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RESUMO

Backes AN. Regeneragdo hepatica em animais jovens com estenose da veia
porta ou ligadura da artéria hepatica: estudos histologicos, moleculares e
avaliagcdo dos efeitos da insulina e do tacrolimus como agentes regenerativos

[tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2016.

INTRODUCAO: O transplante hepatico é o unico tratamento efetivo para uma
variedade de doencas hepaticas irreversiveis. No entanto, o niumero limitado de
doadores pediatricos leva ao uso de enxertos hepaticos de doadores adultos,
com necessidade de anastomoses vasculares mais complexas. Essas
anastomoses tornam-se complicadas pela diferenca no calibre dos vasos entre
o doador e o receptor, resultando em alteragbes do fluxo sanguineo, estenose
da anastomose venosa ou arterial e trombose. Os efeitos para regeneragéo
hepatica decorrentes da privagdo do fluxo sanguineo pela veia porta ou pela
artéria hepatica ndo estdo completamente elucidados. Experimentalmente,
quando um lobo do figado néo recebe o fluxo venoso portal, € observada atrofia
deste segmento e hipertrofia do restante do érgao perfundido. Embora existam
varios modelos experimentais para estudo da regeneragao hepatica, poucos séo
focados em animais em crescimento. Além disso, os efeitos regenerativos de
drogas como o tacrolimus e a insulina precisam ser pesquisados, com o objetivo
de encontrar um tratamento ideal para a insuficiéncia hepatica ou um método de
estimular a regeneracgao do figado apds ressecgdes ou transplantes parciais. O
objetivo do presente estudo é descrever modelos de regeneragado hepatica em
ratos em crescimento com: 1) auséncia de fluxo hepatico arterial e 2) reducao
do fluxo portal. Adicionalmente, o estudo avalia o efeito pro-regenerativo do
tacrolimus e da insulina nesses modelos descritos. METODOS: cento e vinte
ratos (entre 50 e 100g de peso) foram divididos em 6 grupos, de acordo com o
tipo de intervencéo cirurgica: Grupo 1, incisdo abdominal sem intervencéo
hepatica; Grupo 2, hepatectomia a 70%; Grupo 3, hepatectomia a 70% +
estenose de veia porta; Grupo 4, hepatectomia a 70% + ligadura da artéria
hepatica; Grupo 5, hepatectomia a 70% + estenose de veia porta + insulina;

Grupo 6, hepatectomia a 70% + estenose de veia porta + tacrolimus. Os animais



dos grupos 1 ao 4 foram subdivididos em 5 subgrupos de acordo com 0 momento
damorte: 1, 2, 3, 5 e 10 dias apds a intervengao cirurgica. Os animais dos grupos
5 e 6 foram subdividos em 2 subgrupos de acordo com o0 momento da morte: 2
e 10 dias ap0s a intervencéo cirurgica. Os lobos hepaticos remanescentes foram
submetidos a analise histomorfométrica, imuno-histoquimica e molecular.
RESULTADOS: Verificou-se que no grupo com hepatectomia a 70% houve
recuperacao do peso do figado no terceiro dia com aumento da atividade
mitética, enquanto que no grupo com estenose portal ndo se observou esse
fendmeno (p<0,001). A insulina e o tacrolimus promoveram aumento do peso do
figado e do indice mitético. A atividade mitética foi considerada aumentada nos
animais dos grupos hepatectomia, hepatectomia + ligadura da artéria, insulina e
tacrolimus; e esse parametro estava reduzido no grupo submetido a
hepatectomia + estenose portal (p<0,001). A expressao de interleucina 6 estava
presente em todos os animais, sendo significativamente maior nos grupos
hepatectomia, hepatectomia + ligadura da artéria e significativamente menor no
grupo hepatectomia + estenose portal. Entretanto, a administragao de tacrolimus
ou insulina recuperou os niveis teciduais de interleucina 6 no grupo com
estenose portal. CONCLUSOES: No presente estudo foi padronizado um modelo
simples e facilmente reprodutivel para estudar a regeneragao hepatica em ratos
em crescimento com redugao do fluxo arterial ou venoso para o figado. Foi
demonstrado que a administracao de insulina ou tacrolimus é capaz de reverter
os efeitos deletérios da estenose portal na regeneracédo hepatica. A obstrugéo

do fluxo arterial ndo afetou a capacidade regenerativa hepatica.

Descritores: modelos animais; regeneragdo hepatica; veia porta; constricao

patoldgica; artéria hepatica; trombose; insulina, tacrolimo.



ABSTRACT

Backes AN. Liver regeneration in growing animals with portal vein stenosis or
hepatic artery ligation: histological and molecular studies, and evaluation of the
effects of insulin and tacrolimus as regenerative agents [thesis]. Sao Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2016.

BACKGROUND/PURPOSE: Liver transplantation is an effective treatment for a
variety of irreversible liver diseases. However, the limited number of pediatric
donor livers leads to the use of adult livers, which usually require more complex
vascular anastomoses. These anastomoses are complicated by differences in
vessel caliber between donors and recipients, resulting in vascular flow
anomalies, stenosis of the venous or arterial anastomosis and thrombosis . The
effects of portal vein or hepatic arterial flow privation in hepatic regeneration
have not been completely elucidated. Experimentally, when a liver lobe is
deprived of portal vein flow, atrophy is observed with hypertrophy of the other
perfused parts of the organ, and interleukin-6 (IL-6) is required for normal liver
regeneration. Although several experimental models are currently used to study
the liver regeneration mechanisms, few studies have focused on the growing
animal. In addition, the regenerative effects of drugs (e.g., tacrolimus and insulin)
have been experimentally studied, aiming to find an ideal treatment for hepatic
failure or a method of stimulating liver regeneration after extensive resection or
partial transplants. The aim of the present investigation was to describe the new
models of liver regeneration in growing rats with: 1) absence of arterial blood
hepatic inflow and 2) reduced portal flow. Additionally, it was studied whether
tacrolimus or insulin could have any pro-regenerative effect under such
conditions. METHODS/MATERIALS: one hundred and twenty rats (50-100 g
body weight) were divided into 6 groups based on the intervention type: Group 1
(sham), abdominal incision without intervention; Group 2, 70% hepatectomy;
Group 3, 70% hepatectomy + portal vein stenosis; Group 4, 70% hepatectomy +
ligation of the hepatic artery; Group 5, 70% hepatectomy + portal vein stenosis +
insulin; and Group 6, 70% hepatectomy + portal vein stenosis + tacrolimus.

Animals in groups 1 to 4 were subdivided into 5 groups according to the moment



of death: 1, 2, 3, 5 and 10 days after surgical intervention. The animals in groups
5 and 6 were subdivided into 2 other groups according to the moment of death:
2 and 10 days after surgical intervention. The remnant liver lobes were harvested
for morphological, histological histomorphometric, immunohistochemical and
molecular analyses. RESULTS: it was verified that the hepatectomy group
regained liver weight on the third day and had increased mitotic activity, and the
portal vein stenosis prevented these phenomena, as well as the increased mitotic
index (P < 0.001). In addition, insulin and tacrolimus promoted a significant
increase of liver weight. Mitotic activity was considerably increased in the
hepatectomy, hepatectomy + arterial ligature, insulin and tacrolimus groups and
this parameter was reduced by portal vein stenosis. The expression of the
interleukin-6 (IL-6) gene was present in all the animal groups. Tissue levels of IL-
6 were significantly increased by hepatectomy and hepatectomy + hepatic artery
ligature; portal vein stenosis prevented this change. However, the administration
of tacrolimus or insulin could recuperate the tissue levels of IL-6. CONCLUSION:
In the present study a simple and highly reproducible model was standardized to
study liver regeneration with portal vein or hepatic artery blood inflow reduction
in growing rats. It was demonstrated that insulin or tacrolimus administration may
partially reverse the harmful effects of portal vein stenosis. The obstruction of the

arterial flow did not affect liver regeneration.

Descriptors: models, animal; liver regeneration; portal vein; constriction,

pathologic; hepatic artery; thrombosis; insulin; tacrolimus.
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A cirurgia hepatica apresentou extraordinario avango desde a primeira
resseccao realizada por Langenbuch em 1888, passando pela primeira
hepatectomia com controle vascular realizada por Lortat-Jacob em 1952, pelos
estudos de Couinaud em 1957 e pelo primeiro transplante de figado realizado
por Starzl em 1963. Hoje, procedemos a ressecg¢des hepaticas extensas e
transplantes de segmentos de figado com bons resultados."??

O transplante tornou-se um tratamento comum para varias doencgas
hepaticas da infancia. Apesar do desenvolvimento da técnica cirurgica e dos
avangos nos cuidados perioperatorios, a incidéncia de complicagdes vasculares
permanece elevada na populacdo pediatrica, levando a perda do enxerto, a
diminuicdo da sobrevida e a problemas biliares.*

Proporcionalmente, existem poucos doadores pediatricos comparados ao
numero de criangas aguardando pelo transplante de figado5. Esse limitado
numero de doadores pediatricos leva ao uso de figados provenientes de adultos,
com a realizagdo cada vez mais frequente de transplantes de segmentos ou
lobos hepaticos, como os transplantes intervivos e aqueles com particdo do
figado (“split liver’). Esses transplantes usualmente requerem anastomoses mais
complexas, devido a diferenca de calibre dos vasos entre doadores e receptores,
resultando em anomalias do fluxo sanguineo, estenose das anastomoses e
trombose.® Os efeitos da privacdo do aporte sanguineo (arterial e venoso) na

regeneragao hepatica ndo estdo completamente elucidados.
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A trombose da artéria hepatica € a complicagao vascular mais comum
apo6s o transplante, alcangando indices proximos a 20% nos receptores
pediatricos’. Sabe-se que o suprimento sanguineo para o parénquima hepatico
e para o sistema biliar apdés o transplante depende, inicialmente, da artéria
hepatica®. A perda de aporte arterial (responsavel por 70% do sangue
oxigenado) pode levar a necrose do enxerto agudamente e, nos casos tardios, a
sintomas relacionados a les&o isquémica dos ductos biliares®. A influéncia da
oclusdo arterial na regeneragao hepatica € objeto de poucos estudos, néo
havendo relatos da utilizacdo de modelo experimental em animais em
crescimento.

A trombose portal precoce, no pos-transplante, apresenta-se na forma de
insuficiéncia hepatica, ascite e sangramento gastrointestinal; com mortalidade
alta. A estenose portal costuma preservar a fungao hepatica, mas evolui com
sintomas relacionados a hipertensdo portal’®. Essa complicagdo é
particularmente problematica nos receptores com menos de 10 Kg, com
incidéncia de até 15% nas grandes séries'". A incidéncia elevada & multifatorial,
especialmente nas criangcas com atresia de vias biliares, que, muitas vezes,
apresentam baixo peso, cirurgia de portoenterostomia prévia e associagdao com
hipoplasia da veia porta nativa'".

Muitos experimentos mostraram que a obstrucdo de um ramo da veia
porta causa necrose e atrofia do parénquima hepatico com privacao de fluxo
portal, enquanto o segmento com fluxo preservado apresenta crescimento

|'21314  Raros estudos foram

compensatério e aumento do influxo arteria
delineados para examinar o efeito da estenose portal na regeneragao hepatica,

quando todo o influxo venoso é prejudicado’®.
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A capacidade de regeneragéao a partir de células diferenciadas é unica do
figado e sua capacidade de replicagao € surpreendente. A regeneragao hepatica
€ o resultado de respostas fisioldgicas que ocorrem apds perdas e lesdes do
parénquima hepatico’®. Inimeros modelos experimentais sdo usados para
estudar os mecanismos de regeneracgao, que podem ser divididos nas seguintes
etapas: fase de “priming”, fase de progressao, fase de ciclo celular e fase final
com sinal de parada da proliferagdo. Ha um grande numero de genes envolvidos
nesse processo com participacao de citocinas, fatores de crescimento e vias
metabolicas'"".

O modelo universalmente utilizado para estudos de regeneracao hepatica
tem sido a ressecg¢ao de 70% da massa hepatica em ratos adultos, entretanto,
sd0 exiguos os modelos com uso de organismos em crescimento’. A
semelhanca do que ocorrem nos processos cicatriciais, existem diferencas
quanto a intensidade e a qualidade dos eventos bioldgicos da regeneragéo
hepatica com a evolugdo da idade'®. Desta forma, ha necessidade de estudos
em modelos animais em crescimento para avaliar a regeneragao hepatica
mediante prejuizo do aporte sanguineo arterial e venoso para o parénquima.

Vérios sao os métodos descritos para avaliagdo da regeneragao hepatica:
determinagao da massa hepatica (peso do figado), contagem de mitoses, estudo
da sintese de DNA (incorporagao de timidina e bromodeoxiuridina — BrdU) e
métodos imuno-histoquimicos para deteccdo de moléculas enddégenas como
“proliferating cell nuclear antigen” (PCNA), DNA polimerase alfa, Ki-67, anti-
ribonucleotideo redutase, entre outros®. A utilizacdo de métodos de biologia
molecular, como a técnica do RT-PCR (reverse transcriptase-polimerase chain

reaction), permite a quantificagado da expressao génica no parénquima hepatico
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dos diversos fatores hepatotréficos envolvidos nas diversas fases da
regeneragao, como a IL-6 e o HGF.

Nos ultimos anos, diversas drogas pro-regenerativas tém sido estudadas
visando uma terapéutica para insuficiéncia hepatica, por meio do estimulo a
regeneragao do figado pos hepatectomia extensa ou transplante de figado

parcial®'

. Contudo, é desconhecido se essas drogas possuem efeito regenerativo
nos casos de complicacbes vasculares (deficiéncia de aporte sanguineo
Venoso).

