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RESUMO

Trotta MR. Efeito da hepatectomia parcial associada a administracdo de
fatores nutricionais hepatotroficos sobre a morfologia, funcdo e expressao de
genes pro-fibroticos na cirrose hepatica em ratos Wistar induzida por
tiocetamida [Dissertacao]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Séo Paulo; 2011.

O presente trabalho avaliou o papel da solucdo parenteral de fatores
hepatotréficos nutricionais em animais com cirrose submetidos a
hepatectomia parcial. Este procedimento é temido nestes animais devido a
possibilidade de ocorréncia de faléncia hepatica aguda, ja que a remocao de
um fragmento do figado reduz ainda mais a capacidade funcional de um
o6rgao ja comprometido. Além disso, € conhecido que o figado cirrético
diminui sua capacidade regenerativa, fato que atrasa a recuperacdo do
animal, bem como também regenera cirroticamente. Esses fatores, aliados,
contribuem para uma consideravel taxa de mortalidade pds-operatoria.
Porém, ha algumas situacbes em que estes pacientes precisam ser
submetidos a ressecgdes hepaticas, tais como traumas, infeccbes e
neoplasias. De fato, a presenca de hepatocarcinomas representa a maior
indicagao deste procedimento em figados cirréticos. Por outro lado, tem-se
mostrado que a administracdo parenteral de solugdo de fatores
hepatotroficos nutricionais (FHN), uma mistura de aminoacidos, vitaminas,
sais minerais e horménios, aumenta consideravelmente a proliferacdo
celular e o tamanho do figado em animais sadios, com fibrose e com cirrose.
Nestes dois ultimos, além do crescimento hepatico, ocorre também uma
importante reducdao na quantidade de colageno, significando uma melhora
morfolégica que, por muitas vezes, resulta em uma melhora funcional.
Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi o verificar se o uso de
fatores hepatotréficos nutricionais traria também uma melhora morfoldgica e
funcional em animais com cirrose induzida por tiocetamida apdés uma
resseccao hepatica de 40%. Utilizou-se 40 ratos (Rattus norvegicus) Wistar
fémeas cuja inducado da cirrose foi pela administracao intraperitoneal de
tiocetamida. Ao final deste periodo, e ap6s 10 dias de descanso, todos os
animais foram submetidos a uma hepatectomia parcial (HP) de 40%. Foram
entdo divididos em dois grupos: um que recebeu intraperitonealmente a
solucado de fatores hepatotréficos nutricionais durante 12 dias, designado
grupo HP+FHN, e outro que recebeu solucdo fisiolégica nas mesmas
condicoes, formando o grupo HP+S. Os seguintes parametros foram
avaliados no término do periodo experimental: dados biométricos (peso do
figado, IHS: indice hepassomatico e IHC: indice hepatocarcaga), bioquimica
hepatica plasmatica (AST, ALT, fosfatase alcalina, bilirrubina total e
albumina), quantificacdo da densidade volumétrica de colageno hepatico por
morfometria, quantificacdo do indice de proliferacdo celular por imuno-
histoquimica para PCNA e expressdao de genes pro-fibroticos (MMP2,
TIMP1, Colal e TGFB1) por PCR em tempo real. De fato, os figados dos
animais do grupo HP+FHN estavam maiores do que 0s animais do grupo
HP+S (aumentos de 8,4%, 5,6% e 8,4% no peso do figado, IHS e IHC



respectivamente), e também apresentaram maior indice de proliferacao de
hepatécitos (44,9%). Ocorreu também reducdo de 27,9% na densidade
volumétrica do colageno hepatico no grupo que recebeu FHN comparando-
se com o grupo que recebeu solugcdo salina. Esta reducdo também foi
observada na expressao do gene de colageno a1, que foi de 53%. Porém,
nao houve diferengca nos demais genes avaliados. Dentre os parametros
bioquimicos, apenas a fosfatase alcalina mostrou reducdo. Os resultados
obtidos permitem concluir que o uso de FHN acarreta em um aumento da
regeneracao hepatica acompanhado de uma reducdo da quantidade de
colageno e, esses achados, em conjunto, podem representar uma condicao
benéfica na recuperacao de pacientes com cirrose submetidos a resseccao
hepatica.

Descritores: Cirrose hepatica experimental; Regeneracdo hepatica;
Hepatectomia; Suporte nutricional; Solug¢des/uso terapéutico; Injecoes
intraperitoneais; Colageno/analise; Ratos Wistar; Tioacetamida.



ABSTRACT

Trotta MR. Effects of partial hepatectomy associated with administration of
nutritional hepatotrophic factors in morphology, function and expression of
pro-fibrotic genes in thioacetamide-induced liver cirrhosis in Wistar rats
[Dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Séao
Paulo”; 2011.

The current study evaluated the role of parenteral solution of nutritional
hepatotrophic factors in animals with cirrhosis undergoing partial
hepatectomy. This procedure is fearful in these animals due to the possibility
of acute liver failure, since removal of a liver fragment further reduces the
functional capacity of an already compromised organ. Moreover, it is known
that cirrhotic liver decreases its regenerative capacity, which impairs the
recovery of the animal, and also regenerates cirrhotic. These factors,
together, contribute to a considerable rate of postoperative mortality.
However, there are some situations when these patients need to be
submitted to liver resection, such as trauma, infections and neoplasm. In fact,
the presence of hepatocellular carcinoma represents the most important
indication of this procedure in patients with cirrhosis. On the other hand, it
has been shown that parenteral administration of a solution of the nutritional
hepatotrophic factors (NHF), a mixture of amino acids, vitamins, minerals and
hormones, significantly increases cell proliferation and liver size in healthy,
fibrotic and cirrhotic animals. In the two latter, beyond the liver growth, there
is also a significant reduction in the amount of collagen, meaning a
morphological enhancement, resulting in a functional improvement.
Therefore, the objective of this study was to determine whether the use of
nutritional hepatotrophic factors would also lead a morphological and
functional improvement in animals with thioacetamide-induced cirrhosis after
40% liver resection. We used 40 rats (Rattus norvegicus) female Wistar
whose cirrhosis was induced by intraperitoneal administration thioacetamide.
At the end of this period, and after 10 days of rest, all animals were
underwent a partial hepatectomy (PH) of 40%. They were then divided into
two groups: one that received intraperitoneally a solution of nutritional
hepatotrophic factors for 12 days, designated PH+NHF group, and another
that received saline under the same conditions, forming the PH+S group. The
following parameters were evaluated at the end of the trial period: biometrics
(liver weight, HSI hepatossomatic index, and HCI hepatocarcass index),
plasmatic liver biochemistry (AST, ALT, alkaline phosphatase, total bilirubin
and albumin), quantification of volume density of collagen in liver
morphology, quantification of cell proliferation by immunohistochemistry for
PCNA and expression of pro-fibrotic genes (MMP2, TIMP1, TGFB1 and
Cola1) by real-time PCR. In fact, the livers of animals in group PH+NHF were
larger than the animals in PH+S group (increases of 8.4%, 5.6% and 8.4% in
liver weight, HSI and HCI, respectively), and also had higher rates of
proliferation of hepatocytes (44.9%). There was also a 27.9% reduction in
liver volume density of collagen in the group receiving NHF compared with
the group that received saline. This reduction was also observed in gene



expression of collagen a1, which was 53%. However, there were no
differences in other genes evaluated. Among biochemical parameters, only
the alkaline phosphatase showed a reduction. The results indicate that the
use of NHF leads to an increase in liver regeneration accompanied by a
reduction in the amount of collagen, and these findings, together, can
represent a beneficial condition in the recovery of patients with cirrhosis
undergoing liver resection.

Descriptors: Liver cirrhosis ,experimental; Liver regeneration; Hepatectomy;
Nutritional support; Solutions/therapeutic use; Injections, intraperitoneal;
Collagen/analysis; Rats, Wistar; Thioacetamide



Introducdo



1 INTRODUCAO

O figado é um 6rgao extremamente complexo, e essa caracteristica se
traduz no grande numero de fungdes que sdo de sua responsabilidade para
a manutencao da vida. Os hepatdcitos, que correspondem a cerca de 90%
da composicao celular hepatica, sdo as células mais multifuncionais do
organismo, apresentando funcdées glandulares enddcrinas e exdécrinas,
sintese de proteinas plasmaticas (proteinas de fase aguda, albumina, fatores
de coagulacéo), formacéo e secregao de bile, metabolismo e distribuicao de
nutrientes (glicose, aminoéacidos, colesterol, lipoproteinas, vitaminas),
inativacao de diversas substancias (toxinas, esteroides, outros hormonios) e
participacdo na imunidade (através das células de Kupfer) (Brunetto et al.,
2007; Ganong, 2007; Bianchi et al.,2008; Junqueira e Carneiro, 2008). Para
isso, o figado possui um sistema vascular robusto, que recebe sangue
arterial através da artéria hepatica (cerca de 30% do total de sangue que
chega ao figado) e sangue de origem esplancnica através da veia porta
hepatica (70% do sangue que atinge o figado), que carreia os nutrientes e
metabdlitos provenientes da absorcao intestinal (Ganong, 2007).

Outras caracteristicas também contribuem para a complexidade do
figado. Uma das principais € a notoéria capacidade deste érgao em re-
estabelecer o seu tamanho original apés a remocao de grandes porcdes de
tecido. Neste caso, ocorre a multiplicacao de células residuais, nao havendo
substituicdo da parte perdida. A parte restante sofre um crescimento global,

em um processo de aumento de massa celular, denominado hiperplasia, e



todas as células que compéem o figado proliferam para repor o tecido
perdido (Parra, 1982). Essa capacidade fascinante de regular o seu proprio
crescimento e tamanho dependem de uma coordenacédo precisa entre 0s
principais componentes  hepaticos:  hepatécitos, células  néo-
parenquimatosas e componentes da matriz extracelular (Fausto e Webber,
1994). Porém, essa resposta inicia-se primeiramente nos hepatocitos, ou
seja, no tecido funcional hepatico (Ramalho et al., 1993; Michalopoulos,
1997). Em ratos, o principal modelo deste fenémeno, o figado se regenera
completamente 10-14 dias apdés a remocdo de 70% da massa hepatica
(Higgins e Anderson, 1931; Arias et al., 1994; Martins e Neuhaus, 2007). A
cinética da resposta regenerativa inicia-se pela sintese de DNA, que ocorre
12 a 16 horas ap6s a hepatectomia parcial, sendo o pico maximo observado
24 a 26 horas apos a cirurgia. Em seguida ocorre uma onda de mitoses, cujo
pico é verificado, aproximadamente, 8 horas mais tarde (Cheville, 2006).
Além da remocao cirlrgica, outros processos podem desencadear a
regeneracao dos hepatécitos. A necrose macica decorrente da exposicao a
agentes quimicos ou virais também sdo um estimulo para o inicio da
proliferacdo, e essa resposta é essencial para a sobrevivéncia (Fausto e
Webber, 1994). A morte dos hepatdcitos leva ao reparo por fibrose, na qual
ha deposicdao do tecido fibroso, que vai ocorrer ao redor dos vasos
sinusoides, nos septos de tecido conjuntivo que ligam as zonas portal e
central (Cheville, 2006), causando aumento global no conteido de colageno
do figado. Entretanto, a resposta a uma lesao hepatica crbénica pode resultar

em um desbalanco na modulacdo da regeneracdo, principalmente em



funcdo da perda de capacidade de degradacdo de matriz extracelular,
ocasionando em um acumulo de tecido fibrético, principalmente colageno,
que passa a substituir o tecido funcional hepatico (Lefton et al., 2009). O
processo inflamatério que ocorre durante a injuria hepatica ativa uma
cascata de sinais derivada de células de Kupfer e linfécitos, e atual na
iniciacao e ativacao das células estreladas hepaticas (CEH). As CEH estao
localizadas no espaco de Disse em um intimo contato com os hepatdcitos e
as células endoteliais sinusoidais. Quando quiescentes, essas células sao
nao-proliferativas e a producao de colageno é IV>llI>l. A transicdo das CEH
para o fen6tipo de miofibroblasto (com aumento na expressao de actina de
musculo liso) ocorre durante a injuria e passam a produzir colageno tipo | e
Ill, e a sua ativacdo resulta em aumento de proliferagcdo, motilidade,
contractilidade e sintese de MEC, e deixam de armazenar vitamina A.
Quando ativadas, sao altamente quimiotaticas (Gutierrez-Reyes et al., 2007;
Traister et al., 2005).

O aumento global de colageno no figado, assim como a deposicao do
tecido fibroso ao redor dos vasos sinuséides leva ao comprometimento dos
hepatocitos adjacentes, do fluxo sanguineo intra-hepatico e do fluxo biliar
intra-hepatico, fazendo a cirrose fibrose atingir um ponto a partir do qual ela
€ autoperpetuante (Johnson, 1997), denominado de cirrose, que é uma das
principais causas de morbidade e mortalidade no mundo (Horiguchi et
al.,2009). Ela é caracterizada pela fibrose intensa e formagdo de ndédulos
regenerativos, que resultam na desorganizacdo da arquitetura lobular e

vascular hepatica. Esse conjunto de caracteristicas reduz o contato do



sangue com 0s hepatdcitos devido a reducao das fenestracdes sinusoidais,
que pode afetar a disponibilidade de nutrientes e fatores hepatotroficos para
os hepatdcitos e deteriorar suas fungbes (Bedossa e Paradis, 2003), bem
como aumentar a resisténcia vascular intra-hepatica com consecutivo
aumento da presséao portal (Buob et al., 2011). Por consequéncia, a cirrose
foi considerada o estagio final e irreversivel das lesées cronicas, mesmo que
eliminada a causa subjacente (Horiguchi et al., 2009; Lefton et al., 2009),
embora haja alguns estudos clinicos que tém mostrado que a cirrose pode
regredir dependendo da etiologia e do sucesso do tratamento desta causa
(Kawada, 2011). Alguns autores recomendam substituir o termo “cirrose” por
“figado de estagio terminal”, ja que a primeira expressao apenas denota uma
alteracao da cor do 6rgao (do grego Kirros=amarelo), e ndo a sua verdadeira
condigao morfofuncional (Cullen, 2007). Entretanto, o termo cirrose esta
consolidado na literatura cientifica.

Porém, o conhecimento atual sobre os mecanismos patogénicos da
fibrogénese hepatica trouxe a baila a possibilidade de uma abordgem
terapéutica da cirrose (Friedman, 2004; Friedman e Bansal, 2006). O
aumento da matriz extracelular (ECM) no decorrer da evolucao do processo
cirrético é caracterizado principalmente por acumulo de colageno tipo I, que
€ produzido em maior parte pelas células estreladas hepaticas (CEH),
quando estas estao ativadas pelo estimulo fibrético (Zhang et al., 1999; Lee
et al.,, 2003; Elsharkawy et al., 2005). Essa ativacdo € um processo
complexo que envolve citocinas (Friedman, 1999) e fatores de crescimento

(Svegliati-Baroni et al.,, 1999) produzidas durante a injaria hepatica, tais



como o TGFB1 e TNFa. As CEH ativadas produzem ainda colageno tipo Il e
inibidores da degradacdo da ECM, como os TIMPs | e Il (inibidor tecidual de
metaloproteinase 1 e 2) (Elsharkawy et al., 2005).

O aumento da proliferacdo e regeneracdao dos hepatécitos, alcancado
pela hepatectomia parcial, bem como a degradacdo da matriz extracelular
sdo aspectos que poderiam facilitar a regressdo da cirrose hepatica
(Kawada, 2011), ja que foi mostrado que a fibrogénese hepatica pode ser
revertida (Friedman e Bansal, 2006; Lefton et al., 2009). Porém, € conhecido
que o figado cirrético diminui a sintese de DNA (Hashimoto et al.,1998) e a
atividade mitética dos hepatécitos (Kanta e Chlumska, 1991) e, portanto, a
sua capacidade de regeneracdo apds uma resseccao hepatica (Moser et al.,
2000; Redai et al., 2004; Suaréz-Cuenca et al., 2008), além de regenerar
cirroticamente (Andiran et al., 2000), embora as alteragdes histopatolégicas
diminuem quando este processo regenerativo € estimulado pelo
procedimento cirdrgico, em uma verdadeira reengenharia estrutural (Parra,
1982; Hashimoto et al., 2005). No entanto, a remocéo do tecido hepético
pode resultar em insuficiéncia hepatica aguda (Hashimoto e Watanabe,
1999). Portanto, a hepatectomia € um procedimento temido em individuos
com cirrose (Zimmermann e Reichen, 1998; Araujo-Lima et al., 2000; Moser
et al., 2000; Wilasrusmee et al., 2004; Min et al., 2011) e a mortalidade apds
o procedimento aumenta nestes pacientes (Belghiti et al., 2000).

Porém, h& algumas circunstancias onde a resseccao hepatica é
necessaria em pacientes com cirrose, tal como traumas, infeccoes e

neoplasias (Merli et al., 2002; Redai et al., 2004). De fato, a presenca de



hepatocarcinoma celular (HCC) é a principal indicacdo para este
procedimento na cirrose (Moser et al., 2006; Mittler et al., 2011; Zarrinpar et
al., 2011). O transplante hepatico seria a opcao ideal por remover a leséo e
a causa de base (Friedman, 2004; Emond et al., 2005). Porém, devido as
dificuldades de adocao de transplantes como medida terapéutica (Franca et
al., 2004; Horiguchi et al., 2009; Zarrinpar et al., 2011), a resseccao hepatica
ainda é amplamente aceita como opcao curativa para lesdes localizadas
(Emond et al., 2005), principalmente para os hepatocarcinomas (Hashimoto,
1998; Poon e Fan, 2004).

