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RESUMO

A proliferacéo de hepatdcitos ocorre em varias stuagdes tais como hepatite viral, reagdes hepatotdxicas e drrose, mas pode
ser induzida experimentalmente en animais por agentes quimicos ou virus, que a@usam morte céular. Nesta revisdo, a
resposta proliferativa foi estudada gods hepatedomia parcial. Anticorpos monoclonais tém sido empregados contra
antigenos asociados a proli feragdo. Esses antigenos 0 proteinas asociadas ao ciclo cdular e os marcadores proliferativos
mais utili zados. Neste estudo, incluem-se 0 Antigeno Nuclear de Proliferagdo Celular (PCNA) e o Bromodeoxiuridina
(BrdU). Inimeras substancias endécrinas, pardcrinas e autécrinas estdo envolvidas na regeneragdo hepatica, como os
Fatores de Crescimento e Citocinas. Para quantificar o RNAm desss e de outros genes e 0 cDNA, as témicas utili zadas
pelos autores foram o Northern blotting e a Transcricdo Reversa da Reacdo em Cadeia de Polimerase (RT-PCR),
respedivamente. Recentemente, a transferéncia de genes estéveis através de retrovirus recmmbinantes, € um procedimento
gue pode ser realizado para compensar deficiéncias genéticas que afetam as fungdes do figado.
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INTRODUCAO

O figado € o maior tecido dandular do aganismo, situado no giadrante superior direito da cavidade
abdominal, abaixo do dafragma. E um 6rgdo multifuncional e dentre suas principais fungbes destacam-se a
sintese ea secregdo protéica, a secrecdo biliar, a regulacéo das niveis glicémicos e a metabolizacdo de drogas e
carboidratos. Seu parénquima é constituido por hepatdcitos, que perfazem cerca de 80% da populacdo cdular.
Sdo cdulas altamente diferenciadas e estavels, ou sga, apesar do baixo indce mitético, entram em divisdo
ceular mediante estimulo tanto de natureza fisica, quanto infecdosa, como tdxica. A lesdo do parénguima
hepético induzida por quaisquer estimulos desencadeia 0 proceso de reparacdo, que comegou ser eucidado com
o advento da Biologia Molecular, cujas técnicas permitem maiores esclarecimentos dos eventos que promovem e
controlam a divisdo celular, tdo importantes no progndstico e patogénese das mais freglientes doencas do Ggado
como hepatite, cirrose ehepatomas.

Baseada na importancia de conhecer a proliferacdo celular na regeneracdo hepatica frente & hepatectomia
parcial, esta revisdo dvulga a mais recentes pesquisas a ese respeito, enfatizando & marcadares proliferativos
mais utilizados e os principais fatores de crescimento e citocinas envdvidos no processn, bem como as
principais técnicas utili zadas para detecta-los.
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REVISAO DA LITERATURA

Desde a atigliidade, j& se conhecia o fendmeno dh regeneracdo hepética aravés da Mitologa Grega.
Como punicéo a Prometeu pelo roubo do segredo dofogq posteriormente cedido aos humanas, Zeus, além de
bani-lo, permitiu que diariamente um passaro se alimentasse de seu figado. Porém, durante a naite o &rgdo sofria
0 proces ke regeneracdo, condenando-o ao sofrimento, pois todo o da o passaro dspunha de alimento. Esta
histéria agucou a curiosidade de muitos pesquisadores, motivando-os a estudar o fenémeno por muitos ancs.

Experimentalmente, 0 modelo mais empregado até hge no estudo da regeneracdo hepatica baseia-se en
Higgns e Anderson (1931), que apés removerem 70% do figado ce ratos Wistar, observaram que o &rgéo
voltava @ seu tamanho aiginal no periodo e 14 a 21 dias. Ap6s a hepatectomia parcial, os |6bulos residuais
cresciam rapidamente até que o vdume eguivalesse ao de antes e, entdo, abruptamente, o crescimento cessava.