O tacrolimus (FK506) é um dos representantes dos inibidores da
calcineurina, sendo atualmente o agente imunossupressor mais utilizado em
criangcas submetidas a transplante de figado. A calcineurina é uma fosfatase
calcio dependente responsavel pela transcricdo da IL-2, principal citocina
envolvida na resposta imunolégica mediada pelo linfécito T. A droga age,
portanto, inibindo a producao de IL-2 e bloqueia dessa forma os mecanismos
envolvidos na rejeicdo celular aguda®. Varios estudos t&ém demonstrado que
esses agentes promovem regeneragao hepatica por uma via néo imunolégica23.
O tratamento com ciclosporina ou tacrolimus promoveu aumento dos indices
mitdticos no figado em regeneragao de ratos adultos e de recém-nascidos'®.

A insulina, produzida pelas ilhotas pancreaticas, perfunde continuamente os
hepatdcitos através da veia porta. Se ha deplegdo do suprimento de sangue
portal, o figado atrofia, sendo esse processo revertido com a aplicacédo de
insulina. A insulina ndo age primariamente na mitose dos hepatécitos, mas serve
como um sinalizador para o processo mitdtico®*%°.

A regeneracgado hepatica € um fenbmeno complexo e ndo completamente

elucidado. Apesar de ser um tema bastante explorado na literatura, nao se
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conhecem completamente as especificidades de tal fenbmeno nos organismos
em crescimento, o papel do fluxo sanguineo arterial e portal nesse processo, e,
tampouco, o eventual beneficio do uso de drogas na regeneragao hepatica. O
esclarecimento de tais informagdes se reveste de grande valia, na medida em
que pode auxiliar na conducédo clinica de criangas submetidas a transplante
hepatico, em particular naquelas que apresentam prejuizo de fluxo da artéria
hepatica ou da veia porta em decorréncia de estenose ou de trombose desses

vasos.
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2.1. Regeneracgao hepatica

O figado, 6rgao essencial a vida e responsavel pela homeostase
metabdlica, possui capacidade de regeneragao a partir da replicagdo de suas
células. Esse processo, desencadeado pela lesdo hepatica, envolve a
participacado de todos os tipos celulares do figado com o rompimento do estado
celular quiescente. Os mecanismos da regeneracao hepatica envolvem multiplas
e intricadas vias de regulagdo, com ativacdo de cascatas de sinalizagao de
fatores de crescimento e das citocinas que regulam a expressao génica®.

Um dos marcos na pesquisa experimental foi a descrigdo por Higgins e
Anderson, em 1931, de um método reprodutivel de realizagcdo de hepatectomia
parcial em ratos. Desde entdo, a capacidade regenerativa do figado tem sido
intensamente investigada. Mais recentemente, a regeneracgéo do figado humano
pdde ser demonstrada com a introdugao e o desenvolvimento das técnicas de
transplante de figado reduzido e de lobos hepaticos de doadores vivos. As
semelhangas entre o0s processos de regeneragcdo em animais de
experimentagao e em seres humanos sugerem que 0s mecanismos que regulam
a regeneragcdo sao similares entre as espécies e que os conhecimentos
adquiridos com os estudos experimentais podem ser aplicados aos seres

humanos 2.
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De acordo com Fausto e Campbell, apesar de seu uso comum, a
expressdo regeneragao hepatica esta incorreta®?’. Em termos bioldgicos,
regeneracgao significa a reconstituicdo de uma estrutura que tenha sido retirada.
Na regeneracao hepatica, o organismo lesado busca recompor a massa
hepatocitaria e a estrutura funcional lobular necessaria a manutengdo da

|28

homeostase corporal®. Apés uma lesdo hepatica maciga, poucos hepatécitos

sao necessarios para o restabelecimento da massa hepatica. Em resposta a
lesd0, os hepatdcitos proliferam e podem se dividir até 100 vezes?*3°3",

Ap6s a hepatectomia parcial, ha uma resposta hiperplasica com a
replicacdo de praticamente todas as células maduras nos lobos
remanescentes®'. A massa hepatica destes lobos expande-se para compensar
a perda do tecido. O processo regenerativo € compensatorio, porque o tamanho
do figado resultante é determinado pelas exigéncias metabdlicas do
organismo®'.

Em roedores e em seres humanos ha uma proporcdo entre 0 peso
corporal e a massa do figado. A propor¢ao ideal corresponde ao ponto de
equilibrio entre o excesso e o déficit de tecido funcional hepatico adequado para
o atendimento das necessidades do organismo. Entretanto, os fatores
regulatérios que determinam o tamanho ideal do figado de cada individuo nao
sd30 bem compreendidos?®313233

Assim, em roedores, a massa hepatica é restabelecida em cerca de 5 a
10 dias apds a hepatectomia, contudo sem a reconstituicdo anatbmica

|30,31

origina . Em seres humanos, a finalizagdo do processo regenerativo € mais

27,33

lenta e possivelmente leva de 1 a 2 meses . Ap6s o transplante de lobo
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hepatico de doador vivo, ha rapido aumento da massa hepatica nos primeiros
sete dias, ocorrendo completa restauracdo em 3 meses®?.

Durante os ultimos anos, houve grandes avangos na compreensao de
mecanismos de regeneragdo hepatica, sendo o resultado, em grande parte,
devido ao emprego de camundondos transgénicos e knock-out. A maioria dos
dados sobre os mecanismos da regeneragao hepatica foram obtidos a partir da
utilizacdo do modelo de hepatectomia parcial®’**. Nesse procedimento, cerca de
dois tergos do figado sao retirados, sem lesao aos lobos remanescentes e com
minima mortalidade pds-operatéria®.

A regeneracgao hepatica apds hepatectomia parcial € um fendmeno muito
complexo e bem orquestrado, envolvendo a participacao de todos os tipos de
células maduras do figado. Ocorre modificagdo do padrao quiescente normal de
interacao celular e a ativacado de cascatas de sinalizacdo, determinando efeitos
paracrinos de citocinas e fatores de crescimento. Com o objetivo de restabelecer
a busca da homeostase metabdlica, o processo de regeneragao inicia-se
imediatamente apdés a hepatectomia no tecido hepatico remanescente. Uma
sequéncia ordenada de eventos pode ser observada a partir dos primeiros 5
minutos e durara de 5 a 7 dias, até a recuperacdo da massa hepatica®.

A diviséo celular é raramente vista em hepatdcitos de figado sadio adulto,

os quais estdo usualmente na fase GO do ciclo celular®*

. No entanto, apds
hepatectomia parcial, os hepatdcitos sdo as primeiras células a entrarem em
ciclo de divisao celular. O pico de replicacdo hepatocitaria ocorre em 24 horas
apos a hepatectomia parcial em ratos adultos, sendo esse mesmo pico atingido

em 48 a 72 horas em ratos em crescimento’®. Até 95% dos hepatdcitos

remanescentes dividem-se apds hepatectomia parcial e sdo necessarias uma a
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duas divisdes celulares para a restauragdo completa da massa hepatica®'>¢ .

Ao final do processo de sintese de DNA, pode ocorrer uma onda de apoptose
dos hepatdcitos, sugerindo a existéncia de um mecanismo para a corregao da
resposta regenerativa excessiva®' 8.

No processo regenerativo hepatico também ocorre a ativagdo das células
nao parenquimatosas. Possivelmente elas tenham um papel essencial nesse
processo, produzindo citocinas e fatores de crescimento que regulam a
regeneragdo. Para a restauracdo da estrutura lobular, as células nao
parenquimatosas também proliferam, contudo, a inducdo da sintese de DNA
ocorre mais tardiamente, em torno de 48h para a células do epitélio biliar e de
Kupffer. A proliferacao das células endoteliais comeca em 2 a 3 dias e termina
em torno de 4 a 5 dias ap6s a hepatectomia®'3#33%,

Ha um grande numero de genes envolvidos na regeneragao do figado,
mas pelo menos 3 vias essenciais ao processo ja foram individualizadas: a via
das citocinas, a via dos fatores de crescimento e a via metabdlica. A via das
citocinas € a responsavel pela entrada dos hepatécitos quiescentes em ciclo
celular (de GO a G1), em um processo denominado priming. A via dos fatores de
crescimento € responsavel pela progressao do ciclo celular, de G1 para fase S.
A terceira via envolveria a pouco estudada ligacdo dos sinais metabdlicos a
sintese ribossémica e a replicagdo do DNA'*?, Essas vias ndo atuam de forma
isolada, havendo uma interacao e imbricagao entre elas.

O sistema imune inato desempenha um papel importante na iniciagao da

1’2, Os mecanismos iniciais da

regeneragao hepatica apoés hepatectomia parcia
regeneragao hepatica envolvem ativagdo de células de Kupffer e de células

estreladas, que produzem citocinas pro-inflamatérias. As principais citocinas
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envolvidas sdo o TNF-alfa (Tumor Necrosis Factor-alpha) e a interleucina 6 (IL-
6). Essa sinalizagao possibilita ao hepatécito em estado de quiescéncia (G0)
passar, através de G1, para a fase S do ciclo celular, sintetizar DNA e
proliferar®':3239,

A liberagao de IL-6 constituiu um passo crucial no processo regenerativo
e sua acgao ocorre pela ativacédo de genes de resposta de fase aguda, pela
reducdo da apoptose dos hepatdcitos e pela inducdo da regeneragao
hepatica®*°. A concentracdo sérica de IL-6 eleva-se apds a hepatectomia
parcial, atingindo pico em 24horas*'. Estudo recente sugere que a sintese de
acido desoxirribonucleico no hepatécito durante a regeneragéo € suprimida em
ratos com delegdo homozigdtica do gene da IL-6*>. Também, a IL-6 &
responsavel pela ativagdo de fatores de transcricdo, como STAT-3 (Signal
Transduction and Activator of Transcription-3), NFKappaB (Nuclear Factor
Kappa B) e AP-1 (Activating Protein-1), os quais estimulam a sintese de DNA*.

No processo regenerativo hepatico, além da via dependente de citocinas,
diversos fatores de crescimento estdo envolvidos na promocgao da replicacao
celular e incluem o HGF (Hepatocyte Growth Factor), o TGF-alfa (Transforming
Growth Factor-alpha), a insulina e o glucagon®'. Esses fatores fornecem os
estimulos necessarios para a sobrevivéncia, o crescimento e a proliferacdo dos
hepatécitos apds diferentes tipos de lesdes. Provavelmente os fatores HGF,
TGF-alfa e HB-EGF (Heparin-Binding EGF-LIKE Growth Factor) tém efeitos
especificos na replicacido e na sobrevivéncia dos hepatdcitos e sdo necessarios
para uma regeneracgao ideal®®. A progressao do ciclo celular hepatocitario de G1

para S requer atividade do TGF-alfa e do HGF?%',
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Uma terceira via de regulacdo da regeneragdo hepatica tem sido
observada. Na via metabdlica, a demanda metabdlica e a oferta de nutrientes
estimulariam a proliferacdo hepatocitaria na busca da homeostase sistémica de
nutrientes. A regeneragao hepatica seria uma resposta as exigéncias de todo o
organismo. Contudo, ha poucos estudos abordando essa forma de estimulagéo
da proliferagdo hepatocitaria**%.

Ha pouco conhecimento sobre os mecanismos envolvidos na finalizagao
do processo de regeneragao hepatica. Possivelmente, a restauragao da fungéo
e da massa hepatica seja um dos controladores do processo. Entretanto, os
mecanismos exatos que regulam e que reconhecem o restabelecimento do
estado de equilibrio funcional hepatico ndo séo conhecidos®. A manutengado da
homeostase energética, com equilibrio entre a capacidade geradora de energia
do figado e a demanda corporal de glicose, poderia ser um dos fatores
determinantes do encerramento da regeneracéao hepatica®.

A reducdo dos fatores estimulantes que induziram inicialmente a
regeneragao hepatica ocorre via expressao génica de moléculas como o SOCS3
(Supressor of Cytokine Signaling 3) e o TGF-beta (Transforming Growth Factor-
beta). O SOCS3, induzido pela IL-6, provavelmente interage com a JAK (Janus

Kinase), inibindo a expressdao de STAT3 e, potencialmente, encerrando a

sinalizagdo de IL-6%'22,
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Os objetivos da presente pesquisa foram:

- Criar e padronizar modelos experimentais de regeneragao hepatica no
animal em crescimento (21 dias de vida), submetido a ressecg¢ao parcial do
parénquima hepatico com estenose da veia porta ou ligadura da artéria hepatica.

- Estudar, comparativamente, os fenémenos de proliferacdo celular
envolvidos no processo de regeneragao hepatica em ratos jovens submetidos a
ressecgao parcial do parénquima hepatico com estenose da veia porta ou
ligadura da artéria hepatica por meio da utilizagdo de métodos histoldgicos,
moleculares e imuno-histoquimicos.

- Estudar os efeitos de drogas pré-regenerativas (insulina e tacrolimus) sobre
a proliferagao celular nos figados em regeneragéo com diminui¢ao do aporte de

sangue portal.
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Essa tese foi desenvolvida no Programa de Pés-Graduagao em Pediatria
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo e foi composta de
diferentes etapas. Cada etapa apresentou objetivos distintos e métodos proprios.
Por outro lado, algumas técnicas foram comuns em todas as fases. A descri¢cao
abaixo reproduz o desenvolvimento do projeto em cada uma das suas fases:

- Fase 1: padronizagdo dos modelos experimentais de regeneracgao
hepatica em ratos submetidos a hepatectomia com deplecao do aporte venoso
ou arterial;

- Fase 2: avaliagcdo da regeneragcdo hepatica através do estudo de
proliferacédo celular nos modelos padronizados na fase 1;

- Fase 3: avaliacao dos efeitos da insulina e do tacrolimus sobre o processo
de regeneracgao hepatica nos ratos submetidos a hepatectomia com deplegao do

influxo portal.
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4.1. Animais de experimentagao

Foram utilizados 120 ratos Wistar machos (pesando entre 50 e 70 gramas),
recém-desmamados, fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo e enviados ao Setor de Cirurgia
Experimental do Instituto da Crianca. O protocolo de estudo foi revisado e
aprovado pelo comité de ética de nossa instituicdo. Os animais eram mantidos
em gaiolas com no maximo 5 animais, alimentados com ragdo e agua “ad
libitum”, em ciclo de sono e vigilia de 12 horas, sob temperatura controlada
(22°C).