Sendo assim, diversos estudos experimentais procuram alternativas
de aumentar a capacidade regenerativa desse 6rgao, com o fim de modificar
sua morfologia cirrética para um quadro mais préximo da normalidade,
evitando-se as complicacdes pés-cirdrgicas. Avaliar a regeneracao hepatica
€ fundamental em individuos submetidos a resseccao hepatica ou algum
tratamento que a estimule, seja em nivel experimental ou clinico, e as
estratégias para as terapias antifibréticas incluem: reducao da ativacao das
CEH, diminuicao da produgdo de colageno por elas, o controle de sua
proliferacdo (Assy e Minuk, 1997; Horiguchi et al., 2009). Tocoferol,
triodotironina e halofuginona foram usados em ratos cirréticos, conseguindo
o0 aumento do indice de regeneracao do figado (Andiran et al., 2000; Spira et
al., 2002; Malik et al., 2003). O uso de fator de crescimento hepatico e
losartam inibiram a ativagdo e causou decréscimo de células estreladas
hepaticas e de miofibroblastos do figado de rato, assim como reduziu a

ocorréncia de hipertensdo portal e o desenvolvimento de fibrose hepatica



(Diaz-Gil et al., 1999; Ramalho et al.,, 2002). A utilizacdo de gliotoxina
também reduziu a quantidade das células estreladas hepaticas, com
significante diminuicao da fibrose hepatica em ratos, mas sem promover a
normalidade das funcdes hepaticas. Os animais tratados com gliotoxina nao
desenvolveram cirrose, apenas fibrose periportal (Dekel et al., 2003). O fator
de crescimento de hepatdcitos também foi empregado na tentativa de
tratamento de cirrose, conseguindo-se significantes melhoras no quadro
histolégico (Oe et al., 2003). Pirfenidona foi usada com sucesso reduzindo
em mais de 70% a fibrose nas zonas portal e central em figados de rato com
fibrose (Garcia et al., 2002). Outros medicamentos também foram usados
com significante sucesso em figados com fibrose aumentando a
regeneracao, entre eles o retinil palmitato, a 5'metiltioadenosina e a
associagao entre aspirina e noxaparina (Mizobuchi et al., 1998; Simile et al.,
2001; Assy et al., 2007). Fator de estimulacao de colénia macréfago-
granulécito aumentou a capacidade regenerativa do figado cirrético apds a
PH pelo aumento do indice de proliferagao celular (Eroglu et al., 2002). O
uso do peptideo grelina também mostrou efetividade na redugao a fibrose
(Moreno et al., 2011). Horiguchi (2009) relatou a reversao da cirrose através
da terapia génica pela transferéncia do gene humano do HGF em caes e
sugere como um potencial tratamento clinico para essa enfermidade. Outra
abordagem na tentativa de aumentar a regeneracao hepatica é a utilizacao
de uma solucdo parenteral de fatores hepatotréficos nutricionais (FHN)

através do fornecimento das principais substancias hepatotréficas aos



hepatécitos diminuidas pelos processos patolégicos (Parra et al., 1994;
Parra et al., 1995a; Parra et al., 1995b; Parra et al., 1996).

A solugao parenteral de FHN, uma mistura de aminoacidos, vitaminas,
micro elementos, juntamente com alguns horménios (insulina, glucagon e tri-
iodotironina - T3) é capaz de, quando administrada intraperitonealmente,
simular as principais substancias hepatotroficas presentes no sangue
mesentérico de origem esplancnica que alcancam o figado através do
sistema portal (Parra et al., 1996; Gorla Jr et al., 2001). A via intraperitoneal
representa um acesso rapido a circulacao portal (Parra et al., 1995b; Gorla
Jr et al., 2001) . De fato, a administracao in vivo destes fatores demonstra a
sua forte capacidade de acelerar e aumentar a proliferacdo celular e o
crescimento de figados normais (Parra et al.,, 1995a; Parra et al., 1995b;
Cogliati, 2005; Aloia et al., 2010), fibréticos (Cogliati et al., 2010) e cirréticos
(Guerra et al., 2009), o que aumenta a proporcao de parénquima em relacao
ao estroma. Além disso, em figados com fibrose ou cirrose, os FHN também
resultam em uma reducao na quantidade tecidual de colageno, facilitando o
acesso das células a nutricdo e oxigenagao sanguinea, acompanhada por
uma melhoria morfolégica e funcional (Parra et al., 1982; Guerra et al.,2009;
Cogliati et al., 2010).

Cogliati (2005) verificou que a solucao de fatores hepatotréficos reduziu
a proporcao volumétrica do colageno intersticial e ao redor dos vasos e
detectou maior taxa de proliferacdo por PCNA em figados sadios que
sofreram hepatectomia de 26%. Guerra et al. (2009) tratou ratos com cirrose

induzida experimentalmente por tiocetamida com fatores hepatotréficos, e
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mostrou que esse tratamento diminuiu a expressado de alguns genes pro-
fibréticos, como colageno alfal, MMP-2, TIMP-I, e TGF-B1 com reducgéo do
colageno total hepatico (37,1%) e restauracdo parcial da estrutura
parenquimal, com melhora nos niveis sanguineos de marcadores de lesdo
hepatica (ALT e AST).

Em suma, os fatores hepatotroficos nutricionais foram capazes de
aumentar a taxa de proliferagdo celular e estimular a regeneragdo em
figados higidos hepatectomizados e reduzir o colageno em figados fibréticos
e cirr6ticos, consequentemente promovendo melhoria morfolégica e
funcional. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar se o uso da
solucao de FHN poderia acelerar a regeneracao de figados cirréticos apés a
hepatectomia parcial, e restaurar a massa hepatica funcional, promovendo
assim uma recuperacao morfofuncional mais rapida e benéfica para os

pacientes.



Objetivos
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Compreender o papel exercido pela administracao da solucao parenteral
de fatores hepatotréficos nutricionais (FHN) na regeneragdo hepatica em

figados cirréticos apds a hepatectomia parcial (HP).

2.2 Objetivos especificos

e comparar 0s parametros biométricos hepaticos em animais com

cirrose submetidos a HP com ou sem a administragao de FHN;

e comparar a morfologia do tecido hepatico em animais com cirrose

submetidos a HP com ou sem a administragdo de FHN;

e comparar a proporcao volumétrica do colageno presente em figados
cirréticos submetidos a HP com ou sem a administracao de FHN;

e comparar 0s niveis plasmaticos dos indicadores biogquimicos
hepaticos (ALT, AST, GGT, bilirrubina e albumina) em animais com
cirrose submetidos a HP com ou sem a administragéo de FHN;

e comparar a a intensidade da proliferacdo celular por imuno-
histoquimica (PCNA) em figados cirréticos submetidos a HP com ou

sem a administracdo de FHN;
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e comparar a expressao de genes envolvidos na modulacdo da matriz
extracelular (colageno a1, MMP-2, TIMP-l, e TGF-B1) em figados

cirréticos submetidos a HP com ou sem a administracdo de FHN.



Revisdo de Literatura
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Regeneracao hepatica

A capacidade regenerativa do figado é conhecida ha muito tempo. Ja na
Grécia antiga, esse mecanismo foi descrito na lenda de Prometeu. Esse
semi-Deus, por ter roubado do Olimpo o segredo do fogo e mostrado aos
mortais, foi punido por Zeus, acorrentado em um monte e oferecido a um
abutre (Figura 1). Todos os dias, o animal comia um pedaco do figado de
Prometeu, que se regenerava dia apos dia, tornando o castigo eterno
(Godoy et al., 2006).

As primeiras descrigées cientificas do fendmeno remontam ao século
XVII. O reconhecimento cientifico da capacidade de recuperar sua massa
por hipertrofia e hiperplasia apés uma agressao, bem com a sua morfologia
e fisiologia, foram pontos importantes na abordagem terapéutica das
doencas hepaticas (Gorla Jr et al., 2001). J& nos tempos mais modernos, a
regeneracao hepatica vem sendo estudada sistematicamente desde o inicio
do século XX. Em wuma busca na base de dados PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) no més de outubro de 2011 com a
expressao “liver regeneration”, retornou a ocorréncia de 13851 publicacoes,
sendo que a mais antiga data de 1911. Em 1931, os autores Higgins e
Anderson publicaram um trabalho que foi um divisor de aguas no estudo
desse processo fisiolégico. Neste trabalho, foi apresentada a dindmica da
regeneracao hepatica apdés uma hepatectomia parcial de 70%, sendo que a

técnica experimental por eles apresentada é utilizada e citada até os dias
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atuais. Eles mostraram, com um grande primor experimental e matematico,
que o figado normal re-estabelece o seu peso original em praticamente 10

dias, sendo que o maior impeto regenerativo ocorre nas primeiras 48 horas

apos a resseccao. (Higgins e Anderson, 1931)

Figura 1 Ilustracio que representa o suplicio de Prometeu, escrita por Esquilo no século 5aC.
Nessa época ja se conhecia a capacidade regenerativa do figado, que é um dos eventos mais
notorios da fisiologia.

O figado possui uma massa funcional 6tima em relagdo ao tamanho do
corpo, em uma relagao praticamente invariavel, que se re-estabelece mesmo
apos grande perda de tecido causada por resseccoes e injurias toxicas e
virais. Para isso, existe um sistema complexo e preciso que coordena 0s
hepatécitos, células ndo-parenquimatosas e matriz extracelular, chamado de

“micro ecologia” do figado. A regulagcdo do crescimento e do tamanho
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hepatico € uma fungdo fundamental deste sistema, e é influenciado por
estimulos extrahepaticos, sendo que o ajuste fino é realizado pelos fatores
produzidos localmente pelo varios componentes do sistema (Fausto e
Webber, 1994).

A remocao de aproximadamente 70% do tecido hepatico é considerada
a taxa de maior estimulo de regeneracdo hepatica, embora a resposta
regenerativa ocorra independente da extensdo da hepatectomia. Porém,
essa resposta é atrasada em hepatectomias menores (Masson et al., 1999).
A regeneracdo hepatica ap6s a HP leva a restauracdo completa do
parénquima. Primeiramente, ocorre a replicacdo dos hepatdcitos, ja que os
componentes da MEC precisam ser sintetizados e estabilizados para manter
a arquitetura normal. No inicio da regeneracao hepatica, ha um aumento na
massa celular (proliferacdo de hepatdcitos) sem um aumento
correspondentena formagcao de matriz. Apenas seis dias apds a cirurgia que
0s sinusoides se formam entre os hepatécitos, restaurando a arquitetura das
placas de hepatécitos. (Fausto e Webber, 1994)

Como ja dito anteriormente, em condi¢cdes normais o tecido hepatico
regenerado € igual ao pré-existente. Porém, caso a lesdo seja continua,
simultaneamente a regeneracao ocorre um consideravel aumento do tecido
conjuntivo. Essa producado exagerada desorganiza a regeneracao que, em
ultima analise, pode conduzir o figado a cirrose, que € capaz de prejudicar
todas as funcdes hepaticas (Junqueira e Carneiro, 2008)

Porém, os figados sadios, sem um estimulo regenerativo tal qual o da

HP, apresentam uma taxa de proliferagdo celular muito baixa, sendo que a
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maioria dos hepatdcitos permanece em um estado quiescente. Entretanto,
apos a HP ou necroses macicas do parénquima hepatico, os hepatdcitos
passam a apresentar um alto grau de proliferacdo celular, que persiste
durante todo o periodo de injuria. De fato, em figados com fibrose, o grau de
proliferacdo é bastante alto, mas esse indice torna a abaixar quando a
cirrose se estabelece efetivamente (Gribillas et al., 2009). Pouca ativacao de
células PCNA positivas tem sido observada em figados cirréticos ap6s a HP
(Chijiiwa et al., 1994), provavelmente relacionado com a expressao de TGF-
B1, que é um importante fator de modulacao da proliferacéo celular (Mitsue
et al., 1995). Por outro lado, durante a regeneragcao hepatica decorrente da
HP, ocorre um aumento da expressdo de mRNA TGF-B1, que é um
conhecido inibidor da proliferacado de hepatocitos, talvez para previnir um
crescimento descontrolado e encerrar 0 precesso regenerativo. (Braun et al.,
1988). O TGF-B1 € um regulador da regeneracao hepatica dada a sua
potente inibicdo da sintese de DNA dos hepatdcitos em ratos, camundongos
e humanos, através de um circuito paracrino inibitério que interrompe a
replicagnao nos estagios finais da regeneragnao hepatica (Fausto e Webber,
1994).

Além da remocéao cirargica alcancada através da HP, diversos outros
modelos experimentais de regeneracdo hepatica foram desenvolvidos
através da remocao aguda de grande porcdo de tecido hepatico,
principalmente por substancias quimicas hepatotéxicas, dente elas o
tetracloreto de carbono, a dimetilnitrosamina e a tiocetamida , e cirrgicas

(Ramalho et al., 1998; Passos et al., 2010).
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Ha uma discussao sobre a utilizacdo do termo “regeneracao”, ja que o
que efetivamente ocorre no figado € um processo compensatério de
hiperplasia dos lobos remanescentes e ndo uma reconstrucdo dos lobos
removidos (Ramalho et al., 1998; Zimmermann, 2004). Porém, o termo
“regeneracao” parece estar cristalizado na literatura e ainda é muito utilizado
nas publicacoes.

A avaliacdo da regeneracao do figado pode ser feita pela mensuragao
da sintese de DNA, usando uma variedade de técnicas (Assy et al., 2007),
entre elas a incorporacdo de timidina marcada ou a deteccdo de
bromodeoxiuridina (BrdU) no DNA (Holeck, 1999). Pode ser detectada pela
técnica de imuno-histoquimica, usando-se anticorpos especificos, ou por
citometria de fluxo (Gorla Jr et al., 2001). Esta técnica é usada para detectar
a proliferacdo ocorrida no figado apés hepatectomia parcial, sendo que as
células hepaticas sdao marcadas na fase S do ciclo celular. Utiliza-se também
a deteccao do PCNA (antigeno nuclear de proliferacdo associada), o qual é
uma proteina auxiliar da DNA polimerase (Bravo et al., 1987), sintetizado
durante a fase G1 do ciclo celular, atingindo sua quantidade maxima na fase
S, porém tornando-se baixa durante a mitose e em células que nao estdo em
proliferacao. Portanto, o PCNA é um marcador confiavel da fase S (Galand e
Degraef, 1989), usado como um método de avaliar a quantidade de células
em proliferagdo, sendo preferivel a BrdU quando o mesmo material é
destinado a analise do DNA. O PCNA pode ser usado como um importante

indicador da regeneracao hepatica (Richenbacker et al., 2011).
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3.2 Fatores hepatotréficos nutricionais

O médico brasileiro Os6rio Miguel Parra, ao fornecer para pacientes com
cirrose em estagio avancado uma solucdo parenteral de aminoéacidos,
constatou, através do acompanhamento radiografico desses pacientes, que
o figado aumentava de volume. O estudo da fisiologia da regeneracao
hepatica e o estudo do efeito de varios fatores que influenciam o
crescimento e o trofismo do figado, chamados fatores hepatotréficos,
abriram a perspectiva de se poder intervir diretamente no processo de
regeneracao deste Orgao, criando-se um recurso auxiliar ao tratamento
cirurgico. Diversas substancias hepatotréficas foram testadas para verificar
sua influéncia na regeneracdo hepatica. Essas substancias, quando
fornecidas na forma de solucdes parenterais compostas por aminoacidos,
glicose, insulina, glucagon e triiodotironina, simulam as principais moléculas
naturalmente presentes no sangue portal, das quais o figado é
extremamente dependente para o seu bom desempenho funcional (Parra et
al, 1995a; Gorla Jr et al., 2001).

A partir dessa constatacao, iniciou-se a formulacdo da solucdo de
fatores hepatotroficos nutricionais e realizaram-se diversos experimentos. De
fato, a administragéo in vivo destes fatores mostrou uma forte capacidade de
acelerar e aumentar a proliferagdo celular e o crescimento de figados
normais (Parra et al., 1994; Parra et al., 1995b; Cogliati, 2005; Aloia et al.,
2010), fibréticos (Cogliati et al., 2010) e cirréticos (Guerra et al., 2009). O uso
de FHN aumentou em quase duas vezes o tamanho maximo de figados

sadios. Além disso, em figados com fibrose ou cirrose, os FHN também
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promoveram uma reducdo na quantidade de colageno tissular,
acompanhada de melhora morfolégica e funcional (Parra, 1982; Guerra et
al., 2009; Cogliati et al.,2010). O uso de FHN promove um estimulo no
figado comparavel ao da HP de 70% (Parra et al., 1996). A via intraperitonial
pode substituir a via portal, embora haja algum grau de absorcao sistémica.

E conhecido que o estado nutricional do paciente influencia diretamente
na capacidade regenerativa do figado, além deste possuir um papel central
da regulacao nutricional por metabolizar, distrubuir e usar apropriadamente
os nutrientes (Bianchi et al., 2008). Alguns trabalhos mostram que animais
desnutridos apresentam uma menor capacidade regenerativa do figado
(Doyle et al., 1968; Parra et al., 1995a). A manutencdo de um balanco
nitrogenado positivo pela administracdo de proteinas é capaz de estimular o
crescimento do figado (Brunetto et al.,, 2007) e o suporte metabdlico e
energético precoce para o figado remanescente apés a HP é importante
para a recuperacao (Hashimoto e Watanabe, 1999). Alteracdes no estado
nutricional do paciente com cirrose, principalmente a desnutricdo calérico-
proteica, podem contribuir para a baixa resisténcia a infeccées, acimulo de
liquidos e atraso na cicatrizagdo, aumentando a morbidade e a mortalidade
apos os procedimentos cirargicos (Merli et al., 2002), e produzem diversas
alteracbes metabdlicas que afetam a manutencdo da homeostasia
energética e o animal entra em um estado cataboélico (Nozu et al., 1992).

Na cirrose, as trés categorias de macronutrientes (proteinas, lipidios e
carboidratos) estdo globalmente alteradas, também em relacdo as

alteragdes de hormdnios regulatérios, insulina e glucagon (Bianchi et al.,
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2008), bem como os principais micronutrientes (Abul et al.,, 2001). A
desnutricdo protéico-energética € comum em pacientes com cirrose e piora o
prognostico, e pode atingir 20% de pacientes com cirrose compensada
(Urata et al., 2007).

Em individuos submetidos a ressecgdes hepaticas maiores, a correcao
da desnutricdo e a prevencdao da perda de peso antes e depois do
procedimento podem prevenir a insuficiéncia hepatica, reduzir a mortalidade
e melhorar a qualidade de vida destes pacientes (Fan et al., 1994; Holeck,
1999; Urata et al., 2007; Bianchi et al., 2008).

