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RESUMO

MODELO DA FIBROSE SEPTAL POR Capillaria hepatica. UTILIZACAO EM
TESTES COM DROGAS ANTIFIBROSANTES. MARCIA MARIA DE SOUZA. Varios
modelos tém sido utilizados na tentativa de melhor se compreender a etiologia e a
patogenia da fibrose hepatica, bem como para se fazer ensaios com drogas anti-
fibrosantes. O rato infectado pelo helminto Capillaria hepatica desenvolve com
regularidade, e em relativamente pouco tempo, um processo de fibrose septal
progressiva, que chega até a cirrose. Por estas caracteristicas, este modelo foi
escolhido para testes com algumas drogas anti-fibrosantes, ndo sé para testar tais
drogas, como, através do presumido modo de agdo de cada uma, inquirir sobre a
patogénese da fibrose septal. Os objetivos desse trabalho foram: testar o potencial
antifibrosante de algumas drogas, tais como: Pentoxifilina, Cloreto de Gadolinio,
Vitamina A e Interferon-o; determinar a agédo tanto preventiva, como curativa, das
referidas drogas sobre a fibrose septal. Para isso, foram infectados 40 ratos Wistar
com 1.500 ovos embrionados de C. hepatica, os quais foram subdivididos em 08
grupos experimentais, que receberam diferentes tratamentos com as drogas ja
mencionadas, excetuando o grupo controle, que foi tratado apenas com solugéo salina.
Foram utilizadas técnicas histoldgicas, bioquimicas e morfométricas para a avaliagédo e
mensurag¢do da quantidade de colageno e do grau de fibrose em amostras do tecido
hepatico obtidas em diferentes fases da infec¢éo, por vezes, de um mesmo animal,
através de hepatectomias parciais. As melhores respostas terapéuticas foram obtidas
com Pentoxifilina, administrada por via intraperitoneal, mas nao por via intravenosa, e
com o Interferon-a nas doses de 500.000 e 800.000 U.l. O Cloreto de gadolinio
mostrou moderada agéo antifibrosante, mas apenas quando usada preventivamente.
Os achados foram verificados através de andlise estatistica e mostraram significancia
com p<0,05, utilizando-se o teste Student-Newman-Keuls. O modelo animal
empregado revelou-se util para os testes com drogas com potencial antifibrosante.
Inferiu-se que a pentoxifilina tem uma acgéo provavel através inibicado do TNFa e
comprovou-se que o Interferon tem de fato uma agao direta anti-fibrosante. Os
resultados apontaram para a importancia da via de administracao e da dose das
drogas testadas. Palavras-chave: Capillaria hepatica; fibrose septal hepatica; drogas
antifibrosantes; fibrose hepatica.




ABSTRACT

THE Capillaria hepatica MODEL OF HEPATIC SEPTAL FIBROSIS: ITS
UTILIZATION IN TESTS WITH ANTI-FIBROSIS DRUGS. MARCIA MARIA DE
SOUZA. Several animal models have been utilized in attempts to understand the
etiology and pathogenesis of hepatic fibrosis, and to assay anti-fibrosis drugs. Rats
infected with the helminth Capillaria hepatica regularly develop progressive septal
fibrosis of the liver, that may lead to cirrhosis, within a relatively short time. Due to
such characteristics this model was considered adequate to be applied to assays with
anti-fibrosis drugs, preventively as well as curatively, Also, by observing the anti-
fibrosing effects of a particular drug one could speculate on the pathogenesis of septal
fibrosis due to capillariasis in rats. The objectives of the present study were: to test the
anti-fibrosis potential of some drugs, such as Pentoxifylline, Gadolinium Chloride,
Vitamin A and Interferon-o and to evaluate the capacity of these drugs to prevent and/or
to cure septal fibrosis of the liver. For this, forty adult Wistar rats were infected by
gavage with 1,500 embryonated eggs of C. hepatica. Eight experimental groups were
considered, which were submitted to different procedures with the above mentioned
drugs, including a control group treated with saline only. The distribution, quality and
quantity of fibrosis were evaluate by means of histologic, biochemical and morphometric
techniques in liver samples taken by partial hepatectomy and by necropsy |,
representing different stages of the infection. Best results were obtained with
Pentoxifylline, when administered intraperitoneally, but not when the intravenous route
was used instead. Interferon-o. also yielded good results when doses of 500,000 or
800,000 IU were used. Gadolinium Chloride had a moderate effect, but only|
preventively. The quantitative findings were submitted to statistical analysis through the
Student-Newman-Keuls test, with the value of p<0.05. The animal model of septal
fibrosis appeared valuable for testing anti-fibrosis drugs. Prevention and cure of septal
fibrosis could be adequately investigated with this model. Pentoxifylline, probably acting
as a TNF-inhibitor, was the most effective drug. Interferon-a which may diminish fibrosis
in viral hepatitis by primarily interfering with viral replication, exhibited in this study a
direct anti-fibrosis action. Results also pointed to the importance of dose and route of
administration for anti-fibrosis drugs.Key-words: Capillaria hepatica; Septal Fibrosis;
Anti-Fibrosis Drugs; Hepatic Fibrosis .




1 INTRODUCAO

Desde o inicio do século, investigadores tém desenvolvido modelos na
tentativa de compreender melhor a etiologia e a patogenia da fibrose hepatica.
Contudo, nenhum modelo animal tem conseguido reproduzir exatamente as doengas
fibrosantes hepaticas, tal como aparece no homem (TSUKAMOTO et al., 1990). Um
modelo ideal, a depender do tipo de fibrose, deve obedecer aos seguintes critérios
(revisao IN TSUKAMOTO et al., 1990): reprodugcao dos achados morfolégicos vistos
na doenga humana; gradual e discreta progressao das mudangas patoldgicas; alta
reprodutibilidade e baixa mortalidade; reversibilidade e irreversibilidade das lesées
fibrdticas; desenvolvimento de sequelas fisiopatoldégicas. A despeito de certas
limitagdes inerentes ao modelo animal, modelos experimentais inovadores de fibrose
hepatica tém sido desenvolvidos e tém levado a importantes contribuigoes para a
compreensao dos mecanismos celulares e moleculares responsaveis pelo acumulo
excessivo da matriz extracelular hepatica. Os principais modelos sao obtidos no rato
através ligadura do ducto biliar, por inje¢cdes repetidas do tetracloreto de carbono,
pela infecgao com o Schistosoma mansoni no camundongo e, mais ultimamente, por
injecoes repetidas de soro de porco no rato. Ha& varios incovenientes com estes
modelos, principalmente relacionados com a imprevisibilidade e irregularidades no
desenvolvimento da fibrose e a alta mortalidade que costuma ocorrer com alguns
deles.

FERREIRA & ANDRADE (1993), observaram a formagao de finos e longos
septos fibrosos que dissecavam o parénquima hepatico, criando um padrao
trabeculado semelhante ao do figado do porco em figados de ratos infectados
experimentalmente por Capillaria hepatica. Aparentemente, este tipo de fibrose nao

tem relagdo anatdmica direta com as lesbes causadas pela C. hepatica, pois
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aparecem quando estas ja estdo em fase de involugao e geralmente surge\m em
areas bem distanciadas dos nddulos inflamatérios e encapsulados contendo os
elementos parasitarios. Além disso, em infecgdes experimentais produzidas em
ratos pela C. hepatica, a fibrose septal hepatica se desenvolve regularmente em
100% dos animais, com minima mortalidade, 30 a 40 dias apd6s a inoculagao,
tornando-se assim um excelente modelo para o estudo da patogénese da fibrose e,
principalmente, para os testes com drogas anti-fibrosantes (FERREIRA &
ANDRADE, 1993).

A fibrose septal, caracterizada por varios septos conectando veias centrais
entre si e com espagos porta, representa um aspecto histologico comum em
doencas cronicas do figado. Em algumas delas, tais como cirrose septal incompleta
(SCIOT et al., 1988), hepatite septal cronica (GERBER & VERNACE, 1974) e
esquistossomose (ANDRADE,1989), a fibrose septal pode ser um proeminente
achado histologico. Na patogénese desta fibrose tem sido implicado o eixo formado
por células de Kupffer/células perisinusoidais , o qual receberia  estimulos
principalmente através de um mecanismo de natureza imunoldgica (ANDRADE,
1991).

A fibrose hepatica ocorre como uma conseqiéncia da acumulagao de
proteinas da matriz (particularmente os colagenos tipos I, lll, V e VII) no figado. Os
conceitos correntes sobre a patogénese da fibrose hepatica dao maior énfase para a
ativacdo das células perisinusoidais (ALCOLADO et al.,, 1997, ARTHUR, 1994)
situados nos espagos de Disse (lipécitos hepaticos, células estreladas,células
armazenadoras de gordura ou células de Ito) que, ativadas, assumiriam um fenétipo
inicialmente de miofibroblasto, perdendo as goticulas de gordura citoplasmatica,

adquirindo um rico reticulo endoplasmatico e se engajando na sintese aumentada de



proteinas de matriz extracelular. Ao tempo que esse é um importante fator, existe
forte evidéncia indicativa de que a fibrose hepatica é um processo patolégico
dinamico, em que a sintese é contrabalancada pela degradagao da matriz, a qual
pode também ter um papel dos mais importantes no resultado final do processo
fibrosante (ARTHUR, 1994).

