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RESUMO

No presente estudo analisou-se a fungdo mitocondrial do remanescente
hepatico apds ressec¢do hepdtica a 70% e os possiveis beneficios da
bioestimulagido a LASER em tempos pré-fixados. Este estudo foi realizado em
duas etapas, na 12 etapa, foram utilizados 96 ratos da linhagem Wistar, divididos
em 16 grupos (n=6, em cada grupo), dentro dos critérios aprovados pela
comissé@o de ética da FMRP-USP em experimentagéo animal. Os animais foram
submetidos a hepatectomia parcial (HP) a 70%, posteriormente colhido o
remanescente  hepatico (RH) em tempos seriados de eutanasia
(C=0,2'5",10',15",30’, 1h, 2h, 4h, 8h,12h, 1dia, 2dias, 3 dias, 6 dias, 15 dias) e
enviados para estudos da respiragdo mitocondrial. Foram wusados como
parametros os estados 3, 4, RCR, PM e Swelling. Na segunda etapa utilizou -se
30 ratos divididos em 5 grupos (n=6) dentro dos padrdes anteriores,
desenvolvendo a mesma técnica. Mediante os resultados obtidos na 12 etapa,
selecionou-se os tempos C=0', 2', 4h, 6h e 24h para usar a bioestimulagéo a
LASER num comprimento de onda de 660 nm com poténcia de 30 mw, em cinco
pontos distintos no RH por 30 segundos,na dose 22,5 J/cm3 em cada um
deles.Os resultados dos varios grupos foram analisados e comparados por testes
ndo paramétricos de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. As diferengas foram
significantes para p<0.05. Com relagdo ao estado 3, o LASER provocou uma
significativa diminuigdo da respiragdo mitocondrial apés quatro horas, 0 que nao

ocorreu apds seis horas de hepatectomia. O LASER né&o alterou o estado 4 da



respira¢ao mitocondrial em relagdo ao controle e mesmo reduzindo os niveis de
RCR nao causou desacoplamento mitocondrial. Concluiu-se que, a sobrecarga
metabolica do RH na fase aguda da regeneracdo hepatica, foi significativa no
intervalo entre quatro e seis haras, tendendo a uma estabilizagdo subseqiente.
Numa andlise global, o LASER, na dose utilizada e nas condigdes experimentais
do presente estudo, ndo induziu lesdo adicional ao FR e parece ter retardado o
surgimento do estresse metabdlico hepatocelular do figado remanescente. Na
sequéncia, outros estudos deverao ser programados para se estabelecer com
melhor precisao os eventos metabdlicos que ocorrem pds - hepatectomia parcial e
a possivel acdo da luz LASER sobre o figado, apds as ressecg¢des hepaticas

parciais.

Palavras chave: Hepatectomia parcial, regeneragdo hepatica,

respiragdo mitocondrial, potencial de membrana mitocondrial, LASER.



ABSTRACT

In the present study the mitochondrial function of the hepatic
remainder (HR) after 70% hepatic resection was analyzed, as well as the possible
benefits of LASER biostimulation in pre-fixed time. This study was accomplished in
two stages: in the 1st stage 96 Wistar rats were used, according to the standards
approved by the ethics commission of animal experimentation, from FMRP-USP,
divided in 16 groups (n=6 in each group). The animals were submitted to partial
hepatectomy (PH) at 70%, the hepatic remainder (HR) being subsequently taken
up in seriate periods of euthanasia (C=0"2",5',10",15",30’, 1h,2h,4h,6h,12h, 1 day,
2 days, 3 days, 6 days, 15 days) and sent for mitochondrial breathing studies. As
parameters, states 3, 4, RCR, PM, and Swelling were used. In the 2nd stage 30
rats were used, divided in 5 groups (n=6 in each group) according to the foregoing
standards, developing the same technique. By means of the results obtained in the
first stage, times C=0, 2’, 4h, 6h and 24h were selected to be used in LASER
biostimulation, at a 660nm wavelength with a 30mw potency in five distinct spots of
the HR for 30 seconds, at a 22,5J/cm3 dose in each one of them. The results of
the several groups were analyzed and compared by non-parametfric tests from
Kruskal-Wallis and Mann-Whitney. Differences were significant for p<0.05. Relating
to stage 3, the LASER provoked a significative reduction in mitochondrial breathing
after four hours, which did not occur after six hours of hepatectomy. LASER did not
alterate stage 4 of mitochondrial breathing compared to control, and even when

RCR levels were reduced it didn’t cause mitochondrial uncoupling. The conclusion



was that the HR metabolic overload in the acute phase of hepatic regeneration was
significant in the four-to-six hour interval, with a subsequent stabilization. In an
overall analysis, LASER, in the used dose and experimental conditions of the
present study, did not induce additional injury to the remaining liver (RL) and
seems to have delayed the arising of the hepatocellular metabolic stress in the RL.
In sequence, other studies should be scheduled to establish with more acute
precision the metabolic events that occur after partial hepatectomy and the

possible effect of LASER light in the liver, after the partial hepatic resections.

Key-words: partial hepatectomy, hepatic regeneration, mitochondrial

breathing, mitochondrial membrane potential, LASER.



| - INTRODUGAO

O figado é o Unico 6rgao humano capaz de se regenerar. A lenda de
Prometheu, da Mitologia Grega, revela que desde a antigiidade o fendmeno
regenerativo hepatico era conhecido. Por ter roubado dos deuses do Olimpo o
segredo do fogo e o revelado aos homens, Prometheu foi condenado por Zeus a
ter seu figado diariamente devorado por uma aguia. No entanto, durante a noite,
o figado de Prometheu se regenerava, provendo a aguia incessante alimentagéo,
e conduzindo Prometeu a interminavel tortura.’” "

Logo no inicio do século XX, Milne percebeu que qualquer alteragéo,
patoloégica ou experimental, levando a destruicdo de hepatécitos, era capaz de
desencadear o processo proliferativo hepatocelular. Em 1920, Rous e Larimore
relataram que a ligadura parcial dos ramos da veia porta resultava em aumento
de volume dos lobos hepaticos nao privados do suprimento portal.m's’1

Recentes estudos tém demonstrado que a capacidade regenerativa
hepatica € quase que ilimitada, validando a antiga fabula de Prometheu. Em
trabalhos utilizando transplantes seriados de clones de hepatécitos em
camundongos, observou-se que um Unico hepatécito foi capaz de sofrer 69
divisdes celulares sucessivas, originando 5,9 x 10%° células. Considerando que o
figado do animal possui cerca de 8 x 10" células, pode-se concluir que um (inico
hepatécito possui potencial clonogénico para produzir 7 x 10" figados, potencial
semelhante ao das células progenitoras hematopoéticas. Esse achado é deveras

inesperado, dada a elevada ploidia e a tamanha complexidade das fungdes

desempenhadas pelos hepat()citos.82



O fenébmeno regenerativo hepatico €& reconhecido como um
espetacular exemplo de crescimento tecidual ordenado e organizado. Ha
completa restauragéo da massa hepatica, mesmo apoés lesdes celulares agudas
extensas, como nas hepatites fulminantes virais e téxicas, apés amplas abla¢des
cirurgicas, como nas ressecgdes segmentares devido a grandes massas tumorais
e lesbes traumaticas agudas, ou apéds transplantes de segmentos hepaticos.
Experimentalmente, a regeneragdo pode ser induzida por qualquer tratamento
agudo, cirtrgico ou quimico, o qual remova ou destrua um grande percentual do
parénquima hepatico. A perda tecidual rapidamente desencadeia o processo
regenerativo até que o peso original seja recuperado. ”°

A regeneragao hepatica vem sendo estudada, com detalhes, apés a
administracdo de tetracloreto de carbono ou apds hepatectomia parcial em
animais experimentais; ou, em humanos, apds ressecgado parcial do figado ou
necrose hepatica maciga. Embora mecanismos diferentes possam operar estas
situagdes clinicas e experimentais distintas, o melhor modelo para o estudo da
regeneragcao hepatica € a hepatectomia parcial (HP) descrita por Higgins e
Anderson (1931). A HP consiste na ressec¢do dos lobos lateral esquerdo e
mediano (lobos anteriores), os quais constituem aproximadamente 67% da massa
hepatica total. Permanecem intactos os lobos lateral direito e caudado (lobos
posteriores), que correspondem respectivamente a 24 e 9 % da massa hepatica
total. Comparando-se a outros métodos, a HP constitui-se no procedimento mais
utilizado, visto n&o induzir reagao inflamatéria ou lesdo tecidual, além de permitir
a definicao precisa do inicio do estimulo regenerativo.2'9'35'49'75'

O termo regeneragdo, embora comumente usado, € biologicamente

incorreto, uma vez que a resposta induzida pela ressecg¢ao do tecido hepatico néo



é verdadeiramente regenerativa. Os lobos ressecados ndo se desenvolvem
novamente. A restauragdo da massa hepatica ocorre por hiperplasia celular
compensatdria nos lobos remanescentes, com conseqiiente aumento em suas
dimensodes. Isto sugere que o crescimento hepatico seja controlado por fatores
funcionais ao invés de fatores anatéomicos. Qualquer que seja a natureza destes
fatores, eles parecem ser bastante precisos, uma vez que o crescimento cessa
quando o figado atinge seu peso original (variagdes de 5 a 10%). A proliferacao
de hepatédcitos ndo se torna desregulada ou autbnoma, nem mesmo apods
ressecgbes consecutivas. Simpson e Finckh (1963) observaram completa
restauracdo da massa hepatica apdés uma série de 5 hepatectomias sucessivas,
com intervalos de 5 a 7 semanas. Apds a primeira hepatectomia parcial, a
regeneracao ocorreu as custas de aumento no nimero e no tamanho dos Iébulos
hepaticos; enquanto que apés as hepatectomias subseqiientes houve progressivo
predominio do aumento no nimero de I6bulos hepaticos. %1%