Hepatedomia parcial

Em ratos, o antigeno ruclear de proliferacdo célular (PCNA), a incorporacédo datimidina 3H ao DNA ea
atividade da timidina quinase segundo Theocharis et al., 1994 exibiram mercagdes que oscilaram durante o
proceso de regeneracdo. JA aexpressio génica do fator de crescimento epidérmico que se liga aheparina (HB-
EGF) detectada 6 horas ap6s a cirurgia, foi evidenciada por Northern hibridization. Porém, somente através da
transcricdo reversa da reacdo em cadeia de polimerase (RT-PCR), os autores verificaram que o tal fator fora
produzido pdas células de Kupffer e cdulas endaeiais com auséncia total da expressio em hepatécitos (Kiso et
al., 1995. Em outro experimento, as expresdes dos genes das ciclinas D1 e D3 foram detectadas pela andlise do
Northern blot hibridization 12 e 36 horas ap6s a cirurgia respectivamente (SUN et al., 1996. Através da RT-
PCR, os niveis de acido ribonucléico mensageiro (RNAm) das ciclinas, timidina quinase e fatores de
crescimento aumentaram ap6s 12 horas nos animais com 60% de hepatectomia. Em 80% de hepatectomia, 0s
niveis de RNAm, ciclinas, timidina quinase e fatores de crescimento apresentaram um pico de aumento no
segundo da e nos animais que sofreram 30% de hepatectomia, 0 aumento foi lento e progressvo entre o
segundo e sexto da g6s a cirurgia. Os picos de aumento ncs niveis de RNAm, do fator de crescimento do
hepatocito (HGF) para 30%, 60% e 80% de hepatectomia foram respectivamente 24, 6 e 12 horas e para o fator
de crescimento transformante alfa (T GF-a), os picos ficaram na mesma ordem, 144, 24 e 48 horas (MASSON et
al., 1999%). Leucdcitos oriundos do baco, timo e figado foram anali sados pela citometria de fluxo e pela deteccdo
das expresfies do RNAm das citocinas pela RT-PCR. No figado, 0 RNAm para o interferon gama (INF-g)
diminuiu apés um dia da cirurgia, e as interleucinas dais e quatro (IL-2 e 4) ndo foram detectadas independente
da hepatectomia. Todas as citocinas no bago aumentaram suas expresses ha fase inicial do proces, contudo,
no timo, somente a IL-4 aumentou, ficando dminuidas as expreses da IL-2 e INF-g (SATO « al., 1999. A
hepatectomia realizada em figado esteatético mostrou que os RNAm para os genes de expressio imediata (IGE)
analisados por Northern blot hibridization ficaram evidentes uma hora g06s procedimento cirargico. Porém, nos
Orgdos que ndo apresentavam a esteatose, a marcacdo desses genes ja se fazia presente an 30 minutos, com
restauracdo do ggéo por volta de 1 semana. Ja nos animais cujo figado apresentava inclusdes gordurosas, o peso
do &gédo restaurou-se no ddoro do tempo (TSUCHIYA e al., 2000. Camundong® hepatectomizados que
tiveram seus genes deletados para o fator de necrose tumoral (TNF) ndo apresentaram diferencas na regeneracéo
avaliada tanto pela incorporacdo do bromodeoxiuridina (BrdU) quanto pedo indice mitético nas hepatdcitos.
Porém a aividade da midloperoxidase demonstrada tanto no figado quanto nas pulmdes foi significativamente
maior no gupo de animais que ndo tiveram seus genes deetados (Fuijita et al., 2001). Em ratos, a expressio do
fator de crescimento do endaédio vascular (VEGF) prevaleceu nos hepatécitos das regides portal alcancando o
maximo entre 48 e 72 horas, sendo \erificada ndo s pela imunohistoguimica como pela hibridizagdo in situ. A
atividade proliferativa das cdulas endaeliais, utilizando um mercador proliferativo, o Ki-67, mostrou maior
atividade nos espagos-porta dcancando o méximo em 72 horas. Com a inibicdo do VEGF houve redugéo
significativa na proliferacdo tanto dos hepatécitos quanto das células endaeiais entre 48 e 96 haras apds
cirurgia (TANIGUCHI & al., 2001).



