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RESUMO

Os achados morfoldgicos peculiares da cirrose hepatica sdo representados por suas
alteracOes vasculares, que ocorrem junto com a transformacdo nodular do
parénquima do figado. Essas alteracbes sdo fundamentais para explicar a
fisiopatologia da cirrose. Como é sabido, o figado é o 6rgdo central do metabolismo
intermediario; sua circulacdo interna permite o intercambio de macromoléculas que
sao transformadas e trocadas durante etapas bioquimicas fundamentais em todo o
corpo; para tais funcbes, a existéncia de sinusoides hepaticos peculiarmente
adaptados € crucial. As peculiares alteracdes vasculares vistas na cirrose hepatica
tém sido consideradas irreversiveis. O presente estudo se prop0s a investiga-las em
ratos induzidos a cirrose pelo tratamento com tetracloreto de carbono (CCl,) apés
intervalos de tempo seguintes a sua interrupcdo. As mudancas estruturais das
alteracdes sinusoidais foram particularmente estudadas por meio de técnicas
histoldgicas, de imunofluorescéncia para laminina e de microscopia eletrénica de
transmissdo, quatro a seis meses apos a interrup¢do do CCl,. Durante esse tempo,
0s noédulos regenerativos tornaram-se progressivamente alargados, enquanto o
septos relacionados a eles tornaram-se delicados e fragmentados, especialmente
em amostras coletadas seis meses apds a interrupcdo do tratamento. Nossos
achados estdo de acordo com a sugestdo de que, ap0s a interrupcao do tratamento
durante quatro a seis meses, as mudancas de capilarizacdo sinusoidal vistas na
cirrose do rato induzida pelo CCl, tendem a reverter ao normal com o tempo, apesar
da persisténcia da estrutura nodular do parénquima hepatico, as quais estdo de
acordo com a sugestdo de que a cirrose é funcionalmente, embora néo
morfologicamente, reversivel.

Palavras-chave: Figado. Cirrose. Fibrose. Lesbes vasculares. Tetracloreto de
carbono.
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ABSTRACT

Peculiar morphologic findings from hepatic cirrhosis are represented by its vascular
changes, which runs along with the nodular transformation of the parenchyma. Such
changes are fundamental to explain the physiopathology of cirrhosis. As it is well
known, the liver is the central organ of intermediate metabolism. Its internal
circulation allows for the exchanges of macromolecules which are transformed and
exchanged during fundamental biochemical steps throughout the body; for such
functions the existence of peculiarly-adapted fenestrate hepatic sinusoids is crucial.
Peculiar vascular alterations seen in hepatic cirrhosis have been considered
irreversible. Present study was concerned with investigating vascular changes in
carbon tetrachloride (CCly)-induced cirrhosis in rats after intervals of times following
interruption of CCl, treatment. The structural changes from sinusoidal alterations
were particularly studied by means of histological, transmission electron microscopy
and immunofluorescent technique for laminin, four to six months following
discontinuation of CCl, treatment. During that time the regenerative nodules were
seen to become progressively enlarged while their related septa became delicate
and fragmented, especially in samples taken six months after treatment
discontinuation. Our findings are in keeping with the suggestion that, following
interruption of treatment during four to six months, the changes of sinusoidal
capillarization seen in CCls-induced rat cirrhosis tended to revert to normal with time,
in spite of the persistence of the nodular arrangement of the liver parenchyma, wich
are in agreement with the suggestion that cirrhosis is functionally, although not
morphologically, reversible.

Keywords: Liver. Cirrhosis. Fibrosis. Vascular lesions. Carbon tetrachloride.
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1 INTRODUCAO

O figado é um 6érgéo vital com uma variedade de fungdes, dentre as quais vias
metabolicas cruciais, sintese de proteinas, desintoxicacdo e secrecdo biliar, entre
outras. Indispensaveis a sobrevivéncia de um individuo, elas sao realizadas,
principalmente, pelos hepatécitos. A preservacdo dessas funcbes e das
propriedades do figado revela-se inteiramente dependente de elementos distintos da
vasculatura hepatica (ROBSON, 2011).

A vasculatura hepatica é unica em todos os niveis — desde o influxo e efluxo
de sangue, a partir de vasos calibrosos, até os detalhes pertencentes a
microvasculatura e aos sinuséides hepaticos (ROBSON, 2011). Nesse contexto, a
doenca hepatica leva a importantes alteracdes nos elementos organizativos da
vasculatura do figado e, por conseguinte, no seu fluxo sanguineo através dos
sistemas venosos portal e hepatico, assim como do sistema arterial hepatico
(BOSCH e ABRALDES, 2011; JAIN e WEST, 2011; LIM e GARCIA-TSAO, 2011). As

perturbacdes resultantes concorrem para o agravo da disfungéo hepatocelular.

Véarias doencas hepaticas crbnicas culminam em um estagio final descrito
como cirrose, no qual o figado perde sua estrutura acinar para se tornar nodular. A
cirrose esta entre as dez causas de morte mais comuns no mundo ocidental, sendo
seu estudo essencial para a saude humana (LALEMAN et al., 2006). S6 nos Estados
Unidos, ela foi a décima principal causa de morte para os homens e a décima
segunda para as mulheres, em 2001, matando cerca de 27.000 pessoas por ano
(ANDERSON e SMITH, 2003). No Brasil, foram notificadas até o ano de 2000, em
média, 12.800 mortes por ano (LOIOLA, 2000 apud PASSOS et al., 2010).

Consideracdes éticas limitam procedimentos em seres humanos. Por essa
razdo, sdo necessarios modelos animais que reproduzam o quadro patologico da
cirrose (LALEMAN et al., 2006). Dentre os modelos experimentais descritos na
literatura cientifica, 0 mais extensamente utilizado para responder aos problemas da
cirrose € o do rato submetido ao tratamento repetido pelo tetracloreto de carbono
(PEREZ TAMAYO, 1983).
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No processo de cirrose, ocorre uma profunda alteracdo da vasculatura
hepética, bem como uma subversdo da estrutura e uma mudanca da ecologia dos
elementos celulares do figado (POPPER, 1977). Dentre as alteracbes vasculares
presentes no figado cirrético, a capilarizacdo dos sinusdides hepaticos
(SCHAFFNER e POPPER, 1963) merece atencao especial. Por transformar esses
sinusbides em verdadeiros capilares continuos, ela priva, em maior ou menor grau,
os hepatécitos do contato com sua matéria prima — proveniente da regido
esplancnica, por intermédio da circulacdo porto-mesentérica — (POPPER, 1977),
contribuindo de modo decisivo para a consequéncia clinica mais grave da cirrose: a
insuficiéncia hepatica.

Nas ultimas décadas, houve iniumeros avancos sobre a biologia celular e
molecular do figado. Isso contribuiu para a discussédo de um topico tao interessante
guanto controverso da hepatologia: o potencial de reversédo da cirrose hepatica em
pacientes com essa doenca crbnica do figado (FRIEDMAN e BANSAL, 2006).

Para discutir a possibilidade de reversao da cirrose, no entanto, € necessario
que fique claro o que se esta discutindo. Nao se deve confundir cirrose com fibrose,
uma vez gue esta € apenas um dos componentes daquela (MCCORMICK, 2011).
Muitos estudos, contudo, tém abordado o problema da reversédo da cirrose atendo-
se, tdo somente, ao seu componente fibrotico. Dessa maneira, o importante
complexo de alteracdes vasculares que acompanha essa doenca tem sido ignorado
(WANLESS, 2010).

1.1 JUSTIFICATIVA

O processo patologico mais discutido da cirrose ainda é a fibrose hepatica
progressiva, entretanto, as alteracdes na micro e macrovasculatura do figado tém
sido apontadas como elementos fundamentais para explicar a fisiopatologia dessa
doenca, incluindo lesbes como a capilarizacdo dos sinusoides hepaticos
(SCHAFFNER e POPPER, 1963; WISSE et al., 1985; ONORI et al., 2000).

As alteracbes vasculares do figado cirrético tém despertado crescente

interesse, mas pouco se sabe ainda sobre sua relacdo com as principais
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complicagbes — como a hipertensdo da veia porta e a insuficiéncia hepatica — e,
por conseguinte, sobre sua implicacdo prognéstica (MAEDA et al.,, 2008). Assim,
evidencia-se a necessidade de caracterizacdo mais detalhada sobre os aspectos

arquiteturais e celulares dessas alteracoes.

Dados experimentais do nosso grupo de pesquisa (DI VINICIUS et al., 2005)
indicaram que a cirrose é clinicamente reversivel, mas anatomicamente persistente.
No processo de regressédo, os nédulos regenerativos se expandiram e 0S septos
fibrosos ficaram mais finos e muitas vezes fragmentados, incompletos — quatro

meses apos a interrupcao do tratamento com o tetracloreto de carbono.

Embora o padrdo das lesdes vasculares na cirrose hepatica, humana ou
experimental, seja bem conhecido, ndo ha, ainda, estudos que mostrem qual o
padrdo vascular da cirrose apés sua regressao ou reversao. O presente estudo visa

a contribuir para essa area.

1.2 PROBLEMA

O que acontece com a capilarizacéo dos sinusoides hepaticos quando a cirrose

exibe sinais de regresséao?

1.3 HIPOTESE

A capilarizacao dos sinusoides hepéaticos é desfeita quando a cirrose regride.
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2 REVISAO DA LITERATURA

O figado humano é um 6rgéo que apresenta um elevado fluxo sanguineo, com
dupla circulacdo aferente. Ele € perfundido com aproximadamente 1.050mL de
sangue por minuto através da veia porta e com 300mL de sangue por minuto pela
artéria hepatica, algo equivalente a 27% do débito cardiaco (GUYTON e HALL,
2006).

A artéria hepatica é um ramo do tronco celiaco; ja a veia porta é formada pelas
veias mesentérica superior e esplénica, além das veias tributarias gastricas
esquerda e direita (NETTER, 2008). Assim, 0 sangue venoso que chega ao figado &
proveniente dos intestinos, do pancreas, do baco e do estdbmago. Esse fluxo é
crucial para o desempenho do papel do figado nas fun¢gBes organicas, pois ele
carreia diretamente para tal érgéo tanto nutrientes quanto farmacos recém-lancados

na circulacdo mesentérica.

