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Resumo

Tsuge AT. Estudo da espectroscopia de fluorescéncia a laser em figados de
ratos com isquemia hipotérmica. Tese (Doutorado em Clinica Cirurgica).
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo. Ribeirdo
Preto. 2023.

Introdugao: Apds hepatectomia parcial, o figado remanescente apresenta
resposta regenerativa, mantendo relagdo percentual com o hospedeiro. Nao ha
dados precisos na literatura sobre viabilidade hepatica apds injuria tecidual durante
preservacao hipotérmica. A espectroscopia pode fornecer informagdes sobre
tecidos por sua capacidade de mensurar a fluorescéncia, desde que haja
estimulagcdo adequada. Técnicas de espectroscopia tém sido investigadas como
novos métodos para estudo e andlise de parametros teciduais. Objetivo: Avaliar,
em modelo experimental, a aplicabilidade da espectroscopia de fluorescéncia a
laser no tecido hepatico proveniente de hepatectomias, utilizando-se a proliferacéao
celular (avaliada através de imunohistoquimica de Ki67) como controle. Objetivos
secundarios, comprovar, através desta técnica, a viabilidade do tecido hepatico
apo6s 24h de hepatectomia parcial, em condicdes hipotérmicas. Analisar a
regeneragao do figado remanescente apds 24 horas de hepatectomia parcial.
Verificar se irradiacdo com /aser 660 nm aumenta a regeneracao destes figados.
Métodos: 56 ratos Wistar foram divididos em quatro grupos de 14 animais: FTNP
(figado total ndo perfundido); FTP (figado total perfundido); HPS (hepatectomia
parcial a 70% in situ) e HPP (hepatectomia parcial a 70% perfundido ex situ). O
tempo para estas analises teciduais foi de 0 e 24 horas. A perfusdo hepatica foi
realizada com 250 ml de solugéo de preservacgao estatica SPS-1. Em metade dos
animais de cada grupo foi aplicado laser 660 nm. Foram realizadas analises
utilizando-se um espectrofotometro montado com dispositivos de /aser emitindo
comprimentos de onda em 405 nm e em 532 nm como fontes de excitagdo para
captacao de fluorescéncia. Para cada um foram realizadas quatro medidas do lobo
lateral esquerdo. Feita a andlise do tempo Oh (T0), sendo que nos grupos onde
houve perfusdo com SPS-1, esta leitura ocorreu imediatamente apds a perfusao, e
antes da aplicagédo de laser 660 nm. Nova leitura apds 24 horas (T24). Em cada
grupo de 14 animais, 7 tiveram o figado irradiado com /aser 660 nm em TO. Para a
imunohistoquimica foi utilizado o anticorpo primario anti-Ki67. Analise e
quantificagcado foram realizadas no microscopio optico pela contagem do numero de
células imunomarcadas na objetiva de 40x (média 20 campos). Resultados: as
andlises de espectroscopia mostram a emissdo de moléculas NADH, FAD e
porfirinas, que emitem fluorescéncia nos comprimentos de onda de 464 nm, 535
nm e 630-690 nm, respectivamente. Os resultados de Ki67 inferem um aumento
discreto (p=0,02) do marcador no subgrupo HPS com laser 660 nm, porém houve
uma diminui¢do da regeneracéo hepatica no subgrupo com laser 660 nm no grupo
HPP. Conclusao: inferimos que a espectrometria de fluorescéncia pode ser



utilizada para a analise de caracteristicas da atividade e viabilidade celular em
tempo real. Também inferimos presenca de atividade metabdlica nas amostras
preservadas hipotermicamente (apos 24h da hepatectomia parcial), mesmo em
condigdes adversas a regeneragdo. Quando associados fatores hepatotréficos a
injuria tecidual, o laser (660 nm) fornecido ao tecido hepatico aumentou a atividade
metabdlica (processo regenerativo). Em condi¢gbes hipotérmicas, sem fatores
hepatotroficos ou injuria tecidual, o fornecimento de laser 660 nm ao tecido hepatico
ndo incrementou a atividade metabolica do mesmo.

Palavras-chave: espectroscopia de fluorescéncia, regeneragao hepatica,

hepatectomia parcial, hipotermia, laserterapia.



Abstract

Tsuge AT. Study of laser fluorescence spectroscopy in livers of rats with
hypothermic ischemia. Thesis (PhD in Surgical Clinic). Ribeirdo Preto School of
Medicine University of Sdo Paulo. Ribeirdo Preto. 2023.

Introduction: After partial hepatectomy, the remaining liver presents a regenerative
response, maintaining a percentage relationship with the host. There are no precise
data in the literature on liver viability after tissue injury during hypothermic
preservation. Spectroscopy can provide information about tissues through its ability
to measure fluorescence, provided there is adequate stimulation. Spectroscopy
techniques have been investigated as new methods for studying and analyzing
tissue parameters. Objective: To evaluate, in an experimental model, the
applicability of laser fluorescence spectroscopy in liver tissue from hepatectomies,
using cell proliferation (assessed through Ki67 immunohistochemistry) as a control.
Secondary objectives are to prove, through this technique, the viability of liver tissue
after 24 hours of partial hepatectomy, under hypothermic conditions. Analyze the
regeneration of the remaining liver after 24 hours of partial hepatectomy. Check
whether irradiation with a 660 nm /aser increases the regeneration of these livers.
Methods: 56 Wistar rats were divided into four groups of 14 animals: FTNP (total
non-perfused liver); FTP (total liver perfused); HPS (70% partial hepatectomy in situ)
and HPP (70% partial hepatectomy perfused ex situ). The time for these tissue
analyzes was 0 and 24 hours. Liver perfusion was performed with 250 ml of SPS-1
static preservation solution. Half of the animals in each group received a 660 nm
laser. Analyzes were carried out using a spectrophotometer prepared with /aser
devices emitting wavelengths at 405 nm and 532 nm as excitation sources for
fluorescence capture. For each one, four measurements were taken of the left
lateral lobe. The time Oh (TO) was analyzed, and in the groups where there was
perfusion with SPS-1, this reading occurred immediately after perfusion, and before
the application of 660 nm laser. New reading after 24 hours (T24). In each group of
14 animals, 7 had their livers irradiated with a 660 nm Jaser at TO. For
immunohistochemistry, the anti-Ki67 primary antibody was used. Analysis and
quantification were carried out under an optical microscope by counting the number
of immunostained cells under a 40x objective (average 20 fields). Results:
spectroscopy analyzes show the emission of NADH, FAD and porphyrin molecules,
which emit fluorescence at wavelengths of 464 nm, 535 nm and 630-690 nm,
respectively. The Ki67 results infer a slight increase (p=0.02) of the marker in the
HPS subgroup with 660 nm /aser, however there was a decrease in liver
regeneration in the subgroup with 660 nm /aser in the HPP group. Conclusion: we
infer that fluorescence spectrometry can be used to analyze characteristics of cell
activity and viability in real time. We also inferred the presence of metabolic activity
in samples preserved hypothermally (after 24 hours of partial hepatectomy), even
in conditions adverse to regeneration. When hepatotrophic factors are associated



with tissue injury, the /laser (660 nm) supplied to liver tissue increased metabolic
activity (regenerative process). In hypothermic conditions, without hepatotrophic
factors or tissue injury, the delivery of a 660 nm /aser to the liver tissue did not
increase its metabolic activity.

Keywords: fluorescence spectroscopy, hepatic regeneration, partial hepatectomy,
hypothermia, laser therapy.



