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RESUMDPO

Objetivo: Avaliar a regeneracdo hepdtica com modulacdo pelo pré-condicionamento isquémico apds isquemia, reperfusdo e
hepatectomia parcial. Métodos: Foram usadas 24 ratas Wistar, de 12 semanas de idade, distribuidas randomicamente em quatro
grupos: Grupo Controle (SHAM), Grupo Hepatectomia (HEP), Grupo Isquemia e Reperfusdo (GIR) e Grupo Pré-condicionamento
Isquémico (PRE). Foi feita a analise das enzimas hepéticas ALT e AST, avaliacdo da regeneracao através dos pesos inicial e final do
figado e da proliferacdo dos hepatécitos pela analise imunoistoquimica com o Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA). Resulta-
dos: Em todos os grupos ocorreu regeneracdo do figado, nao havendo significancia estatistica entre eles. Houve diferencas
significativas em relacdo a ALT e AST entre os grupos HEP-SHAM, GIR-PRE, GIR-SHAM E PRE-SHAM (p< 0,05). Também houve
diferenca significativa em relacdo a marcacdo de PCNA do grupo SHAM quando comparado aos demais grupos (p< 0,05). Conclu-
sdo: O pré-condicionamento isquémico diminuiu a lesdo hepética, mas nao influenciou na regeneracdo até 48 horas.

Descritores: Regeneracao hepética. Precondicionamento isquémico. Isquemia. Reperfusdo. Hepatectomia.

INTRODUCAO

A capacidade de regeneracao do figado tem sido
amplamente reconhecida ao longo do tempo. Esse
processo aparece como resposta as agressoes causadas ao
figado por ressec¢des cirdrgicas, traumas, infeccdes ou in-
toxicacdes medicamentosas, que tem como consequéncia
perdas de parénquima’.

No tratamento das lesdes hepaticas, a resseccao
de segmentos ou lobos é, na maioria das vezes, o procedi-
mento utilizado. Durante o procedimento cirlrgico é de
grande importancia o controle do sangramento? através da
exclusao total ou parcial do fluxo sanguineo para o figado,
durante a resseccao'3. Este procedimento leva a privacao
do aporte de oxigénio ao tecido remanescente, causando
injuria tecidual, a qual se denomina lesao de isquemia e
reperfusao (IR)*®.

Em 1908, com o objetivo de coibir sangramentos
hepaticos, Pringle’ criou uma técnica de pincamento da
triade portal com inducao de isquemia hepatica®. Esta téc-
nica tem sido um dos procedimentos utilizados nas opera-
¢Oes por trauma hepatico e nas resseccoes hepaticas seg-
mentares ou amplas, visando diminuir as perdas sanguine-
as®. No entanto, a manobra de Pringle induz lesdo de IR no
figado remanescente, associada com o aumento da
morbidade e mortalidade™.

Durante a lesdo de IR, ocorrem alteracoes, tais
como, disturbios da microcirculacao hepatica, elevacao da
concentracao sérica de aminotransferases e de
desidrogenase lactica, disfuncdo mitocondrial e
lipoperoxidacao, relacionadas, na sua maioria, a duracao
daisquemia''Z,

O pré-condicionamento isquémico (IPC) & um dos
procedimentos utilizados na protecao do figado das leses
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de IR. Atua no periodo antecedente a isquemia, e consti-
tui-se na inducao de um pequeno periodo de isquemia se-
guido por pequeno periodo de reperfusdo antes do periodo
mais longo de isquemia propriamente dita? '3,

No inicio de 2008, uma revisdo sistematica'®, do
grupo de cirurgia hepatobiliar da Fundagao Cochrane, em
ensaios clinicos, ndo conseguiu evidéncias que suportas-
sem ou refutassem o uso do IPC na cirurgia do figado.
Estudos adicionais foram recomendados para avaliar o pa-
pel do IPC em hepatectomias envolvendo o periodo de
isquemia normotérmica.

O objetivo deste estudo foi analisar a influéncia
do IPC na regeneracao hepatica apés IR e hepatectomia
parcial.

METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Federal
Fluminense (UFF) (n° de registro 049/08).

