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RESUMO

ALOIA, T. P. A. Efeitos de fatores hepatotréficos no figado em ratos Wistar
(Rattus norvegicus). [Effect of the hepatotrophics factors on liver in rats Wistar
(Rattus norvegicus)]. 2006. 108 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2006.

O figado é um 6rgédo que apresenta grande capacidade regenerativa apds injuria.
Contudo, é possivel desencadear os processos regenerativos sem injuria, pelo uso de
fatores hepatotroficos exdgenos (FHE) injetados intraperitonealmente. Ainda héa
controvérsias em relacdo a essa via de administracdo. Neste trabalho foram testados
dois protocolos de administragdo de uma solucdo de FHE (Parra et al., 1992): em
duas doses diarias (2x) e trés doses diarias (3x), sendo observado o efeito no
crescimento e matriz extracelular (ME) hepatica e o efeito do tratamento em outros
orgaos viscerais. Os FHE (40 mg/kg) foram administrados intraperitonealmente em
ratas Wistar por dez dias. Um grupo controle (C) recebeu solucdo salina. Amostras
dos figados foram observadas por microscopia Optica (parafina) e o colageno foi
quantificado por analise morfométrica com a coloragdo Picrossirius. Os animais do
grupo 2x e 3x apresentaram aumento da massa do figado de 30,1% e 22,5%
respectivamente em relagdo ao grupo C. Ocorreu mortalidade (26,7%) no grupo 3x.
Em ambos os grupos (2x e 3x) houve reduc¢ado do colageno intersticial em relagdo ao
grupo C. N&o houve alteracdo no quadro histolégico dos demais 6rgaos analisados.
Os FHE estimularam o crescimento hepatico e a reducao da proporgcéo de colageno
tecidual. A administracdo em trés doses diarias pode causar mortalidade,
possivelmente pelo excessivo estresse da manipulagdo, 0 que ndo ocorreu no grupo

2X, ndo sendo recomendada esta abordagem no tratamento com FHE.

Palavras —chave: Figado. Fatores hepatotréficos. Regeneracao hepatica. Histologia



ABSTRACT

ALOIA, T. P. A. Effect of the hepatotrophics factors on liver in rats Wistar (Rattus
norvegicus). [Efeitos de fatores hepatotréficos no figado em ratos Wistar (Rattus
norvegicus)]. 2006. 108 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2006.

The liver is an organ that presents great regenerative capacity after injury. However, it
is possible to trigger the regenerative processes without previous with, for the use of
exogenous hepatotrophics factors (HF) injected intraperitoneally. There are still
controversies in relation to that of administration. In this work two protocols of
administration of a solution of HF were tested: in two daily doses rates (2x) and three
daily doses (3x), being observed the effect in the growth and extracellular liver matrix
(ECM) and the effect of this treatment in other visceral organs. EHF (40 mg/kg) were
administered intraperitoneally in female rats Wistar for ten days. A control group (C)
received saline solution. Samples of the livers were observed by optical microscopy
(paraffin) and the collagen was quantified by morfometric analysis with Picrossirius
staining. The animals of the group 2x and 3x showed increase of the mass of the liver
of 30,1% and 22,5% respectively in relation to the group C. Mortality happened
(26,7%) in 3x group. In both groups (2x and 3x) there was reduction of the interstitial
collagen in relation to the group C. There was not alteration in the histological picture
of the other analyzed organs. HF stimulated the hepatic growth reduced the proportion
of tissue collagen. The administration in three daily doses can cause mortality, possibly
for the excessive stress of the manipulation, what didn't happen in the 2x group, not

being recommended this approach in the treatment with HF.

Key words: Liver. Hepathotrophics factors. Hepatic regeneration. Histology.
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1 INTRODUGCAO

De todas as questbes relacionadas aos mecanismos de regeneragao hepatica, a
maior delas talvez seja como se desencadeia 0 processo regenerativo. Talvez a
caracteristica mais notavel da regeneragcéao hepética ndo seja como ela ocorre, mas
0 que a cessa mais precisamente quando a massa hepatica original é restabelecida.
Pouco se conhece acerca dos mecanismos que interrompem a regeneragao. Com o
conhecimento atual, talvez o figado seja o 6rgao cujo controle da proliferacao celular
€ mais bem compreendido.

A regeneracdao hepatica representa um mecanismo de protegdo organica contra
perda de tecido hepatico funcionante seja por injaria quimica, viral, perda traumatica,
ou por hepatectomia parcial (HP) (ASSYS, 1997; ZAKKO et al., 1996).

Nao obstante o progresso, o universo da regeneracdo hepatica permanece ainda
com seus territérios obscuros, que com o tempo deverdo ser explorados e
conquistados (RAMALHO et al., 1993).

Apesar de ser largamente utilizado, o termo “regeneracdo” € 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. No entanto, os I6bulos ressecados
ndo sao recuperados (FAUSTO et al, 1995; LABRECQUE, 1994;
MICHALOPOULOS; DEFRANCES, 1997; PARRA et al.,, 1995b; PASKA, 1990;
PREEDY; RAMALHO et al., 1993).

A divisédo celular é raramente vista nos hepatocitos nos figados de adultos normais
estando na fase GO do ciclo celular. Tem sido observado que depois da
hepatectomia parcial de 2/3 do figado aproximadamente 95% das células hepaticas

que estdo normalmente paradas no ciclo, voltam ao ciclo. No figado de ratos a taxa
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de sintese de acido desoxiribonucléico (DNA) nos hapatocitos (na fase S) comecga a

aumentar depois de cerca de 12 horas e atinge o0 maximo por volta das 24 horas. A
inducao da sintese de DNA ocorre em células ndo parenquimais do figado. Os ciclos
subsequientes da sintese do DNA sdo menores porque a restauragdo da massa
completa do figado requer somente 1,6 ciclos da sintese de DNA em todas as
células. No figado de camundongos o pico de sintese de DNA ocorre mais tarde, 36
a 40 horas, e € um tanto variavel entre eles. A incidéncia de mitoses (fase M) é
menor do que o previsivel baseado no numero dos hepatdcitos que se submetem a
sintese do DNA. Estudos mostram que os hepatdcitos tém uma intensa funcao
replicativa. No estudo de transplante de hepatécitos, poucos hepatécitos realizam a
restauracdo da massa completa do figado. As células ndo parenquimatosas do
figado, que constituem aproximadamente 40% das células do figado, fazem
replicacdo do DNA mais tarde. Células de Kupffer, em 48 horas; células endoteliais,
em 96 horas e células do epitélio biliar, em 48 horas. O aumento da massa do figado
ocorre na maioria das vezes em 3 dias, e sua restauragdo completa de 5 a 7 dias
(GRISHAM, 1962; OVERTUREF et al., 1999; SANDGREN, et al., 1991; TAUB, 2002).

Todas as células hepaticas (hepatécitos, células endoteliais, de Kupffer, de Ito e
ductais) proliferam para substituir a perda de tecido hepatico. No entanto, os
hepatécitos sdo os primeiros a proliferar, sendo que a maioria dos estudos focalizam
estas células por elas constituirem cerca de 90% da massa hepatica e 60% do
namero total de células (DIHEL; RAIl, 1996; MICHALOPOULUS; DEFRANCES,
1997; RAMALHO et al., 1993).

O primeiro modelo experimental bem sucedido para o estudo da regeneragéo
hepatica contemplou a remogao cirdrgica dos l6bulos lateral esquerdo e mediano do
figado de ratos, ou seja, de 67 a 70% da massa hepatica total desses animais. A
hepatectomia parcial induz a replicagdo de 95% dos hepatocitos no figado.
Entretanto, somente de um a dois ciclos de replicacdo sdo realizados para a
restauracdo completa da massa do figado (BARATTA et al., 1996; FAUSTO et al.,
1995; RAMALHO et al., 1993; TAUB, 2002; YOSHIDA et al., 1995; ZAKKO et al.,
1996).
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Além dos processos intrinsecos que comandam e controlam a divisdo celular e

regeneragao hepatica, fatores extrinsecos também atuam no figado, modificando ou
acionando respostas proliferativas ou regenerativas, principalmente os de origem
nutricional. A terapia nutricional é bem estabelecida em tratamentos com doencas
hepaticas cronicas. O prognéstico de pacientes com doenga hepatica grave se
correlaciona com a gravidade da desnutricdo, € a suplementacao alimentar pode
melhorar o estado nutricional, imunolégico e a funcdo hepatica desses pacientes. A
nutricdo enteral € a via mais fisiologica para suplementagdo nutricional com
conhecimento do beneficio dos efeitos tréficos ao intestino e figado pelo efeito de
primeira passagem dos nutrientes. Porém, em pacientes com doenga hepatica
grave, ha sempre ingestdo oral insuficiente levando a anorexia e encefalopatia
cronica. O fornecimento adequado de proteinas é importante para a corregdo da
desnutricdo protéica e auxilia a sintese protéica e a regeneracao hepatica. Desta
maneira, a nutricdo parenteral pode ser necessaria para pacientes com doenca
hepatica grave, especialmente naqueles com faléncia hepatica aguda ou desnutricao
grave ou nos perioperatério (NOMPLEGGI; BONKOVSKY, 1994; ROMBEAU;
ROLANDELLLI, 2004).

O objetivo do uso de solugcbes enriquecidas com aminoacidos é oferecer proteina
suficiente para promover o balango nitrogenado positivo. Estima-se que a
necessidade de aminoacidos é o dobro do normal em pacientes com faléncia
hepdtica, a qual representa o estado hipercatabdlico. Em geral, pacientes (humanos)
podem receber 1g de aminoacidos por quilo de peso corporal por dia; aos pacientes
com caréncia protéica 1,5g/kg/dia pode ser administrado. Formulagées com AACR
(Aminoacidos de Cadeia Ramificada) s&o aceitas por muitos como suplemento
aminoacido preferencial em pacientes com faléncia hepatica, mas apesar da
controvérsia estas se apresentam como padrio para as formulas de aminoacidos
(FREUND et al., 1982; MARCHESINI et al., 1982; NOMPLEGGI; BONKOVSKY,
1994; ROMBEAU; ROLANDELLI, 2004).

A administracdo de AACR corrige desequilibrio aminoacido e ajuda a prevenir a
encefalopatia. Além disso, o uso de AACR tem sido relacionado com a diminuicao

do catabolismo muscular, aumentos da sintese de proteina hepatica e da sintese de
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proteinas de defesa imune em pacientes criticamente doentes e sépticos. Os AACR

tém efeito anticatabdlico em pacientes cirréticos. Um estudo de 1995 em animais
mostrou que uma solugdo com AACR foi efetiva no aumento da sintese protéica em
ratos com faléncia hepatica (MADDREY, 1985; MIWA et al., 1995; SAKAMOTO et
al., 1979; SAX et al., 1986; ROMBEAU; ROLANDELLI, 2004).

As principais razdes para o uso de AACR em pacientes com doenga hepatica sédo:

1 — AACR competem com AAA (Aminoacidos Aromaticos) para transporte
através da barreira hematencefalica;

2 — AACR diminuem niveis plasmaticos de AAA por supressdo de fluxo
muscular;

3 — AACR aumentam a sintese protéica hepatica;

4 — AACR diminuem a protedlise muscular;

5 — AACR fornecem grupo amino para sintese de glutamina;

6 — AACR podem ser utilizados diretamente por musculos, coragéo, cérebro e
figado para prover mais de 30% de suporte energético quando a utilizacdo de
glicose e a cetogénese estao deprimidas (ROMBEAU; ROLANDELLI, 2004).

Tem se mostrado que mais de 125g de solucdo de AACR é bem tolerada em
pacientes com encefalopatia hepatica. Suplementos com AACR isolado néao
melhorariam o balango nitrogenado, portanto, todos os aminoacidos essenciais sao
necessarios. Varios aminoacidos, incluindo cisteina, taurina e tirosina, podem ser
normalmente sintetizados a partir de precursores, portanto nao sao essenciais em
pessoas saudaveis. Nos cirréticos, entretanto, a produgéo desses aminoacidos pode
ser insuficiente em decorréncia de defeitos metabdlicos e estes se tornam
aminodacidos “condicionalmente essenciais” (BONKOVSKY, 1994; FERUND et al.,
1982; NOMPLEGGI; ROMBEAU; ROLANDELLLI, 2004).

Muitos fatores de crescimento incluindo fator de crescimento do hepatico (HGF),
fator de crescimento epidérmico (EGF), fator transformador do crescimento (TGF), a
insulina, o glucagon, e recentemente as citosinas, fator tumoral da necrose (TNF), a
interleucina-1 (IL-1) e IL-2 tém sido aplicado regulando este processo, mas 0s

mecanismos permanecem mal compreendido (TAUB, 2002).
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O uso de solugbes intravenosas enriquecidas com aminoacidos é um dos

fundamentos nutricionais para o tratamento de doencas hepaticas. Parra et al.
(1994, 1995, 1996) desenvolveram uma solucéo de fatores hepatotroficos exégenos,
os FHE, inicialmente com o objetivo de induzir o crescimento hepatico sem a
hepatectomia parcial. Os FHE continham a seguinte férmula: aminoacidos, glicose,
insulina, glucagon, triiodotironina (T3).

Seus trabalhos com injegdes diarias na cavidade peritonial de ratos (40ml/kg) por
sete dias de solucao de FHE mostram um aumento da massa hepatica de 114,16
17,9%, porém, houve 60% de mortalidade nos animais. Estudos subsequentes
mostraram que ratos hepatectomizados apresentaram reducdo de 44,57% de
colageno hepatico e os ratos sadios estimulados por FHE (40ml/kg durante sete
dias) mostraram 37,46% de redugéo. O uso de FHE, insulina e glucagon (40ml/kg)
via intraperitoneal por 10 dias revelam que o figado intacto responde melhor aos
fatores nutricionais injetados por via intraperitoneal. O horménio T3 também mostrou
ser um importante fator para aumentar a massa hepatica apesar do alto indice de
mortalidade (50 a 70%) (PARRA, 1992, 1994, 1995b, 1996).

O expressivo aumento de massa hepatica observado por Parra poderia ter varias
aplicagbes, como estimular o crescimento do figado antes do transplante em vivos,
acelerar o processo de regeneracado hepatica, ou mesmo diminuir o colageno em
figados com fibrose ou cirréticos. Contudo a alta mortalidade em ratos descrita nos
experimentos de Parra et al. (1994, 1995, 1996) quando a solugao é aplicada, ainda

era um problema a ser resolvido.

Uma hip6tese para a ocorréncia da alta mortalidade é que a quantidade de
substancias injetadas em uma unica aplicagao representa uma carga excessiva para
os sistemas organicos. A divisdo da dose em duas ou trés injegcbes diarias poderia
diminuir a sobrecarga aplicada a fisiologia do rato, fazendo com que o organismo se
adaptasse entre as aplicagdes.