A g¢licose é um importante substrato energético que aumenta a
regeneracao hepatica, inclusive no figado doente (Chanda e Mehendale,
1996)

A insulina e o glucagon sdo hormdénios importantes para o trofismo e o
metabolismo dos hepatdcitos, e juntos agem sinergicamnte com o EGF,
aumentando a capacidade mitogénica. O glucagon estimula a sintese de
proteinas hepaticas e a insulina diminui a atrofia hepatica, sendo que sua
auséncia provoca degeneragdo e morte de hepatécitos (Fausto e Webber,
1994; Ankoma-Sey, 1999; Jesus et al., 2000). A insulina interage com
receptores de membrana para insulina regulando a expressao génica que
aumenta a proliferacdo e regeneracao dos hepatdcitos, tanto in vivo quanto
em cultura (James e Brashaw, 1984)

A administracdo de tri-iodotironina (T3) aumenta o metabolismo e a
atividade celular favorecendo a regeneracdo, sendo também um

reconhecido estimulador de sintese de DNA no figado (Malik et al., 2003). A
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adicdo de T3 na solucdo de FHN aumentou em 50,7% a capacidade
hiperplasica e consequente aumento na massa hepatica (Parra et al., 1994)

Frequentemente, as proteinas sintetizadas pelo figado estdo deficitarias
na presenca da cirrose. Isto pode resultar em uma diminuicao das proteinas
como a albumina, protrombina, tranferrina, entre outras. Os aminoacidos
importantes que devem ser corrigidos sdo: glutamina (composicao do tecido
muscular), arginina (producdo de O6xido nitrico), colina, cistina, taurina e
tirosina (que tém a suas producdes diminuidas), além da insulina e do
glucagon (Nompleggi e Bonkowski, 1994). A nutricdo parenteral com
formulacbes padrao de aminoacidos € bem tolerada por pacientes com
cirrose e, apdés a resseccao hepatica, aumentou o ganho de peso e
melhorou os parametros bioquimicos (Merli et al., 2002). A suplementacao
com aminoacidos de cadeia curta melhora o metabolismo energético e reduz
a tolerancia a glicose (Urata et al., 2007).

A suplementagdo com zinco melhora a fungdo hepatica, estimula a
sintese hepatica de proteinas e reverte a anorexia e os distubios alimentares
(Weismann et al., 1979). Além disso, melhoora 0 metabolismo da glicose
(Marchesini et al., 1998)

Outro aspecto, é que as doencas hepaticas cronicas resultam em
deficiéncias de vitaminas hidrossoliveis, como a tiamina, a piridoxina e o
acido félico (Parolin et al., 2002). Pacientes com cirrose devem receber
vitaminas do complexo B por via perenteral (Brunneto et al., 2007). A
nicotinamida mostrou ser um potencial agente antifibrigénico (Traister et al.,

2005).
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Um fornecimento adequado de energia, proteina e outros nutrientes é
importante para a regeneracdo hepatica (Torrez-Lopes et al., 1996) a
composicao da solucdo de FHN representa o efeito sinérgico dessas
substancias que comprovadamente aumenta o0 estimulo regenerativo

hepatico.

3.3 Modelo da tiocetamida (TAA)

A tiocetamida é uma conhecida substancia hepatotéxica aguda que
causa injuria principalmente nas regides centrolobulares. Ela é amplamente
utilizada como um indutor de lesdo hepatica e, seu uso crénico, leva ao
estabelecimento de fibrose e cirrose (Gribrilas et al., 2009). O dano ao
hepatécito acarreta em recrutamento de células inflamatérias e plaquetas,
ativacdo de células de Kupfer, e liberagdo de citocinas e fatores de
crescimento. Na sequencia, as CEH tornam-se ativadas e passam a secretar
proteinas da matriz extracelular para formar o tecido cicatricial fibrético (Low
et al., 2004). Para ter o efeito téxico ao figado, a tiocetamida necessita ser
bioativada pelo CYP2E1 para formar dois metabdlitos: sulféxido de
tiocetamida (TASO) e o dioxido de tiocetamida (TASO.) (Ramaiah et al.,
2001). Este dltimo é capaz de iniciar a necrose através de ligagdes
covalentes com macromoléculas hepaticas (Chilakapati et al., 2005). A
administracdo de TAA inibe as enzimas das vias metabdlicas primarias
através da deplecao de succinyl-Coa e aumenta o estresse oxidativo e a
peroxidacado lipidica (Low et al., 2004). O resultado obtido é dose-

dependente e, portanto, um ajuste em fungdo do peso deve ser realizado
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semanalmente (Laleman et al., 2006; Guerra et al., 2010; Chilakapati et al.,
2005)

Neste modelo, obtém-se um cirrose micro ou macronodular apos trés ou
seis meses de administracdo, respectivamente (Novosyadlyy et al., 2005),
com a presenca pseudos lobulos regenerativos, condicdo que a torna
similar a adquirida pelos humanos (Nozu et al.,, 1992; Sato et al, 2000;
Akohoshi et al, 2002; Low et al., 2004). As lesdes histopatoldgicas, que
incluem displasia biliar (Yeh et al., 2004) sao similares aquelas encontradas
em hepatites virais cronicas (Gribrilas et al., 2009). Além das alteracdes
morfolégicas, também sdo observadas alteracdes bioquimicas e
hemodinamicas similares aquelas encontradas no homem (Laleman et al.,
2006). Adicionalmente, provoca menor mortalidade do que outros modelos,
como o da dimetilnitrosamina e do tetracloreto de carbono (Akahoshi et al,
2002; Pawa e Ali, 2004; Laleman et al., 2006), além da progressao ser
menos rapida quando comparada com o tetracloreto de carbono (Shea e
Manseau, 1968). Apds o estabelecimento da cirrose, ndo sdo observadas
reacdes inflamatérias importantes, e sinais de hipertensdo portal sao

encontrados (Laleman et al., 2006)

Guerra et al. (2010), propuseram um modelo estavel de cirrose com
baixa mortalidade através da utilizacao intraperitoneal de TAA por 14
semanas. Para compensar a adaptacao a droga causada pela saturagao do
CYP2E1 (Chilakapati et al., 2005), ele indica um aumento de 20% na dose a

partir da sétima semana de indugéo.
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3.4 Genes moduladores da matriz extracelular

As metaloproteinases de matriz (MMP) compéem uma familia de
enzimas zinco-dependentes que degradam especificamente  0s
componentes da MEC (Park et al., 2010). Podem ser enquadradas em trés
grupos: colagenases, gelatinases e estromelisinas. Elas sdo sintetizadas em
uma forma latente e entdo convertidas em formas ativas extracelulares pela
clivagem de sequéncias especificas. A atividade das MMP ¢é regulada em
diferentes niveis, incluindo transcricado génica, ativacdo de pré-enzimas, e
inibicdo de enzimas ativadas pelas TIMP. (Knittel et al., 1999) As TIMPs
(inibidores teciduais das metaloproteinases) sao proteinas secretadas para o
controle da integridade da matriz extracelular através de sua atividade
inibidora sobre as MMPs. A principal funcdo das TIMPs é regular a
degradacdo da membrana basal e da matriz extracelular pelas MMPs
durante o desenvolvimento e remodelamento tecidual. De maneira geral, a
TIMP-1 apresenta maior importancia na regulacdo do processo fibrético
(Iredale et al., 1998), além de apresentar acao anti-apoptética nas células
estreladas hepaticas (Murphy e Nagase, 2008). A MMP-2 pertence ao grupo
das gelatinases e é produzida pelas CEH e pelos miofibroblastos. Regula a
membrana basal degradando os seus componentes, incluindo colageno IV,
fibronectina e laminina (Knittel et al., 1999).

No figado normal, as CEH estdo em um estado quiescente no espaco de
Disse, um fenétipo nao-fibrogénico, em contato com componentes da MEC
tais como colageno IV, laminina e proteoglicanos. A ativacdo da CEH é

marcada pela transicdo para o fenétipo de miofibroblasto (com aumento na
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expressdo de actina de musculo liso) e ocorre durante a injuria. As CEH
ativadas passam a produzir colageno tipo | e Ill, e aumentam a sua
proliferacao e contractilidade, deixaando de armazenar vitamina A. Quando
ativadas, sdo altamente quimiotaticas. As CEH ativadas contribuem para
uma alteracdo sinusoidal que atrapalham o contato do sangue com os
hepatécitos, contribuindo também para o surgimento da hipertensao portal
(Knittel et al., 1999; Stalnikowitz e Weissbrod, 2003).

A degradacado da MEC é uma caracteristica essencial da remodelacao
tecidual e da fibrogénese hepatica. Um desbalanco pode acarretar no
acumulo de tecido fibrético causado pelo aumento da sintese de MEC e
diminuicao de sua degradacéao (Knittel et al., 1999).

O TGF-B1 tem um papel central na fibrogénese hepatica, contribuindo
para a ativagdo de células inflamatérias e da CEH. Ele € produzido pelas
células de Kupfer, estimula a transcricdo dos genes de colageno 1 e 2 e
induz a expressao de TIMP-1, um inibidor tecidual das MMPs envolvidas na
degradacao do colageno. As CEH ativadas tornam-se uma fonte importante
de TGF-B1 e sédo as principais produtoras de proteinas da MEC durante a
injuria hepatica. Por outro lado, durante a regeneracao hepatica decorrente
da HP, ocorre um aumento da expressdo de mRNA TGF-f1, que € um
conhecido inibidor da proliferacdo de hepatocitos, talvez para previnir um
crescimento descontrolado e encerrar o precesso regenerativo. (Braun et al.,
1988; Stalnikowitz e Weissbrod, 2003; Traister et al., 2005)

O colageno tipo I, principal componente produzido durante a fibrogénese

hepética, é o produto de dois genes, os Cola -1 e -2. Além do TGF-B1,
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outras substancias podem aumentar a expressao desses genes durante a
injuria, principalmente a IL-6 e o TIMP1. (Greenwel et al., 1994). Uma
semana apés a HP, também ocorre uma reducéo na expressao de Col-al e
da producéo efetiva de colageno em figados cirréticos (Suaréz-Cuenca et
al., 2008).

Os niveis de TIMP-1 e 2 aumentam gradativamente do decorrer da fase
inicial da injuria, acarretando no acumulo de tecido fibrético no figado. Além
disso, é atribuido ao TIMP-1 a inibicdo da apoptose das CEH ativadas. O
aumento na expressao de TIMP € mais critico do que a de MMP na
fibrogénese causada por TAA (Hemmann et al.,, 2007). As MMP-2 e 9
apresentam um importante papel na fibrogénese inicial da injuria hepatica
(Park et al., 2010). Nas fases mais tardias, as MMP-2 e -14 podem exercer
atividades proteoliticas analogas as colagenages apés a reducao de TIMP-1,
contribuindo para a degradacao de colageno | (Arthur, 2000; Hemmann et
al., 2007).

Nem sempre a expressdo de mRNA resultard na forma ativa da proteina

devido a alteracgdes nas fases de pds-transcricao (Park et al., 2010).

3.5 Analgesia e cirrose

Os pacientes cirréticos possuem um alto potencial de apresentar
complicagdes decorrentes do uso de analgésicos, devido a reducdo da
capacidade de detoxificacdo, quadros de ma-digestdo e/ou ma-absorcéo,
hipertensao portal e alteragdes neuroldgicas (encefalopatia hepatica). Desse

modo, o controle da dor nesses pacientes torna-se um desafio e requer uma



29

avaliacao clinica minuciosa para estimar o risco/beneficio da administracao
desses medicamentos. (Knapp, 2008).

O paciente cirrético pode desenvolver sérias complicagcbes pos-
operatérias dada a reducdo na capacidade de coagulacdo sanguinea
decorrente da insuficiéncia hepatica. (Tarua et al., 2003). O uso de anti-
inflamatoérios nao-esteroidais (AINEs) no paciente com cirrose deve ser
evitado por aumentar o risco de injurias na mucosa gastrointestinal, de
hemorragias, de retencado de fluidos de de hipertensdo sistémica e portal.
(Knnap, 2008)

Os opioides facilmente atravessam a barreira hematoencefalica e podem
precipitar e exarcebar os efeitos da encefalopatia. Além disso, podem
ocorrer sintomas como constipacdo severa e hipotensdo, devendo ser
utilizados com cautela em pacientes cirréticos. (Tarua, 2003; Knapp, 2008).

O paracetamol, embora possua efeitos hepatotéxicos de longo prazo,
quando usado em baixas doses e por um curto periodo, é seguro e isento de
efeitos colaterais no SNC, figado ou hemodinamicos. (Knapp, 2008). Mesmo
com um aumento na meiavida plasmatica da droga em pacientes cirréticos,
nao foram observados sinais clinicos ou bioquimicos de hepatoxicidade,
mesmo com um uso relativamente prolongado. (Andreasen e Hutters, 1979).
Lucena (2003) relata que o paracetamol foi o analgésico mais utilizado em
pacientes com cirrose, quando comparado com opioides ou AINEs.

A dose recomendada de paracetamol para ratos, segundo Hawk et al.

(1999), é de 100 a 300 mg/kg, em via oral, trés vezes por dia.
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4 METODOS

4.1 Animais

No presente trabalho, utilizou-se 40 ratos Wistar fémeas que pesavam,
inicialmente, entre 195 e 210 gramas. Todos os procedimentos utilizados
foram submetidos e aprovados pela Comissdo de Apoio a Pesquisa da
Faculdade de Medicina (registro n® 4037) e pela Comissdo de Etica da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (protocolo n° 1641/2009),
ambas as instituicbes pertencentes a Universidade de Sao Paulo. As ratas
foram obtidas e mantidas durante todo o periodo experimental no Biotério do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da USP. Elas permaneceram em caixas plasticas forradas com
maravalha de madeira autoclavada, em grupos de cinco, cujas trocas
ocorriam trés vezes por semana, e recebiam alimentacao (racéo peletizada
especifica para roedores) e agua filtrada ad libitum.

No biotério, as condicbes macroambientais propiciaram uma
temperatura média de 22° C e umidade relativa em torno de 55%. Os
animais foram submetidos a um fotoperiodo controlado de 12 horas de claro
e 12 horas de escuro.

Todo o manejo esta de acordo com o Manual sobre Cuidados e Usos

de Animais de Laboratério (llar, 2003)



Quadro 1 Composicio da solucao parenteral de fatores hepatotroficos nutricionais

Fatores Hepatotréficos Nutricionais (FHN)

Solugéo de aminoacidos™

L-fenilalanina 540mg
Glicose 1049 L-isoleucina 370mg
Solugao de aminoacidos™ 200mL |L-leucina 980mg
Piridoxina 2mg L-acetato de lisina 590mg
Pantotenato de calcio 2mg L-metionina 530mg
Tiamina 30mg L-treonina 490mg
Fosfato de riboflavina 4mg L-triptofano 180mg
Cloreto de potassio 1,439 L-valina 530mg
Bicarbonato de sodio 1,509 L-arginina (base) 1060mg
Nicotinamida 50mg L-histidina (base) 460mg
Fosfato de monopotassio 750mg |L-alanina 1030mg
Sulfato de magnésio 500mg |L-asparginina 380mg
Vitamina C 500mg |L-acido aspartico 270mg
Acido Fdlico 2,5mg |L-acido glutamico 250mg
Vitamina B12 31,25ug |L-cisteina 30mg
Sulfato de Zinco 3,125mg |L-ornitina 260mg
Insulina regular 62,5 IU |L-prolina 840mg
Glucagon 0,625mg |L-serina 250mg
Agua destilada (g.s.) 500mL |L-tirosina 160mg

L-glicina 800mg

Agua destilada (g.s.) [100mL

32
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4.2 Delineamento experimental

Todos os animais receberam inje¢des intraperitoneais de tiocetamida
(TAA) a 4% dissolvida em NaCl 0,9%, cuja a dose foi de 150mg/kg, trés
vezes por semana, durante 15 semanas. Eles eram pesados antes de cada
injecao para o ajuste da dose. Um pequeno grupo de cinco ratos foi mantido
nas mesmas condi¢des durante o periodo de indugao apenas para monitorar
o ganho de peso. Ao término desse periodo, todos o0s animais
permaneceram durante 10 dias em repouso para serem submetidos a
hepatectomia parcial (HP) de 40%. Um dia apdés os procedimentos
operatérios, os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos,
sendo que cada um recebeu o0s seguintes tratamentos: ratos
hepatectomizados que receberam administragdo de fatores hepatotréficos
nutricionais (FHN) (Quadro 1) durante 12 dias (grupo HP+FHN, N=20); e
ratos hepatectomizados que receberam a administracdo de solugdo salina
(S) nas mesmas condigdes que o grupo anterior (grupo HP+S, N=20). Um

esquema do desenho experimental esta mostrado na figura 2.

Indugéo da cirrose Periodo de Tratamentos Grupos
repouso

YYVYVYVYVYVYVVYVVVVVY , VVVVVVVVVVVV & .
1 'ﬁ I HP+FHN

YYYYVVVYVVVVVVVY CAAAAAAAAAAAA R
t 1 1 »
15sem 10 diasﬁ 12 dias HP¥S

Y Tiocetamida

4 Hepatectomia parcial
VFHN

A Solugdo salina
#Eutanasia

Figura 2 Esquema que representa os procedimentos que culminam na formacio dos dois grupos
experimentais. HP=hepatectomia parcial; FHN+fatores hepatotroéficos nutricionais.
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4.3 Procedimentos cirargicos

Todas as etapas que envolveram os procedimentos operatérios, desde a
anestesia até a analgesia pés-operatéria, foram realizadas na presenca de
um médico veterinario (CRMV-SP 25497), de acordo com as exigéncias da

legislacao vigente (Brasil, 1968).

4.3.1 Anestesia

A anestesia nestes animais consistiu de uma aplicacdo de morfina
(4mg/kg) (Cristalia®) cerca de 10 minutos antes da indugdo, como
medicamento pré-anestésico, de modo a facilitar a indugdo anestésica e
promover analgesia e sedacao, evitando assim o estresse nos animais. Para
a indugdo, utilizamos um sistema de anestesia inalatéria, onde a droga
utilizada (Isoflurano, Cristalia®) era vaporizada em oxigénio 100%, e
fornecida aos animais através de uma mascara. O procedimento cirirgico
era iniciado apenas apds a certificacdo do plano anestésico através dos
parametros tais como perda de reflexos doloroso (podal) e palpebral, € o
monitoramento era realizado através da observacao da frequéncia e padrao

respiratério dos animais.