O fluxo da artéria hepética é importante para a oxigenacao do figado; o sangue
da veia porta, no entanto, embora seja incompletamente saturado com oxigénio,
supre cerca de 60% a 70% das necessidades de oxigénio do figado (PORTH, 2004;
KHALILI e NGUYEN, 2010).

A veia porta forma um leito capilar especializado no interior do figado, onde o
sangue venoso se mistura ao arterial. Esse leito constitui os sinusoéides hepéaticos, os
quais sdo delimitados por placas de hepatocitos anastomosadas, geralmente com
uma camada de espessura. Nos sinusoides, o sangue converge para a veia central
do lébulo hepéatico; as veias centrolobulares convergem para formar as veias
sublobulares e o0 sangue retorna para a veia cava inferior, seguindo pelas veias
coletoras e pelas veias hepaticas (KIERSZENBAUM, 2008).

Embora as mudancas patolégicas no figado sejam normalmente descritas em
relagdo ao I6bulo classico, essa ndo é a Unica interpretacdo conceitual sobre a
arquitetura do parénquima hepatico. O conceito cladssico de lobulo hepatico
(KIERNAN, 1833), baseado em parametros estruturais, descreve como unidade

funcional do figado uma estrutura, normalmente hexagonal, em cuja periferia estao
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espacos-porta e, no centro, um ramo da veia porta, a veia centrolobular, para a qual

convergem os sinusoides hepéaticos.

O conceito de I6bulo portal (MALL, 1906) € baseado na funcéo glandular
exocrina do figado. Nessa unidade funcional, também hexagonal, as veias hepaticas
terminais sdo os limites, enquanto o espaco-porta é o eixo central, cujo ducto biliar

drena a bile do parénquima hepatico circunjacente.

Estudos minuciosos da microvasculatura hepatica modificaram essa visao
classica e, em 1954, a proposta do acino de Rappaport (RAPPAPORT, 1954) foi
apresentada. No acino hepatico, os limites sdo determinados por um ramo terminal
da artéria hepética, que drena o sangue para as veias terminais opostas. A direcédo
desse fluxo determina um gradiente metabdlico entre os hepatécitos situados no
espaco entre a area periportal e a area de drenagem, o qual é dividido em trés

Zonas.

Essa proposta € interessante para explicar diversas lesGes hepaticas que
apresentam distribuicdo zonal (ALVES e MELLO, 2006). Além disso, ela tem sido
apropriada para o entendimento de padrdes de regeneracdo hepatica, de atividades
metabdlicas e do desenvolvimento de cirrose (KIERSZENBAUM, 2008).

Inconsisténcias na proposta de Rappaport, porém, foram identificadas a partir
de estudo detalhado da arquitetura vascular hepatica (MATSUMOTO et al., 1979).
Assim, um novo conceito foi proposto: o lobulo primario de Matsumoto, uma
subunidade microvascular cénica do l6bulo classico de Kiernan. Segundo esse
conceito, seis I6bulos primarios compéem um Iébulo classico (I6bulo secundério).
Cada l6bulo primério, perfundido por ramos terminais da veia porta e da artéria

hepatica, tem a forma de um cone com vértice na veia centrolobular.

Esses lobulos primarios, posteriormente, foram renomeados para “subunidades
microvasculares hepaticas”. Demonstrou-se que elas consistem em um grupo de
sinusoides abastecidos por uma Unica vénula e sua arteriola associada, a partir do
espaco-porta adjacente (EKATAKSIN, ZOU et al., 1995 apud BUREAU, PERON e
VINEL, 2007).
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2.1 FIBROSE HEPATICA

A expressao fibrose hepatica é utilizada para descrever a deposicao extensiva
de tecido fibroso que ocorre no figado. Ela acontece apds destruicdo tecidual
substancial e decorre de um desequilibrio entre as atividades hepéticas fibrogénicas
e fibroliticas (KUMAR et al., 2008b). A fibrose é uma resposta evolutiva altamente
conservada para limitar o dano tecidual e serve como uma resposta genérica a lesédo
hepética cronica, independentemente da etiologia (FALLOWFIELD e IREDALE,
2004). Para Pinzani e Vizzutti (2008), a deposicdo de matriz extracelular fibrilar € a
mais simples, a mais rapida e a Unica solucdo. Além disso, esse é um processo que,
eventualmente, tem a “intencdo de tratar”, visando preservar a continuidade do

tecido.

A fibrose hepatica é caracterizada por alteracdes quantitativas e qualitativas na
matriz extracelular hepatica normal, algo que é dado por uma proeminente
expressao de colagenos formadores de fibrilas, principalmente os tipos I, Il e IV
(IREDALE et al., 1998), acompanhada por uma redugéo acentuada da atividade de
colagenases que promovem a degradacdo da matriz fibrosa. Assim, a manutencéo
dessas alteracdes remodela, progressivamente, a matriz hepatica normal associada
aos espacos perissinusoidal e/ou periportal para uma matriz fibrosa (GIELING,
BURT e MANN, 2008).

O figado tem varios tipos celulares capazes de sintetizar e depositar os
componentes de sua matriz extracelular. A célula estrelada hepética, no entanto, é
considerada o principal deles no seu processo de fibrose, pois o postulado de que
ela pode ser o precursor das células responsaveis pela sintese excessiva de matriz
extracelular e fibrose hepatica (POPPER e UENFRIEND, 1970) foi confirmado em

uma série de estudos.

Uma resposta inicial a lesdo hepatica € a infiltracdo de células inflamatérias
(linfécitos, granuldcitos e mondécitos/macréfagos), ligacdo a camada endotelial e
transmigracdo através do revestimento sinusoidal para o parénquima (IMHOF e
DUNON, 1995; BUTCHER e PICKER, 1996; LEY, 1996). Essas células inflamatérias
participam na iniciacdo e progressao da fibrose hepéatica, liberando mediadores

(TGF-B, TNF-a, PDGF, entre outros) que estimulam a sintese de componentes da
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matriz extracelular (coldgenos, elastina, proteoglicanos e proteinas de constituicao)
em células estreladas hepaticas (BERNUAU, ROGIER e FELDMANN, 1982; 1984;
GRESSNER e BACHEM, 1994; GRESSNER, 1995).

A ativacao das células estreladas hepaticas é uma resposta de reparo tecidual
priméria a lesdo hepatica de varios tipos. Ativadas, elas transdiferenciam-se em um
fendtipo semelhante a um miofibroblasto. Esse processo inclui a perda progressiva
de retindides, proliferacao, expressao de a-actina de musculo liso e aumento tanto

da contratibilidade quanto da produc&o de matriz extracelular anormal.

Tanto a caracterizacdo quanto o comportamento das células estreladas
hepaticas na lesdo do figado tém sido bem descritos por meio de modelos in vivo e
em cultura. O seu potencial de transdiferenciacdo, particularmente, vem sendo
explorado em diversos experimentos in vitro, permitindo gerar evidéncias em relacéo
aos mediadores e mecanismos de ativacdo e proliferacdo dessas células. Ha
diferencas, entretanto, entre as propriedades de células ativadas in vitro e in vivo, a

exemplo do padréo de expressao génica (DE MINICIS et al., 2007).

Embora a transdiferenciacdo de células estreladas hepaticas constitua a
principal fonte de miofibroblastos hepaticos, outras origens celulares tém sido cada
vez mais reconhecidas (HERNANDEZ-GEA e FRIEDMAN, 2011). Estudos sugerem
gue, assim como as células estreladas hepaticas, os miofibroblastos portais
(WELLS, KRUGLOV e DRANOFF, 2004; JHANDIER et al., 2005; BEAUSSIER et al.,
2007), os fibracitos circulantes (KISSELEVA et al., 2006), a medula ¢éssea (FORBES
et al., 2004) e a transicao celular epitélio-mesenquimal (KALLURI e NEILSON, 2003;
ZEISBERG et al., 2007; CHOI e DIEHL, 2009) contribuem para a fibrose.

A fibrose hepatica, em ultima analise, pode levar a cirrose (LEE e FRIEDMAN,
2011), contudo, apesar de o tecido fibroso ser um elemento essencial na
transformacado cirrética do figado, ele, per se, é desprovido tanto de efeitos
funcionais significativos quanto clinicamente relevantes (VOIETA et al.,, 2010;
PINZANI, ROSSELLI e ZUCKERMANN, 2011). Desse modo, a fibrose hepatica nao

é suficiente para explicar a cirrose.
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2.2 CIRROSE

A cirrose é convencionalmente caracterizada por parénquima nodular e fibrose
generalizada, com necrose hepatocelular listada, as vezes, como um terceiro
componente. Ela é mais bem descrita, no entanto, como o resultado da reconstrucao
anormal da arquitetura lobular preexistente (POPPER, 1977). Os componentes
morfogenéticos principais na sua evolucdo sdo lesdo parenquimatosa, atrofia,
fibroplasia ativa e regeneragdo parenquimatosa nodular (ROSSLE, 1930 apud
DESMET, 1992).

A cirrose nao € estritamente o estagio final da cicatrizacao hepatica. Ela €, ao
contrario, um processo dinamico e bifasico; de um lado, dominado por fibrose
progressiva do parénquima; de outro, por grave ruptura da arquitetura vascular e
distor¢cdo da arquitetura lobular normal (CRAWFORD, 2007).

Segundo Popper, Elias e Petty (1952) e Popper (1977), as caracteristicas
morfolégicas que melhor se correlacionam com as manifestacdes clinico-funcionais
da cirrose sdo os nodulos regenerativos e 0s septos fibrosos que estabelecem
fistulas porto-hepaticas. Os primeiros sdo porc¢des circulares do parénquima,
delimitadas por tecido conjuntivo, que correspondem a por¢cdes de um ou mais
I6bulos; os segundos sdo membranas de tecido conjuntivo de diferentes espessuras
que resultam de qualquer colapso do parénquima preexistente ou da formacéo de
novas fibras de tecido conjuntivo (POPPER, 1977).