Os possiveis beneficios do uso dos FHE no estimulo do crescimento hepatico e na

biologia do colageno intersticial nos levaram a testar a hip6tese de que duas ou mais
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injecoes diarias poderia reduzir a mortalidade e estimular o crescimento hepatico

com mais eficiéncia que uma injecao diaria, baseada na premissa de que a divisdo
da dose em parcelas menores causaria um estimulo continuo e constante,

potencializando o efeito das substancias da solugéo.

Também foram coletados outros érgaos para analise histolégica (coragao, rim, baco
e pulméo), tendo em vista que é desconhecido qualquer informacao sobre possiveis
efeitos colaterais que os FHE podem causar nos demais érgaos.

Neste trabalho utilizaremos 1 solugdo de FHE na dose de 40 ml/kg/dia subdividido
em duas doses de 20 ml/kg a cada 12 horas e em 3 doses de 13,3 ml/kg a cada 8
horas por via intraperitoneal. Desta forma, objetivamos verificar se ha diferenca tanto
no crescimento do figado quanto na quantidade de coldgeno entre os grupos acima
mencionados e se os FHE alteram o quadro histolégico do coracéao, rim, baco e
pulmao.
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2 OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivos:

1. Verificar se os FHE modificam o quadro histolégico do figado, coragao,
rim, bago e pulmé&o de ratos.

2. Verificar se ha diferenga estatistica entre os grupos 2x e 3x, e destes com
o controle no que diz respeito a arquitetura hepatica, proporcao
volumétrica do colageno e crescimento do figado.

3. Verificar se o aumento da freqiéncia de administracdo dos FHE de 2x
para 3x pode ter efeitos colaterais para a saude dos ratos.

4. Verificar qual grupo é mais eficiente ao tratamento do figado.
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3 REVISAO DE LITERATURA
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O FIGADO COMO ORGAO

O figado € o maior 6rgéao solido do corpo, constituindo aproximadamente de 2% a
5% do peso do corpo de um homem adulto. Pode exercer até 100 funcdes
diferentes, a maioria das quais € exercida pelos hepatdcitos. Sua anatomia classica
distingue dois lobos principais, direito e esquerdo, e dois acessérios, quadrado e
caudado. O érgéo é dividido em setores e segmentos com independente suprimento
sangulineo e biliar aferente e eferente sem circulagéo colateral entre os segmentos.
A organizacgao funcional do figado reflete em extraordinaria fungdes. A maior funcao
do figado envolve a degradagédo de aminoacidos, carboidratos, lipidios, e vitaminas e
seu subsequiente estoque, conversao metabdlica, e liberacdo para o sangue e bile. A
bile desempenha um importante papel na digestao de lipidios. Todavia, muitas das
funcdes do figado estéo inter-relacionadas, o que torna-se particularmente evidente
quando surge anormalidades do figado, visto que muitas de suas fungdes sao
afetadas simultaneamente (GARTNER; HIAT, 2003; GUYTON, 2002; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004; ROUILLER, 1964)

3.2 ARQUITETURA DO FIGADO

O figado € constituido principalmente por células hepaticas. O hepatdcito é a célula
mais multifuncional do organismo, de forma poliédrica com 6 ou mais faces e medem
de 20 a 30 um de diametro. Esta célula apresenta um nucleo central, arredondado,
com um ou dois nucléolos bem evidentes. Os reticulos endoplasméaticos s&do bem
evidentes. Possui fungdes glandulares enddcrinas e exécrinas e, além de sintetizar e
acumular varios compostos, neutraliza outros e transporta corantes do sangue para

a bile. Apds as refeicoes, os hepatdcitos convertem o excesso de glicose a
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glicogénio. Eles desempenham inumeras fungbes metabodlicas uteis, como a

utilizacao de lipidios para a sintese de lipoproteinas, a degradacao de horménios
esterbides e a detoxificagdo de drogas e toxinas. Essas células epiteliais se
agrupam em placas que se anastomosam entre si formando unidades morfolégicas,
os lébulos hepaticos. Cada lobulo € uma massa poliédrica de tecido hepatico de
mais ou menos 0,7 por 2 mm de tamanho. As regides nos cantos dos poliedros sao
denominadas espaco porta, que € o local que se encontram 1 vénula, 1 arteriola, 1
ducto biliar e vasos linfaticos. Nos I6bulos os hepatdcitos (células poligonais com
aproximadamente 20 a 30 um de diametro) se dispdem em placas orientadas
radialmente. Cada placa € constituida por células dispostas em uma sé camada que
sdo perfuradas e, frequentemente, anastomosam-se, resultando um labirinto
complexo, que da ao Iébulo hepatico um aspecto esponjoso. O espaco que fica entre
as placas de células hepaticas sdo os chamados sinusoéides, ou seja, capilares
hepaticos de paredes revestidas por dois tipos celulares: as células endoteliais
tipicas dos capilares sanguineos e macrofagos que, neste 6rgdo sdao chamados de
células de Kupffer. As células de Kupffer sdo estreladas, de nucleo oval, grande e
nucléolo evidente. Apresentam intensa atividade fagocitaria, pertencendo ao
Sistema Mononuclear Fagocitario. Nelas ocorre fagocitose de hemécias em via de
desintegracdo com a consequente digestdo de hemoglobina e producdo de
bilirrubina. Apresentam também grande quantidade de lisossomas que contém no
seu interior as enzimas necessarias para a digestao intracelular. O capilar sinuséide
apresenta-se envolto por um delicado arcabougo de fibras reticulares. No estreito
espaco que separa a parede dos capilares sinuséides aos hepatécitos se encontram
o espaco de Disse, que contém células armazenadoras de lipidios, com forma
estrelada. Sao ceélulas que armazenam vitamina A em suas goticulas lipidicas. Os
espacgos de Disse conectam-se com os vasos linfaticos nos septos interlobulares,
por conseguinte, o excesso de liquido nesses espacos € removido pelos linfaticos.
Nos sinusdides desembocam ramos capilares terminais da artéria hepatica que
trazem oxigénio para o parénquima hepatico. Os capilares sinusdides desembocam
na veia centrolobular, no centro do Iébulo. O figado recebe sangue pela veia porta
(70%) e uma porcao menor pelas artérias hepaticas. Pela veia porta chega ao figado

todo material absorvido pelo intestino, com excegao dos lipidios que é transportado
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por via linfatica (CORMACK, 2003; GARTNER; HIAT, 2003; GUYTON, 2002;

JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Os sinusoides hepaticos medem entre 10 e 30 um de didmetro. Seu endotélio é
fenestrado e se assenta sobre uma membrana basal descontinua. Além disso, a
juncao entre as células endoteliais contiguas é incompleta e ha separacdes de 0,1 a
0,5 um. Os sinusoides hepaticos se diferenciam dos outros sinuséides do organismo
porque entre suas células endoteliais estdo intercalados macrofagos conhecidos
como células de Kupffer (HIB, 2003).

O figado contém uma populacao residente permanente de macrofagos associados
aos sinuséides, conhecidos como células de Kupffer. Muitos desses macrofagos
derivados de mondcitos sdo incorporados ao revestimento dos sinuséides; outros
estdo distendidos através do lumen. Estas células estreladas, ativamente
fagocitarias, englobam eritrécitos senescentes, residuos potencialmente obstrutivos
e material particulado. Essas células reconhecem e endocitam pelo menos 99% dos
microorganismos do sangue da veia porta. Também presentes no espaco
perissinusoidal estao lipdcitos (células estreladas hepaticas, células de Ito), os quais
sdo células armazenadoras de lipidios que acumulam vitamina A e fornecem
suporte. Em resposta a lesdo hepatica, estas células perissinusoidais que contém
gorduras podem proliferar, tornam-se contrateis e produzem fibras colagenas. Elas
desempenham um papel principal na extensa fibrose com progressiva ruptura do
parénquima que caracteriza a cirrose, doenca hepatica potencialmente fatal (do
grego kirrhos, marrom-alaranjado; sis, condicdo) (CORMACK, 2003; GARTNER,;
HIAT, 2003).

A bile secretada pelos hepatdcitos circula pelos canaliculos biliares até a periferia do
I6bulo hepatico, isto €, em diregdo contraria a do sangue dos sinusoides. Quando
chega a periferia do I6bulo, a bile ingressa em ductos excretores curtos, conhecidos
como ductos (ou canais) de Hering. Estes desembocam em ductos maiores,
chamados ductos biliares perilobulares, os quais — do mesmo modo que as
arteriolas e as vénulas terminais — correm entra as faces laterais dos |6bulos. Apos

atravessar a lamina terminal dos espacos porta, os ductos biliares perilobulares



ALOIA, T.P. A. Revisdo de Literatura 27
desembocam perpendicularmente nos ductos biliares interlobulares destes espacos

(HIB, 2003).

3.3 REGENERAGCAO HEPATICA E FATORES HEPATOTROFICOS

O termo regeneragédo, embora comumentemente usado, € biologicamente incorreto,
uma vez que a resposta induzida pela resseccdo o tecido hepatico ndo é
verdadeiramente regenerativa. Os lobos ressecados ndao sado recuperados. A
restauracdo da massa hepdtica ocorre por hiperplasia celular compensatéria nos
lobos remanescentes, com conseqiente aumento em suas dimensoes. Isso sugere
que o crescimento hepatico seja controlado por fatores funcionais ao invés de
fatores anatdmicos. Qualquer que seja a natureza destes fatores, eles parecem ser
bastante precisos, uma vez que o crescimento cessa quando o figado atinge seu
peso original (variacoes de 5 a 10%). A proliferagcdo dos hepatdcitos ndo se torna
desregulada ou autbnoma, nem mesmo apods ressecgdes consecutivas. Simpson e
Finckh (1963) observaram completa restauracdo da massa hepatica apds uma série
de 5 hepatectomias sucessivas, com intervalos de 5-7 semanas. ApGs a primeira
hepatectomia parcial a regeneragao ocorreu as custas de aumento no nimero € no
tamanho dos I6bulos hepatédcitos; enquanto que apdés as hepatectomias
subsequientes houve progressivo predominio de aumento do numero de l6bulos
hepaticos (FAUSTO, 1990; RAMALHO, 1998; SIMPSON; FINCKH, 1963).

O crescimento regenerativo do figado vem sendo estudado, com detalhes, apés a
administracéo de tetracloreto de carbono ou apds hepatectomia parcial em animais
experimentais; ou em humanos apds ressecgdo parcial do figado ou necrose
hepatica macica. Embora mecanismos diferentes possam operar estas situagbes
clinicas e experimentais distintas, o0 modelo mais utilizado para o estudo in vivo dos
mecanismos de regulacdo do crescimento hepatico é a regeneracao hepatica apés
hepatectomia parcial em ratos, conforme descrito por Higgins e Anderson (1931). A
hepatectomia parcial consiste na ressecgdo dos lobos lateral esquerdo e mediano

(lobos anteriores), os quais constituem aproximadamente 67% da massa hepatica
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total. Os lobos lateral direito e caudato (lobos posteriores) correspondem

respectivamente a 24 e 9% da massa hepatica total (ALISON, 1986; BUCHER,
1963; GERBER et al., 1983; HIGGINS; ANDERSON, 1931; KARRAN; EAGLES,
1983; MICHALOPOULOS, 1990; RAMALHO, 1998)

Em 1909, Milne percebeu que qualquer alteragdo patolégica ou experimental,
levando a destruicdo de hepatdcitos, era capaz de desencadear o processo de
proliferacdo hepatocelular. Em 1920, Rous e Larimore reportaram o aumento de
volume dos lobos hepaticos ndo submetidos a ligadura, enquanto o restante do
figado era privado do suprimento portal. A regeneracdo hepatica é reconhecida
como um espetacular exemplo de crescimento tecidual ordenado e organizado.
Pode ser induzida, experimentalmente, por qualquer tratamento agudo, cirirgico ou
quimico, o qual remova ou destrua um grande percentual do parénquima hepético. A
perda do parénquima rapidamente desencadeia o processo regenerativo até que a
massa hepatica seja restaurada (MICHALOPOULOS, 1990; MILNE, 1909;
RAMALHO, 1998; ROUS; LARIMORE, 1920).

Embora todas as células hepaticas participem do processo regenerativo, a maioria
dos estudos focaliza os hepatécitos. Eles constituem cerca de 90% da massa
hepatica e 60% do numero total de células. As células endoteliais e as células de
Kupffer constituem representam 35% da populagcao celular hepatica e 5-10% da
massa hepatica total (ALISON, 1986; RAMALHO, 1998; WRIGHT; ALISON, 1984).

O figado apresenta uma espetacular capacidade de regeneragdo quando ha perda
de tecido hepético. Em ratos a remogéo de 75% do parénquima hepatico provoca
um processo de regeneragao, que se completa em apenas um més. Admite-se que
a produgéo de calona diminua quando um tecido é lesado ou removido parcialmente,
com conseqliente aumento da atividade mitética. Isso se deve ao fato de as calonas
agirem inibindo a atividade mitética. As provas apresentadas sugerem que esse
mecanismo ocorre em Varios tecidos e que se trata provavelmente de um fenédmeno
geral onde o tecido hepatico regenerado seja igual ao preexistente. Se, porém, a
lesdo for continua ou se repetir com freqiiéncia, simultaneamente a regeneracao,

ocorre um consideravel aumento de tecido conjuntivo. Essa producédo exagerada de
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conjuntivo desorganiza a regeneragao, levando o figado a um processo patologico

grave chamado cirrose, que prejudica todas as funcdes hepaticas. A morte dos
hepatécitos é seguida pela cicatrizagdo e embora os hepatdcitos possam se
regenerar e produzir uma nova populacao de células, suas conexdes com o sistema
porta e drenagem biliar sdo destruidas, padrao este conhecido como cirrose
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; STEVENS; LOWE, 2001).

Os hepatécitos sdo células de natureza epitelial vivendo aproximadamente 150 dias;
portanto € rara a presenca de figuras mitéticas. Entretanto, quando drogas
hepatotoxicas sdo administradas, ou uma parte do figado é removida, os hepatdcitos
proliferam e o figado regenera sua arquitetura normal e seu tamanho anterior. Em
roedores, a capacidade de se regenerar do figado € tdo grande que, apds retirada
de 75% do 6rgao, ele se regenera retornando ao seu tamanho normal em 4
semanas. A capacidade de regeneracao do figado do homem é muito menor do que
de camundongos e ratos. Em ratos, somente um hepatdcito, entre cerca de 20.000
pode estar se dividindo, em qualgquer momento. Durante a vida adulta do animal, o
hepatécito, divide-se somente uma, duas ou talvez nenhuma vez. Contudo, sua
capacidade de replicacdo nao é perdida. O mecanismo de regeneracao é controlado
pelo fator de transformacdo de crescimento , fator de transformacdo de
crescimento , fator de crescimento da epiderme, interleucina-6 e fator de
crescimento dos hepatécitos. Muitos desses fatores sdo liberados pelas células
estreladas armazenadoras de gordura (células de Ito) situadas no espacgo de Disse,
embora, também exista fator de crescimento dos hepatdcitos ligado a heparina na
escassa matriz extracelular do figado. Na maioria dos casos, a capacidade de
replicacdo dos hepatécitos restantes € responsavel pela regeneracdo; entretanto,
quando a lesao hepatotdxica € demasiadamente grande, a regeneragcédo do figado
ocorre pela atividade mitotica das células ovais dos colangiolos e dos canais de
Hering (GARTNER; HIAT, 2003; RAMALHO, 1998; RAMALHO et al., 1993).

