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RESUMDO

Objetivo: avaliar se a colectomia, associada a hepatectomia 70%, influencia a regeneracao do figado em ratos. Métodos: foram utiliza-
dos 18 ratos Wistar distribuidos em trés grupos de seis animais cada. No grupo | (sham) foi realizada laparotomia; no grupo Il colectomia
+ hepatectomia 70%; no grupo lll apenas hepatectomia 70%. No sexto dia pés-operatério foi colhido sangue por puncéo cardiaca, sob
anestesia, sequido de eutanasia. Foram realizadas dosagens séricas de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
albumina e fosfatase alcalina (FA), fator de crescimento de hepatécitos (HGF) e fator de crescimento transformador-a (TGF-a). A regene-
racao do figado foi calculada pela féormula: razédo peso do figado por 100g do peso corporal no momento da eutanasia/peso do figado
no pré-operatério projetado por 100g de peso corporal x100. Resultados: Os niveis de ALT e AST foram significativamente menores
no grupo Il quando comparados com o grupo lll (p<0,001). A albuminemia mostrou niveis significativamente mais elevados no grupo Il.
Os niveis de HGF e TGF-a no grupo Il foram significativamente mais elevados que no grupo lll. O percentual de regeneracao hepética foi
significativamente mais elevado no grupo Il do que no grupo lll. Conclusado: o estudo demonstrou que a colectomia realizada simulta-
neamente a hepatectomia 70% influenciou positivamente na regeneracao do figado em ratos. Pesquisas adicionais séo necessarias para
revelar os mecanismos moleculares deste efeito e para caracterizar a influéncia do célon na fisiologia do figado.

Descritores: Regeneracao Hepética. Colectomia. Hepatectomia. Ratos.

INTRODUCAO

figado é um dos 6rgaos mais complexos do corpo
humano. Sua massa é mensurada em uma proporcao

com o peso corporal dos individuos', e esta razdo é res-
taurada apds uma resseccao hepatica?. Metade de todos
0s pacientes com cancer colorretal desenvolve metastases
hepaticas no decurso dessa doenca®. Pacientes com me-
tastases podem se beneficiar com a resseccdo hepatica,
pois proporciona uma oportunidade para a cura*, sendo
a segmentectomia isolada e a lobectomia as intervencoes
cirtrgicas mais comuns. Os resultados tém sido relativa-
mente bons, desde que a margem de seguranca da res-
seccdo e a reserva funcional hepatica sejam adequadas®.
Tem sido relatado que a sobrevida em longo prazo apds
resseccao hepatica para metdastases colorretais tem me-
lhorado significativamente nos Ultimos anos®. Estes fatos
justificam o estudo da regeneracdo hepatica na vigéncia
de colectomia simultanea, pela alta incidéncia da doenca
colorretal com metastases e pela frequéncia com que es-
sas operacoes sao realizadas no mesmo tempo operatorio.
A regeneracdo do figado tem sido objeto de es-

tudos ao longo dos anos. Todavia 0s mecanismos pelos
guais o 6rgao é estimulado a replicacao e a relacdo entre
as células e citocinas ainda nao foram totalmente eluci-
dados. Fatores nutricionais e outros tém sido avaliados,
todos demonstrando alguma influéncia no processo de
regeneracao’. Novos conhecimentos tém surgido sobre
a regeneracao hepéatica, dando énfase a atuacdo de fa-
tores de crescimento e outras citocinas''. Em modelos
animais, os mecanismos de regeneracdo hepatica tém
sido investigados em detalhes. Os hepatdcitos expressam
precocemente o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e a
interleucina-6 (IL-6), produzidos principalmente pelas cé-
lulas de Kupffer, e a proliferacao e o crescimento de hepa-
tdcitos sdo induzidos principalmente em resposta ao fator
de crescimento transformador- o (TGF- a) e ao fator de
crescimento hepatocitos (HGF), entre outros'®.