Embora todas as células hepaticas participem do processo
regenerativo, a maioria dos estudos focaliza os hepatécitos. Estes constituem
cerca de 90% da massa hepatica e 60% do namero total de células. As células
endoteliais e as células de Kupffer representam 35% da populagdo celular
hepatica e 5-10% da massa hepatica total. %1

A cinética da resposta regenerativa ja esta bem descrita em ratos.A
sintese de DNA se inicia 10-14 horas apés a HP, sendo o primeiro pico obtido em
24-26 horas apds a cirurgia, com um segundo pico, menor que o primeiro, entre
36 e 48 horas apds a HP. E seguida por uma onda de mitoses, que se inicia 22 a

24 horas apés a HP, e cujo pico ocorre 32 a 34 horas apdés a cirurgia. O processo

regenerativo geralmente se completa em 7 a 10 dias. A sintese de DNA nas



células ndo parenquimatosas (células endoteliais, ductais biliares, estreladas e de
Kupffer) se inicia 24 horas apds o inicio da sintese de DNA nos hepatécitos.
Taxas maximas de mitose nas células de Kupffer, nas células endoteliais e nas
células ductais biliares ocorrem 48, 96 e 48 horas apés a HP,
respectivamente. 22223304389
Durante os primeiros 3 dias apdés a HP, 85% dos hepatécitos
sintetizam DNA, com cerca de 80% da sintese ocorrendo nas proximidades do
espagco porta (zonas 1 e 2 do acino hepatico de Rappaport). Hepatécitos
localizados nas zonas 1 e 2 replicam o DNA mais precocemente que aqueles
préximos a veia centrolobular (zona 3 do acino hepatico), com algumas células
periportais podendo experimentar mais de um ciclo de replicagdo. O processo
regenerativo apés a HP ocorre predominantemente nas proximidades do espago
porta, uma vez que a grande maioria dos "novos hepatécitos” é formada a este
nivel .22,23,89
O fator de necrose tumoral, o TNF, e a interleucina IL-6 sdo citocinas
sintetizadas no figado por células de Kupffer e células endoteliais em resposta a
estimulagéo por endotoxinas. O aTNF atua como agente citotoxico em diversos

tipos de lesdo hepatica, sendo também capaz de induzir a sintese de diversas
citocinas, tais como o §; interferon e as interleucinas 1 e 6. O aTNF atua através
de dois receptores distintos: 0 TNFR-1 e 0 TNFR-2. Os niveis séricos de aTNF e
de interleucina 6 encontram-se elevados muito precocemente apés a HP, e a
administragdo de anticorpos anti-aTNF inibe a regeneragdo hepatica apés a HP
em ratos, sugerindo que o aTNF pode ter importante participagédo na proliferagéo

hepatocelular,'?%1%



A sintese de DNA apdés a HP foi extremamente reduzida em
camundongos deficientes em receptores TNFR-1, observando-se significante
mortalidade 24 a 40 horas apds a cirurgia. Semelhantemente, camundongos
deficientes em interleucina 6 apresentaram comprometimento da resposta
regenerativa hepatica, e a infusao de interleucina 6 corrigiu o déficit na replicagao
de DNA apds a HP. Esses estudos revelam que o aTNF e seu receptor TNFR-1
sdo importantes para o0 processo regenerativo hepatico apés a HP. A perda
tecidual aguda induz elevagdao dos niveis de endotoxina no sangue portal,
estimulando a secre¢do de aTNF pelas células ndo parenquimatosas (células
endoteliais e de Kupffer). O oTNF promove a ativagdo do fator de transcricdo
NFxB e a secre¢do de [L-6, a qual, por sua vez, é capaz de ativar o fator de
transcricdo STAT3. Os fatores NFxB e STAT3 atuam, respectivamente, sobre os
oncogenes ¢c-myc e c-fos, induzindo proliferagao celular. Essa mesma via também
deve estar envolvida no mecanismo regenerativo apés leséo pelo tetracloreto de
carbono. 273108

O processo da regeneragao hepatica é dependente de energia cuja
fonte primordial & a mitocondrial. Apds ressecgcdo do parénquima hepatico ha
aumento da fungdao mitocondrial no sentido de fornecer ao figado remanescente
(FR) energia necessaria para que haja restauragdo da massa hepatica por

hiperplasia e hipertrofia celulares.



1.1. Estrutura e fungdo mitocondrial

As mitocondrias sdo organelas encontradas em quase todas células
eucariéticas. Sua principal fungdo é a produgdo de adenosina trifosfato (ATP) a
partir de substratos respiratorios, sendo a principal moeda de troca entre a
energia redox livre proveniente da oxidagdo dos substratos respiratérios em
energia quimica, na forma de ATP. O ATP é utilizado por uma variedade de
enzimas na execu¢do das diversas fungbes celulares. Sendo assim, os
organismos nhao poderiam viver nem mesmo por um momento, sem suprimento
adequado de ATP.

A mais imediata fungdo dos sistemas circulatério e respiratorio €
eliminar o diéxido de carbono e suprir os tecidos de oxigénio, o qual sera utilizado
pelas mitocéndrias como aceptor final de elétrons.

As mitocondrias variam consideravelmente em forma e tamanho, mas
todas mantém a mesma arquitetura basica. Hd4 uma membrana externa lisa
formada por uma bicamada fosfolipidica contendo proteinas estruturais
chamadas porinas, as quais permitem passagem de moléculas de até 10
kilodaitons (kDa). Dentro dessa membrana externa ha uma membrana interna
com inumeras cristas, composta por uma estrutura que contém todos os
complexos do sistema transportador de elétrons, a F,F{-ATPase e proteinas de
transporte, sendo permeavel ao oxigénio, diéxido de carbono e agua.

As membranas criam dois compartimentos na estrutura mitocondrial,
uma regidao entre membranas, chamado de espaco intermembranas que

desempenha importante fungdo no processo de fosforilagdo oxidativa e o espacgo



delimitado pela membrana interna que é chamado de matriz mitocondrial e
contém as enzimas responsaveis pelo ciclo de Krebs.

O ciclo de Krebs, ou ciclo do acido citrico ou tricarboxilico € uma
seqiéncia de reagdes mediadas por enzimas com a fungcdo de oxidar os
substratos em um processo ciclico. O substrato mais reduzido, isto € com maior
energia livre, € o acido citrico (citrato); em contrapartida o mais oxidado, com
menor energia livre, € o acido oxalacético (oxalacetato). O acido citrico pode ser
regenerado pelo acoplamento do oxalacetato a duas unidades de carbonos, no
caso do ciclo de Krebs, o acetil coenzima-A.

O acetil coenzima-A, gerado a partir do metabolismo de gorduras e
acucares, restabelece a energia livre do sistema. Outra forma de adicionar mais
energia € a conversao de varios aminoacidos a intermediarios do ciclo.

Em certos pontos do ciclo, as enzimas responsaveis pela reagao
conservam a energia livre reduzindo moléculas de nicotidamida-adenina
dinucleotideo (NAD®) ou flavina-adenina dinucleotideo (FAD), que funcionam
como receptores de hidrogénio, dessa forma a oxidagao fica associada a uma
reducao.

Esses dinucleotideos em forma reduzida (NADH e FADH,) sao
carreadores de energia, e entregam essa energia para moléculas presentes na
membrana interna mitocondrial, sendo entdo reoxidados. As moléculas presentes
na membrana interna sdo carreadores de energia de tipo diferente dos
dinucleotideos citados, pois transferem energia por meio de transporte de pares
de elétrons através de uma cadeia de reagdes. Juntas, as moléculas
transportadoras de elétrons da membrana interna mitocondrial sdo chamadas de

sistema de transporte de elétrons.



1.2. Sistema de transporte de elétrons

O sistema de transporte de elétrons & composto pelos complexos |, Ii,
lil e IV, além de duas moléculas individuais, a coenzima Q e o citocromo C.

O NADH é reoxidado no complexo | (NADH-desidrogenase). O par de
elétrons do NADH é passado do complexo | para a coenzima Q (complexo I,
succinato-desidrogenase), liberando energia. Essa energia no complexo | faz com
que cada par de elétrons que passe pela sua cadeia de reagées, um par de
prétons (H”) seja forgado a passar da matriz ao espago intermembranas.

O par de elétrons é entdo passado ao complexo lli (Citocromo-c-
redutase), em que mais protons sao forcados ao espaco intermembranas, bem
como quando passam do compliexo il ao IV. O complexo IV também chamado de
citocromo-c-oxidase utiliza a energia recebida para reduzir oxigénio a agua.

