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Fibrogénese hepatica*

Zilton A. Andrade

Embora varios tipos celulares residentes no figado, inclusi-
ve os hepatécitos, tenham capacidade para sintetizar os compo-
nentes da matriz extracelular, as células perisusoidais armazena-
doras de gordura (células de Ito) sao os principais elementos res-
ponsaveis pela fibrogénese hepatica'. Estudos in vitro demons-
tram que as células de Ito podem ser estimuladas por sobrena-
dantes oriundos de cultura de células de Kupffer, quando entao
sofrem modificagbes fenotipicas para se transformar em miofibro-
blastos e fibroblastos e para sintetizar ativamente diversos com-
ponentes da matriz extracelular®. Neste particular, portanto, o fi-
gado dispde de um eixo celular peculiar (Kupffer-Ito), para gerar a
fiborose sob variados estimulos.

Muitos estudos tém sido feitos para se identificar os produ-
tos responsaveis pela estimulagéo das células de Ito, mas tudo
indica que nao é s6 um produto ou um conjunto deles, mas que
existe uma fina modulagao através de variadas moléculas que,
nao sé estimulam a sintese dos componentes matriciais, mas, ao
mesmo tempo e, paradoxalmente, a expressao dos fatores de
degradacao desta matriz e também dos inibidores de tal degrada-
cao. Trata-se assim de um mecanismo com varias etapas, extre-
mamente complexo, mas que aos poucos vai sendo elucidado.

A finalidade da presente apresentagdo é a abordagem de
topicos sobre a fibrogénese hepatica que servem para ilustrar 0s
conceitos emitidos acima.

Ela seré feita dentro dos seguintes propdsitos:

a) analisar algumas situagoes experimentais que acentuam
a importanciado eixo Kupffer-Ito sobre a fibrogénese he-
patica

* Material de uma aula ministrada no Curso Brasil-Franca de Hepatologia, Curitiba, PR, 2-6 de marco de
1998
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b) analisar aspectos sobre a degradagéo da fibrose hepati-
ca, especialmente alguns detalhes que ainda nos pare-
cem nao resolvidos.

O esquema abaixo resume os principais dados sobre as cé-
lulas de Ito:

As Células de Ito (Lipocitos):
Armazenam
Vitamina A
Secretam
Componentes da Matriz Extracelular
Colagenos |, Il1, 1V, V, VII
Glico-proteinas estruturais
Proteoglicanos
MMP e TIMP
Citocinas e Receptores de Citocinas

Modulam a dinamica sinusoidal
Contracao
Endotelina 1-trombina, angiotensinalll
Tromboxana A2, prostaglandina F2a
Dilatacao
Prostaglandina 12, E2

MMP = Metalo proteinase da matriz
TIMP = Inibidor da metalo-proteinase tissular.

FIBROSE SEPTAL

Como esta fibrose se inicia nos espacos de Disse e se con-
tinua numa localizagdo peri-sinusoidal, suas relagoes com as
células de Ito sdo evidentes a partir da sua morfologia ao micros-
copio otico.
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A fibrose septal € um achado comum em varias doengas
cronicas do figado. Ela é representada por septos fibrosos, lon-
gos e finos, que aparecem sulcando o parénquima hepatico ao
longo da zona 3 do acino, conectando veias centrais entre si e,
as vezes, veias centrais com espagos porta, outras vezes se
terminando abruptamente no interior do parénquima.

Embora seja um achado néo especifico, a fibrose septal as-
sume proeminéncia em algumas entidades da patologia humana,
como a cirrose septal incompleta® e a hepatite crénica septal“.
Estas condi¢coes permanecem como sendo de etiologia obscura,
0 que acentua o interesse pela etiologia e patogénese das mes-
mas.

