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Cicatrizacao da parede abdominal ap6s hepatectomia parcial

Healing of the abdominal wall after parcial hepatectomy
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RESUMDPO

Objetivo: Avaliar a cicatrizacdo da ferida incisional da parede abdominal de ratos hepatectomizados quanto a concentracdo de
coladgeno, reacdo inflamatdria e angiogénese. Métodos: Utilizaram-se 48 ratos distribuidos aleatoriamente para laparotomia com
e sem hepatectomia. As cicatrizes foram estudadas no 3°, 7° e 14° dia de pos-operatério. Analisou-se a densidade do coldgeno por
método histoquimico e a angiogénese por método imunohistoquimico. Resultados: A analise do colageno total mostrou menor
concentracao no plano da pele e da tela subcutanea, nas cicatrizes abdominais do grupo experimento (p,=0,011; p,=0,004 e
p,,=0,008). A densidade de colageno | foi inferior no grupo hepatectomizado, principalmente no 3° dia, tanto na pele e tela
subcutanea (p=0,038) quanto no plano aponeurético (p=0,026). Houve menor concentracao de coldgeno Il nos dois planos estuda-
dos, embora néo significante. A resposta inflamatoria foi semelhante em todos os tempos, nos dois grupos. Verificou-se que a
angiogénese desenvolveu-se mais precocemente no grupo controle (p,=0,005 e p,=0,012) e mais tardiamente no grupo experimen-
to (p,,=0,048). Conclusdo: A hepatectomia leva ao atraso do processo cicatricial, interferindo na sintese do colageno e na

angiogénese.

Descritores: Figado. Regeneracdo. Hepatectomia. Cicatrizacao de feridas.

INTRODUCAO

Falhas na cicatrizacdo da parede abdominal continuam
sendo problema para os cirurgides. Apesar dos avancos
tecnolégicos, problemas como deiscéncias e hérnias
incisionais continuam apresentando altas incidéncias. Nos
Estados Unidos sao realizadas 200.000 corregdes cirdrgi-
cas de hérnias incisionais ao ano'. Entre os fatores de risco
conhecidos para deiscéncia da sutura da parede abdomi-
nal estdo o tipo e a magnitude do ato operatério. Opera-
cbes de emergéncia, periodos de instabilidade
hemodinamica perioperatérios, procedimentos envolven-
do vias biliares, doencas hepaticas e tratamento cirlrgico
de aneurisma de aorta estao associados com aumento na
incidéncia da falha na cicatrizacdo aguda’.

Gomez et al® relataram hérnias incisionais
incidindo em 11,6% dos pacientes submetidos a transplante
hepatico, Mller et al.* em 12%, Piazzese et al.> em 4,9%
e Vardanian et al.® em 4,6%. Situacao semelhante é des-
Crita para os pacientes submetidos a hepatectomias parci-
ais. Rudow et al.” relataram incidéncia de 20%, enquanto
D’Angelica et al®, 9,8%. Segundo van't et al.? situacoes
mais graves com evisceracao levaram a morte 25% dos

doentes em até 60 dias. Dentre os que sobreviveram, 69%
deles evoluiram com hérnias incisionais.

Cada vez mais tem-se estimulado a doacéo he-
patica intervivos, quando o doador chega a ceder 60% do
seu figado. Isto é possivel porque o figado remanescente é
capaz de regenerar-se. Embora o termo “regeneracédo he-
patica” ndo seja biologicamente adequado, visto que ndo
ocorre regeneracao dos lobos ressecados, mas hiperplasia
e hipertrofia dos lobos remanescentes (crescimento com-
pensatério), este termo ficou consagrado na literatura'® .

Todas as células hepaticas: hepatdcitos, células
endoteliais, células de Kupffer, células de Ito e células
ductais proliferam. Entretanto, como os hepatdécitos consti-
tuem 90% do parénquima e 60% do numero total de cé-
lulas, a maioria dos estudos de regeneragcdo monitora es-
tas células' .