O processo de cirrose € iniciado, normalmente, com a necrose hepatocelular,
mas sO depois de ela ter ocorrido de forma suficientemente extensa ou repetida.
Morte celular, porém, ndo define cirrose, uma vez que tal fenébmeno pode ocorrer em

qualquer tipo de leséo hepética.

2.2.1 Definicao de cirrose

O termo “cirrose” foi usado pela primeira vez no século XIX, embora a doenca

referida por esse termo seja conhecida desde o século IV a.C., tendo sua
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caracterizacdo mais bem definida sé apoés a introducdo da Anatomia, no século XVI,
e da Patologia, no século XVIII (SCHAFFNER e SIERATZKI, 1987 apud DESMET,
1992).

Em 1819, René Laennec publicou o seu classico De I'Auscultation Médiate,
onde cunhou o termo “cirrose” (LAENNEC, 1819). Tal nome foi dado a partir da
palavra grega kirrhos, que significa amarelo acastanhado. Ele queria, entdo, se
referir a cor amarelada que o figado finamente nodular dos alcoodlicos cronicos exibia
ao ser examinado na mesa de necropsia, embora Laennec nao tenha feito qualquer
mengdo sobre o abuso de alcool. O termo, entretanto, foi interpretado,
posteriormente, como sinbnimo de um figado duro, esquirroso, fibrosado, pois
Laennec foi muito criticado pelo fato de a etimologia do nhome “cirrose” dar énfase a
cor do 6rgao, e ndo a sua textura (DUFFIN, 1987; ANDRADE, 2005).

Definir cirrose, todavia, foi um problema até meados do século XX, quando
houve, em 1956, uma conferéncia na cidade de Havana (Report of the board for
classification and nomenclature of cirrhosis of the liver, 1956 apud POPPER e ZAK,
1958) para solvé-lo. Nesse encontro, foi estabelecido que o termo “fibrose” nao
deveria ser usado como sinbnimo de ‘“cirrose”. Uma classificagdo puramente

morfoldgica, porém, foi generalizada nos anos subsequentes.

Havia uma tendéncia de se considerar a existéncia de dois tipos de cirrose, de
acordo com o tamanho e a estrutura dos nodulos e segundo a espessura dos septos
fiborosos (RUBIN e POPPER, 1967). Tal classificacdo, no entanto, ndo tinha
significado algum, porque o mesmo tipo de cirrose poderia ser produzido por
diferentes etiologias e a mesma etiologia poderia produzir diferentes tipos
morfolégicos de cirrose. Em outras palavras, a classificacdo morfoldégica nada

acrescentava ao simples termo cirrose.

Ciente disso, um grupo internacional se reuniu para estandardizar a
nomenclatura e os critérios diagnésticos das doencas hepéticas (LEEVY, POPPER e
SHERLOCK, 1977 apud ANDRADE, REESINK e MELRO, 1978). A partir de entao,
foi dada uma maior importancia ao diagndstico etioldgico das cirroses, mais
satisfatério por seu significado epidemiolégico, progndstico e terapéutico
(ANDRADE, REESINK e MELRO, 1978).
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Uma comissdo da Organizacdo Mundial de Saude definiu, posteriormente,
cirrose como “um processo difuso caracterizado por fibrose e pela conversao da
arquitetura normal em ndodulos estruturalmente anormais” (ANTHONY et al., 1978).
Embora vigente, essa definicdo foi alvo de criticas pelo fato de ela ndo fazer
referéncia as importantes alteragdes vasculares presentes na cirrose (RAPPAPORT
et al., 1983).

O conceito mais aceito, atualmente, € o anatomoclinico. Do ponto de vista
anatémico, a cirrose é caracterizada como uma condi¢cdo que atinge todo o figado e
transforma sua estrutura em ndédulos hepatocitarios regenerativos de diametros
variaveis, separados entre si por septos fibrosos de diferentes espessuras. O
conceito clinico implica uma doenca cronica do figado que cursa com graus
variaveis de insuficiéncia hepatica e de hipertensdo da veia porta (ANDRADE,
2005).

Nessa definicho anatomoclinica, encontra-se, implicitamente, uma das
particularidades mais importantes da cirrose: seu complexo de alteracbes

vasculares.

2.2.2 Alteragdes vasculares na cirrose

O que realmente da peculiaridade a cirrose nao é sé a fibrose difusa do figado
acompanhada de regeneracdo nodular do parénquima, mas as profundas alteracdes
vasculares que a ela estdo associadas (ANDRADE, 2005). Segundo Wanless
(2010), a definicdo de cirrose em termos de acumulacéo de fibrose é baseada em
estudos histolégicos que tém ignorado a leséo vascular progressiva que acompanha

essa doenca.

As lesbes vasculares sdo um componente crucial para a evolucdo do estado
cirrotico (POPPER, 1977; RAPPAPORT et al., 1983) e acompanham 0S processos
patogénicos basicos que atuam no desenvolvimento da cirrose (DESMET, 2005).
Tais lesbes, apontadas como elementos fundamentais para explicar a fisiopatologia
da cirrose, resultam em distorcdo, conexdes anbmalas, compressdao e mesmo
obliteracdo dos vasos (BLENDIS e WONG, 2001; SCHUPPAN e AFDHAL, 2008).



25

Elas consistem na formacgédo de fistulas vasculares intra-hepéticas (porto-hepatica e
artério-venosa) e extra-hepéticas (circulacédo colateral), arterializacdo do parénquima
e capilarizacdo dos sinusoides hepaticos (POPPER, ELIAS e PETTY, 1952;
SCHAFFNER e POPPER, 1963).

As alteragbes da vasculatura do figado cirrético decorrem da transformacéo
nodular a qual seu parénquima, originalmente acinar, € submetido. Nessas
circunstancias, os eventos de necrose hepatocelular resultam em uma perda focal
de hepatdcitos contiguos — a denominada “extingdo do parénquima” (WANLESS,

NAKASHIMA e SHERMAN, 2000).

2.2.2.1 Fistulas vasculares hepaticas

Quando uma regido do parénquima torna-se extinta, ela colapsa de modo que
um espaco-porta torna-se intimamente associado com uma veia hepatica terminal
adjacente (WANLESS et al.,, 1995). Nesse momento, muitos sinuséides sao
destruidos, mas alguns, situados nos septos fibrosos, mantém-se permeaveis,
comunicando-se diretamente com as veias hepéticas. Assim, a formacao de septos
fibrosos em ponte entre espacos-porta e veias hepaticas estabelece fistulas porto-
venosas e artério-venosas. Estas, por sua vez, ignoram, efetivamente, o parénquima
do figado. O desvio de sangue resultante dessas conexfes provoca alteracdes
marcantes na dinamica de fluidos (VARIN e HUET, 1985; PICCHIOTTI et al., 1994).

Na cirrose avancada, a maior parte do fluxo sanguineo hepatico parece passar
através do figado por essas fistulas (SHERMAN, PAPPAS e FISHER, 1990). Uma
vez que tal fluxo é desviado através desses canais vasculares, o restante do
parénquima hepatico € deixado quase desprovido de uma fragdo notavel de sangue.
Isso explica o aumento do fluxo observado em sinusoéides do figado com cirrose,
bem como a subperfusdo relativa do parénquima hepatico como um todo
(VOLLMAR, SIEGMUND e MENGER, 1998). Desse modo, essas fistulas contribuem
para a necrose hepatocelular em curso, assim como para a extingdo do parénquima

e para as lesbes subsequentes.
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Ademais, devido a resisténcia oferecida pelo figado fibrosado ao fluxo
sanguineo portal, uma parte deste é desviado, ainda, para a circulacdo sistémica,
por circulacao colateral, através de fistulas extra-hepaticas (porto-cava). O resultado

de tudo isso € uma dificuldade na perfusdo sanguinea do figado.

2.2.2.2 Capilarizacéo dos sinusoides hepaticos

Na cirrose, o parénquima do figado torna-se predominantemente irrigado pelos

ramos derivados da artéria hepatica — fendémeno conhecido ha muito tempo.

No inicio do século passado, Herrick (1907) perfundiu figados de cadaver e
demonstrou que a resisténcia ao fluxo na artéria hepatica de figados cirréticos foi
marcadamente diminuida. Moschcowitz (1952), décadas depois, empregou, pela
primeira vez, o termo capilarizacdo para descrever a aparéncia histologica de
arterializacdo no figado cirrotico como uma resposta do tecido de granulacédo, ou
seja, 0 crescimento arterial em tecido inflamado. Schaffner e Popper (1963),
posteriormente, usaram esse termo para designar um conjunto de alteragbes

ultraestruturais nos sinusoides do figado cirrotico.

No figado normal, os sinusoides hepaticos ndo possuem uma membrana basal
e exibem fenestras com cerca de 160nm de didmetro e porosidade aproximada entre
6% e 10% ao longo da superficie microvascular hepética (WISSE, 1970; 1972). No
figado cirrético, entretanto, os sinusodides hepéticos sofrem modificagées estruturais
devido a arterializacdo do parénquima hepatico. Submetidos a alta pressao do fluxo
sanguineo arterial, eles passam a exibir um endotélio continuo, ndo mais fenestrado,
e adquirem uma membrana basal sobre a qual se acomodam. Essas modificacdes
podem ser explicadas pela lei de Thoma, a qual preceitua que as paredes de um
vaso tém espessura proporcional a pressao existente no seu interior (ANDRADE e
FERRAZ, 1971). Desse modo, os sinusoides hepaticos tornam-se semelhantes a um

capilar comum.

Um dos componentes mais importantes da membrana basal € a laminina. Ela é
uma grande glicoproteina (1000kD) e, no figado normal, é produzida por células

estreladas e células endoteliais. A laminina promove adesdo, migracao,
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diferenciacao e crescimento celulares (KLEINMAN et al., 1986; CARLEY, MILICI e
MADRI, 1988; HERBST et al., 1988; CASTRONOVO, TARABOLETTI e SOBEL,
1991; MCGUIRE et al., 1992), além de ser um importante mediador da formacéao do
capilar por células endoteliais (KUBOTA et al., 1988; GRANT et al., 1989; GRANT et
al., 1991).

