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APRESENTACAO

A obra “As Ciéncias Biolégicas e da Saude na Contemporaneidade” consiste de
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora, em seus 22 capitulos do volume
Il, apresenta a importancia do desenvolvimento de novas pesquisas nos ambitos da
saude e da natureza e ainda a relevancia da busca de novas terapias para o tratamento
de variadas patologias.

O desenvolvimento de pesquisas no campo da saude representa uma ferramenta
importante para a busca de novas estratégias para o diagnéstico, acompanhamento
do curso e tratamento de doencas. E na area da saide que a biotecnologia encontra
algumas de suas aplicagdes mais benéficas e abrangentes. Por meio de diferentes
vertentes biotecnologicas, como a producéo e atuacéo de organismos geneticamente
modificados; a engenharia genética, que permite qualquer tipo de alteracao em nivel de
DNA e experimentos empregando espécies vegetais e/ou compostos isolados para o
desenvolvimento de terapias alternativas e aprimoramento das terapias convencionais.

Atualmente a busca por novos compostos com atividade terapéutica é feita
majoritariamente através da experimentacdo de produtos naturais, uma vez que
muitos destes tém comprovadas cientificamente suas propriedades antimicrobianas,
antioxidantes, anti-inflamatérias, antineoplasicas, analgésicas, entre outras.

Desse modo, este volume Il apresenta artigos que tratam: das propriedades
antioxidantes de espécies vegetais como o alecrim e o cha verde; estudos
microbiolégicos e de toxicidade de espécies vegetais e animais; caracterizacdo de
acidos nucleicos e proteinas; emprego da engenharia genética para elucidacéo de
mecanismos de acéo e desenvolvimento e experimentagao de alimentos funcionais.
Assim, esta obra é dedicada aos pesquisadores da area de saude, que buscam reciclar
seus conhecimentos por meio de pesquisas relevantes e se atualizar perante as novas
tecnologias e descobertas cientificas e biotecnologicas aplicadas as areas da saude.

Portanto, esperamos que este livro possa estimular outros estudantes e
profissionais de saude ao desenvolvimento de pesquisas e estudos a fim de incorporar
a literatura referéncias atualizadas e possibilitar a aplicabilidade dos resultados dessas
pesquisas as praticas profissionais diarias.

Nayara Araujo Cardoso
Renan Rhonalty Rocha
Maria Vitéria Laurindo
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CAPITULO 9

AVALIACAO DOS INDICES DE REGENERAGAO
HEPATICA NO MODELO EXPERIMENTAL DE

Luz Marina Goncalves de Araujo Oliveira
Universidade Nove de Julho, Programa de Pos-
Graduacao em Medicina, Sao Paulo, SP

Pedro Luiz Squilacci Leme
Universidade Nove de Julho, Programa de Pos-
Graduacao em Medicina, Sao Paulo, SP

Maria Cristina Chavantes
Universidade Nove de Julho, Programa de Pos-
Graduacao em Medicina, Sao Paulo, SP

RESUMO: Objetivos: este estudo procurou
padronizar o modelo experimental para
estudo da regeneracdo hepatica pelos
indices morfologicos, histomorfométricos e
imunohistoquimicos em ratos Wistar adultos,
apdés hepatectomia parcial a 70%; o periodo
de analise de regeneracéo em 3, 7 ou 14 dias.
Métodos: Vinte e oito ratos machos adultos
da raca Wistar foram distribuidos em quatro
grupos, conforme tempo de observagédo apos o
procedimento cirurgico: Controle (C), 3 (H.3), 7
(H.7) ou 14 (H.14) dias. O grupo Controle foi
submetido a laparotomia; os grupos H3, H7 e
H14 foram submetidos a hepatectomia parcial
e, posteriormente, apds transcorrido o tempo de
cada grupo, foram eutanasiados, procedendo-
se a retirada do figado regenerado. A peca da
hepatectomia e o figado regenerado foram
pesados, submetidos aos célculos de volume
e indices hepatossomaticos. Resultados: Nao
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HEPATECTOMIA A 70%

houve diferencas nos indices morfologicos
IHS) ap6s o
periodo experimental entre os quatro grupos