Um dos primeiros estudos a investigar a partici-
pacdo do coélon na regeneracao hepdtica analisou o efei-
to da ileocolectomia associada a hepatectomia a 50% na
resposta regenerativa, onde foram avaliadas a atividade
de timidina-quinase e as figuras de mitose, como marca-
dores de regeneracdo. Este procedimento cirtrgico gerou
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uma resposta regenerativa significativamente maior do
gue somente a hepatectomia ou apds hepatectomia com
resseccao do ileo, quando foram comparados entre si'2.
Moser et al.’?, em 2006, estudaram a participacao de fa-
tores genéticos na regeneracdo hepatica apoés colectomia.
Entretanto, estudo de Hachiya et al.’#, em 2008, concluiu
pela reducdo no processo de regeneracdo hepatica apds
resseccao sincronica do figado e célon em ratos.

Diante da controvérsia, procuramos contribuir
com o tema. O objetivo do presente estudo foi examinar
a influéncia da resseccdo extensa do colon na funcao e
regeneracdo do figado em modelo experimental em ratos.

METODOS

O Comité institucional de Etica no Uso de Ani-
mais aprovou o projeto de pesquisa sob protocolo no 054-
10. O cuidado com o uso dos animais seguiu os padrées
da legislacao brasileira para o uso cientifico de animais (Lei
11.794/2008, CONCEA).

Foram utilizados 18 ratos Wistar (Rattus norve-
gicus) machos, adultos com peso de 294+13 g, forne-
cidos pelo biotério do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN). Os
animais foram mantidos em gaiolas individuais de poli-
propileno com ciclos de 12 horas claro-escuro, umidade e
temperatura controladas, com acesso “'ad libitum" a dgua
e racao para roedores. Por sete dias, que antecederam ao
experimento, permaneceram no laboratério para aclima-
tacdo. Um dia antes das intervengdes cirdrgicas ingeriram
apenas agua, sendo entdo divididos aleatoriamente em
trés grupos com seis ratos cada: no grupo | (sham) foi re-
alizada laparotomia; no grupo Il colectomia + hepatecto-
mia 70%; no grupo lll apenas hepatectomia 70%. Todos
0s animais foram anestesiados com injecdo intraperitonial
de cetamina (70mg/kg) e xilazina (10mg/kg), e operados
com técnica asséptica apos tricotomia da parede abdomi-
nal e antissepsia com alcool etilico 70%.

Os animais do grupo I, hepatectomia a 70%
+ colectomia, foram submetidos a laparotomia mediana,
através da qual se realizou a resseccao de todo o ceco e
5cm do célon proximal, procedendo-se a anastomose tér-
mino-terminal ileo-célica, em plano Unico, com fio de poli-
propileno 6-0, com pontos simples separados, com auxilio

de microscopio cirdrgico DFV (Sao Paulo, Brasil), aumento
10x. Concomitantemente, foram ressecados os lobos
esquerdo e mediano do figado (hepatectomia 70%). No
grupo lll, hepatectomia, os animais foram submetidos a
resseccao dos lobos esquerdo e mediano do figado (he-
patectomia 70%). No grupo sham, procedeu-se a lapa-
rotomia mediana e leve manipulagdo do ceco e figado
nas mesmas condicdes de anestesia e antissepsia. Apos
conferida a hemostasia em todos os animais, a incisao
abdominal foi suturada em dois planos com fio de nylon
4-0. Terminadas as intervencdes cirtrgicas, o controle
da dor pos-operatdria foi feito com meperidina intra-
muscular na dose de 10mg/Kg, uma vez ao dia, nos trés
primeiros dias. Os animais permaneceram em observa-
cao por seis dias, durante os quais foram observados os
parametros de perda de peso através da pesagem em
balanca digital, com sensibilidade para variacao a partir
de um grama.