Experimentalmente, o modelo de fibrose septal do rato aparece durante
inje¢coes intraperitoneais repetidas de proteinas estranhas (LONGOCOPE, 1913;
CAMPBELL, 1963; BLACKWELL, 1965). Isto tem sido considerado como uma forma
de se produzir fibrose hepatica por meio de fatores imunolégicos (TSUKAMOTO, et
al,, 1990). Uma forma pura de fibrose septal, sem degeneracdao hépato-celular,
inflamagé@o ou regeneracdo, pode ser produzida em ratos por repetidas inje¢coes
intraperitoneais de soro de porco (PARONETTO & POPPER, 1966). BHUNCHET &
KENJIRO (1992), apds analise morfologica e imunohistoquimica de populagdes de
células mesenquimais hepaticas, concluiram que nao apenas as células estreladas
perisinusoidais, mas também os fibroblastos intersticiais, incluindo ai as células de
sustentacao, tém papel substancial no desenvolvimento da fibrose septal hepatica
em ratos, induzida por soro de porco. Contudo, a reprodutibilidade deste tipo de
fibrose ocorre em apenas 40 a 70% dos ratos injetados, 0 que aponta para a
importancia do fator individual e que prejudica o modelo para quando se quer, por
exemplo, testar uma droga anti-fibrosante. As evidéncias obtidas in vitro sugerem
que a produgao da fibrose nesse modelo dependeria da ativagao do eixo células de
Kupffer/células perisinusoidais, que dispararia a cascata de estimulos que
promoveriam a deposicao de excesso de matriz nas zonas perisinusoidais. O
estimulo deveria atingir as células alvo difusamente, mas a fibrose apenas persistiria

na zona lll do &cino por motivos ainda ndo muito bem conhecidos. Provavelmente a



baixa tens&o de oxigénio nesta zona interferiria com o mecanismo de degradagéo do
colageno.

O envolvimento das células de perisinusoidais na fibrogénese hepatica foi
consistentemente visto nos modelos experimentais quando b estimulo fibrogénico foi
de origem nutricional, hepatotdxico, ou imunolégico. Os mecanismos moleculares e
celulares de ativagdo da célula de Ito tém sido explorados em diferentes modelos.
Os estudos in vitro tém destacado um papel saliente para a citocina TGF-B na
fibrogénese hepatica, mas, evidentemente, varias outras citocinas ditas fibrosantes
(FSF, PDGF, TNF, etc) também participam (KOVACS, 1991).

Nos modelos da esquistossomose in vivo, tanto no camundongo como no
rato, o TGF-B mostrou-se associado com a fibrogénese hepatica (TSUKAMOTO et
al., 1990).

Atualmente, uma das causas mais determinantes da fibrogénese hepatica
tem sido a ativagao das células de Kupffer e células perisinusoidais (lipécitos), seja
por metabdlitos, provenientes da degradagao alcodlica ou por antigenos soluveis,
derivados de parasitos. A ativagdo das células perisinusoidais (para a forma
semelhante a miofibroblasto) e fibroblastos, para um fenétipo proliferativo com
producdo de colagenos é desencadeada pela liberagdo de fatores fibrogénicos tais
como fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF) e fator de transformagao do
crescimento-beta (TGF-beta) pelas células de Kupffer (SCHUPPAN, et al., 1995).

GUIDO et al., (1996), demonstraram em seu trabalho realizado com 44
pacientes com hepatite viral crénica que antes da terapia com interferon um grande
numero de células estreladas perisinusoidais expressavam alfa-actina de musculo
liso em toda zona acinar. Apds a suspensao do tratamento, houve uma significante

redugdo na expressdo de alfa-actina de musculo liso demonstrada através de



bidpsia, sugerindo um efeito especifico do interferon nas células estreladas
perisinusoidais.

Trabalhos realizados por MURIEL et al., (1994) e MURIEL (1996),
demonstraram, respectivamente, um efeito hepatoprotetor do interferon alfay,
(80.000 U.l/Kg/s.c/por 8 semanas) no modelo de intoxicagdo por tetracloreto de
carbono, bem como redugdo do acimulo do coldgeno (100.000 U.l/animal) em
modelo de cirrose biliar no rato. Contrariamente, FORT et al., (1996), avaliando o
efeito do interferon alfay. sobre a fibrose hepatica em um modelo de cirrose biliar no
rato, nao observaram reducgao da fibrose hepatica, nem redugéo da pressao portal.
Estudos clinicos apontam para uma agao antifiborosante do interferon alfa sem,
contudo, uma dissociagcado do efeito antiviral (PILETTE et ai., 1997). Em trabalho
experimental, MURIEL, (1996), demonstrou apés prolongada obstrugdo do ducto
biliar no rato que os interferons possuem um efeito benéfico para o figado e que
este efeito nao estad relacionado as propriedades anti-virais, mas, provavelmente,

esta associado as suas propriedades anti-fibrosantes.

1.1 A Capillaria hepatica

A Capillaria hepatica € um tricuroideo muito comum como parasito do rato e
de outros roedores, tendo sido encontrado em numerosas espécies de mamiferos,
como o esquilo, o porco-do-mato, a lebre, o cdo, o gato e o macaco (MOURA, 1991).

A fémea mede dois cm de comprimento e o macho apenas a metade. O
verme adulto (C. hepatica) tem simetria bilateral, corpo cilindrico, alongado, nao
segmentado, revestido por cuticula e desprovido de membros articulados. Possui um
aparelho digestivo completo e cavidade geral sem revestimento epitelial. Apresenta

também dimorfismo sexual (WRIGHT, 1961). Os ovos sao muito parecidos com os



do tricocéfalo, com as mesmas cascas e rolhas polares, porém a membrana mais
externa € atravessada por mintisculos canais que lhe emprestam aspecto estriado
muito caracteristico (McQUOWM, 1954). Medem 50 a 69um de comprimento por
cerca de 30um de largura (MOURA, 1991) . A infecgédo verdadeira ocorre com a
ingestao pelo hospedeiro de ovos embrionados que eclodem no ceco, atravessam a
mucosa, liberando larvas que migram pelo sistema porta para o figado. Os vermes
permanecem no figado onde morrem pouco depois e liberam os seus ovos
(FARHANG-AZAD et al., 1977). Os vermes em desintegra¢ao e os ovos liberados no
parénquima hepatico provocam reagao inflamatéria granulomatosa, proliferacdo de
fibroblastos acompanhada de fibrose focal. A reagdo forma uma capsula em torno
dos ovos e dos vermes desintegrados (LUTTERMOSER, 1938). Os ovos sé
amadurecem fora do figado, quando apés a morte do hospedeiro e desintegragao
dos tecidos eles sao liberados no meio ambiente. Portanto, C. hepatica pertence ao
grupo dos parasitos transmitidos a pantir do solo: geo-helmintos (MOURA,1991).

A taxa de infecgao dos ratos (Rattus novergicus) é da ordem de 40 a 90%,
em certas areas (MOURA, 1991). CHIEFFI et al., (1981), necropsiaram 205 (191
Rattus novergicus e 14 Rattus rattus) murideos capturados vivos no municipio de
Sao Paulo e verificaram que destes, 120 (59%) estavam parasitados por Capillaria
hepatica.

A C. hepatica € um helminto de elevada prevaléncia em roedores
domésticos e, excepcionalmente, afeta também o homem.

Segundo GALVAO (1976), muitos casos nao fatais passam despercebidos,
uma vez que os ovos dos parasitas nao aparecem nas fezes nos casos de infecgao
verdadeira sendo a uUnica possibilidade de diagnéstico os testes imunolégicos.

Todavia, ndo existem dados adequados sobre a imunologia dessa parasitose. Na



tentativa de investigar a presenca de anticorpos contra C. hepatica no soro de 500
criangas em Salvador, Bahia, GALVAO (1979) sugeriu, em seu trabalho, que a C.
hepatica pode se relacionar com o homem em nosso meio, uma vez que, das 500
criangas que tiveram seus soros testados através de reagdes de imunofiuorescéncia,
9 tiveram um padrao peculiar e intenso, mesmo apdés elevada diluigdo do soro,
contra estruturas de vermes adultos e seus ovos, representando provavelmente
casos subclinicos da infeccao verdadeira pela C. hepatica. Os demais casos,
apresentaram padroes de fluorescéncia os mais variados, refletindo possivelmente
infecgdes espurias por C. hepatica ou reagdes cruzadas com antigenos os mais
variados. Contudo, devido as baixas condicdes de higiene e moradia entre a
populagao de baixa renda, existe a possibilidade de que a capilariase hepatica tenha
um papel na patologia humana maior do que é comumente admitido (GALVAO,
1981). O papel da C. hepatica segundo GALVAO (1981), na nossa patologia
regional, é inteiramente desconhecido, contudo parece ser de alguma importancia.

Na Europa foram descritos pelo menos 11 casos de infecgao hepatica, assim
como outra duzia em diferentes paises do mundo, inclusive um no Brasil e outro no
México. Eram todos casos gravissimos e quase todos terminaram com o falecimento
do paciente (MOURA, 1991).

O quadro anatomopatoldgico produzido € o de uma hepatite parasitaria, com
formacao de granulomas ao redor dos acumulos ovulares. Nao ha descrigéo clara de
fibrose septal nestes casos. No centro da lesao ha, por vezes, focos de necrose. O
figado aumenta de tamanho, chegando a hepatomegalias volumosas, e fica doloroso
(MOURA, 1991). KOHATSU et al., 1995, relataram um caso de lesdo causada por
infecgdo com C. hepatica revelada através de ultrasonografia, no segmento 6 do

figado, em uma mulher de 32 anos de idade em Okinawa, Japdo. O exame de



laboratério mostrou leucocitose (10.400/mm3®) com 22% de eosindfilos e leve
alteragcdo dos testes de exploragdo da fungado hepética. O tumor foi removido
cirurgicamente e se revelou como um “granuloma necrético”, com infiltragao
eosinofilica ao redor do nematédeo em desintegragao.