(peso, volume hepaticos e

de animais; houve diferencas entre o grupo
Controle e os trés grupos de estudo do indice
Mitético; houve diferengcas entre os grupos
Controle, H3 e H7 comparando-se com o
grupo H14 na porcentagem de area positiva
para PAS. Houve diferencas entre o indice
de Proliferacdo dos Hepatocitos aferido por
estudo imunohistoquimico por PCNA do grupo
controle nos trés grupos de estudo. Conclusao:
analisamos 0s indices morfologicos,
histomorfométricos e imunohistoquimicos para
avaliar o indice de Proliferacdo dos Hepatocitos
pelo PCNA. Estesindices avaliaram as principais
regeneracao
hipertrofia (peso, volume e IHS) e hiperplasia

caracteristicas da hepatica:
(estudo histomorfométrico e imunohistoquimico)
do segmento remanescente do figado.
PALAVRAS-CHAVE: Regeneracéo hepatica.
Estudo Histomorfométrico. Imunohistoquimica.
Hepatectomia. Ratos.

EVALUATION OF HEPATIC REGENERATION
INDICES IN THE EXPERIMENTAL MODEL OF
HEPATECTOMY 70%

ABSTRACT: The analysis of hepatic
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regeneration after partial hepatectomy in rats can be performed through different
indices: morphological, histomorphometric and immunohistomochemical. Objectives:
The present study analyzed the characteristics of hepatic biometry as a parameter for
monitoring liver regeneration in adult Wistar rats after partial hepatectomy. Methods:
Twenty-eight male adult Wistar rats were divided into four groups, according to
observation time after the surgical procedure: Control (C), 3 (H.3), 7 (H.7) or 14 (H .14
days. The Control group underwent laparotomy; The H3, H7 and H14 groups underwent
partial hepatectomy and, after the time elapsed after each group, were euthanized, and
the regenerated liver was removed. The hepatectomy specimen and the regenerated
liver were weighed, submitted to calculations of volume and hepatosomatic index.
Results: There were no differences in the morphological indices (weight, hepatic volume
and IHS) after the experimental period among the four groups of animals; There was a
strong correlation between hepatic weight x volume in the Control, H3 and H7 groups;
IM x PCNA in group H3, volume x PCNA in group H14, positive correlation between
volume x IHS and negative correlation between IHS x IM in the H7 group. There
were differences between the Control group and the three study groups of the Mitotic
Index. There were differences between the Control, H3 and H7 groups, comparing
with the H14 group in the percentage of positive area for SBP. There were differences
between the Hepatocyte Proliferation Index verified by immunohistochemical study
by PCNA of the control group with the three study groups. Conclusion: we analyzed
the morphological, histomorphometric and immunohistochemical indices to evaluate
the Proliferation Index of Hepatocytes by PCNA. These indices evaluated the main
characteristics of hepatic regeneration: hypertrophy (weight, volume and IHS) and
hyperplasia (histomorphometric and immunohistochemical study) of the remaining
segment of the liver.

KEYWORDS: Liver regeneration. Morphology. Histomorphometric  study.
Immunohistochemistry. Hepatectomy. Rats.