Recentemente a cirrose septal incompleta foi sugerida como
uma nova e importante entidade®, que seria reconhecida histologi-
camente pelas seguintes caracteristicas: a) septos fibrosos finos
e incompletos; b) nodularidade do parénquima; c) hipoplasia de
ramos da veia porta; d) vasos finos e dilatados (angiomatoéides);
e) espagcamento irregular entre espacgos porta e veias centrais; f)
espessamento da trama reticular e g) dilatagcdo focal dos
sinusoides.

FIBROSE SEPTAL INDUZIDA POR SORO DE PORCO

A fibrose septal € bem reproduzida no modelo do rato inje-
tado por 16/20 semanas, duas vezes por semana, com soro total
de porco, por via intraperitoneal. Ao fim das inje¢des, 50 a 75%
dos animais desenvolvem uma fibrose septal, que pode se acen-
tuar e chegar a configurar uma cirrose, quando os septos aca-
bam por delimitar nédulos parenquimais por todo o figado®. O im-
portante é que esta fibrose se inicia na zona perisinusoidal, onde
as ceélulas de Ito proliferam e secretam o excesso de matriz. O
elemento do soro que desencadeia 0 processo esta provavel-
mente ligado a sua fragdo albumina. A via de administragao do
soro também tem importancia, pois quando se substitui a via
peritoneal pela subcuténea a fibrose septal hepatica nao se for-
ma’. E possivel que o material injetado no peritdneo entre em con-
tato mais prontamente com as células de Kupffer, local onde as
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técnicas de imunofluorescéncia podem demonstrar proteinas do
soro de porco no seu citoplasma. Destas células partem prova-
velmente estimulos, através citocinas, como a TGFb, que indu-
zem as variadas expressdes génicas nas células de Ito. Sugere-
se que a principio ocorre uma agao das metaloproteinases e que
a digestdo da pequena quantidade de matriz existente nos espa-
cos de Disse seja o sinal para o inicio da sintese em maior esca-
la da matriz. O motivo porque a fibrose persiste na zona 3, uma
vez que o estimulo se da em todos os sinusdides, ainda nao esta
bem respondido, mas supde-se que a baixa concentragao de
oxigénio nesta zona provavelmente interfere com os processos
de degradacéo e re-absorgéo do colageno, favorecendo a sua
acumulagéo.

Dois fatos fundamentais decorrem da observagao deste
modelo: o primeiro é que a fibrogénese hepatica pode se desen-
cadear na auséncia de inflamacéo cronica evidente e/ou de
necrose hepato-celular; o segundo € que o processo tem uma
base imunologica.- Em trabalho recente, Bunchet et al® observa-
ram que 15 ratos Wistar tratados com soro de porco duas vezes
por semana, a partir do primeiro dia pos-natal e até 18 semanas
mais tarde, ficaram imunologicamente tolerantes as proteinas de
tal soro. Desta maneira, eles nao desenvolveram fibrose, nem
anticorpos contra as proteinas do soro de porco quando repeti-
damente injetados. Por outro lado, 16 ratos Wistar tratados a par-
tir da oitava semana de vida, e até 10 semanas mais tarde, de-
senvolveram fibrose em 75%'2'6. Também foi demonstrado que,
nos ratos do primeiro grupo, ndo havia interferéncia com a capa-
cidade geral de formar tecido fibroso, pois eles puderam desen-
volver fibrose quando tratados com tetracloreto de carbono du-
rante quatro semanas.

