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RESUMO

A regeneragao hepatica ocorre ap6s insultos ao figado de diversas etiologias como a
hepatectomia. Estudos recentes tém sugerido ag¢édo estimulatéria do
imunossupressor ciclosporina no processo de regeneragdo hepatica. Este estudo
objetivou avaliar a influéncia da ciclosporina no processo de regeneracido hepatica
de ratos adultos submetidos a modelo experimental de hepatectomia a 70%.
Quarenta ratos machos foram divididos em 4 grupos (C.24h, E.24h, C.7d e E.7d)
conforme a medicagao fornecida (E - estudo: ciclosporina; C - controle: solugao de
cloreto de s6dio 0,9%) e o dia da morte (24h: 1° dia p6s-hepatectomia; 7d: 7° dia
pbés-hepatectomia). Ciclosporina (10 mg/kg/dia) e solugao de cloreto de sodio 0,9%
(1ml) foram administrados via gavagem nos ratos dos grupos estudo e controle
respectivamente desde o terceiro dia de pré-operatério até a data da morte. Trés
dias ap6s o inicio da gavagem, sob anestesia inalatoria com isoflurano, realizou-se
hepatectomia parcial de 2/3 (70%). No momento da morte dos animais com 24 horas
e 7 dias pds-hepatectomia, realizou-se monitorizagdo do peso corporal, aferigdo da
porcentagem de regeneracao pela formula de KWON, contagem das figuras de
mitose existentes em 10 campos de grande aumento aleatérios e percentual dos
nucleos positivos em 100 células com marcadores PCNA e Ki-67. Os resultados
foram analisados estatisticamente pelo teste “t” de Student, Aspin-Welch e Mann-
Whitney, adotando nivel de significancia estatistica de 5% (p < 0,05). Houve perda
ponderal significativa nos grupos e subgrupos comparando-se o peso inicial com o
peso no dia da morte dos animais. Com relagdo aos grupos de 7 dias, foram
realizadas afericbes de peso corporal chamadas de intermediarias, ou seja, no
segundo e quarto dias ap6s a hepatectomia 70%, além de afericdo no dia da morte.
Ao compararmos os grupos controle com o estudo de 7 dias no segundo, quarto e
dia da morte, todos apresentaram diferengas estatisticamente significativas, com
perda de peso mais acentuada no grupo em que utilizou-se o imunossupressor .
Quanto ao peso hepatico, tanto do figado ressecado quanto do remanescente e
peso estimado total, ndo houve diferenga estatisticamente significativa. Com relagéo
ao ganho de volume do figado (KWON), o grupo C.7d regenerou mais que o C.24h
(p = 0,0007) e o E.7d da mesma forma quando comparado ao E.24h (p = 0,0007).
Compando-se intergrupos, o grupo E.7d foi significativo estatisticamente (p = 0,05),
sugerindo efeito estimulador da ciclosporina na regeneragédo hepatica ao longo do
estudo. A imunoistoquimica com PCNA e Ki-67 foi significante apenas entre os
grupos E.24h e E.7d (p = 0,0001 e p = 0,04 respectivamente). A contagem de figuras
de mitose na hematoxilina-eosina evidenciou apenas diferencas estatisticas entre os
grupos controle (p = 0,006). A ciclosporina, apesar de ser uma droga
imunossupressora, influencia positivamente .na regeneragdo hepatica ao longo do
estudo, porém age negativamente reduzindo peso dos animais até a momento da
morte.

Palavras-chave: Regeneragdo hepatica. Ciclosporina. Hepatectomia. Transplante
hepatico.



ABSTRACT

Liver regeneration occurs after injuries like hepatectomy. Recent studies have
suggested stimulatory effect of cyclosporine in the process of liver regeneration. This
study aims to evaluate the influence of the cyclosporine in liver regeneration in rats
submitted to an experimental model of 70% hepatectomy. Forty male rats were
randomly divided in 4 groups (C.24h, C.7d, E.24h, E.7d), according to the drug used
(E: cyclosporine; C: 0.9% sodium chloride solution) and the day of sacrifice (24h: 1°
day after hepatectomy; 7d: 7" day after hepatectomy). Cyclosporine (10 mg/kg/day)
and 0.9% sodium chloride solution (1ml) were administered by gavage to the
experimental and control group rats since three days before the surgical procedure
until their death. Three days after the beginning of gavage, under inhalatory
anesthesia with isoflurane, 2/3 partial hepatectomy was performed. During the
animals’ death in 24 hours and 7 days after the procedure, KWON formula was
applied to recognize the gain in liver mass, counting of mitotic figures in 10 HPF and
percentage of positive nucleus in 100 cells with PCNA and Ki-67 markers. The
results were submitted to statistical analysis using Student “t” test, Aspin-Welch and
Mann-Whitney tests, assuming the significance level of 5% (p < 0,05). There was
significant body weight loss in groups and subgroups when compared the initial body
weight and the death weight in all animals. Regarding to 7 days subgroups,
intermediate body weight on 2" and 4™ days after the liver resection, besides death
da(}/s was done. When compared control groups with 7 day experimental group on
2" 4™ and death days, all of them showed significant statistical differences, with a
highest body weight loss on the experimental (cyclosporine) group. Regarding to the
hepatic weight, either the ressected liver or the remanescent and total liver weight,
there was no significant difference. Regarding to the KWON formula, the C.7d
regenerated more than the C.24h (p = 0,0001) and the same with the E.7d (p =
0,0001). Comparing between the groups, only E.7d group was statistically significant
(p = 0,05), suggesting the stimulating effect of cyclosporine in liver regeneration
along the study. PCNA and Ki-67 immunohistochemestry had significant results
between the study subgroups E.24h and E.7d (p = 0,0001 and p = 0,04 respectively).
The mitotic index revealed only statistical differences in the control subgroups (p =
0,006). Cyclosporine, in spite of being an immunosuppressive drug, has a positive
effect in liver regeneration, although reduce the animal's body weight until the
moment of their death.

Key words: Liver regeneration. Cyclosporine. Hepatectomy. Liver transplantation.
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1 INTRODUGAO

O figado € um dos mais complexos 6rgdos do corpo humano, estando
envolvido em cerca de 5000 fungbes, recebendo 2 suprimentos sanguineos
disitintos, sendo composto por 5 tipos celulares diferentes e um complexo arcabougo
extracelular. Esta sujeito aos mais variados tipos de agresséo, tais como
metabdlicas, toxicas, microbianas, circulatérias e neoplasicas, possuindo 5 respostas
gerais a esses eventos nocivos: degeneragao e acumulo intracelular, necrose e
apoptose, inflamagao, fibrose e regeneracao (TAKAHASHI, 1991).

Uma caracteristica fascinante do figado é sua notavel capacidade de
regeneracao apos injuria. Mesmo épés um grande insulto, como uma hepatectomia,
o figado apresenta fungao suficiente para sustentar a vida.

A regeneragdo hepatica representa um mecanismo de prote¢do organica
contra perda de tecido hepatico funcionante seja por injaria quimica, viral, perda
traumatica ou hepatectomia parcial (HP) (ASSY, 1997; ZAKKO, 1996). Este
fendmeno é ainda pouco compreendido e merece esforcos de pesquisa para o
descobrimento e elucidagao de seus complexos mecanismos (RAMALHO, 1993).

Apesar de ser largamente utilizado, o termo “regeneragao” é biologicamente
incorreto, uma vez que a resposta induzida pelo dano tecidual hepatico promove
hiperplasia e hipertrofia compensatéria do tecido remanescente, até o
restabelecimento da massa hepatica primitiva. O figado nao regenera no sentido
verdadeiro, como nos répteis que sao capazes de formar um novo membro ou
cauda, porém ocorre uma hiperplasia global tissular residual até que a massa
original tenha sido restabelecida. Portanto, as partes ressecadas nao sé&o
recuperadas (FAUSTO, 1995, LABRECQUE, 1994; MICHALOPOULOS;
DEFRANCES, 1997; RAMALHO, 1993).

A capacidade regenerativa do figado € quase ilimitada, como demonstrado
em repetidas ressecgdes hepaticas em ratos. Em circunstancias normais, o figado
humano inicia a regeneragao imediatamente e alcanga seu tamanho original em 6
meses (GOVE, 1991), embora alguns estudos tenham mostrado completa
regeneragdo em 3 meses (NAGASUE, 1987). Na maioria dos casos, a fungéo
hepatica é restabelecida a niveis normais ap6és 2 a 3 semanas da injuria ou em
sobreviventes de insuficiéncia hepatica fulminante (NAGASUE, 1987; CANALESE,
1982).
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Higgins e Anderson (1931) publicaram um dos primeiros estudos
experimentais sobre regeneragdo hepatica em 1931. Este estudo até hoje serve
como modelo experimental de hepatectomia para estudo da regeneracdo hepatica
em ratos. Removeram cirurgicamente os lobos lateral esquerdo e mediano do figado
de ratos, o que perfaz cerca de 70% da massa hepatica total desses animais. Esses
autores observaram que a regeneragao iniciava no final do primeiro dia e que o
indice pré-operatério do peso hepatico com o peso corporal foi restaurado do décimo
ao décimo quarto dia. A velocidade da regeneragao foi maior no terceiro e quarto dia
p6s-hepatectomia.

Os hepatdcitos raramente se dividem em condigbes normais nos humanos ou
animais. No figado humano de um adulto normal, somente 1 entre 1000 hepatécitos
encontra-se em mitose em um dado momento (DIEHL, 1996). Ha 3 fases principais
durante a multiplicagao dos hepatocitos: na fase Gy, as células estao normalmente
em repouso. Apds a resseccao hepatica, todas as células hepaticas
simultaneamente vao quase que imediatamente para a fase G, influenciadas
principalmente pelo aumento de citocinas como a interleucina-6 (IL-6) e o fator de
necrose tumoral alfa (TNFa). Essas citocinas induzem os hepatécitos a responder
aos fatores de crescimento como o fator de crescimento dos hepatécitos (HGF), o
fator de crescimento transformador alfa (TGFa) e o fator de crescimento epidérmico
ligado a heparina (HB-EGF). Os hepatécitos entram na fase S (sintese de DNA) 12 a
15 horas apo0s a ressecgdo. Seguem-se a fase G, e a mitose (fase M) seguem 6 a 8
horas apés a sintese de DNA.

A replicacao das demais células do figado que ndo os hepatécitos inicia-se
geralmente 24 horas ap6s a dos hepatédcitos em virtude de uma fase G; mais
prolongada. Durante essa fase inicial, a maioria dos hepatoécitos se divide pelo
menos uma vez. Quando o indice massa-volume do figado primitivo tiver sido
alcangado, os hepatécitos retornam a fase Go.

No rato o figado quase dobra seu tamanho nas primeiras 48 horas apés a
hepatectomia. Uma vez que a massa hepatica é restabelecida, a regeneracéo cessa
abruptamente (LABRECQUE, 1994).

Nos dltimos anos, tém surgido evidéncias de aumento da proliferagcao dos
hepatécitos com pré-terapia utilizando drogas imunossupressoras como a
ciclosporina (KIM, 1988a, 1990, 1992, 1993; DAOUDAKI, 2003).
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O transplante hepatico (TH) tornou-se modalidade terapéutica mundialmente
aceita e indicada para varias doencas hepaticas em fase terminal de insuficiéncia
organica no final da década de 80 apés a introdugdo da ciclosporina como
medicamento principal do esquema imunossupressor (SCHREM, 2004; GORDON,
1986; CALNE, 1987).

Experimentalmente, varios pesquisadores relataram que a ciclosporina A
poderia influenciar de maneira positiva o processo de regeneragao hepatica apos
hepatectomia a 70% em ratos (FRANCAVILLA, 1990a; MAZZAFERRO, 1990;
KAHN, 1990; TANAKA, 1993; KIM, 1988a, 1988b, 1990, 1992, 1993; NAGAYOSHI,
2008). Entretanto, varios outros estudos evidenciaram que a restituicao do peso
hepatico nao foi influenciada pela ciclosporina no periodo pés-hepatectomia (KAHN,
1990; PROVENCHER, 1997).

1.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo foi realizado para avaliar, em dois momentos distintos da
regeneracdo hepatica, a influéncia da ciclosporina sobre o fendmeno da
regeneracao hepatica desencadeada pela hepatectomia parcial de 70% do

parénquima hepatico em ratos adultos.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A fim de se atingir o objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram

estipulados:

e Determinar, utilizando o peso corporal, pesos da massa hepatica ressecada e
do figado regenerado, a porcentagem de regeneragao hepatica 24 horas e 7
dias apés a hepatectomia 70%;

e Determinar o indice mitético observado em histologia convencional com
hematoxilina e eosina 24 horas e 7 dias apds hepatectomia a 70%;

e Determinar por dois métodos imunoistoquimicos de proliferagao celular (Ki-67
e PCNA) a proliferagao dos hepatécitos nesses dois momentos;

o Correlacionar comparativamente a regeneracao hepatica determinada por
cada método utilizado e avaliar se 0 imunossupressor ciclosporina altera a

regeneracgao hepatica em ratos.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 REGENERAGAO HEPATICA

Regeneracéo é a habilidade do figado em restaurar a massa tecidual e a
fungao apds injuria ou ressecgao parcial, e essa extraordinaria habilidade ha tempos
vem fascinando os médicos e cientistas. O primeiro relato da capacidade de
regeneragdo hepatica esta descrito na Teogonia de Hesiodo (750 & 700 a.C.).
Prometheus, um tita, aborreceu Zeus ao roubar o segredo do fogo e entrega-lo para
humanos primitivos. Como punigdo, Prometheus foi acorrentado & uma rocha nas
montanhas Caucasus onde Zeus enviava uma aguia diariamente devorava-ihe
figado. Durante cada noite o figado regenerava, reconstituindo-se por inteiro para
novamente ser devorado no dia seguinte, mantendo Prometheus sob castigo
indefinidamente (KONIARIS, 2003). Evidéncias cientificas de regeneragao hepatica
em humanos s6 surgiram em 1890 (PONFICK, 1890).

Apesar de sua grande capacidade metabodlica, o figado & um o6rgao
quiescente em termos de proliferagao celular, com apenas 0,0012% a 0,01% dos
hepatocitos em fase de mitose (STARZL, 1977, FAUSTO, 1994; DIEHL, 1996;
MICHALOPOULOS, 1997). Esse baixo turnover celular em figados saudaveis pode
ser alterado por injurias téxicas ou ressecgdes cirurgicas, com proliferagdo massiva
de hepatodcitos recobrando a massa hepatica funcional total ou dois tergos dela em 2
semanas. No caso de ressecgdo hepatica, ocorre principalmente a hipertrofia do
figado remanescente do que a restauracédo dos lobos ressecados. Esse fenémeno é
uma hiperplasia compensatéria e néo regeneragao verdadeira (HOLT, 2000).

Sob circunstancias normais, o figado humano inicia a regeneragdo em trés
dias e alcanga seu tamanho original em seis meses (COURT, 2002; LABRECQUE,
1994; NAGASUE, 1987), embora alguns estudos mostrem total restauragéo em trés
meses. Na maioria dos casos, a fungdo hepatica & restaurada a niveis quase
normais em duas a trés semanas apoés a hepatectomia parcial ou em sobreviventes
de faléncia hepatica fulminante (NAGASUE, 1987, CANALESE, 1982). No rato e
camundongo, o figado compreende 4,5% do peso corpéreo total, e nos humanos,
aproximadamente 2,5% (VAN THIEL, 1987). Os mecanismos de iniciagdo da
regeneragao sao similares em ratos, camundongos e humanos, porém o tempo do

processo ¢ diferente entre essas espécies. Nos roedores, a massa hepatica original
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é restaurada em aproximadamente 7 a 10 dias (FAUSTO, 2005; BUCHER, 1963). Ja
em humanos, a completa restauragdo ocorre em aproximadamente 3 meses
(FAUSTO, 2000; MICHALOPOQULOS, 1997; FAUSTO, 1994, BUCHER, 1963;
MARCOS, 2000).

