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RESUMDO

Objetivo: avaliar a influéncia do acido acetilsalicilico (AAS) na proliferacao celular apds hepatectomia parcial em ratos. Métodos: 40
ratos Wistar machos foram separados em quatro grupos com dez ratos cada. Grupos 1 e 2 (controles): submetidos a hepatectomia
parcial de 30% e, ap6s um (grupo 1) e sete dias (grupo 2), a eutanasia; administracao didria de solucao fisioldgica 0,9% (1mL por
200g de peso). Grupos 3 e 4 (experimentos): submetidos a hepatectomia parcial de 30% e, apds um (grupo 3) e sete dias (grupo 4),
a eutanasia; administracdo diaria de AAS (40mg/mL, TmL por 200g de peso). Realizou-se a contagem do nimero absoluto de células
coradas com PCNA em fotomicrografias, em cinco campos e calculo da média de células positivas por animal e por grupo. Resultados:
A meédia final de células PCNA+ por grupo foi: no grupo 1, de 17,57 £ 6,77; no grupo 2 de 19,31 = 5,30; no grupo 3, de 27,46 +
11,55; e, no grupo 4, de 12,40 = 5,23. Nao houve diferenca significante nos dois tempos de avaliacdo no grupo controle (p=0,491),
mas houve no grupo experimento (p=0,020), observando-se menor nimero de células PCNA+ no sétimo dia. A comparagao entre os
dois grupos, no primeiro dia, mostrou mais células PCNA+ nos figados dos animais que receberam AAS (p=0,047), e no sétimo dia o

numero foi menor no grupo experimento (p=0,007). Conclusao: O AAS induziu maior proliferacao hepatocitaria.

Palavras-chave: Regeneracao Hepatica. Aspirina. Hepatectomia.

INTRODUCAO

ma das principais caracteristicas do figado é
Ua capacidade de regeneragdo. Entretanto, a
resposta primaria do 6rgdo frente a diferentes lesdes
nem sempre é essa, podendo concorrer com fibrose
e necrose hepatocitaria’. A fibrose hepatica resulta
de resposta sustentada as lesbes hepaticas cronicas e
a trombose de vasos intra-hepaticos, que estimulam a
secrecdo exacerbada da matriz extracelular pelas células
estreladas?. A necrose ocorre em contextos de lesdes
hipoxémicas ou toxicas graves, situacdes nas quais
as células hepaticas, incapazes de manter as funcbes
homeostaticas basicas, perdem a integridade3.

O figado apresenta capacidade Unica de
regeneracao. Mesmo ap6s remocdo de 70% da massa

total, o tecido remanescente é capaz de crescer,
recuperando volume e funcao originais®. Esse processo
depende de uma série de citocinas e fatores de
crescimento, que estimulam a angiogénese e coordenam
a hipertrofia e a hiperplasia dos hepatdcitos.

As plaquetas parecem apresentar dualidade
de papéis na regeneracao hepatica: liberam citocinas
pré e anti-fibroticas, podendo tanto exacerbar a fibrose
parenquimatosa e prejudicar a regeneracdo, quanto
suprimir essa fibrogénese e estimular o processo
regenerativo®. Além disso, a formacdo de microtrombos
no sistema venoso hepatico mediada pela agregacao
plaguetdria é associada a atrofia e a fibrose hepaticas
em figados transplantados®. Por isso, sugere-se que
terapias anti-trombogénicas possam exercer alguma
influéncia na reducao da fibrose hepética, nesses casos’.
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O acido acetilsalicilico (AAS), assim como outros
medicamentos antiplaquetdrios, parece exercer papel
importante na modulacdo da fibrose hepatica’. O AAS é
um anti-inflamatoério com propriedade de antiagregacao
plaguetaria amplamente utilizado na pratica clinica. O
principal mecanismo de acdo é a inibicdo da enzima ciclo-
oxigenase (COX), a qual converte o acido aracd6nico em
prostaglandinas®, substratos da sintese de tromboxano
A2, composto produzido pelas plaquetas e responsavel
pela agregacao plaquetaria®.