FIBROSE SEPTAL NA INFECGAO POR CAPILLARIA
HEPATICA

Dentro desta ordem de idéias, assume interesse especial o
fato de termos verificado que ratos infectados com o helminto
Capillaria hepaticadesenvolvem regularmente fibrose septal®. Este
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helminto & muito comum nos ratos de esgoto. Ao chegar e se
desenvolver no interior do figado, la fica retido para sempre, seus
ovos nio sendo eliminados a ndo ser depois da morte do hospe-
deiro. Depois de algumas semanas no rato, os vermes morrem e
se desintegram, liberando 0s ovos noO tecido hepatico. No local da
morte do verme surge a principio uma reagao necro-inflamatéria
focal, que logo é circundada por uma capsula fibrosa. No interior
da capsula os detritos dos vermes mortos e os ovos sao paula-
tinamente degradados na presenca de uma reacdo inflamatéria
granulomatosa, com tendéncia fibrosante. O curioso é que, justa-
mente quando as lesoes inflamatérias focais mostram evidénci-
as de involugao, ai comegam a aparecer 0s septos fibrosos, que,
pouco a pouco, tomam todo o figado, inclusive areas bem distan-
tes dos focos parasitarios. Durante o tempo de encapsulagao,
degradagéo e substituicao fibrosa acima citados, os antigenos
derivados dos vermes persistem, pois pode se demonstrar atra-
vés de reacao de imunofluorescéncia. Provavelmente uma situ-
acao semelhante acontece com a esquistossomose e a fascio-
liase, onde vermes podem vir a morrer e serem sequestrados em
lesbes encapsulantes no interior do figado e onde o processo de
fibrose septal também aparece, por vezes de maneira proemi-
nente' .

O modelo de fibrose septal da capilariase parece ainda mais
interessante para os estudos sobre patogenia e quimioterapia do
que aquele induzido pelo soro de porco, porque 0 mesmo se de-
senvolve em praticamente 100% dos animais, a partir de infec-
coes leves ou moderadas, em torno dos 45 dias da inoculagao.
Temos especulado que a liberagao lenta e continuada de produ-
tos da degradacao dos vermes, a partir das lesoes encapsulantes
focais, contribui para desencadear a fibrose septal, através da
mobilizagao do eixo célula de Kupffer/célula de Ito°.

A FIBROSE DO GRANULOMA PERIOVULAR
DO SCHISTOSOMA MANSONI NO FIGADO

Varios trabalhos tém acentuado o papel fundamental das
células de Ito na génese da fibrose hepatica'? '%. Todos se refe-
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rem a processos que afetam o parénquima hepatico, nao os es-
pacos porta. Por isso nos ocorreu a idéia de verificar se na fibrose
associada ao granuloma periovular da esquistossomose, uma le-
séo localizada no tecido fibroso do espago porta, ocorreria tam-
bém a participacao das células de Ito. Um marcador conhecido
deste lipdcito € a desmina. Todavia nas proximidades do granuloma
ha muita proliferagao vascular (endotelial) e o aparecimento de
muitos tipos celulares desmina-positivas, dificultando a decisao
de quais delas seriam derivadas de células de Ito. Todavia pode-
se marcar estas ultimas células provocando nos animais uma
hipervitaminose A. As células de Ito ficam entao abarrotadas de
gordura e, quando mobilizadas, ao invés de perder todas as
goticulas citoplasmaticas, como normalmente o faz em tais cir-
cunstancias, conserva ainda algumas ao se transformarem em
miofibroblastos e fibroblastos. Com este artificio, foi entao pos-
sivel se identificar fibroblastos contendo gordura no citoplasma e
estando os mesmos em plena atividade de sintese (rico reticulo
endoplasmatico, com muitas cisternas secretoras) entre as fibras
e fibrilas do colageno, no interior do granuloma periovular'®. Es-
tes dados serviram para ilustrar o fato de que as células de Ito, os
principais elementos celulares responsaveis pela fibrogénese no
interior do parénquima hepatico, podem ter também participacao
nas lesoes fibrosantes que se localizam nos espacos porta.