Clinicamente, nas infecgbes graves, ha febre alta, anorexia, vomitos,
extrema fraqueza e anemia, ha leucocitose e eosinofilia intensas, podendo os
eosindfilos chegar a 80% das células do sangue. Também se constata
hipergamaglobulinemia (MOURA, 1991).

Os ovos do parasito ndao aparecem nas fezes dos pacientes. Nos casos
acima referidos, o diagndstico foi estabelecido por biépsia hepatica ou necrépsia.

Entretanto, os ovos de C. hepatica tém sido encontrados nas fezes de
pessoas sadias (no Panamad), indicando provavelmente a ingestdo de figado de
animais parasitados (caga) e transito dos ovos imaturos do helminto pelo intestino,
sem eclosao, devido a sua imaturidade quando nos tecidos dos roedores (MOURA,
1991).

E possivel que a infeccdo com pequeno nimero de vermes transcorra com
pouca sintomatologia e sem diagndstico, até a cura espontanea (MOURA,1991).

Supoe-se que os disseminadores de ovos do parasito, no ambiente humano,

sejam os cdes e gatos que cagam ratos infectados.

1.2 DROGAS ANTIFIBROGENICAS

A fibrose hepatica € um processo multicelular complexo iniciado pela
agressdo celular, gerando distirbios nos componentes da matriz extracelular. Um
excessivo acumulo de todos os constituintes da matriz extracelular, um aumento

desproporcional nas varias moléculas colagénicas e néo colagénicas da matriz, e a



preponderante deposigdo de elementos recém sintetizados da matriz no espacgo de
Disse (fibrose perisinusoidal) sdo marcas da fibrose hepatica experimental e humana
levando subseqliientemente a perda da estrutura anatémica do tecido (WINDMEIER
& GRESSNER, 1996). No tecido cronicamente lesado e inflamado, as células
perisinusoidais sao “ativadas” para proliferar e se transdiferenciam fenotipicamente
em miofibroblastos. A transdiferenciagdo (também chamada “transformacao”) é
atestada por mudangas morfolégicas, como por exemplo: perda de goticulas de
gordura contendo vitamina A, hipertrofia do reticulo endoplasmatico rugoso,
expressdao de alfa actina de musculo liso, e expressdo de receptores de superficie
para vérias citocinas e fatores de crescimento (WINDMEIER & GRESSNER, 1996).
Estratégias terapéuticas para fibrose hepatica tem a célula perisinusoidal
como o tipo celular alvo. As drogas que exercem um efeito antiproliferativo ou que
reduzem a transdiferenciagdo das células perisinusoidais a miofibroblastos e /ou
inibem a sintese de componentes da matriz extracelular sdo de particular interesse

terapéutico (WINDMEIER & GRESSNER, 1996).

1.2.1 Pentoxifilina

A pentoxifilina (Trental-laboratério Hoechst) também conhecida como
oxipentifiina é um derivado da metilxantina, com potentes propriedades
hemorreoldgicas. Estudos em individuos humanos e em animais tém mostrado que
a terapia com pentoxifilina resulta em uma variedade de mudangas fisiolégicas em
nivel celular, que podem ser importantes no tratamento de um grupo diverso de
alteragbes organicas humanas. A cicatrizagdo e os disturbios do tecido conjuntivo
podem responder a um aumento das colagenases e diminuigdo do colageno,

fibronectina, e a produgdo de glicosaminoglicanos, além da sensibilidade do
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fibroblasto ao fator de necrose tumoral (TNF) que também fica diminuida
(SAMLASKA & WINFIELD, 1994).

A pentoxifilina apresenta efeitos antiproliferativos e antifibrogénicos em
fibroblastos dérmicos humanos. Em cultura de células semelhantes a miofibroblastos
hepaticos humanos, o efeito da pentoxifilina foi testado na proliferagcao e sintese de
colageno e gelatinase A. Foi demonstrada uma marcada redugéao na proliferagao
celular, comprovada através de experimentos com autoradiografia nuclear e de
crescimento celular. A pentoxifilina também afetou a sintese de colageno, como
medida por incorporagao de hidroxiprolina tritiada (*H) as proteinas da matriz. Esta
reducado se deveu a uma diminuigcdo na produgao de mRNA para pré-colageno tipo |
e tipo lll, indicando um efeito pré-traducional. Contudo, ndo foi demonstrado o
mesmo efeito sobre a atividade da gelatinase A liberada no meio de cultura. Esses
achados apontam para uma possivel aplicagao terapéutica da pentoxifilina nas
doencas hepaticas crénicas (PREAUX et al., 1997).

WINDMEIER & GRESSNER (1996), ao estudarem o efeito da pentoxifilina
sobre as fungoes fibrogénicas das células perisinusoidais do rato e dos
miofibroblastos, demonstraram que a agado inibitéria da pentoxifilina € mais dose
dependente para os miofibroblastos do que para as células perisinusoidais nao
ativadas. A pentoxifilina também retardou a transdiferenciacdo das células
perisinusoidais para miofibroblasto alfa-actina positivo. Entretanto, a sintese de
componentes da matriz extracelular como glicosaminoglicanos e fibronectina nao
foram afetados. Esses resultados demonstraram as propriedades antifibrogénicas
desta droga na fibrogénese hepatica experimental.

BERMAN & DUNCAN (1989) demonstraram que os fibroblastos cultivados

na presenca de pentoxifilina produziam duas vezes mais colagenase e diminuiam a
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quantidade de colageno, glicosaminoglicanos, e fibronectina. Eles também
demonstraram que a proliferagdo de fibroblastos induzida por IL-1 foi inibida pela
adicdo de pentoxifilina.

PETERSON (1993), estudando o papel da pentoxifilina no tratamento da
fibrose promovida por administragao de baixas doses de fésforo amarelo em suinos,
e que se estabelece apds 10 a 12 semanas de tratamento, conseguiu demonstrar
que esta droga € capaz de promover redugao significativa nas concentragdes de
colageno, além de previnir alteragdes bioquimicas e histolégicas associadas ao
modelo.

PETERSON & NEUMEISTER (1996) demonstraram no modelo da fibrose
hepatica induzida pelo soro de porco, bem como através de ingestdao de fosforo
amarelo e na ligadura do ducto biliar, que o tratamento com pentoxifilina é capaz de
promover redugé@o no conteddo de colageno nas secgdes hepaticas e de reduzir a
fibroproliferacdo no modelo com o soro de porco. Em contraste, no modelo de
cirrose do rato induzida através de ligadura do ducto biliar, a pentoxifilina ndo é
capaz de alterar a atividade fibroproliferativa e conseqientemente nao previne a
fibrose hepatica.

Experimentos envolvendo transplantes tém demonstrado a agao da
pentoxifilina sobre as células de Kupffer através da diminuigao da liberagao de Oz e
TNF minimizando desta forma, a lesdo no processo de reperfusao (KOZAKI et al.,
1995). DOHERTY et al., (1991), também demonstraram em seus experimentos a
inibicdo na produgéo de TNF por pentoxifilina, a qual parece agir inibindo a produgao
de mRNA durante a sintese do colageno (transcri¢ao).

Esses estudos apontam para uma possibilidade de atuagéo da pentoxifilina

como uma potente droga antifibrogénica em modelos experimentais.
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1.2.2 Interferon - A (IFN-o)

Os interferons sao citocinas pleiotrépicas que exibem multiplos efeitos
biolégicos em células e tecidos, incluindo atividades antiproliferativas, antivirais e
imunomodulatérias (PLATANIAS, 1995; LAUTA, 1995). Estas citocinas (interferons)
representam a mais rapida defesa do organismo contra as infecgbes virais. A
resposta natural as infec¢des virais esta relacionada com a produgédo do interferon; a
inibicdo aumenta a gravidade da infecgdo e o interferon tem demonstrado proteger
animais de varias infecgdes virais. O interferon alfa pode ser produzido por células
diversas, infectadas ou por virus, e é continuamente liberado dentro da corrente
sanglinea durante a infecgéo, diminuindo a sua produgao com o tempo. A agao anti-
viral do interferon é induzida por interagdo com receptores especificos na superficie
das células levando a tradugdo de proteinas anti-virais. Os interferons podem
também aumentar a resposta imune por uma aumentada expressdo de antigenos na
superficie de linfécitos e por aumentar a atividade citotéxica das células “natural
killer’ (DIANZANI et al.,1990). O INF-a constitue atualmente o tratamento de
referéncia das hepatites cronicas virais B e C, em razéo de suas propriedades anti-
virais e imunomodulatodrias. Alguns estudos sugerem a existéncia de um efeito
antifibrosante do IFN-a, e estudos in vitro estdo sendo realizados secundariamente
afim de precisarem esta propriedade. Desta forma, MALLAT et al, (1995),
demonstraram em culturas de miofibroblastos hepaticos humanos, que o interferon-
gama e o alfay, , em menor grau, sdo capazes de inibir a proliferagéo das células e
de reduzir a sintese de colageno e de mRNA para os pro-colagenos de tipos | e lll.

Experimentos realizados por MURIEL et al., (1994, 1996), em ratos,
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demonstraram que o interferon alfag, administrado apds indugdo de hepatopatia,
promoveu um efeito hepatoprotetor no modelo de intoxicagao por tetracloreto de
carbono, e reduziu o acumulo de colageno em um modelo de cirrose biliar.