2.2 MECANISMOS CELULARES DA REGENERAGAO HEPATICA

O crescimento do figado adulto depende de um sistema de duas células
principais compostas pelos hepatocitos e pelas células precursoras, também
chamadas de células ovais (FAUSTO, 2003, 2004, 2005). As células diferenciadas,
ou seja, os hepatédcitos sao a primeira linha de resposta a ressecgao ou injuria
hepatica, enquanto que as células ovais funcionam como compartimento de reserva.

Os hepatocitos, normailmente quiescentes, apresentam alta capacidade
regenerativa, sendo capazes de mais de 70 ciclos de replicagao (OVERTUREF,
1997). Em roedores, a regeneragcao apoés ressecg¢ao hepatica parcial deve-se aos
hepatécitos, sem a participacao das células progenitoras. No homem, a maioria das
pesquisas avalia a regeneragdao hepatica nos transplantes hepaticos parciais ou
intervivos através de exames de imagem ao invés de analise histolégica. Entretanto,
Huang et al. (2004) realizaram biopsias em pacientes transplantados e evidenciaram
hepatécitos maduros replicados no lobo direito do enxerto logo apés o transplante.

Os hepatocitos sdo também as células responsaveis pela regeneragdo do
figado apds injuria aguda causada por agentes toxicos como o tetracloreto de
carbono. Nos roedores, esse agente causa replicagdo hepatocitaria sem o
envolvimento das células ovais (FARBER, 1975). J& a lesdo provocada pela
galactosamina leva a extensa replicagdo das células progenitoras, as quais se
proliferam e se diferenciam em hepatécitos. Isso ocorre devido a inibicdo da
replicagéo dos hepatdcitos por essa toxina.

Em humanos, um tipo de célula progenitora semelhante as células ovais dos
roedores prolifera na faléncia hepatica aguda e nas doengas cronicas do figado,
incluindo o estagio final da cirrose (LIBBRECHT, 2002). Essa célula progenitora tem
sido chamada de “célula hepatobiliar intermediaria”, e é originada nos canais de
Hering. Fujita et al. (2000) realizaram biopsias seriadas em transplantados e
evidenciaram que as células progenitoras parecem ser as responsaveis pela

regeneracao dos hepatécitos apos insuficiéncia hepatica aguda. Essas células
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progenitoras produzem alfa-fetoproteina e quanto maior sua replicagao apés a injuria
hepatica, maior a produgéo dessa substancia.

Existe muita controvérsia com relagao a produgéo de hepatécitos em figados
transplantados derivados de células da medula 6ssea. Sabe-se que esses
hepatécitos derivados da medula 6ssea constituem menos de 1% do total de
hepatécitos nos figados humanos transplantados e raramente sao detectados. Fujii
et al. (2002) ndao encontraram evidéncia de que as células da medula éssea
gerassem hepatécitos durante a regeneracdo hepatica em ratos submetidos a
hepatectomia parcial.

As células nao-parenquimatosas também desenvolvem um papel fundamental
no processo de regeneracdo hepatica. A exemplo dos hepatécitos, a replicagao
dessas células é bem sincronizada, sendo que seu pico de proliferagédo segue o dos
hepatécitos em algumas horas. Funcionalmente, as células de Kupffer, células
endoteliais e estreladas sao essenciais para a proliferagao hepatocitaria normal. Isso
deve-se ao fato de que essas células produzem quase todas as citocinas e fatores

de crescimento necessarias ao processo (GRISHAM, 1962).

2.3 O CICLO CELULAR DOS HEPATOCITOS

Os hepatécitos vivem em média 150 dias e raramente se dividem sob
condicdes normais em humanos adultos e animais. No figado adulto, apenas uma
em 1000 células encontra-se em mitose a dado momento e, em ratos, uma célula
em 20000 (COURT, 2002; DIEHL, 1996). Ap6s uma hepatectomia parcial de 70%
em roedores, aproximadamente 95% dos hepatdcitos se dividem em animais jovens
e 70% em animais idosos, nos quais a restauragdo da massa hepatica inicial € mais
lenta (FAUSTO, 2005).

Essa replicagao inicia-se algumas horas apds a hepatectomia, ou seja, 12
horas apés nos ratos e 32 horas nos camundongos. Os hepatdcitos quiescentes
estdo na fase Gy. Quase que imediatamente ap6s a hepatectomia, eles entram no
ciclo celular (fase G1), 12 a 15 horas ap6s a ressecgao progridem para a replicagao
do DNA (fase S) e entao, 6 a 8 horas ap6s, passando pela fase G, , entram na fase
de mitose (fase M). As diferengas entre o inicio da replicagdo e seu pico apds a
ressecgao hepatica (24 horas em ratos e 42 horas em camundongos), refletem a
variabilidade da duracdo da fase G; entre as espécies (FAUSTO, 2005). A
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FIGURA 3 — MODELO MULTIPASSOS DE REGENERAGAO HEPATICA
FONTE: FAUSTO E RIEHLE (2005)

Tanto as citocinas quanto os fatores de crescimento ativam um grande
numero de genes e, a resposta génica ocorre muito rapida e precoce apds a
hepatectomia parcial. Essa resposta codifica proteinas com diversas fungdes
(FAUSTO, 2005). Entre esses genes ativados estdo os protooncogenes c-fos, c-jun,
e c-myc, além dos fatores de transcricdo NFKB, STAT3, AP-1 e C/EBPS.
Aproximadamente 185 genes podem estar envolvidos nessa resposta precoce,
incluindo fatores de transcricdo, genes do ciclo celular, genes envolvidos na
transducgao de sinais, inflamagao, remodelagao da matriz extracelular e metabolismo
(FAUSTO, 2005).

Apds a hepatectomia, as celulas nao parenquimatosas e os hepatocitos
remanescentes aumentam a producdo de fator de necrose tumoral alfa(TNFa),
linfotoxina B (LTB), interleucina-1 (IL-1) e 6 (IL-6) (TARLA, 2006).

2.3.1 Via das citocinas e iniciagao dos hepatécitos

As citocinas estimulam os hepatécitos a entrar no ciclo celular e responder ao
efeito mitogénico dos fatores de crescimento. As principais sdo o TNFa e a IL-6.
Estudos mostram que o receptor tipo | para o TNF (TNFR1) e a IL-6 podem ser
essenciais para a completa regeneracgao hepatica (FAUSTO, 2005; YAMADA, 1997).
Tanto o TNF quanto a IL-6 aumentam rapidamente apés a ressec¢ao hepatica
e fazem parte da via TNF-TNFR1—-NFKB—IL-6—-STAT3, cada um deles

aparecendo sequencialmente na regeneracédo hepatica dos roedores nas primeiras
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12 horas apds a hepatectomia parcial (Figura 4). O TNF-a liga-se ao receptor
TNFR1 resultando na translocagao do fator nuclear da cadeia Kappa das células B
(NFKB).
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FIGURA 4 - VIA DAS CITOCINAS NA REGENERAGAO HEPATICA
FONTE: FAUSTO E RIEHLE (2005)

Originalmente identificado em linfécitos B, o NFKB € encontrado em quase
todas as células, incluindo hepatécitos e células nao-parenquimatosas (FAUSTO,
2000; FITZGERALD, 1995). Ap6s a hepatectomia, o NFKB é ativado muito
rapidamente, dentro de 30 minutos ou menos. Essa ativagao é transitoria e nao dura
mais do que 4 a 5 horas (FAUSTO, 2000; FITZGERALD, 1995).

A transcricdo desse fator controla a expressao dos genes codificadores de
citocinas. O NFKB consiste de diferentes proteinas com atividades biol6gicas
distintas. O TNF também induz a expressao da IL-6, a qual sinaliza a transducao e
ativagao do STAT3 (TARLA, 2006; KOUNTOUAS, 2001). Esse fator de transcrigéo é
conhecido como “sinal de transduc¢ao e ativador da transcricdo”. O STAT3 é também
ativado ap6s a hepatectomia parcial, porém mais lentamente que o NFKB. E
detectado no figado 1 a 2 horas apdés a resseccdo e a ativagdo dura
aproximadamente 4 a 6 horas (FAUSTO, 2000; CRESSMAN, 1995). A sua ligacao
com a IL-6 leva a dimerizagdo do receptor, ativacdo de tirosino-quinases

intracelulares (JAK), as quais fosforilam gp130 e criam locais para a ligagao do
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STAT3. E importante na inibicdo da apoptose dos hepatécitos através da inibigao da
caspase 3 e da ativagdo da caspase 8, aumentando a sobrevida dessas células
hepaticas (TARLA, 2006; HAGA, 2003). Tanto o NFKB quanto a IL-6 possuem
funcbes protetoras no figado, e a deficiéncia de IL-6 e TNFR1 diminuem a
regeneracio hepatica em camundongos (TARLA, 2006).

O bloqueio da ativagcdo do NFKB tanto nos hepatocitos quanto nas células
ndo parenquimatosas, inibe a replicagdo hepatocitaria apés hepatectomia parcial
(FAUSTO, 2005). Entretanto, quando bloqueado, apenas nos hepatécitos néo
influencia significativamente a regeneragéo. No figado em regeneragéo, a atividade
do NFKB tanto como inibidor quanto como estimulador da regeneragao hepatica €
mais importante nas células nao parenquimatosas do que nos hepatocitos.

Os genes do ciclo celular ativados apés a hepatectomia parcial incluem o p53,
mdm2, p21, ciclinas e quinases dependentes das ciclinas. A indugdo da ciclina D1 é
o marcador mais confidvel para a progressdo do ciclo celular (fase G1) em
hepatécitos, tanto in vivo quanto in vitro (FAUSTO, 2000; ALBRECHT, 1999). A
superexpressao dessa ciclina em hepatécitos leva a replicagdo do DNA até mesmo
na auséncia dos fatores de crescimento. Hepatocitos primarios colocados em meio
de cultura sem fatores de crescimento, avangam no ciclo celular mas s&o
bloqueados na fase G1 (FAUSTO, 2000). A adigédo de fatores de crescimento induz
a expressao da ciclina D1, promovendo a replicagéo do DNA.

O TNF e a IL-6 sao importantes mediadores da resposta de fase aguda e
aumentam apés a hepatectomia. Nessa fase, alguns genes sédo ativados e nao
ocorre nenhuma replicagao de hepatécitos sem a realizagdo de uma hepatectomia.
Os diferentes efeitos do TNF e da IL-6 nessa fase dependem da atividade do
supressor de citocinas de proteinas sinalizadoras (SOCS), o qual modula as vias
sinalizadoras de citocinas (FAUSTO, 2005; KREBS, 2000; ALEXANDER, 2004).

A IL-6 leva a ativagdo do STAT3 o qual induz a expressdao do SOCS3 no
momento em que a atividade desta IL-6 e do STAT3 € maxima na regeneragao
hepatica (FAUSTO, 2005, CAMPBELL, 2001). Em camundongos que nao
apresentam os componentes do complemento C3a e Cb5a, ocorre drastica redugao
na ativagcdo das citocinas e da replicagdo do DNA apés hepatectomia parcial
(FAUSTO, 2005).

Embora o TNF possa iniciar a regeneragao hepatica, ele também pode levar a

apoptose dos hepatdocitos se administrado em combinagdo com algumas drogas
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como a actinomicina D devido ao bloqueio da transcrigdo génica (FAUSTO, 2000).
Tanto nos efeitos proliferativos quanto apoptéticos, o TNF gera um excesso de
“espécies de oxigénio reativo” (ROS) (FAUSTO, 2000; GROOSSENS, 1995). Nos
hepatécitos normais, o ROS é dissipado através da acdo da glutationa, porém, isso
ndo ocorre no TNF induzindo apoptose, causando dano estrutural as membranas
mitocondriais, diminuindo seu potencial e liberando o citocromo C no citosol. Esse

Gltimo evento ativa as caspases que levarao a morte celular.
2.3.2 Vias dos fatores de crescimento

As citocinas IL-6 e TNF induzem os hepatécitos a responder aos fatores de
crescimento. Os 3 fatores mais importantes na regeneragao hepatica sao o fator de
crescimento dos hepatécitos (HGF), fator transformador de crescimento alfa (TGFa)
e o fator de crescimento epidérmico ligado a heparina (HB-EGF). In vitro, os mais
potentes estimuladores da replicacao dos hepatécitos sdao o HGF e o TGFa.

O HGF é produzido pelas células hepaticas nao parenquimatosas e age nos
hepatocitos por mecanismos enddcrinos ou paracrinos. E estocado na matriz
extracelular de varios tecidos na sua forma inativa (FAUSTO, 2005;
PEDDIADITAKIS, 2001). O HGF sinaliza através do receptor c-met ativando as MAP
quinases e por fim a proliferagao celular (FAUSTO, 2005; BOROWIAK, 2004).

O TGFa e o HB-EGF (heparin binding) sinalizam através dos receptores do
EGF, a qual ativa a cascata da fosforilagdo levando a replicagao do DNA. O TGFa é
produzido pelos hepatécitos e funciona através de mecanismo autécrino. Sua
principal fungao é a de estimular a proliferagao dos hepatocitos, mas também age na
motilidade celular e na vascularizagdao. A expressdao do RNAm do TGFa é muito
baixa em figados normais, mas aumenta apés a hepatectomia e antes do inicio da
replicagdo do DNA. A expressdo do HB-EGF aumenta em grande escala no figado
submetido a hepatectomia parcial (FAUSTO, 2005), precedendo o aumento do HGF
e TGFa.

Acredita-se que o HGF, TGFa e o HB-EGF apresentam efeitos Unicos na
replicagao hepatocitaria e sobrevida, e todos eles sao necessarios para se avaliar a
regeneracao hepatica em humanos. Os niveis séricos de TGFa tém sido utilizados
para se avaliar a regeneracao hepatica apdés a hepatectomia em humanos
(FAUSTO, 2005). Os niveis plasmaticos de HB-EGF aumentam 5 a 7 dias ap6s os
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pacientes terem se submetido a lobectomia ou segmentectomia e também podem
ser utilizados para avaliar a regeneragdo da massa hepéatica remanescente
(FAUSTO, 2005; YAMADA, 1998).

2.1.3.3 Interagdo entre as citocinas e os fatores de crescimento

As citocinas, os fatores de crescimento e os sinais metabdlicos que regulam a
expressao génica devem interagir. /n vivo, os hepatécitos de um figado normal sao
pouco responsivos ao HGF e TGFa. Porém, se for injetado TNF antes da infusao
dos fatores de crescimento, esses hepatécitos apresentam uma resposta mitogénica
substancial. Isso ocorre porque o TNF sensibiliza os hepatécitos aos efeitos dos
fatores de crescimento (FAUSTO, 2005; WEBBER, 1998).

In vitro, a exposicao dos hepatécitos ao TNF ativa uma metaloproteinase da
matriz conhecida como TACE (FAUSTO, 2005; LEE, 2003), a qual leva a clivagem
do precursor do TGFa ancorado a membrana celular (FAUSTO, 2005; ARGAST,
2004). O TGFa soluvel liberado, liga-se com o receptor do EGF ativando as MAP
quinases e por fim levando a replicagcdo do DNA (Figura 5). Um ponto chave na
iniciacdo da regeneragdao hepatica é a ativacdo das metaloproteinases da matriz,
isso porque essas enzimas podem clivar tanto o TGFa quanto o HB-EGF em fatores
de crescimento ativos.
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FIGURA 5 — FATORES DE CRESCIMENTO E POSSIVEIS CONEXOES COM AS VIAS DAS
CITOCINAS
FONTE: FAUSTO E RIEHLE (2005)
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2.4 MASSA HEPATICA E CAPACIDADE REGENERATIVA

Em roedores e humanos ha uma relagdo entre o crescimento hepatico e a
massa corporal. Nos roedores, hepatectomia de 30% n&o causa uma onda
sincronizada de replicagao de hepatocitos. Em ressecgdes envolvendo 40 a 70% do
figado, ha uma relagdo linear entre a extensdo da ressec¢do e a proliferagéo
(FAUSTO, 2005), mas hepatectomias maiores que 70% resultam em maior
mortalidade.