A influéncia do AAS na progressao da fibrose
hepatica e o papel na progressdo de doencas hepaticas
cronicas sao temas amplamente abordados na literatura.
Estudos mostram que o tratamento com AAS pode
estar associado a menor risco de progressdo de fibrose
hepédtica, a reducdo no risco de desenvolvimento de
hepatocarcinoma e de mortalidade por doencas hepaticas
cronicas'® 3,

A maioria dos estudos aborda o uso do farmaco
na progressao da fibrose de figados ja cirréticos', sendo
a funcdo do AAS pouco compreendida na regeneracdo
hepatica de figados saudaveis. Assim, o presente estudo
tem como objetivo avaliar a influéncia da administracdo
de acido acetilsalicilico na regeneracdo hepatica em
modelo de hepatectomia parcial em ratos Wistar higidos,
machos (ndo-cirréticos), levando em conta os efeitos anti-
inflamatdrio e antiagregante plaquetario.

METODOS

Submeteu-se o projeto ao Comité de Etica
para o Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas
(CEUA-BIO) da Universidade Federal do Parana (UFPR)
que aprovado recebeu o registro 23075.045830/2018-
25, pelo protocolo n° 1214.

A amostra consistiu-se de 40 ratos machos
(Rattus norvegicus albinus, Rodentia mammalia), da
linhagem Wistar, com idade entre 100 e 120 dias e peso
entre 300 gramas e 480 gramas, com média de 399 =
53,84 gramas. Os animais foram alojados no Laboratério
da Disciplina de Técnica Cirurgica e Cirurgia Experimental
da UFPR onde permaneceram no periodo de quarentena
e de todo o experimento. O tamanho da amostra foi
calculado com base em trabalhos anteriores com linha
de pesquisa semelhante, aprovados pelo CEUA-BIO™®.

Manteve-se a temperatura em 20 + 2 graus
centigrados, as trocas de ar proprias do ambiente e a
luminosidade segundo ciclos de claro e escuro de 12
horas. Os animais ficaram em caixas de polipropileno,
préprias para a espécie, contendo maravalha branca
(trocada diariamente), em numero de cinco animais
por caixa. Receberam &gua e racdo padrao comercial,
préprias para a espécie, ad libitum.

Separou-se a amostra, randomicamente, em
quatro grupos, com dez ratos cada. Os animais dos
grupos 1 e 2 constituiram os controles e os dos grupos
3 e 4, os experimentos. Todos foram submetidos a
hepatectomia parcial. Os animais dos grupos controle
receberam, diariamente, solucdo de cloreto de sddio,
0,9%, 1mL por 200g de peso corporal, por gavagem, e
os dos grupos experimentos, acido acetilsalicilico 40mg/
mL, TmL por 200 gramas de peso corporal?®. Os animais
dos grupos 1 e 3 foram submetidos a eutanasia apds 24
horas da intervencdo e os dos grupos 2 e 4, no sétimo
dia apés a intervencao. A medicacao foi iniciada um dia
antes da intervencao e foi mantida até a eutanasia.

Realizou-se hepatectomia parcial segundo
método de Higgins e Anderson (1931)?' modificado,
com resseccao de aproximadamente 30% do figado.
A anestesia, ministrada por veterinario-anestesista,
contemplou injecdo intramuscular de cloridrato de
cetamina (50mg/kg) e cloridrato de xilazina (20mg/
kg), complementada com inducdo via inalatéria com
isoflurano 1 a 1,5% sob mascara associada a oxigénio
100%. Realizou-se tricotomia da parede abdominal
ventral, antissepsia com polivinilpirrolidona-iodo (PVP-I)
e incisao mediana de quatro centimetros. Seccionou-se
o ligamentum teres hepatis, isolando-se o lobo lateral
esquerdo, o qual, apos ligadura com fio algodéo 4.0,
foi ressecado. Posteriormente a revisdo da hemostasia,
procedeu-se a laparorrafia em dois planos, o primeiro,
peritbnio-musculo-aponeurético e o segundo, o
da pele, com sintese em chuleio continuo com fio
monofilamentar de nailon 4.0. Utilizou-se Dipirona
intra-muscular (10mg/kg), para a analgesia.