Evidéncias experimentais tém demonstrado que os interferons possuem
acao antifibrogénica principalmente através de inibicdo da produgdo de colageno
(GOLDRING et al., 1986; CZAJA et al., 1989).

MORENO & MURIEL (1995), utilizando o modelo de ligadura do ducto biliar
para indugdo de fibrose em ratos, verificaram o aumento seis vezes maior do
conteudo de colageno, quando comparado com o figado normal. Todavia, apds
administragdo de IFN-o (100.000 U.I/animal/dia; s.c.) esses valores foram revertidos
a valores normais, assim como os marcadores bioquimicos avaliados, e também a

arquitetura normal do figado.

1.2.3 Vitamina A

A vitamina A é um composto ativo que pode ser introduzido na dieta dos
animais para auxiliar no crescimento. Ela é especificamente necessaria para a
visdo, reprodugdo, e a manutengdo do epitélio diferenciado (BLANER, 1994).
Contudo, este composto organico nao pode ser sintetizado endogenamente pelo
Home, sendo assim um nutriente essencial (BLOMHOFF et al., 1990). Esta vitamina,
solivel em gordura, regula a diferenciagdo e o crescimento de muitos tipos de
células durante o desenvolvimento embriondrio, assim como no tecido adulto
(BLOMHOFF & WAKE, 1991).

O maior érgao do corpo responsavel pelo estoque e metabolismo dos
retindides é o figado. O termo retindide, & um termo genérico para uma familia de

compostos quimicos que abriga: os compostos que ocorrem naturaimente com
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vitamina A ativa, e analogos de retinol sintéticos, com ou sem atividade bioldgica.
Os retindides sao estocados como ésteres de retinil nas células estreladas
perisinusoidais hepaticas ou células de Ito (BLOMHOFF et al., 1985(a); BLOMHOFF
et al.,, 1985(b)), embora outros tecidos incluindo o tecido adiposo, pulmao e rim
contenham significantes estoques de retinéides (BLANER, 1994).

Estudos morfoldgicos tém enfatizado que a leséao fibrética do figado envolve
um acumulo de matriz colagénica extracelular, transformacgao das células estreladas
para um estado ativado (semelhante a miofibroblasto), e redugcéo das goticulas de
gordura e estoque do retinol hepatico. In vitro, a transformagéao de células estreladas
quiescentes para o estado ativado pode ser revertida pela adigao de retinol ao meio
de cultura. Este processo ocorre, pela inibigao da proliferagdo e da produgao de

'colégeno; e pelo aumento das goticulas de gordura e indugao de longos processos
celulares (DAVIS & VUCIC, 1989).

Experimentos realizados por SENOO & KENJIRO (1985), utilizando dois
modelos para indugdo de fibrose hepatica (CCls; e injegdo de soro de porco)
permitiram concluir, apés tratamento dos animais com palmitato de retinil (vitamina
A), que este composto é capaz de suprimir a fibrose hepatica induzida tanto por
tetracloreto de carbono, quanto por soro de porco, o que contradiz alguns trabalhos
que creditam a vitamina A em excesso, a capacidade de produzir fibrose hepatica.
Para SENOO & KENJIRO (1985), a atividade secretora e formadora de colageno
pode ter sido suprimida porque muitas goticulas de gordura ocuparam o espago do
citoplasma, restringindo o desenvolvimento de outras organelas. Segundo DAVIS et
al., (1987), o excesso de vitamina A na célula perisinusoidal pode representar um
fator controlador em termos da maquinaria sintética para colagenos.

Experimentos realizados por SEIFERT et al., (1989), demonstraram que a
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vitamina A aumentou a hepatotoxicidade do CCl; quando administrada antes ou
durante o tratamento do CCls, porém nao foi hepatotdxica quando administrada
apos o tratamento do CCl,.

Outros estudos demonstram que altas doses de vitamina A estimulam a
funcdo da célula de Kupffer in vivo. As células de Kupffer, quando ativadas,
produzem mediadores que induzem danos celulares (HENDRIKS et al., 1987).
Dessa forma, o mecanismo, tanto de aumento da toxicidade quanto de diminuigcéo
da fibrose hepatica, pode estarrelacionado a ativagdo da célula de Kupffer. Isto pode
explicar a toxicidade provocada pela vitamina A durante tratamento com CCls, uma
vez que as células de Kupffer podem ser ativadas, resultando numa aumentada
producdo de mediadores, levando a um aumento no dano celular. Como resultado,
pode haver uma produgdo de mediadores de fase aguda, pelas células de Kupffer,
em consequéncia tanto da ativagcdo pela vitamina A quanto pela liberagdo de
material necrdtico no figado lesado, aumentando os danos do parénquima.
Entretanto, na auséncia do CCl,, a ativagdo da célula de Kupffer por excesso de
vitamina A pode ter um efeito benéfico por estimular a degradagdo do coldgeno no

septo fibroso (SEIFERT et al., 1989).

1.2.4 Cloreto de Gadolinio

O cloreto de gadolinio (GdCl3), um metal raro téxico para células de Kupffer,
tem sido utilizado em diversos experimentos na tentativa de compreender o papel
dessas células em diversas alteragbes do tecido hepatico.

A administragédo intravenosa de cloreto de gadolinio, elimina as células de
Kupffer grandes, com subseqliente repovoamento (HARDONK & DIJKHUIS, 1993).

LAZAR (1973) demonstrou que a injegao intravenosa de cloreto de gadolinio
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bloqueia a fagocitose pelas células de Kupffer, sem efeito sobre as células
endoteliais. KOUDSTAAL et al. (1991), mostrou que o bloqueio é promovido pela
destruicdo das células de Kupffer grandes, sem efeito sobre os hepatdcitos, células
endoteliais e células perisinusoidais. Isto pode ser demonstrado, através do uso de
marcadores de membrana como ED1(marcador lisossomal/endossomal) e ED2, e
receptor galactosil ligado aos sitios (marcadores de membrana) e perda da atividade
da peroxidase no reticulo endoplasmatico. As células expressando ED1, ED2 e
receptor galactosil, parecem ser eliminadas dos sinuséides hepaticos dentro de 6
horas apds a administragao intravenosa de GdCl; (KOUDSTAAL et al.,1991).

Outro papel atribuido ao cloreto de gadolinio € o da inibigdo da endocitose
mediada por receptor (pinocitose) da lactato desidrogenase, que é realizada pelas
células de Kupffer e que pode ser um conveniente instrumento para se estudar as
conseqiiéncias da inibicdo seletiva da endocitose por células de Kupffer (BOUMA &
SMIT, 1989).

MARTIN (1993) sugere que o GdCl; nao elimina todas as células de Kupffer
do figado, mas, provavelmente, a maioria das células ED2+ e estimula o
recrutamento de células extrahepaticas com caracteristicas de mondcitos.

Assim sendo, a fibrose septal do rato infectado por C. hepatica, pela sua
regularidade, baixa mortalidade e pelo tempo relativamente curto de aparecimento,
apareceu como um bom modelo para se testar algumas drogas tidas como anti-

fiorogénicas, tanto preventiva, como curativamente.
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2 OBJETIVOS

1- Testar com o modelo da fibrose septal associada a infecgao pela C. hepatica no
rato, o potencial antifibrosante das drogas: Pentoxifilina, Cloreto de Gadolinio,

Vitamina A e Interferon-a, através de analise histoldgica, bioquimica e morfométrica;

2- Determinar, a partir das andlises supra-citadas, a ag¢ao, tanto preventiva, como

curativa, das referidas drogas sobre a fibrose septal.
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3 JUSTIFICATIVA

Este trabalho procura utilizar um modelo original e especial de fibrose
hepatica induzido pela C. hepatica em ratos, para testar algumas drogas
consideradas como tendo potencial anti-fibrogénico. Sendo o modelo muito
facilmente reprodutivel, com producéo de fibrose septal hepatica regular, uniforme e
constante a partir de tempo relativamente curto (40 dias de infec¢do), com minima
mortalidade, considerou-se que o novo modelo podera ter mais vantagens para os

testes com drogas anti-fibrosantes, maiores que outros até aqui utilizados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DO INOCULO

Os ovos de C. hepatica foram obtidos de figados de ratos de esgotos
(Rattus novergicus) capturados em diversos pontos da cidade do Salvador, BA e
também de ratos da linhagem Wistar experimentalmente infectados. Os R.
novergicus forneceram o primeiro in6culo, o qual foi repassado em ratos Wistar, para
se conseguir numero suficiente de ovos para infeccdo de todos os animais do
presente estudo. Os animais previamente infectados foram sacrificados pela
inalagdo de éter etilico. Os figados foram colocados em um liquidificador domestico
contendo 200ml de solugéo salina 0,85%, triturados e homogeneizados durante um
minuto em baixa rotagdo. O homogeneizado foi colocado em calice de sedimentagéao
e foram feitas lavagens sucessivas de uma em uma hora com solugéo salina 0,85%,
desprezando-se o sobrenadante apés cada lavagem, até ficar completamente claro.

O sedimento contendo ovos ndo embrionados foi transferido para papel de
filtro, colocado numa placa de Petri sobre gaze umedecida com formol a 0,5% e
deixado em camara Umida para incubacao durante 30 dias a temperatura do

laboratério (25-28° C).