Os animais foram submetidos a procedimentos cirurgicos, sob anestesia, de
acordo com as Normas do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal —
COBEA®.

Os ratos foram divididos em 6 grupos, de acordo com o tipo de intervengao
cirurgica:

Grupo 1 (sham): incisdo abdominal sem intervencao hepatica,

Grupo 2: hepatectomia a 70%,

Grupo 3: hepatectomia a 70% + estenose de veia porta,

Grupo 4: hepatectomia a 70% + ligadura da artéria hepatica,

Grupo 5: hepatectomia a 70% + estenose de veia porta + insulina,

Grupo 6: hepatectomia a 70% + estenose de veia porta + tacrolimus.

Os animais dos grupos 1 ao 4 foram subdivididos em 5 subgrupos de acordo
com o momento da morte: 1, 2, 3, 5 e 10 dias apds a intervengao cirurgica (5
animais em cada subgrupo). Os animais dos grupos 5 e 6 foram subdividos em
2 subgrupos (5 animais em cada subgrupo) de acordo com o0 momento da morte:

2 e 10 dias ap6s a intervencao cirurgica.
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Nao houve mortes secundarias a técnica cirurgica apos a padronizagao
do modelo experimental, sendo todos os animais (120 ratos) incluidos no
presente estudo.

Nos animais do grupo 5, foi administrada, no subcutaneo, insulina de agao
prolongada (insulina glargina - LANTUS®) na dose de 1Ul/Kg, 1x ao dia. Nos
animais do grupo 6, foi administrado tacrolimus (Prograf®), via sonda

nasogastrica, na dose 1mg/kg, em dias alternados.

4.2. Procedimentos Cirurgicos

4.2.1. Hepatectomia

Todos os animais foram operados pelos mesmos dois cirurgides (Ariane
Nadia Backes e Ana Cristina Tannuri). Os procedimentos cirurgicos foram
sempre realizados entre 9 e 10 horas da manha, devido ao ritmo circadiano da
regeneragao hepatica. As cirurgias foram realizadas em condi¢des estéreis com
uso de anestesia inalatéria com isoflurane (Forane® - Abbot AS), na
concentragao de 3% para indugéo e de 1% para a manutengao em vaporizador
calibrado, associado a 1 litro/minuto de oxigénio.

Apods a inducdo anestésica, os animais eram imobilizados na mesa de
procedimento, realizada a tricotomia e assepsia com polivinilpirrolidona-iodo na
superficie abdominal. Uma incisdo mediana era realizada na pele, na
musculatura e no periténio. O figado era gentilmente mobilizado, com liberagao

do ligamento triangular esquerdo para melhor exposicdo da viscera. Para
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hepatectomia de 70%, era realizada a ligadura com fio acido poliglicdlico 4,0
(Vicryl® - Johnson & Johnson) dos pediculos e exérese dos lobos mediano (40%)
e esquerdo (30%) — figura 1 e 2. A integridade dos lobos remanescentes e de

seu fluxo sanguineo era avaliada antes do fechamento da cavidade.

Figura 1: foto mostrando a ligadura do pediculo € o

parénquima hepatico a ser ressecado

Figura 2: Desenho mostrando a ligadura do pediculo e parénquima hepatico a ser
ressecado (em cinza). No detalhe, visdo em perfil — notar a inclusdo do ramo da veia

hepatica na ligadura. 1- veia cava inferior; 2- veia porta; 3- artéria hepatica.

2
1 3
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4.2.2. Estenose da veia porta

Antes da hepatectomia, com uso de magnificagao 6tica (10x) e de material
microcirurgico, a veia porta era cuidadosamente dissecada e a estenose era
realizada colocando-se um tubo de silicone ao redor da veia com diminuicédo de
50% do seu lumem (fixado com fio inabsorvivel - Mononylon® 9,0 - Johnson &
Johnson). Em cada animal, o didametro da veia foi medido e o tubo de silicone foi
calibrado para reduzir o lumem da veia porta em 50%. Apds o procedimento, a
artéria hepatica foi revisada para garantir a auséncia de lesdo da mesma. Figuras

3ed4.

Figura 3: tubo de silicone ao redor da veia porta (seta)
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Figura 4: estenose da veia porta com tubo de silicone

4.2.3. Ligadura da artéria hepatica

Antes da hepatectomia, com uso de magnificagéo é6tica (10X) e material
microcirurgico, a artéria hepatica principal era cuidadosamente dissecada e
ligada com fio inabsorvivel (Mononylon® 9,0 - Johnson & Johnson) em 2 pontos.
A seguir, no segmento entre os nods, era ressecado um segmento de artéria para
evitar a recanalizacdo da mesma (figura 5 e 6). Em alguns casos, a artéria para
o lobo direito era ligada e ressecada separadamente, por ser ramo direto da
artéria gastroduodenal. A integridade da veia porta e do sistema biliar era

avaliado antes do fechamento da cavidade, apds a realizacdo da hepatectomia.
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Figura 5: seta mostrando artéria hepatica

Figura 6: artéria hepatica ligada

com segmento ressecado

4.3. Obtencao de material

Ao final do periodo de acompanhamento, os animais eram sacrificados
com uso de isoflurane. Os ratos eram pesados, em seguida era realizada uma
incisdo mediada toraco-abominal para exérese dos lobos hepaticos
remanescentes, que eram medidos e pesados, sendo, parte do material fixado

em solugdo tamponada de formaldeido a 10% por 24h. A parte restante do
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figado era acondicionada em nitrogénio liquido a -170°C para subsequente

analise molecular.

4.4. Métodos de analise

4.4.1. Analise histomorfométrica

O material fixado em solugédo tamponada de formaldeido 10% era incluso
em blocos de parafina, que foram cortados com espessura de 4um e corados
com hematoxilina e eosina. Foi realizada analise histolégica quantitativa e
qualitativa do parénquima hepatico com uso de microscopio Nikon Optiphot AFX-
lA.

As figuras de mitose foram contadas em 10 campos aleatérios de cada
amostra tecidual, utilizando-se 300 aumentos (ocular de 15 aumentos e objetiva
de 20 aumentos) — figura 7. Os resultados foram expressos em numero de

mitoses por campo.
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Figura 7: Microfotografia de figado de rato sumetido a hepatectomia

+ ligadura de artéria,

mostrando hepatécitos em mitose (setas)

4.4.2. Analise imuno-histoquimica

A proliferagdo celular foi avaliada por imuno-histoquimica com uso de
anticorpo  monoclonal Ki-67 (Clone SP6, Spring Bioscience, Pleasanton,
Califérnia, EUA). Detalhes sobre a técnica de imuno-histoquimica utilizada nesse
estudo constam nos ANEXOS.

Os nucleos corados dos hepatdcitos foram contados, em cada amostra de
tecido hepatico, com uso de microscopico Nikon Optiphot AFX-IIA, utilizando-se
300 aumentos. Foram escolhidos 5 campos de maior concentragdo de nucleos
corados (“hot spots”) e o resultado expresso como porcentagem do numero total

de nucleos.
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4.4.3. Analise molecular

Para avaliagdo da expressdao do gene de proliferacao celular (IL-6),
quantificou-se o RNA resultante da transcricdo da sequéncia de nucleotideos
das moléculas de DNA. Utilizando-se a técnica do RT-PCR (Reverse
Transcriptase — Polimerase Chain Reaction), o RNA em questao foi extraido do
tecido e, pela acado da enzima transcriptase reversa, produzida uma fita de DNA
complementar (cDNA). Essa fita de cDNA foi entdo amplificada pelo PCR. O
produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose, obtendo-se
assim as bandas correspondentes aos genes'®. A magnitude da expressdo de
cada gene foi avaliada pela densitometria das bandas de eletroforese.

O “primer” utilizado para amplificagdo do gene descrito foi 5'-
CCACTTCACAAGTCGGAGGC-3" 5-ATTTTCTGACCACAGTGAGG-3'. Cada
reacao de PCR foi repetida trés vezes para garantir a consisténcia dos dados.
Os resultados dos niveis de expressdo do gene IL-6 foram expressos como
meédia + desvio padrao.

Detalhes sobre a técnica de RT-PCR utilizada nesse estudo constam nos

ANEXOS.

4.5. Analise estatistica

Estimou-se que seriam necessarios pelo menos 5 ratos por grupo para
termos um poder estatistico de 80% para detectar diferengas de magnitude maior
ou igual a duas unidades de desvio-padrao entre os grupos (E/S=2,0) com nivel

de significancia de 5%.
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Os dados quantitativos nao apresentaram assimetria importante e foram
descritos por média e desvio-padrao. Para avaliar o efeito do tempo entre os
grupos de intervencéo, utilizamos analise de variancia (ANOVA) de dois fatores
independentes. A localizacdo de diferencas a posteriori foi realizada pelo
procedimento de post-hoc de Tukey.

Para a comparacao dos valores de interleucina 6, nos quais nao havia
consideracao da variavel tempo, utilizamos ANOVA de um fator (one-way) com
subsequente localizagéo de diferencgas pelo teste de Tukey.

O nivel de significancia adotado foi de a=0,05. Os dados foram analisados

com os programas SPSS versao 18.0 e SigmaPlot verséao 11.0.
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5.1. Modelos experimentais

Nessa fase do estudo, avaliaram-se os marcadores de regeneragao
hepatica nos grupo experimentais submetidos aos seguintes procedimentos: a)
incisdo abdominal sem intervengao hepatica; b) hepatectomia 70%; c)
hepatectomia + estenose de veia porta e d) hepatectomia + ligadura da artéria
hepatica.

Para melhor compreensao, os resultados numéricos serdo apresentados
sob forma de gréficos, sendo que os valores individuais constam em tabelas nos

ANEXOS.

5.1.1. Razao entre o peso do figado remanescente e o peso do rato

Para avaliar o crescimento do parénquima hepatico remanescente foram
calculadas as relagdes entre o peso do figado colhido a necropsia e o0 peso de
cada animal, nos dias subsequentes a hepatectomia. Essas relacbes, expressas
em porcentagens, sdo mostradas no grafico 1.

As comparagdes entre os grupos demonstraram uma reduc¢ao significativa
da razédo de pesos no grupo com diminuicdo do influxo venoso durante todo o
periodo do estudo (p<0,001). Por sua vez, o grupo com ligadura arterial teve um
comportamento similar ao grupo submetido a hepatectomia sem lesao vascular,
atingindo razdo de pesos similar ao grupo sem intervencao (sham) a partir do

terceiro dia de estudo.
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Grafico 1. Razao entre o peso do figado remanescente e o0 peso do
animal nos grupos em estudo nos dias subsequentes a hepatectomia (média +
DP)
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5.1.2. indice de mitose dos hepatocitos

O numero de mitoses contadas em cada amostra, nos dias subsequentes
ao procedimeto cirurgico, € mostrada no grafico 2. O grupo sham praticamente
nao apresentou atividade mitética, uma vez que nao houve injuria ao tecido
hepatico.

O grupo hepatectomia e o grupo hepatectomia + ligadura arterial
apresentaram pico de mitose hepatocitaria 48 horas apds o procedimento, sem
diferenca estatistica nesse periodo. No terceiro dia apds o procedimento,

observamos uma redugao no numero de mitoses no grupo com lesao arterial
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comparado ao grupo hepatectomia (p<0,001), que se tornou similar a partir do
quarto dia até o final do estudo.

Contudo, podemos verificar que a proliferagdo celular no grupo com
estenose portal foi significativamente inferior aos demais grupos em estudo
(p<0,001) durante os 10 dias de acompanhamento. Também, verificamos um
pico mitético tardio, apenas no terceiro dia apdés a cirurgia, comparado aos

demais modelos experimentais estudados.

Grafico 2. Numero de mitoses por campo no figado remanescente

durante o periodo de estudo nos modelos experimentais (média + DP)
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5.1.3. Expressao de Ki-67

Os nucleos considerados positivos foram corados em cor castanha,
enquanto que os nucleos negativos apresentaram coloracéo azul (figura 7).

A expressao de Ki-67, tanto no grupo hepatectomia quanto no grupo
hepatectomia + ligadura artéria hepatica, foi maior no segundo dia de
observagado, com achados semelhantes no numero de nucleos positivos e na
variagao de positividade durante os dias subsequentes ao procedimento
cirargico (grafico 3).

O grupo com estenose de veia porta apresentou maior porcentagem de
expressao de Ki-67 mais tardiamente, no terceiro dia de estudo. Durante todo o
periodo, a positividade nuclear do grupo com prejuizo de influxo portal foi inferior
aos demais grupos experimentais (p<0,001), alcangando pico maximo de 30%

(grafico 3).

Figura 7: Microfotografia de lamina corada pelo Ki-67, de animal do grupo

hepatectomia + ligadura da artéria. Notar os nucleos positivos indicados pela seta
(aumento 300X)
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Grafico 3. Numero de nucleos de hepatdcitos corados pelo Ki-67 por 1000

células durante o periodo de estudo nos modelos experimentais (média + DP)
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5.1.4. Expressao do gene IL-6

Verificou-se que houve expressao do gene da IL-6 em todos os grupos
experimentais, sendo que os niveis teciduais foram significativamente maiores
nos grupos hepatectomia e hepatectomia + ligadura arterial. N&o houve
diferenca estatistica nos valores de densidade relativa de banda entre esses dois
grupos (grafico 4).

Por sua vez, no grupo submetido a hepatectomia + estenose portal a
expressdo de IL-6 foi estatisticamente inferior aos grupos anteriormente

descritos, sendo comparavel ao grupo sem intervengao hepatica (grafico 4).
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Grafico 4. A) Valores das densidades relativas das bandas do gene da
IL-6 dos figados dos animais dos grupos em estudo (média + DP). B) Bandas
correspondentes de RT-PCR, repetidas em ftriplicata, de acordo com a

metodologia descrita anteriormente.
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5.2. Uso de tacrolimus e insulina no modelo experimental submetido
a hepatectomia + estenose portal

Apos avaliagdo da regeneragao hepatica nos modelos experimentais
previamente descritos, observou-se uma redugao significativa da proliferagcao
celular no grupo submetido a hepatectomia 70% + estenose porta. Sendo assim,
decidiu-se utilizar, nesse grupo especifico com redugéo do influxo venoso portal,
as drogas tacrolimus e insulina, que mostraram efeito pro-regenerativo em
estudos prévios.