Durante a proliferacdo dos hepatdcitos ocorre a
liberacao de fatores de crescimento como: fator de cresci-
mento do hepatécito (HGF), fator transformador de cresci-
mento alfa (TGF-a), fator de crescimento epidérmico (EGF)
e fator de crescimento de fibroblastos (FGF)'.

O EGF estimula a sintese de DNA na maioria das
células epiteliais e nos hepatdcitos'®'". Os niveis de RNAM
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para a sintese de EGF elevam-se no inicio da regeneracdo
hepatica, indicando que este fator de crescimento promo-
ve expressdo génica e crescimento hepatico™.

O TGF-a é capaz de estimular mitoses por meca-
nismo autocrino e paracrino. Seu efeito potencial sobre os
hepatdcitos pode ser parte do sinal mitogénico que direciona
o estroma de células adjacentes para a proliferacdo™. O
HGF foi o primeiro fator mitogénico identificado, no san-
gue, em altas concentracbes durante o processo
regenerativo, sendo considerado o mais potente estimulador
da proliferacdo hepatica''3.

O fator transformador de crescimento beta (TGF-
B) é capaz de estimular reversivelmente o crescimento de
fibroblastos''. Sabe-se que o TGF-B, e 0 TGF-B, sdo impor-
tantes mediadores da fase aguda da reparacao tecidual
aumentando a resisténcia das feridas'*'>. A presenca do
TGF-B é importante para iniciar e sustentar a cicatrizacao
dos tecidos'®. O HGF possui seu efeito totalmente inibido
pelo TGF-B'°. In vitro este fator mostrou-se um potente
inibidor da proliferacdo dos hepatdcitos'®. In vivo, foi de-
monstrado que existe aumento da expressao de TGF-B apds
lesdo toxica, nas células hepaticas ndo parenquimatosas,
ou seja, nas células de Kipffer, células estreladas e células
endoteliais, porém nao ha aumento nos hepatdcitos. Du-
rante a regeneracao hepatica a elevacao dos niveis de TGF-
B ndo ocorre até que a maior parte da proliferacao dos
hepatdcitos acabe.

Foi demonstrado que durante a regeneracao
hepatica os niveis de TGF-B, diminuem e a expressao de
HGF aumenta, estimulando a proliferacdo dos hepatocitos'.
E interessante ressaltar que durante o processo cicatricial
normal, dos outros tecidos, os niveis de TGF-a sobem.

Kuhn et al. verificaram, em um estudo feito em
ratos, que havia deficiéncia da resisténcia das cicatrizes ab-
dominais durante a regeneracao hepatica. Encontraram al-
tos niveis de HGF e baixos de TGF-B,. Este achado os levou
a sugerir que possa existir priorizacao da regeneracao he-
patica sobre a fibroplasia da cicatriz da parede abdominal®.

Considerando a alta incidéncia de complicacoes
da cicatrizacdo da ferida abdominal e as modificacbes das
concentracdes dos fatores de crescimento, percebe-se a
importancia de se estudar a cicatrizacdo da parede abdo-
minal apds hepatectomias. O entendimento das causas que
levam as deiscéncias de sutura e as falhas na cicatrizacao
é necessario, para que se possa pensar em meios de pre-
vencao e correcao dessas complicacdes.

Este estudo teve por objetivo avaliar o processo
de cicatrizacdo da ferida incisional da parede abdominal
de ratos hepatectomizados e compara-lo com o da ferida
incisional de ratos ndo hepatectomizados.

METODOS

O projeto que deu origem a este estudo foi ava-
liado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais do

Setor de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Parana e aprovado recebeu o n° A.N. 009.005.07.09.

Foram utilizados 48 ratos (Rattus norvegicus
albinus, Rodentia mammalia), machos, com idade entre
100 e 120 dias e peso de 250 + 50 gramas, originarios do
Biotério Central da UFPR. Foram mantidos em quarente-
na por uma semana antes do inicio do estudo, e durante
toda a pesquisa, no Laboratério da Disciplina de Técnica
Cirurgica e Cirurgia Experimental da UFPR, alojados em
grupos de trés a cinco animais por caixa, propria para a
espécie. A temperatura foi de 20 = 2°C, o ciclo claro/
escuro de 12 horas e a umidade relativa do ar, a prépria
do ambiente. Receberam agua e racdo padrao para a
espécie ad libitum.