4.2 PREPARO DO INOCULO

Apés 30 dias de incubagdo, o sedimento foi raspado e examinado ao
microscopio para comprovar se os ovos de C. hepatica estavam realmente
embrionados. Apés o exame, o papel de filtro contendo os ovos foi entdo colocado
num liquidificador doméstico com 100ml de solugao salina a 0,85% e submetido a

trituracdo em baixa rotagdo, sendo homogeneizado por um minuto. Os ovos foram
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entdo lavados sucessivamente em salina gelada, e uma aliquota equivalente a

1000yl foi retirada para contagem e ajuste do indculo.
4.3 ANIMAIS

Foram utilizados 50 ratos da linhagem Wistar de ambos os sexos pesando
entre (170-300g), procedentes do Biotério do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz-
FIOCRUZ e do Biotério Setorial do Laboratério de Neurociéncias do Instituto de
Ciéncias da Saude- UFBa, mantidos com dieta comercial padronizada (Nutival,

Curitiba, PR) e agua ad libitum.
4.4 INFECGAO

Os ratos foram infectados administrando-se por entubagdo 1000 ovos

embrionados de C. hepatica a cada animal.
4.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Estabeleceram-se oito grupos, compostos por cinco animais cada, todos
infectados. Um deles nao recebeu tratamento algum, exceto inje¢des de solugao
salina 0,85% (controles). Os demais foram submetidos a tratamento com diferentes

drogas antifibrosantes.

4.5.1 Grupo I - Controle Infectado

Cinco ratos da linhagem Wistar, pesando entre 200-240g receberam duas
inje¢Ges semanais de 1ml de solugéo salina a 0,85% por via subcuténea a partir do
252 dia de infecgao (o tratamento se estendeu até as vésperas do sacrificio). No 47°
dia de infecgdo, os animais foram submetidos a uma hepatectomia parcial e, dois

meses apos, foram sacrificados.
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4.5.2 Grupo II - Interferon - o (500.000 U.I./dia/animal/sc.)

Cinco ratos pesando entre 170-250g receberam doses diérias a partir do 252
dia de infecgao, equivalentes a 500.000 U.l de Interferon-a preparadas a partir de
uma solugédo estoque contendo 3000.000 U.l. de IFN-a ndo espécie-especifico, que
é um interferon recombinante hibrido, formado por um segmento N-terminal
composto por aminoacidos de 1-60 do HulFN-aB e por aminoacidos de 61-166 do
HulFN-oD (MEISTER, et al.,, 1986;HORISBERGER & DE STARITZKY, 1987)
fornecida pela Unité 271 do INSERM, Lyon, Franga. Aos quarenta e cinco dias de
infecgao, os animais foram submetidos a primeira hepatectomia parcial, voltando a
ser tratados 24h apés a cirurgia. O tratamento se estendeu por mais quinze dias,
sendo interrompido, para que os animais se submetessem a segunda hepatectomia
parcial. O tratamento foi interrompido apds a 2°. intervengéo cirlrgica e o sacrificio

se deu um més apds a suspensao do mesmo.

4.5.3 Grupo III - Interferon-o (800.000 U.I./dia/animal/sc.)

Cinco ratos pesando entre 200-300g receberam doses diarias de 800.000
U.l. de IFN-o. subcutaneamente, a partir do 252 de infecgdo. O tratamento foi
realizado seguindo a mesma metodologia descrita para o Grupo ll, bem como os

periodos para as hepatectomias e o sacrificio.

4.5.4 Grupo IV - Pentoxifilina - Via intraperitoneal
Cinco ratos pesando entre 230-260g receberam doses de 6mg diarias de

Pentoxifilina (Trental, solugéo injetavel da Hoechst) por via intraperitoneal a partir do

252 dia de infecgdo. No 45 dia , realizou-se a hepatectomia parcial e o tratamento
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foi reiniciado apenas nos animais de n® 2, 4 ¢ 5. Os de n® 1 e 3 foram
acompanhados até o sacrificio. Os animais que continuaram a receber o tratamento,
o foram, até o 96 dia de infecgdo, sendo sacrificados uma semana apés a
suspensao do tratamento. Ja os animais 1 € 3 que nao continuaram a ser tratados
apos a hepatectomia parcial foram sacrificados dois meses apds a suspensado do

tratamento.

4.5.5 Grupo V - Pentoxifilina - Via intravenosa

Cinco ratos pesando entre 200-280g receberam doses de 6mg diarias de
Pentoxifilina (Trental) por via intravenosa do 252 ao 412 dia de infecgdo. No 45°
dia, os animais foram submetidos a uma hepatectomia parcial. Apés a mesma, o
tratamento foi suspenso. O sacrificio ocorreu dois meses apds a suspensdo do

tratamento.

4.5.6 Grupo VI - Cloreto de gadolinio - Tratamento preventivo.

Cinco ratos pesando entre 240-300g foram tratadas com Cloreto de
gadolinio (Gadolinium (lll) chloride-GdCl;.6H,O, FW 371.7, hexahydrate 99%,
SIGMA-LOT 66H3405) de 3 em 3 dias na dose de 4mM por via intravenosa do 262
ao 45% dia de infeccdo. No 472 dia, os animais foram submetidos a uma
hepatectomia parcial € o tratamento foi suspenso. Dois meses apds esta

intervengao, os animais foram sacrificados.

4.5.7 Grupo VII - Cloreto de gadolinio - Tratamento curativo.

Cinco ratos pesando entre 190-340g foram biopsiados (hepatectomia
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parcial) no 472 dia de infecgdo. Ao 512 dia, iniciou-se o tratamento com cloreto de
gadolinio  utilizando a mesma metodologia citada para o grupo anterior. O
tratamento se estendeu até o 962 dia da infecgdo, sendo entdo suspenso. Uma

semana apos a suspensao do tratamento, os animais foram sacrificados.

4.5.8 Grupo VIII - Vitamina A

Cinco ratos pesando entre 200-300g receberam por via subcutanea duas
doses semanais de 50.000 U.l. de Vitamina A (AROVIT-Palmitato de retinol, solugéo
oleosa injetavel,300.000 U.l., ROCHE) por duas semanas, perfazendo um total de
200.000 U.l. . Apds este periodo, o tratamento foi suspenso. Apds sete dias, foi
realizada a hepatectomia parcial. Onze dias apds a intervengéo cirurgica, reiniciou-
se o tratamento administrando-se o dobro da dose inicial (100.000 U.l.) duas vezes
por semana, por quatro semanas (um més), sendo entdo suspenso o tratamento.

Apés vinte e trés dias, os animais foram sacrificados.

4.5.9 Controles intactos tratados com Cloreto de gadolinio + tinta da China 10%

Para testar a eficacia do cloreto de gadolinio como droga eliminadora de
células de Kupffer, cinco ratos normais, pesando entre 280-390g, foram injetados
intravenosamente (injegdo na veia da cauda) com  Cloreto de gadolinio
(4mM/animal). Dois ratos receberam uma Unica dose e 24h apos receberam pela
mesma via, 1ml de tinta da China a 10% sendo sacrificados 24h ap6s. Os demais
receberam trés doses (3 em 3 dias) na mesma concentragdo de cloreto de
gadolinio e, 24 h depois, administrou-se a solugdo de tinta da China a 10%,

sacrificando-se 24h mais tarde.
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4.6 HEPATECTOMIA PARCIAL )

Os animais foram anestesiados com éter etilico, afixados a uma placa de
contencao e, apds assepsia, procedeu-se a abertura parcial do abdémen, realizando
uma incisao de aproximadamente dois centimetros de comprimento, propiciando,
assim, a exposicao de um dos lobos hepaticos. Em seguida, o lobo foi ligado,
utilizando-se um fio de algodao, seguido de seccdo. Apds a secgdo, a amostra foi
pesada, e um fragmento foi recortado e tomado o seu peso para posterior dosagem
da hidroxiprolina. O fragmento maior foi cortado em finas fatias, fixado em liquido de
Bouin e, apdés 5 horas, transferido para alcool a 70%. O fragmento menor, nao
fixado, foi acondicionado em gaze previamente umedecida com solugao salina

0,85% e armazenado no refrigerador até 0 momento da dosagem bioguimica.

4.7 SACRIFICIO

Os animais foram anestesiados com éter etilico, afixados a uma placa de
contengao e, apds assepsia, realizou-se uma incisao da porgéao inferior do abdémen
até o torax, expondo desta forma todos os 6rgédos. Procedeu-se a exanguinagao
através de seccdo do plexo axilar, e em seguida, retirou-se o figado, que foi
examinado macroscopicamente, e anotou-se a sua aparéncia, avaliando-se
semiquantitativamente a intensidade da infec¢éo. O orgao foi pesado integralmente
e, logo a seguir, tomou-se um fragmento de um dos lobos e pesou-se para posterior
avaliagdo do contelido de hidroxiprolina. Apds pesagem, o fragmento foi
acondicionado em gaze previamente umedecida em solugdo salina a 0,85% e
armazenado em refrigerador até o momento da dosagem. Um dos l6bulos do figado
foi fixado em liquido de Bouin, seguindo a metodologia ja descrita, e outro, em

formol Millonig (pH 7.4). Apds a fixagao, as amostras de figado foram encaminhadas
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para o processamento histolégico de rotina.