1. Introducao
O figado tem extraordinaria capacidade de regeneragao diante de varios
tipos de desafios, como as hepatites ou ressecgdes hepaticas parciais. A perda
tecidual rapidamente desencadeia o processo regenerativo até que o peso original
seja recuperado’-?3. Apos hepatectomia parcial (HP) o figado remanescente (FR)
exibe resposta regenerativa e mantém intrinseca relacdo percentual com o
hospedeiro - recebendo pela veia porta, em regime de hipertensao portal, os fatores

hepatotroficos, responsaveis pelo trofismo hepatico’ 234,

Embora o termo regeneragdo seja comumente atribuido, é biologicamente
incorreto, pois a resposta induzida pela ressecgao de tecido hepatico ndo é
verdadeiramente regenerativa. Os lobos ressecados ndao crescem novamente. A
restauracao da massa hepatica ocorre por compensacao hiperplasica e hipertrofica
nos lobos remanescentes, com consequente aumento em suas dimensdes. Isso
sugere que o crescimento do figado é controlado por fatores funcionais e nao
anatdémicos*®°. Qualquer que seja a natureza desses fatores, eles parecem bastante
precisos, desde que o crescimento cessa quando o figado atinge seu peso

original’234,

Apos HP, o FR necessita adaptar-se hemodinamicamente, pois passa a
receber todo o fluxo arterial e portal, que antes da HP irrigava todo o figado®®%’. Isto
causa sobrecarga metabodlica no FR e parece engatilhar o processo
regenerativo’489, Estudos com fluxo sanguineo hepatico mostram que apos
derivagbes porto-cavais, totais ou parciais, estas levam a hipotrofia do FR,
retardando ou dificultando a regeneracédo hepatica. Uma série de experimentos
mostrou claramente a dependéncia do tecido hepatico com relagdo ao sangue
portal, sobretudo no que diz respeito aos horménios, nutrientes, genes e fatores de

crescimento oriundos do territério esplancnico'23410,

O figado pode, precisamente, regular seu crescimento e massa de acordo
com estimulos que lhe sdo impingidos. As ressecgdes cirurgicas de lobos
hepaticos, bem como a perda de parénquima provocada por virus ou lesdo quimica
irrompem a replicagao de hepatdcitos, mas sob um processo controlado, dado por
apoptose simultanea'?'"12, Essa particularidade é mostrada quando da ocorréncia

de déficit ou excesso de massa hepatica, este ultimo, exemplificado pelo chamado

21



“large for size” no transplante hepatico, em que a capacidade do figado recebido
excede a demanda metabdlica do receptor e ha uma remodelagao controlada do

figado256788,

Ha muitas condi¢gdes nas quais alteracbes da massa hepatica, seja por
aumento ou decréscimo, estdo presentes. As deficiéncias sao frequentemente
provocados pela remogao cirurgica do tecido e por perda de células (déficit
funcional, sem perda de massa, necessariamente), causada por agentes quimicos
ou virus. A transplantacdo de pequenos figados para um grande receptor
(transplante “small for size”) é, atualmente, um exemplo de deficiéncia hepatica
funcional®®7-8, Qutros exemplos de deficiéncia funcional envolvem necrose celular
e tecidual sem alteragdo de massa, na faléncia hepatica aguda e a extensa morte

celular causada por agentes toxicos e virus'3456.7.89,10,12,

O ponto decisivo para a regulacéo do crescimento hepatico deve-se mais
a razao entre a massa do 6rgao e a massa corporea do que massa hepatica per
se'26.131415 A otimizagdo da razdo indica que o figado alcanga um estado no qual
realiza a quantidade de trabalho metabdlico necessario para suprir as exigéncias
do organismo. A regulacdo da massa hepatica ndo se da apenas pelo crescimento,
e quando a massa excede a demanda metabdlica funcional, o figado perde massa
para restaurar a razdo adequada entre figado/corpo através de apoptose
hepatocitica*'". Em uma situacdo na qual a capacidade do figado excede a
necessidade do receptor, a massa hepatica decresce até atingir o ponto de
equilibrio mais adequado?*'2. Isto mostra que o processo de regeneragéo hepatica

€ dependente da relagao figado/hospedeiro.

Apos injuria tecidual, a restauragdo da massa hepatica ocorre por
hiperplasia celular compensatéria nos lobos remanescentes, com consequente
aumento em suas dimensdes. A regeneracdo do figado tem sido exaustivamente
estudada e descrita na literatura, mas varios aspectos necessitam ainda ser
entendidos e estudados. Ao longo dos ultimos anos diversos trabalhos da literatura
tém sido publicados no sentido de analisar efeito de drogas, agentes fisicos e

doencgas que possam interferir na regeneragao hepatica.
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1.1. Regeneracéo hepatica e fotobioestimulagcao
A palavra laser significa Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation'® e consiste de sistema que amplifica a intensidade de luz, produzindo
um feixe intenso altamente direcionado, com o comprimento de onda especifico, e

caracteristicas particulares de propagacao.

Em 1972, comegaram a ser descritos os efeitos bioldgicos do /laser quando
foi constatado o estimulo ao processo cicatricial em feridas cirurgicas submetidas
a irradiagdo laser de baixa poténcia. Denominou-se esse novo campo como
fotobioestimulagao®®. A fototerapia com /aser mostrou-se eficaz no tratamento de
ulceras de membros inferiores, na neoformacdo vascular, proliferacdo de
fibroblastos, reparo 0sseo e regeneragdo de nervos'®'819 tendo também vasta

aplicagdo em oncologia sob a terapia fotodinamica?%-2!.

Em meados da década de 90, Castro e Silva e cols. verificaram que a
resposta regenerativa apés a HP se encontrava exacerbada posteriormente a
irradiagao do figado com /aser hélio-nednio33. Nos ultimos anos, mais precisamente
a partir dos anos 2000, foram publicados pelo grupo do Prof Castro e Silva, varios
trabalhos relacionados com a interagao da luz laser com o figado em diversas
situagdes, quer de efeito estimulador da regeneragdo hepatica, quer de terapia

fotodindmica e de espectroscopia de fluorescéncia?223.2425.26,27,28,29,30,31

A fotobioestimulacado baseia-se no nivel mais sutil de interacdo da luz com
tecidos, em que o féton transmite sua energia a um composto fotossensivel’.
Pressupbe-se que o /laser conduza a alteragdes conformacionais na estrutura dos
citocromos dos hepatécitos, de modo que haveria um incremento na producéo de
ATP, expressando um aumento no metabolismo energético de figado de ratos

hepatectomizados33-36.

Foi demonstrado que o /aser de baixa poténcia tem a capacidade de elevar

o indice mitético e a funcdo mitocondrial no remanescente hepatico apds
ressecgdes parciais em ratos nao cirréticos. De acordo com Godoy e cols, a
aplicacado de laser de baixa poténcia, ou baixa intensidade, utiliza fétons com
comprimentos de onda localizados na regido vermelha visivel do espectro, ou na
regido do infravermelho préximo, os quais consistem em Jasers diodos
superluminosos monocromaticos, com poténcia relativamente baixa (inferiores a
500 mW) e sao utilizados nos tratamentos atérmicos, pois ndo provocam calor nos
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tecidos bioldgicos®. Nos estudos do Prof Castro e Silva e do Prof Zucoloto, foi
relatado que o indice mitético se eleva de 15-20 % nas hepatectomias sem
aplicacao de laser, para 50-55%, quando sucedidas de irradiacdo333738, O efeito
da aplicacédo de laser de baixa poténcia sobre a regeneragdo hepatica apés HP
estimula uma melhora significativa da regeneracao hepatica, favoravel a formagao
de novos hepatdcitos, células-tronco mesenquimais e angiogénese na regeneragao

em ratos38:39,

Pesquisadores demonstraram que propriedades intrinsecas do tecido
hepatico estdo fortemente correlacionadas com o espectro de fluorescéncia, na
tentativa de avaliar atividade metabdlica*®*'. Dentre essas propriedades, podemos
destacar as biomoléculas como NADPH, flavinas, proteinas estruturais,

aminodacidos com cadeias laterais aromaticas e porfirinas2®.