O classico modelo de regeneracéo hepética é aquele em que a hepatectomia parcial
ocorre com remocao de 70% do figado. A sobrevivéncia dos |6bulos aumenta e
reconstitui tamanho original do figado (ANKOMA-SEY, 1999).
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A regeneragéo hepética depois da hepatectomia parcial nos ratos ocorre de 5 a 7

dias. O potencial regenerativo do figado no momento em que ha eventual
restauracdo completa do tamanho normal do figado depois da receccao hepdética
tem sido demonstrado na maioria dos animais e humanos. Destas observacoes, é
geralmente aceito que a regeneracao hepatica € um fenébmeno bem administrado,
regulado por extraordindrios sinais do organismo que exercem efeitos modulatérios
(positivos ou negativos) no figado até que seu tamanho 6timo seja alcangado
(ANKOMA-SEY, 1999).

A regeneracéo do figado depois da hepatectomia parcial € mediada pela proliferagéo
de células maduras do figado que restauram o tecido hepatico perdido. Nestas
células do figado incluem hepatdcitos, células endoteliais, células epiteliais biliares,
células estreladas hepaticas e células de Kupffer. Ao contrario das outras
regeneracdes de tecido semelhante a da pele ou medula 6ssea, no figado, as
células progenitoras ou as células tronco ndo contam muito com a capacidade
regenerativa. Das células do figado, os hepatocitos sdo as primeiras a proliferar e
sao as de maior importancia para a regeneracao parenquimal. O figado adulto exibe
uma minima capacidade replicativa, com mitoses observadas de aproximadamente
1 a cada 20.000 hepatocitos. Depois da perda de algum tecido ou em algum
ferimento, os hepatdcitos entram no ciclo celular (G0). Para um estado pré-
replicativo (G1), que é seguido pela sintese de DNA (S) e mitose (M) com a divisao
celular completando a sequiéncia. A fase pré-replicativa do ciclo pode ser dividida em
dois componentes, um estagio “priming” (GO — G1) e um estagio “progression”
(ANKOMA-SEY, 1999).

Nao obstante varias décadas de estudo, os fatores reguladores que desencadeiam
e/ou modulam o fendbmeno regenerativo hepatico estdo sendo apenas inicialmente
compreendidos. Muito progresso foi obtido na elucidagdo dos mecanismos
envolvidos neste fenémeno através do estudo do crescimento controlado de
hepatécitos em meios de cultura e das alteragées no padrdao da expressao génica
apos a hepatectomia parcial. Os efeitos dos fatores hepatotréficos na sintese de
DNA tém sido geralmente estudados in vitro, em culturas de hepatocitos; e in vivo,

em animais normais ou parcialmente hepatectomizados. Em culturas de hepatécitos,
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geralmente os fatores sdo testados néo por seu efeito direto na sintese de DNA,

mas principalmente por sua habilidade em elevar ou inibir a replicacdo de DNA
induzida pelo EGF (FAUSTO, 1990; MICHALOPOULQOS, 1990; RAMALHO, 1998).

A pesquisa de fatores de crescimento hepatico na regeneracao hepatica deve levar
em conta os seguintes aspectos:

- Nenhum fator Unico é suficiente para regular todo processo regenerativo: fatores
positivos e negativos podem estimular e inibir a proliferacdo de hepatdcitos. A
relacdo entre estes fatores pode ser mais importante que seus niveis absolutos;

- O local de sintese destes fatores pode ser o figado ou outros tecidos. No figado,
tanto células parenquimatosas como nao parenquimatosas pode originar estes
fatores;

- A presenca de fatores de crescimento hepatico no soro de animais parcialmente
hepatectomizados ndo necessariamente implica que tais fatores sejam responsaveis
pelo desencadeamento do processo regenerativo (BRAUN et al., 1988; FAUSTO et
al., 1987; FAUSTO; LEFFERT et al., 1988; MEAD, 1989; RAMALHO, 1998).

A resposta celular aos varios fatores de crescimento exige a presenca de receptores
especificos na membrana plasmatica dos hepatécitos. Apds a interagdo do fator de
crescimento ao seu receptor na superficie celular, uma complexa cascata de
eventos se sucede (RAMALHO, 1998).

3.3.1 Tipos de Fatores de Crescimento do Figado

Como fatores de crescimento hepético pode-se incluir um grande numero de
substéncias parcialmente caracterizadas, assim como diversos fatores amplamente
conhecidos. Os fatores de crescimento ja bem conhecidos podem ser subdivididos
em 3 categorias (RAMALHO, 1998; RAMALHO et al., 1993):

e Agentes mitogénicos ou indutores do crescimento.

e Agentes co-mitogénicos.

e Agentes inibidores do crescimento.
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3.3.1.1 Agentes mitogénicos

Sao substancias capazes de, por elas proprias, em meios de cultura isentos de soro
ou de qualquer outro fator mitogénico, induzir sintese de DNA e mitose numa
populacdo de hepatdcitos em repouso - fase Go (ANKOMA-SEY, 1999;
MICHALOPOULOQOS, 1990; RAMALHO, 1998).

3.3.1.1.1 Fator de Crescimento Epidérmico (EGF — Epidermal Growth Factor)

E o protétipo de um fator mitogénico, estimulando a sintese de DNA na maioria das
células epiteliais, inclusive em hepatdcitos. Foi a primeira substancia em que este
efeito foi confirmado, sendo o horménio mais frequentemente usado para induzir a
sintese de DNA em cultura de hepatécitos. Induz a incorporacao de timidina tritiada
por 60-80% dos hepatécitos em meio de cultura. E potencializado pela insulina e
pelo glucagon, in vitro e in vivo. Seu efeito sobre a sintese de DNA é utilizado como
modelo, contra o qual é comparada a atividade de outros fatores de crescimento
hepatico. O EGF é produzido nas glandulas salivares, glandulas de Brunner do
duodeno, rins e pancreas. A ressecgao das glandulas de Brunner resulta em
reducdo do processo regenerativo, enquanto a sialoadenectomia nao alterou a
regeneragao (GUPTA, 1992; MARTI et al., 1989; MCGOWAN et al., 1981; OLSEN et
al., 1988; RAMALHO, 1998; St. HILAIRE; JONES, 1982).

Quando o EGF é adicionado em cultura de hepatécitos, a sintese de DNA néo
ocorre antes de 24 horas, sendo o pico atingido entre 48 e 72 horas. A diferenca
observada em relagéo a sintese de DNA ap6s a hepatectomia parcial pode refletir o
tempo para adaptacdo dos hepatdcitos ao ambiente in vitro. A adicdo de EGF 24
horas apds o isolamento dos hepatécitos resulta em resposta muito mais rapida. A
estimulacao pelo EGF geralmente conduz a 2-3 ciclos de sintese de DNA, apds os

quais ha interrupcao por razbes ainda desconhecidas. A atividade mitogénica do
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EGF ¢ inibida pelo TGF (HOUCK; MCGOWAN et al.,, 1981; MICHALOPOULOQOS,

1989; RAMALHO, 1998).

3.3.1.1.2 Fator Transformador do Crescimento-alfa ( TGF — Transforming Growth

Factor- )

Descrito originalmente como um fator produzido por células tumorais, o TGF é
também sintetizado por tecidos normais in vivo e por células em cultura. Visto que o
TGF e EGF atuam sobre o mesmo receptor, ndo € surpreendente que o TGF seja
também mitogénico para hepatocitos, sendo equipotentes em sua capacidade de
estimular a proliferagdo de hepatdcitos in vitro. Sao peptideos semelhantes,
apresentando homologia em cerca de 30-40% de sua estrutura aminoacidica. A
atividade mitogénica do TGF é também inibida pelo TGF (BRENNER et al., 1989;
LUETTEKE et al., 1988; MEAD; FAUSTO 1989; PANDIELLA, 1991; RAMALHO,
1998).

E sintetizado por hepatécitos em regeneragdo, mas ndo por células ndo
parenquimatosas, observando-se elevagdo nos niveis do RNAm para TGF nas
primeiras 4-5 horas apo6s a hepatectomia parcial, com um pico (cerca de 10 vezes o
normal) 24 horas apds a hepatectomia parcial. Os niveis de TGF se elevam em oito
horas ap6s a hepatectomia parcial. Obtendo-se um pico de 24 horas e outro 72
horas apds a hepatectomia parcial. Em cultura de hepatécitos, também se verifica
elevacdo dos niveis do RNAm e da secrecdo de TGF durante a sintese de DNA
(MEAD; FAUSTO 1989; RAMALHO, 1998).

A secrecdao de TGF por hepatdcitos em regeneragdo possivelmente se constitui
uma alg¢a autodcrina estimuladora da sintese de DNA. Nesse sentido, a produgéo de
TGF nao seria responsavel pelo desencadeamento do processo regenerativo, mas
corresponderia a um passo fundamental em dire¢cdo a sintese de DNA, no qual o
TGF atuaria sobre um hepatécito ja “iniciado”, apds ter deixado o estado de
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repouso (fase Go) e adentrado no ciclo celular (fase G1) (MICHALOPOULOS, 1990;

RAMALHO, 1998).

A producdao de TGF por hepatocitos pode também representar uma alca de
regulacao paracrina, estimulando a proliferagdo das células ndao parenquimatosas
adjacentes (MICHALOPOULOQOS, 1990; RAMALHO, 1998).

3.3.1.1.3 Fator de Crescimento Hepatico (HGF — Hepatocyte Growth Factor)

E o mais importante mitégeno para hepatécitos normais. E mitogénico em cultura de
hapatécitos humanos e de ratos. Seu efeito é inibido pela somatostatina,
parcialmente inibido pela heparina e exacerbado pela norepinefrina. Glicocorticéides
e TGF reduzem a secrecdo de HGF. O receptor para o HGF € codificado pelo
proto-oncogene c-met, qual é diferente do receptor para o EGF (LINDROOS et al.,
1991; MICHALOPOULOS et al.,, 1984; MICHALOPOULOS; ZARNEGAR, 1989;
RAMALHO, 1998; ZARNEGAR; MICHALOPOULGQS, 1992).

O HGF é produzido por células ndo parenquimatosas, ndo sendo encontrado em
hepatécitos de figados normais ou em regeneracao. O principal tipo celular produtor
€ a célula de Ito. Conhecidas como células estreladas perissinusoidais, as células de
Ito estdo envolvidas na regulagdo da matriz hepatica e sintese de uma série de
fatores de crescimento, entre as quais HGF, aFGF e TGF. Sua presenca em varios
tecidos envolvidos na circulagéo portal sugere que o efeito trofico para o figado pode
ser exibido pelo HGF oriundo de sitios extra-hepaticos. O HGF induz a sintese de
DNA em hepatocitos quando injetado na veia porta de caes (FRANCAVILLA et al.,
1991c; GUPTA, 1992; MICHALOPOULOS, 1992; MICHALOPOULOS;
SCHIRMACHER et al., 1992; RAMALHO, 1998; ZARNEGAR, 1992;).

Os niveis plasmaticos de HGF elevam substancialmente (mais de 20 vezes) dentro
de uma hora depois da hepatectomia parcial em ratos e em humanos. Isso faz do

HGF o principal candidato a funcao desencadeador do processo regenerativo apés a
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hepatectomia parcial. Sua elevagdo em uma hora é condizente com as altera¢des na

expressdo @énica, detectadas 30 minutos ap6s a hepatectomia parcial. O
mecanismo para essa inducdo extra-hepatica do RNAm do HGF depois da
hepatectomia parcial € desconhecido. O HGF exerce um efeito mitogénico nos
hepatécitos de maneira paracrina e endécrina (ANKOMA-SEY, 1999;
MICHALOPOULOS; RAMALHO, 1998; ZARNEGAR, 1992).

3.3.1.1.4 Fator de Crescimento Fibroblastos Acido (aF GF — acidic Fibroblast Growth
Factor)

Também chamado de Fator de Crescimento Ligante a Heparina 1 (“Heparin Binding
Growth Factor 1”), é secretado por hepatécitos em regeneragdo, com pico de
secregao coincidindo com o pico de sintese de DNA. Estimula a sintese de DNA em
hepatécitos; parecendo, entretanto atuar em populacdes especificas de hepatdcitos,
visto que apenas metade das células responde ao aFGF. Sua producéao persiste por
7 dias apdés a hepatectomia parcial. E também produzido por células nao
parenquimatosas no figado (células ovais e células de Ito) (KAN et al., 1989;
MARSDEN et al 1992; RAMALHO, 1998).

O aFGF reduz o efeito inibitério do TGF sobre a mitogénese induzida pelo EGF. Ao
se comparar com o EGF, verifica-se que sua atividade mitogénica &
consideravelmente menor. A heparina potencializa a atividade biolégica do aFGF
(GUPTA, 1992; KAN et al., 1989; RAMALHO, 1998).

3.3.1.2 Agentes Co-mitogénicos

Este grupo é composto por substancias que estimulam a proliferacdo do hepatdcito
de uma maneira indireta. Apresentam as seguintes propriedades (ANKOMA-SEY,
1999; RAMALHO, 1998; RAMALHO et al., 1993):
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e potenciam o efeito mitogénico dos indutores do crescimento (por exemplo

EGF, HGF, TGF).

e reduzem o efeito inibitério de agentes inibidores.

e ndo possuem efeito mitogénico quando isoladamente adicionados em meios

de cultura.

3.3.1.2.1 Substancia Estimuladora Hepatica (HSS — Hepatic Stimulatory Substance)

Isolada originalmente de figado de ratos recém-desmamados, existem ainda
controvérsias acerca da purificagdo e caracterizagcao da HSS. Substancias similares
foram isoladas de figados de caes, de porcos e do figado fetal humano. Uma
peculiaridade do HSS é sua aparente especificidade para o figado, tanto in vivo
como in vitro (GUPTA, 1992; LABRECQUE; PESCH, 1975; LABRECQUE, 1991;
RAMALHO, 1998).