Foram utilizadas 24 ratas da espécie Rattus
norvegicus, da linhagem Wistar, com 12 semanas de ida-
de, fornecidas pelo NAL — Nucleo de Criacdo de Animais
de Laboratério da UFF. Os animais foram mantidos no
Biotério do Laboratério de Nutricdo Experimental da UFF,
até que completassem idade ideal para procedimento ci-
rurgico. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em
quatro grupos cirurgicos: Grupo Controle — SHAM (n=6) —
composto por ratos submetidos a laparotomia, simulacéo
cirtrgica e observacao sob anestesia durante 60 minutos,
periodo correspondente aos dos demais grupos; Grupo
Hepatectomia — HEP (n= 6) — composto por ratos subme-
tidos a hepatectomia parcial apds 55 minutos da abertura
da cavidade; Grupo Isquemia e Reperfusdo — GIR (n=6) —
composto por ratos submetidos a isquemia de 30 minutos
e posterior hepatectomia parcial; Grupo Pré-condicionamen-
to — PRE (n= 6) — composto por ratos submetidos ao IPC de
10/10 minutos seqguido de 30 minutos de isquemia e poste-
rior hepatectomia parcial.

Foi utilizado durante todo o procedimento ope-
ratério, microscopio cirdrgico nos aumentos de seis a 16
vezes e instrumental microcirdrgico. Todos os animais fo-
ram submetidos a laparotomia mediana, iniciando no apén-
dice xifoide, com 5cm de extensdo. Realizada a seccao
dos ligamentos falciformes e corondrio esquerdo e a iden-
tificacdo e isolamento do pediculo hepatico, englobando o
ducto biliar, artéria hepatica e veia porta. Nos grupos HEP,
GIR, PRE foi realizada hepatectomia parcial de 70%, pela
retirada dos lobos mediano e lateral esquerdo. Os figados
ressecados foram pesados.

Também em todos os animais, apos revisao da
hemostasia, o fechamento da parede da cavidade abdo-
minal consistiu de um plano musculo aponeurdtico com
sutura continua com fio nailon 4-0 e sutura separada de
pele com nailon 5-0.

Apds 48 horas em observacao, foram
relaparotomizados para realizacdo de coleta de sangue
através de puncao da veia cava infra-hepatica e remocao
dos lobos remanescentes e, em seguida, eutanasiados.

O figado remanescente foi retirado e pesado. O
percentual da massa hepatica regenerada foi calculado,
conforme a formula: %=[C " (A ” B)J/A x 100%, onde:
A= peso total estimado no momento da hepatectomia
parcial; B= peso do figado ressecado, (aproximadamente
70% do peso total do figado) e C= peso do figado regene-
rado no momento do sacrificio.

Para avaliar a lesdo hepatica foram feitas as
analises bioquimicas de alanina aminotransferase (ALT), e
aspartato aminotransferase (AST).

Para a andlise imunoistoquimica com o PCNA
as imagens foram captadas e analisadas, em procedimen-
to cego, com o auxilio do microscépio de luz, sendo feito
contagem de 1000 células, evidenciando os nucleos mar-
cados e negativos.

Todos os dados foram expressos sob forma de
tabelas com os valores de médias + desvio-padrao. Para a
analise dos resultados foram aplicados os testes segundo a
natureza das variaveis. Para a analise dos resultados e com-
paracdo entre os grupos, foi aplicado o teste de Mann-
Whitney. Adotou-se o nivel de significancia de 0,05 ou 5%
(p< 0,05).

RESULTADOS

Os pesos finais dos figados remanescentes apre-
sentaram regeneracdo em torno de 60% apés a
hepatectomia em todos os grupos (Tabela 1), ndo ocorren-
do diferenca estatistica entre eles (Tabela 2).

Foram calculadas a média e o desvio-padrao de
ALT, AST e do percentual de positividade do PCNA (Tabe-
la 3). O grupo GIR obteve o maior valor de ALT e AST (324
e 1442, respectivamente) e observou-se que o grupo PRE
teve valores de ALT e AST (187,5 e 988, respectivamente)
menores do que os do grupo GIR. Em relacado as
transaminases, houve diferencas significativas entre os gru-
pos HEP-SHAM, GIR-SHAM, PRE-SHAM e GIR-PRE (p<
0,05).

Quanto ao percentual de positividade para o
PCNA, o grupo HEP teve o maior percentual (52,25%),
enguanto que o grupo SHAM apresentou os valores mini-
mos de PCNA (5,67 %) (Tabela 3). Apenas o grupo SHAM,
guando comparado com os demais grupos, obteve dife-
renca significativa.

DISCUSSAO

Neste trabalho, o pré-condicionamento
isquémico nao foi capaz, em 48 horas, de aumentar a pro-
liferacdo celular apds isquemia e reperfusdo seguida de
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Tabela 1 - Médias dos valores do peso total hepatico, peso inicial, peso final e peso do lobo remanescente dos grupos SHAM,
HEP, GIR e PRE.