Hepatectomia par cial ver sus sialoadenectomia ver sus esplenectomia

Duas smanas antes da hepatectomia parcial, camundongs que sofreram sialoadenectomia mostraram
pico ma sintese do Acido Desoxirribonucléico (DNA) 84 haras apés cirurgia, enquanto nas animais-cortrole, o

pico foi atingido em 48 horas monitorado pelo iododeoxiuridina (Ilz%. Sete dias ap6s a hepatectomia, ndo
houve diferenca no conteido do Acido Riborucléco (RNA) determinado por Dot-blot hibridization em ambos
os grupos e o figado ja havia readquirido peso ariginal em ambos os casos (NOGUCHI; OHDA; OKA, 1991).
Na presenca das glandulas slivares, a sintese do RNAmM para 0 gene c-myc, ja se fazia presente 15 minutos
ap6s a hepatectomia, a0 pas® que sem das, somente 2 a 4 horas depois, com diminuicdo dréstica da
incorporacdo datimidina @ DNA. Doze dias ap6s a hepatectomia, 89% do peso do dgéo ja havia se restaurado
nos animais ndo sialoadenectomizados, contra 55% nos grupos em que havia auséncia das glandulas (JONES
JUNIOR e al., 1995. A esplenectomia sofrida por ratos uma semana antes da hepatectomia aumentou a sintese
de DNA marcado peo bromodeoxiuridina (BrDU) e analisado por imunohistoquimica. O peso do figado nes
animais $m baco aumentou apds 24 horas, com crescimento da ividade do fator de crescimento do hepatdcito
(HGF), no entanto, ndo mostrou diferencas estatisticamente sigrificantes entre os grupos de animais estudados
(TOMIKAWA et al., 1996. Foi comprovada reducdo na aividade da timidina quinase, no PCNA e no indce
mitético apds hepatectomia em ratos que sofreram a sialoadenectomia, porém ndo foi inibida aexpressio inicial
dos genes c-jun, c-fos e c-my (LAMBOTTE « al., 1997). Em ratos que tiveram as cdlulas de Kupffer extirpadas
e que sofreram esplenectomia uma semana aites da hepatectomia, a sintese de DNA nos hepatécitos foi
significativamente diminuida, assm como o peso do restante do &gdo. As expreses do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), do fator de crescimento do hepatécito (HGF) e do fator de crescimento transformante beta
(TGF-b) encontraram-se diminuidas, com auséncia nas expreses das interleucinas 6 (IL-6) e 10 (IL-10).
Todos os RNAm foram avaliados pea RT-PCR. (MEIJER et al., 2000.

Hepatectomia parcial versus tratamento

Para comparar a aividade de transcricdo do acido ribonucléco ribosmico (RNAr), os hepatdcitos de
ratos foram estimulados pelo cortisol e pela hepatectomia. Nos dais procedimentos, a sintese de RNAr aumentou
2 e 4 vezes respectivamente, porém a quantidade de nucleolina e da proteina B23 s6 aumentou nos hepatécitos
dos animais que sofreram a hepatectomia. Ambas as proteinas foram detectadas pelo méodo Imunabloting e as
regides organizadoras nucleolares foram detectadas utili zando a prata (AgNOR) (DERENZINI ¢ al., 1995. Os
efeitos da ciclosporina e somatostatina na regeneracéo hepatica de ratos foram anali sadas ndo sé pelo nimero de
regibes organizadoras nucleolares com a prata (AgNOR), mas também pelo indice mitético, peas cdulas
binucleadas e nucleos hipercrométicos. Os resultados ndo foram alterados na presenca da ciclosporina, porém
com a somatostatina houve inibicao da proliferacdo de hepatécitos. (KAPAN et al., 1996. O pré-tratamento pelo
cadmio também reprimiu a capacidade regenerativa dos hepatdcitos, avaliada pela incorporacéo da timidina a
DNA, pelo indce mitético, expressio do PCNA e pea aividade da timidina quinase, restaurada g0s tratamento
com substancia estimuladora de hepatdcito (HSS (THEOCHARIS et a., 1996. Em camundong® ndo sensivels
ao lipopolissacarideo (LPS), o peso dofigado regenerado foi menor em relagdo aos animais ensiveis; inclusive
0 nimero de hepatécitos marcados pelo antigeno ruclear de proliferacéo cdular (PCNA) foi 20% menor. Peo
teste de ELISA, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) sérico teve um pegueno aumento nas animais ensivels,
com dais picos (14 e 48 horas) da interleucina seis (IL-6) contra um (24horas) nos animais resistentes. Com a
supressiio das cdulas de Kupffer e do TNF-a em camundonge ensivels, as concentracdes tanto de TNF-a
quanto e IL-6 ficaram reduzidas, assm como o indce de PCNA nos hepatécitos. (SHIRATORI et al., 1996.
Ja em ratos ndo sensivels, a delecdo das células de Kupffer, apds hepatectomia, ocasionau acentuada expressao
do RNAmM para o fator de necrose tumoral (TNF) e para & interleucinas um e seis (IL-1 e 6) analisados por
Northern blotting. As citocinas inibidas pdo TNF, como o fator de crescimento transformante beta (TGF-b),
permaneceram inalteradas e a interleucina dez (IL-10) ndo se expressou (RAI et al., 1997). Analisando ouso da
pilocarpina aministrada meia hora aites da hepatectomia parcial, os animais demonstraram grande perda de
peso do Ggdo no primero da com recuperacdo do mesmo ao final do segundo da. (KALIL; SFERB;