In vitro, embora diversos autores tenham reportado efeito mitogénico da HSS para
hepatécitos em cultura, foi demonstrado a necessidade da adigcdo de EGF a cultura
de hepatécitos para o desencadeamento da resposta proliferativa. A adigéo
simultdnea do HSS e EGF a cultura de hepatécitos em enorme incremento na
sintese hepatocelular de DNA quando se compara ao efeito isolado do EGF (FLEIG;
HOSS, 1989; RAMALHO, 1998).

In vivo, sua capacidade de estimular a sintese de DNA torna-se detectavel a partir
de 12 horas apos a hepatectomia parcial, atinge o pico em 26 horas apdés a cirurgia
(quando a sintese de DNA é 4 vezes mais intensa), e persiste por cerca de 72 horas,
sendo indetectavel apés 8 dias (LABRECQUE, 1991; LABRECQUE; PESCH, 1975;
RAMALHO, 1998).
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3.3.1.2.2 Noropinefrina e Receptor 1 Adrenérgico

E um receptor essencial durante as fases iniciais da regeneracdo hepatica. Seu
bloqueio com prazosin abole o pico de sintese de DNA observado 24 horas apés a
hepatectomia parcial. Efeitos semelhantes foram obtidos com figados desnervados.
A administracdo de -bloqueadores (propanolol) também deprime o pico de sintese
de DNA apés a hepatectomia parcial (CRUISE et al.,, 1985; CRUISE et al., 1987;
MACMANUS et al., 1973; RAMALHO, 1998).

Em cultura de hepatécitos, a norepinefrina possui suas propriedades mediadas pelo
receptor 1 adrenérgico: ndo € mitogénica sozinha, exacerba o potencial mitogénico
do EGF; e é capaz de reduzir o efeito inibitério do TGF (CRUISE et al., 1986;
HOUCK; MICHALOPOULOS, 1989; RAMALHO, 1998).

O receptor 1 adrenérgico € o principal regulador da via glicogenolitica. Sua
estimulacdo desencadeia a quebra do fosfatidil inositol, com aumento dos niveis
citoplasmaticos de diacilglicerol e inositol trifosfato. Estas moléculas medeiam uma
cascata de eventos intracelulares de célcio. Quando os hepatdcitos em regeneracao
sao mais sensiveis a norepinefrina (cerca de 10 a 20 horas ap6s a hepatectomia
parcial), o receptor 1 adrenérgico ainda néo estd acoplado a via do fosfatidil inositol
(CRUISE et al., 1988; EXTON, 1988; RAMALHO, 1998).

3.3.1.2.3 Vasopressina e Angiotensinas Il e Ill

Em linhagens de ratos congenitamente deficientes em vasopressina, a regeneracao
hepatica encontra-se atenuada, sendo restabelecida apds infusdo do hormdnio
(RUSSELL et al., 1983; RAMALHO, 1998).
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A vasopressina é secretada em sinapses simpaticas no figado juntamente com a

norepinefrina. Portanto, ambas as substancias podem estar envolvidas nos efeitos
do sistema simpatico sobre a regeneragdo hepatica (MICHALOPOULQOS, 1990;
RAMALHO, 1998).

3.3.1.2.4 Insulina e Glucagon

O figado é o unico 6rgao parenquimal nos seres humanos que tem uma capacidade
substancial de regenerar apds a ressecgao do ferimento. Esta caracteristica original
tem chamado por muito tempo o interesse dos investigadores e progressos
significativos tém sido feitos nos ultimos anos para a compreensédo de alguns dos
fatores que controlam a regeneracdo hepatica nos animais. Baseado nessas
observacgoes, estudos clinicos tém comegado a surgir usando insulina e glucagon

para o tratamento de doencgas do figado humano (BAKER, 1985).

A insulina e o glucagon sao hormdnios importantes para o trofismo e metabolismo
dos hepatocitos. O glucagon estimula a sintese de proteinas hepaticas e atua
sinergicamente com a insulina na regeneragdo hepatica. A auséncia de insulina
provoca a degeneracdo e a morte destas células em meio de cultura. Na presenca
de uma relativa deficiéncia de insulina hepatica, o figado atrofia. Porém, injecoes de
insulina tém mostrado a reversdo ou prevencdo da atrofia hepatica sob estas
condi¢coes (ANKOMA-SEY, 1999; JESUS et al., 2000).

Estudos dos fatores hormonais envolvidos na regeneracao do figado mostram que a
elevacdo da sintese de DNA, pequena com o EGF sozinho, é aumentada pela
adicao de glucagon ou insulina. A Agcdo do EGF também estd envolvida pela
incorporagdo de timidina. Esses dois horménios, embora potentes promotores,
falham na iniciag@o da proliferagdo dos hepatécitos nos animais com figado sadio, o
gue sugere a necessidade de adicionar fatores, provavelmente derivados de 6rgaos
esplénicos nao-portal (BUCHER et al., 1977).
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A insulina, glucagon, e EGF séo provaveis reguladores da regeneracao hepatica em

animais. Evidéncias substanciais sugerem que pelo menos 6 substancias estdo
envolvidas no controle da regeneracdo hepatica nos animais. Estas evidéncias
surgiram das investigacbes dos modelos de regeneracao hepatica usando animais
sadios, frequentemente com confirmagdo no sistema de cultura de hepatécitos.
Insulina, glucagon e EGF tém recebido a maioria dos estudos nesta consideragao.
Estudos ja demonstraram que o0 sangue venoso portal é necesséario para a
manutencado do tamanho do figado e para uma regeneragdo normal em resposta a
resseccao hepatica. Estudos sugerem que fatores humorais no sangue portal,
possivelmente a insulina e o glucagon, podem ser importantes na regulacdo da
regeneracdo hepatica, mas tal estudo ndo exclui a possibilidade de outras
substancias poderem estar envolvidas neste processo. O glucagon, como a insulina,
tem pouco efeito sozinho, mas, além disso, aumenta a resposta da mistura da
insulina com o EGF (BAKER, 1985; MCGOWAN et al., 1981).

A sintese hepatocelular de DNA apds a hepatectomia parcial pode ser inibida pela
infusdo de anticorpos anti-insulina, enquanto a infusdo de insulina, glucagon e EGF
induzem aumento na sintese hepatica de DNA em animais “sadios”. A evisceracao e
a pancreatectomia resultam em severa reducdo da sintese de DNA apéds a
hepatectomia parcial, e a administracdo de insulina e glucagon revertem
completamente este efeito. O trofismo hepatico esta bem reduzido em animais com
diabetes induzidos pela aloxana. A concentracdo de insulina na veia porta diminui
rapidamente apdés a hepatectomia parcial, enquanto os niveis de glucagon
aumentam (BUCHER; SWAFFIELD, 1975; BUCHER et al., 1978; CASTRO E SILVA
et al., 1987; RAMALHO, 1998; STARZL et al., 1978).

Nao obstante as fortes evidéncias de que a insulina e o glucagon exergam papel
permissivo para a sintese hepatocelular de DNA e para o processo regenerativo
hepatico, ndo ha evidéncias de que estas substancias apresentem qualquer efeito
mitogénico sobre o figado (MICHALOPOULUS, 1990; RAMALHO, 1998).
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3.3.1.2.5 Estrégenos e Progesterona

Evidéncias substanciais admitem a influéncia dos estrégenos na regeneragao
hepatica. Apés a hepatectomia parcial, seus niveis séricos encontram-se elevados,
atingindo um pico de 24 a 48 horas. Os receptores estrogénicos encontram-se
aumentados apo6s a hepatectomia parcial, assim como o tempo de retengédo nuclear
dos mesmos. Ao contrario, os niveis de testosterona estdo reduzidos apds a
hepatectomia parcial, assim como os receptores nucleares para andrdégenos. O
tamoxifen bloqueia a sintese hepéatica de DNA se oferecido precocemente apds a
hepatectomia parcial (FRANCAVILLA et al.,, 1986; FRANCAVILLA et al., 1989a;
FRANCAVILLA et al., 1989b; RAMALHO, 1998).

Os estrégenos induzem o incremento na mitogénese quando adicionados a cultura
de hepatocitos contendo EGF ou soro. Em animais sadios, o etinilestradiol atua
como promotor de carcinogénese hepatica (FRANCAVILLA et al.,, 1989b;
RAMALHO, 1998; SHI; YAGER, 1989).

Em homens, os niveis séricos de estradiol elevam-se rapidamente, com um pico 48
horas apds a resseccao hepatica, enquanto os niveis de testosterona diminuem. Em
mulheres, no entanto, nenhuma alteragdo significativa foi observada nos niveis de
estradiol e testosterona apds a resseccao hepatica (FRANCAVILLA et al., 1990;
RAMALHO, 1998; SVANAS et al., 1989).

3.3.1.2.6 Agentes Imunossupressores

Trabalhos recentes evidenciaram que a ciclosporina e a FK506, dois potentes

imunossupressores, sdo capazes de estimular a proliferacao hepatocelular em ratos
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submetidos a hepatectomia parcial. Resultados semelhantes foram obtidos em cées.

Ao contrario dos experimentos “in vivo” a adicdo de ciclosporina e FK506 a cultura
de hepatécitos nado resultou em qualquer efeito sobre a replicagdo celular
(FRANCAVILLA et al., 1991a; FRANCAVILLA et al., 1991b; RAMALHO, 1998).

O efeito destas substancias é mediado por sua interacdo a uma nova familia de
proteinas citossélicas denominadas imunofilinas, as quais sao especificas para cada
agente imunossupressor (FRANCAVILLA et al., 1993; RAMALHO, 1998).

O papel dos imunossupressores na regeneragao hepatica vem sendo confirmado
por outra série de experimentos utilizando rapamicina. Estruturalmente similar e
possuindo a mesma proteina citosolica de ligacdo que a FK506, a rapamicina tem
efeito negativo sobre a proliferacdo hepatica. Inibe a replicagdo dos hepatdcitos em
meios de cultura, a sintese de DNA e a proliferacdo hepatocelular ap6s a
hepatectomia parcial, e ainda a sintese de DNA no intestino delgado remanescente
apos nefrectomia unilateral; (FRANCAVILLA et al., 1991b; RAMALHO, 1998).

Estes resultados indicam que as imunofilinas podem influenciar a regeneracao
hepatica tanto de forma estimulatéria quanto inibitéria. Indicam ainda uma possivel
existéncia de substancias endégenas analogas a ciclosporina, FK506 e rapamicina,
as quais podem constituir um elo de ligacdo entre o sistema imune e o sistema de
controle do crescimento celular (FRANCAVILLA et al., 1993; RAMALHO, 1998).

3.3.1.2.7 Prostaglandinas

A adicédo de acido araquidénico ou prostaglandinas a cultura de hepatécitos induz
aumento na sintese de DNA. Semelhantemente, o tratamento de animais cirréticos
com prostaglandina E2 aumenta a sintese hepatica de DNA 24 horas apés a
hepatectomia parcial. Foi demonstrado recentemente que células de Kupffer de
figados em regeneragdo possuem elevada capacidade de secrecdo de

prostaglandina E2. O aumento na secrecao de prostaglandina E2 por células de
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Kupffer ocorre precocemente e persiste por até 48 horas apds a hepatectomia

parcial (ADDREIS et al., 1981; CALLERY et al., 1990; RAMALHO, 1998; URAKAWA
et al., 1990).

Observou-se, ainda, a inibicdo da sintese de DNA por drogas bloqueadoras da
sintese de prostaglandinas, por exemplo, a indometacina, sugerindo importante
participacao das prostaglandinas no processo regenerativo hepatico. Entretanto, o
mecanismo pelo qual as prostaglandinas influenciam a regeneracdo hepatica ainda
nao esta claro (KWON, 1990; RAMALHO, 1998).

3.3.1.3 Agentes Inibidores do Crescimento

Estas substancias foram definidas em culturas primarias de hepatécitos, baseado

em suas capacidades em inibir a mitogénese induzida pelo EGF.

3.3.1.3.1 Fator Transformador do Crescimento — beta ( TGF — Transforming Growth

Factor- )

Esta associado a uma série de funcgdes in vivo, incluindo a de induzir a proliferagao
de células mesenquimais e de participar do processo de cicatrizagdo de feridas. Em
células epiteliais, incluindo hepatdcitos, o TGF é, ao contrario, um potente inibidor
do crescimento. Em cultura de hepatocitos, inibe a mitogénese induzida pelo EGF,
pelo TGF e pelo HGF. Existem fortes evidéncias de que seja inibidor da sintese de
DNA na regeneragcdo hepatica in vivo. A injecdo de TGF, antes e apds a
hepatectomia parcial, inibe o pico de sintese de DNA que ocorre 24 horas apds a
cirurgia. Se utilizado em doses elevadas, a sintese de DNA é completamente inibida.
O mecanismo pelo qual exerce seu efeito inibitério € ainda desconhecido (FAUSTO,
1991; GOUSTIN et al., 1986; RAMALHO, 1998; ROBERTS, RUSSEL et al., 1988;
SPORN, 1988).
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O RNAm do TGF é encontrado nas células de Ito e em células endoteliais, mas nao
em hepatécitos de figados em regeneracédo ou de figados normais.lsto sugere que o

TGF funcione como um efetor de um circuito inibitério paracrino. Este circuito
estaria ativado durante regeneracao hepatica, talvez para prevenir uma proliferacao
incontrolada dos hepatocitos (BRAUN et al., 1988; FAUSTO; MEAD 1989;
RAMALHO, 1998).

3.3.1.3.2 Interleucina 1

E capaz de inibir a proliferacdo de hepatécitos. O grau de inibicido da sintese de
DNA nao é completa como no caso do TGF, permanecendo um nivel residual de
cerca de 20% de sintese (NAKAMURA et al., 1988; RAMALHO, 1998).

Menor capacidade inibitéria foi também observada com Interleucina 6. Esta molécula
€ conhecida por sua intensa atividade no figado, redirecionando a sintese protéica
em direcao a sintese de proteinas da fase aguda. Seu efeito na sintese de DNA
reflete um reprogramamento “orquestrado” na expressao génica, no qual a sintese
de proteinas da fase aguda passa a preceder os processos de sintese que
conduzem a replicagdo do hepatocito (NAKAMURA et al., 1988; RAMALHO, 1998).

3.3.1.3.3 Fatores de Crescimento Parcialmente Caracterizados

Nesse grupo estdo incluidas substéancias isoladas e de plaquetas de animais
parcialmente hepatectomizados e de animais “sadios”, de figados em regeneracao e
de figados de ratos recém-nascidos, e do soro e do plasma de pacientes com
necrose hepatica fulminante. Com excecdo de um fator inibitério extraido de
plaguetas, todas estas preparagbes estimulam a replicagdo de DNA em hepatdcitos

in vivo, e em cultura apés inducao por EGF. Entretanto, elevadas quantidades dos
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mesmos componentes geralmente inibem a sintese de DNA (FAUSTO, 1990;

RAMALHO, 1998).