Em transplantes hepaticos de roedores e humanos, figado pequeno
implantado em grande receptor cresce até alcangar 6timo indice de massa hepatica
por massa corporal. Entretanto, grande enxerto em receptor pequeno nao cresce. Os
implantes hepaticos pequenos para o tamanho do receptor, ou seja, menores que
0,8% a 1% da massa corporal, falham em crescer e levam a morbidade severa e alta
mortalidade (FAUSTO, 2005).

Em camundongos submetidos a hepatectomia 30%, a iniciagdo dos
hepatocitos ocorre porém, o ciclo celular ndo progride (FAUSTO, 2005). Entretanto,
a proliferagao celular pode ser induzida pela administragdo de HB-EGF. Outros
dados de relevancia dos enxertos “small for size” reside no fato de que a mortalidade
elevada pode ser reduzida pelo bloqueio do RAGE (receptor for advanced glycation
end-products). Esse bloqueio pode levar ao aumento na produgao do TNF e IL-6,
aumentando desse modo a replicagao do DNA (FAUSTO, 2005; CATALDEGIRMEN,
2005). Com base nesses dados, acredita-se que a combinagdo do bloqueio do
RAGE com a infusdao do HB-EGF pode ser eficaz em promover o crescimento nos
figados transplantados considerados “small for size”.

A regulagcdo da massa hepatica nao ocorre apenas pela sua expansao. Pelo
contrario, quando a massa hepatica excede a demanda funcional corporal, o figado
perde parte dessa massa a fim de restaurar a relagdo massa hepatica / massa
corporal (FAUSTO, 2000; SCHULTE-HERMANN, 1995). A retirada dos fatores
estimuladores de crescimento causa a apoptose dos hepatécitos e a restauragao da
massa normal. O transplante de um figado, ou parte, dele maior do que o necessario
para o receptor (“large for size”) leva a uma situagao na qual a capacidade funcional
do figado excede a demanda corporal (FAUSTO, 2000; KAM, 1987). Nessas
situagbes, a massa hepatica diminui até alcangar o ponto de equilibrio.
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2.5 MODELOS EXPERIMENTAIS DE REGENERAGAO HEPATICA

Experimentalmente, a regeneragao hepatica tem sido estudada in vivo e em
culturas de hepatocitos. Existem diferengas significantes nos mecanismos
envolvidos nas culturas de hepatécitos in vitro comparados com in vivo (COURT,
2002; FRANCAVILLA, 1994). Culturas de hepatocitos mostram respostas
fisiolégicas diferentes daquelas observadas in vivo e, tem sido cada vez mais
reconhecido que as células ndao parenquimatosas e as suas interagbes com o0s
hepatécitos, podem ter um grande e importante papel na regeneragao in vivo
(COURT, 2002; LABRECQUE, 1994).

Outra diferenga entre os modelos de regeneragao deve-se ao tipo de injuria
sofrida pelo figado, ou seja, através de resseccao cirurgica ou de agentes toxicos.
Os ultimos lesam subpopulagdes de células hepaticas especificas ou até mesmo
todos os tipos celulares, enquanto as hepatectomias deixam poucas células lesadas
(KONIARIS, 2003; KAPLOWITZ, 2002).

Por exemplo, a ingesta abusiva de alcool lesa ou mata os hepatocitos nas
zonas periportais, ja a injaria por isquemia / reperfusdao ou por tetracloreto de
carbono leva a necrose macica pericentral. Por outro lado, a D-galactosamina causa
lesdo pan-hepatocelular e, a exposicdo ao corante de anilina, lesdo seletiva do
epitélio dos ductos biliares. A regeneragdo por sua vez também ¢& especifica
dependendo do agente nocivo ou do tipo da lesdo. No caso da D-galactosamina, os
hepatécitos nao se proliferam, mas sim as células progenitoras ou células ovais, ao
contrario da injuria pelo tetracloreto de carbono (KONIARIS, 2003; KAPLOWITZ,
2002).

A resseccgao hepatica ou hepatectomia parcial (HP) reduz a massa hepatica
mas deixa poucas células lesadas. Embora os segmentos hepaticos remanescentes
estejam sujeitos ao aumento do fluxo sanguineo portal e pressao apos a HP, este
modelo € o que mais se aproxima da “pura’ regeneragao hepatica nao
acompanhada da injuria celular e é o preferido in vivo para o estudo da resposta
regenerativa. O rato e o camundongo sao os animais de maior utilizagao devido ao
seu pequeno tamanho e baixo custo com sua aquisicao e cuidados.

No modelo de hepatectomia dois tergos descrito por Higgins e Anderson em
1931, os lobos lateral esquerdo e lobo mediano eram ligados e excisados,

resultando na retirada de 65 a 70% do figado (Figura 6).
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FIGURA 7 — ANATOMIA CIRURGICA DO FIGADO DO RATO COM ELEMENTOS VASCULARES E
BILIARES. (A) PORCENTAGEM DE PESO DE CADA LOBO; (B) VEIAS HEPATICAS; (C)
RAMIFICACAO DA VEIA PORTA; (D) VIA BILIAR. CP, PROCESSO CAUDADO; AC, LOBO
CAUDADO ANTERIOR; PC, LOBO CAUDADO POSTERIOR; SRL, LOBO LATERAL DIREITO
SUPERIOR; IRL, LOBO LATERAL DIREITO INFERIOR; ML, LOBO MEDIANO; RML, PORCAO
DIREITA DO LOBO MEDIANO; LML, PORCAO ESQUERDA DO LOBO MEDIANO; LLL, LOBO
LATERAL ESQUERDO; MF, LIGAMENTO UMBILICAL; LF, FISSURA ESQUERDA; RF, FISSURA
DIREITA, FL, LIGAMENTO FALCIFORME

FONTE: MARTINS (2007).
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FIGURA 8 - DESCRICAO ESQUEMATICA DAS HEPATECTOMIAS PARCIAIS NO RATO E
VOLUMES DO PARENQUIMA APROXIMADOS. APROXIMADAMENTE, AS PORCENTAGENS DE
CADA LOBO HEPATICO SAO SRL 12%, IRL 10%, ML 38% (RML 25% E LML 13%), LLL 30%, AC

4%, PC 4%, CP 2-3%. NA HEPATECTOMIA 70%, OS LLL E ML SAO REMOVIDOS
FONTE: MARTINS (2007)

Em roedores, as ressecgbes hepaticas sao bem toleradas, com minima

mortalidade operatéria. Foram descritas quatro técnicas:
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a) Classica: ligadura em bloco da base do lobo. E a mais utilizada e traz alguns
riscos como estenose da veia cava e congestdo hepatica. Pode ser realizada
pela via convencional (HIGGINS E ANDERSON, 1931; RALLI, 1951) ou pela via
laparoscopica (KRAHENBUHL, 1998);

b) Clipes hemostaticos: sdo usados clipes de titanio ao invés de fios de sutura nos
pediculos;

c) Técnica de preservagdo do parénquima por orientagéo dos vasos: descrita por
Madrahimov em 2006, nao necessita de ligadura prévia do hilo. Realizada
através de suturas sequenciais proximas ao clampe de acordo com a anatomia
vascular topografica;

d) Técnica micro cirtrgica de orientagado dos vasos: descrita inicialmente por Kubota
(KUBOTA, 1997), é similar a utlizada nas hepatectomias em humanos,

apresentando menor risco de sangramento e de constricao da veia cava.
2.7 REGENERACAO NA DOENCA HEPATICA

Somente apés a remogao do agente causador da injuria hepatica que,
geralmente, a arquitetura do figado é restaurada. Caso isso néao ocorra, a replicagéo
dos hepatocitos fica prejudicada; fibrose, alteragdes vasculares, cirrose ou cancer
podem aparecer (COURT, 2002; LEEVY, 1998). Ao contrario da hepatectomia
parcial, em que parte do figado ndo é lesada, as injurias causadas, por exemplo,
pelo tetracloreto de carbono ou hepatite viral afetam todo o parénquima (COURT,
2002; LABRECQUE, 1994).

Sob o ponto de vista clinico, a necrose maciga devido a insuficiéncia,
geralmente necessita de transplante hepatico. A lesdo crénica e inflamagéo
associada a hepatite B ou C levam a fibrose do figado. A repetida replicagao dos
hepatocitos, devido a cirrose ou outra doenga crbnica, pode causar alteragdo no
DNA e expressdao inadequada ou aumentada de oncogenes, levando ao
hepatocarcinoma, fato este observado em humanos (COURT, 2002; KITAMURA,
1998; LEEVY, 1998).

A atividade da telomerase é associada a replicagao celular. Em um figado
normal, sua atividade é desprezivel, porém, ligeiramente aumentada na cirrose e na
hepatite e, muito aumentada no carcinoma hepatocelular (COURT, 2002; TAHARA,
1995).
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Apo6s ressecgdo hepatica parcial em pacientes cirréticos, as fungdes se
tornam insuficientes para as demandas metabdlicas que surgem (COURT, 2002),
com regeneracao reduzida e vulnerabilidade a faléncia hepatica pés-hepatectomia.
A hiperbilirrubinemia tende a ser prolongada. Os cirréticos também apresentam
deficiéncia protéica apds a cirurgia (COURT, 2002; NAGASUE, 1987). Ratos com
figado esteatdtico também tém sua regeneragdo hepatica reduzida apds a
hepatectomia e sdo bem menos tolerantes a isquemia (COURT, 2002; SELZNER,
2000).

2.8 FATORES REGULADORES DA REGENERAGCAO HEPATICA

Devido a dificuldade de estudar a regeneragdo hepatica em humanos, a
maioria das informagodes referentes a proliferagao dos hepatécitos deve-se a estudos
experimentais em pequenos animais in vivo e culturas de hepatécitos in vitro. Esses
hepatécitos podem ser isolados por perfusdo in situ e digestdo da colagenase
seguido da purificagdo dos outros tipos celulares (KONIARIS, 2003). Na auséncia
dos fatores de crescimento, os hepatécitos permancem quiescentes na cultura;
porém, quando se administra alguns fatores de crescimento como HGF (fator de
crescimento dos hepatécitos), EGF (fator de crescimento epidérmico), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e agentes co-mitogénicos como a insulina, a sintese do
DNA ocorre.

A presenga de fatores de crescimento hepatico no soro de animais
hepatectomizados n&o necessariamente implica que tais fatores sejam responsaveis
pelo desencadeamento do processo regenerativo (ALOIA, 2006, BRAUN, 1998;
FAUSTO, 1987; LEFFERT, 1988; MEAD, 1989; RAMALHO,1998).

O mais potente mitdbgeno hepatico in vitro € o HGF, mas in vivo, esse
mitdgeno sozinho produz minima ou nenhuma divisdao hepatocelular em animais
normais até mesmo quando presente em altas concentragdes (KONIARIS, 2003;
WEBBER, 1998). Ja in vivo, varios estudos mostram a interleucina-6 (IL-6) como um
potente mitégeno (KONIARIS, 2003; ZIMMERS, 2003).



2.9 TIPOS DE FATORES DE CRESCIMENTO HEPATICO

Alguns fatores de crescimento ja sdo bem conhecidos e podem ser divididos
em 3 categorias principais (RAMALHO, 1993; RAMALHO, 1998):
e Agentes mitogénicos ou indutores do crescimento;
e Agentes co-mitogénicos;

e Agentes inibidores do crescimento.

2.9.1 Agentes mitogénicos

Sao definidos como substancias capazes de estimular os hepatécitos em
culturas na fase Gy e induzir a sintese de DNA e mitose. Os exemplos incluem o
EGF, TGF e o mais potente de todos, o HGF. Todos esses fatores estao
aumentados apés uma hepatectomia 70% e a infusdo do soro desses ratos
hepatectomizados em ratos normais pode também induzir a sintese de DNA. Todos
esses mitdbgenos isoladamente podem induzir a sintese de DNA em culturas de
hepatocitos e, este efeito pode ser potencializado por mitégenos incompletos ou co-
mitégenos como a insulina, glucagon, adrenalina e noradrenalina (COURT, 2002;
BUCHER, 1991; MICHALOPOULOS, 1990).

Na auséncia de injuria hepatica, quando os hepatocitos sao expostos aos
mitdbgenos, ocorre apenas um pequeno aumento na expressao dos genes imediatos.
Entretanto, mitégenos podem induzir hiperplasia hepatica que regride apds sua
retirada, sugerindo que sem lesdo hepatica a replicagao pode ocorrer por uma via
diferente (COURT, 2002; COLUMBANO, 1996).

2.9.1.1 Fator de crescimento dos hepatocitos (HGF - hepatocyte growth factor)

O HGF é o mais importante e potente mitégeno de todos. Seus niveis
aumentam bastante tanto no sangue quanto no figado nos casos de injuria hepatica
extensa. E sintentizado e secretado por inimeros tecidos e também pelas células
hepaticas nao-parenquimatosas, principalmente as de Kupffer, nao sendo
encontrado em hepatocitos de figados normais ou em regeneragao. Sua agao é
potencializada na presenga de insulina, glucagon e EGF (COURT, 2002; GOVE,
1991; BUCHER, 1991). Seu efeito é inibido pela somatostatina, parcialmente inibido
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pela heparina e potencializado pela norepinefrina. Sua secre¢ao é reduzida pelos
glicocorticoides e TGF. (ALOIA, 2006; MICHALOPOULOS, 1984; ZARNEGAR,
MICHALOPOULOS, 1989; RAMALHO, 1998; MICHALOPOULOS, ZANERGAR,
1992).

Particularmente, niveis elevados de HGF sdo encontrados em pacientes com
insuficiéncia hepatica fulminante, com valores ainda mais altos naqueles que
evoluem a oObito. Também em pacientes com insuficiéncia renal crénica em
hemodialise, e sem lesdo hepatica, os niveis de HGF sao elevados (COURT, 2002).
Sua presencga em tecidos envolvidos na circulagao portal sugere que o efeito tréfico
hepatico pode ser oriundo de outros sitios. Apesar destes niveis plasmaticos
elevados de HGF e a presenca de receptores em varios outros 6rgaos, a
regeneracao ndo € desencadeada em outros tecidos e a razédo disso ainda
permanece desconhecida (COURT, 2002; LABRECQUE, 1994).

Cerca de uma hora apéds a ressecgao hepatica em ratos e humanos, os niveis
plasmaticos de HGF elevam mais de 20 vezes, fazendo dele o principal
desencadeador do processo regenerativo apds a hepatectomia parcial. O
mecanismo para a indugdo extra-hepatica do RNAm do HGF depois da
hepatectomia & desconhecido. O efeito mitogénico do HGF sobre os hepatdcitos
ocorre pela via paracrina e endoécrina (ALOIA, 2006; ANKOMA-SEY, 1999;
RAMALHO, 1998; MICHALOPOULOS, ZANERGAR, 1992).