LICHTENFELS, 1998. O é&cido félico inibiu a dividade do timidilato sintase (TS) e da timidina quinase (TK)
24 horas ap6s hepatectomia em ratos, analisadas por Northern blotting, que registrou atraso na elevacdo dcs
niveis de RNAm tanto de uma proteina quanto da outra, porém no periodo ce 48 a 72 horas por Imunablotting, a
atividade do TS aumentou, enquanto da TK foi similar aos animais controle (KOMATSU; TSUKAMOTO,
1998. Em ratos cirréticos que sofreram hepatectomia, a andlise quantitativa de RNAm usando RT-PCR em
células ndo parencuimatosas (NPC) ndo mostrou diferencas na expressao génica para o fator de crescimento de
hepatécitos (HGF) durante o tempo doservado. JA & expreses génicas para ainterleucina seis (IL-6) e o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) ficaram bem abaixo das observadas nos animais que ndo desenvdveram cirrose,
no entanto, a interleucina um (IL-1) permaneceu elevada entre o segundo e terceiro da (MASSON « al.,
1999h. A nutricdo parenteral suplementada por glutamina 2% por 24 horas apés hepatectomia em caes,
promoveu aumento significativo na regeneracdo hepética, pois o indice de regeneracdo, (mensurado por cdulas
que se encontravam na fase S do ciclo cdular) a regeneracdo morfolégica e o peso final do figado restante,
demonstraram corrdlacdo ap6s quatro semanas. (ITO; HIGASHIGUCHI, 1999. Ratos parciamente
hepatectomizadas em uso de histamina exdgena tiveram na contagem de mitoses apds 36 haras, praticamente o
dobro no nimero ce figuras mitéticas em relacdo aquelas encontradas nos animais-controle. Apés ste dias, a
cortagem foi semelhante entre os grupos, com igualdade no peso entre as massas hepéticas (BIONDO-SIMOES
et a., 2000. A administracdo do fenaxibenzamina, oito haas apds a hepatectomia parcial em ratos, promoveu
aumento plasmatico da caspase-3 (protease asciada a goptose), com pico registrado trés horas antes que nos
animais ndo tratados. (HAYAMI e al., 2000. O nimero de cdulas estreladas marcadas para aactina de
musculo liso encontrou-se diminuido em animais nos quais foi  administrado lisinopril e aumentado com o uso
de bradicinina e losartan (RAMALHO ¢ al., 2000. Animais com deficiéncia na interleucina seis (IL-6) que
sofreram hepatectomia, mostraram na presenca do rafenopin (proliferador de peroxissomo) resultados
semdhantes aqueles encontrados em camundongs slvagens, inclusive no peso do dgao (WALLENIUS;
WALLENIUS; JANSSON, 2000. O uso dha citocina sintética "Hyper IL-6" em camundong®, apés 50% de
hepatectomia, acderou a regeneracdo hepética detectada pelo aumento ma marcacdo do bromodeoxiuridina
(BrdU) e no peso dos 6rgdos analisados nos periodos de 36 e 72 haras (PETERS et al., 2000. O inibidor da
bradicinina (quinase Il) foi administrado antes e apds a hepatectomia em ratos e a proliferacdo celular avaliada
pelo PCNA, foi trés vezes maior nas primeiras 12 horas nos animais tratados. Apés 120 horas, as diferencas
entre os grupos ndo foram estatisticamente significantes (RAMALHO et al., 2001). Camundonge submetidos a
quatro doses consecutivas de anticorpo (JO2) contra a Fas/CD95, receberam, via intravencsa, retrovirus
recombinantes, os quais codficavam b-galactosidase (b-gal) de Escherichia coli. Histologicamente, a proporcao
de nucleos positivos para bromodeoxiuridina (BrdU) e expressando a b-gal foi maior nos animais que receberam
o anticorpo do qie aqueles que sofreram apenas hepatectomia (GUIDOTTI et al., 2001).