DEGRADAGAO DA MATRIZ EXTRACELULAR

O conceito atual de fibrogénese esta intimamente associado
com uma atividade bipolar de sintese e degradacao da matriz.
As duas forgas opostas atuam ao mesmo tempo. Quando predo-
mina a sintese 0 excesso de matriz se acumula (fibrose); quando
predomina a degradagao, ocorre a remogao do excesso de ma-
triz (fibrolise). Tem-se dito que a natureza parece ter a tendéncia
em manter sempre uma relagao adequada estroma/parénquima.
Quando num processo inflamatério crénico ou de outra natureza
ocorre uma producao excessiva de matriz, assim que o(s)
elemento(s) causador(es) sao atenuados ou removidos, passa a
predominar o processo inverso de degradacao e remogao da
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fibrose's. Os fatores que participam da remogao da fibrose sao
complexos e aparecem esquematizados no quadro abaixo:

Degradacao da Matriz Extracelular
(Principais Fatores Envolvidos)

Mediadores — TGF-b, PDGF, INFa e b, TNF.

MMP — Colagenase intersticial (MMP-1), Gelatinase (MMP-2),
Estromalisina (MMP-3), Telopeptidase (MMP-5).

ATIVADORES: Plasmina, Tripsina, Catepsinas

INIBIDORES - TIMP, A2MG, A1P1

TGF = fator de transformag&do do crescimento
PDGF = fator de crescimento derivado de plaquetas
INF = interferon

MMP = metalo-proteinase da matriz

TIMP = Inibidor tissular da metalo-proteinase
A2MG = alfa2 macroglobulina

A1P1 = alfal-proteinasel (alfal anti-tripsina)

E interessante notar que tudo o que sabemos sobre os da-
dos acima s@o conhecimentos que derivam de observagoes ex-
perimentais in vitro ou com modelos animais em que a degrada-
¢ao da matriz se processa mais ou menos rapidamente. No qua-
dro mais abaixo aparece uma lista dos principais modelos utiliza-
dos.

Acontece que ha processos em que a fibrose que se degra-
da rapidamente, todavia ha outros em que a reabsorgéo da fibrose
se faz quase imperceptivelmente, ao longo de meses e anos.

Modelos para o estudo da degradacao da Fibrose

a) Reversao da cirrose por CCL4 no rato (10/20 dias).

b) Involugdo do utero da rata no pés-parto (24-48 horas).
c) Metamorfose da cauda do girino (horas)

d) Involugdo do granuloma por Carragenina (18/20 dias).
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Por tal motivo é que se afirmava até passado bem recente
ser a fibrose um processo irreversivel. Alias, ainda hoje, ha quem
afirme que certas fibroses sao reversiveis e que outras s3o irre-
versiveis. Realmente, o tecido coldgeno amadurece com o tem-
po.As suas moléculas vao pouco a pouco se unindo através pon-
tes de lisina, formando cross-linkings, que tornam o colageno muito
mais resistente a agao das proteinases. Assim, a fibrose de mais
recente formacao se degrada mais rapidamente, enquanto aque-
la que persiste por longo tempo se degrada muito lentamente. Os
estudos sobre a fibrose portal da esquistossomose heépato-
esplénica contribuiram decisivamente para esclarecer este im-
portante capitulo da biologia da matriz extracelular. Varios traba-
lhos mostraram que alguns individuos com fibrose portal esquis-
tossomotica avancada mostravam uma regressao paulatina da
fibrose quando recebiam tratamento curativo para a parasitose,
revertendo esta forma grave da doenga. O figado ia diminuindo
de tamanho e ficando menos duro, o tamanho do bago voltava ao
normal e desapareciam as varizes do es6fago’® '’. Esta transfor-
mac&o todavia leva 2 anos ou mais para ficar evidente. O colageno
do tecido fibroso portal vai sendo paulatinamente degradado, nao
como nos modelos classicos, “agudos”, mas, lentamente, “croni-
camente”, como revelado através estudos ultra-sonograficos ou
mesmo histopatolégicos'® *°.