2.9.1.2 Fator de crescimento epidérmico (EGF — Epidermal Growth Factor)

E uma glicoproteina que estimula o crescimento de varios tecidos epidérmicos
e epiteliais tanto in vivo quanto in vitro e, o crescimento de alguns fibroblastos em
culturas celulares (KONIARIS, 2003; SCHLESSINGER, 2000). E o horm6nio mais
frequentemente utilizado para induzir a sintese de DNA em culituras de hepatécitos,
sendo seu efeito usado como modelo, contra 0 qual € comparada a atividade de
outros fatores de crescimento hepatico. O EGF tem seu efeito potencializado pela
insulina e glucagon tanto in vivo quanto in vitro (ALOIA, 2006; MCGOWAN, 1981;
GUPTA, 1992).

Em ratos e camundongos o sitio de maior produgao do EGF sao as glandulas
salivares. O EGF é também secretado pelas glandulas de Brunner do duodeno, rins

e pancreas. A sialoadenectomia resulta em diminuigdo do EGF circulante e um
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atraso na sintese do DNA apés hepatectomia parcial em camundongos e bloqueio
completo da regeneracgao hepatica em ratos (KONIARIS, 2003; NOGUCHI, 1991). A
administracdo de EGF corrige esses defeitos. Outros estudos evidenciam que a
ressecc¢ao das glandulas de Brunner reduzem o processo regenerativo ao contrario
da sialoadenectomia (ALOIA, 2006; OLSEN, 1988; RAMALHO, 1998).

Quando o EGF é adicionado as culturas de hepatocitos, a sintese de DNA
tem seu pico entre 48 e 72 horas e nao antes de 24 horas como ocorre in Vvivo.
Porém se o EGF for infundido 24 horas apds o isolamento dos hepatécitos, a
resposta & muito mais rapida. Isso reflete o tempo de adaptagao dos hepatécitos ao
ambiente in vitro. Esse fator de crescimento leva a 2-3 ciclos de sintese de DNA e,
por razées ainda desconhecidas, ha interrup¢ao apos esses ciclos. O TGF inibe a
atividade do EGF (ALOIA, 2006; MCGOWAN, 1981; HOUCK, MICHALOPOULOQOS,
1989; RAMALHO, 1998).

2.9.1.3 Fator transformador de crescimento alfa (TGF-a — Transforming Growth
Factor Alfa)

O TGF-a € um membro da familia do EGF que compartilha e atua sobre o
mesmo receptor e aparentemente nao é essencial para a regeneragao hepatica. Por
essa razao, o TGF-a é também mitogénico para os hepatécitos in vitro. O TGF-a é
também sintetizado por tecidos normais in vivo e por células em cultura (ALOIA,
2006; FAUSTO, 1989; RAMALHO, 1998, BRENNER, 1989).

Esse fator de crescimento é sintentizado por hepatédcitos em regeneragao,
mas nao por células nao parenquimatosas. Isso foi comprovado por Webber et al.
(KONIARIS, 2003; WEBBER, 1998) com a inje¢cao de 80 pug de EGF ou TGF-a em
figado de ratos. A sintese de DNA ocorreu em menos de 2% dos hepatdcitos. Apos
uma hepatectomia parcial, ocorre elevagao nos niveis do RNAm para TGF-a em 4 a
5 horas com um pico cerca de 10 vezes maior em 24 horas apds a ressec¢ao
hepatica. O TGF-a tem um pico 24 horas e outro 72 horas apds essa ressecgao. In
vitro, também é observado elevagao nos niveis de RNAm e da secregéao de TGF-a
durante a replicagado (ALOIA, 2006; MEAD; FAUSTO, 1989; RAMALHO, 1998).

A produgcdo de TGF-a por hepatocitos em regeneragao nao € responsavel
pela iniciagdo do processo regenerativo. O TGF-a agiria sobre um hepatécito ja
iniciado (fase G1) sendo fundamental para a sintese de DNA. Esse TGF-a também
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estimula a proliferagdo de células ndo parenquimatosas adjacentes (ALOIA, 2006;
MICHALOPOULOS, 1990; RAMALHO, 1998).

2.9.1.4 Fator de crescimento de fibroblastos acido (aFGF — acidic Fibroblastic
Growth Factor)

Também conhecido como fator de crescimento ligante a heparina 1 (Heparin
Binding Growth Factor 1). E secretado pelos hepatdcitos em regeneragdo com pico
de secreg¢do coincidindo com o pico de sintese de DNA. Apenas 50% dos
hepatécitos responde ao aFGF. Este fator de crescimento reduz o efeito inibitério do
TGF-a sobre a replicagao induzida pelo EGF. Sua atividade mitogénica é menor que
a deste ultimo e a heparina potencializa sua agcdo (ALOIA, 2006; GUPTA, 1992;
KAM, 1989; RAMALHO, 1998).

2.1.9.2 Agentes co-mitogénicos

Sao agentes que ndo tém efeito direto na proliferagdo dos hepatécitos, mas
sdo capazes de potencializar o efeito dos agentes mitogénicos e reduzir o efeito dos
agentes inibidores. Nao possuem efeitos mitogénicos quando adicionados
isoladamente em meios de cultura (COURT, 2002; BUCHER, 1991; ALOIA, 2006;
RAMALHO, 1993; RAMALHO, 1998).

2.9.2.1 Substancia estimuladora hepatica (HSS — Hepatic Stimulatory Substance)

E uma substancia capaz de estimular a sintese de DNA nas células ja
induzidas previamente. Porém, o HSS é um potente mitégeno para os hepatécitos
malignos (COURT, 2002; LABRECQUE, 1984). Uma peculiaridade é sua aparente
especificidade hepatica, tanto in vivo como in vitro, e é secretado pelo préprio figado
(COURT, 2002; LABRECQUE, 1982; LABRECQUE, BACHUR, 1982).

Nos estudos in vitro, foi demonstrada a necessidade da adigao de EGF para o
desencadeamento da resposta proliferativa. Evidencia-se um grande aumento da
sintese de DNA nos hepatécitos se comparado ao efeito isolado do EGF (ALOIA,
2006; FLEIG; HOSS, 1989; RAMALHO, 1998). Ja in vivo, 12 horas apés a

hepatectomia parcial torna-se detectavel sua capacidade de estimular a sintese de



40

DNA, com um pico 26 horas apoés a ressecgao, persistindo por cerca de 72 horas.
Torna-se indetectavel apés 8 dias (ALOIA, 2006; LABRECQUE, 1991,
LABRECQUE, 1975; RAMALHO, 1998).

2.9.2.2 Insulina e glucagon

Sao dois hormoénios importantes para o trofismo e metabolismo dos
hepatécitos. Essas duas substancias atuam sinergicamente na regeneragao
hepatica. In vitro, a auséncia da insulina pode causar a degeneragido e morte dos
hepatocitos. Porém, a adigcao de insulina pode reverter ou previnir a atrofia hepatica
que ocorre na deficiéncia desse hormdnio (ALOIA, 2006; ANKOMA-SEY, 1999).

A sintese de DNA é pequena com o EGF sozinho, porém torna-se maior com
a adicao de glucagon e insulina. Esses dois Gltimos horménios falham na iniciagao
da proliferacao dos hepatocitos em animais com figado sadio, o que sugere a
necessidade de adicionar fatores (KONIARIS, 2003; STARZL, 1978).

Estudos sugerem que fatores humorais no sangue portal, possivelmente a
insulina e o glucagon, podem ser importantes na regulagdo da regeneragéao
hepatica, mas tem pouco efeito sozinhos, sendo necessaria a associagdo com o
EGF (ALOIA, 2006; BAKER, 1985; MCGOWAN, 1981). Ap6s a hepatectomia parcial,
a sintese de DNA pode ser inibida pela administragao de anticorpos anti-insulina. A
concentragéo de insulina na veia porta diminui rapidamente apdés a hepatectomia
parcial, enquanto os niveis de glucagon aumentam (ALOIA, 2006; RAMALHO, 1998;
STARZL, 1978).

2.9.2.3 Norepinefrina

Essencial durante as fases iniciais da regeneragcao hepatica. /n vitro, possui
propriedades mediadas pelo receptor alfa-1 adrenérgico, ou seja, nao &€ mitogénica
sozinha, exacerba o potencial mitogénico do EGF e é capaz de reduzir o efeito
inibitério do TGF (ALOIA, 2006; CRUISE, MICHALOPOULOS, 1986; RAMALHO,
1998).

2.9.2.4 Vasopressina
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Em ratos com deficiéncia congénita de vasopressina, a regeneragao hepatica
encontra-se reduzida e é restabelecida ap6s administragao desse horménio (ALOIA,
2006; RUSSELL, 1983; RAMALHO, 1998). A vasopressina € secretada nas sinapses
simpaticas hepaticas juntamente com a norepinefrina, podendo ambas estarem
envolvidas nos efeitos do sistema simpatico sobre a regeneragdo (ALOIA, 2006;
MICHALOPOULOS, 1990; RAMALHO, 1998).

2.9.2.5 Esterodides e hormoénio tireoideano

Os esteréides sao bem conhecidos por modular uma variedade de processos
celulares em varios tipos de células. Estes efeitos sao também significantes nos
hepatocitos, onde os esterdides regulam tanto o crescimento transitério celular como
o metabolismo de acidos graxos destas células (KONIAIRS, 2003; REPA, 2000;
KUEBLER, 2001, 2002).

Apds uma hepatectomia parcial, os niveis séricos de estrogenos encontram-
se elevados, com um pico 24 a 48 horas apds o procedimento. Ao contrario, os
niveis de testosterona estao reduzidos apos a hepatectomia parcial, assim como os
receptores nucleares para andrégenos (KONIAIRIS, 2003; FRANCAVILLA, 1989a,
1989b). O pré-tratamento com 17 pB-estradiol induz a sintese de DNA nos
hepatocitos de rato em cultura e acelera a regeneragao hepatica in vivo nesses
animais. O tamoxifeno reduz a proliferagdo dos hepatocitos se administrado logo
apés a hepatectomia parcial (KONIARIS, 2003; FRANCAVILLA, 1989b).

Em homens, os niveis séricos de estradiol se elevam rapidamente, com um
pico 48 horas ap6s a ressecgao hepatica, enquanto os niveis de testosterona
diminuem. No entanto nas mulheres, nao se observa nenhuma alteragéo significativa
nos niveis de estradiol e testosterona apdés a hepatectomia (ALOIA, 2006;
FRANCAVILLA, 1990a; RAMALHO, 1998; SVANAS, 1989).

O horménio tireoideano T3 é também um potente indutor da proliferagéo dos
hepatécitos in vitro e in vivo (KONIARIS, 2003; FRANCAVILLA, 1994), embora a
regeneragcao hepatica seja quase normal em ratos com hipotireoidismo ou
tireoidectomizados (KONIARIS, 2003; BEYER, 1992).

Glicocorticoides inibem a proliferagao dos hepatécitos e reduzem a expressao
de genes envolvidos no metabolismo de acidos graxos (KONIARIS, 2003; IBDAH,
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2000). O uso desses hormdnios pode prejudicar a regeneragéo hepatica tanto por

agravar a esteatose quanto por inibir o crescimento do préprio figado.

2.9.2.6 Prostaglandinas

Estudos da década de 70 sugeriram que as prostaglandinas, incluindo a E;
(PGE,), prostaciclina e tromboxano podem estar envolvidos na regulagdo do
crescimento hepatico apés hepatectomia (KONIARIS, 2003; MACMANUS, 1976). As
prostaglandinas sdo formadas a partir da degradacao do acido araquiddnico dos
fosfolipideos das membranas pela fosfolipase A,.

A adicdo de acido araquidénico ou de prostaglandinas a cultura de
hepatocitos provoca aumento na sintese de DNA. Em animais cirréticos, a infusao
de prostaglandina E; aumenta a sintese hepatica de DNA 24 horas apds a
hepatectomia. As células de Kupffer de figados em regeneragéao apresentam grande
capacidade de secre¢do dessas prostaglandinas. Isso ocorre precocemente e
persiste por até 48 horas apés a ressecgao hepatica (ALOIA, 2006; ADDREIS, 1981;
RAMALHO, 1998).

Drogas bloqueadoras das prostaglandinas como a indometacina inibem a
sintese de DNA. Entretanto, o mecanismo pelo qual a regeneracédo hepatica sofre
influéncia das prostaglandinas ainda nao esta totalmente elucidado (ALOIA, 2006;
KWON, 1990; RAMALHO, 1998).

2.9.3 Agentes Inibidores do crescimento

Essas substancias apresentam capacidaes em inibir a mitogénese induzida
pelo EGF.

2.9.3.1 Fator transformador de crescimento beta (TGFB — Transforming Growth

Factor Beta)

E uma citocina multifuncional que possui tanto efeitos inibidores quanto
estimuladores dependendo do tipo celular e das condigbes envolvidas. Se
administrado concomitantemente, inibe os efeitos do TGFa; porém nao apresenta

efeito quando administrado com outros agentes mitogénicos, como HGF, ou co-
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mitogénicos como a insulina (COURT, 2002). E produzido tanto pelos hepatdcitos
quanto pelas células nao parenquimatosas. Os hepatécitos normais ndao podem
ativar o TGFB, mas aqueles em regeneragédo podem (COURT, 2002; DIEHL, 1996).

Em cultura de hepatécitos, inibe a mitogénese induzida pelo EGF, pelo TGFa
e pelo HGF. Em ratos, sua administragdo antes e apés uma hepatectomia parcial
inibe o pico de sintese de DNA que ocorre 24 horas apés a cirurgia. O mecanismo
responsavel por esse efeito inibitorio ainda € desconhecido (ALOIA, 2006; FAUSTO,
1991; RAMALHO, 1998; RUSSELL, 1988).

2.9.3.2 Activina

E um membro da superfamilia TGFB, sendo um potente inibidor da
proliferagcao dos hepatdcitos in vitro e in vivo (KONIARIS, 2003; YASUDA, 1993;
SCHWALL, 1993). A folistatina tem alta afinidade pela activina inibindo sua ligagcao
com os receptores e sua atividade biolégica (KONIARIS, 2003; HILLIER, 1993). Por
esse motivo, a injecdo de folistatina estimula transitoriamente a proliferagcao
hepatocelular (KONIARIS, 2003; KOGURE, 1996).

2.9.3.3 Interleucina 1

Tem a capacidade de inibir a proliferagdo dos hepatécitos. A inibicdo nao é
completa, como com o TGFp, e cerca de 20% dos hepatécitos permanecem em
sintese (ALOIA, 2006; NAKAMURA, 1988; RAMALHO, 1998).

2.10 Imunossupressao e regenerac¢ao hepatica

A imunossupressdo nos transplantes visa induzir tolerancia ao enxerto,
mantendo a capacidade do sistema imune de neutralizar microorganismos
patogénicos. Durante a década de 80, a introdugéo da ciclosporina, um inibidor da
calcineurina, a imunossupressao atingiu nivel de eficiéncia para que varios centros
no mundo iniciassem atividade clinica regular em transplantes de varios 6rgéaos
sélidos que até entdao eram realizados apenas em nivel experimental, inclusive o
transplante hepatico (SCHREM, 2004; GORDON, 1986; CALNE, 1987). Atualmente,
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os inibidores da calcineurina, ciclosporina e tacrolimus, sdo a base da maioria dos
esquemas de imunossupressao utilizados no transplante de 6rgéaos.

A ciclosporina (Neoral®, Sandimun®), também conhecida como ciclosporina A,
é um polipeptideo ciclico lipofilico neutro constituido por 11 aminoacidos e foi
introduzida como droga imunossupressora por Roy Calne em 1979 (CALNE, 1979).
Sua aplicagdo no transplante hepatico praticamente dobrou a sobrevida de um ano
dos pacientes de 30 a 35% com esquemas utilizando azatioprina e esterdides para

70% com ciclosporina associada a esteroides.
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FIGURA 9 — FORMULA QUIMICA ESTRUTURAL DA CICLOSPORINA
FONTE: WWW.NETDRUGS.INFO

Produzida através de um fungo (Tolypocladium inflatum), possui a féormula
molecular Cg;H111N11042 € peso molecular de 1202,6.