Croce e cols observaram que condi¢cdes de preservagao (com auséncia de
sangue) e hipoxia fria induzem a um aumento na amplitude do sinal, atribuido as
alteracbes de NADPH, flavinas e coenzimas envolvidas no metabolismo
energético?®. Atualmente, todos os métodos eficazes para preservagéo de érgdos

para transplante baseiam-se na redugéo da temperatura como principal elemento

O resfriamento a uma temperatura entre 0° C e 4° C reduz as necessidades
metabdlicas e, estudos tém demonstrado que ocorre diminuigao significativa na
atividade enzimatica. Porém, essa visdo subestima a complexidade fisico-quimica
das interagdes metabdlicas no 6rgédo hipotérmico e os efeitos préprios do
resfriamento sobre 0 6rgao. A hipotermia pode provocar alteragdes na homeostase,

diminuindo assim o volume celular#245,

De fato, existe uma variedade de fatores envolvidos no processo de
regeneragao hepatica e varios sdo os métodos capazes de avaliar tal fenémeno,
dentre eles, a determinagcdo da massa hepatica (peso do figado), contagem de
mitoses, estudo da sintese de DNA e métodos imunohistoquimicos para detecgao
de moléculas enddégenas como proliferating cell nuclear antigen (PCNA), Ki67,
entre outros. O Ki67 € um antigeno nuclear expresso nas fases G1, S, G2 e M do
ciclo celular. A avaliagdo imunohistoquimica de Ki67 é utilizada para quantificar a
atividade celular proliferativa*®>46, e atualmente é considerada o padrao ouro para
este fim.
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1.2. Espectroscopia de fluorescéncia
A espectroscopia tem o potencial de fornecer informagdes importantes
sobre tecidos devido a capacidade de capturar e de mensurar a fluorescéncia
emitida por componentes celulares alvo, uma vez que sejam estimulados da forma
correta. Ultimamente, técnicas de espectroscopia optica tém sido investigadas
como novos métodos minimamente invasivos, ou mesmo nao invasivos, para
caracterizagdo de tecidos ou para investigagdo e analise de diversos

parametros teciduais®’.

Sinais de luz podem ser entregues e recolhidos através de fibras
Opticas, e, os dados podem ser coletados e analisados em uma fracdo de
segundo, permitindo entdo a analise do tecido “em tempo real”’, sem a
necessidade de biopsias ou similares. Sinais espectroscopicos podem indicar
alteracdes bioquimicas e geralmente precedem as alteracdes morfoldgicas

observadas na histologia'.

Em particular, a fluorescéncia fornece indicios sobre a superficie do
orgao através de um feixe de luz. Ao incidir no 6rgéo, esta luz é absorvida e
parcialmente reemitida. A absor¢do ocorre simultaneamente com o
espalhamento da luz, de modo que, a medida que a luz do feixe inicial se
propaga pelo 6rgéo, ela vai atingindo uma distribuigao tecidual. Uma parte da

luz absorvida é devolvida na forma de fluorescéncia?®’.

Chance e cols. foram pioneiros em relatar uma relagao estabelecida
entre autofluorescéncia celular e processos metabdlicos celulares - fluoréforos
endogenos de células tém sido usados com sucesso como biomarcadores na

determinagao n&o destrutiva e em tempo real de caracteristicas celulares*8.

Todas as células eucaridticas e procariéticas exibem uma fluorescéncia
natural intrinseca (autofluorescéncia), e isto ocorre devido a presenga de
diferentes componentes estruturais celulares, como flavinas, nicotinamida-
adenina-dinucleotideo (NAD), aminoacidos aromaticos, lipofuscinas, produtos
finais de glicagdo avangada e colageno®®, todas moléculas com caracteristicas

fluorescentes.

Os espectros de autofluorescéncia celular abrangem a maior parte da
faixa espectral visivel ao olho humano, uma vez que, diferentes fluoréforos

endogenos emitem diferentes comprimentos de onda, como as flavinas, NAD
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e lipofuscina emitem luz verde, azul e laranja, respectivamente, quando

excitados em comprimentos de onda apropriados*6:47.

As coenzimas NADPH e flavinas ja foram consideradas principalmente
para o monitoramento da autofluorescéncia da funcionalidade do figado em
transplantes e cirurgias. Os fluoréforos enddgenos adicionais estdo se
tornando de interesse para a detecg¢ao precoce de doengas e danos hepaticos,
considerando o aumento de patologias hepaticas graves e suas implicagdes

tanto para a progressdo da doenga quanto para o transplante*S.

1.3.  Parédmetros das fontes de luz laser

O laser é uma radiagéo eletromagnética com caracteristicas préprias que
a diferem de uma luz comum: possui um unico comprimento de onda, com suas
ondas propagando-se coerentemente no espago e no tempo, carregando de forma
colimada e direcional, altas concentragbes de energia®®%4. Pode ter efeitos muito
diferentes conforme o item 1.1, a depender de parametros de entrega de energia
(fluéncia / dose de luz; poténcia 6ptica/ tempo de entrega; irradiancia / intensidade
/ taxas de fluéncias). A extensdo da interacdo entre os lasers e o tecido é
geralmente determinada por fatores relacionados ao préprio laser e pelas

caracteristicas dpticas de cada tecido®°.
Alguns conceitos importantes®:67:

- Fluéncia: energia depositada por area, ou distribuicdo superficial de

energia (unidade: J/cm?).

- Poténcia optica: taxa de entrega de energia, ou energia por tempo
(unidades: J/s ou W).

- Irradiancia: energia por area e por tempo, em poténcia por area, ou

fluéncia por tempo (0 mesmo que “taxa de fluéncia”) (unidades: W/cm? ou J/s.cm?).

O laser interage com a matéria viva por meio dos processos opticos de
reflexdo, transmissao, espalhamento e absorcdo. Ao incidir no tecido bioldgico,
parte da luz ndo penetra, sendo refletida. A porgcao de luz que penetra no tecido
sera dividida em uma parte que sera absorvida, outra parte que sera espalhada e

ainda outra que sera transmitida (fluorescéncia)®.
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Para aplicagdes biologicas, as taxas de entrega por area determinam se
havera fotobioestimulagdo, dano térmico ou outros efeitos. A escolha dos
comprimentos de onda também é determinante, pois a absorcdo da luz pelas
moléculas dependera do comprimento de onda. Para que haja efeito clinico é
necessario que a luz laser seja absorvida pelo tecido (densidade de energia, ou
fluéncia). A luz que é refletida, transmitida ou dispersada ndo tem nenhum efeito.
A absorcéo da luz do /aser depende da quantidade de croméforos presentes no
tecido e da correspondéncia entre o comprimento de onda utilizado e as
caracteristicas de absor¢gao daqueles cromoforos. Uma vez absorvida, a luz pode
causar trés efeitos basicos: o fototérmico, o fotoquimico e o fotomecanico. O efeito
fototérmico ocorre quando o cromoforo absorve a energia com o comprimento de
onda correspondente e a energia luminosa se converte em calor capaz de destruir
o alvo atingido. No efeito fotoquimico ocorre uma reagao quimica apés a absorgao
da luz por agentes fotossensibilizantes (endégenos ou exdgenos), sendo o principio
basico da terapia fotodindmica. A expansao térmica pode ocorrer de forma
extremamente rapida, capaz de produzir ondas acusticas e destruicdo

fotomecanica do tecido que a absorveu®s,

Os lasers podem ser classificados de forma geral em: lasers de alta
poténcia ou lasers cirurgicos, que possuem, por exemplo, indicagdes cirurgicas
(corte, coagulagao, cauterizagcao) e efeitos de ablagdo (preparos cavitarios
odontoldgicos, prevengao); e lasers de baixa poténcia ou /lasers terapéuticos, muito
utilizados para fins terapéuticos e bioestimuladores, agindo principalmente como

aceleradores em processos cicatriciais.

Quando trabalhamos com o /aser em tecido vivo, buscamos resultados
clinicos bastante especificos. A célula tem um determinado limiar de sobrevivéncia,
que depende do tecido onde esta localizada e também do seu estado fisioldgico.
Se utilizarmos o laser com a intengao de respeitar esse limiar de determinada
célula, oferecemos uma baixa intensidade de energia, que sera utilizada por ela de
maneira a estimular sua membrana e as membranas de suas mitocondrias. Dessa
forma estaremos induzindo essa célula a biomodulagéo, ou seja, a célula trabalhara
buscando um estado de normalizagdo da regido afetada. Nesse caso o laser

trabalhara em baixa densidade de poténcia. Esse tipo de terapia passou a ser
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chamado de laserterapia, empregando o /aser de baixa intensidade para fins

terapéuticos, obtendo efeitos fotoquimicos®®.

Deste modo, /asers de fotobioestimulagao e de diagndsticos tem poténcias
baixas (e portanto, acabam usando irradiancias baixas ou tempos curtos, que
resultam numa entrega de energia insuficiente para danos relevantes), sendo
capazes de induzir a geracao de fluorescéncias ou efeitos de fotoestimulagédo em
organelas e moléculas, sem induzir efeitos térmicos ou fotoablativos, que
causariam danos ao tecido, como € o caso dos /asers cirurgicos, que costumam
emitir luz na regiao do infravermelho médio (alta poténcia / irradiancia), enquanto
lasers de fotobioestimulagao e diagndstico éptico geralmente emitem luz na regiao

do espectro visivel ao olho humano e infravermelho préximo.