Parece certo que plaquetas contém fatores que estimulam e que inibem a sintese de
DNA em hepatécitos em cultura. Visto que, in vivo, hepatécitos ndo entram em
contato direto com plaquetas, ndo se sabe como estes fatores se interagem com
hepatécitos (FAUSTO, 1990; RAMALHO, 1998).

3.4 TRATAMENTO DO FIGADO

A glicose € usada como fonte principal de energia no figado doente, mas sua
contribuicdo a regeneragdo compensatéria do figado ainda ndo esta esclarecida. E
um substrato energético predominante na regeneracdo do figado depois da
hepatectomia e que o deslocamento para utilizagdo da gordura somente ocorre
quando a glicose nao esta disponivel em quantidade suficiente. Se a reparagao do
tecido hepatico pode ser estimulada por alguns mecanismos compativeis
terapeuticamente, entdo eles podem possivelmente prevenir a morte da grande
massa hepatica doente. No complemento para a manipulagdo nutricional, deve ser
possivel explorar os mecanismos moleculares que regulam a divisdo organizada das
células (reparagao do tecido) para aumentar a taxa de sobrevivéncia dos pacientes
que sofrem com doencas hepaticas. Estas decisées tém um impacto significante na
reparacao dos tecidos de uma variedade de outros 6rgéos e tecidos, particularmente
nas condi¢gdes da diabete (CHANDA; MEHENDALE, 1996; LAY et al., 1992;).

O aumento na quantidade de insulina usada em animais tratados com solugéo
hepatotréfica comparados com experimentos de Parra et al., (1992) — 12,5 U versus
5 U / 100 ml de solugdo — mostrou uma inducdo a resposta hiperplasica hepética
similar a resposta obtida por Parra et al. (1994).

Trabalhos de resposta da fibronectina para a regeneragdo do figado depois da

hepatectomia parcial mostraram que a fibronectina plasmatica € util para marcar a
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detecgao da regeneragao do figado. Os niveis de fibronectina plasmaticas sao bem

correlacionadas com a porcentagem de mudanca do peso do figado durante a
regeneragdo em ratos cirroticos ou nao cirréticos (KWON, 1990).

Tem sido demonstrado que a massa hepatica tem relagdo de 2,5% a 3% de
proporcionalidade com o peso do corpo (BUCHER et al., 1977; FURTADO, 1964;
PARRA, 1988; PARRA, 1994; VAN THIEL et al., 1987).

A relacao figado/peso do corpo tende a ficar constante através de um processo de
multiplicagdo celular conhecida como regeneracdo que é ativada quando o érgao
perde parte de sua massa devido a razdes cirurgicas (hepatectomia) ou patolégicas
(necrose). Porém, os mecanismos de controle deste processo ainda ndo foram
completamente elucidados. Eles envolvem modificacdes na expressdao de varios
genes e o0 aparecimento de RNAm e suas respectivas moléculas de proteinas que
representam varios outros fatores tendo uma outra agao estimulatéria tais como fator
de crescimento do hepatécito (HGF) e fator transformador do crescimento- ( -TGF)
ou uma acao inibitéria neste processo tais como fator transformador do crescimento-
( -TGF) (MICHALOPOULOS, 1992; PARRA, 1995b; RAMALHO et al., 1993).

Como em termos praticos ha uma aceitacao geral da existéncia de um equilibrio
entre o tamanho do figado e o fornecimento de fatores hepatotréficos esplancnico,
estudos tem relatado que este equilibrio pode ser quebrado pela suplementagcéo
exdgena com alguns fatores hepatotroficos conhecidos, destacando um aumento do
tamanho do figado (ndo hepatectomizado) além do tamanho biologicamente pré-
determinado (PARRA, 1992, 1994, 1995b).

Foi demonstrado que € possivel aumentar o tamanho do figado sadio dos ratos,
contrariando a determinagd@o biolégica do tamanho do figado pré-determinado do
animal, por administracao intraperitoneal (portal) de fatores hepatotréficos exdgenos
(FHE) (uma solugao contendo glicose, aminoacidos, insulina, glucagon, vitaminas e
eletrélitos) que imitam qualitativamente as substancias e horménios presentes no

sangue esplancnico (PARRA et al., 1992).
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Formulas capazes de modificar a relagdo de propor¢ao do figado com o peso do

corpo do animal tém sido desenvolvidas em estudos anteriores em ratos, com
aumento do tamanho do figado causado pela infusdo intraperitoneal (portal) de FHE,
tais como a glicose, aminoacidos, insulina, glucagon, vitaminas, eletrélitos e
triiodotironina (T3) (PARRA et al., 1995b).

Uma simples manipulacao nutricional é capaz de induzir a proliferacao hepatocelular
em figados “sadios” de ratos e camundongos. Inicialmente os animais sdo mantidos
exclusivamente com solucao glicosada a 20%, sem qualquer outra fonte nutricional
durante trés dias. A seguir uma refeicdo hiperprotéica € oferecida, por exemplo,
caseina hidrolisada. A sintese de DNA n&o se altera durante os trés dias de indugéo,
mas eleva-se rapidamente apds a administracdo de aminoacidos, sendo o pico
obtido 15 horas apéds a refeicao hiperprotéica, quando ha um aumento de 16 vezes
na sintese de DNA, retornando aos niveis basais em 28 horas. A analise da
expressao de proto-oncogenes durante o periodo de indugédo (dieta exclusiva em
glicose) revela aumento nos niveis de RNAm para os oncogenes c-jun, c-myn e p-
53, semelhantemente ao observado nas primeiras horas apds a hepatectomia
parcial. Considerando também que o pico de sintese de DNA apéds a suplementacao
protéica ocorre 7-9 horas mais cedo em relacdo ao requerido apds a hepatectomia
parcial, pode-se presumir que a “iniciacao” dos hepatécitos (transicdo Go-G1) ocorre
ainda durante o periodo de privacao protéica. Apds a administragdo de aminoécidos,
o hepatocito progride em direcdo a sintese de DNA, podendo-se detectar re-
expressao do proto-oncogene p-53 e ativacédo de c-Ha-ras, cujo pico coincide com o
pico de sintese de DNA. Quando hepatécitos durante o periodo de indugdo séo
transferidos para meios de cultura, estes sédo capazes de atingir o pico de sintese de
DNA mais precocemente que hepatdcitos normais (cerca de 24 horas mais cedo), na
auséncia de qualquer fator de crescimento.  N&o se conhece o mecanismo pelo
qual manipulagdo nutricional induz “iniciagdo” de hepatdcitos. O efeito pode ser
secundario a uma reagao de stress induzida por alteragdes nutricionais e/ou
adaptacées metabolicas. Adaptacées metabodlicas ocorrem imediatamente apds a
hepatectomia parcial, causadas por maior demanda funcional imposta ao fragmento
hepatico remanescente. E curioso o fato de que alteragbes metabdlicas e/ou
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reagdes de stress sejam capazes de desencadear o processo de proliferagdo celular

(MEAD et al., 1990; RAMALHO, 1998).

O desenvolvimento do figado (ndo-hepatectomizado) sadio por estimulacdo de
fatores exégenos tem sido demonstrado nos estudos anteriores e tem sido atribuido
um mecanismo regenerativo envolvendo um aumento do nimero de hepatécitos. A
maior dificuldade do estudo do aumento do tamanho do figado nos experimentos no
qual o tamanho estimado é comparado a massa observada € determinar o tamanho
estimado nos animais vivos. Isso é feito indiretamente pela relacdo peso do
figado/peso do corpo no grupo controle de animais. Este procedimento também
estipula o calculo do crescimento do figado para o peso final do corpo, um fato que
elimina a possivel influéncia no tratamento com glicose, aminoacidos e hormdnios
nas variagdes do apetite do animal, consumo de alimento e taxa de crescimento do
corpo (PARRA, 1994, 1995b).

Em figados “sadios”, a sintese de DNA, embora infrequente, também tende a se
limitar as imediagdes do espaco porta. Essa regido denominada compartimento
proliferativo, representa a porcao do acino hepatico responsavel pela geracao de
novas células. ApGs sua origem, os novos hepatdcitos se movem em diregéo a veia
centrolobular, de forma que as células jovens tendem a se localizar no tergo interno;
e as mais velhas, no terco externo do acino hepatico. Cada ponto dessa trajetéria
representa uma nova fase na vida do hepatdcito, sendo que, em cada fase, o
hepatécito encontra-se engajado numa atividade metabdlica diferente (ex:
glicogénese das células jovens e glicolise das células “idosas”). Embora a regiao
mitogénica do figado pareca se limitar as media¢cées do espago porta, quando a
lesdo hepética é seletiva para uma determinada zona de acino hepatico, a
proliferacdo celular torna-se mais intensa nessa regido. O bromobenzeno, por
exemplo, determina injuria seletiva aos hepatécitos da zona 3, observando-se, em
resposta, uma maior atividade regenerativa das ceélulas circunjacentes a veia
centrolobular (ARBER et al., 1988; GUMUCIO; MILLER, 1981; NOSTRANT et al.,
1978; RAMALHO, 1998; ZAJICEK et al., 1985).
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A presenca de células primordiais no figado é assunto ainda bastante controverso.

Estas parecem surgir apenas em situacées muito especificas, como nos casos em
que hepatdcitos sdo macigcamente destruidos e/ou estdo impedidos de se replicar,
por exemplo, em algumas formas de hepatite fulminante em humanos, ou apds
necrose hepatica macica induzida experimentalmente pelo tetracloreto de carbono.
Nestas situacoes, as células primordiais tornam-se funcionantes, sendo capazes de
gerar hepatdcitos ou participar na origem de hepatocarcinomas (FAUSTO, 1990;
GERBER et al., 1983; MICHALOPOULOS, 1990; RAMALHO, 1998).

A associagao de fatores usados como poderosos mitégenos do hepatdcito tais como
fator de crescimento epidérmico (EGF) e fator de crescimento hepatico (HGF), que
tem comprovado ser capazes de induzir por eles mesmos um crescimento no
tamanho do figado sadio nos animais, pode possivelmente induzir uma resposta
melhor, talvez dentro de um periodo curto de tempo. Entretanto, com uma injecao
diaria da solugéo hepatotrofica o crescimento do figado foi alcangado acompanhado
por um aumento da taxa de mortalidade, com um comportamento bifasico, um pico
durante os primeiros dias depois de iniciado as injegcdes e um segundo pico durante
os ultimos dias. Os dois picos foram atribuidos a diferentes causas, o primeiro
relatado para uma possivel toxidade inicial da solucao utilizada e o segundo pico foi
minimizado pela reducao do numero de dias de injecdes de 10 para 7 assim como
para obter um numero de animais sobreviventes de quem os resultados pudessem
ser analisados estatisticamente sem prejudicar o aumento do tamanho do figado
(FUJIWARA et al., 1993; OPLETA et al. 1987; PARRA 1995b; PARRA et al., 1994).

A eficacia das formulagdes dos FHE foi acompanhada pelo aumento da mortalidade
dos animais (PARRA et al., 1992, 1994, 1995b).

Estudos em ratos hepatectomizados e com o uso de FHE demonstraram que o
aumento da massa hepatica possibilita determinar mudangas na matriz extracelular,

especialmente nos componentes do colageno (PARRA, 1996).

A matriz extracelular contém uma armacao estrutural e mantém o hepatdcito num

estado diferenciado e modula a reparacdo do figado (BISSEL et al.,, 1990;
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MARTINEZ-HERNANDEZ; AMENTA, 1993a; MARTINEZ-HERNANDEZ; AMENTA,

1993b; PARRA, 1996; SCHUETZ et al., 1998).

Durante o processo de regeneracdo hepatica, o parénquima hepatico cresce com
diferencas nas velocidades de reproducao de seus elementos histolégicos, sendo os
hepatécitos os que apresentam crescimento mais rapido e o componente colageno
da matriz extracelular o mais lento. Isto confere maior friabilidade do figado recém-
regenerado (PARRA, 1996).

Em uma comparacao dos teores de colageno hepéatico em um grupo de ratos sete
dias apos hepatectomia de 70%, com média de crescimento da massa residual de
71,55% e em outro grupo, sete dias apds estimulacdo do crescimento de seus
figados sadios com média de 121,05% pela administracéo intraperitoneal (portal) de
FHE foi revelado que o crescimento hepéatico, a partir de figados sadios estimulados
pelos FHE, ocorre com defasagem na producao de colageno, a semelhanga do que
se verifica apds a hepatectomia de 70% (PARRA, 1996).

Estudos mostraram que em animais, com fibrose induzida, tratados FHE
apresentaram reducao da proporcao volumétrica do colageno da matriz extracelular
do figado. Os animais receberam 40ml/kg por via intraperitoneal durante dez dias
consecutivos. A proporcao volumétrica de colageno no figado com fibrose induzida
reduziu cerca de 43% nos animais do grupo tratado com fatores hepatotroficos
exo6genos, enquanto o grupo controle (tratados com solucao fisiolégica na mesma
dosagem a densidade volumétrica do colageno permaneceu constante (PEREIRA et
al., 2003).

Os FHE tém um efeito maior quando introduzido através da veia porta, imitando o
caminho fisiolégico, quando comparado a administracdo através de uma veia
periférica (PARRA et al., 1992, 1995b).

Foi demonstrado que a perspectiva da estimulacdo da regeneragao do figado pela
administracao de FHE pela via portal tem grande aplicabilidade clinica nas situa¢des

de reducao do tamanho do figado depois da hepatectomia parcial ou necrose do
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hepatécito (hepatite e abcesso) e nas situagdes envolvendo o figado sadio, tais

como casos de transplante de doadores vivos, fornecendo ao receptor um maior
segmento hepatico implantavel ao doador com uma maior massa residual do figado.
Além disso, 0s pacientes com cirrose em que a estimulacdo regenerativa pela
hepatectomia parcial tem sido mostrada para produzir uma melhora histolégica e
funcional podem beneficiar deste método sem a inconveniéncia da fungao reduzida
trazida pela hepatectomia (COSTA; SMORLESI, 1951; GALANTI; PUCHETTI, 1960;
HANEY, et al., 1972; ISLAMI, et al., 1958; LEEVY et al., 1959; PARRA, 1982, 1995b;
SAAD, 1972).

Infusédo através da veia periférica de hormonio tiredideo (T3s) pode induzir pequenas,
mas significantes aumentos na proliferagdo hepética em ratos sadios, um efeito que
pode ser aumentado pela adicdo de glucagon, aminodacidos, e heparina. Também
tem sido mostrado que os horménios tiredideos aumentam a proliferacdo dos
hepatdcitos nas culturas de células do figado. Do mesmo modo, os aminoacidos
aumentam a resposta da regeneracdo no figado sadio e na proliferacado dos
hepatécitos em cultura (BAKER, 1985; BUCHER et al., 1978; LEFFERT; KOCH,
1978; SHORT et al., 1972).