E um pé cristalino, fino, branco, com odor caracteristico, soluvel em metanol,
etanol, acetona, éter e cloroférmio, levemente soluvel em agua e hidrocarboneto
saturado. A ciclosporina de microemulsao (Neoral®) foi aprovada em 1995 nos
Estados Unidos como primeira escolha em transplantados renais, hepaticos e
cardiacos alogénico (SCHREM, 2004; HENRY, 1999). A férmula inicial oleosa
(Sandimun®) era caracterizada por alta variabilidade farmacocinética e baixa
biodisponibilidade. A féormula de microemulsédo foi entdo desenvolvida para evitar
esses problemas, mantendo os niveis sanguineos mais estaveis (SCHREM, 2004;
DUNN, 2001). O tacrolimus (FK506), um macrolideo com mecanismo de agao similar
a ciclosporina (SCHREM, 2004; THOMSON, 1995) foi aprovado para uso em
transplantados hepaticos em 1994 (SCHREM, 2004; HENRY, 1999).

Varios trabalhos tém evidenciado que agentes imunossupressores como a

ciclosporina e o tacrolimus (FK 506) sdo capazes de estimular a proliferagao
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hepatocelular em ratos submetidos a hepatectomia parcial (KIM, 1988a, 1988b,
1990, 1992, 1993; NAGAYOSHI, 2008). Porém, in vitro, a adigdo desses
imunossupressores nao resultou em qualquer efeito sobre a replicagao celular
(FRANCAVILLA, 1991a; FRANCAVILLA, 1991b; RAMALHO, 1998).

A CsA interage com uma proteina do citoplasma, a ciclofilina (CpN — receptor
intracelular da CsA), formando um complexo que inibe a fosfatase Ca2+-
calmodulina-dependente (Calcineurin). A defosforilagdo do NF-AT é mediada pela
calcineurina e € essencial para a translocagao deste fator de transcricdo para o
nucleo da célula.

Uma vez bloqueada a atividade fosfatase da calcineurina, a translocagao do
NF-AT nao ocorre, impedindo desta forma a transcrigéo de citocinas e varios outros
genes. A CsA também inibe a atividade do NFKB, ndo atuando entretanto, na AP-1.
Esta interagao determina a inibicdo da expressao génica de diversas citocinas, como
a IL-2 e em especial a IL-5. A IL-2 era anteriormente conhecida como TCGF (T Cell
Growth Factor) e tem como principal agdo a de assegurar a expansao clonal dos
linfécitos T ativados.

A CsA apresenta outras agdes em varias células: determina a redugéo da
liberagdo de histamina pelos basofilos, reduz a sintese de IL-1, do fator de necrose
tumoral (TNF), do superoxido, do peroxido de hidrogénio pelos macréfagos, assim
como reduz a quimiotaxia de neutréfilos e as concentragdes do receptor soluvel |L-2.
Em modelos animais, a CsA inibe a resposta tardia da asma, a a fluéncia de
eosindfilos e a subseqiiente hiper-responsividade ap6s provocagdo antigénica in
vivo.

A ciclosporina ndao é mielotéxica. A dose habitualmente utilizada é de 5
mg/kg/dia. Sua utilizagao é restrita, entretanto, devido aos efeitos colaterais como a
propensao a infecgdes, hipertensao arterial, hipertricose, hiperplasia gengival, sendo
toxica ao figado, rins e sistema nervoso. Uma forma inalavel talvez possa reduzir tais
efeitos (SCHREM, 2004; JORGENSEN, 2003; STARZL, 1982).

2.10.1 Influéncia da ciclosporina na regeneragao hepatica
Pouco se conhece a respeito do transplante, rejeicao e imunossupressao na

regeneragao apds a ressecg¢ao subtotal do figado. A maioria dos estudos utiliza o

modelo de hepatectomia a 70% em ratos para avaliagao da regeneragdo hepatica.
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Poucos estudos tratam do efeito da ressecg¢do subtotal na regeneragdo hepatica
influenciado pela imunossupressao (DAHMEN, 2002).

Desde seu desenvolvimento inicial como agente imunossupressor no
transplante, muitos estudos tém examinado seus efeitos hepatotdxicos, mas também
seu papel como indutor da regeneragdo hepatica. Foi demonstrado aumento da
proliferacdo de hepatdcitos em figados nao hepatectomizados, embora alguns
autores acreditem que a ciclosporina tenha um efeito inibitério sobre a regeneragéo
hepatica, possivelimente relacionado ao importante papel desenvolvido pelos
linfocitos T na regeneragao apos hepatectomia parcial. Além disso, alguns estudos
em ratos transplantados evidenciam que os efeitos hepatotdxicos ou hepatotréficos
da ciclosporina sdo dose-dependentes (ALVIRA, 2002).

Alvira et al. (2002) estudaram o efeito da ciclosporina na regeneragao do
enxerto e na fungdo apds o transplante hepatico em porcos. Esses autores nao
evidenciaram nenhuma diferenga estatistica tanto no aumento de volume do enxerto
quanto na regeneracgao hepatica nos grupos com e sem ciclosporina.

Existem evidéncias de que os inibidores de calcineurina aumentam a
regeneracao hepatica apos ressecgdes hepaticas e transplantes hepaticos com
enxertos do tipo split liver (DAHMEN, 2002). Francavilla et al. também demonstraram
o efeito hepatotréfico desses imunossupressores na regeneracao hepatica no
modelo de hepatectomia conforme descrito por Higgins e Anderson (DAHMEN,
2002; FRANCAVILLA, 1991a).

O estimulo a divisdo dos hepatécitos pode comprometer a capacidade de um
namero limitado dessas células em desempenhar completamente suas funcgbes
metabdlicas, possivelmente levando o animal a morte. Alternativamente, pode
aumentar a sobrevida devido ao maior numero de hepatédcitos ativos
metabolicamente em curto periodo de tempo. Similarmente, a inibigdo da
regeneragcao hepatica pode aumentar a performance metabdlica dos hepatocitos
remanescentes e melhorar a sobrevida do animal ou, por outro lado, se o niumero de
células ativas permanecer muito baixo, levar a morte (DAHMEN, 2002).

Dahmen et al. (2002) compararam os efeitos de 4 drogas imunossupressoras
na regeneracao hepatica apoés hepatectomia parcial. O efeito hepatotréfico dos
inibidores da calcineurina foi comprovado no estudo, assim como aumento na
sobrevida dos animais. Em contraste, as drogas antiproliferativas inibiram, como

esperado, a regeneracao hepatica. O sirolimus ndo alterou a sobrevida e ©
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micofenolato mofetil a reduziu significantemente quando comparado ao grupo
controle. Baseado nesses resultados, receptores de enxerto parcial deveriam
receber inibidores de calcineurina e evitar drogas antiproliferativas como o
micofenolato mofetil.

Shinohara et al. (2007) compararam a administracdo de ciclosporina e
placebo em ratos submetidos a hepatectomia 70 e 90%. Com relacao a regeneragao
hepatica, ndo houve diferenga estatistica entre os grupos. Coughlin et al. (1987)
estudaram a regeneragdo hepatica em ratos submetidos a hepatectomia parcial e
entdo tratados diariamente com ciclosporina, dexametasona e a combinagéo de
ambos. Todos os animais apresentaram perda de peso, fendbmeno esse comum a
essas drogas. Os ratos tratados com ciclosporina aumentaram em 4 vezes a sintese
de DNA nos 6 primeiros dias apds a ressecg¢ao hepatica.

Kim et al. (1990) realizaram a pré-terapia com ciclosporina na dose de
10mg/Kg/dia em ratos submetidos a resseccdo de 90% da massa hepatica. Os
resultados evidenciaram aumento na proliferagdo dos hepatocitos quando
comparado ao grupo sem ciclosporina, porém sem diferencas com relagéo a
sobrevida (KIM, 1992). Esses mesmos autores estudaram a influéncia de varias
dosagens de ciclosporina em ratos submetidos a hepatectomia parcial a 70%. Pré-
terapia por 4 dias era realizada na dose de 10mg/Kg/dia via gavagem. Pés-
hepatectomia, diferentes grupos com dosagens de 5, 10 e 20mg/Kg/dia foram
avaliados. Nas duas dosagens mais baixas, o pico de mitose apds a ressecg¢ao foi o
dobro que o valor normal, entretanto, o grupo com 20mg/Kg/dia de ciclosporina teve
seu pico suprimido. Outro trabalho desses mesmos autores também concluiu que a
ciclosporina estimula a proliferagdao de hepatécitos em ratos apdés hepatectomia
parcial (KIM, 1988a).

Kim et al. (1988b) também avaliaram o efeito da ciclosporina na proliferagao
dos hepatécitos apds hepatectomia parcial em ratos e compararam com outras
drogas imunossupressoras como a azatioprina e metilprednisolona. Foram avaliados
parametros como taxa de mortalidade, restauracao do peso hepatico, caracteristicas
histolégicas e mitéticas do figado remanescente, bem como niveis séricos de
transaminases, bilirubinas e creatinina. A azatioprina e a metilprednisolona
substancialmente suprimiram a proliferagao dos hepatécitos quando comparadas ao
grupo controle. Por outro lado, a ciclosporina A nao inibiu, mas pode, de fato, ter

estimulado a proliferagdo desses hepatécitos.
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Kikuchi et al. (1993, 1994) também estudaram o efeito da ciclosporina na
regeneragdo hepatica de ratos submetidos a transplante hepatico ortotdpico de
tamanho reduzido. Utilizaram dosagens de 3 mg/Kg/dia e 10mg/Kg/dia e
evidenciaram que o enxerto hepatico foi mais sensivel tanto aos fatores
hepatotroficos quanto aos hepatotéxicos da ciclosporina.

Nagayoshi et al. (2008) estudaram ratos submetidos a hepatectomia 70%
divididos em trés grupos, sendo o controle gavado com agua e os dois grupos de
estudo com 5mg/Kg/dia e 10mg/Kg/dia de ciclosporina respectivamente. Os ratos
foram mortos com 1, 3, 7 e 14 dias p6s-hepatectomia. Neste estudo a ciclosporina
na dosagem de 5mg/Kg/dia nao influenciou a regeneragao hepatica, mas a dosagem
de 10mg/Kg/dia mostrou efeitos hepatotroficos significativos, sugerindo que esse

fenémeno seja dose-dependente.
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3 MATERIAL E METODO
3.1 COMISSAO DE ETICA E PESQUISA

O projeto de pesquisa do presente estudo foi realizado de acordo com as
normas éticas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA) e Lei Federal 6638, submetido, analisado e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR (CEP/SD), em 09 de agosto
de 2007, sob o registro CEP/SD: AN.007.003.07.07 (ANEXO 1).

3.2 ANIMAIS

Neste estudo experimental foram utilizados 40 ratos Wistar (Rattus norvegicus
albinus, Roentia mammalia) adultos, machos, provenientes do biotério de criagdo do
Instituto Politécnico da Universidade Federal do Parana (UFPR). O peso meédio
inicial dos animais foi 508 g (DP + 37.86), variando de 418.9 g a 585 g.

3.3 AMBIENTE E ALIMENTAGCAO

O experimento foi realizado no Centro de Pesquisa do Programa de Pds-
Graduacgao em Clinica Cirargica da UFPR, o qual conta com ambiente apropriado
para manipulagdo dos animais e execugédo dos procedimentos cirurgicos. Durante
todo o periodo de estudo os animais permaneceram em ambiente com controle de
temperatura (22 * 1°C), ruido e luminosidade (ciclos claro-escuro de 12 horas —
Cronomat®, Mallory do Brasil, Sao Paulo, SP, Brasil). As condigdes de higiene foram
mantidas com troca diaria das forragées de cepilho que acumulavam dejetos. Esses
animais foram agrupados em numero de 5, em gaiolas coletivas de
aproximadamente 0,022 m> (41,4 cm x 34,4 cm x 16 cm). As gaiolas, em numero
total de 10, foram identificadas e acomodadas sobre estantes horizontais.

Durante todo o periodo de aclimatagdo, que foi de 14 dias, e de estudo, os
animais receberam agua e racao balanceada ad libitum, padrao Nuvilab CR1®,

produzido pela empresa Nuvital Nutrientes, Colombo, PR, Brasil (ANEXO 2).
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3.4 GRUPOS

Apbs o periodo de aclimatagdo, os animais foram pesados e divididos

aleatoriamente em 4 grupos de 10 ratos conforme a medicacéao utilizada e o dia da

morte:

Grupo de estudo (E): constituido por 20 animais que receberam ciclosporina
desde o terceiro dia de pré-operatério até a morte, subdividindo-se em:

a-) E.24h: constituido por 10 animais que receberam ciclosporina desde o
terceiro dia de pré-operatério até a morte em 24 horas apo6s a hepatectomia;
b-) E.7d: constituido por 10 animais que receberam ciclosporina desde o
terceiro dia de pré-operatério até a morte em 7 dias ap6s a hepatectomia;
Grupo controle (C): constituido por 20 animais que receberam solugdo salina
isotonica de cloreto de sddio 0,9% desde o terceiro dia de pré-operatério até a
morte, subdividindo-se em:

a-) C.24h: constituido por 10 animais que receberam solugao salina isotdnica
de cloreto de sédio 0,9% desde o terceiro dia de pré-operatério até a morte
em 24 horas apds a hepatectomia;

b-) C.7d: constituido por 10 animais que receberam solugéo salina isoténica
de cloreto de sodio 0,9% desde o terceiro dia de pré-operatério até a morte

em 7 dias ap6s a hepatectomia;

3.5 PESAGEM DOS ANIMAIS

A pesagem diaria dos animais foi feita em balangca modelo AM 500 Marte®,

regulada nos padrées do Inmetro. Foram anotados os pesos de cada animal desde o

terceiro dia de pés-operatério até a data da morte e registrados em planilha do

programa Microsoft Office Excelf® (Microsoft Corporation, Redmond, WA, EUA). O

peso diario foi usado para calcular a dose da medicagao em estudo (10mg/Kg/dia).

O peso final permitiu avaliar diferengas na perda de peso entre os grupos.

3.6 ADMINISTRAGAO DE CICLOSPORINA E SOLUGAO SALINA ISOTONICA

Os animais foram apreendidos pela cauda, a fim de evitar trauma. Em

seguida foram submetidos a anestesia inalatéria com vaporizador de isoflurano
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(Isoforine® - laboratério Cristalia) na concentragéo de 1,5 a 3% e fluxo de oxigénio
variando de 0,5 a 3U/min. Individualmente, cada rato foi colocado em campénula
fechada através da qual o plano anestésico foi monitorado pelos movimentos
voluntarios e respiratérios do animal, sendo 0 mesmo retirado da campénula assim
que apresentasse parada dos movimentos voluntarios, preservando ainda os
movimentos ventilatérios.para o procedimento de pesagem diaria e gavagem. Os
ratos ainda anestesiados foram contidos com a mao esquerda do pesquisador,
através da regido dorsal do animal. Imobilizagdo adequada e atraumatica foi
conseguida apoiando-se o segundo e terceiro dedos do pesquisador entre a cabega
e os membros anteriores do rato, e o primeiro e quarto dedos entre os membros
posteriores e tronco anterior.

Capsulas de ciclosporina microemulsao 100 mg (Sigma Pharma, Hortolandia,
SP, Brasil) foram diluidos em o6leo de oliva até a dosagem de 5mg/ml. Dose
padronizada de 10 mg/kg/dia foi fornecida via sondagem orogastrica rigida aos
animais dos grupos E.24h e E.7d. Nos grupos controle, utilizou-se solugéo salina
isotonica de cloreto de sédio 0,9% (Baxter, Sao Paulo, SP, Brasil).