4.3.2 Preparo dos animais
Apos estarem devidamente anestesiados, os animais eram depilados na
regiao abdominal e fixados na mesa cirdrgica com fitas adesivas. Nesse

momento, era realizada a antissepsia do campo operatério com alcool 70%,
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bem como a assepsia dos materiais utilizados (pincas, tesouras, fios de

sutura e luvas).

4.3.3 Hepatectomia parcial

Para este procedimento cirdrgico, utilizamos a técnica descrita de
Higgins e Anderson (1931) com algumas modificagbes. Neste trabalho, os
autores descreveram a técnica utilizada até os dias de hoje para a realizacao
da hepatectomia parcial de cerca de 70%, alcancada pela resseccao dos
lobos hepaticos lateral esquerdo e mediano. Ja 0s nossos animais foram
submetidos a hepatectomia parcial de aproximadamente 40%, onde apenas
o lobo mediano foi removido (Martins e Neuhaus, 2007) (Figura 3), conforme
descricao abaixo:

Para a laparotomia, realizou-se uma incisdo na pele imediatamente
abaixo do processo xifoide do esterno, que se estende por cerca de trés
centimetros em diregcdo caudal. Apds a divulsdo da pele ao redor inciséao,
efetuou-se cuidadosamente um pequeno corte com o bisturi na musculatura
abdominal e peritbnio, até atingir a cavidade abdominal. Entdo, com a
tesoura, cortou-se a musculatura e o periténio seguindo a direcao da incisao
feita na pele.

Com uma leve pressdo nas laterais do abdémen, consegue-se
apresentar o figado para fora da cavidade abdominal. Nesse momento, o
lobo mediano era identificado e, com o auxilio de uma compressa, realizava-
se uma pequena tracdo para visualizar os vasos e ducto biliar

correspondentes a ele. Com um fio de nylon muito fino (tamanho 4-0,
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Brasuture®), eram feitas as ligaduras desses ramos venosos e do ducto
biliar, propiciando entdo a sec¢éo segura de todo o lobo mediano.

Apo6s uma inspegdo na cavidade abdominal, seguia-se com a sutura
do peritbnio e da musculatura abdominal, em bloco, com a utilizagdo de
pontos em X (pontos Sultan). Ja para a pele, utilizou-se a sutura do tipo
ponto simples separado.

Para finalizar, aplicou-se solucdo degermante de clorexidine 0,5%

sobre a ferida cirurgica.

(A) Rat Liver

Fonte: (Martins e Neuhaus, 2007)

Figura 3 Desenho da anatomia do figado do rato onde cada lobo tem o seu tamanho relativo
apresentado. CP, caudate process; AC, anterior caudate lobe: PC, posterior caudate lobe; SRL,
superior right lateral lobe; IRL, inferior right lateral lobe; ML, median lobe; RML, right
portion of the medial lobe; LML, left portion of the medial lobe; LLL, left lateral lobe; MF,
median fissure; LF, left fissure; RF, right fissure and FL e falciform ligament.

4.3.4 Pos-operatdrio e analgesia

Ao término da cirurgia, os animais eram mantidos sobre uma placa
aquecida até atingirem um estado alerta, e recebiam uma reposicdo de
fluidos empirica através da aplicagdo subcutédnea de solucgao fisiolégica de
cloreto de sodio 0,9%, a fim evitar uma desidratacdo e auxiliar na funcéao

renal.
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Os animais passaram a receber acetaminofen (200mg/kg) a cada 6

horas, durante 48 horas, como medicamento analgésico poés-operatorio.

4.4 Administracao de FHN

Os ratos do grupo HP+FHN receberam injecdes intraperitoneais de
solucao de fatores hepatotréficos nutricionais (Quadro 1) duas vezes por dia,
durante 12 dias consecutivos, cuja dose foi de 40 mL-kg'-dia™. J& o grupo
HP+S recebeu solucdo salina (NaCl 0,9%) nas mesmas condicoes
(frequéncia, via, volume e temperatura). Os animais eram pesados

diariamente para o ajuste da dose.

4.5 Eutanasia, biometria e coleta de materiais

Um dia ap6s o término dos tratamentos, os animais de ambos os
grupos foram novamente anestesiados com isoflurano vaporizado em
oxigénio 100% para a coleta de sangue por punc¢ao cardiaca. A eutanasia foi
efetivada pela exposicdo excessiva em altas doses ao anestésico até a
confirmacdo da morte pelo veterinario responsavel, sendo que este
procedimento seguiu as normas do CFMV (Brasil, 2002).

Alguns parametros foram aferidos nesse momento, tais como: peso
do animal, peso do figado e peso da carcaca. Com esses resultados,
obteve-se o indice hepatossomatico (IHS) em porcentagem e o indice
hepatocarcaca (IHC), dividindo-se o peso do figado pelos pesos do animal e
da carcaca respectivamente. Além disso, a evolugao diaria do peso durante

o periodo de tratamento também foi registrada. Desse modo, obteve-se o
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indice de ganho de peso (IGP), dividindo-se o peso de cada dia pelo peso do
dia do procedimento cirurgico (dia 0). Ou seja, no dia 0, o IGP foi 1, e valores
abaixo representam diminuicdo do peso enquanto valores acima
representam aumento no peso.

Pequenos fragmentos de figado foram coletados para o
processamento de rotina de microscopia de luz, imuno-histoquimica e

biologia molecular, conforme descrito a seguir.

4.6 Processamento do material coletado

Tanto os fragmentos hepaticos coletados apds a hepatectomia parcial
quanto os coletados apds eutanasia foram processados para analise
histoldgica, de imuno-histoquimica e de biologia molecular. Ja o sangue foi
processado para realizarem-se as analises bioquimicas plasmaticas de

alguns marcadores hepaticos.

4.6.1 Bioquimica plasmatica

O sangue coletado (cerca de 2,5 a 3 ml) foi colocado em tubos
préprios contendo heparina para a separacao do plasma. Esta separacéao foi
realizada em centrifuga, onde, ao final do procedimento, o plasma pode ser
facilmente removido com o auxilio de uma pipeta.

O plasma foi entdao inserido em um equipamento analisador
bioquimico (VetTest 8080 - Idexx®) e obteve-se os niveis plasmaticos dos

seguintes parametros bioquimicos hepaticos: alanina aminotransferase
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(ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA), albumina

(ALB) e bilirrubina total (BT).

4.6.2 Microscopia de luz e imuno-histoquimica

Os fragmentos hepaticos foram cortados de modo a néo
ultrapassarem as dimensdes de 5x5x5mm, e entdo foram imersos nos
fixadores Bouin (para coloragédo de picrossirius) e metacarn (para coloracao
de hematoxilina-eosina e imuno-histoquimica).

Apés a devida fixacdo, todo o material foi emblocado em paraplast e
obteve-se cortes de 5 um, que foram montados em laminas com laminulas.
O material fixado em Bouin foi corado pelo método de picrossirius
(Junqueira, 1979), de modo a evidenciar o colageno para a analise
morfométrica. Ja o material fixado em metacarn foi corado em HE para a
analise histopatolégica e também para a realizacdo da imuno-histoquimica

para PCNA.

4.6.3 Biologia Molecular

Neste caso, os fragmentos hepaticos foram mergulhados em
nitrogénio liqguido no momento da coleta e armazenados em freezer -80°C
para realizar-se a avaliacdo da expressdo de alguns genes ligados a
modulagao da matriz extracelular (Col-a1, MMP-2, TIMP-1 e TGF-1) por

PCR em tempo real.
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4.7 Analises Microscépicas

4.7.1 Histopatoldgico e indice de atividade histologica

Para essa analise, realizada sob microscopia de luz, utilizou-se as
laminas coradas em hematoxilina-eosina (HE). As laminas foram descritas
em funcao dos principais achados histopatolégicos observados. Além disso,
calculou-se a grau de inflamagdo de acordo com a estadiamento de
atividade histolégica (IAH) modificado por Ishak et al. (1995). Os parametros
usados estao apresentados no Quadro 2, e sdo somados a fim de obter-se

um escore final.

Quadro 2 Parametros utilizados para graduar o indice de atividade histolégico (HAI) segundo
Ishak.

Modified HAI grading: necroinflammatory scores

Score

A Periportal or periseptal interface hepatitis {piccemcal necrosis)
Absent

Mild (focal, few portal areas)

Mild/moderate (focal, most portal areas)

Moderate {continuous around <<50% of tracts or septa)
Severe (continuous around >50% of tracts or septa)

B. Confluent necrosis

Absent

Focal confluent necrosis

Zone 3 necrosis in some areas

Zone 3 necrosis in most areas

Zone 3 necrosis+occasional portal-central (P-C) bridging
Zone 3 necrosis+multiple P-C bridging

Panacinar or multiacinar necrosis

b b=

I SR =]

C. Focal (spotty) lytic necrosis, apoptosis and focal inflammation®
Absent

One focus or less per 10<objective
Two to four foci per 10 objective
Five to ten foci per 10>objective
More than ten foci per 10 objective

T

D. Portal inflammation

None

Mild, some or all portal areas
Moderate, some or all portal areas
Moderate/marked, all portal areas
Marked, all portal areas

B b= 2
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4.7.2 Estadiamento do grau de fibrose

Também para essa analise, utilizou-se a gradacao de Ishak et al. (1995).
Pode-se classificar, em funcao dos parametros apresentados no Quadro 3, a
fibrose e sua diferenciacdo para a cirrose. Para tanto, as laminas coradas
em picrossirius sdo adequadas, ja que evidenciam as fibras de colagenos
presentes no corte histolégico do figado. Esta classificacdo foi importante
para selecionar os animais que participaram de todas as andlises do projeto,
sendo apenas 0s materiais coletados dos ratos com classificacdo 6 foram

utilizados.

Quadro 3 Parametros utilizados para graduar grau de fibrose segundo Ishak.

Modified staging: architectural changes, fibrosis and cirrhosis

Change Score
No fibrosis 0
Fibrous expansion of some portal areas, with or without 1
short fibrous septa

Fibrous expansion of most portal areas, with or without 2
short fibrous septa

Fibrous expansion of most portal areas with occasional 3
portal to portal (P-P) bridging

Fibrous expansion of portal areas with marked bridging 4

(portal to portal (P-P) as well as portal to central (P-C))
Marked bridging (P-P and/or P-C) with occasional nodules 5
(incomplete cirrhosis)

Cirrhosis, probable or definite 6

Maximum possible score 6

4.7.3 Morfometria de colageno
Também com as laminas coradas em picrossirius, realizou-se a

quantificacdo do colageno presente no tecido hepatico. Foram capturados
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trés campos aleatérios (aumento de 20x) em cinco laminas nao-seriadas.
Através do software AxionVision (Carl Zeiss), foi possivel quantificar a area
ocupada pelo colageno (coloracao vermelha — figura 11) nas imagens e
calcular qual a porcentagem ocupada por essa area em relagao a area total
da imagem, que é equivalente a proporcao volumétrica de colageno no

figado.

4.7.4 Indice de proliferacdo celular (PCNA+)

Esse indice é obtido através da quantificacdo de nucleos marcados
positivamente para PCNA, através de imuno-histoquimica, em um total de
1000 nudcleos contados, sendo o resultado expresso em porcentagem. Os
fragmentos utilizados nesse processamento foram coletados e fixados em
metacarn, e o protocolo de imuno-histoquimica foi realizado conforme
descrito abaixo.

Cortes de 5um foram imersos em tampao citrato (pH 6,0) e aquecidos
por micro-ondas (700 watts) durante 12 minutos. A peroxidase enddgena foi
bloqueada pela imersdao das laminas em solucdo de H202 5% diluida em
metanol por 30 minutos. Apos lavagem em PBS (pH 7,2), as reacdes
inespecificas foram bloqueadas pelo leite em pd desnatado (ltambé - Belo
Horizonte) por 20 minutos a 37°C; os cortes histolégicos foram lavados
novamente e incubados por 12 horas a 4°C com anticorpo monoclonal de
camundongo anti-PCNA clone PC10 (Dako, Carpinteria, CA, USA, M0879)
diluido em PBS (1:100). Em seguida, os cortes foram incubados com

anticorpo secundario biotinilado por 30 minutos, lavados em PBS e
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incubados com o complexo estreptavidina-peroxidase (LSAB - Dako,
Carpinteria, CA, USA) por 30 minutos. As células positivas foram
evidenciadas por meio da revelacdo dos cortes pelo DAB (3'3-

Diaminobenzidine Tetrahydrochloride, Dako, Carpinteria, CA, USA).

4.8 Andlise Molecular

Avaliaram-se, através da quantificacdo da expressdo de genes por RT-
PCR (real-time PCR), os seguintes genes envolvidos na modulacdo da
matriz extracelular e da fibrogénese: (Coldgeno alfa 1, col-af,
metaloproteinase 2, MMP-2; inibidor da metaloproteinase 1, TIMP-1; e fator
de transformacéo de Crescimento Beta, TGF-87). O material utilizado nesta
analise foi coletado e imediatamente submergido em nitrogénio liquido,
sendo mantido entdo em freezer -80°C até o momento de extracdo do RNA.
As etapas necessarias nessa avaliacdo sao, conforme seguem nos itens

abaixo.

4.8.1 Extracdo do RNA

A extragdo do RNA foi realizada com o kit para extragdo de RNA -
RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare). Aproximadamente 30 mg
de tecido hepatico (n=6 amostras/grupo), mantido a -80°C, foi adicionado a
350 uL do tampéao de lise RA1 acrescido de 3,5 pL de B-mercaptoetanal,
sofrendo maceragao com pistilo autoclavado e RNAse-free. A partir deste
momento a mistura foi transferida para uma coluna de extracdo, seguindo o

protocolo determinado pelo fabricante do kit. O processo consistiu
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basicamente em colocar as amostras maceradas em pequenas colunas de
extracdo (adaptaveis a um eppendorff de 1,5 mL), responsaveis pela
retencdo do RNA, enquanto o mesmo foi lavado e purificado com uma
seqUiéncia de reagentes. Na etapa final, o RNA foi liberado da coluna pela
adicdo de agua RNAse-free, sendo mantido em freezer -80°C até o

momento do uso.

4.8.2 Determinacgao da qualidade e quantificacdo do RNA total

Uma aliquota de 7 uL foi retirada para quantificacdo e verificacdo da
integridade do RNA. O restante foi armazenado imediatamente em freezer -
80°C até sua utilizacdo. A andlise qualitativa foi realizada submetendo-se 5
ML da amostra do RNA extraido acrescida de 2uL do corante Blue Green
Loading Dye | a eletroforese em gel de agarose 1,5% diluida em TAE 1X
(48,4 g de Tris base; 20 mL de EDTA 0,5 M, pH 8,0; 11,4 mL de acido
acético; agua deionizada autoclavada g.s.p. 1000 mL), 60V, por 1,5 hora.
Apoés a eletroforese, o gel foi submetido a luz ultravioleta para a visualizacao
das bandas 28S e 18S no aparelho /mageQuant 400 (GE Healthcare, USA).
A correta identificagdo destas bandas indica a qualidade do RNA. O restante
da amostra (2 uL) foi diluida em 58 pL de H20 RNase-free para
quantificagdo da concentracdo de RNA total em biofotémetro (Eppendorf) a
260/280nm. Amostras com absorbancia entre 1,7 até 2,0 ng/uL indicaram
baixa contaminacdo do RNA, sendo consideradas de boa qualidade para a

transcrigao reversa.
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4.8.3 Transcricdo reversa — obtencdo do DNA complementar (cDNA)

Uma aliquota de cada amostra de RNA total foi retirada e a
concentracao ajustada para 1000 ng/uL. Para eliminar quaisquer resquicios
de DNA, o RNA total diluido foi tratado com DNAse |. Foi utilizado 1 uL de
DNAse | para tratar 4 ug/uL de RNA total. Os eppendorfs foram mantidos a
temperatura ambiente por 15 minutos, sendo adicionado 1 yL de EDTA (25
mM) para bloquear a acdo da enzima e aquecidos por 10 minutos, a 65°C,
em banho seco, seguido de resfriamento em banho de gelo. As amostras
receberam 1 pL de Oligo DT; 1 yL de dNTPs (mix 10 mM-2,5 mM de cada
dNTP) e posteriormente foram incubadas a 65°C, por 5 minutos e resfriadas
em gelo. Ainda no gelo, foram adicionados a cada tubo 4 pL do buffer 5X
(superscript 11); 2 uL de DTT 1M; 1 yL de RNAse OUT, seguindo a incubacao
por 2 minutos a 42°C e resfriamento no gelo. Foi acrescido 1 yL da enzima
de transcricdo reversa superscript Il, permanecendo sob incubacao a 42°C,
por 50 minutos e em seguida por 70°C por 15 minutos e resfriada no gelo.
Posteriormente foi acrescido 1 iL da enzima RNAse H (para eliminagcao de
residuos de RNA da amostra de cDNA), permanecendo por 20 minutos a
37°C e resfriada no gelo. O cDNA foi armazenado a -20°C até o momento da
sua amplificacdo. Todos os reagentes foram fornecidos pela Invitrogen Life

Technologies.

4.8.4 Assays (primers)
Todos os reagentes foram fornecidos pela Applied Biosystems. No

Quadro 4 estao discriminados os assays utilizados:
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Quadro 4 Assays (primers) da empresa Applied Biosystems utilizados para analise da expressio
génica por PCR em tempo real: Coliagenol al, colageno tipo 1 alfa 1; TGFp-1, fator de
crescimento transformador beta 1; MMP-2, metaloproteinase 2; TIMP-1, inibidor tecidual da
metaloproteinase.