Neste estudo, utilizamos /asers de baixa poténcia. Dentro dos /asers de
baixa poténcia, torna-se importante ressaltar que os efeitos do /aser terapéutico
(fotobioestimulagdo) sao muito diferentes dos efeitos dos lasers diagnésticos
(excitacdo de fluorescéncia). No primeiro, laser terapéutico, trata-se de uma
modalidade de fornecimento de energia para células, enquanto que no segundo,
laser diagndstico, o objetivo é estimular a fluorescéncia de moléculas especificas
com o intuito de se captar e analisar a fluorescéncia das mesmas. Vale lembrar que
os lasers na faixa do vermelho, no comprimento de onda de 632 a 780 nm, ndo sao
capazes de produzir danos aos tecidos, como mutagdes e carcinogénese®7° e o
comprimento de onda usado neste estudo para fornecimento de energia foi de 660

nm, que corresponde a essa faixa espectral.
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2. Objetivo
Avaliar, em modelo experimental, a aplicabilidade da espectroscopia de
fluorescéncia a laser no estudo do tecido hepatico proveniente de hepatectomias,
utilizando-se a proliferacdo celular (avaliada através do padrdao ouro -

imunohistoquimica de Ki67) como controle.

2.1.  Objetivos secundarios
2.1.1. Comprovar, através desta técnica, a viabilidade do tecido hepatico

apos 24h de hepatectomia parcial, em condigdes hipotérmicas.

2.1.2. Analisar a regeneragao do figado remanescente apos 24 horas de

hepatectomia parcial.

2.1.3. Verificar se irradiagdo com luz laser aumenta o processo de

regeneracgao destes figados.
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3. Material e método

3.1.  Ambientagdo da pesquisa
Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica de Uso de Animais
(CEUA - FMUSP, vide ANEXO). Todos os procedimentos envolvendo a
experimentagcdo foram realizados de acordo com principios éticos estabelecidos
internacionalmente (NRC, 1996). Os animais de todos os grupos foram mantidos e
sacrificados no Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo,

onde foram colhidas as amostras bioldgicas para estudos posteriores.

3.2. Casuistica
Nesta pesquisa foram estudados ratos da ragca Wistar, provenientes do
Biotério Central da Faculdade de Medicina — USP, machos pesando cerca de 300
g. Os mesmos foram acondicionados em gaiolas transparentes de polipropileno
com cobertura de arame galvanizado, medindo 41x34x16 cm, mantidos a
temperatura ambiente, sob ciclo “claro-escuro” de 12 horas. Os animais foram
alimentados com rag&o padréo para ratos de laboratorio (Purina Nutrimentos Ltda)

e receberam agua a vontade.

A amostra foi calculada conforme o método de Kelley e Maxwell*®°, onde 56
ratos foram divididos em quatro grupos de 14 animais. De cada grupo, 7 animais
receberam tratamento com /aser (fotobioestimulagédo no comprimento de onda 660
nm, conforme descrito na sec¢ao 3.6), e outros 7 ndo receberam. Os grupos foram

classificados de acordo com o procedimento cirurgico pré-estabelecido (Tabela 1):

1. Grupo FTNP - Controle (Figado Total Nao Perfundido): composto por 14
ratos, divididos em 2 grupos de 7 animais (com laser e sem laser). Foi
realizada hepatectomia total; os figados foram acondicionados em frascos

plasticos com 30 ml da solugao SPS-1 a 4°C por 24 horas;

2. Grupo FTP (Figado Total Perfundido): composto por 14 ratos, divididos
em 2 grupos de 7 animais (com /aser e sem laser). Foi realizada perfusao
hepatica com solugdo SPS-1 a 4°C, e posterior hepatectomia total. Em
seguida, os figados foram acondicionados em frascos plasticos com 30 ml
da solugédo SPS-1 a 4°C por 24 horas;
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3. Grupo HPP (Hepatectomia Parcial Perfundido - ex situ): composto por 14
ratos, divididos em 2 grupos de 7 animais (com laser e sem laser). Foi
realizada perfusdo hepatica com solucdo SPS-1. Apds, foi realizada
hepatectomia parcial e o lobo lateral esquerdo de cada animal (o que
corresponde a 30% do figado desses animais) foi acondicionado em frascos

plasticos com 30 ml de solugdo SPS-1 a 4°C por 24 horas;

4. Grupo HPS (Hepatectomia Parcial Nao Perfundido - in situ): composto
por 14 ratos, divididos em 2 grupos de 7 animais (com laser e sem laser).
Foi realizada hepatectomia parcial, restando apenas o lobo lateral esquerdo
nos animais (o que corresponde a 30% do figado desses animais). Os ratos

foram mantidos vivos por 24 horas.

Tabela 1. Disposicao da casuistica do estudo.

FTNP FTP HPS HPP
SEM Jaser (660 nm) 7 ratos 7 ratos 7 ratos 7 ratos
COM lJaser (660 nm) 7 ratos 7 ratos 7 ratos 7 ratos

TOTAL 14 ratos 14 ratos 14 ratos 14 ratos

3.3. Anestesia
Todos os animais foram submetidos a anestesia geral com mistura de
xilazina 20 mg/ml (Dopaser®, Gepec, Brasil) e Cetamina 50 mg/ml (Ketalar® Pfizer,

Brasil) na dose de 15 unidades/100 g de peso, administrada por via intraperitoneal.

3.4.  Procedimentos cirurgicos
A HP a 70% foi feita conforme Higgins e Anderson®'. O procedimento
cirargico foi iniciado a partir de uma incisdo abdominal na linha média. Uma vez
com o figado exposto, para cada animal foi coletado um fragmento de tecido
hepatico do lobo lateral esquerdo para analise histolégica. Estes foram preservados

em formalina 10% tamponada (Figura 1).
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Figura 1. A — Inicio do procedimento cirurgico (aparando pelos); B — Incisdo mediana e abertura da

cavidade abdominal; C — Hepatectomia a 70% propriamente dita, ligadura de pediculo hepatico.

Em seguida, a perfusao hepatica com a solugdo SPS-1 foi feita nos grupos
FTP e HPP por pressao hidrostatica, sendo iniciada com acesso toracico por via
diafragmatica, seguido de pungéo do ventriculo esquerdo com cateter sobre agulha
(Abocath®, Becton Dickinson Ind. Cirurg. Ltda, Brasil), calibre 22, conectado a uma
coluna liquida com 250 ml de solugdao SPS-1, de 130 cm de altura, o que
corresponde a pressdo de aproximadamente 90 mmHg*'. Apds a puncgao, foi feita
a abertura da veia cava infra-hepatica e, por fim, a perfusdo propriamente dita
(Figura 2).

Figura 2. A — Momento da pungao do ventriculo esquerdo; B — Secgao da veia cava infra-hepatica;
C - Perfuséao propriamente dita com consequente troca do sangue hepatico pela solugdo SPS-1; D
— Figado totalmente perfundido com SPS-1: observa-se a auséncia de sangue pela alteragao de

coloragéo.
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Uma vez totalmente trocado o sangue hepatico por SPS-1, a perfusao foi
interrompida e a hepatectomia total ou parcial a 70%, realizada. Quando realizada
hepatectomia parcial, somente o lobo lateral esquerdo foi preservado para o estudo
(Figura 3). Durante a operagao, coagulos sanguineos foram completamente limpos
com gaze, e realizada hemostasia rigorosa. Utilizou-se bisturi elétrico para
cauterizagdo quando necessario, fato que nao inviabilizou as analises. Para o grupo
HPS especificamente, a sutura da incisdo mediana procedeu-se com fio cirurgico

nylon 4-0.

Para os grupos FTNP, FTP e HPP, os o¢rgaos coletados foram
armazenados a temperatura de 4°C em frascos plasticos com 30 ml de solugao
SPS-1 por 24 horas (Figura 4).