No decurso da capilarizagdo dos sinuséides hepéaticos, h4, ainda, aumento do
namero e da espessura dos feixes de colageno nos espacos perissinusoidais de
Disse, achatamento das vilosidades no polo vascular dos hepatdcitos e aumento de
didmetro dos hepatdcitos tumefeitos (SCHAFFNER e POPPER, 1963; STENGER,
1966). Além disso, acontecem mudancas nas interacdes célula-célula e célula-matriz
nos sinusoides hepaticos (WISSE et al., 1985).

2.3 REGRESSAO DA FIBROSE E DA CIRROSE

JA4 ndo ha mais davidas sobre a capacidade do figado em reabsorver seu
tecido cicatricial (PINZANI, ROSSELLI e ZUCKERMANN, 2011). Sabe-se hoje que a
fibrose hepética é um processo dindmico e bidirecional (FALLOWFIELD e IREDALE,

2004), a todo momento ela esta sendo alterada e remodelada.

Inimeros estudos demonstraram a regressao significativa da fibrose do figado
sob condicdes experimentais, seja em modelos nutricionais (GYORGY e
GOLDBLATT, 1949), por toxicidade pelo tetracloreto de carbono (RUBIN,
HUTTERER e POPPER, 1963; IREDALE et al., 1998) ou etionina (HUTTERER,
RUBIN e POPPER, 1964), obstrucdo do ducto biliar (ABDEL-AZIZ et al., 1990;
ZIMMERMANN et al., 1992) ou na esquistossomose (ANDRADE, COX e CHEEVER,
1993; DUNN et al., 1994), entre outros.

Evidéncias semelhantes também foram obtidas em todo o espectro de doencas
hepaticas humanas, dentre as quais hepatite autoimune (DUFOUR, DELELLIS e
KAPLAN, 1997), obstru¢cdo biliar (HAMMEL et al., 2001), hemocromatose
(MURETTO, ANGELUCCI e LUCARELLI, 2002), esteatohepatite nao alcodlica
(DIXON et al., 2004; KRAL et al., 2004) e hepatite viral (SHIRATORI et al., 2000;
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KWEON et al., 2001; POYNARD et al., 2002; DIENSTAG et al., 2003; FARCI et al.,
2004).

A regressao da fibrose hepatica requer a perda de células fibrogénicas, bem
como a degradacédo da matriz extracelular e a remodelacdo arquitetdnica do figado.
Segundo Hernandez-Gea e Friedman (2011), a apoptose de células estreladas
ativadas é a melhor explicacdo validada para a referida regressdo (ISSA et al.,
2004). Isso é facilitado pela estimulacdo de receptores de morte nessas células,
assim como pela diminuicdo dos niveis de fatores para a sua sobrevivéncia
(SCHINONI e PARANA, 2006).

As evidéncias que favorecem essa hipotese, contudo, embora sejam bem
caracterizadas em modelos experimentais em ratos — a exemplo da inducdo de
fibrose por CCl,; e por ligadura do ducto biliar —, ainda séo limitadas na doenca
humana (HERNANDEZ-GEA e FRIEDMAN, 2011). Além disso, células estreladas
hepaticas de humanos apresentam niveis relativamente elevados de Bcl-2 em
relacdo aos niveis presentes em ratos e sao, portanto, menos suscetiveis a
apoptose, pondo em questdo a relevancia da apoptose na doenca humana (NOVO
et al., 2006).

A degradacdo da matriz extracelular por meio da acdo de metaloproteinases €,
também, um importante mecanismo atuante na regressao da fibrose hepatica. Prova
disso esta em camundongos que expressam uma forma de colageno tipo | resistente
a colagenase. Nesses animais, a regressao da fibrose € diminuida, ressaltando a

importancia da degradacao de matriz extracelular (ISSA et al., 2003).

Os dados sobre a regressao da fibrose se acumularam ao longo de décadas,
dando espaco a discussao sobre a regressao da cirrose. Tal discussao ganhou
credibilidade (DESMET e ROSKAMS, 2004) e numerosos relatos clinicos foram
apresentados indicando que com a remocédo da causa da cirrose, 0s sinais e
sintomas de pacientes com essa doenca podem regredir (BUNTON e CAMERON,
1963; WILLIAMS et al.,, 1969; YEONG, NICHOLSON e LEE, 1982; WANLESS,
NAKASHIMA e SHERMAN, 2000).

Esses relatos incluem pacientes cuja cirrose, em pleno desenvolvimento,
resultou em uma forma de cirrose septal incompleta ou em reducdo ou auséncia

aparente de fibrose apos tratamento bem sucedido de hemocromatose hereditaria
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(POWELL e KERR, 1970; BLUMBERG et al., 1988), hepatite autoimune (DUFOUR,
DELELLIS e KAPLAN, 1997), doenca de Wilson (FALKMER, SAMUELSON e
SJOLIN, 1970), hepatites virais cronicas B e C (ARTHUR, 2002; POYNARD et al.,
2002; MASSARRAT, FALLAHAZAD e KAMALIAN, 2004), entre outras causas.

A regressao da cirrose, entretanto, € mais complicada do que a regressdo da
fibrose. Dependendo da causa subjacente da doenca hepética e de sua gravidade,
pode levar anos para que uma regressao significativa seja alcancada (BATALLER e
BRENNER, 2005), algo tdo demorado que, do ponto de vista da sobrevida humana,
pode ser admitido como irreversivel (DESMET e ROSKAMS, 2004). Assim, a cirrose
e suas alteracbes vasculares tém sido consideradas, tradicionalmente, como
irreversiveis (SCHUPPAN e AFDHAL, 2008).

2.4 O MODELO DO TETRACLORETO DE CARBONO

O tetracloreto de carbono (CCl,;) € um protétipo de droga que lesa as células
indiretamente, apds sua conversdo em um intermediério reativo. Essa modificacéo,
em geral, é realizada pelas oxidases de funcdo mista P-450 no reticulo
endoplasmatico liso do 6rgédo onde a reacdo metabdlica ocorre, usualmente o figado
(SHI et al., 1998; SUN et al., 2001).

A consequéncia mais importante do metabolismo do CCl, é a formacdo do
radical livre téxico triclorometil (CCls"). Ele causa a peroxidacdo autocatalitica dos
fosfolipideos de membrana, com rapida degradacdo do reticulo endoplasmatico
(RECKNAGEL et al., 1989). Em menos de 30min apds exposicdo ao CCls, ha um
declinio de sintese protéica hepatica de enzimas e proteinas plasmaticas; dentro de
2h, observa-se tumefacdo e desprendimento dos ribossomos no reticulo
endoplasmatico liso (KUMAR et al., 2008a).

A diminuicdo na sintese de receptores de proteinas lipidicas leva ao acumulo
intracelular de triglicerideos, visiveis como goticulas claras no citoplasma das células
lesadas. Essa reacdo ao CCl, é reversivel, se a exposicdo for breve e em baixas
doses. Altas doses ou exposicOes prolongadas, entretanto, podem causar a morte

celular.
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A extensa peroxidagdo da membrana plasmatica lesa sua barreira de
permeabilidade idnica, levando a um massivo influxo de sédio e agua que resulta em
edema celular, algo potencialmente reversivel. A peroxidacdo da membrana, porém,
leva também ao influxo de célcio para dentro da célula, resultando na desnaturacao
protéica com aparéncia histologica de necrose de coagulacdo. Em contraste com o
edema celular, o influxo de célcio, secundario ao extenso dano na permeabilidade
da membrana citoplasmatica, € um evento irreversivel (TSUKAMOTO, MATSUOKA
e FRENCH, 1990; WU e NORTON, 1996).

Em 1936, Cameron e Karunaratne relataram que a administracdo repetida de
CCl, em ratos resulta em cirrose (CAMERON e KARUNARATNE, 1936). Embora
precedido por outros (LAMSOM e WING, 1926; BOLLMAN e MANN, 1931;
LACQUET, 1932), esse estudo sistematico estabeleceu a morfologia e padronizou
as condi¢cbes experimentais do modelo. Desde entédo, a cirrose induzida pelo CCl,
tem sido objeto de muitos estudos com ratos e com outras espécies animais, assim
como diferentes vias de administracdo e doses dessa droga. A maioria deles baseia-
se, explicita ou implicitamente, na aceitacdo da cirrose induzida pelo CCl, como um

modelo experimental adequado para a cirrose do homem (PEREZ TAMAYO, 1983).

Apesar de o figado dos ratos apresentar uma aparéncia mais lobulada em
relacdo aquele da espécie humana, ha uma correspondéncia entre os seus lobos e
os setores hepaticos do figado humano. Ambas as espécies pertencem a classe dos
mamiferos e, portanto, apresentam desenvolvimento embrioldgico semelhante
(LANGSCH et al.,, 2009), fator que contribui para o rato servir de modelo

experimental.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a capilarizacdo dos sinusoides hepaticos e a possibilidade de sua

regressao em ratos com cirrose induzida pelo tetracloreto de carbono (CCly).

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Estudar a estrutura das alteracfes sinusoidais (capilarizacdo) por meio de
técnicas histolégicas, de imunofluorescéncia para laminina e de microscopia

eletrdnica de transmissao para a demonstracdo morfolégica da membrana basal.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo e os procedimentos descritos a seguir foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro de Pesquisas Gongalo
Moniz (CPqGM).

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados 30 ratos noruegueses (Rattus norvegicus) da linhagem albina
Wistar, provenientes do biotério do CPqGM, local onde foram mantidos ao longo de
todo o estudo. Esses animais permaneceram em gaiolas convencionais e sob
condicbes ambientais de umidade e temperatura controladas, com iluminacao
artificial mantida em ciclo claro-escuro de 12h. A agua e a racdo balanceada para

ratos foram fornecidas em regime ad libitum.

4.3 MODELO EXPERIMENTAL

Os ratos foram tratados com tetracloreto de carbono (CCl,) por 17 semanas.
Com o objetivo de provocar indugcdo enzimatica e abreviar o tempo necessario para
o desenvolvimento da cirrose, foi adicionado fenobarbital a dieta basica diaria
desses animais, diluido na agua de beber, em uma concentracdo de 0,4g/L, duas
semanas antes da primeira dose de CCl, e durante todo o experimento, até a dose

final.