Ap6s o periodo determinado para cada grupo,
realizou-se a eutandsia, sob vigéncia de anestesia,
conforme protocolo descrito nas Diretrizes da Pratica de
Eutanasia do CONCEA (2013)?? e Guia Brasileiro de Boas
Praticas em Eutanasia em Animais do Conselho Federal

Rev Col Bras Cir 48:€20213164



Biondo-Simdes
Acido acetilsalicilico (Aspirina®) e regeneracao hepatica: estudo experimental em ratos

de Medicina Veterinaria (2013). Realizou-se a inducéo
anestésica com isoflurano inalatério e administrou-se,
por via intra-venosa, solugao de thiopental sédico (10mg/
kg), sequida de puncao cardiaca para administracdo de
solucdo 10% de cloreto de potassio (5mg/kg).

A coleta do figado remanescente iniciou-se
com a tricotomia e a antissepsia da parede abdominal.
Seguiu-se a abertura da cavidade com inciséo em “U”
gue, quando rebatida cranialmente, permitia a exposicao
e a resseccao total do érgéo.

Fixaram-se as pecas ressecadas em formalina
tamponada 10%, enviando-as para analise histoldgica.
Prepararam-se cortes de quatro micrometros de
espessura para coloracdo com imuno-histoquimica com
anticorpo monoclonal priméario anti-antigeno nuclear
de proliferacdo celular (PCNA) com técnica de strepto-
avidina-biotina-peroxidase.

A anélise da proliferacao celular deu-se a partir
da contagem do nUmero absoluto de células marcadas
pelo anti-PCNA (células PCNA+) em fotomicrografias
dos cortes histolégicos e posterior calculo da média
de células positivas por animal e por grupo Utilizou-
se o software ZEN Blue (Carl Zeiss Microimaging, Jena,
Germany) para a contagem das células. Para cada
animal, foram confeccionadas quatro laminas e, em cada
lamina, analisaram-se, com amplificacdo de 400x, cinco
campos de area 4,84cm?, randomicamente marcados. A
contagem fez-se por dois observadores independentes

e, caso constatada diferenca interobservadores maior do
gue 30% entre as médias finais para o grupo, procedeu-
se a andlise por um terceiro observador.

Submeteram-se os dados a analise estatistica
pelos nao-paramétricos de Mann-Whitney
bicaudal para comparacao entre os grupos 1 versus 3
e 2 versus 4; e Kruskal-Wallis para comparacao entre
0s grupos 1 versus 2 e 3 versus 4, adotando-se p<0,05
(5%) como nivel de significancia.

testes

RESULTADOS

Houve dois 6bitos nos grupos 2 e 4, e trés
Obitos nos grupos 1 e 3. Um animal do grupo 1 e outro
do grupo 3 foram excluidos da andlise estatistica por
artefato de técnica na preparacao histolégica. A amostra
final compds-se de 28 animais, distribuidos da seguinte
forma: grupo 1 (seis animais), grupo 2 (oito animais),
grupo 3 (seis animais), grupo 4 (oito animais).

A média de células PCNA+ entre todos os
grupos variou de 7,10 a 44,70, com média total de 18,60
=+ 8,74. A média de células PCNA+ por animal variou,
dentro do grupo 1, entre 11,32 e 26,20, com média final
do grupo de 17,57 + 6,77; dentro do grupo 2, entre
13,90 e 27,67, com média de 19,31 = 5,30; dentro do
grupo 3, entre 15,28 e 44,70, com média de 27,46 +
11,55; e, dentro grupo 4, entre 7,10 e 22,60, com média
de 12,40 £ 5,23 (Tabela 1, Figuras 1 e 2).