Os animais que foram mantidos vivos por 24 horas, receberam tramadol
como medicamento analgésico pds-operatorio e foi aplicada solugédo antisséptica

iodopovidona 10% sobre a ferida cirurgica.

Para eutanasia desses animais, foi utilizada a mistura de xilazina

(Dopaser®, Gepec, Brasil) e cetamina em dose letal (dose dobrada — 40 mg/ml).

Ao completar-se 24 horas da hepatectomia, os figados mantidos ex situ e
in situ foram novamente analisados, e coletados novos fragmentos de tecido
hepatico (lobo lateral esquerdo) para analise histologica (também preservados em

formalina 10% tamponada).

Figura 3. Desenho esquematico da
anatomia do figado do rato Wistar, onde
cada lobo tem seu tamanho relativo
apresentado. PC, processo caudal; LCA,
lobo caudado anterior; LCP, lobo caudado
posterior; LSLD, lobo superior lateral
direito; LILD, lobo inferior lateral direito; LM,
lobo mediano; LMD, por¢ao direita do lobo
mediano; LME, porcdo esquerda do lobo
mediano; LLE, lobo lateral esquerdo; FM,

fissura mediana; FE, fissura esquerda; FD,

fissura direita; LF, ligamento falciforme.
*Fonte Martins e Neuhaus, 2007.
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Figura 4. A — Momento da hepatectomia total; B — Hepatectomia total propriamente dita, aspecto

da anatomia do figado de rato Wistar.

Os diagramas 1 e 2 exemplificam, de forma sintética, a sequéncia dos

eventos descritos neste item 3.4:

FTNP FTP HPS HPP

1 2

| }

» Leitura espectrofotometro

» Coleta de amostra Ki67

» Nao perfundir » Perfusdo com SPS-1 » Nao perfundir » Perfusao com SPS-1

> Leitura Oh espectrofotometro
» HP parcial (70%) -

> ::1 ts";;' =L figado > :':‘ ‘s";;' IRy figado . \p parcial (70%) — manter  preservar figado em SPS-1
. - = : " - i ° animais vivos 24h a 42C, 24h - animal é
animal é sacrificado animal é sacrificado e
sacrificado
< Amostra preservada 24h < Amostra preservada 24h < Animal vivo, nova incisdo < Amostra preservada 24h

» Leitura 24h espectrofotometro
» Coleta de amostra Ki67 24h

» Descarte das amostras em

> Descarte das amostras em > Descarte das amostras em i ) .
lixo biolégico lixo biolégico > Animal é sacrificado lixo biolégico

Diagrama 1. Quadro esquematico da sequéncia de procedimentos realizados nos animais de todos

os grupos, SEM o fornecimento de energia sob a forma de /aser 660 nm.
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» Leitura espectrofotometro

» Coleta de amostra Ki67

» Nao perfundir » Perfusao com SPS-1 » Nao perfundir »> Perfusao com SPS-1

> Leitura Oh espectrofotometro

> Aplicacao de luz /aser

> HP total - preservar figado > HP total - preservar figado > Gl PErEED () <

5 i oy i1 -
em SPS-1 a 4°C, 24h - em SPS-1 a 4°C, 24h - R | Poocrvan figado em SES-
animal é sacrificado animal é sacrificado & aHiS, - animal e

sacrificado

< Amostra preservada 24h “ Amostra preservada 24h % Animal vivo, nova incisdao < Amostra preservada 24h

» Leitura 24h espectrofotometro

» Coleta de amostra Ki6é7 24h

> Descarte das amostras em > Descarte das amostras em N ) A . » Descarte das amostras em
lixo biolégico lixo biolégico > Animal é sacrificado lixo biolégico

Diagrama 2. Quadro esquematico da sequéncia de procedimentos realizados nos animais de todos

0s grupos, agora COM o fornecimento de energia sob a forma de laser 660 nm.

3.5. Obtengéo de dados de fluorescéncia - Espectroscopia
Foi utilizado um sistema de espectroscopia montado com dispositivos de
laser Nd: YAG dobrado, emitindo comprimento de onda a 532 nm e um /aser de

diodo emitindo em 405 nm como fontes de excitagao.

O sistema possui uma sonda de investigagdo do tipo Y (Ocean Optics,
EUA) com duas fibras opticas de 600 um, uma fornecendo a excitagao a laser para
fluorescéncia e a outra coletando a luz reemitida do tecido alvo. O
espectrofotdbmetro USB2000 (Ocean Optics) permite a avaliagdo da fluorescéncia
em uma faixa espectral entre 350 nm e 1000 nm. A poténcia 6ptica para os lasers

foi de aproximadamente 10 mW (Figuras 5 e 6).
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Figura 6. A — Foto do espectrofotdmetro de fluorescéncia utilizado nas analises do estudo - sonda
6ptica utilizada para a coleta da fluorescéncia emitida (seta vermelha), laptop para visualizagdo dos
graficos de fluorescéncia emitidas (seta verde); B — Laptop mostrando espectro proveniente da
leitura da captagéo da luz emitida; C - Momento da andlise com luz 405 nm (violeta); D — Momento

da andlise com luz 532 nm (verde).
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Um filtro de passa-alta de 550 nm (OGG550, Schott, EUA) foi usado para
remover a luz retroespalhada antes de entrar no espectrofotometro para excitagao

em 532 nm, e um em 450 nm para excitagcdo em 405 nm.

Foram realizadas analises espectrofotométricas em dois comprimentos de
ondas diferentes, a primeira de 405 nm (violeta) e a segunda de 532 nm (verde).
Para cada comprimento de onda foram realizadas quatro medidas do lobo lateral
esquerdo, totalizando 8 analises. Para cada analise unitaria, foi escolhido um ponto
arbitrario no lobo lateral esquerdo, e a partir de entdo, esses quatro pontos se
repetiram em todas as analises (Figura 7). Realizamos uma leitura preliminar,
denominada de Controle Interno, ou seja, a analise dos figados antes da injuria
tecidual. Em seguida, procedemos a coleta das amostras para imunohistoquimica.
Dando prosseguimento, iniciamos as analises espectrofotométricas propriamente
ditas deste estudo. Para isto, a primeira analise, denominada TO, foi executada da
seguinte maneira: nos grupos que nao receberam energia sob irradiagcdo com /aser
660 nm, a analise foi executada logo apds a realizagao do Controle Interno. Nos
grupos que sofreram perfusdo com SPS-1, esta leitura TO ocorreu imediatamente
apos a perfusédo (cerca de 5 a 10 minutos apds o inicio da perfusao, tempo
necessario para que ela se completasse totalmente), e antes da aplicagao do /aser

660 nm. Em cada grupo de 14 animais, 7 tiveram o figado irradiado com /aser 660

nm em TO (vide item 3.6).

Figura 7. Foto esqueméatica mostrando os
pontos de leitura de espectrofotometria
deste estudo. LLE - Lobo Lateral

Esquerdo.
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Apds 24 horas do experimento, foram feitas novas analises de
espectrofotometria, nos mesmos moldes, e em sequéncia nova coleta de amostras
para imunohistoquimica. Estas analises espectrofotométricas foram denominadas
T24.

Todas as analises espectrofotométricas estao agrupadas no Diagrama 3:

m Grupo FTNP
(14 ratos)

m Grupo FTP
(14 ratos)

m Grupo HPP
(14 ratos)

u Grupo HPS
(14 ratos)

$

$

¥

Verde 532 nm
4 andlises/rato

Verde 532 nm
4 anélises/ rato

Verde 532 nm
4 anélises/ rato

Violeta 405 nm
4 analises/ rato

Violeta 405 nm
4 analises/ rato

Violeta 405 nm
4 analises/ rato

Sem Laser
(7 ratos/ grupo)

Verde 532 nm
4 analises/ rato

Verde 532 nm
4 anélises/ rato

Verde 532 nm
4 analises/ rato

Violeta 405 nm
4 andlises/ rato

Violeta 405 nm
4 analises/ rato

Violeta 405 nm
4 analises/ rato

Diagrama 3. Quadro esquematico da quantidade e sequéncia de analises espectrofotométricas
realizadas nos animais de todos os grupos de estudo — Controle Interno (imediatamente apos
abertura de cavidade abdominal); — Tempo 0 (T0), imediatamente apés perfusdo com solugao SPS-
1; — Tempo 24 horas (T24) coleta apds 24h.