4.8 TECNICAS HISTOLOGICAS

Apds a fixagao, as amostras de figado foram desidratadas, diafanizadas e
posteriormente incluidas em parafina histolégica. Os blocos foram seccionados e os
cortes obtidos com 5um (micrébmetros) de espessura foram submetidos aos
seguintes métodos de coloragao:

B Hematoxilina e Eosina

B Sirius Vermelho (Picrosirius-red), para fibras colagenas.
4.9 TECNICA BIOQUIMICA - DOSAGEM DA HIDROXIPROLINA

O método utilizado para a dosagem da hidroxiprolina foi o preconizado por
BERGMAN & LOXLEY, 1963. Resumidamente, os procedimentos consistiram no
seguinte:

PREPARO DA AMOSTRA

Amostras de figado pesando entre 200-350mg preservadas como descrito
nos itens 6 e 7, foram acondicionadas em tubos de vidro com 5ml de &cido cloridrico
6N, tampados, e postos para hidrolisar por 18h a 110°C em estufa. Ao hidrolisado,
adicionou-se 5ml de agua destilada, filtrou-se e deixou-se sedimentar.
NEUTRALIZAGAO -Tomou-se 2ml da solugao filtrada, adicionou-se 500ul de hidréxido
de sodio a 10N para a neutralizagdo da amostra e, em seguida, acrescentou-se
uma gota de fenolftaleina (que atua como indicador de pH). Apds a neutralizagéo, as
amostras foram levemente acidificadas com &cido cloridrico 3N e o volume final
ajustado para 4ml com agua destilada.

cOLORAGAO - No interior de tubos testes transparentes, colocou-se uma aliquota de
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200ul das amostras neutralizadas, acrescentou-se 400ul de isopropanol e agitou-se
bem. Em seguida, promoveu-se a oxidagao das amostras incubando-as por quatro
minutos com a solugcdo A (uma parte da solugcao de Cloramina T, com quatro partes
de tampao acetato-citrato). Sob agitagao constante, adicionou-se 2,5ml da solugao B
(reagente de Ehrlich + isopropanol) agitando ininterruptamente. Os tubos foram
incubados a 60° C por 25 minutos em banho-maria. Apds os 25 minutos retirou-se os
tubos, colocando-os em uma recipiente com agua para resfriar. Posteriormente,
procedeu-se a leitura da densidade 6éptica em espectrofotdmetro (Hitachi) no
comprimento de onda de 558nm (absorbéncia). Os dados obtidos durante a leitura,
foram transferidos e analisados em programa computadorizado (HYBOBII), onde se
avaliou em micromol por grama de tecido a quantidade de hidroxiprolina nele
contida.

ANALISE ESTATISTICA - A andlise foi realizada utilizando os dados obtidos da
mensuracdo feita pelo programa computadorizado HYBOBII em micrograma/mol,
que foi transposto e avaliado através do método One-way ANOVA usando o

Student-Newman-Keuls.

4.10 AVALIACAO MORFOMETRICA DA MATRIZ CONJUNTIVA

Para quantificar a matriz conjuntiva presente nas secgées obtidas de figados
de ratos Wistar infectados por Capillaria hepatica e com fibrose septal, procedeu-se
a analise dos casos referentes aos grupos experimentais previamente estabelecidos.
Para cada caso, foi avaliada uma area seccional de 17,01x10° um?. Empregou-se a
objetiva de 4x (Microscépio Leica Microstar IV) em 9 campos microscopicos,

selecionados aleatoriamente, de preparagbes histolégicas de bidpsias hepéticas.
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Foram utilizadas sec¢des de figado de 5um de espessura, corados com Sirius
vermelho (JUNQUEIRA et al., 1979), para estudo morfométrico semi-automatico,
utilizando-se o Sistema de Andlise de Imagens Leica Quantimet Q500MC (Leica
Cambridge, Inglaterra)como descrito anteriormente (COUTINHO, et al.,, 1997;

FONSECA JUNIOR, 1998).

4.10.1 Anaélise estatistica

Os resultados foram expressados em micrometros quadrados. Calculou-se
a média e o desvio padrao tanto da area ocupada pela fibrose, quanto da
percentagem ocupada pela mesma em relagdo a area seccional total analisada, em
todos os casos. A analise subseqliente comparou estatisticamente as médias
obtidas para cada animal de cada grupo com as médias para cada animal do grupo
controle. Para isto, utilizou-se analise de variancia com um fator (one-way ANOVA)

seguida do teste de Student-Newman-Keuls para a comparagéo entre os grupos.

411 AVALIACAO DO GRAU DE FIBROSE

A fibrose foi avaliada através da analise microscépica (semi-quantitativa) de
laminas coradas pelo Sirius vermelho, as cegas , por dois investigadores. Foram
estabelecidos os seguintes critérios para a expressao do grau da fibrose: uma cruz
(+) para a fibrose de grau discreto, duas cruzes (++) para a de grau moderado, trés
cruzes (+++) para a de grau intenso e 0 (zero) quando ausente. A Prancha 1, ilustra
os respectivos graus considerados. Apds analise de todo o material referente aos
grupos experimentais, procedeu-se a decodificagdo dos casos analisados e

avaliacdo da efetividade dos tratamentos em cada grupo.
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5 RESULTADOS

5.1 ACHADOS HISTOLOGICOS

As lesBes parasitarias no 45% dia de infecgdo, exibiam nitida fibrose, que
formava uma capsula na periferia do nédulo inflamatério contendo vermes
desintegrados e ovos imaturos (PRANCHA 2-1lI). A capsula fibrosa que se formava
em torno dos restos parasitarios exibia intenso infiltrado inflamatério,
predominantemente mononuclear, com alguns macréfagos, linfécitos e fibroblastos,
bem como alguns polimorfonucleares. Alguns focos de necrose, por vezes com
hemorragia, apareciam de mistura com os parasitos desintegrados (PRANCHA 2-1).
Além destas lesdes focais, o restante do tecido hepatico se apresentava dentro dos
limites da normalidade, exceto pela presenca da fibrose septal e por um discreto
infiltrado mononuclear em alguns espacos porta. A fibrose septal dava ao
parénquima um aspecto trabeculado.

Os septos fibrosos se extendiam por todo o parénquima conectando veias
centrais entre si, ao longo da zona lll do acino, mas havia conexado também entre os
espagos porta e a veia central e mesmo entre espagos porta entre si, nos casos
mais avangados. Observaram-se alguns septos mais finos que penetravam o
parénquima e se terminavam abruptamente no interior do mesmo (septos
incompletos). Geralmente estes septos ndo exibiam presenca de células
inflamatérias.

No 1072 dia de infecgdo (trés meses), as lesdes em tomo dos parasitos,
apresentavam-se bem mais organizadas, compactas e pequenas. O infiltrado
inflamatorio formado por células mono e polimorfonucleares tornou-se menos

intenso. Observou-se um pouco de fibrose e células inflamatérias circunscrevendo
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os vasos. Os septos, apresentavam-se em maior numero que no primeiro més de
infec¢gdo. Alguns septos tinham a aparéncia mais frouxa e espiralada, quando
corados pelo Sirius vermelho. Outros aparentavam-se mais densos, com varias
conexdes colaterais a maior distancia. Observaram-se também, septos bastante
pequenos, espalhados pelo parénquima, principalmente nos grupos tratados , dando
a impressdo de que houve um bloqueio do estimulo a sua expanséo pelo tecido
hepatico (PRANCHA 3-I1).

Uma densa fibrose podia ser observada envolvendo grupos de ovos, a
maioria bem conservados, assim como células inflamatérias mononucleares.
Regides necréticas também puderam ser notadas nas proximidades das lesdes
parasitarias e estas, nas les6es mais antigas, exibiam freqientemente calcificagao
(grumos escuros fortemente basdfilos) (PRANCHA 2-1I). Mais tarde, a reacdo em
torno dos parasitos era predominantemente macrofagica, com algumas células
claras, finamente vacuoladas, identificadas como células epitelidides, bem como
algumas células gigantes multinucleadas. A reacdo se tornava, pois, de tipo
granulomatoso.

Nas secg¢des coradas pelo Sirius vermelho, observou-se extensa malha de
fibras em torno dos ovos, na sua maioria integros, além da fibrose septal espalhada
por todo o parénquima que, em certos pontos, adensava-se (pela uniao de varios
septos) em regides confluentes. Alguns septos apresentavam espessura variada,
formados por tecido conjuntivo frouxo e por tecido conjuntivo denso.

De forma geral, a estrutura acinar hepatica manteve-se preservada n&o
perdendo a sua organizagdo peculiar frente a infecgdo por Capiliaria hepatica,
embora nos casos com fibrose septal mais pronunciada pudesse se observar a

formagéo de nédulos de regeneragéo (cirrose hepatica).
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5.2 AVALIACAO DO GRAU DE FIBROSE

Como apresentado nas tabelas a seguir (TABELA 1 a 8), o grau da fibrose
variou nos grupos tratados (TABELA 2 a 8) quando comparados ao Controle (Tabela
1) de acordo com o periodo analisado. Se na hepatectomia parcial, onde os animais
ainda estavam sendo tratados ou se no momento do sacrificio, onde o tratamento ja
havia sido suspenso. Apds a hepatectomia parcial, excetuando os grupos tratados
com Cloreto de gadolinio (TABELA 8), Vitamina A (TABELA 6) e com Pentoxifilina
pela via intravenosa (TABELA 5), houve uma tendéncia a diminuigédo da fibrose com
a continuidade do tratamento. Os grupos mais expressivos foram o da Pentoxifilina
(por via intraperitoneal/ TABELA 4/ PRANCHA 3-1V), e o do Interferon-a, tanto o
grupo tratado com 500.000 U.l. (TABELA 2/ PRANCHA 3-lll) onde a fibrose se
apresentou mais leve que no controle, como o tratado com 800.000 U.l. (TABELA
3/PRANCHA 3-I e Il) onde a fibrose de uma forma geral foi quase inexistente.
Porém, nos demais grupos experimentais, a tendéncia da fibrose foi piorar apds a
suspensao do tratamento. Contudo, pode-se notar que o aumento da intensidade da
fibrose septal nos grupos em que o tratamento foi ineficaz (Tabelas 5, 6, 7 e 8), ndo
o foi numa proporg¢ao tao intensa como aquela observada no grupo controle (Tabela

1), quando comparados durante o mesmo periodo da infecgéo.
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TABELA 1
Avaliagao histolégica semi-quantitativa do grau de fibrose septal em ratos
Wistar infectados com Capiliaria hepatica e tratados com solugao salina

0,85% por via subcutanea.