O tratamento com CCl, foi realizado de acordo com o descrito por Rosa e

colaboradores (1991). Os animais foram tratados duas vezes por semana e cada
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rato recebeu uma dose inicial de 0,04mL de CCl, em 6leo mineral, administrada por
via orogastrica. Antes de cada administracdo do CCl,, 0os animais foram pesados;
qguando houve uma perda ponderal de 5% ou mais, a dose foi diminuida por 0,02mL
(metade da dose inicial); quando houve um ganho ponderal de 5% ou mais, a dose

foi acrescida de 0,02mL.

4.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

4.4.1 Grupo |

Apés a interrupcdo do tratamento, cinco ratos foram eutanasiados e dez,

submetidos a uma hepatectomia parcial. Tais animais compuseram o grupo |I.

Os animais eutanasiados foram anestesiados com solucdo de ketamina e
xilazina — 2,5mL de ketamina : 0,5mL de xilazina : 1mL de solugao salina 0,85% —,
numa propor¢do de 0,2mL para cada 100g de massa corpérea, depois
exsanguinados por se¢ao da aorta abdominal. Nestes, uma parte do lobo direito
lateral do figado foi imediatamente removida, cujos fragmentos foram submetidos as
técnicas histologicas, de imunofluorescéncia e de microscopia eletrénica de

transmissao, objeto de maior detalhamento abaixo.

O aspecto da superficie do figado desses animais foi documentado com fotos
por meio de uma maquina fotografica digital Sony Cyber-shot DSC-W50. Outras
técnicas (ndo apresentadas) foram realizadas nesses animais, razdo pela qual eles

foram submetidos a eutanasia, e ndo a hepatectomia parcial.

Os animais submetidos a hepatectomia parcial também foram anestesiados
segundo o descrito acima e, em condi¢cdes de rigorosa assepsia, sofreram uma
laparotomia, tendo o aspecto da superficie do figado sido registrado de acordo com
o descrito anteriormente. Foi coletada também desses ratos uma parte do lobo
direito lateral do figado, da qual se retirou um fragmento para exame histoldgico.
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4.4.2 Grupos Il e lll

Dos dez animais submetidos a hepatectomia parcial apos a interrupcéo do
tratamento, pertencentes ao grupo |, cinco foram eutanasiados quatro meses depois
e 0S outros cinco, seis meses depois — periodos suficientes para que as evidéncias
de regressao da cirrose sejam observadas em ratos. Esses animais compuseram 0s
grupos 1l e lll, respectivamente. Tais ratos sofreram 0s mesmos procedimentos,
inclusive as técnicas nao apresentadas, aos quais foram submetidos os animais
anteriormente eutanasiados logo apoés a interrupc¢do do tratamento, pertencentes ao

grupo |.

Cada animal serviu como seu proprio controle, uma vez que o material obtido
por biépsia, aquando da realizacdo da hepatectomia parcial, sempre foi comparado

com o material obtido, posteriormente, por ocasido da eutanasia.

Fenobarbital na agua de beber (400mg/L)
30 RATOS WISTAR (200-3009) e

CCl, por via orogastrica (2x/semana)

4 meses depois

Registro dos obitos

Interrupgdo do tratamento N
I Divisdo dos grupos

Técnicas de histologia e
de imunofluorescéncia

4 meses depois

| — - GRUPO |

5 ratos 6 meses depois

eutanasiados ~ —1 BROER
I 5 ratos GRUPO Il
l eutanasiados ~
Anestesia + secgdo da aorta abdominal I
Técnicas de histologia, de imunoflucrescéncia * Cada rato serviu como
e de microscopia eletrdnica seu proprio controle

Figura 1 — Desenho experimental
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4.5 TECNICAS HISTOLOGICAS

Os fragmentos de figado foram fixados em formol Millonig (pH 7.4), depois
desidratados, diafanizados e inclusos em parafina histolégica. De cada bloco de
parafina das amostras em analise, se¢fes de 5um de espessura foram cortadas em
micrétomo. Elas foram coradas por hematoxilina e eosina (HE) para evidenciacéo de
nacleos e componentes basoéfilos, em azul, e de citoplasma e componentes
aciddéfilos, em rosa. A coloracdo por picrossirius vermelho, especifica para fibras de
colageno, também foi empregada. As laminas confeccionadas foram analisadas em

microscopio optico Zeiss Axioskop 2.

4.6 IMUNOFLUORESCENCIA

Os fragmentos de figado coletados foram imediatamente criopreservados em
nitrogénio liquido e acondicionados em recipientes estocados a -80°C. Esses
fragmentos, posteriormente, foram secionados em criostato a -20°C, fixados em
acetona e hidratados em solucdo PBS com pH 7.4. O anticorpo anti-laminina foi
utilizado como anticorpo primario diluido na propor¢éo 1:100. O anticorpo secundario
utilizado foi o anti-lgG de coelho fluoresceinado (SIGMA). Entre as reacdes, 0S
cortes foram lavados em solucdo de PBS com pH 7.4. A visualizagdo das laminas
confeccionadas foi realizada por meio de um microscopio de fluorescéncia Olympus
BX51.

4.7 MORFOMETRIA

A estimacdo quantitativa da marcacéo fluorescente positiva para laminina foi
realizada em sec¢ao hepatica obtida do lobo direito lateral dos animais sob analise —
cinco de cada grupo experimental, num total de 15 amostras. Para a mensuracao

morfométrica em valores micrométricos e percentuais, uma area secional total de 1,1
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x 10%°um?, selecionada aleatoriamente de cada amostra, foi avaliada. As medicdes
foram feitas por intermédio do programa de processamento e andlise de imagens
Leica QWin 3.11.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

As diferengas entre as medias foram testadas por meio da analise de variancia
com um fator (ANOVA) complementada pelo pos-teste ndo-paramétrico de Newman-
Keuls. Os resultados que revelaram p<0.05 foram considerados significativos. Os
dados foram calculados por meio do programa de analise estatistica GraphPad
Prism 5.01.

4.9 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Pequenos fragmentos de figado foram imediatamente fixados, por imersédo, em
uma solucéo de glutaraldeido a 4%, em tamp&o cacodilato de sédio a 0,2M, com pH
7.4, na proporcédo de 1:1, por 1h, a 4°C, e pos-fixados em tetroxido de ésmio a 1%
em tampao cacodilato a 0,3M, também na propor¢do 1:1, por 1h, a 4°C. Esses
fragmentos foram lavados, rapidamente, em tampéao cacodilato a 0,3M. Eles foram,
em seguida, desidratados em um gradiente de acetonas, depois embebidos em
resina polybed 812. Dentre os blocos obtidos apds a polimerizacéo da resina, foram
selecionadas, aleatoriamente, amostras de dois casos de cada grupo experimental;
os cortes ultrafinos foram coletados, montados em grades de cobre e contrastados
com citrato de chumbo e acetato de uranila. Tais grades foram examinadas em um

microscopio eletrénico Zeiss EM-109.
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5 RESULTADOS

O modelo experimental foi satisfatorio em demonstrar a cirrose nos animais
submetidos ao tratamento com fenobarbital e tetracloreto de carbono (CCl,). Todos
eles, logo apos a interrupcao do tratamento, apresentaram o quadro morfolégico de

cirrose esperado.

Ao término do experimento, foi contabilizada uma perda amostral de 50%,
correspondente a 15 6bitos. Destes, dez (33,33%) ocorreram ao longo do periodo de
tratamento. Devido ao tempo indeterminado entre a sua ocorréncia e a sua
identificacdo, a interpretacdo de sua possivel etiologia foi comprometida. Os outros
cinco (16,67%) 6bitos ocorreram apos o periodo de tratamento e foram resultantes
de complicacdes decorrentes do procedimento cirdrgico ao qual os animais foram

submetidos. Assim, 15 animais estiveram disponiveis para os estudos morfolégicos.

Os animais do grupo | apresentaram um figado de cor relativamente opaca,
consisténcia endurecida e aspecto granular difuso, visivel em sua superficie externa
(vide figura 2A). Os ratos dos grupos Il e Ill exibiram um figado de superficie mais ou
menos lisa e brilhante, quando comparados aqueles do grupo I, além de

consisténcia relativamente macia (vide figura 2B e 2C).

5.1 ANALISE HISTOLOGICA

5.1.1 Grupo |

As técnicas histolégicas evidenciaram, no grupo |, o comprometimento difuso
da arquitetura do figado. Sua estrutura acinar foi subvertida a uma estrutura nodular,
a qual incluiu a deposicao difusa de colageno nos espacgos-porta e no parénquima, o
espessamento de traves hepaticas e a perda de veias centrolobulares (vide figura
3A, 3B, 3C e 3D). A fibrose se deu sob a forma de septos, delimitando os nédulos

regenerativos e, frequentemente, esteve presente nas areas perissinusoidais (vide
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figura 3E e 3F). Os hepatOcitos apresentaram sinais de alteracées degenerativas,
especialmente tumefacéo e esteatose (vide figura 3C e 3D). A presencga ocasional
de infiltrado mononuclear em focos isolados do parénquima e nos espacos-porta foi

registrada (vide figura 3C).

5.1.2 Grupos Il e lll

Foi constatada uma melhora no quadro de cirrose nos grupos Il e I,
comparativamente ao grupo |. Nestes, foram encontradas areas do parénquima de
aspecto proximo ao normal, com traves hepaticas com uma célula de espessura
(vide figura 4A, 4B e 4C). A estrutura nodular, no entanto, persistiu, tanto no grupo I
quanto no grupo lll, tendo ocorrido um adelgacamento com fragmentacdo dos
septos fibrosos, tornando os nodulos pouco evidentes. Estes, quando presentes,
tornaram-se expandidos e delimitados por finos septos fibrosos (vide figura 4D e
4E), comparativamente aos resultados do grupo |. Ademais, foi registrada a
auséncia de fibrose perissinusoidal (vide figura 4F), achado evidente nos animais do
grupo I. As mudancas inflamatorias e degenerativas desapareceram.