Temos sugerido que parece haver assim dois tipos ou ma-
neiras como a fibrose pode regredir: rapida ou lentamente. Uma
boa ilustragéo deste fato pode ser obtida com o estudo da degra-
dacao da fibrose no granuloma esquistossomético do camundongo
que ocorre apds a quimioterapia da esquistossomose. Alguns
autores diziam que o granuloma periovular era reversivel apos o
tratamento somente quando recentemente formado, isto €, numa
infeccdo de 8-10 semanas, mas que se tornava irreversivel nas
infeccoes tardias, de 16-20 semanas (vide 15). Num levantamen-
to semiquantitativo que fizemos do nosso material, os motivos
para tais afirmativas aparecem bem claros (Fig. 4). Na figura ve-
mos que em animais com infecgdo recente (8 semanas) e nao-
tratados ha uma pequena diminui¢ao do vole dos granulomas com
o passar do tempo (modulagao imunolégica).Mas, quando trata-
dos, estes animais exibem um desaparecimento bem evidente
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dos granulomas ja nos dois primeiros meses apos, ficando prati-
camente curados 4 meses mais tarde. Ja na infecgéo antiga (20
semanas), nao ha modificagdes apreciaveis nos dois primeiros
meses. Aparentemente, os observadores que estudaram os efei-
tos da quimioterapia experimentalmente, em animais com infec-
coes prolongadas, nao esperavam até 4 a 6 meses para ver 0s
resultados do tratamento. Na realidade, ocorre regressao das
lesbes 4 a 6 meses depois do tratamento. Todavia, a surpresa
maior foi o resultado do exame ultra-estrutural, o qual foi feito com
o intuito de se estudar comparativamente as alteragoes em
granulomas hepaticos recentes (infecgdes de 8-12 semanas em
camundongos) e tardias (infeccoes de 16 a 22 semanas de dura-
¢a0), que estavam num processo de regressdo apoés quimiote-
rapia. Nas infecgdes recentes pode-se observar a fragmentagao
das fibrilas colagenas em porgdes desiguais, com variedade de
calibre e tamanho e a internalizagdo de porgdes do colageno no
interior de vesiculas dotadas de membrana, em fibroblastos e
macrofago®. Estas alteragdes (degradagao extracelular do cola-
geno e internalizagao de fragmentos do colageno) sao as mes-
mas classicamente descritas nos modelos experimentais de de-
gradacéo “aguda” do colageno. Nos granulomas antigos o aspec-
to a microscopia eletronica era inteiramente outro: as fibras
colagenas desapareciam em pequenos focos, seja deixando um
espacgo vazio (“alteragéo litica”); ou exibindo a substituigao por
um material granular, escuro (“alteracao eletron-densa”)?'. Estas
mesmas alteragdes sao encontradas em pacientes humanos com
evidéncias de involugdo da forma hépato-esplénica da esquis-
tossomose'®.

Diferencas morfologicas geralmente traduzem diferencas fun-
cionais. Ainda nao sabemos se os fatores que atuam na degrada-
¢édo “aguda” s80 0s mesmos que sao efetivos na degradagao “cro-
nica” do colageno. Numa primeira tentativa para tal estudo, feita
em material de bidpsias cirurgicas em portadores da forma hépato-
esplénica da esquistossomose, verificou-se a presenca por imu-
no-histoquimica de MMP-1 e MMP-2 e de seus inibidores, TIMP1
e TIMP2, nos granulomas periovulares ativos dos espacos porta,
mas nao nos granulomas antigos, involutivos, nem nos focos de
rarefacédo da extensa fibrose periportal®.
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Estes ultimos dados justificam o quadro seguinte, o qual é
apresentado como uma pergunta para estudos futuros

Degradacao da Matriz Extracelular
(Dois Diferentes Tipos?)

Degradacao Aguda
(Representada na maioria dos modelos experimentais)

Ocorre rapidamente, participacao evidente de MMPs e
TIMPs

Caracterizacao Ultra-estrutural:
Fragmentacao Extracelular do Colageno
Internalizacao de Fragmentos de Colageno

Degradacao Croénica
(Nao ha modelo experimental adequado)

Lenta e prolongada, nao ha correlagao evidente com MMPs
e TIMPs

Caracterizacao Ultra-estrutural
Alteracao Litica
Alteracao Eletron-Densa
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