Animais Hepatectomia parcial Sacrificio
1 +++ +++
2 +++ +++
3 +++ +++
4 +++ +++
5 +++ +++

Intensidade da fibrose: + discreta; ++ moderada; +++ intensa

TABELA 2
Avaliacao histolégica semi-quantitativa do grau de fibrose septal em ratos Wistar
infectados com Capiliaria hepatica e tratados com interferon-a (500.000 U.l) por

via subcutanea.

Animais 1% hepatectomia parcial 22 hepatectomia parcial Sacrificio
1 +++ ++ ++
2 ++ +++ +
3 ++ +++ ++
5 0 0 0

Intensidade da fibrose. + discreta; ++ moderada; +++ intensa; 0= ausente
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TABELA 3
Avaliagao histologica semi-quantitativa do grau de fibrose septal em ratos Wistar

infectados com Caplllaria hepatica e tratados com interferon-o. (800.000 U.1) por via

subcutanea.
Animais 1% hepatectomia parcial 2 ® hepatectomia parcial Sacrificio
1 ++ ++ +
2 0 + +
3 + + +
4 + ++ +
5 ++ 0 +

Intensidade da fibrose: + discreta; ++ moderada; +++ intensa; 0= ausente

TABELA 4
Avaliagcao histoldgica semi-quantitativa do grau de fibrose septal em ratos Wistar

infectados com Caplilaria hepatica e tratados com pentoxifiina por via

intraperitoneal.
Animais Hepatectomia parcial Sacrificio
1 +++ ++
2 + +
3 ++ +++
4 +++ +
5 + 0

Intensidade da fibrose: + discreta; ++ moderada; +++ intensa; 0= ausente
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TABELA 5
Avaliagdo histolégica semi-quantitativa do grau de fibrose septal em ratos Wistar

infectados com Capiliaria hepatica e tratados com pentoxifilina por via intravenosa.

Animais Hepatectomia parcial Sacrificio
1 ++ +
2 +++ +++
3 +++ +++
4 +++ +++
5 +++ +++

Intensidade da fibrose: + discreta; ++ moderada; +++ intensa.

TABELA 6
Avaliacdo histolégica semi-quantitativa do grau de fibrose septal em ratos

Wistar infectados com Capillaria hepatica e tratados com vitamina A por via

subcutéanea.
Animais Hepatectomia parcial Sacrificio
1 +++ +
2 +++ +++
3 +++ +++
4 +++ +++
5 +++ +++

Intensidade da fibrose: + discreta; ++ moderada; +++ intensa.
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TABELA 7
Avaliagcéo histoldgica semi-quantitativa do grau de fibrose septal em ratos Wistar
infectados com Capillaria hepatica e tratados preventivamente com cloreto de

gadolinio por via intravenosa.

Animais Hepatectomia parcial Sacrificio
1 +++ +++
2 ++ ++
3 +++ +++
4 +++ ++
5 +++ ++

Intensidade da fibrose: + discreta; ++ moderada; +++ intensa.

TABELA 8
Avaliacao histolégica semi-quantitativa do grau de fibrose septal em ratos
Wistar infectados com Capiliaria hepatica e tratados curativamente com cloreto

de gadolinio por via intravenosa.

Animais Hepatectomia parcial Sacrificio
1 +++ +++
2 + ++
3 ++ ++
4 +++ +++

Intensidade da fibrose: + discreta; ++ moderada; +++ intensa.



35

5.3 AVALIAGCAO DO EFEITO DO CLORETO DE GADOLINIO SOBRE AS CELULAS DE KUPFFER

Os cinco ratos Wistar tratados com cloreto de gadolinio (4mM/animal) e que
foram injetados com tinta da China a 10%, foram sacrificados, dois deles, 48h apds
o inicio do tratamento. Os trés restantes, receberam trés doses de (3 em 3 dias) e
posteriormente foram sacrificados. Os figados foram seccionados e fixados em
liguido de Bouin. Apds o processamento histolégico habitual, realizagcdo da
coloragdo com hematoxilina e eosina, e observagao microscopica (Fig.1), constatou-
se que o numero e distribuicdo das células que concentraram o carvdo no seu
citoplasma (células de Kupffer) ndo mostraram qualquer diferenca quando os
animais tratados pelo cloreto de gadolinio foram comparados com os respectivos

controles.

5.4 AVALIACAO DO CONTEUDO DE HIDROXIPROLINA

A comparagao das médias do teor de hidroxiprolina dos figados entre ratos
infectados com Capiliaria hepatica e tratados, com relagao ao controle (TABELA 9),
demonstrou diferengas significantes favoraveis aos grupos tratados com Pentoxifilina
(pela via intraperitoneal), Cloreto de gadolinio (tratamento preventivo) e Interferon-o

(500.000 e 800.000 U.1.), com p<0,05.
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TABELA 9

Comparagéo entre as médias obtidas a partir da dosagem de hidroxiprolina
hepatica nos diversos grupos experimentais.

Grupo (n) Média (umol/g)/ Desvio padrdo Tratamento
1 (n=5) 8,84 £ 1,91 #* Solugéo salina 0,85%
2 (n=4) 4,13+ 1,38« IFN-o (500.000 U.L.)
3 (n=5) 3,95+ 0,73+ IFN-o. (800.000 U.1.)
4 (n=5) 5,69 + 0,49+ Pentoxifilina (via intraperitoneal)
5 (n=5) 7,85+ 1,54 Pentoxifilina (via intravenosa)
6 (n=5) 7,08 0,97 Vitamina A
7(n=5) 6,41 £ 0,89+ Cloreto de gadolinio (preventivo)
8 (n=4) 7,80+ 2,63 Cloreto de gadolinio (curativo)

* Diferenga significante em relagéo ao grupo controle**, com p< 0,05 avaliada pelo teste

de Student-Newman-Keuls.

5.5 AVALIACAO MORFOMETRICA DO CONTEUDO DE COLAGENO HEPATICO

A comparacgédo das médias das dreas seccionais representativas da matriz
conjuntiva dos grupos tratados com relagdo ao controle (TABELAS 10 e 11),
demonstrou diferengas estatisticamente significantes com p<0,05 para os grupos
tratados com Pentoxifilina (intraperitonealmente), e Interferon-o (500.000 e 800.000

u.L).
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TABELA 10

Comparagdo entre as médias obtidas a partir da analise morfométrica de
secgoes hepaticas coradas com Sirius-vermelho (durante a hepatectomia

parcial) nos diversos grupos experimentais.

Grupo (n) Média (um?‘)/ Desvio padrao Tratamento
1 (n=5) 19,28 x 10% + 2,17 x 10%*x Solugao salina 0,85%
2(n=4) 10,31 x 10* + 3,59 x 10* * IFN-o: (500.000 U.l.)
3 (n=5) 5,69 x 10 +2,74 x 10* IFN-o (800.000 U.1.)
4 (n=5) 6,42 x 10* £ 6,65 x 10* * Pentoxifilina (via intraperitoneal)
5 (n=5) 16,94 x 10* + 6,76 x 10* Pentoxifilina (via intravenosa)
6 (n=5) 12,50 x 10* + 3,87 x 10 Vitamina A
7 (n=5) 14,68 x 10° £ 2,69 x 10* Cloreto de gadolinio (preventivo)

* Diferenca significante em relag@o ao grupo controle**, com p< 0,05 avaliada pelo teste

de Student-Newman-Keuls.

TABELA 11

Comparagao entre as médias dos grupos controle e tratado com cloreto de
gadolinio (curativo), obtidas a partir da analise morfométrica de secgdes

hepaticas coradas com Sirius-vermelho, quando sacrificados .

Grupo (n) Média (um°®)/ Desvio padrao Tratamento
1 (n=5) 32,24 x 10* + 8,94 x10°* Solugéo salina 0,85%
8 (n=4) 24,84 x 10* £4,59 x 10* Cloreto de gadolinio (curativo)

Teste t para amostras independentes.

N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos.



PRANCHA 1
Os diferentes graus histoloégicos da fibrose septal hepa tica observados em ratos
infectados pela Capillaria hepatica.
(Método do Picro-sirius vermelho)

Graul-120X Grau | - 200 X

Grau Il - 150 X Grau Il - 150 X

Grau Il - 150 X Grau Il - 200 X




PRANCHA 2
As lesdes causadas diretamente pela Capillaria hepatica no figado do rato.
(Hematoxilina-Eosina)

ermes necréticos circundados por forte reagéo fibrosa, no interior Il - Vermes e ovos aparecem no centro de uma les@o encapsulante, no
qual estdo espalhados numerosos ovos do helminto. 120 X centro da qual aparecem grumos de material fortemente basdfilo (foco
de calcificaga@o). 120 X.