DISCUSSAO

A proliferacdo de hepatécitos ocorre em varias Stuagfes patologicas como hepatite viral, reactes
hepatotdxicas e cirrose e pode ser induzida experimentalmente en animais por agentes quimicos ou virais
causando morte celular ou por hepatectomia parcial. No inicio dos anocs trinta, Higgns e Anderson (1931)
descreveram um modelo experimental de regeneracdo hepética em ratos Wistar apos resseccao parcial do dgéo,
induzindo uma resposta proliferativa. Esse procedimento foi utilizado por todos os autores consultados nesta
revisdo de literatura. Diferentes méodcs tém sido usados para detectar proliferacdo cdlular em vérios tecidos,
fornecendoinformacfes importantes a respeito docrescimento, transformacao e reparacéo teciduais.

Injecbes de moléculas radioativas seguidas por auto-radiografia foram utilizadas na incorporacdo do
material genético. A técnica da timidina tritiada (3H TdR) foi realizada nos estudos de Theocharis et al. (1994,
detectando aumento ra sintese de DNA, porém, em 1996 a mesma equipe observou menar sintese de DNA,
devido ao pré-tratamento pelo cadmio em ratos. Jones Junior et al. (1995, como os autores anteriores, também
mostraram diminui¢do acentuada na sintese de DNA na auséncia de glandulas slivares, assm como em animais
que apresentaram deficiéncia na interleucina seis (IL-6) mostrado por Wallenius, Wallenius e Jansson et al.
(2000.



A incorporacdo do bromodeoxiuridina (BrdU) ao DNA dos hepatdcitos, seguida pela imunaocitoguimica
usando anticorpos anti-BrdU, foi destaque nos estudos de Tomikawa e a. (1996, cujos animais
esplenectomizados apresentaram aumento ra sintese de DNA. Corroborando esss resultados, Peters et al.,
(2000, utilizando uma citocina sintéica produzida por €es mesmos em estudos anteriores, a "Hyper'IL-6,
composta nao s6 de IL-6, mas acrescida de seus receptores e, portanto, acentuando sua poténcia, favoreceu o
processd regenerativo. Também foram vistos nlcleos marcados em Guidaiti et al. (2001, na presenca de
retrovirus recombinantes. Em cortrapartida, Fujita et al., (2001) ndo presenciaram diferencas na sintese de DNA
em camundong® que tiveram o gene para o fator de necrose tumoral (TNF) deletado, porém a aividade da
mieloperoxidase foi maior nos animais slvagens, demonstrando qie o0 gene deetado réo interferiu na
regeneracdo hepética, mas suprimiu a aivacdo neutrofilica podendo possvelmente prgudicar a resposta imune
doanimal.

O méodo imunohistoquimico peo uso de anticorpos moncaclonais especificos, como o PC-10, para o
antigeno ruclear de proliferacdo celular (PCNA) foi outro recurso utilizado por alguns autores em busca da
visualizacdo da proliferacdo celular. Em Theocharis et al. (1994, as marcagdes oscilaram durante o processo
regenerativo e, em 1996 as marcagGes com PCNA encontraram-se reduzidas apos pré-tratamento com cadmio.
Também nos trabalhos de Shiratori et al. (1996, houve reducdo ma expressio do PCNA observada em
camundonge ensivels ao lipopolissacarideo (LPS que tiveram as céulas de Kupffer e o fator de necrose
tumoral (TNF) suprimidos. Cortrastando com os demais, Ramalho et al. (2001), observaram que o0 uso da
quinase I, um potente inibidor da bradicinina, favoreceu o aumento em duas a trés vezes das marcagdes
encortradas nos hepatécitos dos animais-cortrole. Diferentemente dos demais, Taniguchi et al.(2007) utili zaram
como marcador proliferativo oKi-67 para visualizarem o aumento das céulas endadiais.