Apéndice
Tabela 1. Células Hepéticas PCNA +.
GRUPQOS
1 2 3 4

14,67 23,60 21,47 7,70

11,32 17,40 15,28 7,10

25,85 14,30 44,70 8,20

11,60 24,97 16,80 16,67

15,75 16,55 34,80 11,40

26,20 16,07 31,70 22,60

27,67 12,43

13,90 13,10

Média 17,57 19,31 27,46 12,40
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Desv.Pad. 6,77 5,30 11,55 5,23

% do Desv.Pad 38,53 27,45 44,03 42,78
Maximo 26,20 27,67 44,70 22,60
Minimo 11,32 13,90 15,28 7,10
1x2 Teste de Kruskal-Wallis p=0,439

3x4 Teste de Kruskal-Wallis

1x3 Teste de Mann-Whitney p=0,047

2x4 Teste de Mann-Whitney p=0,007

Legenda: Grupo 1 = Controle de um dia (Sol. Fisiolégica 0,9%, 1mL/200g de peso). Grupo 2 = Controle de sete dias (Sol. Fisiologica 0,9%, 1mL/200g
de peso). Grupo 3 = Experimento de um dia (AAS, 40mg/mL, 1mL/200g de peso). Grupo 4 = Experimento de sete dias (AAS, 40mg/mL, TmL/200g

de peso).
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Figura 1. Hepatocitos PCNA+ por Grupo Experimental.

Legenda: Grupo 1 = Controle de um dia (Sol. Fisiolégica 0,9%, 1
mL/200g de peso) Grupo 2 = Controle de sete dias (Sol. Fisiologica
0,9%, 1 mL/200g de peso) Grupo 3 = Experimento de um dia (AAS,
40mg/mL, 1 mL/200g de peso) Grupo 4 = Experimento de sete dias
(AAS, 40mg/mL, 1 mL/200g de peso).
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Figura 2. Campo de Fotomicrografia de Ldmina Histolégica com Cé-

lulas Hepaticas. Coradas por PCNA Imunohistoquimica, 400x. Células
PCNA+ coradas em marrom.

Na comparacdo intra-grupos, ndo houve
diferenca significante quando comparados os grupos
controle (1 e 2) (p=0,439), embora se tenha encontrado

maior nimero de células PCNA+, no sétimo dia (1 dia

= 17,57 £ 6,77 e 7 dias = 19,31 + 5,30). No grupo
experimento (tratado com AAS) verificou-se maior
numero de células no primeiro dia e menor com sete dias
(p=0,020) (1 dia = 26,78 + 12,08 e 7 dias = 12,40 +
5,23).

Na comparacao inter-grupos, pode-se verificar
que, havia maior nimero de células PCNA+, no grupo
experimento (AAS) na avaliagdo de um dia (Grupo 1 =
17,57 £ 6,77 e Grupo 3 = 27,46 = 11,55), esta diferenca
foi significante (p=0,047). J4 a comparacao entre os dois
grupos com sete dias permitiu verificar que havia maior
numero de células PCNA+ no grupo controle (p=0,007),
(Grupo2=19,31 +5,30 e Grupo 4 = 12,40 + 5,23).

DISCUSSAO

O modelo de hepatectomia parcial em ratos é
o0 modelo classico para estudo da regeneracao hepatica,
tendo sido utilizado por décadas?®. O modelo descrito por
Higgins e Anderson (1931)?' propde a remocao cirlrgica
de dois tercos do figado, resultando em ativacao imediata
do processo regenerativo e recuperacdo completa da
massa do 6rgao apos sete a dez dias?*%¢. A popularidade
do modelo baseia-se em dois importantes aspectos: a
resseccao do tecido hepatico ndo se associa a necrose
macica do tecido remanescente e o tempo de regeneracdo
pode ser precisamente mensurado?’.