A transferéncia de equivalentes redutores até a formagao de agua gera
um consumo de O, que é denominado respiragdo mitocondrial, dessa forma o
oxigénio precisa ser reposto, caso contrario, o transporte de elétrons para. Cada
carreador, uma vez reduzido, assim permanecera até que haja aceptores de seus
pares de elétrons e essa é a fungao principal do oxigénio no final do sistema de
transporte de elétrons. Na auséncia de oxigénio todos os carreadores do sistema
de transporte de elétrons permaneceriam reduzidos. A necessidade de suprir 0
sistema de transporte de elétrons com oxigénio € a responsabilidade mais
imediata do sistema respiratério e circulatério.

Na transferéncia dos elétrons através dos carreadores, o total de



energia livre cai, e cada carreador € mais eletronegativo do que imediatamente
anterior. Parte da energia & perdida na forma de calor, mas uma quantidade
significativa ¢ armazenada na forma de gradiente de protons no espago
intermembranas.

Porém, o oxigénio em concentragdes altas torna-se toxico em praticamente
todas as células aerébicas onde decorre a formagdo de Eros (espécies reativas
de oxigénio) que podem interagir com diversas biomoiéculas, com o objetivo de
se estabilizar, lesando diferentes estruturas celulares. Em condi¢gées normais, a
concentracdo destas espécies dentro da célula é extremamente baixa pelo fato
de existirem enzimas antioxidantes que as removem, ou impedem sua formagao.
Estes radicais tendem a ser eliminados do organismo pelo conjunto das enzimas

glutationa peroxidase, glutationa redutase, superdxido dismutase e pela catalase.

1.3. Gradiente eletroquimico de prétons (Ap) e Potencial de membrana das

mitocondrias (Ay)

O sistema de transporte de elétrons através dos complexos |, lil e IV
da cadeia respiratéria € acompanhado de bombeamento de prétons da matriz
mitocondrial para o espag¢o intermembranas. As membranas interna e externa
mitocondriais sao impermedveis aos protons, dessa forma esses sdo acumulados
no espaco intermembranas, criando o que é chamado de gradiente eletroquimico
de prétons. Esse gradiente eletroquimico de H* (Ap), gera um potencial elétrico

de membrana (Ay) que atinge cerca de 180 mili Voits, no estado de repouso,
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(negativo na matriz), cuja diferenga de pH (ApH) € de 1 unidade (alcalino na
matriz). assim, Ap = Ay + ApH. A energia livre liberada no retorno dos prétons a
matriz mitocondrial induz uma aiteragdo conformacional do componente Fy da
FoF-ATPase, liberando o ATP formado em seus sitios cataliticos ">

A mitocondria in vivo mantém seus gradientes de energia em niveis
constantes, essa situagao € assim mantida em razao de mecanismos de controle,
A manutencgao desse gradiente € chamada de controle respiratério.

O transporte de elétrons nao prossegue se prétons nao forem
bombeados para o espago intermembranas. Protons nao podem ser bombeados
para o espago intermembranas a menos que a energia disponivel para move-ios
para fora da matriz mitocondriai exceda a quantidade de energia requerida para o
processo de transporte e da energia perdida em forma de calor.

De fato, o transporte de elétrons & estimulado pelo aumento da
eletronegatividade dos carreadores e pela disponibilidade de subsiratos para
fornecer elétrons, e limitado pelo gradiente eletroquimico, assim, o transporte de
elétrons é estimulado proporcionalmente & energia perdida pelo gradiente
eletroquimico.

Varios processos atuam no sentido de dissipar o gradiente
eletroquimico do espaco intermembranas, mesmo em condicées basais. Dessa
forma o transporte de elétrons nunca para totalmente, mantendo niveis minimos
de atividade, sendo que o principal processo de dissipagdo do potencial

eletroquimico é a produgao de calor para organismos homeotérmicos.
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1.4. Sintese de ATP

Junto @ membrana mitocondrial interna existe uma enzima denominada
Fo.F1-ATPase (complexo V). Esse complexo consiste basicamente em um canal
de prétons (componente F,) e um sitio catalitico para a sintese de ATP a partir de
ADP e ion fosfato (componente F1). Quando ADP e fosfato estdo disponiveis,
eles ligam-se aos sitios da F,F;-ATPase, levando a abertura do canal de prétons
e permitindo a volta desses a matriz mitocondrial. A energia envolvida no
processo sera usada para acoplar o fosfato ac ADP produzindo ATP.

O AW¥ pode também ser consumido, sem sintese de ATP, dissipando sua
energia. Isso caracteriza o que é chamado de desacoplamento entre a respiragao
e a fosforilagdo oxidativa: os protons ejetados da matriz da mitocéndria pela

respiracdo retornam sem passar pelo canal de prétons da ATP-sintase, passo

essencial para a fosforilagdao do ADP.

1.5. Transigao e Permeabilidade Mitocondrial (TPM) / Intumescimento

osmoético

Transicdo de permeabilidade foi primeiramente definida por Hunter e
Havorth (1979)*, os quais demonstram um edemaciamento mitocondrial induzido
pelo acimulo de Ca?', ocorrendo quando a mitocdndria passa do estado

acoplado para o estado desacoplado. A matriz mitocondrial fica expandida,
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permitindo a passagem de moléculas de baixo peso molecular (PM < 1,5 kDa),
componentes de suporte osmoético, caracterizando um aumento inespecifico da
permeabilidade da membrana mitocondrial interna '%, levando a mitocéndria ao
estado intumescido, chamado de intumescimento osmético.

O ponto chave da transicéo de permeabilidade & o acumulo de Ca** na
matriz mitocondrial, sendo que a quantidade de Ca®* necessaria para o inicio do
intumescimento variam entre espécies ou mesmo entre érgaos. Embora a adigédo
de Ca®* seja suficiente para induzir a transicao de permeabilidade, este fenémeno
pode ser acelerado por agéo de algumas substancias designadas indutores '

O termo “transi¢éo” € usado porque a permeabilidade pode ser em
parte revertida, logo apés o inicio do processo, pela adigao de quelantes de Ca*
ou agentes redutores. A formagao do poro pode ser estimulada por compostos
capazes de aumentar o estresse oxidativo mitocondrial: fosfato inorganico,
oxidantes de nucleotideos de piridina e de grupamentos ti6licos, protonéforos
(carreadores de prétons) e outros. **°° Reagentes capazes de interferir no estado
redox dos grupos tidlicos também parecem estar envolvidos na indugdo de
transicdo de permeabilidade; dentre eles destacam-se os metais pesados, de
transigao e seus complexos (Hg?*, Cu?*, Zn®*) além das substancias que induzem
a formagdo de ligagbes cruzadas e pontes dissulfeto como diamida e a n-
etilmaleimida ‘%

Um dos mecanismos propostos para explicar o fendmeno da TPM
baseia-se na ligagido do Ca®* a sitios internos da membrana permitindo a abertura
de um canal hidrofilico transmembrana. Este poro é regulado pela ligagdo de Ca®
na membrana no lado da matriz, revertida por EGTA e inibido por H, Mg2+ e

nucleotideos de adenina *
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Ha evidéncias experimentais de que a TPM seria um evento essencial
no processo de morte celular tanto por apoptose quanto por necrose. O aumento
prolongado da concentragéo de Ca?* no citosol e na matriz mitocondrial pode
induzir essa permeabilizagdo. Na morte celular por necrose, o teor de ca*
aumenta no citoso! por faléncia dos mecanismos que promovem a retirada desse
ion e a ocorréncia da TPM generalizada leva a falta de ATP, seguida de morte
celular.

Na morte por apoptose, a TPM seria um evento restrito aos locais de
aumento do Ca?* liberado de forma regulada pelo reticulo endoplasmatico. Nesse
caso, a produg¢do do ATP necessaria para esse tipo de morte seria garantida por
outras mitocéndrias ndo acometidas. Contrariando a opinido de alguns autores °
os quais afirmam que a abertura do poro de transi¢ao de permeabilidade induz a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (Eros), Kowaltowsky et al., 2001,
afirmam que a transicdo de permeabilidade mitocondrial ocorre em resposta a
formacgao de EROs. Assim sendo, durante este processo se abririam megacanais
na membrana mitocondrial interna, também denominados de poros de transigao
de permeabilidade, o que resultaria no desacoplamenio momentaneo da
respiragdo e eliminagao de EROs. Caso ocorresse, o fechamento dos poros a
respiragao mitocondrial retornaria ao normal.

Se as EROs continuassem se acumulando, os poros de transigdo
continuariam abertos resultando no inchago e posterior ruptura da organela. Tal
rompimento, por sua vez, levaria a liberagao no citosol de proteinas “suicidas”,
descrita na literatura como fatores indutores da apoptose (AIF — acrénimo do
ingiés “Apoptosis-inducing factor”) ou fatores ativadores das caspases (APAF —

acrénimo do inglés “Apoptotic protease activating factor) *'".
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Apds a Hepatectomia Parcial (70%), em fung¢éo, sobretudo da perda
repentina do parénquima hepatico, o figado remanescente passa por alteracdes
celulares intensas no sentido de se adaptar a nova situagdo hemodinamica
imposta pela hepatectomia.