Conforme técnica descrita, o rato foi contido com a méao esquerda do
pesquisador, enquanto na mao direita a sonda plastica rigida acoplada a uma
seringa de 1 ml contendo a dose apropriada da solugéo foi introduzida até o ponto
correspondente a distancia entre a boca e o apéndice xiféide do animal (Figura 10A
e 10B). Apos lenta infusdo da solugéo e retirada da sonda, a fim de diminuir o risco
de regurgitagéo, o rato foi mantido com a porgéo cefalica mais elevada que a caudal

até recuperar-se da anestesia.
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FIGURA 13 — RESSECGAO DO FIGADO REGENERADO NO 1° OU 7° DIA APOS HEPATECTOMIA
A 70%: (A) MORTE POR DOSE LETAL DE ETER EM CAMPANULA DE VIDRO; (B)
ABERTURA DA LAPAROTOMIA PREVIA

Apoés a retirada cuidadosa dos pontos da laparotomia mediana, realizou-se
inspecdo da cavidade para lise de bridas e documentagdo fotografica do figado
regenerado. Realizou-se a liberagcdo de todo o figado e seccdo das veias supra-
hepaticas, porta e cava inferior (Figura 14A a 14C). O figado retirado foi pesado e
para estudo histolégico foi ressecada uma por¢cdo do segmento superior do lobo
direito. Os espécimes ressecados no momento da morte foram armazenados em
solugdo de formalina 10% (Rioquimica, Sao José do Rio Preto, SP, Brasil) apés

calculo da porcentagem de regeneragao hepatica pela formula de Kwon.
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A 70%: (A) LIBERACAO DAS ADERENCIAS; (B) IDENTIFICACAO DOS LOBOS
REMANESCENTES COM SECCAO DE SUA VASCULARIZAGAO; (C) PECA
HEPATICA REGENERADA RESSECADA

O estudo anatomo-patolégico das pegas foi realizado através da coloragao de
Hematoxilina-Eosina (HE) para calculo do indice mitético e analise imunoistoquimica
com Antigeno Nuclear de Proliferagao Celular (PCNA) e Ki-67.

3.9 ANALISE DO PESO CORPORAL

Foram analisados os dados referentes aos pesos corporais iniciais, ou seja,
no terceiro dia de pré-operatério, no dia da hepatectomia e na data da morte. Nos
grupos com morte 7 dias apds a hepatectomia, avaliaram-se os pesos no segundo e
quarto dias de pos-operatério. Esses dados foram comparados entre os grupos de
estudo (E.24h X E.7d) e também entre os grupos controle (C.24h X C.7d) com

meédias e desvio padrao.

3.10 ANALISE DO PESO DO FIGADO RESSECADO E REGENERADO

Foram analisados os dados referentes aos pesos dos espécimes ressecados
na hepatectomia, aos pesos estimados do figado remanescente na data da
hepatectomia € ao peso total estimado do figado na data da ressecgao. Foram
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também avaliados os pesos do figado no momento da morte e a relagdo do peso
hepatico estimado no dia da hepatectomia e da morte com o peso corporal do
animal no respectivo momento. Esses dados foram comparados entre os grupos de
estudo (E.24h X E.7d) e também entre os grupos controle (C.24h X C.7d) com

médias e desvio padrao.

3.11 CALCULO DA REGENERACAO HEPATICA PELA FORMULA DE KWON

Logo apos a morte dos animais, calculou-se a regeneragao hepatica de cada
grupo pela formula de Kwon (KWON, 1990). Esta formula fornece a taxa de
regeneragao baseada no peso:

% = D/E x 100
Onde E = R/0,7;
D = peso do figado por 100 gramas de peso do animal no dia da morte;
E = representa o peso estimado por 100 gramas de peso do animal antes da

hepatectomia, a qual é calculada pelo peso do figado ressecado (R).
3.12 DETERMINACAO DA REGENERACAO PELO iNDICE MITOTICO (HE)

Para avaliagdo da regeneragao hepatica utilizando-se o indice mitético, um
fragmento da porgdo superior do lobo direito apés a morte de cada animal foi
colocado em frasco contendo formalina 10% e enviado ao Laboratério de Anatomia
Patologica do Hospital de Clinicas da UFPR . As amostragens macroscopicas foram
padronizadas para todos os espécimes, realizando-se cortes transversais na porgao
média do fragmento hepatico. Apos desidratagao, diafanizagdo e emblocamento dos
tecidos em parafina, foram realizadas microtomias de 4 ym e coloragcdo com
Hematoxilina-Eosina.

Analisaram-se os cortes histolégicos com microscopio éptico. As imagens
foram captadas por cadmera fotografica, transmitidas a monitor colorido, congeladas
e digitalizadas por meio de placas de Oculus TCX®. Analisaram-se 10 campos de
grande aumento (400X) de maneira aleatéria, sendo as figuras de mitose registradas
e fotografadas (Figura 15A e 15B).
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FIGURA 15 — (A e B) FOTOMICROGRAFIA REVELANDO FIGURAS DE MITOSE (SETAS) (HE,
X400)

3.13 COLORAGAO PELA IMUNOHISTOQUIMICA COM PCNA

O estudo imunoistoquimico foi desenvolvido no Laboratério de Anatomia
Patoldgica do Hospital de Clinicas da UFPR. Foram utilizadas laminas silanizadas
para evitar o descolamento dos cortes histolégicos durante a coloragdo. As pecas
foram desparafinizadas e reidratadas em concentragcbes adequadas de etanol e
agua destilada. A atividade da peroxidase endégena foi bloqueada com a utilizagao
de agua oxigenada (H20-) a 3% por 5 minutos, seguido por uma breve rinsagem em
agua destilada e lavagem de 15 minutos em PBS. As pegas foram entédo colocadas
em um tampéao de citrato com pH de 6,0 e entdo aquecidas em forno de microondas
a 98° C por 5 minutos para o PCNA. Ap6s, as pecas foram resfriadas a temperatura
ambiente por 20 minutos e rinsadas em PBS. Anticorpos primarios anti-PCNA
(Monoclonal, Cédigo M0879, Dako, Carpinteria, USA) foram aplicados “overnight’ a
temperatura de 2° C a 8° C. Ap6s banho em tampao fosfato, seguiu-se a aplicagao
de anticorpo biotinilado por 30 minutos, a temperatura ambiente. Ap6és novo banho
em tampao fosfato, seguiu-se a aplicagdo do complexo estreptavidina — peroxidase
por 30 minutos, ainda a temperatura ambiente. Foi entdo realizado mais um banho
em tampao fosfato e revelagdo da reagao imune com Diaminobenzidina, seguido de
contra-coloragdo com Hematoxilina. Na seqiiéncia , os cortes foram desidratados e
montados com balsamo e laminulas de vidro.
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Analisaram-se os cortes histolégicos com microscépio Optico. As imagens
foram captadas por camera fotografica, transmitidas a monitor colorido, congeladas
e digitalizadas por meio de placas de Oculus TCX®.

A positividade da coloracdo imunoistoquimica foi identificada nas areas de
pigmentacdo acastanhada. Controles positivos e negativos foram utilizados. As
laminas foram avaliadas sem a identificagdo dos grupos dos animais. Foram
analisados 100 hepatécitos de maneira aleatéria e considerados positivos os que
coraram-se moderada ou fortemente e, deste modo, efetuada a porcentagem de
células positivas (Figura 16A e 16B).

FIGURA 16 — (A e B) FOTOMICROGRAFIA REVELANDO POSITIVIDADE NUCLEAR PARA PCNA
(SETAS) (IMUNOISTOQUIMICA, X400)

3.14 COLORAGAO PELA IMUNOISTOQUIMICA COM KI-67

O estudo imunoistoquimico foi desenvolvido no Laboratério de Anatomia
Patoldgica do Hospital de Clinicas da UFPR. Foram utilizadas laminas silanizadas
para evitar o descolamento dos cortes histolégicos durante a coloragdo. As pecas
foram desparafinizadas e reidratadas em concentragcdes adequadas de etanol e
agua destilada. A atividade da peroxidase endogena foi bloqueada com a utilizagao
de agua oxigenada (H>0O,) a 3% por 5 minutos, seguido por uma breve rinsagem em
agua destilada e lavagem de 15 minutos em PBS. As pecgas foram entao colocadas
em um tampao de citrato com pH de 6,0 e entdo aquecidas em forno de microondas
a 98° C por 30 minutos para o Ki-87. Apds, as pegas foram resfriadas a temperatura
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ambiente por 20 minutos e rinsadas em PBS. Anticorpos primarios anti-Ki67
(Monoclonal, Cédigo NCL-Ki-67-MM1, Clone MM1, Novocastra, USA) foram
aplicados “overnight” a temperatura de 2° C a 8° C. Apés banho em tampao fosfato,
seguiu-se a aplicagdo de anticorpo biotinilado por 30 minutos, a temperatura
ambiente. Apés novo banho em tampao fosfato, seguiu-se a aplicagdo do complexo
estreptavidina — peroxidase por 30 minutos, ainda a temperatura ambiente. Foi entdo
realizado mais um banho em tampéao fosfato e revelagdo da reagdo imune com
Diaminobenzidina, seguido de contra-coloragdo com Hematoxilina. Na seqtiéncia |,
os cortes foram desidratados e montados com balsamo e laminulas de vidro.

Analisaram-se os cortes histoldgicos com microscopio Optico. As imagens
foram captadas por camera fotografica, transmitidas a monitor colorido, congeladas
e digitalizadas por meio de placas de Oculus TCX®.

A positividade da coloragcdo imunoistoquimica foi identificada nas areas de
pigmentagdo acastanhada. Controles positivos e negativos foram utilizados. As
laminas foram avaliadas sem a identificagdo dos grupos dos animais. Foram
analisados 100 hepatécitos de maneira aleatdria e considerados positivos os que
coraram-se moderada ou fortemente e, deste modo, efetuada a porcentagem de
células positivas (Figura 17A e 17B).

FIGURA 17 — FOTOMICROGRAFIA REVELANDO POSITIVIDADE NUCLEAR PARA Ki-67 (A) E
NEGATIVIDADE PARA Ki-67 (B) (SETAS) (IMUNOISTOQUIMICA, X400)

3.15 ANALISE ESTATISTICA
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Todos os dados foram tabulados em planilha do programa Microsoft Office
Excef® (Microsoft Corporation, Redmond, WA, EUA) (APENDICES 1-6), obtendo-se
os valores médios (M), mediana, desvio padrao (DP) para cada varidvel nos
diferentes tempos estudados.

Procedeu-se ao tratamento estatistico julgado adequado conforme a natureza
dos dados analisados nos grupos controle e estudo, nos periodos 24 horas e 7 dias
para as variaveis: pesos corporais (g) inicial; nos dias da hepatectomia e da morte;
intemediarios nos 2° e 4° dias p6s-operatorios (7 dias); variagao dos pesos corporais
(g) inicial e no dia da morte; pesos do figado (g) estimado restante, ressecado e total
estimado, no dia da hepatectomia; peso do figado (g) no dia da morte; relagao do
peso total estimado do figado (g) no dia da hepatectomia e do peso do animal (g) no
mesmo momento; relagao do peso total do figado (g) no dia da morte e do peso do
animal (g) no mesmo momento; porcentagem de regeneracao do figado pela férmula
de Kwon; porcentagem do Ki67; porcentagem do PCNA; porcentagem do indice
mitotico. Observou-se o pré-requisito da distribuicdo normal (Gaussiana) das
varidveis para a escolha do teste estatistico. Na analise nao-paramétrica foi
utilizado o teste de Mann-Whitney para as comparagdes: pesos corporais (g) inicial e
no dia da morte no grupo controle no periodo 7 dias; variagdo dos pesos corporais
inicial e no dia da morte (g) dentro dos grupos; peso corporal (g) no dia da morte
entre os grupos no periodo 24 horas; relagao do peso total estimado do figado (g) no
dia da hepatectomia e do peso do animal (g) no mesmo momento entre os grupos
nos periodos 24 horas e 7 dias; relagdo do peso total do figado (g) no dia da morte e
do peso do animal (g) no mesmo momento no periodo 24 horas; porcentagem do
Ki67 dentro do grupo estudo e entre os grupos no periodo 7 dias; porcentagem do
indice mitético entre os grupos no periodo 24 horas. Nos demais resultados utilizou-
se a andlise paramétrica com o teste “t” de Student. Para todos os testes estatisticos

o nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 PESOS DOS ANIMAIS

Houve perda ponderal significativa nos grupos comparando-se o peso inicial
com o peso no dia da morte dos animais (Grafico 1).

Média dos Pesos mPal
600 HPCM
524,7 520,2

500

400

300 -

gramas (g)

200 -

100 -

C.24h Cc.7d E.24h E.7d

GRAFICO 1 — MEDIA DOS PESOS INICIAL E NA MORTE EM CADA GRUPO + DESVIO PADRAO.
C.24h: GRUPO CONTROLE 24 HORAS; C.7d: GRUPO CONTROLE 7 DIAS; E.24h:
GRUPO ESTUDO 24 HORAS; E.7d: GRUPO ESTUDO 7 DIAS; PCI: PESO
CORPORAL INICIAL; PCM: PESO CORPORAL NA MORTE. COMPARAGCOES
ESTATISTICAS ENTRE OS GRUPOS (p)

Quando comparadas as médias das variagdes dos pesos corporal inicial € no
dia da morte dentro do grupo controle (24 horas e 7 dias) e do grupo de estudo (24
horas e 7 dias), houve significancia estatistica apenas entre os ultimos (p=0,07)
(Tabela 1).
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TABELA 1- ANALISE ESTATISTICA DAS MEDIAS DA VARIAGAO DOS PESOS CORPORAIS
INICIAL E NO DIA DA MORTE DENTRO DOS GRUPOS CONTROLE 24 HORAS E 7
DIAS E GRUPOS ESTUDO 24 HORAS E 7 DIAS

VARIAGCAO DOS PESOS CORPORAIS INICIAL E NO DIA

GRUPOS DA MORTE (g) p
meédia + dp

Controle 24 horas 36,5 + 8,7 0.20

Controle 7 dias 458 + 12,3

Estudo 24 horas 43,3 + 56 0.01

Estudo 7 dias 55,5 * 11,8

Nota: dp — desvio-padrao, p — nivel de significancia estatistica

Na comparagao intergrupos dos pesos dos animais no dia do inicio, no dia da
hepatectomia e no dia da morte, houve variagao estatisticamente significativa entre
os grupos de 7 dias controle e estudo nos momentos inicial (p = 0,05) e no dia da
morte (p = 0,02), sendo que 0s animais que receberam imunossupressao com

ciclosporina tinham os menores valores ponderais nas duas ocasides (Tabela 2).