A adicao de Ts para a solucdo de fatores hepatotréficos mostrou uma tendéncia
maior (50,68%) para a estimulacdo hiperplasica, um fato que foi mais ou menos
esperado porque o hormoénio tiredideo € conhecido como sendo um estimulador de
sintese de DNA e da regeneracao hepatica, certamente causando um aumento na
massa hepatica em ratos ndo operados embora em uma taxa mais baixa. Essa
enorme simulagéo potencial do Ts foi também observado em grupo de ratos com
dose dupla de T3 (2x - 14,125ug T3 em 100 ml de solugao alcodlica), onde promoveu
uma resposta maior em um periodo curto de 8 dias (aumento do figado de 50,74%
para 85,91%). Assim, o horménio tiredideo parece ser um importante fator que,
quando acrescentado a solucao basica (fatores hepatotroficos), pode causar uma
maior estimulagéo da regeneragdo comparada a isso obtido nos estudos anteriores
(CANZANELLI et al., 1949; HIGGINS, 1933; LEFFERT; ROCH, 1977; PARRA, 1994;
PARRA et al., 1992; SHORT et al., 1972; STERNHEIMER, 1939).
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Adicionando carboximetilcelulose (0,25%) na mesma solucdo hepatotréfica usada

por ele em estudos anteriores, Parra (1995b) demonstrou a capacidade de aumento
da regeneracédo do figado, que pelos custos crescentes da mortalidade, impediu
dessa maneira a validagao estatistica dos dados obtidos devido ao pequeno numero
de animais sobreviventes (PARRA, 1995b).

Incertezas persistem sobre como estes fatores interagem para iniciar a sintese de
DNA e a divisdo celular. Pesquisadores sugerem que a acgado dos fatores
hepatotréficos ocorre em duas fases para produzir a regeneracdo do figado. De
acordo com essa hipétese, os fatores, ou os ativadores mitogénicos, incluem o EGF,
nutrientes e talvez prostaglandina e estimuladores da substancia hepatica, uma vez
que reguladores intraciclicos, ou fatores de progressao do ciclo celular, incluem o
fator de crescimento epidermal, insulina, glucagon, e possivelmente o célcio. O fator
de crescimento epidermal e os nutrientes sdo os maiores controladores da primeira
fase da regeneracdo hepatica, e a insulina e o glucagon sdo 0s maiores
controladores da segunda fase. A interacao células/horménios nao-parenquimais
podem também estarem envolvidas, desde entdo pequenos numeros de células
nao-parenquimais podem ser identificadas em culturas. Estudos futuros podem
fornecer evidéncias sobre as fases da regeneracdo que estdo envolvidas na
regeneracao hepatica (ARMATO; ANDREIS, 1983; BACKER, 1985; LEFFERT et al.,
1979).

3.4.1 Outros Trabalhos com Regeneracao Hepatica

Estudos com a depravagdo de comida por 7 dias, mostraram uma reducdo de
19,22% no peso do corpo dos animais (ratos) usados no experimento, similar ao
valor de 23,1% obtido por Addis et al. (1936) e o valor de 18% relatados por
Skulmman et al. (1990). Isso é interessante para notar que o bago e o rim tiveram
uma diminuicao similar na propor¢éao da perda do peso do corpo, mas que o figado,
um 6rgao inserido na circulagdo portal, apresentou uma diminuicdo proporcional

maior, de modo que a relacao do peso do corpo foi significamente modificado (P >
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0.001), um fator também observado por Skulmman et al. (1990) (ADDIS et al., 1936;

PARRA, 1995a; SKULMMAN et al., 1990).

A falta prolongada de ingestdo de comida reduz a producédo de FHE, criando uma
condicao de relativa insuficiéncia de insulina (FLOYD et al., 1966; PARRA, 1995a).

A malnutricdo em ratos que do ponto de vista morfolégico, o figado e os hepatécitos
sdo extremamente sensiveis para as variagdes de estimulos trépicos e este feito
pode eventualmente ser usado na manipulagéao terapéutica de diferentes doencas
do figado (PARRA, 1995a).

Estudos com Fas (CD95), um receptor envolvido na indugdo a morte por apoptose
de células, incluindo hepatécito e células T demonstraram que a atuagédo destes nas
células do figado durante a regeneragcao ou cicatrizagao do tecido pode promover
um crescimento celular, acelerando tal processo (DESBARATS; NEWELL, 2000;
LACRONIQUE et al., 1996; NAGATA; GOLSTEIN, 1995; OSAGAWARA, 1993).

Estudos com fatores hepatotroficos e suas implicagcbes para a diabetes mellitus
mostram que tratamento com insulina melhora o estagio de oxidacdao na
regeneracdo do figado em ratos normais e diabéticos apos hepatectomia parcial
(68%), mas nao inverte completamente as mudangas ocorridas no tecido.
(JOHNSTON et al., 1977).

Outros fatores da possivel importéancia no controle da regeneracéo do figado como
as substancias adicionais podem estar envolvidas na regeneracdo hepética. Os
inibidores ciclooxigenase diminuem a resposta da proliferacdo dos hepatdcitos, tanto
nos animais que sofreram hepatectomia parcial quanto no sistema de cultura de
hepatécitos, sugerindo que a prostaglandina pode ser um fator hepatotrofico. Porém,
as implicagbes da prostaglandina na regeneracdo hepatica segundo o autor
precisam de estudos adicionais para determinar seu papel mais precisamente
(ANDREIS; WHITFIELD, 1981; BAKER, 1985; RIXON; WHITFIELD, 1982).
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4 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos utilizados estio descritos abaixo.

4.1 ANIMAIS

Utilizamos 45 fémeas de ratos albinos (Rattus norvegicus), pesando cerca de 200 a
220 g, com 120 dias de idade, provenientes do Biotério do Departamento de
Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao
Paulo. Os animais foram identificados e acondicionados cinco em gaiolas de
polipropileno com uma camada de maravalha de aproximadamente 3 cm trocadas a
cada 5 dias e em sala com temperatura controlada por meio de aparelho de ar
condicionado (22°C + 2°C) e fotoperiodo claro-escuro de 12 horas (luzes acessas as
7:00 horas) de acordo com as Recomendagdes Internacionais Densidade
Populacional (ILAR, 1996). Em cada caixa foram colocadas racao e agua ad libitum
durante todo o periodo experimental. Foram colocadas diariamente em cada gaiola

509 de racao e agua ad libitum.

4.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em trés grupos:

GRUPO 2x
Neste grupo de 15 animais, foi utilizada solucéo de fatores hepatotroficos conforme
o quadro 1 (PARRA et al. 1995b), injetada por via intraperitoneal em duas inje¢des

(intervalo de 12 horas e com conteudo das seringas divididas em iguais proporcoes),
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na dosagem de 40 ml/kg/dia, cuja composicao estd descrita no quadro 1, durante 10

dias. Além dos fatores hepatotroéficos mencionados, cada animal recebeu 2,26
Hg/200 g/dia (200 g de peso vivo) de uma solucao alcodlica de L-triiodotironina (T3)
(também com intervalo de 12 horas e com contedudo das seringas divididas em
iguais proporg¢des). Para sua administragcao utilizou-se uma pipeta graduada e o
contetdo foi colocada nas seringas (em iguais proporcées) que ja continham a

solugédo de fatores hepatotréficos, de modo a evitar a precipitagdo do Ts.

Fatores Hepatotréficos (FH)
Solucédo de aminoacidos

e L|-fenilalanina 540mg
Glicose 104g |» L-isoleucina 370mg
Solucao de aminoéacidos 200mL | L-leucina 980mg
Piridoxina 2mg |» L-acetato de lisina 590mg
Pantonato de célcio 2mg | L-metionina 530mg
Tiamina 30mg |e L-treonina 490mg
Fosfato de riboflavina 4mg |e L-triptofano 180mg
Cloridrato de potassio 1,43g | L-valina 530mg
Bicarbonato de sédio 1,509 |* L-arginina (base) 1060mg
Nicotinamida 50mg |e L-histidina (base) 460mg
Fosfato de monopotassio | 750mg |[¢ L-alanina 1030mg
Sulfato de magnésio 500mg |e L-asparginina 380mg
Vitamina C 500mg |» L-acido aspartico 270mg
Insulina 62,5unid | L-acido glutamico 250mg
Glucagon 0,625mg |* L-cisteina 30mg
Acido Fdlico 2,5mg |¢ L-ornitina 260mg
Vitamina B12 31,25 g | L-prolina 840mg
Sulfato de Zinco 3,125mg |¢ L-serina 250mg
Agua destilada (q.s.) 500mL |e L-tirosina 160mg

e L-glicina 800mg

e Agua destilada (g.s.) 100mL

Quadro 1 — Composicao da solucao de fatores hepatotroficos
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GRUPO 3x

Neste grupo de 15 animais, foi utilizada solugédo de fatores hepatotroficos (PARRA et
al., 1995b), injetada por via intraperitoneal em trés injecoes (3x) diarias (intervalo de
8 horas e com conteldo das seringas divididas em iguais proporcdes), na dosagem
de 40 ml/kg/dia, cuja composicao esta descrita no quadro 1, durante 10 dias. Além
dos fatores hepatotréficos mencionados, cada animal recebeu 2,26 ug/200 g/dia
(200 g de peso vivo) de uma solugéo alcodlica de L-triiodotironina (T3) (também com
intervalo de 8 horas e com conteudo das seringas divididas em iguais proporgoes).
Para sua administragdo utilizou-se uma pipeta graduada e o conteudo foi colocada
nas seringas (em iguais propor¢cées) que ja continham a solugcdo de fatores
hepatotroficos, de modo a evitar a precipitacao do Ts.

GRUPO C
Este foi o grupo controle com 15 animais que receberam agua e alimento sem

restricoes.

4.3 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Apb6s 10 dias da injecao da solucédo de FHE, todos os trés lotes foram novamente
pesados e sacrificados por inalacao de éter. O volume do figado foi calculado da
seguinte maneira: os figados foram suspensos por um fio e mergulhados em um
béquer com agua destilada sobre uma balanca analitica. Dessa forma obtivemos o
peso adicional que é equivalente ao peso em &gua deslocada, e, portanto, ao
volume em centimetros cubicos. Além do volume a massa do figado da carcaga
também e o peso total da viscera (pulmdes, coragcdo e trato digestivo completo)
também foram obtidos com o auxilio de uma balanca analitica (APENDICES A, B e
C).
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4.4 PROCESSAMENTO DO MATERIAL PARA HISTOLOGIA

Apls a eutanasia, foram obtidas amostras de figado, rim, coragao, pulméao e baco.

Estas foram fragmentadas em 5 mm de diametro para uma boa fixacao.

4.4.1 Fixacao e Inclusao do Material

Todas as amostras foram fixadas em Metacarn (60% metanol, 30% cloroférmio e
10% de &cido acético glacial) por 24 horas. Além do Metacarn amostras do figado
também foram fixadas em Bouin (por 12 horas) e em Mc Dowell (tempo
indeterminado). Para microscopia de luz, as amostras fixadas em Metacarn e Bouin
foram incluidas em parafina (JUNQUEIRA, 1995) e os cortes histologicos foram
obtidos com 5 um de espessura e as do Mc Dowell foram incluidos em resina com

cortes histologicos de 2 um de espessura.

4.4.2 Coloracoes para Microscopia de Luz

Para verificacdo da arquitetura celular e colageno, foram utilizadas as seguintes
coloragdes:

4421 Amostras Incluidas em Parafina

As coloragdes das amostras incluidas em parafina estao descritas a seguir:
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4.4.2.1.1 Hematoxilina-Eosina (Wallington, 1972)

Observacao dos aspectos histomorfolégicos do tecido (Coloracdo usada em todos

os 6rgaos coletados).

4.4.2.1.2 Picrossirius (JUNQUEIRA, et al. 1978)

Evidenciacao das fibras colagenas (coloragado usada somente no figado).

4.4.2.1.3 Picrossirius (com passagem no acido fosfomolibdico 2% - modificado)

Evidenciacdo e quantificacdo das fibras colagenas (coloragcdo usada somente no
figado).
Procedimento da coloracao:
- Desparafinizagao (1 hora na estufa)
- Diafaniza¢ao/Coloragéo:
e Xilol'I (5 min.)
e Xilo Il (5 min.)
e Alcool + Xilol (2 min.)
e Alcool 95% (5 min.)
e Alcool 70% (5 min.)
e Agua Destilada (5 min.)
e Acido fosfomolibdico 2% (2 min.)
e Agua Destilada (2 min.)
e Picrossirius (1 hr.)
e Agua Corrente (10 min.)
e Alcool 100% I (5 seg.)
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Alcool 100% II (5 seg.)
Alcool + Xilol (5 seg.)
Xilol I (5 min)

Xilol 1l (5 min)

Montagem

4.4.2.1.4 Reticulina (impregnagao por prata — GOMORI, 1937)

Evidenciacao das fibras reticulares (impregnacao usada somente no figado).

4.4.2.2 Amostras Incluidas em Resina

A coloragao das amostras incluidas em resina esta descrita abaixo.

4.4.2.2.1 Floxina-Eosina

Utilizada para observagao dos aspectos morfofuncionais do figado.

4.5 AVALIACAO HISTOLOGICA

59

O exame da arquitetura histologica foi realizado no Departamento de Patologia da

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo sob

supervisdao da Prof?2 Dr? Maria Lacia Zaidan Dagli. Para descricdo de possiveis
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lesbes, as laminas foram comparadas aos pares, sendo uma delas o grupo controle,

e avaliadas.

4.6 QUANTIFICACAO DO COLAGENO NO LOBULO HEPATICO

Foram selecionados ao acaso 10 animais de cada grupo. Foram confeccionadas 10
laminas para cada animal em cortes nao seriados, sendo que em cada lamina foram
medidos 5 campos em objetiva 60x, cada campo medindo 67.014,21um?
(APENDICE D). Foi quantificada a proporcdo volumétrica das fibras colagenas no
espaco dos sinuséides com auséncia de vasos do espago porta, veia centrolobular e
capsula do figado. A imagem de cada campo foi digitalizada e tratada de forma a
contrastar as fibras colagenas da coloracdo de fundo por limiar de cor. Foram
usadas laminas coradas apenas por Picrossirius (com passagem em &cido
fosfomolibdico 2%). O programa utilizado para o contraste do colageno e sua
mensuragao foi 0 KS400, 3.4, da marca ZEISS, ano 2000.

A quantidade de colageno presente em cada campo foi medida em unidades de area
(um?2). O valor obtido nos 5 campos medidos de cada lamina foi somado. Em cada
animal foi tirado a média dos valores somados dos 5 campos medidos de cada uma
das 10 laminas do mesmo animal. Foi calculada a média final dos 10 animais de

cada grupo, valores esses utilizados no programa estatistico.