INTRODUCAO

A habilidade extraordinaria do figado em regenerar-se apds ressecc¢éo ou leséo
tem fascinado médicos, cientistas e leigos ao longo da histéria da humanidade. A
mitologia grega, historicamente, foi a primeira a abordar o tema acerca da capacidade
de regeneracao do figado. A citacdao mais antiga acerca da capacidade regenerativa
hepatica foi descrita por Hesiodo (750-700 A.C) em sua obra Theogony acerca do
mito de Prometeu®. Desde entdo, a regeneracdo hepatica vem despertando grande
interesse ao longo da historia, mas seus mecanismos permaneceram desconhecidos
por centenas de anos. As primeiras descrigdes cientificas sobre o assunto remontam
ao século XVII; desde o inicio do século XX vem sendo estudada sistematicamente. A
mais antiga referéncia bibliografica sobre regeneracao hepéatica data de 1909. Milne,
neste ano, percebeu que qualquer alteragcdo patolégica ou experimental levando
a destruicdo de hepatécitos era capaz de desencadear o processo de proliferacéo
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celular hepatica®?. Em 1920, Rous e Larimore reportaram o aumento do volume dos
lobos hepaticos ndo submetidos a ligadura, enquanto o restante do figado era provido
de suprimento portal'. Em 1931, Higgins e Anderson publicaram seu trabalho onde
apresentaram a dinamica da regeneracao hepatica ap6s HP a 70 % em ratos, sendo
esta técnica empregada até hoje®.

Aregeneracéo dofigado € o processo que envolve hiperplasia (aumento do numero
de células) e hipertrofia (aumento do volume celular ou do conteudo proteico na fase pré-
replicacado). O conceito de regeneracéo € usado comumente na literatura; no entanto,
regeneracao hepatica é primariamente um processo de hiperplasia compensatéria, a
qual é dirigida mais por necessidades funcionais do que anatémicas®. Logo, apesar
de ser amplamente empregado na literatura, o termo “regeneracédo” nao é adequado
do ponto de vista bioldgico, uma vez que a resposta desencadeada pelo dano tecidual
hepatico promove hiperplasia e hipertrofia compensatéria do tecido remanescente,
até o restabelecimento da massa hepatica primitiva. No entanto, os lobos hepaticos
ressecados cirurgicamente ndo sdo recuperados®. Nos ultimos anos, surgiram novos
conhecimentos sobre os fatores envolvidos no processo de regeneracado hepéatica;
acrescentar um fator com efeito potencialmente negativo a regeneragéo apés HP para
a restauracao hepatica desperta interesse para a investigacéo cientifica®.

Desta forma, o estudo da regeneracéo hepéatica avaliada por diversos indices
morfologicos, histomorfométricos e imunohistoquimicos pode fornecer informagdes
pertinentes no desenvolvimento do modelo experimental e passivel de ser aplicado na
investigacao cientifica*”12.

METODOS

Este estudo foi realizado no Biotério Central do campus Vergueiro da Universidade
Nove de Julho, Sdo Paulo, sendo conduzido de acordo com a lei federal 6.638 de maio
de 1979 e ap6s ser autorizado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UNINOVE (nimero de aprovacdo CEUA Na 0015/2014) e as demais normas aplicaveis
a utilizacdo de animais para o ensino e pesquisa, especialmente as resolu¢des do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA. Vinte e oito
ratos machos da raca Wistar, adultos jovens, de peso médio 533,03 + 71,04 g, foram
distribuidos em quatro grupos, conforme tempo de observacao ap6s o procedimento
cirurgico: Controle (laparotomia sem hepatectomia), 3 (H3), 7 (H7) e 14 (H14) dias.
Os grupos H3, H7 e H14 foram submetidos a HP a 70% com resseccao dos lobos
mediano e esquerdo conforme modelo de HIGGINS & ANDERSON e, posteriormente,
apos o periodo de estudo, os animais foram eutanasiados e seus figados removidos
(estes apresentavam o segmento em regeneragao e o segmento hepatico restante pos-
hepatectomia); as amostras foram submetidas as analises morfoldgicas (peso, volume
e IHS), histomorfométricas (hematoxilina-eosina para afericéo do indice Mitético. PAS
para quantificacdo do glicogénio citoplasméatico hepatico) e imunohistoquimicas pelo
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PCNA para aferigéo do indice de Proliferacdo dos Hepatocitos). Para anélise estatistica,
foram utilizados os testes de Kolmogorov-Smirnov para avaliagdo da normalidade dos
dados, One-Way ANOVA, ANOVA de dois fatores (grupo X tempo) e Correlagéo de
Pearson. Os valores de p < 0,05 indicaram significancia estatistica.

