENTO - GRUPO RNT

GRH 1 4,00
GRH 2 2,95
GRN3 2,40
GRH 4 2,05
GRH 5 0,85
GRH 6 1,00
GRH 7 1,15
GRH 8 2,55
GRH 9 5,35
GRH 10 3,40

Legenda: RNT= grupo renutri¢do; GRH= identificacdo do animal do grupo RNT.



APENDICE 5: TABELA P DEMONSTRANDO A ANALISE ESTATISTICA DA
CONTAGEM DO NUMERO DE FIGURAS DE MITOSE (n) ENTRE OS GRUPOS.

TABELA P COMPARACAO DAS MEDIAS DAS MITOSES (néimero
de figuras de mitose) ENTRE OS GRUPOS CTL, DNT E
RNT.
MEDIA DAS MITOSES
GRUPOS p
Média * Erro Padréo
CTL (n=9) 3,22 +0,43
0,20
DNT (n=9) 1,99 £0,79
CTL (n=9) 3,22 £0,43
0,36
RNT (n =8) 2,57 £0,54
DNT (n=9) 1,99 £0,79
0,56
RNT (n =10) 2,57 £0,54

LEGENDA: CTL = grupo controle. DNT = grupo desnutricio. RNT = grupo renutricdo. n =
tamanho da amostra. p = nivel de significancia estatistica.



APENDICE 6: TABELAS (Q, R, S) DEMONSTRANDO A CONTAGEM DE
NUCLEOS CORADOS PELO PCNA (n) EM 20 CAMPOS DE 17839,38
MICROMEROS.

TABELA Q: MEDIA DA CONTAGEM DO NUMERO DE
NUCLEOS CORADOS PELO PCNA (n) POR 17839,39
MICROMEROS - GRUPO CTL

GNH 1 13,65
GNH 2 16,75
GNH 3 16
GNH 4 13,05
GNH 5 16,05
GNH 6 20,1
GNH 7 21,35
GNH 8 16
GNH 10 15,35

Legenda: CTL= grupo controle; GNH= identificacdo do animal do grupo CTL.

TABELA R: MEDIA DA CONTAGEM DO NUMERO DE
NUCLEOS CORADOS PELO PCNA (n) POR 17839,39
MICROMEROS - GRUPO DNT

GDH 1 17,15
GDH 2 15,95
GDH 4 16,1
GDH 5 12,2
GDH 5 14,3
GDH 7 14,3
GDH 8 13,35
GDH 9 11,3
GDH 10 15,85

Legenda: DNT= grupo desnutri¢do; GDH= identifica¢do do animal do grupo.

TABELA S: MEDIA DA CONTAGEM DO NUMERO DE
NUCLEOS CORADOS PELO PCNA (n) POR 17839,39
MICROMEROS - GRUPO RNT

GRH 1 21,95
GRH 2 18,35
GRN 3 18,45
GRH 4 20,8
GRH 5 21,2
GRH 6 17,65
GRH7 19,85
GRH 8 16,6
GRH Y 19,45
GRH 10 22,4

Legenda: RNT= grupo renutricdo; GRH= identifica¢do do animal do
grupo



APENDICE 7: TABELA T DEMONSTRANDO A ANALISE ESTATISTICA DA
CONTAGEM DE NUCLEOS CORADOS PELO PCNA (n) ENTRE OS GRUPOS.

TABELA T COMPARACAO DAS MEDIAS DOS NUMEROS DE
NUCLEOS CORADOS PELO PCNA (n) ENTRE OS
GRUPOS CTL, DNT E RNT.

PCNA positivo
GRUPOS p
Média * Erro Padrio

CTL (n=9) 13,91 £ 0,86

0,10
DNT (n=9) 16,48 £ 1,14
CTL (n=9) 13,91 £ 0,86

0,0003

RNT (n =10) 19,67 £ 0,86
DNT (n=9) 16,48 £ 1,14

0,04
RNT (n =10) 19,67 £ 0,86

LEGENDA: CTL = grupo controle. DNT = grupo desnutricdo. RNT = grupo renutri¢do. n =
tamanho da amostra. p = nivel de significincia estatistica



APENDICE 8: TABELAS (U, V, X) DEMONSTRANDO OS GRAUS
ESTEATOSE E A PERCENTAGEM ENCONTRADOS EM CADA ANIMAL.

TABELA U: GRAU DE ESTEATOSE E
PERCENTAGEM NAS LAMINAS CORADAS POR HE
EM CADA ANIMAL DO GRUPO CTL

Rato Grau de Esteatose %0
GNH 1 micronodular leve 15
GNH 2 ausente 0
GNH 3 ausente 5
GNH 4 micronodular leve 15
GNH 5 micronodular leve 20
GNH 6 ausente 0
GNH 7 ausente 5
GNH 8 ausente 0

GNH 10 micronodular leve 15

Legenda: CTL= grupo controle; GRH= identificagdo do animal do
grupo; HE = coloracdo de hematoxilina-eosina

TABELA V: GRAU DE ESTEATOSE E
PERCENTAGEM NAS LAMINAS CORADAS POR HE
EM CADA ANIMAL DO GRUPO DNT

Rato Grau de Esteatose %

GDH 1 intensa 85
GDH 2 intensa 90
GDH 4 moderada 60
GDH 5 intensa 90
GDH 6 moderada 60
GDH 7 intensa 95
GDH 8 intensa 95
GDH 9 moderada 55
GDH 10 Intensa 85

Legenda: DNT= grupo desnutrido; GRH= identifica¢cdo do animal
do grupo; HE = coloragdo de hematoxilina-eosina



TABELA X: GRAU DE ESTEATOSE E
PERCENTAGEM NAS LAMINAS CORADAS POR
HE EM CADA ANIMAL DO GRUPO RNT

Rato Grau de Esteatose %
GRH1 micronodular leve 20
GRH2 ausente 0
GRH 3 micronodular leve 20
GRH 4 micronodular leve 15
GRH 5 micronodular leve 20
GRH 6 micronodular leve 15
GRH 7 ausente 0
GRH 8 micronodular leve 25
GRH 9 ausente 5
GRH 10 | ausente 5

Legenda: NT= grupo renutricdo; GRH= identificacdo do animal
do grupo; HE = colorag@o de hematoxilina-eosina



APENDICE 9: TABELA Z DEMONSTRANDO A ANALISE ESTATISTICA ENTRE
OS GRUPOS DA AREA (%) OCUPADA POR ESTEATOSE.

TABELA Z COMPARACAO DAS MEDIAS DA AREA OCUPADA
POR ESTEATOSE (%) ENTRE OS GRUPOS CTL, DNT
E RNT.
GRAU DE ESTEATOSE (%)
GRUPOS p
Média *+ Erro Padrao
CTL (n=9) 8,33 +£2,63
0,0000
DNT (n=9) 79,44 £5.43
CTL (n=9) 8,33 +£2,63
0,31
RNT (n =10) 12,50 £2,91
DNT (n=9) 79,44 £5.43
0,0000
RNT (n=10) 12,50 £ 2,91

LEGENDA: CTL = grupo controle. DNT = grupo desnutricio. RNT = grupo renutri¢do. n =
tamanho da amostra. p = nivel de significancia estatistica