4.7 MATERIAL FOTOGRAFICO

As fotomicrografias foram feitas através do programa KS400, 3.4, da marca ZEISS,
ano 2000. Utilizamos o microscépio OLYMPUS modelo BX60 e a camera modelo
AxioCam HCr, marca ZEISS.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica do peso dos animais, carcaga, visceras e figado e dos
dados da mensuracdao do colageno volumétrico, utilizamos o programa Minitab
Statistical Software versao 13, 2000. Tendo em vista que todos os dados seguem a
distribuicado normal, os mesmos foram agrupados e a estatistica descritiva obtida
(média e desvio padrao). Utilizamos o Tukey para a comparacado das médias entre

as variaveis.

Para calcular o ganho de peso (GP) dos animais durante o tratamento utilizamos a
seguinte formula:
(PRf- PRi).100
PRi

Onde:
PRi — Peso do rato inicial
PRf — Peso do rato final

Para calcular o indice hepatossomatico (IHS), utilizamos a seguinte férmula:
MF.100
PRf
Onde:
MF — Massa do figado

PRf — Peso do rato final

Para calcular o indice visceras-peso total do animal (IVP), utilizamos a seguinte
férmula:
VIS.100

Onde:
VIS — Peso das visceras
PRf — Peso do rato final
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Para calcular o indice figado-carcaca (IFC), utilizamos a seguinte férmula:
MF.100
CAR
Onde:
MF — Massa do figado

CAR — Peso da carcaca
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5 RESULTADOS
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho sdo descritos abaixo.

5.1 ANALISES POR MICROSCOPIA DE LUZ

Através desse recurso, observamos os seguintes érgdos: figado, rim, coragao,
pulmao e baco. No figado, pudemos notar a redugdo da propor¢do do volume do
coldgeno no grupo 2x e 3x com relagdo ao grupo controle. Nos demais 6rgdos nao
foram identificadas lesGes ou alteracbes na arquitetura celular. A figura 1 ilustra a
diferenca entre a proporgéo volumeétrica do colageno entre os grupos 2x € 3x com 0
grupo controle através da coloragdo Picrossirius com passagem em acido
fosfomolibdico.
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C

Figura 1 — Fotomicrografia de corte histolégico do figado de animais do grupo C (A),
grupo 2x (B) e 3x (C), realizados em parafina, evidenciando as fibras
colagenas as quais sdo observadas em menor quantidade nos grupos 2x
e 3x em comparacdo com o grupo C. Coloragcdo Picrossirius com
passagem em acido fosfomolibdico 2%. Barra = 200 um
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5.2 QUANTIFICACAO DO COLAGENO NO TECIDO HEPATICO

A média da area ocupada pelo colageno no I6bulo hepatico de 10 animais de cada
grupo, C, 2x e 3x em um campo microscépico de 67.014,21umz2 foi de 1.410,29um?
(2,1%) no grupo C, 680,41um2 (1%) no grupo 2x e 918,48um?2 (1,3%) no grupo 3x.
As médias dos grupos 2x e 3x com o grupo C sao estatisticamente diferentes da
média do grupo C quando submetidas ao teste de Tukey com p<0,05 (Tabela 1 e
Figura 2).

A proporgao volumétrica (PV) de colageno do grupo 2x foi 51,8% inferior a do grupo
C, sendo que também o grupo 3x apresentou reducdo da PV do colageno em
relacdo ao grupo C (34,9%) (Figura 3).

Tabela1— Os valores tabelados sao a média obtida em 10 animais da area de
coldgeno medida em 67.014,21um? de um corte histologico do figado

] PV do
N Area em pm? i
Grupos de animal colageno
1410,29 a
10 2,1%
Grupo C (409,0)
680,41 b
10 1,0%
Grupo 2x (302,9)
918,48 b
10 1,3%
Grupo 3x (235,0)
Reducao da PV de colageno
- -51,8% /
do grupo 2x em relagao ao grupo C
Reducéo da PV de colageno
-34,9% /

do grupo 3x em relacao ao grupo C

As médias das mesmas colunas seguidas por letras diferentes sao
estatisticamente diferentes segundo o teste Tukey, para o valor de =
0,05. O desvio padrao esta indicado entre parénteses. PV — Proporcao
volumétrica.
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Quantificagao da propor¢ao volumétrica do colageno

2000
- a

__ 1500 o

£
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0

C 2X 3x

Grupos

Figura2 — Comparacdo da média e desvio padrao das areas em um?2 ocupadas
pelo colageno em regides dos sinusodides hepaticos dos grupos C, 2x,
3x. As colunas seguidas por letras diferentes sao estatisticamente
diferentes segundo o teste Tukey, para o valor de = 0,05. PV —
Proporcao volumétrica

Reducéo da proporc¢ao volumétrica do colageno

60

40 |

%

20

2X 3x

Grupos

Figura 3 — Reducéo do volume do colageno do grupo 2x e 3x em relagdo ao grupo
controle. PV — Proporcéao volumétrica
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5.3 COMPARACAO DO GANHO DE PESO DO FiIGADO, MASSA, VOLUME E
DENSIDADE ESPECIFICA DO FIGADO, PESO DAS VISCERAS E CARCACA,
E DOS INDICES HEPATOSSOMATICO, VISCERAS-PESO TOTAL DO
ANIMAL E FIGADO-CARCACA

A maioria dos parametros analisados mostraram que os valores dos grupos 2x e 3x
foram diferentes dos obtidos no grupo controle. Os animais do grupo 2x e 3x
apresentaram os respectivos valores em relagado ao grupo C: aumento da massa do
figado de 30,1% e 22,5%; aumento do indice hepatossomatico de 18,1% e 20,4%;
aumento do volume do figado de 31,3% e 23,2%; aumento do peso das visceras de
13,4% no grupo 2x (Valor n&o significativo no grupo 3x); aumento do indice visceras-
peso total do animal n&o significativo no grupo 2x, de 8,7% no grupo 3x; aumento
peso da carcaga de 9,7% no grupo 2x (Valor nao significativo no grupo 3x); aumento
do indice figado-carcaca de 17,8% e 23,3% (Tabela 2 e figuras 4 a 11).

O grupo 3x obteve um indice de mortalidade de 26,7% no qual dos 15 animais
analisados, dois vieram a oObito no 5° e 6° dia de tratamento, e outros dois no 9° e
10° dia. Porém, os dados dos animais que morreram no 9° e 10° dia foram coletados
e inseridos nos calculos estatisticos. O grupo 2x e o controle ndo obtiveram
mortalidade (Figura 12).

Utilizamos tabela e figuras para uma melhor visualizagdo e comparagdo dos
resultados acima descritos. As analises estatisticas utilizadas foram através do Teste
Tukey ( = 0,05).
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Tabela 2 - Comparacdo da média de varios parametros de massa e volume, no
grupo de animais ndo manipulados (Grupo C) e tratados com solugcao de
fatores hepatotroéficos durante duas vezes ao dia (Grupo 2x) e trés vezes

ao dia (Grupo 3x)
PRi PRf GP MF IHS VF DE VIS IVP CAR IFC
§ @ (@ (@ @ @B () (m’g) (€ (o) (@ (%)
Grupo 15 2116 212,3 0,7a 9,3a 4,4a 86a 1,08a 46,0a 21,6a 166,3a 5,6a
C (14,7) (13,6) (3,1) (1,00 (0,4) (0,9 (0,01) (3,8) (1,1 (10,8) (0,6)
Grupo 5 220,4 234,7 143b 12,7b 52b 11,3b 1,06b 522b 22,2a,b 182,5b 6,6b
2x (11,6) (13,9) (5,9 (1,20 (0,4 (1,1) (0,01) (3,9 (1,2) (11,6) (0,6)
Grupo i3 198,2 215,1 16,9b 11,4b 53b 10,6b 1,07a,b 50,8a,b 23,5b 164,3a 6,9b
3x (7,5) (15,7) (15,00 (1,2) (0,4) (1,1) (0,01) (3,8) 2,1) (11,9 (0,7)
Relagao
C-2x / / / +6,4 +30,1 +18,1 +31,3 -18 +13,4 NS +9,7 +17.8
(%)
Relacéo
C-3x / / / +8,5 +22,5 +20,4 +23,2 NS NS +8,7 NS +23,3
(%)
Relagéo
2x-3x / / / NS NS NS NS NS NS NS -1,2 NS

(%)

As médias das mesmas colunas seguidas por letras diferentes sédo significantes
estatisticamente segundo o teste Tukey, para o valor de = 0,05. O desvio padrao
esta indicado entre parénteses.

PRi — Peso do rato inicial , PRf — Peso do rato final , GP — Ganho de peso , MF —
Massa do figado , IHS — Indice hepatossomatico, VF - Volume do figado , DF —
Densidade especifica, VIS — Peso das visceras, IVP — Indice visceras-peso total do
animal, CAR — Peso da carcaca, IFC — Indice figado-carcaca, NS — Diferenca
estatistica entre as meédias ngo significativa.
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Ganho de peso
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Figura 4 — Média e desvio padrdao do ganho de peso dos animais do grupo controle,
2x e 3x obtido no periodo do tratamento (10 dias de inje¢cdes de FHE)

15

10

Figura5- Meédia e desvio padrdo
controle, 2x e 3x
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da massa do figado no grupo de animais
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indice hepatossomatico

g
IS SNEO
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Figura 6 - Meédia e desvio padrao do indice hepatossomatico no grupo de animais
controle, 2x e 3x

Volume do figado

Grupos

Figura 7 - Média e desvio padrdo do volume do figado dos animais nos grupos
controle, 2x e 3x
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Peso das visceras
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Figura 8 - Meédia e desvio padrao do peso das visceras no grupo de animais
controle, 2x e 3x

indice visceras-peso total do animal
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Figura9 - Média e desvio padrdao do indice visceras-peso total do animal nos
grupos controle, 2x e 3x
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Peso da carcaca
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Figura 10 - Média e desvio padrao do peso da carcaga no grupo de animais controle,

2x e 3x
indice figado-carcaca
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T
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Figura 11 - Média e desvio padrdo do indice figado-carcaga no grupo de animais
controle, 2x e 3x
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indice de mortalidade

30% 26,7
20%
10% - 0 0
0% ‘
C 2X 3x
Grupos

Figura 12— Indice de mortalidade entre os grupos 2x, 3x e controle durante o
tratamento
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6 DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

Ja foi constatado que a suplementagdo nutricional pode melhorar o estado
nutricional, o estado imunolégico e a funcao hepatica de pacientes. Sabendo que e
nutricdo enteral € a via mais fisiolégica para suplementacdo nutricional com
conhecimento e beneficio dos efeitos tréficos ao intestino e figado pelo efeito de
primeira passagem dos nutrientes, acreditamos que a solucdo de FHE possa trazer
beneficios ao tratamento hepatico. No entanto, este trabalho propde o uso de
alternativas para o fornecimento adequado de proteinas e horménios no tocante a
regeneragao hepatica.

6.1 REGENERAGAO HEPATICA E FATORES HEPATOTROFICOS

O figado tem a capacidade de remover do sangue, principalmente do sistema porta,
apreciavel quantidade de solutos ali presentes. O sangue portal por ter transitado
pelo intestino, baco e pancreas, contém substdncias nutritivas e residuos
metabdlicos: glicose, aminoacidos, monossacarideos, glicerol, insulina, glucagon e
vitaminas. O figado remove, ainda, da circulagdo, medicamentos ingeridos e varias
substancias que podem exercer efeito toxico sobre o organismo animal: elementos
quimicos; compostos organicos; substancias existentes em plantas toxica, dentre
outras que devem ser eliminados do organismo gragas a acao detoxicante deste
orgdo. Colocado, assim, em posicdo central nos processos fisiolégicos que
envolvem o animal, o figado exerce multiplas e importantes fun¢des e é, sem duvida,
o centro de todo o processo homeostatico do organismo, além de um relevante
papel no metabolismo dos carboidratos, dos lipidios, das proteinas, assim como no
processo de digestao e absor¢ao intestinal (BACILA, 1980; ZAKIM; BOYER, 1996).

Sabe-se que as substancias que influenciam na regeneragdo hepdtica, como

inibidores ou estimuladores do desencadeamento da resposta regenerativa, sao
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conduzidas ao figado pela veia porta, cujos ramos penetram nos espagos porta dos

l6bulos hepaticos e se interpdes entre as camadas hepaticas nos capilares
sinusdides. Assim os hepatécitos tém livre acesso as substéncias que circulam
nestes capilares. Desta forma, é plausivel admitir que os nutrientes e outras
substancias hepatotréficas conduzidas pelos vasos portais, ao invadir a intimidade
das células hepaticas, estimulam a producao de fatores de crescimento, os quais
iniciam ou estimulam a proliferacao celular (GUYTON, 1989; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).

Parra et al. (1992) trouxeram uma importante contribuicdo no que diz respeito ao
estudo da capacidade regenerativa do figado, tratado por FHE, onde a
administracédo de FHE por 10 dias consecutivos promove o crescimento do figado
em ratas Wistar sadias. Esses achados podem vir a ter uma aplicagdo no tratamento
de doencas hepaticas como cirrose, ou em hepatectomias.

Desta forma, nesta pesquisa adotamos a mesma solucdo de FHE preconizado por
Parra et al. (1992). No entanto, dividimos as doses diarias de FHE em duas (grupo
2x) e trés (grupo 3x) seringas, injetadas intraperitonealmente por 10 dias
consecutivos. As doses diaria de Ts também foram administradas da mesma forma
de acordo com cada grupo. Houve um crescimento do figado nos dois grupos,
porém, de 15 animais em cada grupo, 4 morreram no grupo 3x, € nenhum nos

grupos 2x e grupo controle..

A determinagdo do aumento da massa hepatica em experimentos nos quais se
compara o peso inicial estimado com o peso final observado apresenta como
dificuldade principal eleger o ponto inicial de referéncia no animal vivo que foi feito
com base no conhecimento da relagdo entre peso do figado e peso corpéreo do
animal, previamente determinada para os animais de laboratério (PARRA, 1988,
1993).

Entretanto, eventual influéncia dos tratamentos com solucbes de glucose,
aminoacidos e hormdnios no apetite, consumo alimentar, peso corpéreo e no ritmo

de crescimento dos animais, que por sua vez influenciam no tamanho do figado, foi



ALOIA, T.P. A. Discussdo 78
contornada vinculando-se o uso dos animais do grupo controle, sem qualquer

manipulacdo, com mesma idade, sexo e peso aproximado.