Flgura 10— Fasea da 1° stapa M[Mmmmtmm para a
M[Ejmmmgﬁm o8 ssquendo & medl mm%a
mmw mmmm Ligadura do pediculo dos lobos. (]
perlioneal apts sxciedo 0os lobos hepalcos ssquerc & medlano. (H) Subura do plans mosculo-
aponsurctice. [I) Swiura do plano cutines. [J) Sutura finallzada sspscio nal &a cloatrlz cinirgca.

Figura 10 — Fases da 12 etapa cirurgica (hepatectomia 70%). (A) Animal anestesiado em
posicéo para a cirurgia. (B) Laparotomia mediana. (C) Abordagem dos lobos esquerdo e
mediano. (D) Lobos esquerdo e mediano exteriorizados. (E) Ligadura do pediculo dos lobos.
(F) Ligadura do pediculo dos lobos. (G) Cavidade peritoneal apés excisao dos lobos hepaticos
esquerdo e mediano. (H) Sutura do plano musculo-aponeuroético. (I) Sutura do plano cutaneo.
(J) Sutura finalizada. Aspecto final da cicatriz cirargica.

RESULTADOS

N&o houve diferencas nos indices morfolégicos (peso, volume hepéticos e IHS)
apos o periodo experimental entre os quatro grupos de animais: grupo controle, grupo
de ratos hepatectomizados a 70 % e eutanasiados ap6s 3 dias, 7 dias e 14 dias; houve
forte correlacado entre peso X volume hepéaticos nos grupos Controle, H3 e H7; IM X
PCNA no grupo H3, volume X PCNA no grupo H14, correlagdo positiva entre volume X
IHS e correlac&o negativa entre IHS X IM no grupo H7. Houve diferencas entre o grupo
Controle e os trés grupos de estudo do indice Mitético. Houve diferencas entre os
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grupos Controle, H3 e H7 comparando-se com o grupo H14 na porcentagem de area
positiva para PAS. Houve diferencas entre o indice de Proliferacdo dos Hepatdcitos
aferido por estudo imunohistoquimico por PCNA do grupo controle com os trés grupos
de estudo.

Figado de ratos do grupo H3 demonstrando aspecto macroscopico da area de segmento
hepatico restante pés-hepatectomia (amarela) e area hiperplasica (setas). A ligadura do
pediculo realizada na HP esta demonstrada na seta.

(a )
e

yHI !

il o

G

Figado de ratos do grupo H7 demonstrando aspecto macroscépico da area hiperplasica
apontada pelas setas. A pinga aponta para a area de segmento hepatico restante pos-
hepatectomia em amarelo. A ligadura do pediculo realizada na HP esta demonstrada na seta.
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Figado de ratos do grupo H14 demonstrando aspecto macroscépico da area hiperplasica
apontada pelas setas. A ligadura do pediculo realizada na HP esta demonstrada na seta.

Correlagao miltipla entre os indices morfolégicos, histomorfométricos e
imunohistoquimicos em cada grupo

¥ am

] H
Grafico de correlagio entre IM Grafico de correlacio entre IM e IHS
& PCNA no grupo H3 do grupo H7
p=0,007; r=0,889 =0,046; r=0,763
i

Grafico de correlagio entre volume hepético e PCNA

no grupo H14
P=0,012; r=0,864
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indices Histomorfométricos e Imunohistoquimicos
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HT(n=T) H14 (n=T)

Fotomicrografias do figado de rato macho Wistar, do grupo Controle, e do segmento
hiperplasico dos figados dos grupos H3, H7 e H14, indicando: parénquima hepatico com
formagéo sinusoidal tipica (s) com hepatécitos de nlcleo denso (h) e células epiteliais (ce). As
areas demarcadas indicam figuras de mitose (m). Coloragao HE; aumento de 400 X.