A timidina quinase € uma enzima responsavel pela fosforilagcdo da timidina e por sua incorporacao
subseqiiente ao DNA de cdulas em proliferacdo. Nos trabalhos de Theocharis et al. (1996 houve reducao de
atividade enzimética na presenca de cadmio; o mesmo constatado por Lambotte @ al. (1997, na auséncia das
glandulas salivares maiores e por Komatsu e Tsukamoto (1998, pdo uso do &cido fdlico. Variagdes nos nivels
de RNAmM da timidina quinase, quantificados pela transcricdo reversa na reacdo em cadeia de polimerase (RT-
PCR) foram alvo de estudos em Mason et al., (1999). Essas variagles foram detectadas em extensfes variadas
de hepatectomia, onde os autores mostraram que an 60% de hepatectomia, 0s niveis £ epressaram 12 horas
apGs a cirurgia; em 80%, o pico ccorreu em 48 horas, em 30%, 0 aumento foi lento e progressvo indo do
segundo ao sexto da, mostrando que a resposta regenerativa € dependente da extensdo da resec¢do do dgao.
Talvez em dano menor, os sSnais para o inicio da reparacdo ocorram mais lentamente en relacdo a maior
destruicdo tecidual, visto que a dividade da timidina quinase se expressou mais tardiamente.

As ciclinas sho proteinas que regulam a progressio do ciclo cdular, dentre as quais encortram-se as do
tipo D, importantes no cortrole da transcrigdo entre as fases G1 e S do ciclo cdlular. Nos achados de Sun et al.
(1996, os genes expressados foram detectados por Northern blot hibridization. Em Mason & al., (1999, a
existéncia de RNAm de ciclinas foi comprovada pela transcricéo reversa em cadeia de polimerase (RT-PCR).

O indice mitético é outro mé&odo qie avalia a proliferacdo celular, onde fragmentos teciduais o
submetidos a técnica histoldgica convencional sob coloragdo rotineira (Hematoxilina / Eosina - H.E.) e com
auxilio do microscopio e luz, faz-se a contagem em campos diferentes de figuras de mitoses. Em hepatdcitos,
Kapan e a., (1996 observaram reducdo no indice mitético pea alministracdo de somatostatina, assm como
Theocharis ¢ al., (1996, na presenca do cadmio e Lambotte & al., (1997, na auséncia das glandulas slivares
maiores. No entanto, Ito e Higashiguchi (1999 correlacionaram indice mitético com norfologa e peso do érgéo
ap0s quatro semanas na presenca da glutamina 2% por 24 horas apds procedimento cirtigico em caes €ndo qie
BiondoSimdes et al. (2000, apt6s 36 horas com histamina exdgena, observaram o ddoro no mimero dbs figuras
de mitoses em ratos.

A impregnacdo da prata em regides organizadoras nucleolares (AgNOR) é uma histoquimica que pode
ser empregada em tecidos que se encontram em proliferacdo, quantificando estas regides. O nucléolo é uma
estrutura rica em acido ribonucléico e proteinas. Céulas com intensa dividade proliferativa contém varios
nucléolos, indicando uma posdvel analoga entre o nimero de NORs presentes no nicleo e a dividade
proliferativa das células, embora Derenzini e al. (1995 tivesem observado aumento na quantidade de
nucleolina e a proteina B23 somente nos hepatécitos dos animais que sofreram hepatectomia e ndo N animais



cuja resposta proliferativa fora induzida peo cortisol. Na presenca da somatostatina, Kapan et al. (1996
demonstraram quantidade de NORs diminuida, 0 que ndo aconteceu com o uso da ciclosporina.

Para localizar genes, alguns autores como Kiso et al. (1995, Jones dunior et al. (1995, Sun et al. (1996,
Rai et al. (1997, e Tsuchiya et al.(2000 utilizaram Northern blotting, cuja técnica consiste na transferéncia de
RNA de um ge de agarose para um filtro de nitrocelulose que pode ser hibridizado ao DNA complementar
(cDNA), comprovando ai ndo a presenca de genes. Niveis de RNAm quantificados pela transcricdo reversa da
reacdo em cadeia de polimerase (RT-PCR), constaram nos resultados de Kiso et al. (1995, Mas®ne d. (199%h),
Sao é d. (1999, Meijer et al. (2000. A hibridizagdo in situ, cujo pareamento do RNA complementar a fita de
DNA forma um hibrido, foi um dos artificios técnicos redlizados por Taniguchi e al. (2001). Os proto-
oncogenes c-myc, c-fos e c-jun sdo genes precocemente identificados logo apds a hepatectomia, contudo ns
estudos de Noguchi et al. (1997 na sialoadenectomia, a sintese de RNAmM do c-myc passou de 15 minutos para 3
consideracdo o tempo de epressio como no caso anterior. Com esteatose gordurosa, Taniguchi et al. (200])
verificaram atraso na expressao génica, com o ddoro dotempo ma restauracdo do peso do dgéo em relacdo ao
figado saudave.