TABELA 2 — ANALISE ESTATISTICA INTERGRUPOS (CONTROLE X ESTUDO) DAS MEDIAS DO
PESO CORPORAL INICIAL, NO DIA DA HEPATECTOMIA E NO DIA DA MORTE
NOS PERIODOS 24 HORAS E 7 DIAS

GRUPOS INICIAL (g) HEPATECTOMIA (g) MORTE (g)
média dp p média dp p média dp p
495,4 36,8 476,1 33,7 458,9 30,6
Controle 24 horas + 0,15 + 0,24 + 0,23
Estudo 24 horas 520,2 + 36,8 495,4 + 36,7 476,8 + 33,6
i 5247 23,0 510,5 246 478,9 25,9
Controle 7 dias + 0,05 + 0,06 + 0,02
Estudo 7 dias 4917 4+ 450 4789 4+ 436 4362 4+ 411

Nota: dp — desvio-padréo, p — Bivel de significancia estatistica

Com relagdo aos grupos de 7 dias, foram realizadas afericbes de peso
corporal chamadas de intermediarias, ou seja, no segundo e quarto dias apos a
hepatectomia 70%. Ao compararmos os grupos controle com o estudo de 7 dias no
segundo e no quarto dias, ambos apresentaram diferengas estatisticamente
significativas, com perda de peso mais acentuada no grupo em que utilizou-se o
imunossupressor (Grafico 2).
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GRAFICO 2 - EVOLUGAO PONDERAL NOS GRUPOS CONTROLE E ESTUDO AO LONGO DA
PESQUISA. COMPARAGAQ ESTATISTICA ENTRE OS GRUPOS (p)

4.2 PESOS DO FIGADO

No momento da hepatectomia 70%, comparando-se o peso estimado do

figado restante, do figado ressecado e do peso total hepatico entre os grupos

controle e de estudo, nenhum apresentou diferenca estatisticamente significativa

(Tabela 3).
TABELA 3 — ANALISE ESTATISTICA DAS MEDIAS DO PESO ESTIMADO DO FiGADO
RESSECADO, PESO ESTIMADO DO FIGADO RESTANTE E DO PESO TOTAL
ESTIMADO DO FIGADO NO DIA DA HEPATECTOMIA ENTRE OS GRUPOS
CONTROLE E ESTUDO NOS PERIODOS 24 HORAS E 7 DIAS
GRUPOS RESSECADO (g) REST. ESTIMADO (g) TOTAL ESTIMADO (g)
média dp p média dp p média dp p
8,7 0,9 3,7 0,4 12,4 1,3
Controle 24 horas + 0.87 + 0,89 + 0,88
Estudo 24 horas 86 + 13 37 + 05 123 4+ 18
i 8,9 1,0 3,8 04 12,7 1,5
Controle 7 dias + 037 + 0.34 + 0,38
Estudo 7 dias 84 4+ 12 36 + 05 121 4+ 18

Nota: dp — desvio-padrao, p — nivel de significancia estatistica
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4.3 REGENERAGAO HEPATICA PELA FORMULA DE KWON

A regeneragao hepatica avaliada pela formula de Kwon mostrou crescimento
estatisticamente significativo do remanescente hepatico nos dois grupos, nas
primeiras 24 horas e no sétimo dia pés-hepatectomia. Na comparagao intergrupos,
0s animais que receberam ciclosporina durante sete dias (subgrupo E.7d) mostraram
o maior indice de regeneracdo hepatica, atingindo significancia estatistica quando
comparado ao grupo de animais mantidos 7 dias com placebo (p = 0,05) (Grafico 3).

Regenerac¢do Hepatica - Kwon 24
H7d

100

83,61

80 Controle
60
40

20

p =0.0001

GRAFICO 3 — AVALIACAO DA PORCENTAGEM DA REGENERAGCAO HEPATICA PELA FORMULA
DE KWON. COMPARACOES ESTATISTICAS INTRA E INTERGRUPOS NOS
SUBGRUPOS DE 24 HORAS. 24h: EM AZUL OS GRUPOS DE 24 HORAS. 7d: EM

VERMELHO OS GRUPOS DE 7 DIAS. COMPARAGCAO ESTATISTICA ENTRE OS
GRUPOS (p)
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4.4 REGENERACAO HEPATICA PELO INDICE MITOTICO

Na avaliagao do indice mitético pela coloragdo de Hematoxilina-Eosina (HE),
a diferenca estatistica foi observada no grupo controle entre os dois periodos
(p=0,006) e também no grupo de estudo entre os mesmos periodos. Na comparagao
intergrupos, ndo houve diferenga estatistica significativa em nenhum dos dois
momentos (Grafico 4).

Regeneragdo indice Mitético i
| 7d
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p =0.007

GRAFICO 4 - AVALIACAO DA REGENERACAO HEPATICA INTRA E INTERGRUPOS ATRAVES
DO INDICE MITOTICO. COMPARAGAO ESTATISTICA ENTRE OS GRUPOS (p)

4.5 REGENERAGAO HEPATICA PELO PCNA

Com relagao ao outro anticorpo, o PCNA, apenas a comparagao entre os
periodos do grupo de estudo observou-se diferenga estatistica (p=0,0007) (Tabela
4).
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TABELA 4 — ANALISE ESTATISTICA DAS MEDIAS DA PORCENTAGEM DO PCNA INTRA E
INTERGRUPOS NOS PERIODOS 24 HORAS E 7 DIAS

PORCENTAGEM DO PCNA

GRUPOS p
média + dp X media + dp
Controle 24 horas x  Controle 7 dias 67,4+17,6 X 57,9+22.2 0,30
Estudo 24 horas  x Estudo 7 dias 74,3+ 13,4 X 423+ 15,6 0,0001
Controle 24 horas x Estudo 24 horas 67,4+ 17,6 X 743+134 0,34
Controle 7 dias X Estudo 7 dias 57,9+2272 X 423+ 15,6 0,09

Nota: dp — desvio-padrao, p — nivel de significancia estatistica

4.6 REGENERACAO HEPATICA PELO Ki-67

Com relagao ao antigeno Ki-67, a analise estatistica dentro e entre os grupos
controle e de estudo nos periodos de 24 horas e 7 dias, a unica estatisticamente

significativa foi a do grupo de estudo entre os dois periodos (p=0,04) (Tabela 5).

TABELA 5 — ANALISE ESTATISTICA DAS MEDIAS DA PORCENTAGEM DO Ki67 INTRA E
INTERGRUPOS NOS PERIODOS 24 HORAS E 7 DIAS

PORCENTAGEM DO Ki67

GRUPOS p
média + dp X média + dp
Controle 24 horas x  Controle 7 dias 58,3+ 19,8 X 447 + 18,0 0,12
Estudo 24 horas X Estudo 7 dias 65,2 +24,2 X 415+ 276 0,04
Controle 24 horas x Estudo 24 horas 58,3+19,8 X 65,2+ 24,2 0,49
Controle 7 dias X Estudo 7 dias 447 + 18,0 X 41,5+ 276 0,70

Nota: dp — desvio-padrao, p — nivel de significancia estatistica
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fenébmeno de regeneragdo hepatica no rato, com a maioria das modificagbes
fundamentais ja estabelecidas no prazo de 24 horas.

No presente estudo, investigou-se a interferéncia da ciclosporina no processo
de regeneragdo hepatica em ratos. Observa-se grande variagdo na utilizagédo da
ciclosporina em diferentes estudos experimentais, tanto em relacdo a via de
administracdo, quanto a dosagem utilizada. No presente estudo, utilizou-se uma das
posologias mais freqiilentemente encontradas nos relatos da literatura (KIKUCHI,
1993, 1994; KIM, 1988a, 1988b, 1990, 1992, 1993). Optamos por realizar diluicao da
apresentacao comercialmente disponivel (Ciclosporina em microemuls3o® — Sigma
Pharma, Sao Paulo) e administragao diaria matinal através de sondagem
orogastrica, sob sedagdo inalatdéria, devido a comprovada eficacia e
biodisponibilidade desta droga por via oral quando utilizada em dose unica diaria de
10mg/Kg/dia. Este método garantiu completa administracao da dosagem adequada
calculada para cada animal, levando-se sempre em consideragdo a variagao do
peso corporal ao longo de todo o experimento.

Todos os animais dos 4 grupos perderam peso desde o inicio da gavagem até
a data da morte de maneira estatisticamente significativa. Quando comparadas
essas médias de peso inicial e na data da morte intragrupo, apenas entre os grupos
de estudo & que observamos diferenga estatistica (p=0,07), significando que a
ciclosporina pode ter causado diminuicdo do peso do animal no decorrer do
experimento. Se compararmos os grupos de 24 horas entre si e os de 7 dias com
relagcdo a média de peso corporal no dia da hepatectomia, nenhum teve diferenca
estatistica. Entretanto, quando comparamos, entre os grupos, as médias dos pesos
corporais no segundo e no quarto dias de poés-operatério, € também na morte,
observamos diferengas estatisticamente significativas nesses trés periodos (p=0,03,
p=0,01 e p=0,02 respectivamente), sugerindo a interferéncia da droga
imunossupressora no peso dos animais no decorrer do estudo.

Tannuri ef al. (2008c) estudaram 36 ratos recém-nascidos com pesos entre 30
e 50 gramas e os dividiram em 6 grupos: controle, sham, hepatectomia 70%,
hepatectomia com administragcao de solumedrol, hepatectomia com ciclosporina e
hepatectomia com tacrolimus. Nesse estudo, a ciclosporina promoveu queda
significativa no peso hepatico no dia da morte dos ratos em comparagao com o
grupo da hepatectomia (p = 0,07). Ja Ibirogba et al. (2005) compararam ratos Long

Evans hepatectomizados a 70% com um grupo sham ambos tratados com citosol
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hepatico e ciclosporina. A relagdo peso hepatico / peso corporal nao se alterou com
a administragao do citosol ou da ciclosporina.

Em nosso estudo, com relagcao ao peso hepatico, avaliamos e comparamos,
entre os 4 grupos, as afericbes das médias do peso do figado ressecado (70% da
massa total), do peso da massa restante e do peso total do 6rgdo no momento da
hepatectomia e da morte. Além disso, as médias da relagéo do peso total do figado
na data da ressecgao hepatica e também no momento da morte do animal com seu
peso corporal foram avaliados. Ndo observamos em nenhuma dessas analises
qualquer diferenga estatisticamente significante, evidenciando dessa maneira a
igualdade entre os grupos.

Quanto a avaliagao da regeneragédo hepatica, utilizou-se a formula de Kwon
(KWON, 1990) para calculo da porcentagem da regeneragédo no momento da morte
dos animais, a avaliagao do indice mitético pela coloragao de hematoxilina e eosina,
além da andlise imunoistoquimica dos espécimes cirurgicos com os marcadores Ki-
67 e PCNA (KELMAN, 1997; SAWHNEY, 1992; ASSY, 1998).

A formula descrita por Kwon (1990) avalia a porcentagem da regeneragao
hepatica em cada grupo, ou seja, quanto o figado regenerou em 24 horas e em 7
dias de acordo com o0 momento em que os animais foram mortos. Em 2006, Biondo-
Simodes et al. (2006) compararam ratos jovens de 90 dias e adultos com 560 dias
submetidos a hepatectomia parcial 70%. Esses animais foram mortos ao exemplo de
nosso estudo com 24 horas e 7 dias de pos-operatdério e analisada a sua
regeneragdo hepatica de acordo com a férmula de Kwon, indice mitdtico e
imunoistoquimica com PCNA. De acordo com a formula de Kwon, os animais jovens
regeneraram mais em 24 horas e 7 dias que os adultos; poréem em 7 dias os animais
adultos alcangaram o mesmo volume hepatico que os jovens haviam alcangado em
24 horas. Esses mesmos autores estudaram a regeneragcao hepatica em ratos em
2007 comparando ratos normais e hipotireoideos. Os ultimos apresentaram menor
porcentagem de regeneragao hepatica em 24 horas, porém em 7 dias ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos de acordo com a férmula de Kwon.

No presente trabalho, quando comparamos os valores de regeneragao pela
formula de Kwon dentro de cada grupo, observamos aumento significativo da taxa
de regeneragdo no grupo controle ao longo do tempo (60,72% em 24 h X 83,61%
em 7 dias, p=0,0007). O mesmo tipo de resultado foi obtido no grupo de estudo que
usou ciclosporina (62,93% em 24 h X 93,05% em 7 dias, p=0,00017). Isso deve-se ao
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fato que o ciclo celular dos hepatdcitos tem seu pico em 24 horas (FAUSTO, 2005) e
o das células ndao parenquimatosas segue 24 horas apés o dos hepatécitos
(LABRECQUE, 1994). Nas ressecg¢bes maiores que 50%, como em nosso estudo,
observa-se ainda um segundo pico de mitoses, que nos ratos ocorre cerca de 3 dias
apos o primeiro (KONIARIS, 2003). Entretanto, quando comparados os grupos de
maneira intergrupo, ou seja, C.24h X E.24h e C.7d X E.7d, apenas nos grupos de 7
dias é que houve diferenca estatisticamente significativa (p=0,05), com média de
regeneragao maior no grupo da ciclosporina.

A acdo dos imunossupressores, em especial a ciclosporina, na regeneragao
hepatica vem sendo abordada por alguns autores tanto em relagdo ao transplante
hepatico quanto nas ressec¢des segmentares deste 6rgao. Alvira ef al. (2002)
evidenciaram que os efeitos hepatotdxicos e hepatotréficos da ciclosporina em
porcos transplantados sédo dose-dependentes. Esses autores nao observaram
diferencas estatisticas tanto no volume do enxerto quanto na regeneragao hepatica
nos grupos com e sem ciclosporina. Dahmen et al. (2002) evidenciaram que os
inibidores de calcineurina (CSA 5mg/Kg/dia e FK 506 1mg/Kg/dia) aumentaram a
regeneracao hepatica apds hepatectomia e enxertos de split liver. Esses mesmos
autores compararam o efeito de quatro drogas imunossupressoras na regeneragao
hepatica apds hepatectomia pelo modelo de Higgins e Anderson e comprovaram o
efeito hepatotréfico dos inibidores de calcineurina, assim como aumento na
sobrevida dos animais, ao contrario das drogas antiproliferativas (MMF e Sirolimus)
que inibiram a regenerag¢ao (DAHMEN, 2002).

Kim et al. (1988a) possuem a maior série de publicacées com relagdo a pré-
terapia com ciclosporina e posterior andlise da regeneragcao apos hepatectomia 70%
e também 90%. Varias dosagens de ciclosporina foram utilizadas com aumento de
duas vezes o pico de mitoses com as dosagens de 5 e 10mg/Kg/dia.

Recentemente, Nagayoshi ef al. (2008) relataram os efeitos dose-
dependentes da ciclosporina na regeneragcao hepatica em ratos submetidos a
hepatectomia 70% e mortos com 24 horas, 3, 7 e 14 dias ap6s o procedimento
cirargico. O grupo controle e o de estudo com 5mg/Kg/dia de ciclosporina nao
alteraram significativamente a regeneracdo hepatica, ao contrario do grupo
submetido a dosagem de 10mg/Kg/dia de ciclosporina.

A regeneracgao hepatica também foi avaliada pelo indice mitético e analise

imunoistoquimica com os marcadores PCNA e Ki-67. O indice mitético avalia o
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nimero de hepatocitos em processo de mitose corados no HE em aumento de 400
vezes. Estudos evidenciaram aumento nos indices mitéticos em ratos
hepatectomizados e submetidos a administragdo de ciclosporina via oral 24 horas
antes, imediatamente apds e 24 e 48 horas apoés a ressecg¢ao hepatica (KIM, 1988b).
Nesse mesmo estudo, grupos com hepatectomia isolada (controle), hepatectomia
com administracdo de azatioprina e hepatectomia com administragdo de
metilprednisolona nos mesmos periodos foram avaliados. No grupo controle o indice
mitético foi maximo com 24 horas e nos dois grupos com azatioprina e corticéide
houve supressao significativa dos mesmos entre 24 e 30 horas apés a hepatectomia.
Ja em nosso estudo, a analise estatistica do indice mitético foi significativa apenas
quando comparados os grupos controles entre si e os de estudo com maior numero
de figuras de mitose no subgrupo de 7 dias (p=0,006 e p = 0,007 respectivamente).
Quando comparados os grupos de maneira intergrupo, ndo houve diferenca
estatistica. Isso deve-se ao fato de termos trabalhado com ratos adultos, evitando
desse modo ratos jovens e idosos, com crescimento e capacidade regenerativa
diferente em cada fase da vida. Alguns estudos evidenciaram que idade mais
avangada esta relacionada, em ratos, com atraso da regeneragao hepatica, visto
que os ratos jovens em 24 horas ap6és a hepatectomia apresentaram mais figuras de
mitose que os adultos, fato que ndo ocorreu aos 7 dias poés-ressec¢ao hepatica
(BIONDO-SIMOES, 2006). Nossos resultados vém de encontro com os de Baratta et
al. (1996). Eles detectaram pelo menos dois picos de proliferagéao celular. O primeiro
inicia-se na fase S cerca de 18 horas apés a hepatectomia e termina em torno de 26
horas ap6s a ressecgdo. Ja a outra comeg¢a na fase S por volta de 26 horas e
acabam 34 horas ap6s o procedimento cirurgico. A primeira pode ser detectada na
periferia do I6bulo e a segunda pode ser vista tanto nas areas periféricas quanto nas
centrais.