Diferentemente dos grupos anteriores, nessa fase do estudo, teremos a
avaliagao do tecido hepatico no segundo e décimo dia apds a intervengéo
cirurgica. O objetivo foi avaliar o pico de proliferagdo celular que ocorre nos
primeiros 2 dias e se esse efeito regenerativo determina diferengas num prazo
mais prolongado (10 dias), quando teoricamente o figado ja teria alcangado as
proporcoes usuais.

Para melhor compreensao, os resultados numéricos serdo apresentados
sob forma de graficos, sendo que os valores individuais constam em tabelas nos

ANEXOS.

5.2.1. Razao entre o peso do figado remanescente e o peso do rato

Para avaliar o efeito do tacrolimus e da insulina no crescimento do figado
remanescente com deplecgéo do fluxo portal, a razédo peso do figado/peso do rato
foi calculada. Esses dados sao mostrados no grafico 5.

Nota-se que, no segundo dia de observagdo, o grupo que recebeu

tacrolimus apresentou aumento da razdo de peso comparado aos demais grupos
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(p<0,01). Contudo, ao final do periodo de estudo, tanto o grupo tacrolimus quanto

0 grupo insulina tiveram pesos superiores ao grupo sem uso de drogas (p<0,01).

Grafico 5. Razdo entre o peso do figado remanescente e o peso do
animal nos grupos: hepatectomia + estenose porta, hepatectomia + estenose
porta + tacrolimus e hepatectomia + estenose porta + insulina, nos dias 2 e 10
apos a cirurgia (média £ DP).
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5.2.2. indice de mitose dos hepatdcitos

O indice mitético foi medido nos grupos submetidos a estenose porta +
uso de insulina ou tacrolimus (grafico 6). A atividade mitética foi
consideravelmente maior nos grupos que receberam insulina ou tacrolimus em
comparagao ao grupo sem drogas (p<0,001). Nota-se um grande numero de
mitoses no grupo insulina no segundo dia de observagao, com diminuigao dessa
atividade ao longo do tempo. Ainda assim, o indice € significativamente mais

elevado nos grupos com uso de drogas.
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Grafico 6. Numero de mitoses por campo no figado remanescente nos
grupos: hepatectomia + estenose porta, hepatectomia + estenose porta +
tacrolimus e hepatectomia + estenose porta + insulina, nos dias 2 e 10 apés a

cirurgia (média = DP).
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4.2.3. Expressao de Ki-67

O grupo submetido a hepatectomia + estenose portal com uso de insulina
mostrou positividade nuclear maxima de 50%, enquanto no grupo em uso de
tacrolimus, a marcagdao nuclear alcangou expressdao entre 30-40%, com
diferenca estatistica entre esses grupos. Por sua vez, o grupo sem uso de drogas
pré-regenerativas teve indices inferiores de expressao de Ki-67 (p<0,001).

No décimo dia apds a intervengao cirurgica, nao houve diferencga

estatistica entre os 3 grupos em estudo. Resultados apresentados no grafico 7.
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Grafico 7. Numero de nucleos de hepatdcitos corados pelo Ki-67 por 1000
células nos grupos: hepatectomia + estenose porta, hepatectomia + estenose
porta + tacrolimus e hepatectomia + estenose porta + insulina, nos dias 2 e 10

apos a cirurgia (média £ DP).
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5.2.4. Expressao do gene IL-6

A expressao do gene |L-6 esteve presente em todas as amostras
coletadas nessa fase do estudo, sendo os resultados apresentados no grafico 8.
Foi observada maior densidade de banda relativa nos grupos que receberam
insulina e tacrolimus quando comparados com o grupo submetido a
hepatectomia com estenose porta. A expressdo do gene de IL-6 foi
significativamente mais elevada no grupo hepatectomia + estenose de porta +

insulina.
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Grafico 8. A) Valores das densidades relativas das bandas do gene da
IL-6 dos figados dos animais dos grupos: hepatectomia + estenose porta,
hepatectomia + estenose porta + tacrolimus e hepatectomia + estenose porta +

insulina (média + DP). B) Bandas correspondentes de RT-PCR, repetidas em

triplicata, de acordo com a metodologia descrita anteriormente.
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5.3. Avaliagao histolégica

Os fragmentos de tecido hepatico, fixados em solu¢do de formol a 2% e
corados com hematoxilina e eosina, foram submetidos a analise histolégica por
microscopia Optica por um unico patologista (Prof. Dr. Carlos Thadeu Cerski),
sem conhecimento dos grupos estudados.

Do ponto de vista histolégico, o figado esta organizado em Iébulos com
as areas portais na periferia e as veias centrais no centro de cada lébulo. No
entanto, funcionalmente, o figado esta estruturado em acinos com o fluxo
sanguineo portal e arterial entrando nos &acinos pela area periportal. Os
hepatdcitos dessa area constituem a zona 1, sendo esta zona mais irrigada e
oxigenada, o que faz com que esses hepatdcitos sejam mais resistentes a um
comprometimento circulatério e tenham maior capacidade de regeneragéo,
possuindo, também, um maior nimero de enzimas para a realizagdo do
metabolismo oxidativo'®.

Os hepatdcitos intermediarios constituem a zona 2 dos acinos e
expressam um padrao enzimatico misto entre os hepatdcitos da zona 1 e da
zona 3. Finalmente, os hepatdcitos que se encontram adjacentes as veias
centrais constituem a zona 3 do acino, sendo menos irrigados e, portanto, com
menores concentragdes de nutrientes e de oxigénio, razao pela qual expressam
enzimas direcionadas para um metabolismo mais quimico e menos aerobio.
Além disso, os hepatécitos da zona 3 sdo mais suceptiveis a lesdo e tém uma
menor capacidade regenerativa'®.

Dessa forma, a avaliacdo do comprometimento isquémico dos modelos

experimentais sera feita junto a veia centrolobular, enquanto a documentagao da
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proliferacdo celular sera realizada preferencialmente nos hepatécitos préoximos
ao espaco porta.

O figado do animal em crescimento, submetido a hepatectomia isolada,
apresenta estrutura sinusoidal tipica com raras figuras de mitose no primeiro dia
apos a cirurgia (figura 8 - 1). A partir do segundo dia, observa-se discreto grau
de esteatose com a presenca de numerosas figuras de mitose (figura 8 — 2).
Esses achados proliferativos recrudescem a partir do terceiro dia (figura 8 - 3),

sendo que no décimo dia ndo se observam alteragdes (figura 8 - 4).
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Figura 8: Microfotografia mostrando os aspectos histolégicos do figado
remanescente de rato em crescimento, submetido a hepatectomia
isolada, nos dias subsequentes a cirurgia (aumento de 300x). Foto 1-
Primeiro dia apds a hepatectomia, notar a estrutura preservada dos
sinusdides e das trabéculas de hepatdcitos. 2 — Segundo dia apds a
hepatectomia, notar a presencga de esteatose e seta mostrando figura
de mitose. Na foto 3, terceiro dia apds a cirurgia, observa-se redugao
da esteatose e auséncia de figuras de mitose. Na foto 4, décimo dia
apo6s a hepatectomia, ndo se percebem alteragdes histolégicas
significativas.

No grupo submetido a hepatectomia 70% associada a ligadura da artéria
hepatica, os resultados da avaliagao histolégica foram similares ao do grupo
hepatectomia isolada. No segundo dia apds a intervengao cirurgica, observou-
se a presenca de esteatose e de figuras de mitose (figura 9 — 1). Nao foi

percebida necrose hepatocitaria significativa no periodo em estudo (figura 9 — 2).
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A partir do terceiro dia, esses achados tornaram-se menos pronuciados,
contudo, a lesao biliar tornou-se evidente pela presenca de lesdo nos nucleos
das células biliares e pela alteragao da proporcionalidade entre o tamanho da
artéria e do ducto biliar (figura 9 — 3). Ao final do periodo de estudo (10 dias),

percebe-se proliferagdo ductular nos espacgos porta (figura 9 — 4).
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Figura 9: Microfotografia mostrando os aspectos histolégicos do figado
remanescente de rato em crescimento submetido a hepatectomia 70%
+ ligadura da artéria hepatica (aumento de 300x). Foto 1- Segundo dia
apos a hepatectomia, notar a presencga de esteatose e seta mostrando
figura de mitose. Na foto 2, veia centrolobular e sinusdides com
estrutura preservada, mostrando integridade dos hepatdcitos, sem
sinais de sofrimento isquémico. Na foto 3, terceiro dia apds a cirurgia,
artéria hepatica (seta branca) com menor propor¢gdo em relagdo ao
ducto biliar (seta preta), o qual ja apresenta célula em picnose. Na foto
4, espaco porta mostrando variagdes de forma e tamanho dos nucleos
ductais, com presenca de proliferacdo ductular.



Resultados 44

No grupo de animais em crescimento submetido a hepatectomia 70%
associada a estenose da veia porta, observa-se presenca de esteatose
macrogoticular a partir do segundo dia, mas com raras figuras de mitose (figura
10 — 1). Observa-se ainda lesdo, principalmente na zona 3, com prejuizo
arquitetural junto a veia centrolobular (figura 10 — 2). No terceiro dia, aumenta o
numero de mitoses e ocorre reducao da esteatose (figura 10- 3). No décimo dia,
nao se observam mais alteragdes significativas nos cortes histolégicos (figura 10

—4).
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Figura 10: Microfotografia mostrando os aspectos histolégicos do figado
remanescente de rato em crescimento, submetido a hepatectomia 70% +
estenose de veia porta (aumento de 300x). Foto 1 - Segundo dia apés a
hepatectomia, notar a presenga de esteatose e a auséncia de figuras de
mitose. Na foto 2, no segundo dia de observagdo, a veia centrolobular
aparece preservada centralmente, observando-se lesdo na zona 3 com
prejuizo da arquitetura sinusoidal. Na foto 3, terceiro dia apds a cirurgia,
verifica-se acentuada redugdo da esteatose e a presenca de figuras de
mitose (seta). Na foto 4, dez dias apds a hepatectomia, ndo ha alteragdes
histoloégicas significativas.

O figado remanescente dos animais jovens submetidos a hepatectomia +
estenose da veia porta, associado ao uso de insulina ou tacrolimus, apresentou
grande numero de figuras de mitose, a partir do segundo dia de observagéao
(figura 11 —1). O aumento da proliferagao celular € visto especialmente na zona

1, junto aos espacos porta (figura 11 - 2), com preservagao estrutural da zona 3
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(figura 11 — 3 e 4). No décimo dia, observam-se raras figuras de mitose e ndo ha

alteragao histolégica significativa.

Figura 11: Microfotografia mostrando os aspectos histolégicos do figado
remanescente de rato em crescimento, submetido a hepatectomia 70%
+ estenose de veia porta, associado ao uso de tacrolimus ou insulina
(aumento de 150 X e 300x). Foto 1 (insulina): Segundo dia apds a
cirurgia, observa-se grande numero de mitoses (setas). Foto 2
(tacrolimus): imagem da imuno-histoquimica, mostrando a expresséao
do Ki-67 predominantemente na zona 1. Figura 3 (insulina) e figura 4
(tacrolimus), mostram a preservagao arquitetural das trabéculas de
hepatdcitos junto a veia centrolobular.



6. DISCUSSAO



Discussao 48

Os modelos experimentais sao importantes instrumentos para a
ampliacdo do entendimento dos mecanismos envolvidos na regeneragao
hepatica, sendo também necessarios para o desenvolvimento e avaliacdo de
novas abordagens terapéuticas’’. Os animais utilizados como modelos
experimentais de regeneracao hepatica variam de tamanho, de camundongos a
porcos.

As caracteristicas anatbmicas do figado de ratos e camundongos
permitem a realizacdo de diferentes graus de ressec¢cdo da massa hepatica,
conforme a combinacdo dos lobos removidos®. A hepatectomia de 70% é o
principal modelo utilizado nos estudos de regeneragao hepatica*®**°.

Além disso, animais de pequeno porte como os ratos sao uteis por serem
de facil manuseio e apresentarem problemas logisticos e financeiros minimos.
Outra vantagem desses animais refere-se ao pequeno espaco fisico necessario
para acomoda-los, fato importante em laboratérios localizados em areas
urbanas.

A maior limitagdo dos modelos cirurgicos € a dependencia da experiéncia
e da habilidade técnica do cirurgido que podem interferir na sua

reprodutibilidade®2.

Animais de pequeno porte, principalmente em
crescimento, como os usados nesse trabalho, requerem aprimoramento técnico
e capacitagdo em microcirurgia, pois desses fatores dependem o sucesso do

procedimento operatério e a sobrevida do animal.
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No Setor de Cirurgia Experimental do Instituto da Crianga do Hospital de
Clinicas da FMUSP, foi previamente desenvolvido um modelo de hepatectomia
em bloco com minima manipulagao de tecidos em ratos recém-nascidos, sendo
essa ressecgao utilizada como a de escolha para o modelo dessa pesquisa®. A
experiéncia e a destreza cirurgica adquiridos com esse modelo prévio tornaram
exequivel a manipulagdo microscopica dos vasos do pediculo hepatico de
animais em crescimento.

Como consequéncia, a resposta inflamatdria e as alteragaos metabdlicas
causadas pelo estresse cirdrgico em si foram reduzidas, atribuindo-se os
resultados obtidos ao fendmeno de regeneracao do figado e ndo a resposta
metabdlica ao trauma cirurgico. Tal fenbmeno pode ser comprovado pela
comparagao dos resultados do grupo sham e dos grupos submetidos a
hepatectomia.