O figado dos ratos é composto por cinco
lobos: lobo direito (38%), lobo esquerdo (30%), lobo
caudado (8%) e lobos quadrados (10%)%. A estrutura
multilobular do figado dos ratos, com hilos vasculares
longos e individualizados, permite resseccdo lobar en
bloc, deixando um minimo de tecido isquémico residual?.
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Além disso, a seccdo do parénquima hepatico estimula
imediatamente o inicio da regeneracdo®2’. A inducao da
regeneragao ocorre em momento no qual virtualmente
todos os hepatdcitos encontram-se quiescentes na
fase G0?%; a sintese de DNA comeca 12-16 horas apds
a hepatectomia, e atinge o pico em 24-48 horas?*>%.
Dessa forma, as primeiras 24 horas apés o procedimento
proporcionam periodo Unico para estudo dos hepatocitos,
gue iniciam o ciclo celular, passando do estado GO para
G1 e de G1 para fase S em relativa sincronia®. A taxa de
regeneragao, entao, atinge o maximo entre um e quatro
dias (quando analisado em termos de peso do figado, taxa
de regeneracao hepdtica e proliferacdo de hepatocitos),
completando-se apds oito dias®'.

No presente estudo, analisou-se a influéncia
do &cido acetilsalicilico (AAS) na regeneracdo hepética,
ap6s hepatectomia parcial em ratos. Optou-se por
modificacdo da técnica descrita por Higgins e Andersen
(1931), adotando-se a resseccdo Unica do lobo hepético
esquerdo (aproximadamente 30% do volume do
6rgdo), devido a elevada mortalidade apresentada por
amostra de estudo piloto, quando se ressecava 70%
da massa hepatica. A regeneracao hepatica foi avaliada
um e sete dias apds o procedimento, de acordo com
indicacdo da literatura de que a sintese de DNA atinge
0 pico 24 horas?® apos resseccdo e de gque 0 processo
de regeneracao se completa apés sete a dez dias?42631,

Existem diversos métodos para quantificar
a regeneracao hepatica, incluindo: massa do figado,
contagem de células mitéticas, identificacdo da sintese
de DNA e métodos imuno-histoquimicos. Entre estes,
a coloracdo com anticorpo anti-antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA) é um dos mais comuns.
O PCNA é uma proteina auxiliar da enzima DNA
polimerase delta, essencial para a replicacdo do DNA em
células procariéticas. A expressao é dependente do ciclo
celular, sendo detectada inicialmente na fase G1, com
pico na fase S. Dessa forma, atua como marcador da
entrada das células quiescentes no ciclo celular.

Para determinacdo da proliferacao
hepatocitaria, calculou-se a média de células marcadas
com PCNA (PCNA+) para cada animal e grupo e
compararam-se 0s grupos por meio de teste estatistico
apropriado. No presente estudo a média de células
PCNA+ entre todos os grupos variou de 7,10 a 44,70,

com média total de 18,60 + 8,74. A média de células
PCNA+ foi menor no grupo 4 (12,40 + 5,23) e maior no
grupo 3 (27,46 £ 11,55).

A andlise do primeiro dia mostrou ndmero de
hepatocitos em replicacdo muito maior no grupo que
recebeu AAS do que no controle (p=0,047). Ja a avaliacdo
com sete dias mostrou maior nUmero de hepatoécitos em
replicacdo no grupo controle (p=0,007). Estes dados
demonstram que, no primeiro momento, quando se
instala o processo regenerativo, os animais tratados com
AAS tinham taxa de replicacdo mais ativa. Aos sete dias o
grupo nao tratado mostrava maior nimero de hepatocitos
em replicacdo. Esta observacdo permite deduzir que o
processo de replicacdo se instalou mais precocemente e
com maior velocidade no grupo tratado.

Embora Miyaoka et al.** tenham apontado
a hipertrofia celular como principal mecanismo inicial
de aumento da massa hepatica apds hepatectomia
parcial em ratos, Marongiu et al.3* demonstraram que
é a hiperplasia hepatocitdria o mecanismo-chave na
evolucdo da regeneracdo hepética, sendo a hipertrofia
apenas parte transitoria do processo. Por isso, no presente
estudo, o ganho de massa e a hipertrofia hepatocitaria
ndo foram avaliados, sendo destacados os efeitos do
AAS na regeneracdo hepatica apenas pela hiperplasia
hepatocitaria, com contagem de células PCNA+.