Estudo realizado em animais com HP 70 % (Grupo |) e 85%(Grupoll),
observou-se que no Grupo |l apés 2 dias ndo houve sobrevida (Faléncia Hepatica
Letal).Nas laminas desses animais foram encontrados: grande congestdo de
distribuicdo irregular principalmente centrolobular, esteatose microvascular,
regeneracdo hepatica com importante nimero de mitoses, areas de necrose
centrolobular estavam presentes em diversas areas seccionadas, grande nimeros
de PAS glébulos (+) e alguns desses (+) para a-feto proteina, sendo estas
alteracdes menos evidentes no Grupo |. Foram documentados também alteragdes
no sistema de citocinas ap6s HP letais e n3o letais, entretanto, apés HP nao letal
notou-se um grande aumento de PGE, associado a um baixo aumento de TNFa.*

Nas HP a 70% o figado remanescente (FR) que representa 30% continua
recebendo o fluxo sanguineo portal, que recebia o figado em sua integra antes da
hepatectomia parcial. Isto representa, per si, sobrecarga intensa ao FR que
sofrerd nas préximas horas um grande estresse metabélico com intuito de
adaptar o novo continente de 30% ao fluxo portal.

Este aumento do fluxo portal, em funcdo do aumento da resisténcia
imposta pelo reduzido FR, gera, tradicionaimente, um aumento da pressdo na
veia porta que acaba sendo um dos fatores desencadeadores do processo de
regeneragao hepatica.

O sucesso das ressecgdes hepaticas depende, portanto, da capacidade

metabdlica e regenerativa do figado remanescente e esta diretamente
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relacionado ao continuo suprimento energético produzido pelas mitocéndrias.”
Adicionaimente, foi demonstrado experimentalmente a capacidade da luz de
LASER interferir no processo de regeneragao do figado, Castro e Silva et al., em
1991, pela primeira vez, relatou o incremento da regeneragao hepatica em ratos
apés hepatectomia a 70% e irradiagao do figado com laser argénio em todos os
comprimentos de onda estudados '®. Nesse experimento houve um aumento das
atividades  mitocondriais e  mitéticas hepaticas promovidas pela
fotobioestimulacao o que foi avaliado pela fosforilagao oxidativa e proliferating cell
nuclear antigen (PCNA) '*.

LASER é uma sigla que significa, em inglés, Light Amplification by

Estimulated Emission of Radiation. Em 1917, Albert Einsten escreve o artigo que
langa os fundamentos da emissdo estimulada de luz. O raio LASER surgiu no
final da década de 1950 por meio de seu precursor o MASER - Microwave light
amplification by estimulated emission of radiation. Todavia, foi em 1960 que
Theodore Maimam apresentou ao mundo LASER cujo meio ativo era o cristal de
rubi com feixe de luz na forma de pulsos e em 1961, foi desenvolvido os primeiros
LASER de emissado continua associada ao gas Hélio —n Nednio. E o Neodimio,
Yang Laser , baseado na emissdo de energia proxima do infra-vermelho do
espectro da luz. Em 1962, surgiu o LASER de Argbnio e Pateel, em 1964,
desenvolveu-se o LASER de 6xido de carbono.
Em 1972 comegaram a ser descritos os efeitos bioloégicos do LASER quando se
constatou o estimulo ao processo cicatricial em feridas cirtrgicas submetidas a
irradiagdo LASER de baixa poténcia. Este efeito passou a ser chamado de
fotobioestimulagzo 7.

Sobre sua a¢do no parénquima hepatico pressupde-se que o LASER conduza a
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alteragdes conformacionais na estrutura do citocromos dos hepatécitos de modo
que haveria um incremento na producao de ATP expressando um aumento no
metabolismo energético do figado de ratos submetidos a hepatectomia. No Brasil
ha mais de uma década uma série de estudos experimental tem sido realizada
com o objetivo de analisar o efeito LASER sobre o figado, sugerindo sua agdo
fotobioestimuladora na regeneracgao hepatica 2''%

Assim, o objetivo do presente estudo é analisar as alteragdes da fungao
mitocondrial na fase precoce da regeneracdo do FR apds hepatectomia parcial a

70%, e o efeito da luz de LASER sobre as mitocdndrias hepaticas, nesta

situacao.
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Il - OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo estudar as alteragées mitocondriais e o
efeito da bioestimulagdo com LASER no figado remanescente pés-hepatectomia

a 70%, na fase aguda da regeneragao hepatica.
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Il - METODO

3.1. Animais

Este trabalho foi realizado em 2 etapas distintas, onde na primeira fase foi
estudada as alteragbes mitocondriais em tempos estabelecidos aleatoriamente,
porem limitados a fase aguda da regeneracao hepatica. Na segunda etapa, foram
selecionados atraves da observagdo dos tempos de maior significincia da 12

etapa a fim de serem bioestimulados com LASER, conforme relatos da literatura.

3.2. 1°Etapa

Foram utilizados 96 ratos (n=96) machos da linhagem Wistar, com peso
corporal entre 180-230g, fornecidos pelo Biotério Central do Campus de Ribeirao
Preto da Universidade de S&o Paulo, alimentados com ragédo padrao para
laboratério (Purina Nutrimentos Ltda.) e agua ad libidum. Os animais foram
mantidos no Biotério do Laboratorio de Técnica Cirurgica e Cirurgia Experimental
do Departamento de Cirurgia e Anatomia do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo, em temperatura
ambiente, sob um ciclo de 12 horas luz-escuro, em gaiolas de polipropileno

translicido com tampa de arame zincado, com dimensdes de 41x34x16cm, com
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populagdo maxima de 5 animais. Os procedimentos foram realizados de acordo
com as diretrizes da Comissao de Etica em Experimentacdo em Animais da
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo,
conforme Protocolo 226/2005.

Os animais foram submetidos a hepatectomia parcial de aproximadamente
70% do figado, nos quais o remanescente hepatico direito, correspondente aos
lobos caudado e posterior direito, de acordo com método descrito por Higgins e
Anderson, em 1931,*' e foram divididos em 16 grupos, com 06 animais por grupo
(n=6), de acordo com tempo de eutanasia (C=0’, 2’, 5’, 10’, 158, 30’, 1h, 2h, 4h, 6h,
12h, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 6 dias, e 15 dias).

Os animais foram submetidos a anestesia, utilizando-se técnica

inalatéria com éter etilico, mantidos em decubito dorsal.

Figura 1. Rato em decubito dorsal, sob anestesia inalatéria.

Apds realizagédo da tricotomia da regido abdominal anterior e antissepsia

com alcool iodado a 2%, os animais foram operados em ambiente limpo, porém
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nao asseéptico.

Realizou-se abertura da parede abdominal por incisao longitudinal mediana,
de 5 a 6 cm, a partir do apéndice xiféide. Foram identificados os lobos hepaticos e a
seguir a ligadura com fio de algodao 2-0, préximo ao hilo, com objetivo de permitir a
exérese dos 70% sem que haja hemorragia.

Posteriormente, decorrido o periodo de tempo pré-estabelecido,
conforme cronograma abaixo, os animais foram submetidos a eutanasia por
exsangiinagcdo. Os animais, cujo tempo para eutanasia for inferior a 30'
minutos nao foram submetidos ao fechamento da parede abdominal, ficando
estes sobre anestesia continua. Os demais foram novamente submetidos a
anestesia inalatoria, relaparotomisados e realizada a coleta do figado

remanescente.

Figura 2. Laparotomia com identificacéo dos lobos hepaticos.



Figura 3. Ligadura do hilo dos lobos esquerdo e quadrado.

Figura 4. Remanescente hepatico, lobo caudado e posterior direito.

21
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3.3. 2°Etapa - Aplicagao do LASER na fase aguda da regeneragao hepatica

Neste estudo foram utilizados 30 animais divididos em 05 grupos de 6
animais (n=6), conforme padrao utilizado no experimento anterior, submetidos a
hepatectomia parcial a 70% segundo Higguis & Anderson, em 1931%, diante das
observagdes realizadas sobre a respiragdo mitocondrial € a regeneragao hepatica
bem como o proposto por Silva Junior que aponta o LASER de baixa poténcia
como bioestimulante melhorando a regeneragdo hepética na sua fase aguda'.
Através desses indicios o remanescente hepatico foi irradiado em 5 pontos
distintos por LASER de luz vermelha com comprimento de onda 660 nm e
poténcia de 50 mW no RH por um periodo de 30 segundos/ponto, na dose de
22,5 Jlcm®*em cada um deles, imediatamente apds a hepatectomia parcial™®,

Posteriormente, decorrido o periodo de tempo pré-estabelecido (C= 0’, 2’,
4h e 12h), foi realizada a coleta do remanescente hepatico e os animais foram
submetidos a eutanasia por exsanguina¢do.O remanescente foi enviado para o

L.aboratdrio de Técnica Cirurgia e Cirurgia Experimental do Departamento de

Cirurgia e Anatomia da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto.
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Figura 5. Aparelho de LASER de baixa poténcia utilizado no grupo de pesquisas hepatica na

FMRP-USP

Figura 6: Bioestimulagago com LASER de baixa poténcia no remanescente hepatico pés

hepatectomia a 70%.
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3.4. Procedimentos Laboratoriais

3.4.1. Estudo da Fungao Mitocondrial

Amostras do figado ressecado no momento do sacrificio foram coletadas
para as analises bioquimicas da fungao mitocondrial (estados 3 e 4 da respiragao
mitocondrial, razao do controle respiratorio (RCR), potencial de membrana e

intumescimento osmaético), baseados nos estudos de Chance & Willians (1956) ™.