Sorteados, 21 deles compuseram o grupo con-
trole (C) e 27 o grupo hepatectomizado (H). Estes grupos
foram novamente sorteados para os subgrupos C3, C7 e
C14 e H3, H7 e H14 conforme a data prevista para a ava-
liacdo do experimento, trés, sete e 14 dias. Os subgrupos
do controle tiveram sete ratos e do experimento, nove.

Depois de terem sido pesados e marcados, fo-
ram submetidos a anestesia por injecao intramuscular de
0,2ml/100g de peso de uma mistura de um mililitro de
guetamina (50mg) com um mililitro de xilazina (20mg).

Apo6s a depilacdo da parede abdominal ventral
foi realizada uma laparotomia mediana com 4cm de ex-
tensdo, iniciando imediatamente abaixo do processo xifoide.
Nos animais do grupo H foi realizada uma hepatectomia
parcial, retirando-se o lobo mediano, com suas porcoes
centrais, junto com o lobo lateral esquerdo. Esta resseccao
representa 67 a 70% da massa hepatica™.

Revisada a hemostasia, procedeu-se a
laparorrafia com dois planos de sintese tipo chuleio conti-
nuo com fio monofilamentar 5.0 de néilon. O primeiro pla-
no englobou o periténio, 0 musculo e a aponeurose e o
segundo, a pele.

Recuperados da anestesia, os ratos foram devol-
vidos as suas gaiolas com livre acesso a 4gua e a ragao,
padrdo comercial. Receberam, imediatamente apos o tér-
mino do ato operatério, diclofenaco de sédio na dose de
10mg/kg, por via intramuscular com finalidade analgésica
e anti-inflamatéria'. Para a eutanasia foi feita dose letal
de tiopental sédico intraperitoneal (120mg/kg).

Depois de constatada a morte dos animais, pro-
cedeu-se a retirada de parte da parede abdominal ventral
gue continha a cicatriz na sua regiao central, deixando-se
2cm laterais e 1cm acima e abaixo dela. Separada a pele
do conjunto periténio-musculo aponeurético e ambos es-
tendidos sobre papel de filtro, foi descartado o meio centi-
metro superior e inferior dos dois retalhos. O restante foi
fracionado em trés porcdes com 1 x 4cm, constituindo os
fragmentos A, B e C (Figura 1).

As fracdes A e C foram fixadas em formola 10%
e encaminhadas para estudo histopatolégico. Emblocadas
forneceram cortes seriados com 4mm de espessura que
foram montados em laminas e corados pela hematoxilina-
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Figura 1 - Esquema dos fragmentos das cicatrizes utilizados para

o estudo.

eosina e pelo Picrosirius, assim como pelo método de
imuno-histoquimica com anticorpo anti-CD 34.

Pela coloracdo da hematoxilina-eosina foi obti-
da a avaliacdo morfoldgica geral da cicatriz. Foi avaliado o
processo inflamatério por leitura de trés campos com am-
pliacao de 400 vezes, conforme padronizacdo descrita por
Vizzotto et al° (Tabela 1). Para a contagem das células
adotou-se a escala: nenhuma célula = 0; até 50 células =
1; de 50 a 100 células = 2 e mais de 100 células = 3,
positiva para monomorfonucleares e negativa para
polimorfonucleares®.

Apo6s a atribuicao dos indices, procedeu-se ao
somatoério destes, de maneira que cada grupo de animais
teve um escore final, permitindo assim a classificacdo dos
grupos em trés fases do processo inflamatorio (Tabela 2)%.