A definicdo do regime anestésico para a realizagdo de procedimentos
cirurgicos em animais de experimentacdo pode ser considerada um desafio.
Muitos fatores influenciam na escolha, como a espécie, o sexo, a idade, o
tamanho do animal e o tipo de cirurgia que sera realizada®®. Nos procedimentos
experimentais envolvendo ressecc¢ao hepatica, a anestesia ideal deve ter minimo
efeito sobre a funcdo hepatica, pois a imediata redugcdo da capacidade
metabdlica secundaria a hepatectomia pode alterar o metabolismo dos
anestésicos utilizados, com repercussao sistémica e sobre os parametros em
estudo®®**,

O isoflurano é um anestésico inalatério metil-etil éter halogenado de alta
estabilidade molecular, o que determina que menos de 0,2% da dose inspirada

seja metabolizada, sendo quase completamente eliminado no ar exalado®*°. O
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tempo de inducéo e de recuperacido é muito rapido, e a profundidade pode ser
facil e rapidamente ajustada. Além disso, o isoflurano apresenta minimo
metabolismo sistémico, pequeno efeito sobre o sistema enzimatico hepatico e
reduzido risco de danos hepaticos®. Sendo assim, escolhemos o isoflurano
como anestésico para os modelos experimentais descritos por ter menor impacto
metabdlico e, consequentemente, menor interferéncia nos dados estudados na
pesquisa.

Dessa forma, a pequena manipulacido, a rapidez do procedimento, a
escolha do anestésico e a minimizacao das complicacdes intra-operatérias com
uso de microcirurgia permitiram o alto indice de sobrevida desse estudo. O
conhecimento detalhado da anatomia dos ratos em crescimento em conjunto
com a utilizagdo de recursos de microcirurgia permitira o desenvolvimento de
outros modelos experimentais para investigagdes sobre etiopatogenia e
fisiopatologia de hepatopatias ainda n&o elucidadas em criangas.

Para quantificagdo da regeneracao hepatica utilizamos a relagao peso do
figado remanescente/peso do rato, o indice mitético, o método imuno-
histoquimico Ki-67 e a expressdo de interleucina 6. Esses sdo métodos
frequentemente usados e cientificamente aceitos na literatura®’®.

O peso do figado para quantificar a massa hepatica € um método
facilmente aplicavel, de baixo custo e bastante usado em modelos
experimentais. O desvantagem desse método é que o peso do figado varia com
o grau de deposigao de lipidios, glicogénio e células inflamatdrias nao residentes,
que pode nao estar relacionado ao processo regenerativo57. Além disso, o figado

€ um grande reservatoério de sangue, e variagées no fluxo sanguineo hepatico

podem alterar as medidas.
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O indice mitético € um método largamente utilizado na literatura e de facil
aplicabililidade® . Contudo, a fase de mitose corresponde a um segmento curto
do ciclo celular, sendo rara a observacdo de mitoses no microscopio de luz
variavel®®.

Dado importante no processo de regeneragao hepatica € que a ocorréncia
de mitoses sofre alteracdo no decorrer do dia. O ciclo circadiano ajuda na
regulacdo da regeneracao hepatica do rato, sendo que o indice mitético dos
hepatdcitos é trés vezes maior as dez horas da manha comparado as oito horas
da noite®®. Estudos relatam que o ciclo circadiano afeta o momento de iniciagdo
da sintese de DNA, no entanto, n&o afeta o pico de sintese de DNA ou o pico de
mitoses®®. No presente estudo, realizamos todas as cirurgias entre nove e dez
horas da manha, a fim de excluir a influéncia do ciclo circadiano nos resultados
dos diferentes grupos.

O Ki-67 € um antigeno nuclear expresso nas fases G1, S, G2 e M do ciclo
celular. Seu indice (percentual de células marcadas/total de células avaliadas) é
utilizado para quantificar a atividade proliferativa celular®®. A proliferacdo dos
hepatdcitos inicia nas areas lobulares, ao redor das triades portais (zona 1), e
depois progride para as areas centrais de 36 a 48 horas, evidenciando a
importancia de medir a expressao do Ki — 67 nas areas de maior concentracao
de nucleos marcados (“hot spots”).

A IL-6 é uma citocina pleomoérfica secretada pelas células T, B,
endoteliais, epiteliais, fibroblastos, mondcitos e macrofagos®'®?. No figado, ela
€ secretada pelos macréfagos residentes no tecido hepatico, denominados de
células de Kupffer, e é considerada uma citocina efetora chave em varios

processos relacionados a fisiologia hepatica, que incluem resposta de fase
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aguda, hepatoprotecdo e mitogénese®®2. A liberacdo de IL-6 constituiu um
passo crucial na regeneragao hepatica. Cerca de 36% dos genes expressos
imediatamente apds a hepatectomia podem ser dependentes da IL-6°"¢3. Sob
estimulo do TNF-alfa, as células de Kupffer produzem IL-6, que por efeito
paracrino ativa os hepatdcitos, tornando-os sensiveis a acdo do HGF®. Por ser
uma proteina de fase aguda, a analise molecular foi realizada nas fases precoces
da regeneracéao (primeiro dia apds a hepatectomia).

Um método padréo ouro de avaliagdo da regeneragao hepatica ainda nao
foi identificado. Cada método esta associado a vantagens e a desvantagens, e
ainda existe muita discrepancia entre eles. Sendo assim, no presente estudo

foram utilizados varios métodos para a avaliagao da proliferacdo hepatocelular.

6.1. Hepatectomia 70%

A regeneracgao hepatica é estudada ha muitos anos, mas a identificagao
de fatores que iniciam a regeneragao hepatica em resposta a hepatectomia
parcial permanecem indefinidos. Mesmo assim, existem diferentes hipoteses
para elucidar os mecanismos fisioléogicos que servem de gatilho para a
regeneragao do figado.

Uma das teses define que a resposta regenerativa é determinada pela
perda de massa hepatica. O aumento das demandas metabdlicas impostas pelo
figado remanescente pds hepatectomia contribui para a sinalizagdo precoce
associada ao processo regenerativo“. Sequencialmente, sdo ativados varios
fatores pré-mitéticos e anti-mitéticos como citocinas, fatores de crescimento,

hormonios e seus receptores, que sdo conhecidamente importantes na
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inicializacdo, progressao e término da regeneracdo hepatica®*®®. Muitos desses
fatores surgem minutos ou horas apds a hepatectomia e constituem a base da
“teoria humoral” da regeneracao hepatica, amplamente estudada em modelos
animais®®®’.

Desde o primeiro relato de ressecgao de 70% da massa hepatica em ratos
adultos em 1931, este tem sido 0 modelo universalmente utilizado para o estudo
da regeneracdo do figado'®. No entanto, poucos estudos foram realizados em
animais em crescimento.

Nos ratos adultos, a relacio entre o déficit hepatico tecidual e a resposta
de replicagao do DNA ocorrre em hepatectomias entre 40 e 68%, provocando
um pico de proliferacdo celular e consequente recuperacdo da massa
hepatocitaria. Nas ressec¢aos menores que 30%, o crescimento do figado
remanescente é lento e ndo sincronizado. Contudo, estudos demonstram que o
figado de ratos em crescimento responde de forma efetiva a perdas de massa
hepatica menores que 10% e, mesmo na auséncia de ressecgdes, ha um estado
proliferativo hepatocitario basal®.

A proporcao de hepatécitos que proliferam apds a hepatectomia diminui
com a idade, sendo de 99,8% em ratos recém desmamados, de 93% em ratos
adultos e de 77% em ratos senescentes®®. Supde-se, portanto, que a sequéncia
e a intensidade dos eventos envolvidos na regeneracdo hepatica em animais
adultos ndo sejam completamente transponiveis aos animais em crescimento.

No grupo de ratos em crescimento submetidos a hepatectomia péde-se
observar a recuperagao gradual da massa hepatica a partir do primeiro dia de
pods-operatorio, chegando a niveis iguais ao do controle no terceiro dia. Esse

aumento pronunciado da massa hepatica, de forma precoce, difere dos estudos
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em ratos adultos em que essa recuperagao ocorre mais tardiamente (em torno
de 2 semanas)®.

A analise histologica evidenciou a presencga de esteatose no parénquima
hepatico, coincidindo com tal aumento de peso. As figuras de mitose e a
expressao do Ki-67, que refletem a atividade proliferativa, foram detectadas em
maior frequéncia no segundo dia, mostrando que a recuperagao do peso do
figado ocorreu também as custas de replicagdo celular e ndo apenas pelo
acumulo de gordura. Resultados similares foram encontrados em estudo de
regeneragao hepatica em ratos recém-nascidos'®.

Embora tenha sido descrito o acumulo de gordura no parénquima
hepatico nas fases iniciais da regenerag¢ao, nao sao conhecidos 0s mecanismos
responsaveis nem o significado funcional de tal alteragdo. Foi demonstrado que
o bloqueio desse acumulo de gordura pela administragao de leptina prejudica a
proliferagdo hepatocitaria durante a regeneragdo em camundongos adultos®®.

Possivelmente, a imaturidade dos sistemas enzimaticos dos hepatécitos
dos animais em crescimento leva a insuficiénica relativa do metabolismo lipidico,
quando submetidos a situacdo de demanda metabdlica aumentada do
parénquima residual apds a resseccgao parcial da massa hepatica. E isso levaria
ao acumulo excessivo de gordura no hepatécito®®. Contudo, esse acimulo de
lipidios ndo parece interferir negativamente na resposta regenerativa do figado,
visto que o pico de proliferagdo celular, assim como o ganho proporcional de
peso hepatico com resolucédo da esteatose ocorreram mais precocemente que
no animal adulto.

Dentre os reguladores de proliferagao celular, estudou-se a expressao do

gene da interleucina 6, que é importante fator pro-regenerativo e uma proteina
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de fase aguda do figado. Mais de 35% dos genes que s&o precocemente
induzidos no processo de regeneragao hepatica sao regulados pelo menos
parcialmente pela IL-6"°.

Estudos prévios relataram aumento da expressdo de RNA mensageiro de
IL-6 e niveis séricos elevados de IL-6 em resposta a agressao cirurgica ou a

inflamagao’ "2

, 0 que também foi observado no grupo sham do presente
trabalho. Com a hepatectomia, houve um aumento ainda maior na expressao do
RNA mensageiro, o que sugere que a IL-6 esteja realmente envolvida nos
mecanismos de regeneracao hepatica do animal em crescimento.

As semelhangas entre os processos de regeneragdo em animais de
experimentagao e em seres humanos sugerem que 0s mecanismos que regulam
a regeneragcdo sao similares entre as espécies e que os conhecimentos
adquiridos com os estudos experimentais podem ser aplicados aos seres
humanos®. Percebe-se, portanto, a importancia dos estudos em animais de
experimentacdo com idade cronoldgica compativel com pacientes pediatricos,

visto que o transplante e as cirurgias hepaticas, assim como as complicagdes

vaculares pos-cirurgicas, sdo cada vez mais comuns nessa populagao.

6.2. Hepatectomia 70% + ligadura da artéria hepatica

A trombose da artéria hepatica € uma complicagdo grave apos o
transplante de figado pediatrico, com uma incidéncia entre 7% e 17%"° . Sabe-
se que o suprimento sanguineo para o parénquima hepatico e para o sistema

biliar apds o transplante depende, inicialmente, da artéria hepatica®. A perda de
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aporte arterial (responsavel por 70% do sangue oxigenado) pode levar a necrose
do enxerto agudamente e, nos casos tardios, a sintomas relacionados a leséo
isquémica dos ductos biliares®.

A trombose arterial precoce (até um més péds transplante) pode ser pouco
sintomatica em alguns casos, sendo identificada no pds-operatoério através de
exame ultrassonografico de rotina. Se a trombose arterial ndo é reconhecida, a
evolucdo clinica dependera do desenvolvimento de circulacdo colateral e de
infecgdes associadas ao comprometimento isquémico da via biliar. A mortalidade
na trombose arterial precoce é estimada em 33%, sendo que metade dos
receptores perdem o enxerto e necessitam de retransplante’.

O remodelamento do tecido hepatico depende de uma circulagcao
sanguinea adequada para o figado remanescente e do desenvolvimento de uma
nova microvasculatura hepatica, visto que, apdés a hepatectomia, ocorre uma
elevacdo das forcas hemodinamicas impostas as células hepaticas. Essas
mudancas ocorrem imediatamente apds a ressecgao e persistem por varios dias
até a massa hepatica ser restaurada’.

Apods a hepatectomia a 70%, a contribuicdo sanguinea portal por unidade
tecidual triplica, afinal todo o fluxo de sangue proveniente dos 6érgaos
esplancnicos passa por um leito capilar hepatico que corresponde
matematicamente a um terco do original’®. Existem varios trabalhos sugerindo
que essas alteracbes hemodinamicas ocorridas logo apds a hepatectomia séo
importantes e induzem um espectro de eventos que servem para a iniciacao da
regeneracido hepatica’’.

Exitem trés teorias sugerindo que a mudanga no padrao hemodinamico

de fluxo sanguineo hepatico inicie a cascata de sinalizagdo: o aumento do
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volume do fluxo portal por unidade de massa hepatocitaria, o0 aumento de trés
vezes dos fatores de crescimento e das citocinas transportadas pelo sangue
portal provenientes do intestino e do pancreas, e a diminuicdo do suplemento de
oxigénio ao figado devido & hipoperfusao arterial’®.

O potencial impacto da mudanga da pressado parcial de oxigénio no
sangue hepatico apds a hepatectomia a 70% precisa ser melhor entendido. O
sangue portal tem uma concentragdo muito menor de oxigénio comparado com
o sangue arterial. O aumento relativo do sangue portal por unidade de tecido
hepatico apds a hepatectomia resulta em dimininuicdo da pressao parcial de
oxigénio no sangue, podendo ser um desencadeador da regeneragao pela
resposta isquémica®.