Genes Assays

B -actina 4331348

Col-aft Rn 00801649 g1
TGF-B1 Rn 00572010_m1
MMP-2 Rn 01538167_m1
TIMP-1 Rn 00587558 m1

4.8.5 Quantificagdo da expressao génica por PCR em tempo real

A analise por PCR em tempo real foi realizada em sistema de deteccao
ABI Prism 7000 (Applied Biosystems). Para avaliacdo da expressao, foram
colocados em tubos apropriados (Opitcal Tubes Applied Biosystems) 5 ul de
cada produto de PCR (cerca de 10 ng de RNA total), tampéao A TagMan 1X,
MgCl2 5,5 mM, 200 uM de dATP/dCTP/dGTP, 400 uM dUTP, 200 nM dos
primers (senso e antisenso), 100 nM das probes TagMan, 0,01 U/mL de
AmpErase e 0,025 U/uL da DNA polimerase AmpliTag Gold em um volume
total de 50 uL. Apdés a completa mistura dos reagentes, cada tubo foi
fechado com tampas MicroAmp Optical (Applied Biosystems). Todas as
reacoes foram corridas em duplicata. As condicbes de amplificacdo
utilizadas foram: 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C; seguidos de 50 ciclos
a 90°C por 15 segundos para desnaturacao da fita de cDNA e a 60°C por 1
minuto para sua extensdo. A interpretacdo dos resultados foi realizada
conforme descrito pelo método comparativo de Livak e Schmittgen (2001)

onde a expressio relativa dos genes corresponde a 224,
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4.9 Estatistica
Para os dados obtidos determinou-se a média, o desvio-padrao e a
mediana. Os resultados foram analisados estatisticamente, com significancia
caso p<0,05. Os dados paramétricos foram comparados com teste t (para
duas variaveis) ou teste ANOVA (para mais de duas variaveis). J4 os dados
nao-paramétricos foram comparados através dos testes de Mann-Whitney
(para duas variaveis) ou de Kruskal-Wallis (para mais de duas variaveis).
Todas as amostras foram submetidas a teste de normalidade para
determinar o uso de testes paramétricos ou nao-paramétricos.
As andlises foram efetuadas com o auxilio do programa Graphpad Instat

versao 3.1a.
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Resultados
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5 RESULTADOS

5.1 Estabelecimento da cirrose e hepatectomia parcial

Nao foi observada mortalidade durante o periodo de administracao de
TAA com a dose utilizada. O ganho de peso foi reduzido nos animais que
receberam TAA quando comparado com um grupo mantido durante o
mesmo periodo e sem nenhum tratamento. Entretanto, apés o estadiamento
do grau de fibrose do figado coletado na hepatectomia parcial, observou-se
que nem todos os ratos apresentavam figados cirréticos, ou seja, com o grau
6 de Ishak. Como o escopo do trabalho era analisar animais com cirrose

apenas, os demais ratos nao foram avaliados.

1,15

1,1
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Figura 4 Grafico que mostra a evolucio semanal dos pesos médios de ratos de nio receberam
TAA (controle), que receberam TAA mas nao desenvolveram cirrose ao final do periodo (nao-
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cirrose), e animais que receberam TAA e desenvolveram cirrose ao final do periodo (Cirrose).
IGP=indice de ganho de peso, onde todos os pesos sdo ajustados em funcdo do peso inicial, cujo
valor € 1.

Os ratos que nao receberam TAA apresentaram um ganho de peso
maior do que os animais que receberam. Os animais que receberam a TT
foram classificados ao final do periodo em cirréticos ou nao cirréticos. Os
que desenvilveram cirrose apresentaram uma curva de cresciment que
evidenciou um menos ganho de peso ao final do periodo quando
comparados com os ndo cirroticos (Figura 4).

Durante os procedimentos operatérios, houve uma mortalidade de 7
ratos dentre os 40 submetidos a resseccado parcial (17,5%), sendo que
quatro deles morreram durante os procedimentos anestésicos e/ou
transoperatérios, dois no pos-operatério imediato e um no dia seguinte. Dos
33 ratos restantes, 22 (66,7% de eficiéncia) apresentavam um figado com
cirrose estabelecida (Ishak grau = 6). O grupo HP+FHN foi constituido de 11

ratos, bem como o grupo HP+S, coincidentemente.

5.1.1 Achados clinicos e histopatolégicos

Durante todo o periodo experimental, ndo foram observados sinais
clinicos como ascite, ictericia ou alteragcbes neuroldégicas nos ratos,
caracterizando que a cirrose obtida era compensada. Os animais definidos
como com cirrose apresentaram caracteristicas macroscopicas classificadas
como macronodular (Figura 5). Na avaliacdo histopatoldgica, tinham um alto
grau de fiborose com a presenca de nédulos regenerativos formados por
septos grandes, destruicdo da arquitetura histolégica normal e proliferacao

de ductos biliares. Nao foram encontradas lesdes neoplasicas.
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O indice de atividade histolégica do grupo HP+S apresentou um escore
final de 4, enquanto do grupo HP+FHN foi de 3, com um valor de P=0,08. A

figura 5 representa os resultados encontrados.

Figura 5 Aspecto macroscopico de um figado com cirrose induzida por TAA. Nota-se evidente
alteraciio na superficie hepatica que caracteriza uma cirrose macronodular.

5.2 Parametros biométricos

Os figados dos animais do grupo HP+FHN tiveram os tamanhos relativo
e absoluto maiores do figado quando se comparou com o grupo HP+S. O
peso do figado, IHS, IHC aumentaram 8,4%, 5,6% e 8,4%, respectivamente.
Os valores médios, o desvio-padrdo e P-value estao indicados na Tabela 1.

Tabela 1 Parametro biométricos hepaticos

Peso figado (g) IHS (%) IHC (%)

HP+S 7,7+0,7 3,610,2 4,8+0,4
HP+FHN 8,4+0,7 3,8+0,3 5,2+0,4
P 0,03 0,04 0,03
Aumento 8,4% 5,6% 8,4%
(%)

Os dados estao apresentados como médiatDP; grupo HP+S,
n=11; grupo HP+FHN, n=11; as médias forma comparadas com
teste t de student; IHS= indice hepatossomatico; IHC=indice
hepatocarcaca.
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Os pesos médios diarios dos ratos durante o periodo de tratamento
também mostraram que os animais que receberam a solucdo de FHN
tiveram um IGP médio maior, mostrando uma recuperacdo de peso mais
rapida, ja desde a primeira administracdo, que se manteve até o final. A
figura 6 apresenta o grafico da evolucdo do IGP entre os dois grupos

experimentais.

Comparacgao entre o peso médio
durante o tratamento

1.00
—=— PH+NHF
—— PH+S
G5 0.95-
0.90 Y T T T T T

0 2 4 6 8 10 12
Dias

Figura 6 Grafico com a evolucio do peso médio dos grupos experimentais durante o periodo de
tratamento. Dias 2, 3 4, 5, P<0,05)

5.3 Analise morfologica
5.3.1 Macroscopia

Os figados dos ratos de ambos os grupos apresentaram um aspecto
macroscopico que indicou uma recuperacao morfoldégica macroscopica.
Reduziu a quantidade de nddulos, ndo sendo mais possivel classifica-los
como com cirrose macronodular. As bordas estavam bem delineanas e a

superficie estava mais lisa, embora essas caracteristicas estavam mais
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evidentes nos animais do grupo HP+FHN do que nos animais do grupo

HP+S (Figura 7) .

-

Figura 7 Aspecto macroscépico do figado hepatectomizado apds o tratamento com solucio
salina (esquerda) e fatores hepatotroficos nutricionais (direita). Nota-se uma superficie mais lisa
e uma borda mais delineada nos animais do grupo HP+FHN.

5.3.2 Histopatoldgico

A melhora morfolégica macroscopica também foi observada na analise
histopatolégica realizada nas laminas de figados de ambos os grupos. A
reducao da fibrse e diminuicao dos nddulos regenerativos foram os aspectos
mais evidentes. Entretanto, observou-se também uma reducdo na
prolirefacao dos ductos biliares e re-estruturacao parenquimal mais préxima
da de figados normais (Figura 8). Nesse caso, de novo, os animais do grupo
HP+FHN mostraram que essa recuperagdao morfoldégica microscopica foi
mais evidente do que no grupo HP+S.

Nao havia infiltrados inflamatérios e nem lesées neoplasica em nenhum

dos animais analisados.
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5.3.3 indice de atividade histolégica

A andlise do |AH realizada de acordo com os parametros do quadro 2
mostraram que né&o houve diferenga no escore mediano entre 0s grupos
HP+S e HP+FHN (4 e 3 respectivamente, p=0,08) (Figura 9). Esses indices

indicam uma baixa atividade celular e, portanto, baixo grau de inflamagéao.

\
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Figura 8 Fotomicrografias de figados corados com hematoxilina e eosina. A e B: amostras
coletadas durante a hepatectomia parcial, evidenciando alteracioes morfologicas importantes
condizentes com a cirrose hepatica, tais como excesso de fibrose, perda da arquitetura
morfolégica e vascular; C: amostra do mesmo animal (A) apés a aplicacdo de salina, com
reducio de fibrose e melhora estrutural; D: amostra do mesmo animal (B) apés o uso de fatores
hepatotroficos nutricionais, revelando uma evidente reversdo do tecido fibrético e uma
arquitetura mais préxima do normal.
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Figura 9 Grafico que apresenta os escores de indice de atividade histolégica de figados
hepatectomizados que receberam fatores hepatotroficos nutricionais (FHN) ou nio. A barra
representa a mediana. P=0,08.

5.3 Avaliacao do colageno

A quantidade de colageno presente no figado, representada pela
proporcdo volumétrica de colageno (PVC), ndo mostrou diferencas entre
ambos 0s grupos no material coletado na hepatectomia parcial, ou seja,
antes do inicio do periodo de tratamento, o que indica que a cirrose estava
homogénea entre os animais selecionados (apenas aqueles com grau
Ishak= 6). Apos o tratamento, em uma analise intragrupos, a PVC diminuiu
em ambos 0s grupos, seja nos que receberam a solucdo de FHN ou nao
(Tabela 2). Entretanto, essa reducéao foi maior no grupo HP+FHN do que no
grupo que foi submetido apenas a HP (reducao na PVC de 49,1% e 28,7%,
respectivamente, P<0.05). Na comparacéo intergrupos, houve também uma
diminuicao relativa na PVC ap6s o periodo de tratamento. O grupo HP+FNH
teve uma reducao de 28,7% (P<0,05) em ralacao ao grupo HP+S. (Figura

10)
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Tabela 2 Quantificacdo da proporcao volumétrica de colageno

Colageno  Colageno
antes depois

HP+S 150434  10,7+2,3
HP+FHN 14,6425  7,4%1,6
P 0.72 0,001

HP=hepatectoia parcial; S=salina;
FHN=fatores hepatotr6ficos nutricionais

Quantidade de colageno
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Figura 10 Proporciao volumétrica de colageno de figados de ratos submetidos a HP antes e
depois dos tratamentos (médiatDP); as barras brancas representam ambos os grupos
antes da administracio de salina (HP+S) e fatores hepatotréficos nutricionais
(HP+FHN); as barras pretas representam os mesmos grupos apos o periodo de
administracdo. ANOVA two-way com pos-teste de Bonferroni. Letras diferentes
indicam p<0,05.

A avaliacdo qualitativa da quantidade e distribuicdo do conteudo de
colageno presente no figado mostrou uma evidente reducdo do tecido
fibrético, septos interportais mais finos e diminuicido dos nddulos
regenerativos em ambos os grupos comparando-se com os mesmos figados
cirréticos antes do tratamento. Porém, esses achados sdo mais evidentes no
grupo HP+FHN, (figura 11), concordando com a quantificacdo morfométrica

da PVC mostrada acima.
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Figura 11 Fotomicrografias de cortes de figado corados pelo método de picrossirius onde o
colageno esta destacado em vermelho. A e B: fpigado de dois animais no momento da
hepatectomia parcial (HP) sem qualquer tratamento; C: figado do mesmo animal (A) apds
receber solucdo salina; D: figado do mesmo animal (B) apds receber fatores hepatotroficos
nutricionais. Barra =10 pm.

5.5 indice de proliferagdo celular (PCNA)

O indice de proliferagdo celular de hepatocitos (PCNA positivos) foi
maior nos ratos do grupo HP+FHN do que nos ratos do grupo HP+S
(12,9+2,3% e 8,9%4,1%, respectivamente; P=0.01) (Figura 12), o que

significou um aumente relativo de 44,9% entre os grupos.
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indice de marcagao para PCNA
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Figura 12 Indice de marcacio para PCNA em porcentagem (médiatDP; a barra branca
representa o grupo que recebeu solucao salina (HP+S); a barra preta representa o
grupo que recebeu fatores hepatotroficos nutricionais (HP+FHN). student’s t-test
(*P<0.05).

5.6 Parametros bioquimicos

Uma redugéo de 23,7% foi observada no nivel de fosfatase alcalina (FA)
do grupo HP+FHN quando comparado com o grupo HP+S. Embora ndo haja
diferenca no nivel de AST entre os grupos, a valor de P foi 0,07, indicando
uma forte tendeéncia de redugdo. Porém, ndo se encontrou diferengas nos

niveis de ALT, AST, BT entre os grupos analisados (Tabela 3).

Tabela 3 Pariametros hepaticos bioquimicos entre os grupos experimentais apés a administracao
de solucdo salina ou fatores hepatotréficos nutricionais.

AST ALT FA BT Alb

(U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
HP+S 141.8430.1 65.1£18.7 177+36.7 0.12+0.04 2,95+0,21
HP+FHN 122.3+t16.4 56.419.1 135£37.6 0.1x0.00 2,66+0,22
P 0.07 0.20 0.0042 0.28 0,005
Reducéo (%) - - 23.7 - 9,8

Os dados estdo mostrados como médiatDP; grupo HP+S, n=11; grupo HP+FHN, n=10; as
médias foram comparadas com teste student’s t; AST=aspartato aminotransferase,
ALT=alanina aminotransferase, FA=fosfatase alcalina e BT=bilirrubina total.
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5.7 Expressao génica

Na anadlise da expressao génica relativa, encontrou-se uma reducao de
54% na expressao do gene Cola1 no grupo HP+FHN em comparagao com o
grupo HP+S aoo6s o tratameno (0,46+0,29 e 1,00+0,34 respectivamente,
P=0.048) (Figura 13). Nao foram registradas diferencas na expressdao dos

genes MMP-2, TIMP-1 e TGF-B1 conforme indicado na tabela 4.
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Figura 13 Expressao relativa (médiatDP); a barra branca representa o grupo que recebeu
solucao salina (HP+S); a barra preta representa o grupo que recebeu a solucao de
fatores hepatotroéficos nutricionais (HP+FHN). Teste student’s t (*P<0.05).

Tabela 4 Expressao relatica de genes pro-fibroticos entre os grupos apés a administracio de
solucfo salina ou fatores hepatotroéficos nutricionais.

MMP-2 TIMP-1 TGF-B1

HP+S  1,00+0,47 1,00+0,56 1,00+0,91
HP+FHN 1,03+0,68 1,39+0,81 1,22+1,20
P 0,92 0,32 0,75

Os dados estdo apresentados como média+DP; grupo
HP+S, n=6; grupo HP+FHN, n=6; as médias foram
comparadas com student’s t test; Coloul=coldgeno alpha 1;
MMP-2=matrix metalloproteinase 2; TIMPI tissue
inhibitor of metalloproteinase 1; TGFP1 transforming
growth factor beta 1.
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6 DISCUSSAO

Os resultados apresentados no capitulo anterior permitem uma
discussdo a luz da revisdo da literatura citada. Ela esta dividida em trés

partes, conforme apresentado a seguir.

6.1 Estabelecimento da cirrose e HP

O modelo de TAA foi escolhido pela sua capacidade de reproduzir uma
cirrose semelhante aquela decorrente das infeccbes virais em humanos
(Nozu et al., 1992; Sato et al, 2000; Akohoshi et al, 2002; Low et al., 2004;
Lefton et al., 2009). Além disso, essa droga apresenta uma menor toxicidade
para 0 manipulador e para o ambiente quando comparada com as utilizadas
nos outros modelos mais recorrentes. Optou-se por utilizar uma dose menor
do que a determinada previamente na literatura, a fim de evitar que os ratos
pudessem atingir um grau clinico da doenca que aumentasse a mortalidade
decorrente dos procedimentos cirlrgicos realizados. Sendo assim, a
mortalidade durante as quinze semanas de indugao foi zero. Por outro lado,
com este protocolo, nem todos os animais foram classificados como
cirréticos, e sendo esse o escopo do trabalho, nem todos os ratos
participaram das analises. Na figura 4, as curvas de ganho de peso durante
o periodo de inducao mostram que os animais que receberam a TAA tiveram
um crescimento menor do que os animais de controle e, dentre estes que

receberam TAA, os que desenvolveram cirrose tiveram um crescimento
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menor ainda. Realmente, o peso dos animais pode ser um fator de
monitoramento da indugéo e do surgimento da resisténcia a droga (Guerra et
al., 2010)

Também por cautela, a resseccédo de aproximadamente 40% do figado,
também chamada de hepatectomia menor, foi escolhida, ja que a
hepatectomia maior (em torno de 70% do figado), por si s6, € um risco,
mesmo em pacientes com funcao hepatica normal (Seyama e Kokudo, 2009)
e 0 risco cirdrgico é mais alto em pacientes cirréticos que em outros
pacientes na populacdo em geral para qualquer tipo de procedimento (Low
et al., 2004). Em animais com cirrose cuja fungdo hepatica esta diminuida, o
figado remanescente pode nao ser capaz de manter as funcdées minimas
apos a HP, resultando em uma insuficiéncia hepatica aguda (Hashimoto e
Watanabe, 1999) e aumento na mortalidade (Belghiti et al., 2000). Mesmo
ocorrendo de maneira atrasada e com menor impeto regenerativo, a
regeneracao ocorre independentemente da extensdo do procedimento
(Masson et al., 1999).

Mesmo com essa opc¢ao, a mortalidade decorrente dos procedimentos
operatérios foi de 17,5%.