5.2 ANALISE DA IMUNOFLUORESCENCIA

5.2.1 Grupo |

A exibicdo da membrana basal, por meio da marcacéo fluorescente positiva
para laminina, em secdes hepaticas do grupo |, permitiu revelar uma rica rede
vascular nos nddulos regenerativos (vide figura 5A). Os vasos estavam presentes
tanto no seu interior quanto dentro dos septos fibrocelulares que os delimitavam
(vide figura 5B). Foi observado, também, no interior desses nddulos, um depdsito
aumentado de laminina no espaco entre as traves e 0s sinusoides hepaticos (vide
figura 5C).
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5.2.2 Grupos Il e lll

Comparativamente ao grupo I, os grupos Il e Il apresentaram uma diminuicéo
significativa (vide tabela 1, grafico 1 e figura 5D e 5E) da marcacado fluorescente
positiva para laminina, sobretudo nas &reas perissinusoidais (vide figura 5F). Alguns
vasos, contudo, persistiram dentro dos finos septos fibrosos (vide figura 5D, 5E e

5F). Nao houve diferencas significativas entre os grupos Il e Ill (vide tabela 1 e
grafico 1).

Tabela 1 — Avaliacdo morfométrica de area secional da marcacao fluorescente

positiva para laminina de amostras de figado coletadas em diferentes periodos pos-
tratamento

Variaveis Periodo pos-tratamento (meses)

0 4 6

Are621 secional 498.019 + 228.735 149.397 + 53.450** 194.478 + 52.489**
(LM®)

Area secional 10,8+ 4,9 3,2 +1,3* 4,0+ 1,3
(%)

Valores apresentados em média + desvio padrdo; n = 5 ratos por grupo; ** diferencas entre o grupo |
(0 meses) e os grupos Il (4 meses) e lll (6 meses) foram significativas (p<0,01).

204

|
1

Periodn pas-ratamento {(meses)

Area secional (%)

Gréafico 1 — Area secional da marcacdo fluorescente positiva para laminina de
amostras de figado coletadas em diferentes periodos pos-tratamento

n = 5 ratos por grupo; ** diferencas entre o grupo | (0 meses) e os grupos Il (4 meses) e Il (6 meses)
foram significativas (p<0,01).
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5.3 ANALISE ULTRAESTRUTURAL

5.3.1 Grupo |

Ao microscopio eletronico, foi possivel observar, com riqueza de detalhes, as
alteracbes nos sinusoéides hepaticos. Estes, nos nodulos cirroticos, exibiram
endotélio continuo e sem fenestras, além de uma membrana basal, semelhante a
um capilar comum (vide figura 6A, 6B, 6C e 6D) — fenGmeno descrito como

capilarizacéo dos sinusoides hepaticos.

5.3.2 Grupos Il e lll

Problemas técnicos impediram a andlise do material coletado quatro meses
apos a interrupcao do tratamento. Seis meses ap0s a interrup¢do do tratamento, no
entanto, constatou-se o desaparecimento da membrana basal nas amostras
analisadas. Os sinusotides hepaticos apresentaram endotélio fenestrado e polo

vascular de hepatécitos com vilosidades exuberantes (vide figura 6E e 6F).



Figura 2 — Aspectos macroscopicos da superficie dos figados em diferentes

periodos ap0s a interrupcdo do tratamento

A — Figado com superficie opaca de notavel granulosidade difusa uniforme, no qual se registra
espessamento da capsula, logo apods a interrupcao do tratamento. B e C — Figados com capsula
menos espessada, cuja superficie mais ou menos lisa tende a assumir brilho e coloragdo normais,
quatro e seis meses pds-tratamento, respectivamente.
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Figura 3 — Fotomicrografias Opticas de secdes hepéticas coletadas logo apés a

interrupcédo do tratamento

A (HE, 10x) e B (Picrossirius, 10x) — Parénquima com nédulos regenerativos delimitados por septos
fibrosos. C (HE, 100x) — Infiltrado mononuclear e esteatose. D (HE, 100x) — Hepatdcitos tumefeitos
em traves hepaticas espessadas e veia centrolobular ausente no interior de um ndédulo regenerativo.
E (Picrossirius, 100x) — Fibrose perissinusoidal no interior de nddulos regenerativos. F (Picrossirius,
200x) — Detalhe de E.
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/ 5 R e 3 Lo R e e R
Figura 4 — Fotomicrografias Opticas de secdes hepaticas coletadas quatro e seis
meses apas a interrupcao do tratamento

A (HE, 10x) e B (Picrossirius, 10x) — Parénquima ainda com estrutura nodular, quatro meses apds a
interrupgdo do tratamento, onde séo observados adelgagamento e fragmentagéo dos septos fibrosos.
C (HE, 100x) — Area de aspecto préximo ao normal com veia centrolobular e com traves hepaticas
constituidas por uma célula de espessura. D (Picrossirius, 10x) e E (Picrossirius, 100x) — Nodulos
regenerativos expandidos delimitados por finos septos fibrosos, quatro e seis meses pés-tratamento,
respectivamente. F (Picrossirius, 200x) — Auséncia de fibrose perissinusoidal evidenciada seis meses
pés-tratamento.
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Figura 5 — Marcacao para laminina em sec¢des hepaticas observadas ao microscopio

de fluorescéncia

A (100x) — NOdulos regenerativos entremeados por rica rede vascular, logo apds a interrup¢éo do
tratamento. B (200x) — Vasos presentes tanto dentro dos septos fibrocelulares quanto no interior de
nddulos regenerativos, logo ap6s a interrupcdo do tratamento. C (400x) — Depdsito aumentado de
laminina em area perissinusoidal, logo apo6s a interrupcao do tratamento. D (200x) e E (100x) —
Diminuicdo clara da marcacao para laminina, além da persisténcia de vasos nos finos septos fibrosos
remanescentes, quatro e seis meses apoés a interrupgdo do tratamento, respectivamente. F (400x) —
Detalhes da presenca de vasos em um fino septo fibroso remanescente e a auséncia de marcacéo
para laminina em area perissinusoidal, seis meses pos-tratamento.
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Figura 6 — Ultraestrutura de sinusoides hepaticos observados por microscopia

eletrbnica de transmissao

A e C — A presenca de uma membrana basal (setas grossas) no espaco perissinusoidal de Disse
evidencia a capilarizacdo dos sinusoides hepaticos, constatada logo apés a interrupcao do
tratamento. B e D — Ampliagbes de A e C, respectivamente. E e F — Vilosidades do pdlo vascular de
hepatécitos exibidas em contato direto com células endoteliais, cujas fenestras (setas finas) conectam
o limen do sinuséide hepético ao espaco perissinusoidal de Disse, seis meses pés-tratamento. Tanto
em E quanto em F nota-se a auséncia de membrana basal. H = Hemécia; L = Leucdcito
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6 DISCUSSAO

O tetracloreto de carbono (CCl;) é uma potente droga hepatotoxica e a
exposicdo prolongada a ele provoca degeneracdo dos hepatdcitos, ativando
mecanismos que culminam em fibrose e, posteriormente, em cirrose (MANIBUSAN,
ODIN e EASTMOND, 2007; WEILER-NORMANN, HERKEL e LOHSE, 2007).

Os limites entre a agressdo necessaria para a producdo da cirrose e a
manutengao da sobrevida dos animais sdo muito ténues. Desse modo, a perda
amostral ao longo do desenvolvimento do modelo experimental é praticamente
inevitavel. O cuidado quanto a dose do CCl, e quanto ao intervalo entre as sessfes
de tratamento, entretanto, permite um razoavel controle da mortalidade (ROSA et al.,
1991).

A mortalidade observada na presente investigacdo esteve dentro do esperado
em estudos experimentais de mesma natureza. Segundo Jeong e colaboradores
(2001) e Li, Benjamin e Alexander (2002), a inducédo de cirrose em roedores de
laboratorio, por meio do CCl,, apresenta mortalidade entre 30% e 50% ou mais.

A mortalidade causada pelo CCl,, comparativamente as drogas alternativas de
inducao de cirrose, € menor em relacdo aquela provocada pela dimetilnitrosamina —
a qual pode chegar até 100% (JEONG et al., 2001) —, embora seja maior do que
aquela resultante da tioacetamida, cujo maximo foi apontado como 35% (LALEMAN
et al., 2006; GUERRA et al., 2009).

Apesar de seu consideravel percentual de mortalidade no presente estudo, o
tratamento com o CCl, resultou em um padrdo de cirrose evidente em todos os
animais analisados ao fim dele. O quadro morfolégico de nédulos regenerativos
delimitados por septos fibrosos, entre outros aspectos, manifesto no figado desses
animais corroborou a administracdo repetida de CCl, em ratos como um modelo

experimental adequado para a cirrose do homem (PEREZ TAMAYO, 1983).

Além de adequado, o modelo do CCl, é bem padronizado (CAMERON e
KARUNARATNE, 1936; PROCTOR e CHATAMRA, 1984; ARIOSTO et al., 1989;
ROSA et al., 1991) e tem sido amplamente utilizado em estudos morfologicos e

funcionais do figado cirrético ao longo das Ultimas décadas. Dentre os diferentes
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7

modelos experimentais, ele é, a partir de um ponto de vista morfolégico, o que
melhor se assemelha a cirrose humana (CAMERON e KARUNARATNE, 1936;
PROCTOR e CHATAMRA, 1984; ARIOSTO et al., 1989).

As mudancas histolégicas mais importantes observadas no figado dos ratos
analisados quatro e seis meses poOs-tratamento foram representadas pela expanséo
dos ndédulos regenerativos e pelo adelgacamento e fragmentacdo dos septos
fibrosos, de modo que nao foram constatadas diferencas marcantes entre esses dois

periodos de observacao.

Esses resultados ratificaram os achados publicados por Di Vinicius e
colaboradores (2005), os quais relataram que os aspectos de regresséo da cirrose
supracitados estabilizam-se quatro meses apés a interrupcdo do CCls, ndo se
modificando significativamente dai por diante. Além disso, tais achados estiveram de
acordo com o proposto por Wanless, Nakashima e Sherman (2000), que afirmaram
gue a regressao da cirrose imita 0s aspectos descritos como caracteristicos da

denominada cirrose septal incompleta.