HT(n=T H14(n=T)

Fotomicrografias do figado de rato macho Wistar, do grupo Controle, e do segmento
hiperplasico dos figados dos grupos H3, H7 e H14, indicando: granulos de glicogénio (g)
corados em magenta no citoplasma dos hepatécitos e nicleo (n) corado em azul. Coloragéo
PAS/Hematoxilina, 400 X.

CONTROLE (n=7) H3 (n=7)

H7 (n=7) H14 (n=14)

Fotomicrografias do figado de rato macho Wistar, do segmento hiperplasico dos figados dos
animais dos grupos Controle, H3, H7 e H14, coradas pelo PCNA, demonstrando a presenga de
nucleos positivos corados em castanho e nicleos negativos em azul. Aumento de 400 X.
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DISCUSSAO

Ao longo das ultimas décadas, muitas pesquisas sobre os mecanismos da
regeneracao hepatica foram realizadas, objetivando-se analisar os efeitos positivos e
negativos de diversos fatores sobre este processo, como a agdo de farmacos, nutrientes,
plantas, horménios, doencas metabdlicas como diabetes melitus e tireoidopatias, laser
de baixa poténcia, procedimentos cirurgicos, tumores, dentre outros’. Diversos indices
podem ser utilizados para andlise do processo de regeneracao hepatica; variaveis
moleculares, bioquimicas, morfoldgicas, histomorfométricas e imunohistoquimicas séo
as mais empregadas, mas a literatura diverge consideravelmente sobre quais métodos
de avaliagcdo sdo mais indicados em diferentes situacbes'?%'%'3, Em nosso estudo,
procuramos avaliar os indices que caracterizam os dois aspectos fundamentais da
regeneracao hepatica: indices morfologicos, histomorfométricos e imunohistoquimicos
gue avaliam a hipertrofia e hiperplasia hepaticas®. Desta forma, pudemos avaliar os
indices mais indicados e o tempo em que o processo de regeneracao se deu de modo
satisfatorio.

CONCLUSOES

Esta pesquisa demonstrou que, pelas andlises realizadas, recomendamos
a andlise dos indices morfolégicos, histomorfométricos e imunohistoquimicos
empregados neste estudo: dentre os indices morfolégicos, peso, volume hepaticos e
IHS; dentre os indices histomorfométricos, a quantificacao do glicogénio hepatico pela
coloragdo PAS; e o estudo imunohistoquimico para avaliar o indice de Proliferacéo
dos Hepatocitos pelo PCNA. Estes indices avaliaram as principais caracteristicas
da regeneracdo hepdtica: hipertrofia (peso, volume e IHS) e hiperplasia (estudo
histomorfométrico e imunohistoquimico) do segmento remanescente do figado. Em
relacdo ao tempo de estudo para regeneracao hepatica, recomendamos o periodo
de 7 dias, pois foi neste periodo que se deu a regeneracao satisfatéria. A partir deste
modelo, objetivamos impulsionar os pesquisadores a realizar diversos estudos, e desta
forma contribuir para novas descobertas no campo da regeneracéo hepatica, tendo
em vista que fatores que aceleram ou inibem este processo sao de grande relevancia
no campo da cirurgia hepéatica, especialmente no que se refere a sobrevivéncia dos
pacientes submetidos a grandes ressec¢des hepaticas por tumores ou trauma e nos
transplantes hepaticos intervivos. Tendo em vista que o processo de regeneracao
€ fundamental tanto para o doador quanto para o receptor, este ultimo aspecto se
constitui no grande desafio atual nas pesquisas sobre regeneracao hepética.
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