Nao houve mortalidade durante o periodo de administracdao de FHN, o
que demonstra uma seguranca em sua utilizacdo nas condicdes

experimentais realizadas.
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6.2 O uso de FHN na resseccao hepatica
A resseccao cirurgica é considerada a opcdo de escolha no tratamento
para pacientes com HCC, mesmo em pacientes com cirrose compensada,
sendo que em pacientes com cirrose moderada ou severa, o transplante de
figado & a melhor opcao (Zarrinpar et al., 2011). O transplante também
poderia ser a melhor opgao em paciente com cirrose compensada, pois além
de remover a neoplasia, retiraria a doengca de base. Mas a escassez de
doadores e 0 seu consequente aumento no tempo na lista de espera, o alto
custo do procedimento, as frequentes infeccoes pos-operatérias, as altas
taxas de morbidade perioperatéria, e a diminuicdo na qualidade de vida apds
a cirurgia sdo aspectos que devem ser levados em consideracdo quando a
decisdo por um transplante é feita (Franca et al., 2004). Os tumores
localizados que medem menos de 5 cm em pacientes com a funcao hepatica
preservada e em condigcdes clinicas suficientes para resistir ao procedimento
sdo o0s principais critérios para indicar a resseccao. Os pacientes com
auséncia de hipertensao portal (sem esplenomegalia e/ou varizes esofagicas
e contagem de plaguetas superior a 100.000/mm3), funcdo hepatica
preservada, e valores normais de bilirrubina sdo os melhores candidatos
para a ressecc¢ao cirurgica (Franga et al., 2004; Bruix e Sherman, 2011; Llop
et al., 2011).
Devido a isquemia que ocorre durante a cirurgia, o nivel de injaria se
torna bastante severo, e isso dificulta a regeneracao, além de poder resultar
em uma lesao fatal ao tecido hepatico. Quando os tratamentos cirurgicos

sado realizados, métodos mais efetivos devem ser desenvolvidos para
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minimizar o dano hepatico e promover a regeneracao (Min et al., 2011). O
aumento da regeneracao do figado remanescente e a reducao da extensao
da fibrose ap6s a resseccao sao caracteristicas que, em principio, poderiam
ser particularmente Util na recuperagao de pacientes com cirrose submetidos
a resseccoes hepaticas (Assy e Minuk, 1997; Moser et al.,, 2000). Nesse
contexto, as pesquisas com substancias que possam melhorar a
regeneracao hepatica, neste trabalho representada pela solucdo de FHN,
sao de grade importancia neste ramo do conhecimento médico.

No presente trabalho, mostrou-se que a administracdo de FHN
representa um importante estimulo regenerativo adicional nos ratos com
figados cirréticos submetidos a hepatecmia parcial, e isso pode ser
demonstrado na comparacdo do indice proliferativo (PCNA) entre o grupo
tratado e nao-tratado, sendo que no primeiro houve um aumento relativo de
44.9% no numero de hepatédcitos em proliferacdo. Este achado vai ao
encontro dos parametros biométricos, que revelaram que os figados que
receberam FHN mostraram um crescimento absoluto e relativo maiores do
que os dos animais que receberam apenas solucdo salina. Aumentos de
8,4%, 5,6% e 8,4% foram encontrados no peso do figado, HIS e IHC,
respectivamente, no grupo HP+FHN. Este crescimento é muito importante,
ja que o funcionamento do parénquima hepatico remanescente apds a
resseccao pode estar restrito e resultar em insuficiéncia hepatica aguda, que
€ a principal causa de morte pds-operatoria. Preservar a funcdo hepatica
durante e apdés a cirurgia é essencial para evitar complicacbes poés-

operatérias (Noguchi et al., 1990). Mesmo uma pequena quantidade de
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figado funcional pode ser crucial para sustentar a vida (Moser et al., 2000).
Neste sentido, o uso dos FHN promoveu uma restauracao mais rapida da
massa hepatica, e isso pode representar uma recuperagao ou manutencao
da funcao hepatica.

Nao obstante um maior crescimento da massa hepatica, os figados
tratados com FHN também apresentaram uma maior proporcdo de
parénquima em relacdo ao estroma, devido principalmente a redugdo do
tecido fibrotico. A quantidade de colageno presente no figado diminui
consideravelmente (-49.1%) nos ratos que receberam os FHN quando
comparado antes e depois do tratamento (comparacao intragrupo). Os
figados cirréticos dos ratos que receberam solucao salina também reduziram
a quantidade de colageno (-28.7%), também revelado na comparacao
intragrupo, porém em uma menor proporcao. Esta reducao era esperada ja
que a HP, por si s0, ja representa um importante estimulo regenerativo, tanto
que ja foi anteriormente estudada como um possivel tratamento anticirrético
(Hashimoto e Watanabe, 1999). Esse resultado mostra que nos figados
cirréticos a regeneragao ocorre, mas com maiores dificuldade, e o0 uso dos
FHN melhora essa capacidade. A comparagao intergrupos (entre 0s grupos
tratados e ndo-tratados com FHN) forneceu indicacdes da forgca dos FHN na
reversao do processo de fibrose, considerando que a reducao relativa do
colageno hepatico foi de 27,9% apdés o tratamento com FHN. Esta
diminuicdo foi acompanhada com redugdo dos ndédulos regenerativos e
septos interportais, conforme observado na avaliacdo qualitativa do figado,

que pode significar uma melhoria na circulacdo sanguinea pelo 6rgao e um
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crescimento mais rapido (Redai et al., 2004), ja4 que o acesso do hepatécito
aos fatores hepatotroficos presentes no sangue mesentérico deve-se
principalmente ao endotélio fenestrado dos sinusoides, que, na presenca de
fibrose ou cirrose, esta prejudicado pelo excesso de matriz extracelular
(Michalopoulos e DeFrances, 1997).

Estes resultados, em conjunto, confirmam o papel esperado da
solucao de FHN em acelerar o crescimento hepatico e aumentar a proporcao
volumétrica de parénquima no figado ap6s a HP. Em trabalhos anteriores, o
uso de FHN reduziram a quantidade de colageno em 42,3% em ratos com
fibrose (Cogliati et al., 2010) e em 37,1% em ratos com cirrose (Guerra et al.,
2009).

O principal aspecto que explica esse crescimento do parénquima
hepatico é o alto indice de proliferacao celular para células positivas para
PCNA, que resulta em aumento na regeneracao (Min et al.,, 2011). A
administracdo de FHN também aumentou a taxa de proliferacdao de
hepatécitos em figados normais, fibréticos e cirréticos. No presente trabalho,
0s animais que receberam FHN apresentaram um aumento relativo de
44,9% na marcagao de PCNA quando comparado com o grupo HP+S. Sabe-
se que em figados normais submetidos a HP, o pico de proliferacao celular
ocorre nas primeiras 24 horas e declina apés 72 horas, e este tempo
aparece atrasado para 48 horas em figados cirréticos (Hashimoto e
Watanabe, 1999). No nosso caso, mesmo 12 dias apés a HP o estimulo
proliferativo foi mantido, indicando que o figado poderia aumentar ainda mais

a sua regeneragao.
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A reducado qualitativa e quantitativa do conteudo de colageno no
tecido hepatico esta de acordo com a expressao génica de colageno a1, um
precursor da proteina de colageno, que também teve uma importante
diminuicdo de 54% em ratos que receberam a solucdo de FHN em
comparacdo com animais que receberam a solugcédo salina. Uma reducéao
semelhante da expressao génica de colageno al foi encontrada nos figados
de ratos cirréticos tratados com FHN (Guerra et al., 2009).

Entretanto, essa diminuicao da expressdo de Colal nao foi
acompanhada de uma diminuicdo de outros genes responsaveis pela sua
ativacao e que estao genes envolvidos na fibrogénese da cirrose. Nao houve
diferenca na expressao dos demais genes estudados neste trabalho (TGF-
B1, TIMP-1 e MMP-2). O TGF-B1 e o TIMP-1 sdo capazes de estimular a
expressdao de Colal (Greenwel et al., 1994) e, sendo assim, deveriam
apresentar uma redugéo correspondente a de colageno.

No presente trabalho, ocorre a sobreposicédo de diferentes mecanismos
que sao capazes de modular a expressao génica, e isso torna a analise bem
mais complexa, ja que estes podem responder diferentemente em cada
processo. Sabe-se, por exemplo, que o TGF-B1 tem um importante papel na
fibrogénese hepatica por participar da ativacdo das CEH e induzir a
expressao de TIMPs e pré-colagenos. Por outro lado, ele também tem um
papel importante na modulacdo da regeneracdo hepatica por sua
capacidade de interromper a proliferacdo celular e controlar o crescimento
do figado, tendo um papel paracrino importante que controla a replicacao

celular (Fausto et al., 1986). A sua expressao e producao pelas células nao-
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parenquimatosas estdo elevadas durante a regeneracao, principalmente nas
fases finais (Park et al., 2010). Ambos os grupos tiveram uma atividade
proliferativa elevada, e este fato pode ter interferido com a expressao TGF-
B1.

A MMP-2 também tem um papel importante nas fases iniciais da injuria
hepética contribuindo para o acumulo de tecido cicatricial (Knittel et al.,
1999; Hemmann et al., 2007; Park et al., 2010). Porém, a MMP-2 também
possui pode apresentar uma fungdo de colagenase e tem um papel
relevante na degradacdo de colageno |, juntamente com as demais
colagenases no processo de regressao da fibrose, onde pode se apresentar
elevada (Arthur, 2000; Hemmann et al., 2007). Outros estudos apontam que,
apds a hepatectomia parcial, ocorre uma expressdao marcadamente elevada
de MMP-2 e MMP-9 (Zhou et al., 2004; Kirimliouglu et al., 2008; Phan et al.,
2008), sendo que a inibicdo desses componentes preveniu a regeneracao
hepatica em figados de camundongos (Alwayn et al., 2008).

O aumento de TIMP-1 também € um dos principais achados da
fibrogénese hepatica por inibir a atividade das colagenases e diminuir a
degradacao da MEC. Adicionalmente, ele também serve como um regulador
negativo de HGF (um importante fator de crescimento hepético) e sinaliza
para reduzir a proliferacdo de hepatocitos em camundongos parcialmente
hepatectomizados (mohammed), além de poder regular outras citocinas
além das MMPs que também influenciam na remodelagdo da MEC (Bellayr
et al., 2009). Desse modo, a resolucéo da fibrose depende principalmente da

degradacao do colageno e da baixa atividade e TIMP1 (Bruck et al., 201).
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Por outro lado, durante a regeneracdo, o TIMP-1 pode estar elevado em
resposta a elevacdo do TGF-f1. Mais uma vez, essas informagdes
paradoxais refletem os diferentes processos concomitantes que estdo
ocorrendo nos figados cirréticos que estdo regenerando. Também foi
relatado que a MMP-2 e o TIMP-1 poderiam permanecer inalteradas apés
regeneracao em figados cirréticos (Hashimoto e Watanabe, 1999; Lee et al.,
2003).

Em suma, hd um forte indicio de que a redugdo na quantidade de
coladgeno apresentada ocorreu principalmente devido a diminuicdo da
producgéo de colageno do que de sua degradacao, e que outras substancias
que ndo foram avaliadas (citocinas e fatores de crescimento) poderiam
explicar esta reducao.

Embora tenha se estabelecido uma cirrose morfologicamente bem
determinada pela administracdo de TAA, nado foram observados niveis
elevados de transaminases (ALT e AST). Além disso, também n&o houve
diferenca entre os dois grupos experimentais, embora a diferenca nos
valores de AST apresentasse um valor de P de 0,07, indicando uma forte
tendéncia a diferenca. Neste modelo de fibrose por TAA, a elevacao das
transaminases séricas é transiente e imprevisivel (Oren et al., 1996). Com a
injuria, ha um aumento de moderado a intenso nas atividades séricas de
ALT e AST, mas elas retornam ao normal dentro de poucos dias (Ramaiah
et al., 2007). Ha alguns trabalhos que relatam que em sete dias ap6s o final
do periodo de inducéo da cirrose, a atividade plasmatica de ALT voltou ao

nivel normal (Nakata et al., 1996). Dekel et al. (2003) também reduziram a
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ativacdo de CEH com macica diminuicdo da fibrose, porém sem melhorias
na bioguimica hepatica. Adicionalmente, ap6s a HP, os niveis das enzimas
hepaticas da via do ciclo de uréia (ALT) aumentaram no decorrer de 20 dias
apos a HP. A regeneracdo hepatica apoés a HP pode ser através de um
processo no qual os hepatécitos aumentam significantemente as suas
atividades enzimaticas (Menache et al., 1980). Em nosso estudo, o periodo
entre o fim da inducdo e a coleta de sangue foi de 23 dias, e os niveis de
ALT, AST e BT ja nao apresentaram diferenca entre os ratos que receberam
ou n&do os FHN.

Os niveis de FA diminuiram no grupo HP+FHN (-23,7%) quando
comparado com o grupo HP+S. Isso pode significar uma menor injdria nos
ductos biliares e/ou uma reducdo na colestase (Ramaiah et al., 2001;
Giannini et al., 2005), que sao achados freqlientes na cirrose induzida por
TAA (Laleman et al., 2006). O aumento de parénquima hepatico e o declinio
da proliferacado ductal podem explicar esses valores.

Os valores nos niveis séricos de albumina abaixaram no grupo que
recebeu FHN comparado com o grupo que recebeu a solucdo salina. Este
marcador € usado como uma prova de fungao hepatica, ja que essa proteina
€ produzida exclusivamente pelo figado, e este resultado poderia ser indicar
uma piora funcional nos animais do grupo HP+FHN (Ramaiah et al., 2001).
Entretanto, ha dois aspectos importantes na andlise desse resultado. O
primeiro, € que, novamente, ha diversos eventos concomitantes ocorrendo
no figado, dentre eles uma intensa regeneracdo. Sabe-se que durante a

regeneracao hepatica apés uma HP, ocorre um declinio nos niveis séricos
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de albumina e a sua presenca no figado (Schreiber et al., 1970). Um
possivel mecanismo dessa reducao é que o figado regenerando possui uma
grande demanda por proteinas, e a albumina seria um substrato de
aminoacidos ap6s ser digerida nos lisossomos (Ryoo et al.,, 1997). Um
segundo aspecto, é que a avaliacao da albumina sérica ndo € um marcador
que, isoladamente, pode aferir a funcionalidade hepatica. Pode ocorrer um
déficit entre a expressao e a producado (Pietrangelo et al., 1992). A
concentracao sérica de albumina representa uma rede que é o resultado da
sintese, degradacao e distribuicao (intravascular e extravascular). Ela nao é
um bom indice da capacidade sintética de albumina nem da capacidade
global sintética do figado com cirrose (Berkowitz, 1992). Portanto, na maioria
das classificagdes de cirrose, ela nao é utilizada. Outro ponto relevante é
que, em nosso trabalho, a reducao da albumina nao foi acompanhada de um
acumulo evidente de liquido em cavidades, principalmente ascite, que seria
a principal complicacdo dessa reducéao, e que nao foi observada em nenhum
animal.

Outro aspecto importante do uso de FHN, além daqueles ja
apresentados diretamente para o figado, foi o maior ganho de peso dos
animais durante o periodo de tratamento ap6s a HP. A cirrose é capaz de
promover importantes alteracbes metabdlicas que afetam diretamente a
homeostasia do animal. De fato, em sua presenca, as trés principais
categorias de macronutrientes (proteinas, lipidios e carboidratos) estado
globalmente alteradas, também em relacdo a alteracbes nos horménios

regulatérios, a insulina e o glucagon (Bianchi et al., 2008). Diversos



72

microelementos também podem estar alterados em ratos com cirrose (Abul
et al., 2001). Pacientes com cirrose desnutridos apresentam um quadro de
lesdo mais acentuada. Um suporte nutricional nestes pacientes pode
prevenir uma insuficiéncia hepatica progressiva, reduzir a mortalidade e
melhorar a qualidade de vida (Holeck, 1999; Merli et al., 2002; Urata et al.,
2007; Bianchi et al., 2008; O’Brien e Willians, 2008). Em individuos
submetidos a resseccao hepatica maior ou demais procedimentos cirlrgicos,
a correcao da desnutricdo e a prevencao da perda de peso antes e depois
dos procedimentos podem reduzir a mortalidade. (Fan et al., 1994; Bianchi et
al., 2008). O suporte metabdlico e energético para o figado remanescente
em um periodo precoce apdés a HP é importante (Hashimoto e Watanabe,
1999) e pode ser usado como adjuvante para o aumento de massa hepatica
nos casos de transplantes intervivos (Nompleggi e Bonkovsky, 1994). Em
outras palavras, além de sua alta capacidade de estimular a regeneracao
hepatica, a solugao parenteral de FHN, devido a sua composicdo, pode
também ser benéfica por enriquecer o sangue portal com nutrientes que
estao diminuidos durante a cirrose e que, além de atingir o figado, alcangam

em parte a circulagao sistémica.

6.3 Consideracoes finais

Até o presente momento, ndo ha substancias capazes de previnir ou
regredir a fibrogénese hepatica e, embora haja um grande numero de
trabalhos experimentais nesse sentido, esse aspecto ainda € um grande

desafio no campo da gastroenterologia. O atual conhecimento da
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fisiopatogenia desse processo abriu novas perspectivas para se estudar as
novas abordagens que podem reverter um processo que, até ha pouco
tempo, era considerado irreversivel. Sabe-se que estimular a regeneracao
hepatica e aumentar a degradacdo da MEC sao aspectos que poderiam
explicar uma possivel reversao da fibrose. Isso também poderia acarretar
em uma condicdo mais favoravel aqueles pacientes com cirrose que
necessitam ser submetidos a resseccdes hepaticas, ja que a pouca massa
funcional remanescente pode acarretar em uma insuficiéncia hepéatica
aguda, ou, na melhor das hipbteses, atrasar a recuperagao pos-operatoria.
Recuperar o parénquima poderia acelerar a producao de fatores da
coagulacao e do sistema imunoldgico.

Dentro deste contexto, a solugcdo parenteral de FHN possui
caracteristicas que poderiam contribuir para que, apdés a hepatectomia
parcial, ocorresse a uma recuperacao mais favoravel. De fato, o seu uso tem
mostrado uma intensa capacidade de aumentar a proliferacdo celular e a
regeneracao hepatica, bem como de reduzir a quantidade do tecido fibrético
que prejudica o funcionamento do figado. Cabe salientar que essa reducao
do colageno I, que é o principal componente presente no figado cirrético, é
acompanhada de uma diminuicdo na expressao do gene Col-a1 e, portanto,
nédo € apenas decorrente do efeito de diluicdo devido ao crescimento do
parénquima. No presente trabalho, o uso de FHN também apresentou essas
caracteristicas, ou seja, aumentou a capacidade regenerativa e diminuiu o
tecido fibrético em figados de ratos com cirrose submetidos a HP. Além

disso, devido a formulagcdo dessa solugcédo, que contém diferentes nutrientes
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defasados durante a cirrose. Sendo assim, 0os animais que a receberam
também apresentaram uma melhora em um relevante parametro de
recuperacao pés-operatodria, que € o ganho de peso, o que pode significar
uma menor morbidade e mortalidade.