Grupos Peso Total (A) Peso Inicial (B) Peso Final (C) Peso da Parte

Regenerada (C- (A-b))
Gramas Gramas Gramas Porcentagem Gramas Porcentagem

SHAM 6,84 6,84

HEP 6,59 4,62 5,95 90,01% 3,97 60,03%

GIR 6,5 4,55 5,85 89,93% 3,9 60,00%

PRE 6,6 4,62 6,14 93,18% 4,16 63,16%

Tabela 2 - Teste Mann-Whitney para comparacdo de ALT, AST, percentual de positividade do PCNA e regeneracdo dos hepatécitos

dos grupos SHAM, HEP, GIR E PRE.

Teste de Mann-Whitney ALT AST PCNA Regeneracéao
HEP-GIR 0,69 0,07 0,22 0,81
HEP-PRE 0,14 0,81 0,93 0,47
HEP-SHAM 0,005* 0,005* 0,005* -
GIR-PRE 0,02* 0,02* 0,93 0,23
GIR-SHAM 0,005* 0,005* 0,01* -
PRE-SHAM 0,005* 0,005* 0,005* -

valores com * indicam diferencas significativas (P<0,05)

Tabela 3 - Média e desvio-padrdo de ALT, AST e percentual de positividade do PCNA dos grupos SHAM, HEP, GIR E PRE.
Média (+ desvio-padrao)

Grupo ALT AST PCNA

SHAM 41,333+ 2,42 216,5 = 22,01 567 + 5,48

HEP 292,5 =+ 133,01 1089 + 395,98 52,25 + 22,18

PRE 1875 =+ 35,76 988 =+ 291,5 43,84 + 27,42

GIR 324 + 119,34 1442 + 249,11 38,75 = 13,50

hepatectomia parcial. No entanto, diminuiu a lesao hepa-
tica apds a hepatectomia.

Um dos procedimentos utilizados para proteger
o figado da IR é o IPC, que se baseia na premissa dos
tecidos adquirirem resisténcia aos efeitos da IR através da
exposicao prévia a breves periodos de oclusao vascular'?.
O curto intervalo de tempo de isquemia durante o IPC ge-
raria estresse oxidativo leve, induzindo mecanismos de
defesa natural.

Neste trabalho, as hepatectomias foram realiza-
das conforme o modelo experimental de regeneracao he-
patica em ratos Wistar descrito por Higgins e Anderson,
em 1931. A hepatectomia parcial descrita por esses pes-
quisadores é considerada um dos melhores modelos para
o estudo de regeneracdo hepaética, pois permite a defini-
cao precisa do inicio do estimulo regenerativo. Consiste na
resseccdo dos lobos lateral esquerdo e mediano, que

correspondem a aproximadamente 70% da massa hepati-
ca total. Os lobos lateral direito e caudado, que
correspondem, respectivamente, a cerca de 24% e 6 %
da massa hepatica total, sdo mantidos intactos'.

Na regeneracao hepatica os hepatdécitos sao
ativados principalmente por citocinas para iniciar a fase de
ciclo celular, na qual ocorre ativacdo de genes que levam
os hepatocitos da fase GO para a fase G1. Neste processo
estdo envolvidas vérias proteinas, fatores de crescimento,
quinases ciclo dependentes'>'®. As células progridem pelo
ciclo celular, passando para a fase S, havendo sintese do
DNA. Segue-se para a fase G2 (de replicacdo), em que
sdo sintetizadas as proteinas necessarias para a divisao
celular, e, por fim, a fase da mitose (M) propriamente dita'.
Apds uma fase de intenso crescimento e re-estruturacao
do parénquima hepatico, o processo regenerativo cessa'®'®,
Os hepatdcitos sao os primeiros a se proliferarem, constitu-
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indo cerca de 90% da massa hepatica e 60% do ndmero
total de células™". Por isso, optou-se por avaliar a prolife-
racdo celular dos hepatdcitos.

Para a deteccdo da proliferacao celular em vari-
os tecidos, tém-se usado diferentes métodos que forne-
cem informacoes a respeito do crescimento e reparacao
teciduais. Uma técnica utilizada é o uso do antigeno nu-
clear de proliferacdo celular (PCNA), que é expresso na
fase G1 tardia e durante a fase S do ciclo celular™.