O interesse sobre a regressao da cirrose experimental difundiu-se a partir de
Cameron e Karunaratne (1936), os quais descreveram dois estagios no

desenvolvimento da cirrose induzida pelo CCl, em ratos:

[...] (1) um estagio pré-cirrético reversivel, com caracteristicas histologicas
indistinguiveis da cirrose efetiva e (2) um estagio cirrético com um figado
fina ou grosseiramente granular. No primeiro caso, o figado volta ao normal
com a interrupgéo da droga. (CAMERON e KARUNARATNE, 1936, p. 19)

Para Perez-Tamayo (1979), ha um estagio (inicial) especifico da cirrose no qual
a reversibilidade se aplica e outro em que o processo €&, aparentemente, irreversivel
ou muito lento. A cirrose produzida nos animais da presente investigacdo ndo pode
ser considerada como caracteristica de um estagio avancado, entretanto, ndo se
pode excluir a possibilidade de regressao completa da cirrose em casos mais leves
(DI VINICIUS et al., 2005). Perez-Tamayo (1979) considerou, ainda, que todos os
modelos experimentais de cirrose do figado sdo reversiveis, desde que o agente
causador seja interrompido e que haja tempo suficiente para permitir que o efeito
torne-se aparente. As colocacBes desse autor, todavia, segundo seu proprio
destaque, referem-se a reversibilidade da fibrose na cirrose, e ndo a reversibilidade

da cirrose.
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A discussao sobre a reversibilidade da cirrose tem sido apresentada como um
assunto controverso. Parte desse problema decorre da terminologia empregada,
uma vez que ndo ha uma linguagem clara e comum para tratar do assunto
(PINZANI, ROSSELLI e ZUCKERMANN, 2011). Muitos autores fazem confusdo
entre 0os termos “regressdo” e “reversdo” e outros, quando ndo 0S mMesmos,

empregam, por vezes, os termos “fibrose” e “cirrose” como sinbnimos.

Segundo Friedman (2007), o termo “reversdo” deve ser aplicado com cautela,
uma vez que implica retorno completo a histologia normal. Muitos dos estudos que
abordam a reverséo da cirrose, entretanto, ndo consideram todas as caracteristicas
dessa doenca. Eles fazem referéncia apenas a reversdo da fibrose na cirrose.
Assim, tem-se demonstrado uma diminuicao do teor de matriz extracelular do figado,
e nao a reversao completa da cirrose. Nesse contexto, Friedman (2007) sugeriu que
seria mais preciso referir-se ao termo “regressao”, o qual indica melhora na fibrose

sem, necessariamente, um retorno a histologia normal.

Os termos “regressao” e “reversao”, contudo, trazem consigo uma ambiguidade
intrinseca, pois ambos podem representar uma condicdo minima, parcial,
substancial ou completa, caso uma especificagdo adicional ndo seja oferecida
(DESMET, 2005). Além disso, o cuidado quanto ao uso deles suscita uma discusséo
sobre a maneira pela qual o comportamento da fibrose deve ser avaliado. Em outras
palavras, se os méetodos de andlise de sua regressao devem ser 0S mesmos para
avaliar sua progressao (FRIEDMAN e BANSAL, 2006).

Para tanto, deve-se considerar o fato de os trés sistemas de avaliacdo de
fibrose mais utilizados (KNODELL et al., 1981; DESMET et al., 1994; POYNARD,
BEDOSSA e OPOLON, 1997) terem sido desenvolvidos antes de a ideia de
regressao de fibrose ganhar notoriedade. Vale ressaltar, também, que embora a
biopsia hepatica percutdnea seja o padrdo-ouro para a avaliacdo de fibrose em
individuos humanos, tem-se reconhecido, cada vez mais, suas limitacbes (COUTO,
2007; SCHULZ, 2010). Ademais, esses métodos revelam uma avaliacdo estéatica do
processo de fibrose, comprometendo a interpretacdo de seus aspectos dinamico e

bidirecional, ou seja, o remodelamento ao qual ele € constantemente submetido.

As limitagbes dos métodos de andlise supracitados tornam-se mais evidentes
quando eles sao utilizados para avaliar a cirrose, especialmente sua regressao e/ou

reversao. O problema reside, fundamentalmente, no fato de a cirrose ser sempre
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representada pelo maior escore dos sistemas de avaliacdo de fibrose (PINZANI,
ROSSELLI e ZUCKERMANN, 2011) — algo inadequado, uma vez que escores
baixos ndo descartam a possibilidade de uma cirrose menos Obvia, como a cirrose
septal incompleta (DESMET e ROSKAMS, 2004). As limitacbes referidas sé&o
agravadas pela variabilidade inter-observadores na classificacdo do estagio da
doenca ou mesmo por uma interpretacdo inadequada por meio desses sistemas,
seja devido ao tamanho inadequado da amostra sob anélise ou a sua fragmentacéo
(IMPERIALE et al., 2000; PARK et al., 2000).

Por fim, é necessario levar em conta, ainda, que os quadros anatdbmico e
clinico de um individuo com cirrose podem estar dissociados. Ha aqueles que
apresentam sinais de hipertensdo da veia porta e de insuficiéncia hepatica de graus
variaveis, mas que nao tém o quadro anatébmico de cirrose. A reciproca também é
verdadeira, de modo que isso contribui ainda mais para a controvérsia a respeito da
reversibilidade da cirrose (ANDRADE, 2005).

Outro achado frequente nas amostras de figado coletadas logo apés a
interrupcdo do tratamento foi o depodsito de matriz extracelular na periferia dos
sinusodides hepaticos, identificada como uma fibrose perissinusoidal por meio do
picrossirius vermelho. Quanto a esse resultado € necessario ressaltar que as
alteracdes da matriz extracelular tém um profundo efeito sobre a regeneracéo das
células hepaticas e a redistribuicdo vascular (CRAWFORD, 2007).

No figado cirrGtico, todos os tipos de colageno, de glicoproteina e de
proteoglicano podem aumentar até trés vezes ou mais do que as quantidades
normalmente encontradas no figado sadio (MURATA, OCHIAI e AKASHIO, 1985;
GRESSNER, 1992). Estudos em ratos demonstraram que o total de componentes
da matriz extracelular pode aumentar para 25% a 40% na cirrose (JAMES et al.,
1986). Esse acumulo anormal dentro do parénquima hepatico produz um ambiente
no qual as proteinas da matriz extracelular normalmente presentes na membrana

basal sdo depositadas no espaco perissinusoidal de Disse.

A laminina é a glicoproteina mais importante da membrana basal (MARTINEZ-
HERNANDEZ e AMENTA, 1995). Pequenas quantidades dela estdo normalmente
presentes no espaco perissinusoidal de Disse, mas quantidades aumentadas sao

encontradas na capilarizacdo dos sinusoides hepaticos (ROSKAMS, DESMET e
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VERSLYPE, 2007), circunstancia em que o0s hepatocitos, além das células
estreladas hepéticas, passam a produzi-la (CLEMENT et al., 1988).

O presente estudo comprovou esse depésito aumentado de laminina, por
morfometria, nas amostras de figado coletadas logo apos a interrupcdo do
tratamento. Segundo Lin e colaboradores (1998), a matriz extracelular de um figado
normal compreende menos de 3% da area relativa a uma secdo de tecido. Na
presente investigacdo, a analise morfométrica do material coletado logo apds a
interrupcdo do tratamento revelou uma ocupacdo meédia de 10,8% de laminina nas
secOes avaliadas, resultado de acordo com estudos anteriores que consideraram a
deposicdo aumentada de matriz extracelular na cirrose (MURATA, OCHIAI e
AKASHIO, 1985; JAMES et al., 1986; GRESSNER, 1992; LIN et al., 1998).

A matriz complexa do espaco perissinusoidal de Disse é essencial para manter
a integridade e a funcdo dos hepatocitos e de células sinusoidais (WELLS, 2011). A
matriz extracelular, em um sentido geral, fornece a estrutura para a regulacdo da
polarizacdo, da migracdo, da proliferacédo, da diferenciacdo, da sobrevivéncia e da
morte celular. Isso ocorre através de sinalizacdo entre matriz extracelular e células,
através de receptores transmembrana, como as integrinas ou proteoglicanos
transmembrana (CRAWFORD, 2007).

Assim, a diferenciacdo de hepatdcitos em um estado polarizado requer uma
matriz extracelular com propor¢cdes adequadas de laminina, bem como de colageno
tipo IV, fibronectina, entactina e heparansulfato (FRIEDMAN et al., 1992). O contato
apenas com uma matriz de colageno leva a perda da polaridade e a
desdiferenciacdo dos hepatoécitos, medida pela expressdo de suas proteinas
especificas (KLEINMAN et al., 1986; BISSELL et al., 1987; SCHUETZ et al., 1988).
Dessa maneira, lesdo hepatica que altera a matriz subendotelial sinusoidal pode

resultar em perda diferenciada de funcdo hepatocelular.

A andlise ultraestrutural da presente investigacdo permitiu a identificacdo de
uma membrana basal sob um endotélio continuo e sem fenestras nos sinusoides
das amostras de figado coletadas logo apdés a interrupcdo do tratamento,
constatando sua capilarizacdo. Quanto a esse resultado € necessario considerar que
a mudanca do espaco perissinusoidal de Disse de conter delicados fios

entremeados de colageno fibrilar a uma matriz densa de proteinas tipicas de
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membrana basal fecha-o para o intercambio entre hepatécitos e sangue sinusoidal
(MARTINEZ-HERNANDEZ e MARTINEZ, 1991).

Onori e colaboradores (2000), entretanto, relataram que o0 processo de
capilarizacdo dos sinusoides hepaticos ndo pode ser considerado como um dos
principais motivos para a reducdo da captacdo hepética de componentes do plasma
e para a insuficiéncia hepética, embora Martinez-Hernandez e Martinez (1991)

tenham correlacionado a captacao hepatica ao referido processo.