A coloracao pelo Picrosirius foi utilizada para re-
conhecer, ao microscopio com luz polarizada, a densidade
do colageno na cicatriz e as fracoes de colageno |l e lll, pois
as fibras mais espessas e fortemente birrefringentes apre-

sentam-se coradas em tons de laranja a vermelho (coldgeno
I) e as fibras mais finas e dispersas, fracamente
birrefringentes coradas de verde (colageno IlI)?'.

Pelo método de imuno-histoquimica foi avali-
ada a angiogénese; o numero de vasos foi contado em
trés campos de grande aumento. O CD 34 é uma prote-
ina glicosilada exclusiva de membranas, que é expres-
sada por células hematopoiéticas imaturas e células
endoteliais. O anti-CD 34 reconhece a molécula CD 34
e desta forma permite a identificacao das células que a
possuem.

Para a comparacao dos grupos controle e expe-
rimento em cada dia de avaliacédo, foi usado o teste nédo-
paramétrico de Mann-Whitney. A comparacao dos momen-
tos de avaliagcdo, dentro dos grupos, foi feita consideran-
do-se o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Valores
de p<0,05 indicaram significancia estatistica.

RESULTADOS

Pode-se perceber que o colageno total se en-
contrava em menor concentracao nas cicatrizes abdomi-
nais do grupo experimento, em todos os tempos, no plano
pele e tela subcutanea (p,=0, 011; p,=0, 004 e p,,=0, 008).
No plano aponeurético havia menor densidade de colageno
total apenas no 7° e 14° dias (p, =0, 017 e p,, =0, 022)
(Figuras 2 e 3).

A fracdo do colageno | apresentou-se em me-
nor concentragao no grupo experimento, no plano pele e
tela subcutanea no 3°e 14°dias (p,=0,038 e p,,= 0,002),
e no plano aponeurético no 3° e 7° dias (p,=0,026 e
p,=0,017).

Tabela 2 - Caracterizacdo da fase do processo inflamatério
conforme o escore final.
Escore final Fase do processo inflamatério
-9 a-3 Agudo
-29a +3 Subagudo
+3,7a +9 Croénico

Tabela 1 - Metodologia de quantificacdo dos achados histoldgicos nos cortes corados pela hematoxilina-eosina.
Parametros Inflamatérios Intensidade
Acentuado Moderado Discreto Ausente

Polimorfonucleares -3 -2 -1 0
Monomorfonucleares 3 2 1 0
Edema -3 -2 -1 0
Congestao -3 -2 -1 0
Tecido de granulacao 3 2 1 0
Fibrose 3 2 1 0
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sentada por coldgeno total no 3°, 7° e 14° dias, nos
grupos controle e experimento, no plano
aponeurotico.

A fracéo de colageno Il foi menor no grupo ex-
perimento nos trés tempos, tendo sido significante no 7°
dia no plano pele e tela subcutanea (p=0,026). No plano
aponeurotico ndo houve diferenca significante.

A reacao inflamatéria, no 3° dia, era predomi-
nantemente do tipo aguda (p=0,461) e no 7° dia do tipo
crénica nas cicatrizes do grupo controle, enquanto nas do
grupo experimento havia reacdo do tipo subaguda e créni-
ca (p=0,192). A mesma situacao foi observada no 14° dia
(p=0,103).

A andlise da angiogénese demonstrou maior
numero de vasos nas cicatrizes do grupo controle no 3° dia
(p=0,011) e no 7° dia (p=0,038). No 14° dia, observou-se
tendéncia a maior nUmero de vasos no grupo experimento
(p=0,181) (Figura 4).

A andlise do coladgeno, feita no presente estudo,
mostrou menor densidade de coldgeno nas cicatrizes dos
planos pele/tela subcutanea e aponeurose. Pode-se ainda
verificar que esta diferenca se deveu a menor densidade
da fracdo de colageno |, especialmente nos tempos inici-
ais, o que leva a supor que exista atraso na sintese desta
proteina pelos fibroblastos. E possivel argumentar que esta
menor densidade possa levar a menor resisténcia das cica-
trizes e ser a responsavel pelo maior nimero de deiscéncias
e hérnias incisionais observadas em individuos
hepatectomizados®*.