A despeito das melhorias na técnica cirurgica e dos cuidados intensivos
no pos-operatorio, alguns pacientes ainda apresentam regeneracgéao deficiente e
disfungdo hepatica apds hepatectomias extensas’®. O excesso de fluxo portal
contribui para a disfungao e insuficiéncia hepatica apds grandes ressecgdes do
figado, transplantes hepaticos segmentares, assim como apds transplantes
hepaticos em pacientes com hipertensdo portal severa ndo compensada’®8%8",
Como consequéncia da hiperperfusao venosa portal em figados reduzidos, a
resposta compensatdria do fluxo arterial causa hipoperfusao arterial®*%2.

Como a regeneracao hepatica requer uma grande quantidade de oxigénio
pelo aumento das demandas metabdlicas e da sintese de DNA, um baixo influxo
arterial pode ser pouco tolerado nos figados reduzidos, aumentando o risco de
disfuncdo do 6rgdo®®%. A falha na regeneracéo em transplantes segmentares

com trombose arterial poderia ser parcialmente simulada por uma hepatectomia

acompanhada pela ligadura da artéria hepatica®.



Discussao 58

No nosso modelo em animais em crescimento, a hipoxemia causada pela
ligadura da artéria hepatica nao influenciou de forma significativa os marcadores
de proliferagao celular. O pico do numero de mitoses e da expressao do Ki-67
ocorreu no segundo dia, similar ao grupo hepatectomia isolada, sem diferenca
estatistica em relagéo a intensidade desse pico entre esses grupos. O mesmo
ocorreu em relagao a proporgao peso do figado remanescente/peso do rato.

A expressao da IL-6 também foi similar entre o grupo hepatectomia 70%
e 0 grupo hepatectomia 70% + ligadura da artéria hepatica, mostrando que o
insulto hipoxémico parece nao ter aumentado a principal proteina indutora
precoce da regeneracgao. Tal resultado nos leva a inferir que o principal estimulo
para regeneragao em animais em crescimento é a redugédo do volume hepatico
apos a resseccao e nao a lesao hipoxémica causada pela ligadura da artéria.

Esses resultados diferem dos resultados descritos por Micholoupolos e
cols., onde os ratos adultos submetidos a ligadura da artéria hepatica apos
hepatectomia tiveram falha da regeneragéao hepatica®. Essa diferenca, talvez
possa ser explicada por uma maior tolerancia a hipoxemia hepatica dos animais
em crescimento, visto que a ligadura da artéria ndo causou necrose hepatocitaria
na avaliagao histolégica, nem aumento das citocinas inflamatérias (IL-6) em
comparagao ao grupo hepatectomia.

Estudos recentes, também mostraram que a hipoxemia no figado pode
ser regulada através de vias diferentes das classicas, uma vez que o HIF-1 alfa
(hypoxia-inducible factor 1-alpha) nao foi identificado no nucleo do hepatécito,
mas visto no peroxissoma e na mitocondria®’. Essas vias ainda ndo foram
estudas em animais em crescimento, sendo a sua atuacao ainda nao elucidada

nessa populacao.
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Na pratica clinica, observamos que criangas submetidas a transplante
com trombose de artéria hepatica precoce podem evoluir sem disfuncao hepatica
aguda, mantendo as provas de sintese hepatica preservadas e tempo de
sobrevida sem retransplante elevado. Contudo, as complicacbes biliares
resultantes do insulto isquémico levam a estenoses biliares e a colangites de
repeticdo, podendo causar a perda do enxerto tardiamente. Nesses pacientes
pediatricos aventa-se a possibilidade de tratamento conservador na
indisponibilidade de enxerto para retransplante”.

No nosso modelo de ligadura da artéria hepatica, ndo foi realizada a
substituicdo do figado ou simulagdo das condi¢gdes de isquemia/reperfuséao,
sendo que os nossos resultados nao podem ser extrapolados para o transplante
hepatico. Contudo, a regeneragdo hepatica no modelo de ligadura de artéria
hepatica mostrou similaridade com o que ocorre nos pacientes com a evolugao
acima descrita.

A lesdo Dbiliar isquémica causada pelo comprometimento da
vascularizagado hepatica arterial, apesar de ndo ser objeto do presente estudo,
foi demonstrada pela proliferagdo ductular no espago portal com
comprometimento necrético das células ductais, sem infiltrado inflamatério.
Esses achados corroboram com a literatura, mostrando que a via biliar é
perfundida pelo sangue arterial proveniente da artéria hepatica®. Além disso,
esses resultados confimam que a ligadura da artéria foi efetiva ao mostrar a
lesao isquémica biliar, e que, de fato, essa alteracdo de fluxo ndo modificou a

regeneragao hepatica nos animais em crescimento.
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6.3. Hepatectomia 70% + Estenose da veia porta

O transplante hepatico € o unico tratamento efetivo para uma variedade
de doencas hepaticas irreversiveis na crianca. O limitado numero de doadores
pediatricos leva ao uso de figados provenientes de adultos, com a realizagao
cada vez mais frequente de transplante de segmentos ou lobos hepaticos, como
os transplantes intervivos e aqueles com particdo do figado (“split liver’). Essas
anastomoses sao complicadas pela diferencga de calibre da veia porta do doador
e do receptor, bem como por limitacdo no comprimento da veia porta, que pode
nao alcancgar a jungao espleno-mesentérica do receptor®.

As complicacdes da anastomose portal podem ser classificadas em trés
tipos: anomalias do fluxo portal, estenose da anastomose portal e trombose de
veia porta. Na maioria dos pacientes a trombose portal ocorre precocemente no
pds-operatorio € necessita de intervengao de urgéncia ou mesmo retransplante
por disfuncido do enxerto. As anomalias do fluxo e a estenose portal acometem
11% e 8%, respectivamente, das criangas submetidas ao primeiro transplante
hepatico™.

Imediatamente apds o transplante, o fluxo sanguineo total do figado
aumenta por meio do incremento do influxo portal, devido ao maior débito
cardiaco e a substituicdo do figado doente. A hipoperfusdo ou a hiperperfuséo
através da veia porta podem ser responsaveis pelo comprometimento da
regeneragao hepatica nos primeiros meses apés o transplante®®®. Acrescentar
um fator complicador a hepatectomia parcial para a restauracido hepatica
desperta interesse cientifico, visto que simula situacdes reais da pratica clinica.

A vascularizagao portal do rato se divide em dois grandes ramos: o0 ramo

direito que irriga exclusivamente o lobo direito; e o ramo esquerdo, responsavel
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pela irrigacao do restante do parénquima hepatico; sem variagdes anatémicas
de importancia significativago. Assim, no nosso modelo, a estenose da veia porta
antes da bifurcacdo da mesma garante que o aporte total de sangue proveniente
da veia esplénica e da veia mesentérica esteja reduzido. Tal modelo se
diferencia dos outros existentes que estudam a obstrugcdo de segmentos portais
separadamente, a fim de avaliar a atrofia do lobo hepatico sem fluxo portal e a
hipertrofia do restante do figado com perfusdo preservada'®'>'491,

Quando realizada a oclusdo completa da veia porta nos ratos em
crescimento, simulando uma trombose aguda da veia porta, todos os animais
morreram em poucas horas, resultado similar ao encontrado na literatura em
animais adultos®. Isso mostra que os animais n3o toleram a redugdo abrupta de
aproximadamente 80% do fluxo total do sangue para o figado, causando necrose
do 6rgado. Dessa forma, optamos por criar um modelo de hepatectomia 70% +
estenose da veia porta.

Para determinar o indice de constricdo da veia nos baseamos em estudos
prévios em animais adultos. Rodrigues e cols. demostraram que a estenose
venosa junto ao tronco portal de cerca de 50% (moderada) € suficiente para
provocar hipertensao portal pré-hepatica em animais adultos sem mortalidade
elevada, sendo usada a férmula matematica especifica para a taxa de
constricgao (1-1 r?/  R?) x 100%%.

Recentemente, Yang e cols. mostraram, através de ecografia, que
modelos em ratos de estenose moderada (a partir de 50%) sdo acompanhados
por alteracdo na velocidade e indice de resisténcia na area estendtica e pré-

estendtica da veia®®. Essas alteragdes sdo também visualizadas nas ecografias
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de pacientes com estenose portal pds-transplante e em criancas onde a
desproporcgao entre a veia do doador e do receptor é significativa94.

Nobuoka e cols. criaram um modelo para reducao do influxo portal através
da ligadura parcial do tronco da veia porta por microscopia®. Além de ser um
procedimento cirurgico complexo, a constricao induzida por sutura pode perdurar
apenas durante um periodo de tempo, dependendo do fio utilizado, e a operacao
de sutura transporta um risco muito maior de dano a veia porta, de hemorragia
e de trombo secundario. Entdo, no presente estudo, foi realizada a constricdo
venosa extrinseca ao vaso com material ndo absorvivel, ocasionando menor
injuria ao endotélio do vaso e relativa estabilidade quando comparada ao método
de sutura.

O fluxo sanguineo constante do figado € fundamental para suas varias
funcbes homeostaticas. O figado recebe 25% do débito cardiaco e 75% do
volume sanguineo chega ao figado através da veia porta, sendo proveniente do
estdmago, intestino, baco e pancreas’”.

Como referido anteriormente, existem trés teorias sugerindo que a
mudanga no padrdao hemodindmico de fluxo sanguineo hepatico, pds
hepatectomia, inicie a cascata de sinalizacdo: o aumento do volume do fluxo
portal por unidade de massa hepatocitaria, o aumento dos fatores de
crescimento e das citocinas transportadas pelo sangue portal, e a diminui¢gao do
suplemento de oxigénio ao figado devido & hipoperfusao arterial’®.

Em condigdes fisiolégicas, alteragdes no fluxo sanguineo venoso portal
sdo contrabalanceadas por mudangas concomitantes no fluxo sanguineo
arterial, conhecida como resposta arterial compensatéria (hepatic buffer

response)®°75% Essa resposta ocorre pelo seguinte mecanismo: a adenosina,
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independente da demanda de oxigénio, é secretada no espago de Mall e serve
como um potente dilatador da artéria hepatica, sendo sua concentracao variavel

1. Concentracdes elevadas de adenosina levam a

de acordo com o fluxo porta
dilatacao da artéria hepatica com o subsequente aumento do fluxo arterial, assim
compensando a mudancga do fluxo portal. Embora a capacidade arterial resulte
apenas em uma compensacao parcial ao fluxo portal, € o suficiente para
compensar integralmente a diminuicdo de oxigénio® .

Richter e cols. mostraram a existéncia de shunts arteriolo-portal-venular
dilatados como resultado compensatério da artéria hepatica, permitindo uma
distribuicdo homogénea do fluxo sanguineo microvascular e do aporte de
1%,

oxigénio durante condicbes de restricdo do fluxo porta Varios estudos

confirmam que a descompressao da veia porta, com a normalizagao da pressao
e do fluxo portal, melhora a regeneragéo’®*°

Assim, no nosso modelo, interferimos diretamente nos possiveis
mecanismos hemodinamicos inicializadores da regeneragdo. Ao reduzirmos o
fluxo portal (que estava aumentado apds a hepatectomia), provocamos a
diminui¢ao do influxo de nutrientes e fatores de crescimento vindos da circulacéo
esplancnica e promovemos o aumento do aporte de sangue arterial, com
reducao do estimulo hipoxémico a regeneragédo. No entanto, esse processo €
mais complexo e envolve também a microcirculagao.

Apd6s a hepatectomia, as células hepaticas, em especial as células de
Kupffer e as células do endotélio sinusoidal, sdo expostas a forgas
hemodinamicas excessivas. O aumento do fluxo sanguineo sinusoidal no figado

remanescente e a consequente tensao de cisalhamento (shear stress) na

superficie do endotélio € um dos principais estimulos para regeneracdo®.
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A estimulagao direta das proteinas da superficie luminal leva a ativagao
dos canais de caélcio, que sao postulados como reguladores da proliferagéo

celular, e da producdo de oéxido nitrico'®".

Além disso, mudancas
ultraestruturais sdo observadas, como o aumento da permeabilidade do
endotélio sinusoidal para circulacdo de substancias hepatotrépicas'®.

A relagao entre o fluxo sanguineo hepatico e a regulagao da proliferagao
hepatocitaria foi demonstrada pela prevencao da tensao de cisalhamento apos
a hepatectomia, causando o bloqueio da cascata de regeneragédo. Assim, a
ligadura seletiva de um ramo da veia porta resulta no aumento do fluxo portal e
da tensdo de cisalhamento no lobo n&o ligado, o que é acompanhado do
aumento dos fatores de proliferagao’®.

Para que ocorra a regeneragao hepatica é necessaria a interagao entre
diversos fatores. No periodo de iniciagdo, os principais sao o TNF-alfa, IL-6 e
NO. Na fase de progressao, HGF, EGF e TGF-alfa sdo os mais importantes.
Para que a proliferacdo dos hepatécitos ocorra mais intensamente, outros
fatores como a insulina, o glucagon, a noradrenalina também atuam®. A
alteragao da regeneragao hepatica caracterizada pelo atraso na ativagdo dos
fatores de transcricado e pela diminui¢ao da sintese de DNA hepatocelular ocorre
pelo bloqueio de varios sinais mitogénicos, como por exemplo, HGF (hepatocyte
growth factor), EGF (epidermal growth factor), TGF-alfa (transforming growth
factor alpha), e outras substancias, incluindo a norepinefrina, prostaglandinas,
insulina, TNF-alfa (tumor necrosis factor alpha) e outros'®*19°4°.

O sangue proveniente da veia porta contém inumeros fatores

hepatotréopicos oriundos da circulacdo esplancnica, como os hormdnios

pancreaticos, os nutrientes absorvidos pelo intestino e o HGF. Este ultimo
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provém em grande quantidade da circulagao esplancnica’®. Abshagen e cols.
demonstraram que imediatamente apds a hepatectomia parcial a pressao portal
se eleva significativamente as custas de maior fluxo sanguineo'®. Este é um
mecanismo encontrado pelo figado para aumentar a quantidade de nutrientes e,
consequentemente, proporcionar uma adequada proliferacdo de células
hepaticas.