Numerosas substancias tém a propriedade de cortrolar a taxa de divisdo cdular e algumas das mais
importantes so os fatores de crescimento. Estes 8o poli peptideos com efeito autdcrino, paracrino ai endderino,
produzidos por diferentes tipos celulares.

O fator de crescimento epidérmico (EGF) é potente mitogénico para hepatdcitos, isolado inicialmente de
glandulas sdlivares de ratos. Portanto, nos achados de Noguchi, Ohda e Oka (1991), Jores & al. (1995 e
Lambotte @ al. (1997, em animais que sofreram sialoadenectomia, a sintese de DNA foi diminuida.
Contrastando com esss resultados, animais que sofreram esplenectomia goresentaram neior sintese de DNA
com peso do ¢gao aumentado ncs estudos de Tomikawa e al.(1996. Em Kiso et a. (1999, o fator de
crescimento epidérmico ligado a heparina (HB-EGF) foi detectado seis horas apés a hepatectomia e isolado
exclusivamente de células ndo parenquimatosas como as células de Kupffer e as endadiais, mostrando efeito
paréacrino sobre os hepatécitos

O fator de crescimento de hepatéeitos (HGF), purificado e plaquetas de ratos encontrou-se aumentado
no trabalho ce Tomikawa et al. (1996, concordando com os achados de Mason e al. (1999 em extenses
variadas de hepatectomia, corntudo ra cirrose induzida pelo tetracloreto de carbono (CCLy), os autores ndo

detectaram diferencas nas expresies do HGF pelas cdulas ndo parenquimatosas (NPC), demonstrando qie
independente do estimulo ha expressio dofator de crescimento.

O fator de crescimento transformante (TGF) isolado inicialmente de cultura de células de sarcoma €
capaz de induzir cdulas de cultura ab crescimento, independente de ancoragem. Em Mason et al. (1999 apesar
de vérias resscgdes do figado, o TGF- foi detectado com picos de aumento dferentes dependendo
porcentagem de hepatectomia que o &rgdo tinha sofrido. A expressio de TGF- na auséncia das cdulas de
Kupffer permaneceu inalterada em Rai et al. (1997 e diminuida no experimento de esplenectomia por Meijer et
al. (2000. O TGF- pode ter funcdo primordial no cortrole da resposta proliferativa gp6s hepatectomia parcial,
induzindo, por exemplo, apoptose, que remodda a producdo exagerada de hepatdcitos, sinalizando ofim do
Proces .

O fator de crescimento do endaédio vascular (VEGF) favoreceu a proliferaco das células endadiais e
de hepatécitos, pois quando @ autores Taniguchi e a. (2001 inibiram-no, verificaram uma reducéo
significativa na proliferacdo nio s6 doparénquima, mas também das proprias células endaeliais.

As citocinas, substéncias liberadas por diversos tipos cdulares, influenciam tanto a proliferacdo quanto a
inibicdo celular e também apresentam efeito autocrino, paracrino e endécrino como os fatores de crescimento.
Nos estudos de Sato e al. (1999, a expressio génica de interferon gama (INF-) e interleucina dois (IL-2)
encontraram-se diminuidas, porém a interleucina quatro (IL-4) foi aumentada. Em Shiratori e al. (1996,
camundong® ndo sensiveis a lipopolissacarideos (LPS), tiveram picos de interleucina  seis (IL-6). Ja em
camundonga snsiveis que tiveram as cdulas de Kupffer e o fator de necrose tumoral deletadas houve reducéo.
Super expressio ce IL-1 e IL-6 foi observada nos estudos de Rai et al. (1997 com IL-10 inalterada, também na
falta das células de Kupffer, assm como ncs autores anteriormente citados. Ao cortrario, nos estudos de Mason
et al. (19991, as expreshes génicas da IL-6 ficaram bem abaixo nas animais que apresentaram cirrose, porém a
IL-1 permaneceu devada entre o segundo e terceiro das. Mejer et al. (2000 obtiveram auséncia tanto da IL-6



quanto da IL-10 em ratos esplenectomizadaos, mesmo ra falta das células de Kupffer. Nesses animais a expressio
génica do TNF teve diminuicdo, assm como em animais que apresentaram cirrose no trabalho e Masson €t al.
(19991, contrastandocom Shiratori e al. (1996 eRai et a. (1997, que observaram expresHes aumentadas.