Os animais receberam apenas agua nas pri-
meiras 24 horas do pés-operatério, seguido de dieta so-
lida até a eutanasia e, no periodo de observacao, foram
mantidos em sala de controle pds-operatorio. No sexto
dia pés-operatério os animais foram pesados e aneste-
siados com a mesma técnica antes descrita, e colhidas
amostras de 5ml de sangue, por puncao cardiaca, para
realizacdo de exames laboratoriais, e submetidos a eu-
tanasia com superdose de anestésico (thiopental sédico
100mg/Kg intraperitonial). O figado remanescente (lobo
direito) foi ressecado, lavado com solucéo salina 0,9% e
pesado em balanca de precisao. No grupo sham o figa-
do completo foi pesado.

Dosagens séricas

O soro de sangue total colhido dos animais no
sexto dia pos-operatério foi processado por centrifuga-
¢ao a 3000rpm por dez minutos, e estocado a -40°C até
dosagem. Foram dosados os niveis séricos de aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
albumina e fosfatase alcalina (FA) em todos os animais
com kits Wiener, Autoanalisador Konelab, Finland. O
método ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) foi
usado para dosagem do fator de crescimento de hepa-
tocitos (HGF) e do fator de crescimento transformador-a
(TGF-a) utilizando Kits ABCAM, (Massachusetts, USA) e
leitora de microplacas (BioTek, Vermont USA).
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Calculo da regeneracao hepatica

Inicialmente foi calculada a razdo massa he-
patica/massa corporal dos animais do grupo sham
(RMHMC). Apds o periodo de observacao os ratos foram
pesados (B) em balanca de precisdo, o figado foi total-
mente removido e igualmente pesado (A). Os dados ad-
quiridos foram expressos como percentagem da razao
de A para B, multiplicada por 100, calculada pela férmu-
la: RMHMC= (Massa hepética / Massa corporal) x 100.

Essa razao estabeleceu o percentual que o figa-
do representa sobre a massa corporal de cada animal. As
alteracées na RMHMC dos animais dos grupos estuda-
dos foram avaliadas como grau de regeneracao hepati-
ca. A Regeneracao hepatica (RH) foi definida como: RH=
(IRMHMCeuta-RHMCp6s] / RHMCpés) x 100. Onde: RH
é Percentual de regeneracao hepatica; RMHMCeuta é Ra-
zao de Massa Hepdatica com relagcdo a Massa Corporal na
eutanasia (ap6s periodo de observacdo); RMHMCpss é
Razdo de Massa Hepdatica com relacdo a Massa Corporal
no poés-operatoério imediato (logo apds a hepatectomia).

Andlise estatistica

O teste ANOVA seguido do teste de Tukey foi
usado para comparar os parametros de dosagens labo-
ratoriais entre os grupos. Para avaliar a diferenca entre

as médias da regeneracao hepatica entre os grupos, uti-
lizou-se o teste t de Student. Para todos os testes ado-
tou-se o nivel de significancia de 5%, utilizando o paco-
te estatistico SPSS®21.

RESULTADOS

Todos os animais sobreviveram aos experi-
mentos e ndo houve diferenca significativa na evolu-
cdo de seus pesos corporais, comparando 0s grupos.
As dosagens bioquimicas demonstraram, no sexto dia
pds-operatdrio, niveis significativamente mais elevados
de ALT nos animais submetidos a hepatectomia 70%
+ colectomia quando comparado com o grupo sham
(p<0,01). Entretanto, os niveis de ALT, AST e FA no gru-
po de animais submetidos apenas a hepatectomia 70%
mostraram-se significativamente mais elevados do que
no grupo hepatectomia 70% + colectomia (p<0,01). A
albuminemia mostrou-se significativamente maior nos
ratos dos grupos sham e hepatectomia 70% + colecto-
mia do que no grupo hepatectomia (p<0,01). Nao hou-
ve diferenca significante entre os niveis de albuminemia
dos grupos sham e hepatectomia 70% + colectomia
(p>0,05). Os valores dos dados bioquimicos estao resu-
midos na tabela 1.

Tabela 1. Valores de dados bioquimicos e respectiva interpretacao estatistica.