A composicdo da solugao utilizada nesta pesquisa teve a finalidade de simular a
acao de elementos que ascendem ao figado pela veia porta, conhecida no seu
conjunto como fatores hepatotréficos. O uso da via intraperitoneal para a
administracdo dos fatores hepatotroficos preconizada neste experimento se baseia
no pressuposto de que a absor¢cdo da maior parcela dessas substancias ocorre
principalmente através dos vasos do peritdnio visceral, fluindo para sistema porta.
Desta forma a barreira fisica representada pela mucosa do aparelho digestério que
limita a absor¢cdo de nutrientes nas administragbes orais € eliminada. Portanto, a
utilizacdo deste modelo experimental no futuro, com a finalidade de estimular o
crescimento hepatico em animais de pequeno porte, devera considerar a via
intraperitoneal como uma das alternativas viaveis para a administracdo dos FHE.
Contudo pode ser que a via subcutanea ou endovenosa venha a ser uma alternativa
ainda a ser testada na administracao destes fatores (MATSUDA et al., 1997; PARRA
et al., 1982).

O uso de uma bomba infusora continua por via intraperitoneal pode facilitar a
absorcdo nutricional, mimetizando o mecanismo de aquisicdo de proteinas e
hormonios pelo sangue. A utilizacdo de caes como modelo experimental para o uso
da bomba infusora parece ser o ideal para o tratamento com FHE, pois ha grande
semelhanca anatémica e fisiolégica quando comparados aos humanos, além de

outras alternativas de animais para o experimento como ovinos, suinos e caprinos.

Se o tratamento com FHE por duas doses didrias nos trouxeram resultados
promissores, 0 uso da bomba com o mesmo protocolo de FHE utilizado por nés
neste experimento vem como uma alternativa mais segura a ser testada, mantendo
a alta taxa de sobrevivéncia e potencializando o medicamento. Porém, no periodo
do tratamento de 7 a 10 dias (periodo padronizado) traria complica¢des pelo longo
prazo que o animal estaria submetido ao infusor, 0 que ocasionaria em alteracdes

nas dosagens e concentragdes dos FHE para diminuir o periodo pré-determinado.
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De qualquer forma, esta opg¢ao traria importantes contribuicées no entendimento do

mecanismo da regeneracao hepatica e na forma de administracao dos FHE.

O tratamento com uma dose diaria (40 ml/kg/dia) de FHE relatado por Parra (1992,
1994 1995b, 1996) e o alto indice de mortalidade em seus experimentos nos intrigou
a saber qual o procedimento mais correto para a administragdo dos FHE. Como em
todos os trabalhos analisados utilizando FHE o crescimento hepético foi indiscutivel,
optamos por dar maior importdncia a forma de manipulagdo dos animais e
administrag&o da solugao.

Sabendo-se que toda nutricdo parenteral de curta duracao de carater venoso central
pode resultar em sepse (no carater central) que pode ser fatal para pacientes
imunocomprometidos, é prudente a insercao de cateter de lumen Unico, em forma de
tunel, por via subcutanea para nutricdo parenteral por mais de quatro dias, além de
cuidados extras que devem ser tomados para prevengao de sepse na via do cateter.

Acreditamos que os animais tratados com duas doses diarias de FHE forneceram
uma melhor resposta fisiolégica do organismo, pois, além de terem sidos submetidos
a menores condigcdes de estresse, o tempo de acdo do medicamento demonstrou
ser ideal pelas condicdes metodoldgicas aplicadas. Os resultados significativos do
aumento do figado, da reducao da propor¢éao do colageno e a inalteragdao do quadro
histolégico dos demais 6rgaos analisados confirmam esta hip6tese. Apesar dos
resultados também significativos do grupo 3x, o alto indice de mortalidade (26,7%)

ndo permitiu validar esta op¢ao de tratamento.

A absorgéo dos fatores pela via intraperitoneal por duas doses diarias (40 ml/kg/dia)
demonstrou sua eficiéncia diante da resposta hepatica. O tempo de absorg¢do (12
horas) trouxe resultados significantes, apesar de ndo ter sido utilizada a via portal ou
por veias periféricas. O suprimento sangulineo peritoneal foi capaz de absorver a
dosagem ministrada de FHE com éxito, o que nos permite sugerir as duas doses

diarias para estudos futuros utilizando FHE em ratos.
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O uso de trés injegdes intraperitoneais didrias provocou feridas nas telas cutanea e

subcutanea da parede abdominal do animal, fato este também ocorrido no grupo 2x,

porém em menores proporgoes.

A solugao de insulina 12,5 U / 100ml utilizada na solugdo de FHE também trouxe,
como relatado por Parra et al. (1994), uma resposta hiperplasica hepatica. Porém, a
eficacia das formulacdes dos FHE foi acompanhada pelo aumento da mortalidade
dos animais conforme ja relatado por Parra et al. (1992, 1994) e Parra (1995). De
fato, o glucagon estimula a sintese de proteinas hepaticas e atua sinergicamente
com a insulina na regeneracao hepatica. Acreditamos que a insulina e o glucagon
sdo horménios importantes para o trofismo e metabolismo dos hepatdcitos e que a
auséncia de insulina provoca a degeneragao e a morte destas células em meio de
cultura. Portanto, utilizamos estas substancias com a finalidade de obtermos
resultados significativos no que diz respeito a regeneracao hepatica (ANKOMA-SEY,
1999; JESUS et al., 2000).

Infusbes através de uma veia periférica de horménio tiredideo (T3) pode induzir
pequenos, mas significantes aumentos na proliferagcdo hepatica de ratos sadios, um
efeito aumentado pela adicdo de glucagon e aminoacidos, uma vez que tem sido
mostrado que os hormonios tiredideos aumentam a proliferacdo dos hepatécitos nas
culturas de células do figado. Do mesmo modo, os aminoacidos aumentam a
resposta da regeneracdo no figado sadio e na proliferagdo dos hepatdcitos em
cultura. Outros trabalhos também mostram a eficiéncia do horménio Ts adicionado a
solugdo de FHE, com uma tendéncia maior (50,68%) para a estimulagédo
hiperplasica. Essa enorme simulagdo potencial do Ts foi também observada em
grupo de ratos com dose dupla de T3 (2x - 14,125 ug Tz em 100 ml de solugéo
alcodlica), onde promoveu uma resposta maior em um periodo curto de 8 dias
(aumento do figado de 50,74% para 85,91%) (BAKER, 1985; BUCHER et al., 1978;
CANZANELLI et al., 1949; HIGGINS, 1933; LEFFERT; ROCH, 1977; LEFFERT,;
KOCH, 1978; PARRA et al., 1992, 1994; SHORT et al., 1972; STERNHEIRMER,
1939)
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O horménio tiroideano surge assim como um fator importante que, quando

associado a solucdo basal, determina maior estimulo regenerativo hepéatico
(PARRA, 1994).

6.2 QUANTIFICACAO DO COLAGENO NO TECIDO HEPATICO

Parra (1996) mostrou que, estudos tratando ratos hepatectomizados com FHE
aumentam a massa hepatica e causa mudancas ns matriz extracelular,
especialmente na redugdo dos componentes do colageno, fato também observado

em nossos ratos sadios.

Ao verificarmos a producado do colageno no figado dos ratos sadios, observamos
que nos animais injetados com FHE houve reducédo da propor¢do volumétrica do
colageno em relagdo aos outros componentes do l6bulo hepatico, cerca de 51,8%
no grupo 2x € 34,9% no grupo 3x comparados ao grupo controle. A maior redugao
do colageno no grupo 2x pode ser explicada pelo maior tempo de absor¢cao dos FHE
na cavidade intraperitoneal e sua acao no tecido hepatico. Parra et al., (1996), ao
estudarem o componente coldgeno na matriz extracelular em ratas, ja haviam
observado que a administracdo de FHE por via intraperitoneal promovia uma
reducdo do colageno em relagdo ao crescimento da massa hepatica, dando

coeréncia aos nossos achados.

Estas observagdes tornam-se importantes na perspectiva de tratamento hepatico,
principalmente em casos de cirrose ou fibrose do figado, onde a morte celular e a
sintese de colageno progridem com o decorrer da doenga.

Nossos experimentos confirmam os dados de Parra (1996) que mostrou uma
comparacao dos teores de colageno hepatico em um grupo de ratos sete dias apés
hepatectomia de 70%, com média de crescimento da massa residual de 71,55% e
outro grupo, sete dias apos estimulagao do crescimento de seus figados sadios, com

média de 121,05% pela administracao intraperitoneal (portal) de FHE, revelando um
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crescimento hepético nos figados hepatectomizados e nos sadios estimulados pelos

FHE, ambos os grupos com defasagem na producao de colageno.

Trabalhos com animais com fibrose induzida do figado tratados com 40ml/kg de FHE
por via intraperitoneal durante dez dias consecutivos (em uma dose diaria)
mostraram resultados semelhantes aos nossos quanto a reducdo da proporcao
volumétrica do colageno. O colageno no figado com fibrose induzida reduziu cerca
de 43% nos animais do grupo tratado com FHE, ao passo que o grupo controle
(tratados com solucao fisiol6gica na mesma dosagem) a densidade volumétrica do
coldgeno permaneceu constante. Essa diminuicdo do colageno também foi
observada em nossos animais tratados com FHE, mesmo n&o tendo sidos induzidos
a fibrose hepética (GERTMAN et al., 1970, PARRA,1996).

6.3 PARAMETROS ANALISADOS: GANHO DE PESO DO FIGADO, MASSA,
VOLUME E DENSIDADE ESPECIFICA DO FIGADO, PESO DAS VISCERAS E
CARCACA, E DOS INDICES HEPATOSSOMATICO, VISCERAS-PESO TOTAL
DO ANIMAL E FIGADO-CARCACA

Os valores obtidos dos parametros peso do figado, massa, volume e densidade
especifica do figado, peso das visceras e carcaca e indices hepatossomatico,
visceras—peso total do animal e figado-carcaca demonstram que os FHE causaram
efeito no metabolismo dos animais, com um crescimento significativo do figado nos
grupos 2x e 3x. Os valores proximos coletados dos parametros entre os grupos 2x e
3x revelam com éxito a eficacia dos FHE, porém, o fator estressante da metodologia
do grupo 3x e sua alta mortalidade privilegia a indicacao das duas doses diarias.

O aumento da massa do figado do grupo 2x (30,1%) maior do que no grupo 3x
(22,5%) evidencia um melhor resultado da resposta fisiolégica do organismo aos
FHE do grupo 2x sobre o grupo 3x, apesar desses valores ndao terem significancia

estatistica. De certa forma, este resultado nos traz esperanga de estarmos nos
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aproximando de um tratamento hepatico com menores efeitos colaterais, maior

viabilidade, e com baixo indice de mortalidade nos animais.

Desde 1992, Parra relata em seus experimentos sua preocupacdo com a
mortalidade dos animais quando submetidos a uma dose diaria de FHE
intraperitonealmente em ratos. Desde entdo, os FHE vem sofrendo adi¢cbes de
outras substancias como acido félico, vitamina B2, hormoénios, extrato de leite
humano liofilizado, dentre outras substancias, no entanto, experimentos aumentando

a dosagem diaria da solucao de FHE ainda nao haviam sido preconizados.

Diferentes causas foram dadas as mortalidades dos animais tratados por Parra
(1993, 1994, 1995b, 1996) em seus trabalhos. Horménios e vitaminas
superdosadas, presenca de acido folico, agdo ao excessivo crescimento do figado
forcando o limite biolégico pré-determinado, falta de suporte fibrocolageno do tecido,
foram as provaveis causas segundo o autor. Em todos seus experimentos foi
utilizada uma dose diaria intraperitoneal, que variava de experimento de 7 a 10 dias,

dessa forma, diminuindo o efeito estressante sofrido pelo animal.

6.4 ANALISE HISTOLOGICA DO CORAGCAOQ, BACO, RIM E PULMAO

A principal fungdo do sistema circulatério, especialmente o coragdo, é de levar
material nutritivo e oxigénio as células, assim, o sangue circulante transporta
material nutritivo que foi absorvido pela digestdo dos alimentos as células de todas
as partes do organismo; o bacgo, 6rgao linféide, responsavel por produgao de células
do sistema imune e destruicao de células do sangue; o rim, 6rgao que tem a fungéo
de filtrar o sangue e eliminar produtos da decomposicédo de proteinas, lipidios e
carboidratos e o pulmao, responsavel pela respiragdo absorvendo oxigénio e
eliminando gés carbénico. Essas fungbes de grande importancia para o organismo
exercidas por estes 6rgaos, nos induziram a verifica-los histologicamente apds o
tratamento com FHE, com a expectativa de que eles tenham tido uma resposta sem

maiores complicagdes a aplicacao do medicamento.
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Os o6rgaos coracao, baco, rim e pulmao analisados em todos 0s grupos nao
apresentaram nenhum tipo de alteragdo histoldgica. Visando obter um resultado
satisfatério da acdo dos FHE ministrados nos ratos, optamos por coletar esses
orgaos considerados de grande importancia para o organismo para fazermos essa
analise mais detalhada. A delibitagcdo de algum desses érgaos podem causar graves
problemas ao organismo devido ao papel de grande importancia por eles exercido,
necessitando seu estudo como forma de prevencao de possiveis efeitos colaterais
do tratamento pelos FHE.

Nenhum outro trabalho havia coletado tais 6rgdos em animais tratados com FHE
com o objetivo de verificar algum efeito colateral dos FHE. Foi utilizada a coloracao
H.E. no coragdo, bago, rim e pulmao, sendo que toda a morfologia histologica
permaneceu intacta quando comparadas ao grupo controle, que nao recebeu
nenhum tipo de manipulagéo.

Nosso estudo nos deixa a perspectiva de futuras aplicacbes terapéuticas, tanto
clinicas quanto cirargicas, no qual haja presenca de perda tecido hepatico, cirrose
ou algum outro tipo de hepatologia. Questdes obscuras ainda estdo por vir,
deixando-nos no compromisso de auxiliar futuramente com maiores contribuicées na
administracdo dos FHE e sua atuacdo no organismo, e ao mesmo tempo sabendo
que este trabalho pode servir de apoio para outros estudos.
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7 CONCLUSOES
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7 CONCLUSOES

1. A administracdo de FHE ndo alterou a arquitetura celular do figado, rim,
coragao, baco e pulmao em nenhum dos grupos 2x e 3x.

2. Os FHE reduziram a proporg¢ao volumétrica do coladgeno hepatico dois grupos
(2x e 3x).

3. A manipulagdo dos FHE no grupo 3x mostrou ser ineficiente por ter causado

mortalidade nos animais por estresse, fato este que n&o ocorreu no grupo 2x.

4. Houve uma resposta fisioldgica do organismo do animal no grupo 2x aos
FHE, sem mortalidade.

5. O crescimento do figado entre grupos 2x e 3x nado séo significantes

estatisticamente.
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