O argumento de Onori e colaboradores (2000) baseia-se na evidéncia de que a
presenca de tecido conjuntivo no espaco perissinusoidal de Disse foi localizada
apenas em sinusoides periportais ou préximos a grandes areas fibroticas de figados
de rato induzido a cirrose pelo CCl,. Esses dados foram obtidos por microscopia

eletrbnica de transmissao e confirmados por imunohistoquimica para laminina.

Ao contrario do relatado por Onori e colaboradores (2000), os resultados do
presente estudo quanto a imunofluorescéncia para laminina revelaram o depdsito
aumentado dessa glicoproteina nos espacos perissinusoidais de Disse dentro dos
nodulos regenerativos das amostras avaliadas logo apdés a interrupcdo do
tratamento. Tais resultados foram validados pela constatacdo da capilarizagédo dos

sinusodides hepaticos por meio da microscopia eletrénica de transmissao.

A matriz subendotelial sinusoidal, segundo o0 mencionado anteriormente,
também ajuda a preservar as funcbes e as atividades das células endoteliais
sinusoidais hepaticas e das células estreladas hepaticas. Quando as células
estreladas hepaticas sdo mantidas em ambiente diferente daquele de onde sé&o
originalmente encontradas (espaco perissinusoidal de Disse), elas assumem o0 seu
fendtipo ativado (FRIEDMAN et al., 1989). Do mesmo modo, as células endoteliais
sinusoidais hepaticas fenestradas perdem suas fenestras em associacdo com

alteracdes na matriz extracelular (MCGUIRE et al., 1992).

Esses eventos favorecem a reducdo da porosidade dos sinusoéides hepaticos,
comprometendo o movimento de solutos e macromoléculas no espaco
perissinusoidal de Disse. Assim, além de a capilarizacdo dos sinusoides hepéaticos
resultar em uma importante barreira entre 0 sangue e 0s hepatdcitos, ela também

pode provocar a ativagcao de novas células estreladas hepaticas.
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Deleve, Wang e Guo (2008) relataram, a partir de estudos in vitro, que células
endoteliais sinusoidais hepéaticas mantém a quiescéncia de células estreladas
hepaticas e induzem a reversao do fenotipo ativado destas para quiescente. Quando
células endoteliais sinusoidais hepaticas se desdiferenciam para um fenotipo
capilarizado, esse efeito paracrino sobre as células estreladas hepaticas é perdido,
de modo que estas se tornam ativadas. Esses dados sugerem que a capilarizagéo
de células endoteliais sinusoidais hepaticas favorece a fibrose. Deleve (2011), tendo
isso em vista, supds que a reversdo da capilarizagcdo promove a resolucdo da

fibrose.

A cirrose e suas alteracdes vasculares, entre as quais a capilarizagdo dos
sinusdides hepaticos, contudo, tém sido descritas, tradicionalmente, como
irreversiveis. Para Quinn e Higginson (1965), tudo na cirrose experimental é
reversivel, exceto o0s nodulos hepatocitarios regenerativos. Segundo Wanless,
Nakashima e Sherman (2000), Desmet e Roskams (2004) e Pinzani, Rosselli e
Zuckermann (2011), embora a regressado da fibrose ocorra no figado cirrético, as
alteracdes vasculares presentes nele parecem persistir mesmo apos reducdes
significativas no teor de sua matriz extracelular. Tugues e colaboradores (2007),
Semela e colaboradores (2008) e Mejias e colaboradores (2009) acreditam que a
regressdo das alteragBes vasculares da cirrose exige mais do que antifibréticos, e

sim agentes antiangiogénicos.

Desmet (2005) cita, a partir de um ponto de vista patologico, as fistulas
vasculares intra-hepaticas como o maior determinante para o ponto de nao retorno
da cirrose, sendo elas o fator crucial para a interpretacdo de irreversibilidade dessa
doenca. Em estudo experimental com o modelo do CCl,;, os jA& mencionados Di
Vinicius e colaboradores (2005) concluiram que a cirrose € clinica ou funcionalmente
reversivel, mas anatomicamente persistente, com septos fibrosos remanescentes

vascularizados.

Segundo esses autores, tais septos, em preparacdes com injecdes vasculares
de nanquim, mostraram-se vascularizados, com vasos que carreavam material
diretamente da veia porta para os sinusoides situados entre as traves hepaticas que
formavam os ndodulos persistentes. Esses septos eram, portanto, fisiologicamente
ativos. A partir desses resultados, Di Vinicius e colaboradores (2005) supuseram que

tais septos fibrosos e os seus vasos foram conservados quando, apds a interrupgao
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do CCls, houve uma extensa degradacdo do excesso de tecido fibroso. Eles
afirmaram, ainda, que isso contribuiu para a persisténcia do padrdo anatébmico da
cirrose, embora todos os indicios tenham apontado que os disturbios clinicos
desapareceram por completo nos ratos apos a interrupcdo do CCls. O presente
estudo confirmou a persisténcia desse padrao anatdmico, por meio das técnicas

histol6gicas e de imunofluorescéncia, quatro e seis meses pos-tratamento.

Embora a discussdo sobre o potencial de reversdo da cirrose esteja
amplamente documentada na literatura cientifica, pouco se sabe ainda sobre a
reversibilidade de suas lesdes vasculares, inclusive a capilarizacdo dos sinusoides
hepéticos. Apesar de se ter conhecimento, h4 varias décadas, a respeito dessa
lesdo (SCHAFFNER e POPPER, 1963; STENGER, 1966) e sobre a estrutura dos
capilares do figado cirrético (HAHN et al., 1980; MARTINEZ-HERNANDEZ, 1985),
ndo hé& registro, na literatura cientifica, sobre a possibilidade de sua reversdo na
cirrose. Um estudo (MORI et al., 1994), entretanto, investigou tal possibilidade em
modelo experimental; sua analise histologica, porém, nao foi precisa o suficiente,
deixando duvidas se o parénquima hepatico dos animais avaliados apresentou um

guadro morfolégico de cirrose ou apenas fibrose.

A capilarizacdo dos sinusoéides hepaticos foi observada no inicio da doenca
alcodlica hepatica, ocorrendo independentemente de necrose do parénquima, de
hepatite alcoolica ou da presenca de corpos de Mallory em humanos (HORN,
CHRISTOFFERSEN e HENRIKSEN, 1987). Horn, Junge e Christoffersen (1985)
demonstraram, por meio de estudo com microscopia eletronica de varredura, em
amostras coletadas de pacientes alcodlicos néo cirréticos, a perda de fenestras na
zona perivenular do figado, ocorrendo tanto na presenca quanto na auséncia de

colagenizacao do espaco perissinusoidal de Disse.

Segundo Sztark e colaboradores (1986), a alteracdo das células endoteliais
sinusoidais hepéaticas pode ser um passo necessario e inicial no desenvolvimento da
fibrose hepatica, como suposto por Deleve, Wang e Guo (2008). Horn, Lyon e
Christoffersen (1986) também sugeriram essa hipotese a partir da demonstracéo de
correlacao positiva entre a perda de fenestras e a presenca de uma membrana basal
subendotelial, e entre esta ultima e a ocorréncia de colageno no espaco de Disse.

Outros autores sugeriram, ainda, que a perda de fenestras nos sinusoides
hepaticos pode contribuir para a esteatose hepatica (FRASER, BOWLER e DAY,
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1980) e pode causar hiperlipoproteinemia em alcodlicos cronicos (CLARK et al.,
1988). Esse processo de perda de fenestras também foi associado ao aumento da
resisténcia vascular no leito sinusoidal, sugerindo que alteracdes no revestimento
dos sinusoides hepaticos podem estar envolvidas na patogénese da hipertenséo da
veia porta (ODA et al., 1989).

A reversibilidade das alteragcbes sinusoidais acima descritas no decurso da
regressao da cirrose, entretanto, ndo foi documentada na literatura cientifica, até o
presente estudo. Os achados, aqui apresentados, revelaram que o deposito
aumentado de laminina no espaco entre as traves e 0s sinusoides hepaticos
desapareceu quatro e seis meses apoés a interrupcdo do tratamento. A avaliacao
estatistica demonstrou diferenca significativa entre as amostras coletadas nos trés
periodos de observacdo, por ANOVA, e deles entre si quando os ultimos periodos
(quatro e seis meses) foram comparados com o primeiro (logo apdés a interrup¢éo do
tratamento) pelo poés-teste de Newman-Keuls. N&o houve, porém, diferencas
significativas entre os ultimos periodos de observacédo, corroborando o preconizado
por Di Vinicius e colaboradores (2005) quanto a estabilidade do padrdao morfolégico
persistente nos meses subsequentes ao quarto més apos a interrupcdo do
tratamento com CCl,.

Esses dados foram confirmados pela andlise ultraestrutural por microscopia
eletrbnica de transmissao, seis meses apoés a interrup¢ado do tratamento, periodo no
qual se constatou o desaparecimento da membrana basal e o reaparecimento das
fenestras nos sinusdides hepaticos das amostras analisadas. Tais dados
corroboraram os achados de Mori e colaboradores (1994) a respeito da reversao da
capilarizacdo dos sinusoides hepaticos, obtidos no modelo experimental de inducao

de fibrose em ratos pelo tratamento com tioacetamida.

Estudos recentes realizados por Xie, Kanel e Deleve (2010), apresentados sob
a forma de resumo, relataram, a partir de estudos in vivo, que a reversao da
capilarizacdo promove a reversao de células estreladas hepéaticas a quiescéncia e,

por conseguinte, a reversao da fibrose.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A capilarizagdo sinusoidal transforma os sinusoides hepaticos, altamente
permedveis as macromoléculas, em capilares comuns, ndo adequados para a
especial passagem de tais metabdlitos, resultando em uma importante barreira em

um sitio anatémico essencial para o metabolismo do organismo.

Os resultados do presente estudo sugerem que, apos a interrupcdo do
tratamento com CCl,, o figado volta, com o tempo, a assumir uma estrutura préxima
do normal, todavia, com padrdo nodular ainda persistente, mas onde a capilarizacéo

dos sinusoides hepaticos sofre progressiva reversao ao normal.

Estudos futuros devem considerar a contribuicdo da reversédo da capilarizacao
sinusoidal sobre os distlrbios clinicos da cirrose durante o seu processo de

regressao.
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