Sham Hepatectomia 70% + colectomia Hepatectomia 70%
ALT(ui/) 46,6+3,01° 128,7+£5,12 208,4+19,3°
AST (ui/l) 50,05+2,17° 49,1+2,04° 69,7+2,7%
F A (ui/l) 154,6+15,3° 161,5+6,1° 211,6+13,7%®
Albumina (g/l) 4,6+0,42 4,1+0,2° 3,4+0,3%

Teste de Tukey: Valores de média+dp sequidos de mesma letra tém diferencas estatisticamente significantes com p<0,01. AST, Aspartato aminotrans-

ferase; ALT, Alanina aminotransferase; FA, Fosfatase alcalina.

Observa-se na tabela 2 que os valores das dosa-
gens do HGF e do TGF-a dos animais do grupo submetido a
hepatectomia 70% + colectomia foram significativamente
maiores do que nos ratos dos grupos sham e hepatectomia
70% (p<0,01).

O célculo do percentual de regeneracao hepati-
ca revelou que nos animais do grupo hepatectomia 70%
+ colectomia ocorreu regeneracao significativamente maior
do que nos animais submetidos a hepatectomia isolada
(p=0,003). Os dados estdo resumidos na tabela 3.
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Tabela 2. Valores de dados dos fatores de crescimento e respectiva interpretacao estatistica.

Sham Hepatectomia 70% + colectomia Hepatectomia 70%
HGF (Fator de
crescimento de 282,8+13,32 408+18,2° 360+58,6°
hepatdcitos) pg/ml
TGF- a (Fator
de crescimento 0,93+0,1° 3,8+0,3° 2,3+0,42
transformador- a) ng/ml
Teste de Tukey: Valores de média + dp sequidos de mesma letra tém diferencas estatisticamente significantes com p<0,01.
Tabela 3. Dados descritivos e teste inferencial da regeneracdo hepatica.
Grupos
Hepa;gc(i/’([)omla Hepatectomia 70%+colectomia p-valor
Regeneracao (%) 18,8+8,90 52,7+16,32 0,003

Meédia + desvio padréo (teste t de Student).

DISCUSSAO

A regeneracao hepdatica é um tema muito com-
plexo e que desperta grande interesse devido a forma
como acontece, através interacdes celulares, mecanis-
mos humorais, moleculares e influéncia de 6rgaos do sis-
tema porta, que ainda nao foram integralmente elucida-
dos. Em estudo anterior, demonstramos que o ileo atua
positivamente nos parametros de regeneracdo hepatica
em ratos'.

O presente estudo mostrou que os animais
submetidos a hepatectomia 70% simultanea a uma res-
seccdo do ceco e parte do cédlon tiveram regeneracao
hepatica significativamente melhor durante o periodo
de observacdo do que os animais submetidos a hepatec-
tomia 70% isolada. A resseccdo hepatica 70% simulta-
nea a colectomia ndo aumentou o risco de complicacoes
pds-operatorias e todos os ratos sobreviveram até o final
dos experimentos. Nossos resultados sugerem que a res-
seccdo simultanea do célon e do figado contribuiu para
melhorar os parametros de regeneracdo hepdtica ava-
liada no sexto dia pds-operatério e, ao mesmo tempo,
as provas de lesdo e funcdo hepatica tiveram niveis mais
favoraveis do que nos animais com hepatectomia isola-
da. Hachiya et al." realizaram uma ileocolectomia simul-
taneamente a hepatectomia em ratos e concluiram que
houve reducao na regeneragdo e comprometimento na
funcao das células endoteliais no figado remanescente.