3.4.2. Isolamento das mitocéndrias do figado

As mitocondrias foram isoladas por meio de centrifugagao diferencial 2.0
figado removido foi lavado imediatamente em solugao salina 0,9% gelada. Em
seguida, foi colocado em meio de homogeneizagao contendo sacarose 250mM,
EGTA 1mM, Hepes-KOH 10mM, pH 7,2 e picotado em pequenos fragmentos com
auxilio de uma tesoura reta. Os fragmentos hepaticos foram processados em
homogeneizador do tipo Potter Elvhjem por 3 segundos com intervalo de 1
minuto, por 3 vezes. O homogeneizado obtido foi centrifugado a 750 rom por 5
minutos e o sobrenadante resultante foi novamente centrifugado a 1.200 rpm, por
10 minutos. O sedimento foi suspenso em 10ml de meio contendo sacarose

250mM, EGTA 0,3mM e Hepes-KOH 10 mM, pH 7,2 e centrifugado a 4320 rpm
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por 15 minutos. Em seguida, as mitocdndrias foram suspensas novamente em
0,5ml de meio contendo sacarose 250mM e Hepes-KOH 10mM, pH7,2. Uma
amostra desta preparagao foi usada para dosagem de proteinas e os estudos
com as mitocondrias energizadas foram feitos dentro de um periodo maximo de 2
horas apds seu isolamento. Todas as etapas foram realizadas a 4°C.

A concentragdo de proteina  mitocondrial foi  determinada

37

espectrofotometricamente pelo método do Biureto *” modificado pela adigao de

colato 1% *# utilizando-se BSA 1% como padrao.

3.4.3. Determinagao do Consumo de Oxigénio pelas Mitocondrias

Energizadas

O consumo de oxigénio pelas mitocdndrias foi determinado
polarograficamente a 30 °C, utilizando-se oxigrafo equipado com um eletrodo de
oxigénio tipo CLARCK (Gilson Medical Eletronics, Middleton, WI, E.U.A.). O meio
de respiracao (1,3ml) foi composto por sacarose 125mM, KCI 65mM, fosfato de
potassio 2mM, cloreto de magnésio 1mM, EGTA 0,1mM e Hepes-KOH 10mM, pH
7,4, onde foi adicionado succinato de potassio 5mM e 2mg de proteina
mitocondrial.

O estado 3 da respiragdo mitocondrial (estado ativado) foi obtido pela
adicao de 200nmoles de ADP as mitocondrias energizadas. A relagdo entre a
velocidade de respiragdo apds adicdo de ADP (estado 3) e a velocidade do

estado basal (estado 4), obtidas apds o consumo de ADP, forneceu a razado do
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controle respiratorio (RCR). Os resultados obtidos dos estados 3 e 4 foram

expressos em nano atomos de oxigénio/mg de proteina mitocondrial/minuto.

Mitocondria

isolada
* Substrato
AiP
Estado 3
ADP
Estado 4
Estado 3
Estado 4
02 =0

Tempo (minutos) —ps

Figura 7. Representagao grafica da respiragdo mitocondrial nos estados 3 (respiragao ativada por

ADP) e estado 4 (respiragao basal)

3.4.4. Determinagao do Potencial Elétrico da Membrana Mitocondrial Interna

O potencial elétrico de membrana das mitocdndrias (PM) foi determinado
espectrofluorimetricamente utilizando-se safranina O 5uM como indicador, em
fluorimetro tipo SLM-AMINCO, em comprimentos de onda de 495nm para

excitagdo e 586nm para emissdo '®. As mitocéndrias foram incubadas em um
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meio contendo sacarose 200mM, fosfato de potassio 2mM, EGTA 0,03mM,
cloreto de magnésio 1mM e Hepes-KOH 10mM, em pH7,2, onde foi adicionado
succinato de potassio SmM. Apos a estabilizagdo do potencial de membrana,
adicionou-se 1uM do desacoplador FCCP (carbonil cianeto p-(trifluoro-metoxi)
fenilhidrazona).”? Os resultados obtidos (unidade relativa de fluorescéncia) foram

convertidos em mV a partir de uma curva de calibragao.

3.4.5. Intumescimento Osmoético das Mitocondrias

O intumescimento osmotico mitocondrial (“swelling”) foi estimado pela
diminuicao da densidade optica (absorvancia) da proteina mitocondrial (0,4mg) a
540nm, utilizando-se um espectrofotdmetro BECKMAN DU-640B, apés a adigao
de CaCl, 10uM e KH,PO, 5uM. Os ensaios foram realizados em meio contendo
sacarose 125mM, KCI 65mM, Hepes-KOH 10mM, pH7,4, energizado pela adigado
de succinato de potassio 5mM, segundo Kowaltowski et al. (1996). Os resuitados

foram expressos por variagdo da absorvancia (A Abs).
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IV - ANALISE ESTATiSTICA

Os resultados dos varios grupos foram analisados e comparados pelos
testes ndao paramétricos de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. As diferengas foram

significantes para p<0.05.
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V - RESULTADO
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Figura 8 — Valores do consumo de oxigénio pelas mitocOndrias hepaticas no estado 3 da
respiracdo mitocondrial expresso em n.at.O/minuto/mg.proteina mitocondrial nos respectivos

tempos estudados.

0’ X 30 - p<0,05

4h X 1d - p< 0,05

A velocidade de consumo de oxigénio no estado 3 da respiragao
mitocondrial foi semelhante ao tempo controle 0 (zero) até 20 minutos apés
a hepatectomia parcial (HP). Nos tempos de 30 minutos até 6 horas pos
HP houve aumento significativo do estado 3. Os valores de consumo de
oxigénio no estado 3 apés 1 dia da HP voltaram a ser semelhantes ao

valor controle (tempo zero) (P<0,05),
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Figura 9 - Valores do consumo de oxigénio pelas mitocondrias hepaticas no estado 4 da
respiragdo mitocondrial, expressos em n.at.O/minuto/mg.proteina mitocondrial nos respectivos

tempos estudados.

0’ X 2d (p=0,0011)
0’ X 3d (p= 0,0081)
0’ X 1h (p= 0,0034) 0’ X 6d’ (p= 0,0057)

0 X 30’ (p= 0,002)

0’ X 12h (p= 0,0032)

9’ X 1d (p= 0,0011)

A velocidade de consumo de oxigénio no estado 4 da respiragao
mitocondrial aumentou significativamente, em relagao ao tempo controle 0 (zero)
aos 30 minutos apés a hepatectomia parcial (HP), atingindo seus valores
maximos apos 2, 4, e 6 horas apos a HP. Apés 12 horas até 6 dias os valores sédo
menores que os valores maximos (2, 4 e 6 horas), porém permanecem maiores
que o controle (tempo zero). Apés 15 dias da HP os valores sdo semelhantes ao

controle.
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Figura 10 - Valores da razao do controle respiratorio (RCR), referente ao estado 3 e 4 de consumo

de oxigénio mitocondrial

0’ X 4h (p= 0,0023)
0’ X 6h (p= 0,0045)
0’ X 1d (p= 0,0013)

1hX 4h (p= 0,0411)

A Razédo de Controle Respiratério (RCR) se mantém estavel entre 0 e 2
horas, com queda significativa no periodo de 4 a 6 horas em relagdo aos
momentos anteriores.

No tempo 12 horas houve aumento significativo da RCR em relagdo aos

momentos subseqiientes.
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Figura 11 - Valores do Potencial de Membrana (PM) em mV nos diversos grupos estudados,

referentes aos respectivos tempos de eutanasia.

0’ X 2h (p= 0,0388)
0’ X 4h (p= 0,0029)

0’ X 6h (p=0,0111)

O potencial de membrana mitocondrial (PM) diminuiu significativamente a
partir de 2 horas em relagdo ao grupo controle (tempo 0), atingindo valor minimo
em 4 horas apés hepatectomia parcial. O retorno aos valores semelhantes ao

grupo controle ocorreu a partir de 12 horas.
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Figura 12 — Valores do intumescimento osmoético mitocondrial, (A Abs) em relagdo aos tempos de

eutanasia, nos diversos grupos estudados.

0’ X 12h (p= 0,0064)
6h X 12h {p=0,0111)

12h’ X 15d (p= 0,0175)

O intumescimento osmoético mitocondrial, até 6 horas, nio houve
diferencas significativas entre os grupos estudados. Com 12 horas apés
hepatectomia parcial houve diminui¢cdo significativa permanecendo com valores
semelhantes até 6 dias. Com 15 dias os valores foram menores do que em todos

os tempos estudados.
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Figura 13 - Valores do consumo de oxigénio pelas mitocondrias no estado 3 expressos em
n.at.O/minuto/mg.protefna mitocondrial nos respectivos tempos estudados, relacionando grupos de

ratos, que foram e ndo, submetidos a bioestimulagdo com LASER.

A velocidade do consumo de oxigénio no estado 3 da respiragdo
mitocondrial no grupo bioestimulado manteve-se préximos aos valores de
controle (tempo 0) até 4 horas, quando houve um aumento no consumo de
oxigénio chegando ao seu pico maximo no tempo de 6 horas, equiparando-se aos
valores dos grupos que ndo foram bioestimulados a partir de 24 horas. Porém os

parametros n&o foram significativos estatisticamente.
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Figura 14 - Valores do consumo basal de oxigénio pelas mitocdndrias no estado 4 expressos em

n.at.O/minuto/mg.proteina mitocondrial nos respectivos tempos estudados, relacionando grupos de

ratos, que foram e n2o, submetidos & bioestimulagdo com LASER.