3.6. Fotobioestimulaggo

Para o fornecimento de energia as células hepaticas (fotobioestimulag&o),
foi utilizado o aparelho LASER CW (modelo BDP 660, classe lllb, de emissé&o
continua de luz visivel, de baixa intensidade, com meio ativo semicondutor e
transdutor de fibras opticas fundidas com 80 mm de comprimento e didametro de 7
mm, produzido por M.M. Optics LTDA - S&o Carlos, Sdo Paulo). O comprimento de
onda usado foi o de 660 nm (luz vermelha, dentro do espectro visivel), de alta
penetrabilidade no tecido bioldgico e regulado na poténcia de 40 m\W, com dose de

irradiagéo de luz total de 30 J/cm?.
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Para a irradiagao propriamente dita dos figados, as aplicagdes foram feitas
em 5 pontos distintos do lobo lateral esquerdo, cada aplicagdo com duracao de 1
minuto, num total de 5 minutos de duragao por sessao. Para tal, posicionamos a
superficie da extremidade distal do transdutor de aplicagdo em contato suave com

a superficie hepatica3"-38, como mostra a Figura 8.

Figura 8. A — Foto do aparelho gerador de luz laser; B — Momento de irradiagdo do figado com laser

para fornecimento de energia as células hepaticas.

Nos grupos que receberam laser, as aplicagbes ocorreram em TO, em
seguida a execugao das analises espectrofotométricas. Uma vez fornecida a
energia as amostras de figados, estes ultimos foram imediatamente
acondicionados nos frascos com SPS-1 e preservados em hipotermia por 24 horas,
com excegao das amostras do grupo HPS, que permaneceram em seus respectivos

hospedeiros.

3.7. Técnica de imunohistoquimica (analise de Ki67)

Os cortes histolégicos foram desparafinados em xilol, hidratados em alcool
de diferentes concentragdes (100%, 95%, 70%) e agua. A recuperagao antigénica
foi realizada com tamp&o Citrato 10 mM pH 6.0 em panela de pressao (Dako
Cytomation - California, Ref. S2800).

Apdés a lavagem do material em agua, foi realizado o bloqueio da
peroxidase endégena com Peréxido de Hidrogénio 6%, com 2 banhos de 8 minutos,
a temperatura ambiente. O bloqueio de proteinas inespecificas foi realizado com

CAS Block (Invitrogen, Ref. 008120) por 10 minutos a temperatura ambiente. De
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acordo com a padronizagao e orientacao do fabricante, o anticorpo primario anti-
Ki67 (Abcam ref. SP6 — ab 16667/ Rabbit Monoclonal) foi diluido 1:100 em Antibody
Diluent (Invitrogen Ref. 3218) e incubado durante 60 minutos a temperatura

ambiente em camara umida.

A seguir, apos lavagem em PBS pH 7.4, foi realizada a detecgao do
antigeno/anticorpo utilizando polimero MACH 4 Universal HRP-Polymer Detection
System (BIOCARE Medical-BR14012).

Na revelacado das reagdes utilizamos o substrato cromégeno DAB, (Dako
Cytomation - California, Ref. N° K3468) e a contra coloracdo foi feita com
Hematoxilina de Harris (Easy Path, Ref. K3468).

As laminas com as reacdes foram desidratadas em alcool de diferentes
concentragbes (70%, 95% e 100%), diafanizadas com xilol e montadas com
laminulas e resina sintética (Easy Path, Ref. 51-05041) para analise dos

fragmentos (Figura 9).

A analise e a quantificacdo foram realizadas no microscopio optico pela
contagem do numero de células imunomarcadas na objetiva de 40x (em média 20
campos), sendo os resultados expressos em células/mm? e para isso foi dividido o

nimero médio de células pelo valor de conversdo 0,159 mm?, que representa a

area do campo da objetiva de 40x.

Figura 9. Detalhe do local da coleta das amostras de figado (lobo lateral esquerdo) para analise

imunohistoquimica; fotomicrografia de hepatécitos imunomarcados com anticorpo anti-Ki67.
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3.8. Compilagdo dos dados da espectroscopia de fluorescéncia

Um laptop acoplado ao espectrofotometro e o software OOIBase32.exe
(Ocean Optics) foram usados para adquirir e salvar os dados do espectro. O
sistema de espectroscopia foi alojado em um estojo de camera convencional,
permitindo sua portabilidade. A sonda de investigagcado foi protegida com uma
pelicula plastica nédo fluorescente esterilizada e colocada suavemente em contato
com o tecido alvo. O espectro de fluorescéncia foi coletado em uma medi¢céo nao
invasiva; apenas os locais dos tecidos superficiais foram investigados; portanto,
nenhum efeito do tipo volumétrico pode ser revelado por esse método. Em modelos
experimentais, a profundidade de excitacdo medida foi inferior a 1 mm. Os dados
resultantes foram exportados para um software de analise, o OriginPro 8, para

tabulacao, normalizacao dos resultados e obtengao dos graficos (Figura 10).
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Figura 10. Imagens ilustrativas do programa utilizado para analise dos dados obtidos a partir da
leitura com o espectrofotdmetro. A imagem a esquerda demonstra os valores dos comprimentos de

onda tabulados para analise posterior.

3.9. Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa GraphPad Prism
versao 6.0. As variaveis foram expressas em mediana e intervalo interquartil. Foram
feitos testes de normalidade entre as variaveis onde nenhum dado se manteve

paramétrico. Para analise entre pares foi realizado o teste Mann - Whitney.

Consideramos p<0,05 estatisticamente significante.
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4. Resultados

4.1. Peso dos animais

Os animais mostraram um padrdo homogéneo quanto ao peso. Os dados

de média + DP estao dispostos na Tabela 2.

Tabela 2. Média + DP do peso dos animais de cada grupo, em gramas.

FTNP FTP HPS HPP
SEM laser 408 + 22 362+0,1 354 +22 316 + 12
COM laser 397+ 16 312+7 339+ 14 332+10

4.2. Anélises espectrofotométricas
Consideramos como grupo Controle Interno a analise preliminar de todos
0s animais, antes de TO. Este grupo serviu como parametro de controle interno das

leituras realizadas pelo espectrofotdmetro.

A anadlise do grupo Controle Interno mostrou diferengcas quanto a
intensidade de emissao de fluorescéncia. Observaram-se dois picos intensos entre

450 — 650 nm, quando excitados no comprimento de 405 nm, vide figura 11.

Controle Interno 405 nm Controle Interno 532 nm

SEM laser > SEM aser
13 -

12 A COM laser
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11 A/ o 3
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Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 11. Graficos da analise espectrofotométrica de Todos os Grupos nos comprimentos de
onda 405 nm e 532 nm. Espectros de fluorescéncia do lobo lateral esquerdo dos animais, Com
Laser e Sem Laser.
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Os espectros de fluorescéncia, nessa faixa espectral, refletem alteragées
relacionadas a eventos biolégicos no tecido uma vez que, moléculas como NADH,
FAD e as porfirinas, emitem fluorescéncia em comprimento de 464 nm, 535 nm, e
630-690 nm, respectivamente — Figuras 12, 13, 14 e 15. Especificamente no
comprimento de onda 532 nm, observa-se um pico em 800 nm; trata-se de um
harménico do laser de excitacdo, e nao fluorescéncia captada, portanto nao

interfere neste estudo.
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Figura 12. Graficos da analise espectrofotométrica do Grupo FTNP nos comprimentos de onda 405
nm e 532 nm. Espectros de fluorescéncia do lobo lateral esquerdo dos animais, Com Laser e Sem

Laser.
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Figura 13. Gréficos da analise espectrofotométrica do Grupo FTP nos comprimentos de onda 405
nm e 532 nm. Espectros de fluorescéncia do lobo lateral esquerdo dos animais, Com Laser e Sem

Laser.
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Figura 14. Graficos da anadlise espectrofotométrica do Grupo HPS nos comprimentos de onda 405
nm e 532 nm. Espectros de fluorescéncia do lobo lateral esquerdo dos animais, Com Laser e Sem

Laser.