A resposta inflamatéria do grupo
hepatectomizado mostrou-se prolongada, porém nao o foi
de modo significante. Reacdo inflamatéria prolongada po-
deria ser uma boa justificativa para explicar a menor den-
sidade de colageno. Entretanto nao foi possivel confirmar
esta informacao neste estudo. Talvez uma amostra maior
possa esclarecer esta duvida.

O processo inflamatorio atrasa a progressao das
fases da cicatrizacdo, possivelmente por mudancas na si-
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nalizacao realizada por fatores de crescimento. Dados da
literatura mostram que o nivel de TGF-B,, responsavel pela
proliferacao de fibroblastos, inicio e manutencao da res-
posta cicatricial, s6 aumenta apos a proliferacdo da maior
parte dos hepatdécitos. A hiperplasia e a recuperacao da
massa hepatica sao priorizadas em relacdo a cicatrizacao'®.

A hepatectomia e a regeneracdo hepatica le-
vam ao atraso da recuperacdo da incisdo da parede abdo-
minal possivelmente por retardar a secrecdo de algumas
citocinas (TGF-B,) em detrimento de outras (HGF), assim
como diferente mobilizacdo celular, demonstrada pelo
maior tempo de inflamacao'.

Nao é conhecido se um processo de cura de um
tecido interfere com o de outro num mesmo organismo,
porém se sabe da importancia das citocinas no processo
de cura ou reparacao e que elas sao expressas em quanti-
dades e momentos diferentes em cada tecido. Autores
sugerem que procedimentos simultaneos levam a maior
risco de falha e podem prejudicar a recuperacdo da pare-
de abdominal'3>.

ABSTRACT

Considerando a alta incidéncia de complicacoes
da cicatrizacdo da ferida abdominal e as modificacbes das
concentracdes dos fatores de crescimento, percebe-se a
importancia de se estudar a cicatrizacdo da parede abdo-
minal apds hepatectomias. Sao necessarios mais estudos
com dosagens dos principais fatores envolvidos para me-
lhor compreensao e possivel reversao do atraso cicatricial
provocado pela regeneracdo hepatica.

Observou-se no 3°e 7° dias que tanto o coldgeno
tipo | quanto a angiogénese se mostravam aumentados no
grupo controle. Pode-se explicar tal fato pela maior chega-
da de fatores de crescimento e oxigénio ao local, estimu-
lando fibroblastos.

Seria interessante testar a resisténcia das cicatri-
zes, mas por motivos técnicos, tal fato ndo foi realizado
neste momento, sendo objeto de estudos subsequentes.

Os dados analisados neste estudo permitem con-
cluir que a hepatectomia leva ao atraso do processo
cicatricial, interferindo na sintese do coldgeno e na
angiogénese.

Objective: To evaluate the wound healing of the abdominal wall incision in hepatectomized rats as for the concentration of
collagen, inflammatory reaction and angiogenesis. Methods: We used 48 rats randomly assigned to laparotomy with or without
hepatectomy. The scars were studied in the 3rd, 7th and 14th postoperative days. We analyzed the density of collagen by the
histochemical method and angiogenesis, by immunohistochemistry. Results: The analysis showed a lower total collagen concentration
in skin and subcutaneous tissue in the abdominal scars of the experiment group (p, = 0.011, p, = 0.004 and p,, = 0.008). The density
of collagen | was lower in the hepatectomy group, especially in the third day, in the skin, subcutaneous tissue (p = 0.038) and in the
aponeurotic plane (p = 0.026). There was a lower concentration of collagen Il in the two abdominal wall layers studied, although not
statistically significant. The inflammatory response was similar at all times in both groups. It was found that angiogenesis was
developed earlier in the control group (p, = 0.005 and p, = 0.012) and later in the experimental group (p,, = 0.048). Conclusion:
Hepatectomy leads to a delay in the healing process, interfering with collagen synthesis and angiogenesis.

Key Words: Liver. Regeneration. Hepatectomy. Wound healing.
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