Esses resultados, juntamente com aqueles de trabalhos recém-
publicados, apontam que a administracdo de FHN pode representar um
importante uso como uma terapia coadjuvante em casos de ressecgdes
hepaticas em pacientes com cirrose, onde o aumento da regeneracao pode
resultar em um melhor prognostico. Os resultados apresentados permitem
inferir que os figados tratados FHN iriam regenerar ainda mais e, talvez,
implicar em uma recuperacdo ainda mais benéfica. Portanto, novas
perspectivas decorrentes do presente trabalho sdo: avaliar os animais com
um maior periodo apds o término do tratamento; planejar novos protocolos
de administracdo que possam otimizar a capacidade regenerativa promovida
pelo uso da solugédo; utilizar a solucdo de FHN em novos modelos

experimentais (ndo-roedores) ou até mesmo em estudos clinicos.
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7 CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho permitem concluir que:

O uso de FHN em ratos cirréticos hepatectomizados promove um
aumento relativo e absoluto do tamanho do figado, demonstrado pelos
parametros biométricos, em relagdo aos ratos com cirrose apenas

hepatectomizados;

O uso de FHN melhorou a morfologia hepatica de figados cirréticos de
ratos hepatectomizados através da reducdo do tecido cicatricial e dos
nédulos regenerativos, com re-estabelecimento de uma arquitetura
histolégica mais proxima da normalidade. Porém, essa melhora ocorreu do
mesmo modo que nos ratos com cirrose submetidos apenas a hepatectomia

parcial;

O uso de FHN em figados cirréticos de ratos hepatectomizados reduziu
a quantidade de colageno presente no tecido hepatico, e essa reducéao foi
substancialmente maior do que aquela observada nos ratos com cirrose

apenas hepatectomizados;

A intensidade proliferativa de hepatécitos, representada pelo grau de

células marcadas por PCNA, foi maior nos figados cirréticos
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hepatectomizados que receberam FHN do que naqueles apenas submetidos

apenas a hepatecomia parcial;

Ocorreu uma reducao relativa na expressao génica do col-al, um
precursor da proteina de colageno I, nos animais cirréticos
hepatectomizados que receberam FHN do que naqueles apenas
hepatectomizados. Nao houve diferencas nos demais genes envolvidos na

fibrogénese hepatica e sua modulagéo (TGF-B1, MMP-2 e TIMP-1);

Sendo assim, o uso da solucao parenteral de fatores hepatotréficos
nutricionais em figados cirréticos hepatectomizados atua através do
aumento da regeneracao hepatica e da inibicdo da producao de colageno,
promovento uma melhora morfolégica. Esses aspectos colaboram para uma

recuperacao pds-operatdria mais segura.



78

REFERENCIAS

Abul H, Mathew TC, Abul F, Al-Sayer H, Dashti H. Trace element levels in
the testes of thioacetamide-induced cirrhotic rats. J Trace Elem Exp Med.
2001;14:383-92.

Akahoshi T, Hashizume M, Tanoue K, Shimabukuro T, Gotoh N,
Tomikawa M, et al. Role of the spleen in liver fibrosis in rats may be
mediated by transforming growth factor B-1. J Gastroenterol Hepatol.
2002;17:59-65.

Aloia TPA, Cogliati B, Guerra RR, Parra OM, Dagli MLZ, Hernandez-
Blazquez FJ. Modelo de suplementacdo nutricional com fatores
hepatotroficos aumenta proliferacdo celular em figados de ratos sadios.
Arq Bras Med Vet Zootec. 2010;62(4):853-61.

Alwayn IP, Verbesey JE, Kim S, Roy R, Arsenault DA, Greene AK, et al.
A critical role for matrix metalloproteinases in liver regeneration. J Surg
Res. 2008;145:192-88.

Andiran F, Ayhan A, Tanyel C, Abbasoglu O, Sayek |. Regenerative
capacities of normal and cirrhotic livers following 70% hepatectomy in rats
and the effect of a-tocopherol on cirrhotic regeneration. J Surg Res.
2000;89:184-8.

Andreasen PB, Hutters L. Paracetamol (acetaminophen) clearence in
patients with cirrhosis of the liver. Acta Med Scand Suppl. 1979;624:99-
105.

Ankoma-Sey V. Hepatic regeneration-revisiting the myth of Prometheus.
News Phisiol Sci. 1999;14:149-55.

Arauvjo Lima AAL, Sousa Melo CA, Brasil IRC, Ramalho LNZ, Bagnato
SZVS, Castro Silva Jr O. Efeitos do Laser sobre a cirrose hepatica. Acta
Cir Bras. 2000;15:21-2.

Arias IM, Boyer JL, Fausto N, Jakoby WB, Schachter DA, Shafritz DA.
The liver: biology and pathobiology. 3rd. New York: Raven Press, 1994.

Arthur MJP. Fibrogenesis Il. Metalloproteinases and their inhibitors in liver
fibrosis. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2000;279:G245-9.

Assy N, Minuk Y. Liver regeneration: methods for monitoring and their
applications. J Hepatol. 1997;26:945-52.

Assy N, Hussein O, Khalil A, Luder A, Szvalb S, Paizi M, et al. The
beneficial effect os aspirin and enoxaparin on fibrosis progression and



79

regenerative activity in a rat model of cirrhosis. Dig Dis Sci. 2007,
52:1187-98.

Bedossa P, Paradis V. Liver extracellular matrix in health and disease. J
Pathol. 2003;200:504-15.

Belghiti J, Hiramatsu K, Benoist S, Massault PP, Sauvanet A, Farges O.
Seven hundred forty-seven hepatectomies in the 1990s: an update to
evaluate the actual risk of liver resection. J Am Coll Surg. 2000;191(1):38-
46.

Bellayr IH, Mu X, Li Y. Biochemical insights into the role of matrix
metalloproteinases in regeneration: challenges and recent developments.
Future Med Chem. 2009;1(16):1095-111.

Berkowitz CM. Does albumin regulates albumin? Hepatology.
1992;16(6):1499-501.

Bianchi G, Marzocchi R, Lorusso C, Ridolfi V, Marchesini G. Nutritional
treatment of chronic liver failure. Hepatol Res. 2008;38:5s93-s101.

Brasil. Conselho Federal de Medicina Veterinaria. Lei 5517 de 23 de
outubro de 1969. Dispbe sobre o exercicio da profissdo de Médico
Veterinario. Diario Oficial da Unido, Brasilia. 1968 25 out.

Brasil. Conselho Federal de Medicina Veterinaria. Resolucéo 714 de 20
de junho de 2002. Dispde sobre os procedimentos e métodos de
eutanasia em animais. Diario Oficial da Unigo, Brasilia. 2002 21 jun.

Braun L, Mead JE, Panzica M, Mikumo R, Bell Gl. Transforming growth
factor B mRNA increases during liver regeneration: a possible paracrine
mechanism of growth regulation. Proc Natl/ Acad Sci. 1988;85:1539-43.

Bravo R, Frank R, Blundell PA, McDonald-Bravo H. Cyclin/PCNA is the
auxiliary protein of DNA polymerase. Nature. 1987;326:515-7.

Bruck R, Genina O, Aeed H, Alexiev R, Nagler A, Avni Y, Pines M.
Halofuginone to prevent and treat thioacetamide-induced liver fibrosis in
rats. Hepatology. 2001;33(2):379-86.

Bruix J, Sherman M. Managment of hepacellular carcinoma: an update.
Hepatology. 2011;53(3):1020-2.

Brunetto MA, Teshima E, Nogueira SP, Jeremias JT, Carciofi AC. Manejo
nutricional nas doencgas hepaticas. Acta Sci Vet. 2007;35(2):233-5.

Buob S, Johnston AN, Webster CRL. Portal hypertension:
pathophysiology, diagnosis, and treatment. J Vet Intern Med.
2011;25:169-86.



80

Chanda S, Mehendale HM. Nutritional modulation of the final outcome of
hepatotoxic injury by energy substrates: an hypothisis for the mechanism.
Med Hypoth. 1996;46(3):261-8.

Chen Z, Qi L, Zeng R, Li H, Dai L. Stem cells and hepatic cirrhosis.
Panminerva Med. 2010;52:149-65.

Cheville NF. Inflamation and Healing. In: Cheville NF. Introduction to
Veterinary Pathology. 3 ed. Blackwell Publishing. 2006

Chijiiwa K, Nakano K, Kameoka N, Nagai E, Tanaka M. Proliferating cell
nuclear antigen, plasma fibronectin, and liver regeneration rate after
seventy percent hepatectomy in normal and cirrhotic rats. Surgery.
1994;116(3):544-9.

Chilakapati J, Shankar K, Korrapati MC, Hill RA, Mehendale HM.
Saturation toxicokinetics of thioacetamide: role in initiation of liver injury.
Drug Metabol Disposit. 2005;33(12):1877-85.

Cogliati B. Regeneracdo do figado de ratos estimulada por fatores
hepatotroficos apds hepatectomia parcial. 2005. Relatério (Iniciacao
Cientifica). Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP, Sao
Paulo. 2005

Cogliati B, Pereira HM, Dagli MLZ, et al. Hepatotrophic factors reduce
fibrosis in rats. Arq Gastroenterol. 2010;47:79-85.

Consolo M, Amoroso A, Spandidos DA, Mazzarino MC. Matrix
metalloproteinases and their inhibitors as markers of inflammation and
fibrosis in chronic liver disease (Review). Int J Mol Med. 2009;24(2):143-
52

Corbin IR, Minuk GY. Serial Percutaneous Liver Biopsies in Laboratory
Rats. Dig Dis Sci. 2003;48(10):1939-43.

Cullen JM. Liver, biliary system, and exocrine pancreas. In: McGavin MD,
Zachary JF. Pathologic Basis of Veterinary Disease. 4th ed. St Louis:
Mosby Elsevier, 2007, pp.393-461.

Dekel R, Zvibel |, Brill S, Brazovcki E, Halpern Z, Oren R. Gliotoxin
ameliorates aevelopment of aibrosis and airrhosis in a thioacetamide rat
model. Dig Dis Sci. 2003;48(8):1642-7.

Delhaye M, Louis H, Degraef C, et al. Relationship between hepatocyte
proliferation capacity and liver functional reserve in human cirrhosis.
Hepatology. 1996;23:1003-11.

Diaz-Gil JJ, Munoz J, Albillos A, Rua C, Machin C, Garcia-Canero R, et
al. Improvement in liver fibrosis, functionality and hemodynamics in CCI-
cirrhotic rats after injection of the liver growth factor. J Hepatol.
1999;30:1065-72.



81

Diez-Fernandez C, Bosca L, Fernandez-Simén L, Alvarez A, Cascales M.
Relationship between genomic DNA ploidy and parameters of liver
damage during necrosis and regeneration induced by thioacetamide.
Hepatology. 1993;18:912-8.

Doyle M, Wilson RB, Hartroft WS. The effect of starvation on liver
regeneration in rats after partial hepatectomy. Exp Mol Pathol.
1968;9(3):400-4.

Elsharkawy AM, Oakley F, Mann DA. The role and regulation of hepatic
stellate cell apoptosis in reversal of liver fibrosis. Apoptosis.
2005;10(5):927-39.

Emond JC, Samstein B, Renz JF. A critical evaluation of hepatic resection
in cirrhosis: optimizing patient selection and outcomes. World J Surg.
2005;29:124-30.

Eroglu A, Demirci S, Akbulut H, Sever N, Demirer S, Unal AE. Effect of
granulocyte-macrophage  colony-stimulating  factor on  hepatic
regeneration after 70% hepatectomy in normal and cirrhotic rats. HPB.
2002;4(2):67-73.

Fan ST, Lo CM, Lai EC, et al. Perioperative nutritional support in patients
undergoing hepatectomy for hepatocellular carcinoma. N Engl J Med.
1994;331:1547-52.

Fausto N, Mead JE, Braun L, Thompson NL, Panzica M, Goyette M, Bell
Gl, Shank PR. Proto-oncogene expression and growth factors during liver
regeneration. Symp Fundam Cancer Res. 1986;39:69-86.

Fausto N, Webber M. Liver regeneration. In: Arias IM, Boyer JL, Fausto
N, Jakoby WB, Schachter DA, Shafritz DA. The liver: biology and
pathobiology. New York: Raven Press. 1994; ed. 3, pp. 1059-84.

Franca AVC, Elias Junior J, Lima BLG, Martinelli ALC, Carrilho FJ.
Diagnosis, staging and treatment of hepatocellular carcinoma. Braz J Med
Biol Res. 2004;37(11):1689-705.

Friedman SL. Cytokines and fibrogenesis. Sem Liver Dis. 1999;19(2):129-
40.

Friedman SL. Mechanisms of disease: Mechanisms of hepatic fibrosis
and therapeutic implications. Nat Clin Pract Gastroenterol Hepatol.
2004;1:98-105.

Friedman SL, Bansal MB. Reversal of hepatic fibrosis — fact or fantasy?
Hepatology. 2006;43(2 suppl 1):s82-8.

Galand P, Degraef C. Cyclin/PCNA immunostaining as an alternative to
tritiated thymidine pulse labelling for marking S phase cells in paraffin



82

sections from animal and human tissues. Cell Tissue Kin. 1989;22:383-
92.

Ganong WF. Fisiologia médica. 22 ed. Sao Paulo:MacGraw-Hill; 2007.

Garcia L, Hernandez |, Sandoval A, Salazar A, Garcia J, Vera J, et al.
Pirffenidone effectivelly reverses experimental liver fibrosis. J Hepatol.
2002;37:797-805.

Giannini EG, Testa R, Savarino V. Liver enzyme alternation: a guide for
clinicians. Canad Med Assoc J. 2005; 172(3):367-79.

Godoy JL, Matias JEF, Coelho JCU. Regeneracdo hepatica: o mito de
Prometeu revisado. J Bras Transp. 2006;9:535-9.

Gorla Jr JA, Fagundes DJ, Parra OM, Zaia CTBV, Bandeira COP, Taha
MO. Fatores hepatotréficos e regeneracao hepatica. Parte |: o papel dos
hormonios. Acta Cir Bras. 2001;16(3):179-84.

Gorla Jr JA, Fagundes DJ, Parra OM, Zaia CTBV, Bandeira COP.
Fatores hepatotréficos e regeneracdo hepatica. Parte Il: fatores de
crescimento. Acta Cir Bras. 2001;16(4):261-6.

Greenwel P, Geerts A, Ogata |, Solis-Herruzo JA, Rojkind M. Liver
fibrosis. In: The liver. Biology and pathobiology. Arias IM, Boyer JL,
Fausto N, Jakoby WB, et al. Raven Press:New York;3a ed. 1994.

Gribilas G, Zarros A, Zira A, Giaginis C, Tsourouflis G, Liapi C, et al.
Involvement of hepatic stimulator substance in experimentally induced
fibrosis and cirrhosis in the rat. Dig Dis Sci. 2009;54:2367-76.

Guerra RR, Trotta, MR, Parra OM, Avanzo JL, Bateman A, Cogliati B, et
al. Modulation of extracellular matrix by nutritional hepatotrophic factors in
thioacetamide-induced liver cirrhosis in the rat. Braz J Med Biol Res.
2009;42:1027-34.

Guerra RR, Trotta MR, Aloia TPA, Dagli MLZ, Hernandez-Blazquez FJ. A
novel chronic cirrhosis TAA-induced model in rats. Braz J Vet Pathol.
2010;3:9-16.

Gutierrez-Reyes G, Gutierrez-Ruiz MC, Kershenobich D. Liver fibrosis
and chronic viral hepatitis. Arch Med Res. 2007;38(6):644-51.

Hashimoto M, sanjo K. Functional capacity of the liver after two-thirds
partial hepatectomy in the rat. Surgery. 1997;121(6):690-7.

Hashimoto M, Kothary PC, Eckhauser FE, Raper SE. Treatment of
cirrhotic rats with epidermal growth factor and insulin accelerates liver
DNA synthesis after partial hepatectomy. J Gastroenterol Hepatol.
1998;13:1259-65.



83

Hashimoto M, Watanabe G. Functional capacity of the cirrhotic liver after
partial hepatectomy in rats. Surgery. 1999;126:541-7.

Hashimoto M, Watanabe G. Functional restoration of cirrhotic liver after
partial hepatectomy in the rat. Hepatogastroenterology. 2005;52(63):897-
902.

Hatakeyama Y, Ono T, Sato N, Sakuma H, Koyama Y, Inque N, et al.
Usefulness of the tactile sensor for estimating the degree of liver fibrosis
and the DNA synthesis activity of remnant liver cells after partial
hepatectomy. Fukushima L Med Sci. 2002;48(2):93-101.

Hawk C, Leary S, Morris TH. Formulary for Laboratory Animals. 22 ed.
Malden, MA: Wiley-Blackwell; 1999.

Hemmann et al., 2007 S, Graf J, Roderfeld M, Roeb E. Expression os
MMPs and TIMPs in liver fibrosis- a systematic review with special
emphasis on anti-fibrotic strategies. J Hepatol. 2007; 46(5):955-75.

Higgins GM, Anderson RM. Experimental pathology of the liver: L.
Restoration of the liver of the white rat following partial surgical removal.
Arch Pathol. 1931;12:186-202.

Holeck M. Nutritional modulation of liver regeneration by carbohydrates,
lipids, and amino acids: a review. Nutrition. 1999;15:784-8.

Horiguchi K, Hirano T, Ueki T, Hirakawa K, Fujimoto J. Treating liver
cirrhosis in dogs with hepatocyte growth factor gene therapy via the
hepatic artery. J Hepatobiliary Pancreat Surg. 2009;16(2):171-7.

ILAR. Manual sobre cuidados e usos de Animais de Laboratorio.
Cobea:Goiania; 2003.

Iredale JP, Benyon RC, Pickering J, McCullen M, Northrop M, Pawley S,
et al. Mechanisms of spontaneous resolution of rat liver fibrosis. Hepatic
stellate cell apoptosis and reduced hepatic expression of
metalloproteinase inhibitors. J Clin Invest. 1998;102:538-49.

Ishak k, Baptista A, Bianchi L. et al. Histological grading and staging of
chronic hepatitis. J Hepatol. 1995;22:696-9.

James R, Bradshaw RA. Polypeptide growth factors. Annu Rev Biochem.
1984;53:259-92.