HPP 405 nm HPP 532 nm

7 4 -
S 6 4 "ﬁ‘.‘ SEM laser-Oh  m— 3 87 SEM laser-Oh
3 A SEM laser-24h & 7 SEM laser-24h
§ 5 - if COM laser-Qh  me— b COM laser-Oh  —
2 N\ COM laser-24h — £ 6 COM laser-24p
S 4 - '\ S g |
= =
8 3 § a
[ H] @
8 2 ' 31
s E 4]
[T} [7:]

1 4
= 0 4 = 0 A

'1 ) T L) T L) r L) ¥ -1 L] T T L) 1 L) T L)

300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 15. Graficos da analise espectrofotométrica do Grupo HPP nos comprimentos de onda 405
nm e 532 nm. Espectros de fluorescéncia do lobo hepatico esquerdo dos animais, Com Lasere Sem

Laser.

4.3. Analise imunohistoquimica (Ki67) e comparativo com analise
espectrofotométrica
O Ki67 é um antigeno nuclear associado com a proliferagcao celular,
encontrado em todo o ciclo celular (fases G1, S, G2, M) e ausente em GO.
Atualmente a imunohistoquimica de Ki67 é a analise padrao ouro na identificagcao
de proliferagdo celular e resposta regenerativa.
Assim, realizamos analises para avaliar a marcacao de Ki67 nos grupos

para verificar se houve proliferagao de hepatdcitos 24 horas apds injuria tecidual.
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Figura 16. A - compilacdo das analises de espectrofotometria de fluorescéncia de todos os grupos,
nos comprimentos de onda de 405 nm e 532 nm. B — comparativo das analises imunohistoquimicas
de Ki67 de todos os grupos (Grupos SL — Sem Laser; Grupos L — Com Laser).
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O grafico da Figura 16A representa um compilado de todas as analises de
espectroscopia de fluorescéncia, e foi gerado a partir dos mesmos dados (calculo
das areas) das Figuras 10, 11, 12 e 13, para um melhor efeito comparativo entre
os grupos. Todos os grupos foram inseridos nesse grafico, incluindo tanto os grupos
que nao receberam energia na forma de laser (Sem Laser — SL), quanto os que
receberam laser (Com Laser - L), no comprimento de onda 660 nm. Ja o grafico da
Figura 16B representa um compilado de todas as analises de imunohistoquimica
Ki67, de todos os grupos, incluindo tanto os grupos que n&o receberam energia na
forma de laser (Sem Laser — SL), quanto os que receberam laser (Com Laser - L),
no comprimento de onda 660 nm. Também foram aplicadas as analises estatisticas
entre grupos, com significancia estatistica p < 0,05. Especificamente no grupo HPS

24h L, houve um animal “outsider”’, demonstrado pela discrepancia em sua analise.
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5. Discussao

A espectroscopia de fluorescéncia € uma técnica nao invasiva que vem
sendo cada vez mais utilizada como potencial técnica para caracterizacao tecidual,

com finalidade diagndstica e terapéutica®253:54,

Ha varias biomoléculas envolvidas, tanto nos processos metabdlicos
quanto na organizagao histolégica das células e tecidos - que séo caracterizadas
por suas propriedades de fluorescéncia, podendo ser exploradas para obter

informacgdes sobre as condigdes morfofuncionais®.

A absorgao da luz /aser pelos tecidos pode resultar em quatro processos:
fotoquimico, fototérmico, fotomecanico e fotoelétrico. Isto se deve ao grande
numero de efeitos fisicos que esses processos ocasionam; eles podem ser

subdivididos de acordo com a sua manifestagdo clinica®®.

Moléculas como NADH e FAD podem fornecer informagdes sobre status
redox de células e tecidos, j4 que sao coenzimas importantes na atividade
metabdlica celular®*>7. As porfirinas, que correspondem a compostos que possuem
aneéis organicos heterociclicos, aparecem como unidades centrais de diversas
moléculas, como a hemoglobina, clorofila e vitamina B12, possuindo altas taxas de
fotoatividade e fotoreatividade®®. Os derivados porfiricos, provenientes da
biossintese do heme do ferro, presente nas hemacias, apresentam comprimento
de onda de excitacdo a 400 — 450 nm, emissdo em 630 — 690 nm, dando-lhes a

caracteristica natural do seu pigmento de cor purpura.

A constituicdo bioquimica tecidual e sanguinea € a grande responsavel
pelas caracteristicas espectrais da fluorescéncia, dado que o sangue é um grande
absorvedor de luz verde (532 nm), ou seja, enquanto a amplitude tem grande
relacdo com a absorgao e penetrabilidade, a forma do espectro (picos e largura)

tem a ver com a constituicdo quimica do érgao estudado®4°963,

Quando comparamos as analises realizadas pelo espectrofotdmetro nos
grupos de estudo, “Com Laser” e “Sem Laser”, ha uma sobreposi¢cdo das curvas
da intensidade de fluorescéncia, em ambos os comprimentos de onda utilizados na
metodologia (405 nm — 532 nm). Todos os grupos mostraram faixa espectral entre
400 nm — 600 nm, com pico de intensidade de absor¢cédo de luz mais elevado no

tempo de 24 horas, nos animais irradiados e nao irradiados, com luz /aser. Isto
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corrobora dados presentes na literatura, ja que moléculas de DNA e proteinas sao
os principais croméforos absorventes de UV, de 200 nm a 400 nm no tecido
biolégico, inferindo atividade celular ativa, vide figuras 12, 13, 14 e 15. A faixa
espectral de absorgao entre 400 nm a 600 nm (luz visivel) esta relacionada com

oxiemoglobina, hemoglobina e a melanina.

Esses dados estdo mais expressos nos grupos FTNP e HPS, este ultimo
onde os animais sofreram estresse cirurgico e foram mantidos vivos 24 horas pos-
procedimento. No entanto, o grupo HPS, que sofreu hepatectomia parcial, restando
apenas o lobo lateral esquerdo, mostrou heterogeneidade nos graficos
apresentados, podendo ser decorrente a presenca de varios cromoéforos
absorventes, como a hemoglobina, provenientes do processo de destruicdo dos
eritrocitos. Também é relevante notar que, nos resultados do FTNP, a fluorescéncia
em Oh para FTNP com ou sem laser foi muito baixa, o que pode ser resultado da
influéncia do sangue local durante a cirurgia - ja que o sangue € o principal
absorvedor de ambos os comprimentos de onda de excitagdo. Apds 24h, no
entanto, é possivel verificar claramente que a fluorescéncia esta presente, mas
notavelmente diferente para o grupo com laser. O grupo irradiado, quando nao ha
sangue na amostra, apresenta um espectro tipicamente observado para o tecido
hepatico, enquanto para o grupo néo irradiado, a forma do espectro € modificada
do padrao regular para o tecido hepatico, evidenciando a preservagao das
condigbes homeostaticas dos tecidos para o grupo que recebeu energia sob a

forma de /aser 660 nm.

Estudos in vitro e in vivo demonstraram que a fotobiomodulagao /aser no
nivel celular, estimula o fotorreceptor citocromo-C-oxidase, resultando no aumento
do metabolismo e produgcdo de energia, consequentemente aumentando o
metabolismo oxidativo mitocondrial e iniciando uma cascata de reacdes celulares
que modulam o comportamento biologico e a angiogénese®’. Ao realizarmos
analise da fluorescéncia, durante todo o procedimento, € preciso inicialmente
construir um quadro fisico-quimico do que esta ocorrendo. Com este quadro em
mente, torna-se possivel vislumbrar o que a espectroscopia de fluorescéncia

mostra a cada passo do processo.

Na Figura 16 podemos observar o comparativo das analises de

espectroscopia e Ki67.
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No grupo FTNP, a espectroscopia de fluorescéncia mostra que nao houve
diferenga na atividade celular do subgrupo sem laser (SL) para o subgrupo com
laser (L), uma vez que néo foi aplicada injuria ao tecido hepatico. Estes dados
aparentemente se equiparam aos dados fornecidos pela analise imunohistoquimica
de Ki67, com excegao da leitura verde, onde houve um incremento importante. Vale
lembrar que o sangue é um grande absorvedor de luz verde e, portanto, a
fluorescéncia do mesmo acaba por ser maior pela maior absorbancia do
comprimento de luz verde pelo sangue®?% fato que foi captado pelo
espectrofotdmetro. Esse dado corrobora com a literatura uma vez que o sangue é
um grande absorvedor de luz verde (532 nm) e pode nos fornecer dados biolégicos
importantes®?63, Também, as moléculas de NADH, FAD e as porfirinas emitem
fluorescéncia nos comprimentos de 464 nm, 535 nm, e 630 — 690 nm,
respectivamente, indo de encontro com os resultados encontrados em nossa

analise espectral.