No modelo em estudo, observou-se que apds a realizacdo da estenose
portal houve redugao da razao peso do figado remanescente/peso do rato, do
indice de mitoses, da expressao do Ki-67 e do gene IL-6, demostrando redugao
significativa da regeneragao hepatica quando comparado ao grupo em que foi
realizada apenas a hepatectomia. Essa alteragao também foi caracterizada pelo
atraso e menor pico de proliferagdo celular hepatocitaria (no terceiro dia pos
hepatectomia), enquanto que nos grupos que nao tiveram prejuizo do influxo
portal esse pico ocorreu no segundo dia apds a ressecgao hepatica e foi de maior
intensidade.

Assim, esses resultados sugerem que a criagdo de um obstaculo ao fluxo
portal associado a hepatectomia leva a alteracbes dos mecanismos
hemodinamicos e humorais, sendo o prejuizo a regeneragdao hepatica
multifatorial. A diminuigdo do fluxo portal pela estenose gera menor tensao de
cisalhamento na microvasculatura e diminuicao do estimulo proliferativo. Além
disso, a reducdo do influxo de nutrientes e fatores de crescimento vindos de
outros 6rgaos também prejudica a regeneragdo hepatica. Nesta avaliagéo
percebeu-se, ainda, que o volume hepatico nao foi restaurado no periodo de

observacao de 10 dias, diferente dos animais sem obstrucao portal.
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Na pratica clinica, observamos que a pressado venosa portal € um fator
hemodinamico significativo que influencia o estado funcional do figado e a
regeracdo do enxerto apds o transplante segmentar intervivos'%'%’. A literatura
mostra que a dilatagdo das estenoses moderadas de veia porta e a colocacao
precoce de stent conferem um melhor progndéstico em pacientes pediatricos apds
o transplante hepatico'®.

Em resumo, foi criado um modelo de regeneragdo hepatica combinado
com estenose da veia porta, baseado no modelo classico existente de
hepatectomia a 70%. Os procedimentos cirurgicos foram padronizados, sendo
caracterizados pela simplicidade e reprodutibilidade. Os dados obtidos podem
ser usados para a maioria das condi¢oes de regeneragao hepatica com redugéo
do fluxo portal, embora este experimento nao reflita de forma real o que ocorre

nos pacientes submetidos a transplante hepatico com complicacao vascular.

6.4. Insulina

O modelo de regeneracao hepatica com estenose da veia porta em
animais em crescimento pode ser aplicado na investigagao do uso de terapias
capazes de reverter os efeitos deletérios da privagao do aporte sanguineo portal.
Sendo assim, optamos por escolher um fator hepatotrépico, proveniente da
circulagao esplancnica, que estaria diminuido devido a reducao do fluxo portal.

Como o figado é um 6érgéao vital, € necessario manter a homeostase
metabdlica durante o periodo de regeneragdo. Normalmente, apés uma
hepatectomia com ressecgdo de 70% do figado, os niveis de insulina caem

abruptamente em poucos minutos apds a cirurgia e retornam a niveis normais



Discussao 67

em poucas horas'®. Essa queda previne a hipoglicemia, uma vez que a
capacidade de gliconeogenése do figado também esta reduzida apds a
hepatectomia. A ativacao do receptor de insulina ocorre 1h apds a hepatectomia
e a nova ativagao ocorre por um periodo mais prolongado de 6 a 18h apds a
cirurgia™°.

A insulina € um importante fator hepatotréfico, com varias evidéncias
mostrando que sua presencga € fundamental para a regeneragao hepatica''®. Em
cultura de células, muitos estudos tém documentado os efeitos da insulina na
transducao do sinal mitogénico e nas vias de expressao de genes reguladores

de crescimento'"’

. De fato, foi demonstrado uma reducédo na resposta génica
imediata em animais diabéticos submetidos a hepatectomia, sugerindo que a
deficiéncia insulinica leva a alteragao da via de sinalizagao intracelular comum
tanto ao metabolismo quanto a mitogénese, e consequentemente, a resposta
regenerativa insuficiente''2.

A acao da insulina ocorre pela sua ligagdo com a subunidade a do seu
receptor tetramérico e pela ativacdo da tirosina quinase na subunidade B,
levando a autofosforilacdo intramolecular de residuos especificos de tirosina da
subunidade 3, com aumento da tirosina quinase do receptor para outro substrato
proteico’*"'*115 Esse evento primario leva a subsequente tirosil fosforilagdo do
receptor de insulina citoplasmatico substrato 1 (IRS-1)""°. A proteina IRS1
também desempenha um papel importante na transmissao do sinal da insulina
aos reguladores intracelulares envolvidos no crescimento dos hepatécitos' %"
A administracdo de insulina em ratos diabéticos produziu um marcado

aumento na sintese de DNA, mostrando a participacédo precoce da insulina nos

eventos de proliferacdo hepatocitaria, incluindo a sintese proteica'’®. Se ha
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obstrucado de fluxo portal para o lobo hepatico, ocorre atrofia do mesmo; em
contraste, a injegcao de insulina reverte esse processo®*. Ademais, o diabetes
mostrou-se como fator de risco independente para menor hipertrofia no lobo nao
embolizado apds embolizagdo da veia porta''®1%°,

No modelo em estudo, a aplicagdo de insulina reverteu os efeitos
deletérios da diminuicdo do influxo portal. Esse fato pode ser observado pelo
aumento importante na intensidade do pico e da manutencao de mitoses, pela
maior expressao do Ki-67, bem como pelo aumento das bandas de densidade
relativa da interleucina 6.

Em relagcéo a proporgao peso do figado remanescente/peso do rato ndo
houve aumento quando comparado ao grupo hepatectomia 70% + estenose de
veia porta, nas 48h apo6s o procedimento. Esse foi o unico marcador indireto de
regeneragao hepatdécitaria que ndo aumentou apos o uso de insulina. Tal fato
poderia ser explicado pelo maior aumento do denominador da equacéo,
causando uma redugao do valor da propor¢cdo. Um maior ganho ponderal dos
ratos submetidos a hepatectomia com estenose portal associado ao uso de
insulina seria decorrente da hipoglicemia e necessidade de uma maior ingesta
de alimentos no periodo subsequente a cirurgia, contudo, essa possibilidade nao
foi avaliada no estudo. Apesar desse menor aumento da proporgado de peso na
fase precoce apds a intervencdo, no décimo dia percebe-se um aumento
significativo da propor¢céao peso do figado remanescente/peso do rato em
comparagao ao grupo sem insulina, corroborando com os outros achados que

demonstram maior regeneragao hepatica com o uso de insulina nos animais com

estenose portal.
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Motersen e cols. observaram que a resposta regenerativa genética varia
de acordo com o volume da resseccéao e, consequentemente, com o aumento da
pressado portal. De fato, eles perceberam diferengas na propagag¢ao do ciclo
celular e na cascata de caspases entre as hepatectomia a 65% e a 75%"2".
Essas discrepancias poderiam ser atribuidas as diferencas de pressao
sinusoidal (shear stress) por unidade de tecido hepatico ou as alteragées nas
concentragbes das substancias hepatotrépicas portais entregues ao figado
remanescente®’.

Os resultados em conjunto do nosso estudo sugerem a reversao parcial
dos efeitos deletérios da hipoperfusao portal com o uso de insulina. Esses
achados nos levam a inferir que a redugao do fluxo portal em si ndo é o estimulo
primordial para a redugdo da regeneragao hepatica, mas apoiam a teoria do
papel dominante dos constituintes do sangue esplancnico como estimuladores
da regeneracdo do figado'®*'%. A favor dessa teoria, Mortensen e cols (89 do
apraisal) mostraram que a indugdo de um aumento isolado no fluxo sinusoidal
nao afetou o crescimento hepatico'?.

Na pratica clinica, Xu e cols. demonstraram que a administragcao de
insulina intra-portal no enxerto hepatico de doadores intervivos melhorou as
provas de fungdo hepatica nos receptores'?*. Okabayashi e cols mostraram o
efeito benéfico da terapia insulinica na prevengao da disfungcdo hepatica em
pacientes submetidos a hepatectomias extensas'®®. Atualmente, verfica-se a
importancia do papel da interleucina 6 ndo apenas no estimulo regenerativo, mas

também no metabolismo hepatico e na resisténcia insulinica'?®.
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6.5. Tacrolimus

Os fendbmenos regenerativos sao importantes apds o transplante
hepatico, especialmente quando sdo usados figados bipartidos (split liver) ou
reduzidos. Atualmente, o tacrolimus (FK 506) é o agente imunossupressor de
escolha em pacientes pediatricos submetidos a transplante de figado'?”. Devido
a relevancia dos fendmenos regenerativos no figado transplantado e a
possibilidade de interferéncia de multiplos fatores, surge o interesse em avaliar
a acao de drogas imunossupressoras mediante complicagdes vasculares.

O tacrolimus € um dos imunossupressores da classe dos inibidores da
calcineurina, juntamente com a ciclosporina. A calcineurina é uma fosfatase
calcio dependente responsavel pela transcricdo da interleucina 2, principal
citocina envolvida na resposta imunolégica mediada pelo linfécito T. Assim, o
tacrolimus inibe a producdo de interleucina 2, bloqueando os mecanismos
envolvidos na rejeicdo celular®.

Varios estudos tém demonstrado que os inibidores da calcineurina
promovem regeneracdo hepatica por uma via ndo imunoldgica®"'?®. O
tratamento com tacrolimus aumenta os indices mitdticos no figado em
regeneracio de ratos adultos'?. Existe uma tese de que as células NK (linfcitos
natural killer) nos sinusoides hepaticos controlem a regeneragao hepatica, pois
elas exibem citotoxidade contra os hepatdcitos em regeneragdo no modelo de

hepatectomia parcial'®®.

Tamura e cols. sugerem que o FK506 promove
regeneragao por diminuigdo do numero e da atividade das células NK e n&o por
alteragdes em fatores de crescimento (HGF e TGF-beta)?.

Escribano e cols. observaram que o tratamento com tacrolimus antes da

resseccado de 70% do parénquima hepatico em ratos adultos promove a
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regeneragao por aumento da expressao dos receptores de insulina nos
hepatdcitos'®. Tal achado foi confirmado por Aihaiti e cols., os quais sugerem
fortemente que o tacrolimus facilita a proliferacido dos hepatdcitos por elevar a
expressao dos receptores de insulina e a produgdo de TGF-alfa™""*2, Por fim,
estudos também demonstram que o tacrolimus atua como fator de crescimento
isolado, facilitando a fase de priming da regeneragao, além de reduzir o stress
isquémico celular e modular a resposta inflamatéria de forma positiva'?'3%134,

No nosso trabalho, observamos que o tratamento com tacrolimus
aumentou de forma significativa a razdo peso do figado remanescente/peso do
rato, o numero de mitoses por campo, o numero de nucleos de hepatécitos
corados e a expressao do gene da interleucina 6. Além disso, no décimo dia de
observacao, a proporcao de peso era similar aos ratos que foram submetidos a
hepatectomia sem estenose portal, mostrando que o tacrolimus reverteu, pelo
menos parcialmente, os efeitos prejudicias da estenose portal para a
regeneragao hepatica

Esses dados diferem dos achados de Tannuri e cols., uma vez que os
autores nao demonstraram o efeito positivo do uso de tacrolimus na regeneragao
hepatica em ratos recém-nascidos'®. Nesse estudo também nao foi demonstrado
aumento na expressao do gene da IL-6"°. Provavelmente, essa discrepancia de
resultados seja devida ao fato de que os animais recém-nascidos apresentem
uma resposta diferente ao FK506, em razao da imaturidade dos seus sistemas
em relagao ao dos ratos em crescimento. Nossos resultados assemelham-se aos
encontrados em trabalhos utilizando ratos adultos, conforme descrito

anteriormente?? 129130,
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A agao pro-regenerativa do tacrolimus parece ser multifatorial, pois o FK
506 age reduzindo a atividade dos linfécitos NK e também atua como fator de

crescimento isolado®> 137,

No nosso modelo animal especifico, o fato do
tacrolimus aumentar a expressdo dos receptores de insulina parece ser
importante, pois, como visto anteriormente, o prejuizo da regeneracao hepatica
por reducao do influxo portal é revertido com o uso de insulina. Assim, mesmo

com a reducgao da concentragao portal de insulina, o aumento dos receptores

poderia ser suficiente para a agao desse fator hepatotropico.
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A andlise dos resultados, de acordo com os objetivos previamente
descritos, permite concluir que:

- O modelo experimental de regeneracdo hepatica em rato jovem
submetido a hepatectomia 70% com estenose de 50% da veia porta foi factivel,
sendo padronizado e de facil reprodutibilidade na pesquisa.

- O modelo experimental de regeneragdo hepatica em rato jovem
submetido a hepatectomia 70% com ligadura e resseccgédo parcial da artéria
hepatica foi factivel, sendo padronizado e de facil reprodutibilidade na pesquisa.

- Utilizando-se métodos histomorfométricos, imuno-histoquimicos e
moleculares, observou-se menor proliferagdo celular nos ratos jovens
submetidos a resseccao parcial do parénquima hepatico com estenose de veia
porta comparativamente aos demais grupos em estudo.

- Utilizando-se métodos histomorfométricos, imuno-histoquimicos e
moleculares, ndo houve diferenga estatisticamente significativa nos marcadores
de proliferagdo celular nos ratos jovens submetidos a ressecg¢ao parcial do
parénquima hepatico com ligadura da artéria hepatica comparativamente com o
grupo sem lesao vascular.

- O uso de tacrolimus e de insulina no grupo experimental submetido a
hepatectomia + estenose de veia porta aumentou a regeneragdo hepatica em
comparagao ao grupo sem uso de drogas, avaliada através da proliferagéo

celular por métodos histomorfométricos, imuno-histoquimicos e moleculares.
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Anexo A. Descricao da metodologia do RT- PCR

Extracdao de RNA

A extragdo de 4&cido ribonucléico (RNA) foi realizada através de
aproximadamente 100mg de tecido hepatico fragmentado em pulverizador de
tecido (Mikro- Dismembrenator Il, B.Braun, Melsungen, Germany) ap6s adigao
de nitrogénio liquido. O pulverizado foi homogeneizado em 700ul da solugéo
TRIZOL® (INVITROGEN Life Technologies, USA).