Jesus RP, Waitzberg DL, Campos FG. Regeneracao hepatica: papel dos
fatores de crescimento e nutrientes. Rev Assoc Med Bras.
2000;46(3):242-54.

Johnson SE. Tratado de Medicina Interna Veterinaria, 42 ed. Sdo Paulo:
Manole, 1997, v. 2, cap. 106, p. 1823-1835.



84

Junqueira LCU, Carneiro J. Histologia basica. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan. 102 ed.; 2008.

Junqueira LCU. Histology revisited - Technical improvement promoted by
the use of hidrophilic resin embedding. Ciéncia e Cultura. 1995;47:92-5.

Junqueira LCU. Picrossirius staining plus polarization microscopy, a
specific method for collagen detection in tissue sections. Histochem J.
1979;11:447-55.

Kanta J, Chlumska A. Regenerative ability of hepatocytes is inhibited in
early stages of liver fibrosis. Physiol Res. 1991;40(4):453-8.

Kawada N. Evolution of hepatic fibrosis research. Hepatol Res.
2011;41:199-208.

Kirimlioglu H, Kirimlioglu V, Yilmaz S. Expression of matrix
metalloproteinases 2 and 9 in donor liver, cirrhotic liver, and acute
rejection after human liver transplantation. Transplant Proc.
2008;40:3574—7.

Knapp, A. Analgesia for cirrhotics: a pratical approach. Clinical
Correlations. [citado out 2011] 2008. Disponivel em
http://www.clinicalcorrelations.org/?p=962.

Knittel T, Mehde M, Grundmann A, Saile B, Scharf JG, Ramadori G.
Expression od matrix metalloproteinases and their inhibitors during
hepatic tissue repair in the rat. Histochem Cell Biol. 2000;113:443-53.

Know AH, Inada Y, Uetsuji S, Yamamura M, Hioki K, Yamamoto S.
Response of fibronectin to liver regeneration after hepatectomy.
Hepatology. 1990;11(4):593-8.

Laleman W, Vander Elst I, Zeegers M, et al. A stable model of cirrhotic
portal hypertension in the rat: thioacetamide revisited. Eur J Clin Inv.
2006;36:242-9.

Lee HS, Miau LH, Chen CH, Chiou LL, Huang GT, Yang PM, et al.
Differential role of p38 in IL-1 alpha induction of MMP-9 and MMP-13 in
an established loiver myofibroblast cell line. J Biomed Sci.
2003;10(6):757-65.

Lefton HB, Rosa A, Cohen M. Diagnosis and epidemiology of cirrhosis.
Med Clin N Am. 2009;93:787-99.

Livak KJ, Schmittgen TD. Analysis of relative gene expression data using
real-time quantitative PCR and the 2-CT method. Methods. 2001;25:402-
8.

Llop E, Berzigotti A, Reig M, Erice E, Reverter E, Seijo S, et al.
Assessment of portal hypertension by transient elastography in patients



85

with compensated cirrhosis and potencially resetable liver tumours. J
Hepatology. 2011; doi: 10.1016/j.jhep.2011.06.027

Low TY, Leow CK, Salto-Tellez M, Chung MCM. A proteomic analysis of
thioacetamide-induced hepatotoxicity and cirrhosis in rat livers.
Proteomics. 2004;4:3960-74.

Lucena MI, Andrade RJ, Tognoni G, Hidalgo R, Sanchez de la Cuesta F.
Drug use for non-hepatic associated conditions in patients with liver
cirrhosis. Eur J Clin Pharm. 2003;59(1):71-6.

Malik R, Mellor N, Selden C, Hodgson H. Triiodothyronine enhances the
regenerative capacity of the liver following partial hepatectomy. Liver Biol
Pathol. 2003;37:79-86.

Marchesini G, Bugianesi E, Ronchi M, Flamia R, Thomaseth K, Pacini G.
Zinc supplementation improves glucose disposal in patients with cirrhosis.
Metabolism. 1998;47:792-8.

Martins PNA, Neuhaus P. Surgical anatomy of the liver, hepatic
vasculature and bile ducts in the rat. Liver Int. 2007;27:384-92.

Masson S, Deveau M, Hiron M, et al. Differential regenerative response
and expression of growth factors following hepatectomy of variable extent
in rats. Liver. 1999;19:312-17.

Mead JE, Fausto N. Transforming growth factor o may be a physiological
regulator of liver regeneration by means of an autocrine mechanism. Proc
Natl Acad Sci. 1989;86:1558-62.

Menache R, Feller N, Halbrecht |, Djaldetti M. Enzyme activities in
regenerating liver of rats. Res Exp Med. 1980;177:53-5.

Merli M, Nicolini G, Angeloni S, Riggio O. Malnutrition is a risk factor in
cirrhotic patients undergoing surgery. Nutrition. 2002;18:978-86.

Michalopoulos GK, Defrances MC. Liver regeneration. Science.
1997,;276:63-6.

Min SO, Kim SH, Lee SW, Cho JA, Kim KS. The effect of preconditioning
on liver regeneration after hepatic resection in cirrhotic rats. Korean J
Hepatol. 2011;17(2):139-47.

Mitsue S, Hamanoue M, Tanabe G, Ogura Y, Yoshidome S, Aikou T, et
al. Expression of HGF and TGF-beta 1 mRNA after partial hepatectomy in
rats with liver cirrhosis. Surg Today. 1995;25(3):237-43.

Mittler J, McGillicuddy JW, Chavin KD. Laparoscopic liver resection in the
treatmento of hepatocellular carcinome. Clin Liver Dis. 2011;15(2):371-
84.



86

Mizobuchi Y, Shimizu I, Hori H, Shono M, Ito S. Retinyl palmitate reduces
hepatic fibrosis in rats induced by dimethylnitrosamine or pig serum. J
Hepatol. 1998;29:933-43.

Mohammed FF, Pennington CJ, Kassiri Z, Rubin JS, Soloway PD, Ruther
U, et al. Metalloproteinase inhibitor TIMP-1 affects hepatocyte cell cycle
via. HGF activation in murine liver regeneration. Hepatology.
2005;41:857-67

Moreno M, Chaves JF, Sancho-Bru P, Ramalho F, Ramalho LN,
Mansego ML et al. Ghrelin attenuates hepatocellular injury and liver
fibrogenesis in rodents and influences fibrosis progression in humans.
Hepatology. 2010;51:974-85.

Moser MAJ, Kneteman NM, Minuk GY. Review: research toward safer
resection of the cirrhotic liver. HPB Surgery. 2000;11:285-97.

Murphy G, Nagase W. Review. Progress in matrix metalloproteinase
research. Mol Aspect Med. 2008;29(5):290-308.

Nakata Y, lwai M, Kimura S, Shimazu T. Prolonged decrease in hepatic
connexin32 in chronic liver injury induced by carbon tetrachloride in rats. J
Hepatol. 1996;25:529-37.

Noguchi T, Imai T, Mizumoto R. Preoperative estimation of surgical risk of
hepatectomy in cirrhotic patients. Hepato-gastroenterol. 1990;37:165-71.

Nompleggi DJ, Bonkovsky HI. Nutritional supplementation in chronic liver
disease: an analytical review. Hepatology. 1994;19:518-33.

Novosyadlyy R, Dargel R, Scharf JG. Expression of insulin-like growth
factor-I and insulin-like growth factor binding proteins during
thioacetamide-induced liver cirrhosis in rats. Growth Hormone IGF Res.
2005;15:313-23.

Nozu F, Takeyama N, Tanaka T. Changes of hepatic fatty acid
metabolism produced by chronic thioacetamide administration in rats.
Hepatology. 1992;15(6)1099-106.

O’Brien A, Willians R. Rapid diagnosis of Wilson disease in acute liver
failure: no more waiting for the ceruloplasmin level? Hepatology.
2008;4:1030-2.

Oe S, Fukunaka Y, Hirose T, Yamaoka Y, Tabata Y. A trail on
regeneration therapy of rat liver cirrhosis by controlled release of
hepatocyte growth factor. J Control Rel. 2003;88:193-200.

Oren R, Dotan I, Papa M, et al. Inhibition of experimentally induced
cirrhosis in rats by hypothyroidism. Hepatology. 1996;24:419-23.

Park SY, Shin HW, Lee KB, Lee MJ, Jang JJ. Differential expression od
matrix metalloproteinases and tissue inhibitors of metalloproteinases in



87

thioacetamide-induced chronic liver injury. J Korean Med Sci.
2010;25:570-6.

Parolin MB, Zaina FE, Lopes RW. Terapia nutricional no transplante
hepatico. Arqg Gastroenterol. 2002;39(2):114-22.

Parra OM. Métodos de estimulo da regeneracao do figado e perspectivas
no tratamento da cirrose hepatica. Revisdo, comentarios e contribui¢ao.
1982. 219 f. Dissertacdo (Mestrado em Clinica Cirurgica). Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 1982.

Parra OM, Saad WA, Sousa Silva RAP, Hernandez-Blazquez FJ, Peduto
L, Neto BF, et al. Stimulation of intact rat liver by exogenous
hepatotrophic factors with additional growth of its mass. Acta Cir Bras.
1994;9(1):7-11.

Parra OM, Sousa Silva RAP, Silva JRM, Hernandez-Blazquez FJ, Peduto
L, Saad WA. Reduction of liver mass due to malnutrition in rats. Rev Paul
Med. 1995a;113(3):903-9.

Parra OM, Sousa Silva RAP, Silva JRM, et al. Enhancement of liver size
by stimulation of intact rat liver with exogenous hepatotrophic factors. Sdo
Paulo Med J. 1995b;113:941-47.

Parra OM, Hernandez-Blazquez FJ, Silva JRM, et al. Behavior of collagen
extracellular liver matrix during regenerative growth after partial
hepatectomy or after stimulation by exogenous hepatotrophic factors. Arg
Gastroenterol. 1996;33:212-16.

Passos CC, Ferreira AO, Hernandez-Blazquez FJ, Guerra RR. Modelos
experimentais para indugao de cirrose hepéatica em animais: Revisdo de
literatura. Biotemas. 2010;23(2):183-90.

Pawa S, Ali S. Liver necrosis and fulminant hepatic failure in rats:
protection by oxyanionic form of tungsten. Biochim Bioph Acta.
2004;1688(3):210-22.

Pereira HM. Efeito do tratamento com fatores hepatotroficos sobre o
figado de ratas (Wistar) com fibrose induzida experimentalmente. 124 fls.
Dissertagcdo (Doutorado em Anatomia dos Animais Domésticos).
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sé&o
Paulo, Sao Paulo, 2003.

Pham Van T, Couchie D, Martin-Garcia N, Laperche Y, Zafrani ES,
Mavier P. Expression of matrix metalloproteinase-2 and -9 and of tissue
inhibitor of matrix metalloproteinase-1 in liver regeneration from oval cells
in rat. Matrix Biol. 2008;27:674—681.

Pietrangelo A, Panduro A, Chowdhury R, Shafritz DA. Albumin gene
expression is down-regulated by albumin or macromolecute infusion in
the rat. J Clin Invest. 1992;89:1755-60.



88

Poon RTP, Fan ST. Hepatectomy for hepatocellular carcinoma: patient
selection and postoperative outcome. Liver Transpl 2004; 10: S39-S45.
Ramaiah SK. A toxicologist guide to the diagnostic interpretation of
hepatic biochemical parameters. Food Chem Toxicol. 2007;45:1551-7.

Ramaiah SK. Apte UM, Mehendale HM. Cytochrome P4502E1 induction
increases thioacetamide liver injury in diet-restricted rats. Drug Metab
Dispos. 2001;29:1088-95.

Ramalho FS, Ramalho LNZ, Zucoloto S, Castro Silva Jr O. Regeneracao
hepatica: algumas definicbes em um universo de incertezas. Acta Cir
Bras. 1993;8(4):177-89.

Ramalho FS, Ramalho LNZ, Zucoloto S, Castro Silva Jr O. Regeneracao
hepatica. In: Castro Silva Jr O, Zucoloto S, Junior AB. Modelos
experimentais de pesquisa em cirurgia. Sado Paulo: Robe Editorial; 1998;
cap. 21, pp. 244-58.

Ramalho LNZ, Ramalho F, Zucoloto S, Castro Silva Jr O, Correa FMA,
Junior EJ, et al. Effect of losartan, an angiotensin Il antagonist, on
secondary biliary cirrhosis. Hepato-Gastroenterology. 2002;49:1499-502.

Redai | Emond J, Brentjens T. Anesthetic considerations during liver
surgery. Surg Clin N Am. 2004;84:401-11.

Richenbacker A, DeQOliveira ML, Tian Y, Jang JH, Riener MO, Graf R, et
al. Arguments against toxic efects of chemotherapy on liver injury and
regeneration in an experimental model of partial hepatectomy. Liver Int.
2011;31(3):313-21.

Ryoo H Y, Taga M, Sassa T, Oka T, Natori Y. Endocytosis of serum
albumin in regenerating rat liver. Proc Soc Exp Biol Med. 1997;215:179-
85.

Sato M, Kakubare M, Kawamura M, Sugimoto J, Matsumoto K, Ishii T.
The decrease in total collagen fibers in the liver by hepatocyte growth
factor after formation of cirrhosis induced by thioacetamide. Biochem
Pharmacol. 2000;59:681-90.

Schreiber G, Urban J, Zahringer J, Reutter W, Frosch U. The secretion of
serum protein and synthesis of albumin and total protein in regenerating
rat liver. J Biolol Chem. 1971;246(14):4531-8.

Seong J, Han KH, Park YN, Nam SH, Kim SH, Keum WS, et al. Lethal
hepatic injury by combined treatment of radiation plus chemotherapy in
rats with thioacetamide-induced liver cirrhosis. Int. J. Rad Oncol Phys.
2003;57(1):282-8.

Seyama Y, Kokudo N. Assessment of liver function for safe hepatic
resection. Hepatol Res. 2009;39:107-16.



89

Shea SM, Manseau EJ. Kinetics of hepatocyte proliferation during
intermittent thioacetamide intoxication. Toxic Cirrhosis. 1968;52(1):55-67.

Simile MM, Banni S, Angioni E, Carta G, Miglio MR, Muroni MR, et al.
Methylthioadenosine administration prevents lipid peroxidation and
fibrogenesis induced in rat liver by carbon-tetrachloride intoxication. J
Hepatol. 2001;34:386-94.

Spira G, Mawasi N, Paizi M, Anbinder N, Genina O, Alexiev R, et al.
Halofuginone, a collagen type | inhibitor improves liver regeneration in
cirrhotic rats. J Hepatol. 2002;37:331-9.

Stalnikowitz DK, Weissbrod AB. Liver fibrosisand inflammation. A review.
An Hepatol. 2003;2(4):159-63.

Suéarez-Cuenca JA, de Sanchez VC, Aranda-Frasutro A, et al. Partial
hepatectomy-induced regeneration accelerates reversion of liver fibrosis
involving participation of hepatic stellate cells. Exp Biol Med.
2008;233:827-39.

Svegliatli-Baroni G, Di Sario A, Casini A, Ferretti G, D’Ambrosio L, Ridolfi
F, et al. The Na+/H+ exchanger modulates the fibrogenic effect of
oxidative stress in rat hepatic stellate cells. J Hepatol. 1999;30(5):868-75.

Tarua P, Fuster J, Blasi A, Martinez-Ocon J, Anglada T, Beltran J, et al.
Postoperative pain relief after hepatic resection in cirrhotic patients: the
efficacy of a single small dose of ketamine plus morphine epidurally.
Anesth Analg. 2003;96(2):475-80.

Torres-Lépez MI, Fernandez |, Fontana L, Gil A, Rios A. Influence of
dietary nucleotides on liver structural recovery and hepatocyte
binuclearity in cirrhosis induced by thioacetamide. Gut. 1996;38:260-4.

Traister A, Breitman |, Bar-Lev E, Zvibel |, Harel A, Halpern Z, et al.
Nicotinamide induces apoptosis and reduces collagen | and pro-
inflammatory cytokines expression in rat hepatic stellate cells. Scan J
Gastroenterol. 2005;40:1226-34.

Urata Y, Okita K, Korenaga K, Ushida K, Yamasaki T, Sakaida Il. The
effect of supplementation with branched-chain amino acids in patients
with liver cirrhosis. Hepatol Res. 2007;37:510-16.

Weismann K, Christensen E, Dreyer V. Zinc supplementation in alcoholic
cirrhosis. A double-blind clinical trial. Acta Med Scand. 1979;205:361—6.

Wilasrusmee C, Sritheptawee S, Kanchanapanjapon S, et al.
Ultrastructural change in cirrhotic and noncirrhotic patients due to
hepatectomy. J Hepatobiliary Pancreat Surg. 2004;11:266-71.

Yeh CN, Maitra A, Lee KF, Jan YY, Chen MF. Thioacetamide-induced
intestinal-type cholangiocarcinoma in rat: an animal model recapitulating



90

the  multi-stage  progression of human  cholangiocarcinoma.
Carcinogenesis. 2004;25(4):631-6.

Zarrinpar A, Kaldas F, Busutti RW. Liver transplantation for
hepatocellular carcinoma: an update. Hepatobiliary Pancreat Dis Int.
2011;10:234-42.

Zhang LP, Takahara T, Yata Y, Furui K, Jin B, Kawada N, et al. Increased
expression of plasminigen activator and plasminogen activator inhibitor
during liver fibrogenesis of rats: role of stellate cells. J Hepatol. 1999;
31(4):703-11.

Zhang Z, Jiang P, Wang Y, Li J, Xue J, Zhou T, et al. Effects of
hepatotrophic factors on the liver after portacaval shunt in rats with portal
hypertension. Chin Med J. 2006;119(20):1727-33.

Zhou X, Hovell CJ, Pawley S, Hutchings MI, Arthur MJ, Iredale JP, et al.
Expression of matrix metalloproteinase-2 and -14 persists during early
resolution of experimental liver fibrosis and might contribute to fibrolysis.
Liver Int. 2004;24:492-501.

Zimmermann A. Regulation of liver regeneration. Nephrol Dial Transp.
2004;10(4):iv6-10.

Zimmermann H, Reichen J. Hepatectomy: Preoperative analysis of
hepatic function and postoperative liver failure. Dig Surg. 1998;15:1-11.