A velocidade de consumo de oxigénio no estado 4 da respiragdo
mitocondrial mostrou valores semelhantes até 4 horas, entre os grupos
bioestimulados e o controle (ndo exposto a luz LASER). O LASER induziu 2 um
aumento do consumo de oxigénio em 6 horas p6s hepatectomia em relagcédo ao

grupo nao bioestimulado, voltando as mesmas proporcoes apdés 24 horas.
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Figura 15 - Valores da razéo do controle respiratério (RCR), referente ao estado 3 e 4 de consumo

de oxigénio mitocondrial nos respectivos tempos estudados, relacionando grupos de ratos, que

foram e ndo, submetidos a bioestimulagdo com LASER.

2’ (S/LASER) X 2’ (c/LASER) (p=0,0152)

6h (s/LASER) X 6h (c/LASER) (p= 0,0152)

A Razdo do Controle Respiratério (RCR) mostrou uma diminuigao
significativa no grupo bioestimulado a partir de 2 minutos em relagao ao grupo
controle (ndo estimulado com a luz de LASER), apresentando um pico minimo
em 4 horas e mantendo uma relacao inferior ao controle até 24 horas, quando os

valores se tornam proporcionais.
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Figura 16 - Valores do Potencial de Membrana (PM) em mV, referentes aos respectivos tempos

de eutanasia, relacionando grupos de ratos, que foram e ndo, submetidos a bioestimulagdo com

LASER.

4h (S/LASER) X 4h (C/LASER) (p= 0,0411)
24h (S/LASER) X 24h (c/LASER) (p= 0,0087)

O Potencial de Membrana Mitocondrial apresentou uma diferenca
significativa entre os grupos bioestimulados com a luz LASER e o controle a partir
de 4horas pdés hepatectomia, com queda importante do grupo sem LASER.
Notou-se uma queda semelhante no grupo bioestimulado em 6 horas com uma

tendéncia a equiparagao dos valores apos 24 horas.
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Figura 17 - Valores do intumescimento mitocondrial, (A Abs ) em relagdo ao tempo, referentes
aos respectivos tempos de eutanésia, relacionando grupos de ratos, que foram e n&o, submetidos

a bioestimulag&o com LASER.

24h (SLASER) X 24h (CALASER) (p= 0,0022)

O Intumescimento Osmético Mitocondrial apresentou-se com valores
semelhantes entre o grupo bicestimulado e o grupo nao irradiado pela luz LASER
até 6 horas pbés hepatectomia parcial, mostrando uma queda significativa do
grupo bioestimulado em relagdo ao nao estimulado com 24 horas do

experimento.
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VI - DISCUSSAO

Além das cirurgias hepaticas, como as ressecgdes parciais para exerese
de tumores, os transplantes convencionais com doador cadaver, transplantes
intervivos, o figado também pode ser acometido tanto no trauma aberto como no
trauma fechado do abdome, com necessidade eventual de ressecgdes parciais do
parénquima hepatico.

Nos casos onde é necessaria realizagao de hepatectomia parcial (HP), o
figado remanescente (FR) tem capacidade de regenerar-se. A porgao
remanescente, se corresponder a mais de 20% do volume total do 6rgéo e for
histoiégica e funcionalmente normal, pode refazer, em poucos meses, tecidos
funcionantes equivalente ao volume hepatico perdido'"".

Modelos experimentais tém sido desenvolvidos para estudo deste
fascinante aspecto regenerativo. O modelo experimental mais utilizado tem sido o
desenvolvido por Higgins e Anderson em 1931*'. Consistindo de ressecgao parcial
de dois tergos do figado, remove-se os dois lobos frontais os quais constituem em
torno de 70% de tecido hepatico. Nesse modelo, a HP tem a vantagem de induzir
resposta regenerativa sem que ocorra lesdo no tecido remanescente diferindo dos
processos lesivos causados por agentes tOxicos, virais, cancer ou cirrose, onde a
capacidade regenerativa dos hepatocitos esta comprometida. Nestes casos, onde
a capacidade de proliferacao dos hepatécitos encontra-se inibida entram em cena
células capazes de diferenciar-se em tecido hepatico como as células tronco do

préprio figado, células ovais, e células tronco extra hepaticas, como as células



40

tronco de origem hematopoéticas. Além destes mecanismos celulares uma série
de genes, citoquinas, fatores de crescimento estdo envolvidos neste processo
regenerativo. O mecanismo exato de regeneragdo e interagdo entre células e
citoquinas ainda nao se encontra completamente elucidado. .

A regeneragdo hepatica (RH) €&, portanto, reconhecida como um
espetacular exemplo de crescimento tecidual do parénquima hepatico
remanescente. A perda do parénquima desencadeia o processo regenerativo até
que o peso hepatico original seja restaurado. A restauragdo da massa hepatica
ocorre por hiperplasia celular compensatéria no parénquima remanescente®.
Apoés, ha sintese de DNA, se a quantidade de tecido removido for superior a 30%
da massa hepatica. Em cirurgias com ressecgao de mais de 80%, a eficiéncia da
regeneracdo € geralmente inferior aquela observada na hepatectomia parcial
“standard” 2 a 70%, onde a cinética da resposta regenerativa j& estd bem
descrita?® 3489103 A sintese de DNA inicia-se em 12-16 horas ap6s a HP, com um
pico 24-26 horas ap6s a cirurgia. E seguida por uma onda de mitoses, que se
inicia 22-24 horas ap6s a HP, e cujo pico ocorre 32-34 horas apés a HP. Cerca de
85% dos hepatocitos sintetizam DNA durante os primeiros 3 dias apés a cirurgia.

O processo regenerativo, em ratos, geralmente se completa em 7 a 14
dias. A sintese de DNA nas células ndo parenquimatosas inicia-se 24 horas ap6s
o inicio da sintese de DNA nos hepatacitos’™ Estudos recentes em nosso
laboratério, mostraram claramente, que entre 7 e 14 dias apés HP a 70%, em
ratos, o figado recupera sua massa hepatica inicial e que no periodo de 24 a 96
horas pés HP 70% héa intensas alteragbes bioquimicas e estruturais no

parénquima hepatico, suficientes para alterar significativamente a auto-
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fluorescéncia hepatocelular, que pode ser medida por espectroscopia de
fluorescéncia a LASER.® Estas alteragdes de fluorescéncia podem estar
relacionadas com as intensas modificagoes celulares e moleculares, préprias
deste periodo, e que sao fruto do processo de regeneragao e adaptagdes das
células do figado remanescente a nova condigao energética, em resposia a
redugdo do parénquima hepatico. Alguns estudos que focalizam aiteragbes
biogquimicas no parénquima hepatico durante a regeneragao, verificaram
alteragbes importantes, entre as quais acimulo momentaneo de triglicerideos,
elevagao de isoenzimas fetais e aumento nos niveis de enzimas associadas a
sintese de DNA. Uma conclusao importante consiste no fato de que, emboia a
grande maioria dos hepatécitos participem da resposta regenerativa apés a HP,
organica, incluindo sintese de albumina, de fatores de coagulagao, bile e
manutengao da glicemia, da atividade do ciclo da uréia e dos niveis normais de
nitrogénio ureico. Nao obstante as extensas perdas de parénguima ap6s a HP,
surpreendentemente sao pequenas as alteragdes nas concentragbes piasmaticas
de fatores ou macromoléculas sintetizados pelo figado (albumina, fatores de
coagulacao, etc.). Os niveis glicémicos permanecem constantes, mesmo guando
o jejum & mantido no pés-operatério, devido a um significativo aumento da
capacidade gluconeogénica no fragmento hepatico remanescente. O suprimento
energético necessario a manutencdo das atividades metabdlicas e da
regeneragdo é mantido por um elevado afluxo de &cidos graxos livies aos

hepatdcitos 5% 7> 88,
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Em casos onde a HP é acompanhada de importante perda sangiiinea, com
instalacao de choque circulatoério hemorragico, tanto mais grave quanto maior o
tamanho da lesdo hepatica ha diminuicdo da intensidade do processo
regenerativo. Conforme Frank e col. ***', apés hemorragia superior a 35% da
volemia, o figado torna-se incapaz de sintetizar proteina, mesmo que nao tenha
sido atingido no trauma. Essa incapacidade reflete-se na diminuigdo das taxas de
protrombina e fibrinogénio, o que agrava a hemorragia. No trauma de figado, nos
casos de trauma de tipos | e Ii, a hemorragia em geral nao atinge esses niveis, o
metabolismo mantém-se nos limites da normalidade. Bastam 15% de figado
normal para produzir a desaminacdo dos aminoacidos para uréia. Porém, no
trauma hepatico grave, acompanhado de choque prolongado, altera-se o
metabolismo de proteinas, lipidios e glicidios, com diminui¢gdo do glicogénio e
aumento da acidez latica e ceténica.

As repercussfes do choque sobre a célula hepatica sdao importantes
porque ela suporta mal a hipéxia. Liberam-se peptideos vasoativos, diminui a
sintese das proteinas, aumentam os aminoacidos e acidos graxos, agravando-se
a acidose. Alteram-se a permeabilidade vascular e celular, passando agua e sé6dio
para dentro da célula e saindo potassio. Esses efeitos surgem apés leséo
hepatica extensa no trauma, ou no estabelecimento de hipovolemia prolongada,
mesmo de origem em outros locais. Comprometem, pois, as condigdes
necessarias para conduzir a seqiiéncia de eventos que levam a regeneragéo
hepatica'™.