Wang et al. demonstraram a trombocitopenia
e a disfuncdo plaquetaria mediada por medicamentos
como fatores determinantes na reducdo da taxa de
regeneracdo hepatica em ratos®. As plaquetas se
acumulam no tecido hepatico remanescente entre 5 e
15 minutos apds a hepatectomia parcial em ratos®®3’ e
desaparecem ap6s uma hora do procedimento, o que
sugere estimulo mitogénico plaquetario ja em fases bem
iniciais do p6s-operatoério®.

Em humanos, ha evidéncias de que a contagem
plaquetdria pos-operatdéria influencia na funcionalidade
enaregeneracdo do tecido hepéatico transplantado, assim
como na morbimortalidade dos pacientes submetidos a
hepatectomia®>33°, Inversamente, a trombocitose e a
infusao plagquetéria em veia porta parecem estimular a
regeneracao hepatica pds-hepatectomia®>*’.

O exato mecanismo segundo o qual as
plaguetas estimulam a regeneracdo hepatica é ainda
incerto. Estudos in vivo demonstram que citocinas
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inflamatorias e fatores de crescimento liberados pelas
plaquetas podem ser cruciais para o inicio da proliferacao
hepatocitaria®3¢4°, sendo que o contato direto entre
as plaquetas e as células endoteliais dos sinuséides
hepaticos parece exercer papel importante no estimulo
a liberacdo desses fatores plaquetérios*'. Estudos in
vitro demonstram que a serotonina, armazenada nas
plaguetas e liberada em locais de lesdo como parte da
acao hemostatica plaquetaria, constitui potente agente
mitogénico e remodelador tecidual*?#3. Assim, a redugao
donumeroouda atividade plaquetaria apds hepatectomia
parcial poderiam influenciar negativamente o processo
de regeneracao hepética.

ABSTRACT

Por outro lado, ao avaliar a influéncia de
antiagregantes plaguetarios em modelos de cirrose
hepatica em ratos, Assy et al.2 demonstraram que o AAS
em baixas doses foi capaz de prevenir a progressdo de
fibrose e de estimular a regeneracdo hepatica em figados
cirréticos. Poujol-Robert et al.'* observaram a associacdo
entre o uso de AAS e a reducdo da progressao das taxas
de fibrose em pacientes com hepatite C, transplantados.

CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho demonstram que
o uso do AAS estimulou maior proliferacao hepatocitéria.

Objective: to evaluate the influence of acetylsalicylic acid (ASA) on cell proliferation after partial hepatectomy in rats. Methods: 40
male Wistar rats were separated into four groups of ten rats each. Groups 1 and 2 (controls): undergoing 30% partial hepatectomy and,
after one day (group 1) and seven days (group 2), to euthanasia, daily administration of 0.9% saline solution (TmL per 200g of body
weight). Groups 3 and 4 (experimental): undergoing 30% partial hepatectomy and, after one day (group 3) and seven days (group 4),
to euthanasia, daily administration of ASA (40mg/mL, 1mL per 200g of body weight). The absolute number of cells stained with PCNA
was counted in photomicrographs, in five fields, and it was calculated the mean of positive cells per animal and per group. Results: the
final mean of PCNA+ cells per group was: in group 1, 17.57 £ 6.77; in group 2, 19.31 = 5.30, in group 3, 27.46 + 11.55; and, in group
4, 12.40 + 5.23. There was no significant difference at the two evaluation times in the control group (p=0.491), but there was in the
experimental group (p=0.020), with a lower number of PCNA+ cells on the seventh day. The comparison between the two groups, on
the first day, showed more PCNA+ cells in the livers of the animals that received ASA (p=0.047), and on the seventh day the number was
lower in the experimental group (p=0.007). Conclusion: ASA induced greater hepatocyte proliferation.

Keywords: Liver Regeneration, Aspirin, Hepatectomy.
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