Uma critica que pode ser feita ao seu modelo, é que foi
acrescentada resseccdo de ileo aos animais. Sabidamen-
te, o ileo é essencial ao processo de regeneracao hepati-
ca'. Estudo em ratos submetidos a hepatectomia e res-
seccdo simultanea de segmento de apenas 1cm do célon
concluiu que houve maior grau de regeneracao hepatica
do que nos animais submetidos a hepatectomia isolada'®.
Percebe-se que o tema é controverso, os estudos sao es-
cassos na literatura e a metodologia muito variada.
Analisamos indiretamente o grau de compro-
metimento hepético devido a injuria provocada pelas in-
tervencdes no figado e no célon, através dos marcadores
ALT, AST, FA e albumina. Tratando-se de uma enzima ci-
toplasmatica e mitocondrial, a AST é encontrada em mui-
tos érgdos além do figado, incluindo coragdo, musculo
esquelético, rins e tecidos cerebrais. Entretanto, a ALT
é citoplasmatica, principalmente encontrada no figado e
mais especifica do que a AST". As transaminases séricas
sdo sensiveis na demonstracdo de danos aos hepatdci-
tos e independente de fatores etiolégicos, seus valores
permanecem em niveis elevados enquanto as lesées he-
paticas persistem'’. Na tabela 1 observa-se que os niveis
de ALT foram mais elevados no grupo hepatectomia +
colectomia em relacdo ao sham, e esse nivel sérico foi
significativamente menor do que no grupo hepatectomia
isolada. No que diz respeito a AST, FA e albumina, seus
niveis séricos ndo tiveram diferenca significante com-
parando os grupos hepatectomia + colectomia e sham.
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Esses dados sdo relevantes, pois podem significar que a
auséncia do colon deve ter exercido um efeito protetor
hepatico e influiu positivamente na regeneracao do fi-
gado.

Para o célculo do percentual de regeneracao
hepatica optou-se por comparar apenas os dois grupos
com hepatectomia, pois no grupo sham ndo houve inter-
vencdo no figado e a regeneracdo hepética foi conside-
rada nula.

Existem muitos fatores de crescimento pro-
duzidos pelos hepatécitos durante a regeneracao'®. O
TGF-a tem demonstrado ser mitogénico para os hepa-
tocitos em culturas, sendo mais ativo que outros fatores
de crescimento, que sdo mitogénicos para varios tipos
de células ndo parenquimatosas, especialmente as célu-
las endoteliais. Camundongos deficientes em TGF-a tém

ABSTRACT

uma resposta normal em termos de regeneracdo hepa-
tica apos hepatectomia’. E bem conhecido que o HGF
é um potente fator de proliferacdo de hepatécitos'™. No
presente estudo, a associacao da colectomia com a hepa-
tectomia teve uma relacao positiva com os niveis séricos
de HGF e TGF-a no sexto dia pés-operatorio, coincidindo
com maior percentual de regeneracdo hepatica do que
no grupo de animais submetidos a hepatectomia isolada.
Esses achados sdo consistentes com resultados de outros
autores?.

Nosso estudo demonstrou que a colectomia
influenciou positivamente na regeneracdo do figado
ap6s hepatectomia 70% em ratos. Pesquisas adicionais
sao necessarias para revelar os mecanismos moleculares
deste efeito e para caracterizar a influéncia do célon em
outros parametros da fisiologia do figado.

Obijective: to evaluate whether colectomy, associated with 70% hepatectomy, influences liver regeneration in rats. Methods: we dis-
tributed 18 Wistar rats in three groups of six animals each. In group | (sham), we performed laparotomy; In group Il, colectomy + 70%
hepatectomy; In group i, only 70% hepatectomy. On the 6th postoperative day, we collected blood by cardiac puncture under anesthesia,
followed by euthanasia. We performed serum dosages of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), albumin and
alkaline phosphatase (AF), hepatocyte growth factor (HGF) and transforming growth factor-o. (TGF-a). We calculated liver regeneration
by the formula: liver weight ratio per 100g body weight at the time of euthanasia / liver weight preoperatively projected for 100g body
weight x 100. Results: ALT and AST levels were significantly lower in group Il when compared with group Il (p<0.001). Albuminemia
showed significantly higher levels in group Il. Levels of HGF and TGF-1 in group Il were significantly higher than in group Ill. The percentage
of hepatic regeneration was significantly higher in group Il than in group lll. Conclusion: Colectomy performed simultaneously with 70%
hepatectomy had a positive influence on liver regeneration in rats. Further research is needed to reveal the molecular mechanisms of this
effect and to characterize the colon influence in liver physiology.

Keywords: Liver Regeneration. Colectomy. Hepatectomy. Rats.
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