Existem varios métodos de quantificagdo da regeneragao hepatica como por
exemplo: analise da massa hepatica, contagem de figuras de mitose, identificagao
da sintese de DNA (afericdo da incorporagao da Timidina-H3, citometria de fluxo,
incorporagdao da bromodeoxydeuridina) e métodos imunoistoquimicos como
baseados no uso de anticorpos de moléculas teciduais endégenas como o antigeno
nuclear de proliferagdo celular, alfa DNA polimerase, Ki-67, Anti-PAA, redutase anti-
ribonucleotideo, C5F10 ou proteina transformadora relacionada ao P53. De todos, o
mais comumente utilizado € o PCNA. E uma proteina auxiliadora da DNA polimerase
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delta, essencial para a replicacdo do DNA. Sua expressido & dependente do ciclo
celular. Detectado inicialmente na fase final de Gy e com maxima detecg¢éo na fase
S, expressando a transicdo entre essas fases (BIONDO-SIMOES, 2006). Assy et al.
(1998) estudaram o uso do PCNA como marcador da regeneragéo hepatica em ratos
submetidos a hepatectomia 30% e 70%, além de comparagdo com grupo controle
(sham). Apds 12 horas, pequeno pico de PCNA foi aparente, porém sem diferenca
estatistica até 24 horas apos a hepatectomia. Pico de PCNA ocorreu das 36 até as
48 horas (p < 0,01) e os niveis permaneceram acima da média até 72 horas apds a
resseccdo hepatica (p < 0,05). Em nosso estudo, cruzamos os dados intra e
intergrupos utilizando o PCNA. Diferenga estatistica significativa foi encontrada
apenas quando comparamos os grupos de estudo E.24h e E.7d (p=0,0001), com
menor numero de nudcleos positivos no de 7 dias. Isto deve-se ao fato de que o
segundo pico de proliferacao dos hepatdcitos ocorre apo6s as primeiras 24 horas da
ressec¢ao hepatica, por volta de 26 horas terminando cerca de 34 horas apés a
hepatectomia. Com isso, ao final dos 7 dias, os nucleos ja ndo estdo mais com a
cromatina organizada dentro de uma carioteca integra e o produto que € detectado
pela imunoistoquimica se dispersa no citoplasma impossibilitando a positividade dos
mesmos. Com isso, em ratos adultos e idosos, o figado necessita de mais tempo
para recuperar o seu volume (BIONDO-SIMOES, 2006). Diferencas estatisticas ndo
foram observadas quando comparados os dois grupos de 7 dias (p = 0,09).

O Ki-67 é um antigeno nuclear expresso nas fases G4, S, G, e M do ciclo
celular. Ja esta presente em células que entram em G4, aumenta durante o ciclo e
declina rapidamente apés a mitose. A proteina Ki-67 esta localizada no nticleo
celular, predominantemente no nucléolo. Esta intimamente associada com
proliferacao celular e durante a dissociagdo nucleolar da mitose, encontra-se na
periferia dos cromossomos (BROWN, 2002). O indice do Ki-67 (percentual de
células marcadas / total de células avaliadas) tem sido utilizado para quantificar a
atividade proliferativa de determinado tumor ou tecido, no caso, figado em
regeneracdo. Em nossa pesquisa, semelhante ao PCNA, apenas houve diferenca
estatisticamente significativa ao comparar os grupos da ciclosporina de 24 horas e 7
dias (p=0,04), confirmando o segundo pico de proliferacdo dos hepatécitos e a
necessidade de mais tempo para o figado recuperar seu volume em ratos adultos e
idosos. Nao houve diferenga significativa ao se comparar os dois grupos de 7 dias (p
= 0,70).
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Por conseguinte, os efeitos da pré-terapia com ciclosporina na regeneragao
hepatica, de forma geral, permanecem indefinidos, com alguns estudos a favor e
outros contrarios a estimulagao da proliferagao hepatocitaria. Os dados do presente
estudo sugerem efeito estimulatério da ciclosporina na regeneragao do figado no
decorrer dos 7 dias at¢é o momento da morte dos ratos, apesar de provocar
diminuigcdo do peso dos animais. Embora valores pouco significativos tenham sido
encontrados com relagao a histologia comum e a imunoistoquimica, outros estudos
devem ser realizados a fim de se comprovar os reais efeitos na regeneragao
hepatica. Perspectivas futuras apontam para possivel aplicagao clinica de drogas
imunossupressoras como os inibidores da calcineurina em transplantes intervivos,
incluindo os doadores e, split-livers a fim de estimular a regeneragéo hepatica e
restabelecer o volume e fungdo normal do érgao apdés uma ressecgdo ou
transplante.
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6 CONCLUSOES

Foi possivel determinar, utilizando o peso corporal, pesos da massa hepatica
ressecada e do figado regenerado, a porcentagem de regeneragéo hepatica
24 horas e 7 dias apés a heptectomia 70%, ficando “sugerido” o efeito
favoravel da ciclosporina sobre o modelo de regeneragdo hepatica utilizado
neste estudo;

Foi possivel determinar o indice mitético observado em histologia
convencional com hematoxilina e eosina 24 horas e 7 dias ap6s a
hepatectomia 70%, demonstrando elevacao significativa do indice mitético em
ambos os grupos entre os momentos 24 horas e 7 dias, porém, quando
realizada andlise intergrupos, a ciclosporina ndo mostrou efeito favoravel a
regeneracao hepatica;

Foi possivel comprovar proliferagdo hepatocitaria pelos métodos
imunoistoquimicos utilizados, porém sem efeito benéfico demonstrado pela
ciclosporina;

Apos correlagdo comparativa dos resultados, concluimos que a ciclosporina
possui papel estimulador, em 1 dos quatro parametros de avaliacao da
regeneracdo hepatica estudados, do fenémeno de regeneragdo hepatica
desencadeado pela hepatectomia 70% em ratos Wistar plenamente

desenvolvidos.
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APENDICE 1 — DADOS DOS PESOS DOS ANIMAIS NOS GRUPOS CONTROLE (C.24h e C.7d).

RATO Peso pré- Peso na Peso no Peso no Peso na Variag¢do do
op. (9) hepatectomia 2°PO(g) 4°PO(g) eutanasia(g) peso (9)
(9)
C.24h 1 489,5 497 - - 4556 33,9
C.24h 2 4452 426,1 - - 420,7 24.4
C.24h 3 507,3 484.8 - - 4772 30,1
C.24h 4 4318 416,8 - - 406,1 25,7
C.24h 5 4857 467,9 - - 4483 374
C.24h 6 493,1 471,2 - - 4475 456
C.24h7 510,1 4797 - - 465,6 445
C.24h 8 507,1 488,5 - - 476,3 30,8
C.24h 9 5245 498,8 - - 480,1 444
C.24h10 559,8 530,2 - - 512 478
C.7d 1 4834 464.8 441,5 448,9 439,9 435
C.7d 2 501,1 477 1 464,9 454,1 4412 59,9
C7d3 517.4 500,5 457 466,8 450,8 66,6
C7d 4 559 531,6 495,1 512,2 498,6 60,4
C.7d5 527.8 5225 509,5 509 4971 30,7
C.7d 6 517,6 507,4 491,5 493,4 4843 33,3
C7d7 549, 1 536,3 523 514 506,8 423
C.7d 8 5443 536,6 514,9 514 500 443
C.7d9 534,8 523,3 511,2 504 496,8 38
C.7d 10 512,7 505,1 500,1 499 473,5 39,2

Variacado do peso (g): variagdo entre as médias dos pesos corporais pré-operatorio e na eutanasia.
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APENDICE 2 — DADOS DOS PESOS DOS ESPECIMES NOS GRUPOS CONTROLE (C.24h e C.7d). |

RATO Peso do Peso do figado Peso total do Peso do figado
explante 70% remanescente figado (g) na eutanasia (g)
(9) (9)
C.24h 1 8,9 3,8 12,7 71
C.24h 2 7.5 3,2 10,7 6.5
C.24h 3 8,5 3,6 12,1 7.4
C.24h 4 7.2 3.1 10,3 6.4
C.24h 5 9,1 3,9 13,1 7,6
C.24h 6 9,0 3,8 12,8 7.7
C.24h7 8,3 3,5 11,8 6,9
C.24h 8 10,1 43 14,5 8,3
C.24h 9 8,9 3,8 12,8 7,5
C.24h10 9,5 41 13,6 73
C.7d 1 75 3,2 10,7 9,9
C.7d 2 7.9 3,4 11,2 9,9
C.7d3 7.8 3,3 11,1 8,7
C.7d 4 10,4 4.4 14,8 9,9
C.7d5 9,5 4,1 13,6 9,8
C.7d6 8,3 36 11,9 9,1
C7d7 10,1 43 14,4 10,0
C.7d8 9,7 42 13,9 8,8
C.7d9 9,1 3,9 13,0 11,0
C.7d 10 8,8 38 12,6 11,8

Explante 70% = Hepatectomia 70%; Figado remanescente = 30%; Peso total = 100%
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APENDICE 3 - DADOS DOS PESOS DOS ANIMAIS NOS GRUPOS ESTUDO (E.24h e E.7d).

RATO Peso pré- Peso na Peso no Peso no Peso na Variag¢do do
op. (g9) hepatectomia 2°PO(g) 4°PO(g) eutanasia(g) peso (g)
(g)
E.24h 1 535,0 505,0 - - 4920 43,0
E.24h 2 585,0 560,0 - - 537.0 48,0
E.24h 3 487,0 469,0 - - 450,0 37,0
E.24h 4 570,0 552,0 - - 526,0 44,0
E.24h 5 495,0 473,0 - - 458,0 37,0
E.24h 6 506,0 468,8 - - 456,9 491
E.24h 7 481,3 459,0 - - 4429 38,4
E.24h 8 490,0 470,0 - - 4483 417
E.24h 9 5471 517,6 - - 493,2 53,9
E.24h10 505,2 479,3 - - 463,9 41,3
E.7d 1 561,1 550,6 519,0 515,2 501,6 59,5
E.7d 2 449,0 439,5 410,0 405,5 389,5 59,5
E.7d 3 495,0 4825 445,0 440,3 418,5 76,5
E.7d 4 512,0 503,7 475,0 465,7 446,3 65,7
E.7d5 462,0 455,3 428,0 419,6 411,8 50,2
E.7d6 530,4 515,5 494,7 492,2 4825 47,9
E7d7 481,6 466,0 4419 4311 432,3 49,3
E.7d 8 543,0 521,1 501,1 498,0 4778 65,2
E.7d 9 4642 4455 429,7 436,4 426,5 37,7
E.7d 10 4189 409,2 385,1 379,6 375,2 437

Variagdo do peso (g): variacdo entre as médias dos pesos corporais pré-operatorio e na eutanasia.
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APENDICE 4 — DADOS DOS PESOS DOS ESPECIMES NOS GRUPOS ESTUDO (E.24h e E.7d).

RATO Peso do Peso do figado Peso total do Peso do figado
explante 70% remanescente figado (g) na eutanasia (g)
(9) (9)
E.24h 1 8,1 35 11,6 5,8
E.24h2 10,6 45 15,1 8,5
E.24h 3 8,6 3,7 12,3 6,1
E.24h 4 10,9 47 15,6 8,2
E.24h 5 8,2 3,5 11,7 8,7
E.24h 6 7.3 3,1 10,5 6,6
E.24h7 7,2 3.1 10,2 6,4
E.24h 8 77 33 11,0 7,5
E.24h 9 9,3 4,0 13,3 6,7
E.24h10 8,3 3,6 11,9 7.9
E.7d 1 11,5 49 16,4 12,4
E7d2 8,0 34 11,5 8,5
E.7d 3 9,2 3,9 13,1 10,1
E7d 4 9,0 38 12,8 10,1
E7d5 73 3,1 10,5 9,6
E7d6 8,3 36 11,9 9,7
E7d7 7,5 3,2 10,6 93
E.7d 8 7.9 34 11,3 10,9
E7d9 7.7 33 11,0 10,9
E.7d 10 8,1 35 11,6 9,9

Explante 70% = Hepatectomia 70%; Figado remanescente = 30%; Peso total = 100%
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APENDICE 6 - DADOS DOS DIFERENTES METODOS DE AVALIAGAO DA REGENERAGAO
HEPATICA NOS GRUPOS ESTUDO (E.24h e E.7d).

RATO Formula de Indice Mitético -  Ki-67 (células PCNA (células
Kwon (%) HE positivas/100 positivas/100
(células/10CGA) células) células)
E.24h 1 51,80 1 12 83
E.24h 2 58,40 0 81 91
E.24h 3 52,10 0 37 51
E.24h 4 55,00 1 67 53
E.24h 5 76,40 1 75 69
E.24h 6 65,02 1 82 77
E.24h 7 67,60 0 87 7
E.24h 8 74,55 0 77 83
E.24h 9 55,97 0 81 85
E.24h10 72,46 1 53 80
E.7d 1 82,88 0 10 17
E.7d 2 83,90 1 12 19
E.7d 3 89,29 2 27 41
E.7d 4 88,97 4 19 31
E.7d 5 101,30 1 13 40
E.7d 6 87,88 4 79 51
E7d7 94,30 2 7 61
E.7d 8 105,10 0 61 51
E7d9 103,22 0 63 37
E.7d 10 93,64 2 60 55

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

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

. Ministério da Educacgéo ¥
Universidade Federal do Parana

U F P R Setor de Clenclas da Saude

onvERsGROEFEPERALSOPARAT. Comiité de Etica em Pesquisa

Curitiba, 09 de agosto de 2007.

limo (a) Sr. (a)
Giorgio Alfredo Pedroso Baretta
Nesta

Prezado(a) Senhor(a),

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Efeito da
Ciclosporina na regeneracao hepatica em ratos submetidos a hepatectomia
parcial” obedece os Principios Eticos da Experimentagao Animal, estabelecidos e
aprovados em documento orientados, expedido pelo - Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR em reuniao realizada no dia 01 de agosto
de 2007 e apresentou pendéncias. Documentos analisados, depois de atendidas as
pendéncias, e projeto aprovado em 09 de agosto de 2007.

Registro CEP/SD: AN.007.003.07.07

Data para entrega do relatério final ou parcial: 09/02/2008.

Prof®. Dr. Liliana Maria Labronici
Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude

Rua Padre Camargo, 280 — Alto da Gléria — Curitiba-PR — C EP 80060-240
Fone: (41)3360-7259 — e-mail: cometica.saude@ufpr.br
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ANEXO 2 - COMPOSICAO BASICA DA RAGAO BALANCEADA FORNECIDA AOS RATOS
(NUVILAB CR1®)

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

Umidade (méaximo): 12,5%

Proteina bruta (minimo): 22%

Calcio (maximo): 1,4%

Fésforo (minimo): 0,8%

Estrato etéreo (minimo): 4%

Material mineral (maximo): 10%

Matéria fibrosa (maximo): 8%

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

FONTE: Nuvital Nutrientes, Colombo, PR, Brasil