Isto posto, apés perda de massa hepatica por ressecgao de parte do

figado, torna-se fundamental a manutencao do status metabélico e do processo
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de regeneragéo hepatica para a manutengéo da fungdo do érgéo. Por outro lado,
alteragdes hemodindmicas por sangramentos de intensidades variaveis, que
invariavelmente acompanham as ressecgdes hepaticas eletivas e, sobretudo os
traumas hepaticos graves, impéem ao organismo um prejuizo funcional sistémico,
comprometendo a fungdo hepatica. Da mesma forma, na cirrose hepatica, de
qualquer etiologia, o figado apresenta diminuigao significativa da reserva funcional
0 que impede ou dificulta a manutencdo de seu status metabdlico nao sendo
possivel nesta situagdo, grandes ressecgdes hepaticas.

Assim, sendo necessaria a ressecgdo parcial, a garantia de boa reserva
metabdlica do figado remanescente, é pressuposto minimo para a indicagao de
ressec¢do parcial do figado. A hepatectomia impée ao lobo remanescente
sobrecarga metabdlica, uma vez que, além de ter que arcar com todas as fungbes
hepatocelulares devera dispender energia adicional para necesséria adaptacgéao
hemodinamica e para desencadear o processo regenerativo.

No presente estudo, a hepatectomia a 70% foi realizada em condiges de
normovolemia. Sabe-se que, mesmo nessas condigdes o figado remanescente
(FR) passa por significativo stress oxidativo, sobretudo, na fase pré-replicativa da
regeneracdo hepatica nas primeiras 24 horas pés-hepatectomia e que pode ser
evidenciado pelo aumento significativo de malondialdeido (MDA)* e pelos niveis
aumentados de estado 3 e 4, verificados no presente estudo,nos tempos de 4 e 6
horas apés a ressecgao do figado.Esta sobrecarga metabélica ocorre, sobretudo,
em funcdo, da necessidade do FR de regenerar-se, manter a capacidade
metabdlica, e de adaptar-se hemodinamicamente diante de um disbalango

induzido pela diminuigdo do continente e relativo aumento do contetido hepatico
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de sangue 29, 63, 66,115

Diante deste stress metabdlico, o FR apresenta
significativas alteragdes moleculares e celulares que, dependendo da magnitude
da resseccdo hepatica e das alteragies hemodinamicas do hospedeiro, podem
induzir graus variados de insuficiéncia hepatica 2% 46. 83,6468

Apoés a ressecgdo parcial do figado, ha aumento significativo do fluxo
hepatoportal e da pressao portal e conseqgiiente ingurgitamento do FR que, ao
mesmo tempo em que levam a um estado de isquemia funcional hepatocelular
parecem servir como indutores da regeneracdo hepatica, necesséria tanto a
manutengéo do trofismo hepatocelular quanto para sobrevida do hospedeiro. =
5988 Nesta fase precoce da regeneracdo hepatica ha, portanto, uma relagéo
alterada entre a necessidade e a oferta de energia ao figado remanescente,
sobretudo pela diminui¢gdo abrupta do parénquima hepatico. Da mesma forma que
nutrientes ndo sado devidamente aproveitados pelas células hepaticas, o oxigénio
disponivel também acaba por ndo ser totalmente reduzido, determinando a
formagdo de radicais livres pelas células de Kuppfer, neutréfilos, cadeia
respiratéria mitocondrial, microssomos, xantinas oxidases, entre outros®. Estes
radicais livres do oxigénio, ao mesmo tempo em que induzem ou facilitam o
processo de regeneragdo hepatica, determinam alteragées estruturais e
funcionais das mitocondrias, podendo alterar os parametros relacionados ao
consumo de oxigénio pelas mitocdndrias, o potencial de membrana e ainda
provocar a abertura de poros de transicdo de membrana. O processo de
regeneracdo hepatica do figado remanescente depende fundamentaimente da
energia produzida pela oxidagéo fosforilativa mitocondrial, que invariavelmente

est4 comprometida nas primeiras 24 horas pos-hepatectomia. 7812
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Trabalhos na literatura mostram que 0 remanescente hepatico normal
apresenta uma carga energética e niveis de ATP hepaticos diminuidos, 24 horas
apbs a ressecgdo hepatica "®''2. Alteragdes na fungdo mitocondrial, incluindo
mudangas nos valores da RCR, também sao observadas neste periodo e em uma
fase mais precoce 3 112

No presente estudo determinou-se, com refagdo a funcao mitocondrial, que
a sobrecarga metabdlica do FR manifestou-se, sobretudo no periodo de 4 e 6
horas apds a secgdo do parénquima hepatico com um aumento significativo da
respiragao ativada por ADP (estado 3) e um aumento concomitante da respira¢ao
mitocondrial basal (estado 4) com manutencdo da RCR, 0 que mostra a
manutengdo do acoplamento entre o processo de oxidacdo e fosforilagao das
mitocondrias hepaticas. Do mesmo modo, observou-se reducgéo significativa do
potencial elétrico da membrana mitocondrial, sem, entretanto, haver edema
mitocondrial efetivo, neste mesmo periodo (4 a 6 horas pos HP).

Observou-se que 24 horas poés HP, apesar dos parametros respiratorios
(estado 3, estado 4, RCR, PM) retornarem aos niveis controles, as mitocondrias
mostraram-se levemente intumescidas, 0 que sugere o envolvimento dos poros
de transicdo de membrana mitocondrial no processo de regeneragdo hepatica,
vindo em concordancia com outros estudos prévios, que sugerem que durante a
fase pré-replicativa da regeneragdo hepadtica, as mudangas na ultra estrutura
mitocondrial estdo cormelacionadas com aumento do conteudo de Ca++
mitocondrial, induzindo a transigio da permeabilidade nas mitocondrias ¥+ 3% 74-

Estes dados reforcam os achados de outros trabalhos do grupo e sugerem

que a sobrecarga metabdlica do FR induzida pela hepatectomia per si, indicada
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de forma sensivel pelas alteragées mitocondriais encontradas nas primeiras horas

pés hepatectomia, 37 7 75112

provavelmente € conseqiiéncia de uma instabilidade
entre a necessidade e oferta de energia ao FR.®" % 91. 94. 98100 0o m 3 adaptagéo
hepatocelular, essas alteragdes mitocondriais encontradas vao se normalizando
com o passar das horas apds a ressec¢do, quando o FR vai adquirindo novo
status metabdlico, constatado pela normalizagdo da maioria dos parametros
mitocondriais, num mecanismo de crescimento compensatério do RH.%0:91:83.89.100

Como mostra os dados da literatura 2°46.636466.75,114

, todo este processo
certamente &€ de natureza multifatorial o que é reforgado pela resposta variavel da
funcdo mitocondrial & agdo da luz LASER, sabidamente um estabilizador de

membranas celulares 58:88.93.111.112

, nos diferentes tempos apés a hepatectomia
parcial. Com relagdao ao estado 3 o LASER leva a diminuigao significativa da
respiragado ativada por ADP apds 4 horas, mas niao apés 6 horas apés a HP.O
LASER ndo alterou o estado 4 da respiracdo mitocondrial em relacao aos
controles e mesmo reduzindo os niveis de RCR, nao causou desacoplamento
mitocondrial. Em suma, numa anadlise global, o LASER, na dose utilizada no
presente estudo, ndo induziu lesdo adicional ao FR e parece ter retardado o
surgimento do stress metabdlico hepatocelular do figado remanescente. Na
seqliéncia, outros estudos deverao ser programados para se estabelecer com
melhor precisdo os eventos metabélicos que ocorrem p6s - hepatectomia parcial e

a possivel agdo da luz LASER sobre o figado, apés as ressecgbes hepaticas

parciais.
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VII - CONCLUSAO

Neste trabalho evidenciou-se que a sobrecarga metabélica, medida pelo
consumo de O; na fase aguda da regeneracao hepatica, foi significativa no intervalo

entre 4 e 6 horas tendendo a uma estabilizagdo subseqgiiente. Quanto aos grupos

bioestimulados com a luz de LASER, obteve-se respostas variaveis.
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IX - APENDICE
Estado 3

1 2 3
68.2 55.1 61.2
88.4 88.1 69.7
326 73.1 141.2
459 78.1 1002.
85.1 107.8 1115
51.4 84.1 85.6
1066 1181 86.2
170.3 163.7 84.9
167.0 181.2 1044
1550 1366 1119
79.8 1771 156.2
1148 978 84.9
88.7 83.2 103.6
91.3 106.4 116.2
75.1 84.5 101.9
99.1 77.0 97.2
659 739 718

4

86.1
94.0
111.4
741
78.8
105.6
197.3
120.9
137.2
161.1
125.9
121.8
86.8
124.4
80.9
925.8
75.3

5
50.8
66.5
106.8
66.4
130.3
110.7
1834
108.2
119.2
160.0
144.0
106.4
81.3
106.4
127.5
82.1
60.0

6
66.3
79.9
68.3
793
78.7
123.1
99.6
98.1
60.3
171.0
162.1
149.6
71.4
80.9
81.9
95.7
62.9

59

? 8 9 10 11 12 13 14

80.0 731 546 1051 881 800 824 582

100.0 108.7

98.0 174.3

149.4
119.7

89.2
4.7

70.3

Tabela 1: Valores individuais do Estado 3 nos grupos submetidos e HP a 70%.