A lesdo hepéatica foi avaliada a partir do nivel
das enzimas hepaticas, ALT e AST, que, acima do normal,
indicam algum dano hepético'. Na lesdo hepatocelular leve,
a forma predominante no soro é a citoplasmatica, enquan-
to que em lesdes graves, ha liberacdo de enzima
mitocondrial elevando a relacdo AST/ALT. Neste caso, os
valores de ALT podem ter diminuicao mais rapida por te-
rem sido primeiramente lancados na corrente circulatéria
permanecendo, portanto, os valores de AST elevados por
mais tempo, ocasionando a elevacao da relacdo AST/ALT?.

Neste experimento, os animais submetidos a
hepatectomia obtiveram aumento do peso do figado re-
manescente de cerca de 60%. Esse percentual se deve ao
tempo de observacao, 48 horas, ja que o processo de res-
tauragdo da massa original leva de cinco a sete dias?'.

Neste trabalho, os grupos onde os animais fo-
ram submetidos a hepatectomia apresentaram valores de
ALT acima do normal (considerando os valores de 26 e 78
U/l como fisiolégicos para a espécie)'®. A diferenca signifi-
cativa encontrada entre os grupos GIR e PRE demonstra a
diminuicao da lesdo hepatica com o IPC. Considerando os
valores de 157 Ul/l a 246 Ul/I como fisioldgicos para a
enzima hepatica AST para a espécie estudada’®, apenas o
grupo SHAM apresentou valores dentro dos limites nor-

ABSTRACT

mais. Também neste caso, a diferenca significativa dos
grupos GIR e PRE reforca a protecdo do IPC sobre o figado,
conforme descrito por outros autores em trabalhos experi-
mentais e clinicos'>2%-24,

Nesta pesquisa, com relacdo ao percentual de
positividade do PCNA, o grupo HEP teve o maior indice,
seguido dos grupos PRE, GIR e SHAM, respectivamente. O
grupo SHAM se difere significativamente dos demais gru-
pos, no entanto, esses nao apresentaram diferenca signifi-
cativa quando comparados entre eles. Esse resultado de-
monstra que, apesar da maior proliferacdo celular do grupo
com pré-condicionamento isquémico, este ndo demonstrou
capacidade de aumenta-la significativamente, ja que ela se
apresentou diminuida pela lesdo de IR em relacdo aos ani-
mais submetidos somente ao estimulo da hepatectomia.

Em um estudo prospectivo, Clavien et al. 2> mos-
traram a eficiéncia do IPC em reduzir as lesoes de IR, no
primeiro estudo clinico envolvendo o IPC do figado em
pacientes submetidos a hepatectomia. No entanto, eviden-
ciou algumas situacoes onde o IPC foi ineficaz, como em
resseccdes maiores que 50%. Azoulay et al.** relataram
pela primeira vez o uso do IPC no transplante clinico de-
monstrando maior tolerancia a lesdo de IR, mas identifica-
ram piora da funcao hepatica inicial.

Esse trabalho experimental analisa somente o
tempo de 48 horas apds a hepatectomia, mas corrobora os
trabalhos clinicos'#%324 que ndo permitem, em resseccoes
ampliadas, fazer indicacao definitiva do uso do pré-condi-
cionamento isquémico.

Em concluséo, o pré-condicionamento isquémico
diminuiu a lesao hepéatica apds a hepatectomia, mas nao
melhorou a regeneracao apoés a lesao de isquemia e
reperfusao.

Objective: To evaluate liver regeneration modulated by ischemic preconditioning after ischemia, reperfusion and partial hepatectomy.
Methods: We used 24 Wistar rats of 12 weeks of age, which were randomly assigned into four groups: control (SHAM), hepatectomy
(HEP), ischemia and reperfusion (IRG) and Ischemic Preconditioning (SRG). Analyses were made on liver enzymes ALT and AST,
assessment of regeneration through the initial and final weight of the liver and the proliferation of hepatocytes by immunohistochemical
analysis with Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA). Results: In all groups there was liver regeneration, with no statistically
significant difference between them. There were significant differences in ALT and AST between groups HEP and SHAM, PRE and
GIR, GIR and SHAM and PRE and SHAM (p <0.05). There were also significant differences in the PCNA labeling of the SHAM group
as compared to other groups (p <0.05). Conclusion: The ischemic preconditioning decreased liver injury, but did not influence the

regeneration up to 48 hours.

Key words: Hepatic regeneration. Ischemic preconditioning. Ischemia. Reperfusion. Hepatectomy.
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