O grupo FTP, por sua vez, nado sofre influéncia do sangue e nem do
hospedeiro, portanto ndo recebe os estimulos hepatotréficos comumentemente
advindos deles. O sangue foi totalmente substituido pela solugédo de preservagao
SPS-1, mas nao recebeu injuria tecidual. Os dados espectrofotométricos mostram
que os subgrupos FTP SL e L sdo muito semelhantes. A analise da fluorescéncia
da luz violeta do subgrupo L foi maior por conta da auséncia do sangue, o que
favoreceu a captacdo e emissao da fluorescéncia violeta, captada entao pelo
espectrofotdmetro. Ao que tudo indica, esses dados sdo comparaveis a analise
de Ki67 neste grupo FTP, que de forma semelhante ao FTNP, mostra que nao
houve diferengas entre os subgrupos SL e L.

Na analise espectrofotométrica do grupo HPS houve um incremento
substancial para o subgrupo L, em comparagdo com o subgrupo SL. lIsto
provavelmente ocorreu pelo fato de o tecido hepatico ter sofrido injuria
(hepatectomia 70%) associada ao fato de ter se mantido os fatores hepatotréficos
necessarios ao aumento da atividade celular. Observamos que mesmo nao
fornecendo energia na forma de luz laser houve um incremento importante na
atividade celular, o que foi otimizado na medida em que se forneceu luz laser ao
figado remanescente. A anadlise de Ki67 corrobora para os dados do
espectrofotdbmetro, apresentando diferenca significativa entre esses subgrupos
(p=0,02).
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No grupo HPP, pela analise de espectrofotometria de fluorescéncia,
houve diferenca significativa (p=0,002) entre o subgrupo SL e o subgrupo L. A
analise imunohistoquimica de Ki67 corresponde aos achados da espectroscopia
de fluorescéncia. Ao que tudo indica, ocorreu uma queda de atividade celular do
subgrupo L em comparagao ao subgrupo SL, o que sugere que, apesar de ser um
grupo onde a injuria hepatica esta presente, trata-se de um grupo onde os
exemplares de figado estavam livres dos fatores hepatotroficos, e por mais que
receba um excedente de energia sob a forma de luz /laser, o tecido hepatico s6
aumentara sua atividade celular se houver necessidade metabdlica para tal,
impingido pelo sangue e pela presséo portal do hospedeiro. Apesar deste grupo
mostrar que houve uma diminuigdo da regeneragédo hepatica no subgrupo com
laser, ressalta-se que ainda havia viabilidade celular e até mesmo alguma
regeneragao hepatica, mesmo diante das condicbes desfavoraveis. A literatura
mostra os efeitos do uso de /aser 660 nm para estimulo de fotobiomodulagao, e
os resultados condizem com isso. Importante lembrar que pelo fato destes figados
analisados estarem totalmente livres de sangue e perfundidos com solugao de
preservagao SPS-1, a leitura de fluorescéncia no comprimento de onda violeta foi
maior. E, de acordo com Vollet-Filho, a analise de fluorescéncia mostrou padrées
de variacio que dizem respeito as mudangas bioquimicas do tecido, corroborando

resultados anteriores da literatura e validando esses achados®3.
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6. Conclusao

De uma forma geral e pelo exposto, quando comparamos a analise
espectrofotométrica com a analise do Ki67, deduz-se que a espectroscopia de
fluorescéncia pode ter a capacidade de identificar a viabilidade tecidual, uma vez
que podemos observar 0 mesmo padrao de resultado do grupo HPS em ambas
as técnicas, fato que corrobora com a literatura.

Tanto os dados dos espectros de fluorescéncia quanto a analise de Ki67
mostraram o mesmo padrao de resultado, sendo o aumento da atividade
proliferativa diretamente associada a aplicagcao de luz laser 660 nm, de maneira
que podemos dizer que mantivemos um padrao consistente quando comparado
ao padrao ouro de analise, a imunohistoquimica de Ki67. Os dados apresentados
até o momento sao promissores, uma vez que a espectrometria de fluorescéncia,
aparentemente pode ser utilizada para a analise de caracteristicas da atividade e
viabilidade celular em tempo real. Como segundo aspecto, também podemos
inferir uma presenca de atividade metabdlica, tanto nos grupos de animais
mantidos vivos, quanto nas amostras preservadas hipotermicamente, deduzindo
gue mesmo com a privagao de sangue, sem informacgdes do fluxo portal, e em
condigdes de hipotermia apos 24 horas, existe alguma atividade celular, e até
mesmo alguma atividade regenerativa, ainda que reduzida. Quando mantivemos
fatores hepatotroficos associados a aplicagao de injuria tecidual, o fornecimento
de energia na forma de luz laser (660 nm) ao tecido hepatico aumentou a atividade
metabdlica e, portanto, o processo regenerativo. Em condigdes de hipotermia a
4°C, e na falta de um deles, seja de fatores hepatotréficos, seja de injuria tecidual,
as analises realizadas mostram que o fornecimento de energia ao tecido hepatico

nao incrementa a atividade metabodlica do mesmo.
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7. Anexos

7.1.

Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

e
MEDICINA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

A CEUA da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sess30
de 21/08/2014, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 107/14 intitulado: “Efeito
do laser vermelho ¢ do infravermelho na regeneracio hepdtica ¢ na
expressiio de micro-rnas de figados remanescentes, apds hepatectomia
parcial a 70%, preservados hipotermicamente” que utilizard 112 animais da
espécie rato, apresentado pelo Departamento de Gastroenterologia.

Cabe ao pesquisador elaborar e apreseatar 20 CEP-FMUSP, o relatério
final sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais - Lei
N2 11,704 -8 de outubro de 2008).

Pesquisador (a) Responsiavel: Orlando de Castro e Silva Junior

CEUA-FMUSP, z1 de Agosto de 2014

—

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissio de Etica no Uso de Animais

Comissio de Etca no Uso de Animas da FMUSP
e-mai gaul imdusp be
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ABSTRACT

Purpose: After partial hepatectomy (PH), the remaining liver (RL) undergoes regenerative respense proportiond to the host
Uimited literature exists on hepatic viability after tissue injury during hypothermic presenation. Spactroscopy measures celiular
fluorescence and is explored for tissue characterization and parameter investigation. This study amed to assess fluorescence
analysss (spectroscopy) in evaluating Iver viabdity and its relationship with hepatic tissue regeneration 24 hours after PH. Addizionally,
we analyzed liver regeneration in RL after 70% partial hepatectomy under hypothermic conditions with laser irrad ation. Methods:
Fifty-six Wistar rats were daided into four groups: total non-perfused Iiver (control), total perfused liver, partial hepatectomy “in
sku”, and partial hepatectomy “ex situ”. Tissue analysis was performed at 0 and 24 hours using spectroscopy with laser devices
emitting at 532 (green) and 405 nm (Wolet). Results: Spectroscopy identified tissue viability based on consistent results with K67
staining The fluorescence spectra and Kib7 analysis displayed similar patterns, kinking proliferative activity and absorption intensity.
Concluslon: Fluorescence spectroscopy proves (o be promsing for real-tme analysis of cellular activity and viability. Metabolc
activity was observed in groups of live animals and hypothermicaly preserved samples, indicating celiular function even under
blood deprivation and hypothermic conditions.

Key words: Liver. Spectrum Analysis. Fluorescence. Ischemia. Lasers. Hepatectomy.

w Introduction

The liver performs an important role because of its crucial metabolic functions such as protein synthesis and
biotransformation of xenobiotics, besides the extraordinary regenerative capacity'. Hepatic regeneration (HR) represents
a natural protection mechanism against loss of functional tissue and occurs mainly because of the restoration of liver mass
through hyperplastic or hypertrophic compensation in the remaining lobes, with a consequent increase in size.and a growth
controlled by functional or anatomical factors™.
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