A solugao assim obtida foi incubada durante 5 minutos em temperatura
ambiente para completa dissociagao de nucleoproteinas e, em seguida, foram
adicionados 200ul de cloroférmio. Esta solugao foi centrifugada na velocidade
de 10.000 rotagbes por minuto (rpm) durante 15 minutos em temperatura
ambiente. Ao término da centrifugacgao, obteve-se a separagao da mistura em 3
fases: uma inferior de coloragao avermelhada (fenol-clororérmio), uma interfase
(proteinas), e uma superior, incolor e aquosa. Esta ultima, que contém o RNA,
foi transferida para um tubo limpo onde foi adicionado alcool isopropilico. A
solugcado permaneceu em repouso durante 15 minutos em temperatura ambiente
e, em seguida, foi submetida a centrifugagéo na velocidade de 10.000 rpm por

15 minutos. O RNA ficou precipitado no fundo do tubo ao término da
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centrifugacéo. Este foi ressuspenso em agua bidestilada tratada com 0,01% de
Dietilpirocarbonato (DEPC) e armazenado a -80°C para posterior avaliagao.

A concentracdo de RNA foi determinada com a utilizacdo de
espectrofotbmetro para analises qualitativas e quantitativas de DNA/RNA
modelo Biofotdmetro (Eppendorf AG, Alemanha), nos comprimentos de onda
260 e 280 nm.

Apds a determinagdo da concentragdo, um micrograma do RNA foi
submetido a eletroforese em gel de agarose para avaliagao da sua integridade
através da visualizagdo dos fragmentos correspondentes ao RNA ribossémico

18S e 28S.

Transcrigao Reversa

Um micrograma de RNA total foi utilizado na sintese de acido
desoxirribonucléico complementar (cDNA) através da utilizagdo da enzima
Superscript Il RnaseH transcriptase reversa (INVITROGEN Life Techonologies,
USA). A reagdo compreendeu os seguintes reagentes: 1ul de RNA total,
100pmoles de Oligo (dT) 12-18 primers, 5X tampao da enzima, 0,1M de
dithiotreitol, 500pM de cada um dos deoxinucleotideos, 200 unidades de
SuperScript Ill, para volume total de 20ul que foi processada a 37° C durante 1

hora.

Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR
A expressao do gene relacionado a proliferagéo celular (/L-6) foi estudada
através da técnica de RT-PCR semiquantitaivo (Reverse Transcriptase —

Polymerase Chain Reaction). Nessa técnica é realizada a transcricao do RNA
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em DNA e, posteriormente, a amplificagdo do cDNA por meio da reacdo em
cadeia da polimerase (polimerase chain reaction — PCR). O gene ciclofilina foi
amplificado como controle interno para a transcricdo do RNA e também como

fator de correcao da quantidade de cDNA sintetizado.

Descricao dos “primers” e analise semiquantitativa da PCR

Os oligonucleotideos utilizados para a amplificagado dos genes foram:

IL-6:

5- CCC ACA ACA GAC CAG TATATACC-3%

5-CCCT TCT GTG ACT CTAACTTCTCC -3

Ciclofilina:

5- GGG AAG GTG AAAGAA GGC AT -3

5- GAG AGC AGA GAT TAC AGG GT -3

(A- adenina; G — guanina; C — citosina; T — timidina)

Em toda reacéo, o controle negativo foi feito usando agua bidestilada ao
invés de cDNA. O volume total da reacédo de PCR foi de 25pl e consistiu em: 3pl
de cDNA, 2 pmoles de cada um dos primers senso e antisenso, 200uM de cada
um dos deoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP ), 2,5ul de tamp&o da
enzima, 2 unidades de Taq polimerase. As reacdoes foram preparadas
separadamente para cada um dos genes e amplificadas de acordo com seus
parametros no mesmo termociclador (MJ Research, CA).

O passo de desnaturagao inicial foi de 94° C, seguidos por 33 (/L-6) e 18
(ciclofilin) ciclos de:

a) desnaturagao a 94° C por 30 segundos;

b) associagao a 55° C (ciclofilina) ou 60° C (/L-6) por 30 segundos; e
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c) extensao a 72° C por 30 segundos.

Seguiu-se uma extensao final de 72°C por 10 minutos.

O produto amplificado (volume de 10ul) foi submetido a eletroforese em
gel de agarose a 2%. Cada reacdo de PCR foi repetida 3 vezes. O gel foi
documentado no Sistema Gel logic 100 Imaging System (Kodak, Rochester, NY).
A magnitude de expressado de cada gene foi avaliada pela densitometria das

bandas utilizando o Software Kodak Molecular Imaging.

Anexo B. Descricdo do procedimento imuno-histoquimico

Os cortes histoldgicos obtidos a partir do material previamente incluido em
parafina foram fixados em laminas especiais salinizadas. As laminas foram
mantidas em estufa a 60" C por 24 horas. Em seguida, foi realizada a
desparafinizagao a quente em xilol a 60°C por 30 minutos. A desparafinizacéo a
frio foi feita com xilol sob temperatura ambiente durante 20 minutos.

Os cortes foram hidratados com trés banhos em etanol absoluto, durante
30 segundos cada um. Apés, foram feitos dois novos banhos com etanol a 95%
e 80%, por 30 segundos sequencialmente. Finalmente, as laminas foram lavadas
em agua corrente.

A recuperagao dos antigenos foi obtida com incubagao das laminas em
solugéo de acido citrico 10 mM (tampao 3 em 1 Citrato, pH - 6,0), em panela de
pressao Riptide (Pascal), conforme protocolo estabelecido. As laminas foram a
seguir lavadas em agua destilada.

O bloqueio da peroxidase enddgena foi efetuado com solugao de peréxido

de hidrogénio (H202) a 6% (20 volumes) diluida em metanol volume a volume,
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em trés banhos de 10 minutos cada um, seguindo-se lavagens em agua
destilada e tampao PBS.

As laminas foram incubadas com anticorpo Ki67 (Rabbit Anti-Human Ki67
Monoclonal Antibody-Clone SP6 - SPRING Bioscience — CA), diluido em tampéo
PBS diluente, contendo albumina bovina 1% (BSA-Sigma- A9647) e azida sédica
(NaN3) 0,1% em PBS, em cadmara umida durante 24 horas a 4°C. Finalmente,
foram lavadas por trés vezes em tampéao PBS.

Em seguida as laminas foram incubadas com o sistema de visualizagao
Histofile (Polimero com amplificag&o, Nichirei HRP), durante 30 minutos a 37°C,
em camara umida e, a seguir, lavadas em tampao PBS por trés vezes.

A revelagdo da cor foi feita com substrato cromogénico (3, 3’
Diaminobenzidine Tetrahydrochloride — DAB {Sigma, D-5637 - 60 mg%}), 1 mi
de Dimetilsulféxido (DMSO), 1 ml de H202 a 20 vol. e 100 ml de PBS durante 3
a 5 minutos a 370C, em camara escura.

Em seguida, foram observadas ao microscopio as laminas controle-
positivo, com o desenvolvimento de precipitado castanho-dourado, como
produto final da reagao.

Apos lavagens em agua destilada por 3 minutos, foi realizada
contracoloragao com hematoxilina de Harris por 1 minuto.

Seguiu-se imersao por quatro vezes (rapidamente) em agua amoniacal
(solugéo aquosa de hidroxido de amoénio a 0,5%) e lavagem em agua corrente e
destilada. A desidratacao dos cortes foi feita na seguinte seqiéncia:

* etanol 50%, por 30 segundos;

* etanol 80%, por 30 segundos;

* etanol 95%, por 30 segundos;
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* etanol 100% 3 vezes, 30 segundos cada; e
* xilol 4 vezes, 30 segundos cada.
As laminas foram montadas em meio permanente de Entellan (Merck,

1.07961).

Anexo C. Valores das razbes entre o peso do figado remanescente e o

peso do rato nos dias subsequentes a hepatectomia (média + desvio padrao).

Tabela 1: Razdo entre o peso do figado remanescente e o peso do rato nos dias
subsequentes a hepatectomia

Grupos SHAM Hepatectomia  Hepatectomia  Hepatectomia 70%

70% 70% e estenose e ligadura da
de veia porta artéria hepatica

12 dia 0,052 + 0,028 + 0,0022 0,013 +0,001a 0,027 £ 0,001a
0,002a

29 dia 0,059 + 0,038 + 0,002¢ 0,030 £ 0,003¢ 0,038 + 0,003¢
0,001c

32 dia 0,057 0,057 = 0,002¢ 0,038 + 0,003¢ 0,052 % 0,003¢
0,005¢

52 dia 0,059 + 0,060 = 0,001¢ 0,049 £ 0,003¢ 0,058 + 0,003
0,004¢

102 dia 0,059 + 0,060 = 0,005¢ 0,042 + 0,003 0,060 = 0,006
0,006¢

Os dados foram descritos como médiatdesvio-padrao. an=7; bn=6; cn=>5.
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Anexo D. Valores do numero mitoses por campo no figado remanescente

nos dias subsequentes a hepatectomia (média + desvio padrao).

Tabela 2: Nimero de mitoses por campo no figado remanescente durante os dias
subsequentes a hepatectomia

Grupos SHAM Hepatectomia Hepatectomia Hepatectomia 70% e
70% 70% e estenose ligadura da artéria
de veia porta hepatica
19 dia 0,000 + 0,107 £ 0,189 0,014 £ 0,024 0,028 £ 0,039
0,0002
22 dia 0,090 + 3,190 £ 0,542¢ 0,550 £ 0,093¢ 2,590 £ 0,449¢
0,065¢
32 dia 0,070 1,430 + 0,225¢ 0,950 £0,127¢ 0,950 £ 0,100¢
0,027¢
52 dia 0,060 + 0,420 £ 0,144« 0,060 £ 0,041¢ 0,508 £0,115b
0,041c¢
102 dia 0,080 + 0,440 = 0,082¢ 0,091 £ 0,097b 0,375 £0,175b
0,057¢

Os dados foram descritos como média+desvio-padrao. an=7; bn=6; cn=>5.

Anexo E. Valores do numero de nucleos de hepatdcitos corados pelo Ki-

67 por 1000 células nos dias subsequentes a hepatectomia (média + desvio

padréo).
Tabela 3: Nimero de nucleos corados pelo Ki-67 por 100 células nos dias
subsequentes a hepatectomia
Grupos SHAM Hepatectomia Hepatectomia Hepatectomia
70% 70% e estenose  70% e ligadura da
de veia porta artéria hepatica
12 dia 18,43 + 199,86 + 64,002 150,71 + 26,692 200,29 * 44,754
2,632
29 dia 35,80 + 433,20 +47,06c 221,60 + 46,97¢ 404,80 + 30,67¢
9,98¢
32 dia 30,80 + 344,20 £ 26,33¢ 294,00 + 19,54¢ 313,40 + 43,58¢
5,89¢
5¢ dia 34,80 + 160,40 + 21,96¢ 97,60 + 13,63¢ 147,17 £ 19,28b
4,38¢
102 dia 25,00 £ 34,20 + 5,02¢ 33,33 £ 6,28b 32,67 +4,500b
7,21¢

Os dados foram descritos como médiatdesvio-padrao. an=7; bn=6; cn=>5.
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Anexo F. Valores das razbes entre o peso do figado remanescente e o
peso do rato nos grupos com estenose da veia porta, nos dias subsequentes a

hepatectomia (média + desvio padrao).

Tabela 4: Razao entre o peso do figado remanescente e o peso do rato nos grupos com
estenose de veia porta, nos dias subsequentes a hepatectomia
Grupos Hepatectomia 70% e Hepatectomia 70% e Hepatectomia 70% e
estenose de veia porta estenose de veia porta estenose de veia porta

e insulina e FK
22 dia 0,030 = 0,0032 0,027 £ 0,003¢ 0,036 = 0,006¢
102 dia 0,042 +0,003b 0,055 £ 0,001c¢ 0,602 £ 0,003¢

Os dados foram descritos como médiatdesvio-padrao. an=7; bn=6; cn=>5.
Abreviagdo: FK, tacrolimus.

Anexo G. Valores do numero mitoses por campo no figado remanescente
nos grupos com estenose da veia porta, nos dias subsequentes a hepatectomia

(média = desvio padrao).

Tabela 5: Numero de mitoses por campo no figado remanescente nos grupos com
estenose de veia porta, nos dias subsequentes a hepatectomia

Grupos Hepatectomia 70% e Hepatectomia 70% e Hepatectomia 70% e
estenose de veia porta estenose de veia porta estenose de veia porta

e insulina e FK
29 dia 0,550 + 0,093a 3,600 + 0,463 1,330 + 0,1392
102 dia 0,091 + 0,097b 0,490 + 0,1672 0,340 £ 0,151a

Os dados foram descritos como médiatdesvio-padrao. an=>5; bn=6.
Abreviacio: FK, tacrolimus.
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Anexo H. Valores do numero de nucleos de hepatdcitos corados pelo Ki-
67 por 1000 células nos grupos com estenose de veia porta, nos dias

subsequentes a hepatectomia (média £ desvio padrao).

Tabela 6: Numero de nucleos corados pelo Ki-67 por 100 células nos grupos com
estenose de veia porta,
nos dias subsequentes a hepatectomia

Grupos Hepatectomia 70% e  Hepatectomia 70% e  Hepatectomia 70% e

estenose de veia estenose de veia estenose de veia
porta porta e insulina porta e FK
29 dia 221,60 + 46,972 460,80 £ 34,142 350,80 + 47,072
102 dia 33,33 £6,28b 40,00 * 4,952 31,00 + 4,692

Os dados foram descritos como médiatdesvio-padrao. an=5; bn=6.
Abreviagdo: FK, tacrolimus.
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