E importante avaliar a funcio da gooptose durante a regeneracio hepética, pois a aividade da caspase-3
expresou-se durante a resposta proliferativa, como mostrou Hayami et al. (2000 que na presenca do
fenoxibenzamina, um potente inibidor de sintese de DNA, a expressio da protease ocorreu mais cedo,
desfavorecendo a regeneracéo. Talvez a gooptose aconteca para prevenir a resposta excessiva do figado. Guiddatti
et a. (2001, administrando anticorpos cortra uma via de apoptose (Fas/CD95) aos animais, observaram
exacerbacdo da incorporacdo do retrovirus recombinante ao genoma das céulas parenguimatosas, demonstrando
que através dessa metoddogia existe possbhilidade de incorporacdo de genes ®m necessdade de grandes
intervengdes cirdrgicas.

CONCLUSOES

De acordo com o levantamento bibliogréfico existem mé&odas que podem ser utili zados na identificacdo
de tecidos em proliferacéo como cs marcadares proliferativos que se incorporam ao DNA e que sdo identificados
pela auto-radiografia. Existem também os estudos imunohistoguimicos utili zando anticorpos, como o PC- 10 que
marca o antigeno ruclear de proliferacao celular (PCNA), o indce mitético que quantifica figuras de mitoses e a
impregnacdo pela prata evidenciandoregides organizadoras nucleolares - AQNOR.

Para quantificar RNAm e cDNA de genes envdvidos na resposta proliferativa frente a hepatectomia
parcial, foram utili zadas técnicas Northern blotting e Transcricdo Reversa da Reacdo em Cadeia de Polimerase
(RT-PCR) respectivamente.

As céulas de Kupffer e as cdlulas endaeliais 5o importantes na proliferacdo do parénquima do &gao
por liberarem substéncias como fatores de crescimento e citocinas de deitos endéerino, parécrino e autéerino,
que induzem os hepatdcitos a sairem da quiescéncia e entrarem nociclo celular

As primeiras horas, apés a hepatectomia parcial, sdo muito importantes na recuperacdo do peso do
orgdo, pois ese periodo é vulnerdvel a substancias quimicas que podem atrasar, aceerar ou mesmo inibir a
resposta proliferativa.

E importante corservar 6rgdos como gandulas slivares maiores e baco, pois na auséncia destes, as
céulas hepéticas podem expressar genes capazes de alterarem a resposta proliferativa. Outras circunstancias
como esteatose ecirrose também prejudicam a recuperacéo do dgao.

Os fatores de crescimento e as citocinas que se destacaram na resposta proliferativa gos hepatectomia
parcial, nestarevisdo, foram: HGF, TGF-a, TGF-b, VEGF, TNF-a, INF-g, IL-2, IL-4, IL-6 eIL-10.

O figado é um drgdo-alvo ma terapia génica por ser uma regido de muitas alteracbes metabdlicas.
Ultimamente a transferéncia de genes estaveis aos hepatécitos pode compensar deficiéncias que afetam suas
funcdes, utilizando \etores retrovirais capazes de se integrarem ao genoma promovendo efeito terapéutico a
longoprazo, beneficiando s pacientes.

ABSTRACT

Hepatocyte proliferation accurs in various pathdogical situations such as viral hepatitis, hepatotoxic reactions
and cirrhasis. It can also be induced experimentaly in animals by chemical or viral agents causing cdl death. In
this review, the proliferative response was gudied by parcial hepatectomy. Moncaclonal antibodies have been
employed to proliferation-assciated antigens. These antigens are cycle-associated proteins. In this gudy,
Bromodokyuridine (BrdU) and Proliferating Cel Nuclear Antigen (PCNA) are the most utilized o all
proliferative markers. A number of endccrine, paracrine and autocrine factors have been implicated in liver
regeneration, like Growth Factors and Cytokines. Northern blotting and Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) analysis were the most utilized for mRNA and cDNA quantification, respectively.
Recently, the stable genes transference into hepatocytes has been proposed to compensate genetic deficiencies
that aff ect liver function. This grategy can be achieved using recombinant retroviral vectors.

KEY - WORDS: Parcial Hepatectomy; Proliferation Markers, Growth Factors; Cytokines
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