Estado 4
1 2
15.6 116
20.360 11.860
10.900 18290
8870 20.730
20.180 23.390
12.820 17.840
21.19 21.04
23.200 30.160
324 42.8
43.620 33.680
32830 45.050
21.5 18.21
20.66 22.57
25.40 22.12
21.14 17.97
21.39 16.91
13.05 17.26

3 4 L

10.3 11.9 6
10.280 15.850 15.220
25610 20.370 16.530
21.130 17.910 11.460
16.790 18.570 13.480
17.960 14.760 17.740
2081 23.03 19.01
13.360 20.430 27.520
236 30.4 222
35.5630 35.900 38.200
43.160 30.850 33.390
1744 2384 1564
26.11  22.280 22.59
2010 31.28  202.58
2501 1660 29.25
2109 1813 16.04
1560 1784 1242

6 7 8 9 10 11 12 13
14.4 127 100 10.5 19.7 201 157 99
16.190

15.910

13.030

16.980

24.700

17.42

23.030

50.9 30.7

40.970

35.840

2146 16.45

16.89

15.80

1196 1857

19.36

13.89 17.24

Tabela 2: Valores individuais do Estado 4 nos grupos submetidos e HP a 70%.

14
14.2



Razéo de Controle Respiratorio

1
4.40
43
3.00
5.20
4.20
4.0
5.00
7.30
5.2
3.50
2.40
5.4
43
3.6
3.6
46
5.0

2
4.70
7.0
4.00
3.80
4.60
4.60
5.60
5.40
4.2
4.00
3.90
54
3.7
4.8
4.7
48
4.3

3
6.00
6.8
5.50
4.70
6.60
6.60
4.10
6.30
44
3.10
3.60
5.4
4.0
5.8
4.1
4.7
46

4
7.20
5.9
5.00
4.10
5.80
5.80
4.60
5.90
45
4.50
4.10
5.1
3.9
4.0
4.7
5.1
4.2

5
7.70
44
6.50
5.80
7.00
7.00
4.80
3.90
5.4
4.20
4.90
6.7
3.6
4.7
44
5.1
4.8

6
4.60
4.9
4.30
6.10
4.60
4.60
4.30
4.30
6.2
4.20
4.20
7.0
42
5.1
6.8
49
4.5

60

7 8 9 10 11 12 13 14
570 580 520 530 400 560 4.60 590

520 6.20

57

73

5.1

4.1

Tabela 3: Valores individuais da Razdo de Controle Respiratdrio nos grupos submetidos a HP

a 70%.

Potencial de Membrana

1
127.0
132.0
123.0
132.0
133.0
133.0
128.0
126.0
122.0
122.0
123.0
128
131
132
131
134
135

2
131.0
133.0
128.0
123.0
123.0
127.0
132.0
122.0
122.0
120.0
124.0
132
128
133
133
134
135

3
132.0
135.0
127.0
133.0
132.0
132.0
122.0
130.0
131.0
127.0
124.0
132
128
131
128
133
133

4
132.0
125.0
125.0
133.0
132.0
124.0
1220
130.0
125.0
1240
126.0
130
131
131
129
134
135

5
130.0
134.0
123.0
133.0
122.0
122.0
128.0
124.0
127.0
122.0
127.0
132
133
130
131
134
134

8

126.0
131.0
133.0
132.0

122.0
126.0
123.0
122.0
115.0
127.0
127
133
133
131
133
134

7 8 9 10 1 12 13 14
131.0 1240 1340 1250 130.0 133.0 127.0

123.0

128.0

131.0 125.0

125.0
130

128
130

134

Tabela 4: Valores individuais do Potencial de Membrana nos grupas submetidas a HP a 70%.
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Intumescimento Osmaético Mitocondrial (Swelling)

1 2 3 3 5 6 7 B 9 10 11 12 13 14
0.120 0.070 0.120 0.130 0.110 0.120 0.180 0.190 0110 0.170 0.180 0.130 0.100 0.140
0.110 0.160 0.120 0.160 0.100 0.110

0.080 0100 0.140 0.190 0210 0.100

0.090 0.160 0.120 0.100 0.110 0.120

0.120 0.160 0.140 0.180 0.120

0.170 0.150 0.150 0.160 0.160

0.130 0.180 0120 0.230 0.260 0.120 0.140 0.60

0.150 0.180 0160 0.170 0.160 0.120

0.170 0.180 0.150 090 0.100 0.190 0.130

0.140 0190 0.140 0.210 0.140 0.170

0120 0210 0200 0.160 0.110 0.170 0.90

008 007 O.11% 0.11 010 005 oOM

012 012 016 011 0.11 010 005 0.1

008 008 007 010 009 007 0.09

008 009 010 008 010 008 0.10

0.1 0.10 0.11 009 009 0.10

007 005 006 006 006 005 0.05

Tabela 5. Valores individuais do Intumescimento Osmdético Mitocondrial (Swelling) nos grupos
submetidos a HP a 70%.
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Estado 3

1 2 3 4 5 6 7
74.060 66.00 €1.20 66.30 79.70 73.10 84.39

s/ Bioestl. 88.4 88.1 €9.7 94.0 66.5 80.0

c/Bioest L  68.5 61.1 65.0 77.2 846 64.3

s/Bicestl 974 88.9 60.8 822 738 67.9

c/Bicest. L  154.9 136.6 111.9 161.1 159.6 171.0

s/ BioestL 1343 1771 156.2 125.9 162.1 149.3

cfBicest. L 1648 150.8 1311 141.0 121.7 140.8

s/ Bioestl.  88.73 83.22 103.60 86.76 81.26 81.38

c/Bioest L  71.40 72.11 81.82 85.06 92.26

Tabela 6: Comparativo dos valores individuais do Estado 3 nos grupos submetidos a HP a 70%
com e sem bioestimula¢do com LASER.

Estado 4

1 2 3 4 5 8 7
10.3 146 14.0 12.7 15.6 19.2 236

s/ BioestL 18.0 136 15.9 24.1 266 19.8

cBioest. L 204 11.9 10.3 16.0 16.2 16.2

s/ BicestL 43.9 428 32.0 31.9 30.8 33.8

c/Bioest. L  43.8 337 355 359 38.2 40.9

s/ Biocestl 44.7 42.7 48.7 56.6 344 43.8

c/Bioest. L 328 45.1 43.2 30.8 334 36.0

s/ Bioestl.  18.27 20.66 20.78 22.42 23.06

c/Bioest. L 20.66 22.57 26.11 22.28 22.59 16.89

Tabela 7: Comparativo dos valores individuais do Estado 4 nos grupos submetidos a HP a 70%
com e sem bioestimulag@o com LASER.

Razao de Controle Respiratério

1 2 3 4 ) 8

3.9 6.0 4.6 5.7 58 4.2
s/ BioestL 3.4 5.0 4.1 3.2 3.2 27
c/Bioest.L 4.9 43 7.4 6.8 5.9 4.4
s/BigestlL 2.2 21 19 26 24 20
c/Bioest. L. 3.5 40 3.1 4.5 42 4.2
s/ Bioestl 3.7 31 31 35 25 32
c/Bioest. L 3.3 3.9 3.6 4.1 4.9 4.2
s/ BioestL 38 35 3.9 3.8 4.0
c/Bicest. L 43 37 40 3.9 3.6 4.2

Tabela 8: Comparativo dos valores individuais da Raz&o de Controle Respiratério nos grupos
submetidos a HP a 70% com e sem bioestimulagdo com LASER.



Potencial de Membrana

s/ Bioest L
c/Bioest. L
s/ BicestL
c/Bioest. L
s/ Bicest.L
c/Bicest. L
s/ Bioest.L
c/Bioest. L

1
132
132

132
122
125

124
123
131
136

2
126
133

130
122
123
124
125
128
134

3
131
135

131
127
125
126
118
128
134

4
124
125

130
124
126
127
126
131
134

5

127
134
125
122
127
125
123
133
133

6

130
131
126
118
128
124
123
133

63

Tabela 9: Comparativo dos valores individuais do Potencial de Membrana Mitocondrial nos

grupos submetidos a HP a 70% com e sem bioestimulagdo com LASER.

Intumescimento Osmético Mitocondrial (Swelling)

s/ Bioest.L.
c/Bioest. L.
s/ Bioest.L.
c/Bioest. L
s/ Bioest.L
c/Bioest. |
s/ Bioest.L,
c/Bioest. L

1
0.15
0.1

0.10
0.14
0.23
0.18
0.17
0.12
0.06

2
0.12
0.16

0.14
0.19
0.14
0.21
0.18
0.12
0.08

3
0.19

0.12

0.12
0.14
0.17
0.20
0.21
0.16
0.10

4
0.19
0.1

0.13
0.21
0.16
0.16
0.22
0.11
0.07

5
0.14
0.10

0.13
0.14
0.13
0.17
0.18
0.11
0.09

6
0.14
0.11

0.15
0.17
0.13
0.09
0.19
0.10
0.07

Tabela 106: Comparativo dos valores individuais do Intumescimento Osmético Mitocondrial

(Swelling), nos grupos submetidos a HP a 70% com e sem bioestimulagso com LASER.
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