Il - Ovos imaturos e em desintegrag@o depositados no seio de tecido fibroso
densamente colagenizado. 300 X.



PRANCHA 3
Efeitos do tratamento anti-fibrosante sobre a fibrose septal do
rato infectado pela Capillaria hepatica.
(Método do Picro-sirius vermelho)

lesmo em torno de lesd@o parasitaria grande a fibrose septal Il - Tratamento com Interferon, 800.000 Ul. 120 X.
'ece bem discreta. Interferon, 800.000 Ul. 120 X.

A fibrose € leve, mas um pouco mais intensa quando a dose de IV - Fibrose apenas discreta vista apos tratamento com Pentoxifilina
rferon foi diminuida para 500.000 UIl. 120 X intraperitoneal. 120 X.



Fig. 1 - Figado ap6s injecao venosa (veia da cauda) de carvao coloidal,
mostrando células marcadas (granulopexia) nos sinusdides hepaticos,
semelhante ao que pode ser observado num figado normal.

O animal (rato) nao foi infectado, mas foi tratado com 3 doses de
cloreto de gadolinio, de 3 em 3 dias. Hematoxilina-eosina, 150 X.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho, utilizou-se o modelo da fibrose septal causada por
Capiliaria hepatica numa tentativa de se fazer avaliagdo acerca de algumas drogas
tidas como anti-fibrosantes. Dado as caracteristicas j& mencionadas do modelo
utilizado, pretendeu-se testar nao s6 o modelo, como as referidas drogas, tanto na
fase inicial de instalacao da fibrose, como numa fase mais avancgada, para verificar
assim a possibilidade de reversibilidade da fibrose septal do rato, como a agao das
drogas acima mencionadas. Procurou-se inquirir ainda, sobre o possivel mecanismo
de acao das drogas empregadas. Para tanto, os animais dos diversos grupos
experimentais foram submetidos a hepatectomias parciais em momentos distintos da
infeccao na tentativa de se avaliar nao s6 a progressao da fibrose como também, a
possivel acdo antifibrosante das drogas ja mencionadas, uma vez que cada animal
servia como seu proprio controle.

Os aspectos mais relevantes das alteragdes histoldgicas diretamente
causada pelo vermes e ovos da C. hepatica no rato, bem como a sua cinética ao
longo do periodo de observagao concordam inteiramente com aquelas descritas por
FERREIRA & ANDRADE (1993). A fibrose septal aqui mencionada é interessante
devido nao sé a sua distribuicao no parénquima, mas, principalmente, quanto a sua
patogenia que ainda é desconhecida.

Em experimento preliminar realizado em nosso Laboratério (dados néo
publicados) utilizando o modelo da C. hepatica para o estudo da fibrose septal,
testou-se o interferon-alfa seguindo a metodologia (dose) descrita no trabalho de
MORENO & MURIEL (1995), e constatou-se apds analise morfométrica e bioquimica

(dosagem da hidroxiprolina) das secgdes de figados previamente fixadas, que nao



43

houve reducgao significativa do teor de coldgeno quando foram comparados os
resultados obtidos com aqueles dos controles infectados. Na época, considerou-se
que talvez a dose empregada (100.000 U.l.) nao tivesse sido suficiente.

Nesta investigagdo, o tratamento realizado com interferon-alfa nao-espécie
especifico demonstrou eficacia, mas quando administrado em altas doses. Os
animais que receberam 500.000 U.I responderam positivamente ao tratamento, o
que foi constatado apos analise microscdpica (semiquantitativa) das secgdes
coradas com sirius-red. Este resultado foi confirmado quando se comparou
estatisticamente os resultados obtidos da avaliagdo morfométrica e da dosagem da
hidroxiprolina hepatica dos animais infectados com Capillaria hepatica e nao
tratados com o do grupo tratado, e demonstrou uma reducao significante da fibrose
(p<0,05). Com relagdo aos animais submetidos ao mesmo tratamento, mas que
receberam 800.000 U.l, a redugdo da fibrose foi ainda mais evidente, tanto
microscépica, bioquimica e morfometricamente, apontando para um efeito anti-
fibrosante do interferon-alfa neste modelo diretamente relacionado a dose
administrada.

O Cloreto de gadolinio, um metal raro da familia dos lantanideos, tem sido
utilizado em diversos trabalhos descritos na literatura, por sua capacidade em
bloquear a fagocitose das células de Kupffer (RENAUD et al,1989; KAMEI et
al.,1990; JAESCHKE & FARHOOD (1991); JENEI et al., 1991; ZHOU, et al. 1992;
HARDONK et al., 1992; EDWARDS et al., 1993; ROLAND et al., 1993; VIDAL et al.,
1993; ARl et al., 1994; LAZAR et al., 1994; SHIRATORI et al., 1994; DEACIUC et
al., 1994; ZHONG et al., 1995; KNECHT et al., 1995; BANNENBERG et al., 1995;
ISHIYAMA et al., 1995; HIGASHITSUJI et al., 1995; SUZUKI et al., 1996; SAUER et

al., 1997; KOOP et al., 1997; KUKAN et al., 1997; ZHONG et al., 1997; RIZZARDINI
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etal., 1998; OLYNYK et al.,1998).

BANNENBERG et al., (1995), pré-tratando ratos com cloreto de gadolinio
demonstraram que este metal ndo possui nenhum efeito sobre os macréfagos
pulmonares, mesmo quando o dobro da dose usual (que é de 10mg/Kg) é
administrada sistemicamente, concluindo, desta forma, que a agao do referido metal
é especifica para as células de Kupffer.

As células de Kupffer sdao predominantemente encontradas na regiao
periportal do figado, que aparenta ser uma localizagdo ideal para monitorar a
entrada de sangue neste 6rgdo. As células de Kupffer sao, contudo, encontradas em
cada regiao do figado, e dentro do &cino, 43% das células de Kupffer sao
periportais, 32% mediozonais, € 25% perivenosas (KUIPER et al., 1994; SLEYSTER
et al.,, 1982). As células de Kupffer encontradas na regido periportal do figado
parecem ser as grandes, por conterem mais lisossomos heterogéneos, e por serem
mais ativas no processo de fagocitose. As células de Kupffer pequenas na regiao
perivenosa, por outro lado, parecem ser mais ativas na produgao de citocina e
possuem uma alta capacidade citotdxica (KUIPER et al., 1994; SLEYSTER et al.,
1982; DAEMEN et al., 1989).

ROLAND et al.,, (1996), utilizando o cloreto de gadolinio in vivo,
demonstraram que o mesmo atua alterando vérios aspectos da fisiologia das
células de Kupffer, por exemplo, diminuindo a liberagdo de 6xido nitrico em resposta
a lipossacarideos.

O trabalho realizado por SHIRATORI et al., (1996), sugere que a supressao
das células de Kupffer devido ao tratamento prévio com cloreto de gadolinio reduz a
concentragao no soro tanto de IL-6 quanto de TNF-alfa (apés hepatectomia parcial)

e disturbios no processo de regeneracao hepatica. Esses resultados apontam para
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um papel dos macrofagos hepaticos e seus mediadores, especialmente TNF-alfa, na
regeneracdo hepética. Na tentativa de elucidar os aspectos obscuros quanto a
regeneragdo hepatica, RAIl et al. (1996a) realizaram um experimento onde foi
testado o papel do TNF-alfa na regeneragédo hepatica em ratos tratados ou néo por
cloreto de gadolinio. Os resultados demonstraram que a deplegao das células de
Kupffer (cloreto de gadolinio) promoveu um aumento de seis a oito vezes de
transcritos de TNF quando se comparou com os animais controles. Neste grupo
(tratado com cloreto de gadolinio), a hepatectomia parcial induziu um aumento na
produgao de IL-6 (uma citocina indutora de TNF) de doze a dezesseis vezes,
avaliada através de PCR. Estes resultados sugerem que, embora o cloreto de
gadolinio cause uma deplegao de células de Kupffer, ndo ha uma diminuigao do TNF
hepatico e que essa deplegcao aumenta a regeneragao hepatica apés hepatectomia
parcial.

Na tentativa de esclarecer o exato destino das células de Kupffer apds
tratamento com cloreto de gadolinio, RAIl et al. (1996b) realizaram um experimento
em que, através de administracéo de esferas de latex marcadas (a ratos controles e
a outros tratados com cloreto de gadolinio), tentaram determinar se havia ou nao
uma diminuicdo no nimero total de células de Kupffer. Os resultados indicaram que
o cloreto de gadolinio nao reduz significativamente o numero de células
fagociticamente ativas, mas altera a sua distribui¢do acinar e pode provocar uma
mudanga no fendtipo destas células. Esta mudanga fenotipica tem conseqiéncias
importantes por permitir uma expressao excessiva de TNF-alfa. LOFFREDA et al.,
(1997), sugerem que a deplegdo das células de Kupffer por cloreto de gadolinio,
pode levar outras células a produzir TNF durante a regeneracdo. RAI et al. (1997),

avaliaram experimentalmente a expressdo de TNF-alfa pré- e pos-hepatectomia



46

parcial apds tratamento com cloreto de gadolinio, bem como citocinas induzidas por
TNF-alfa: IL-1, IL-6 e citocinas que regulam negativamente a sua expressao: TGF-
betal e IL-10. Os autores concluiram que as citocinas induzidas por TNF estao
aumentadamente expressadas e que as que regulam negativamente o TNF, sao
afetadas diferencialmente. A IL-10 é abolida, enquanto TGF-beta1 fica inalterado.
Esses achados sugerem que a producao de IL-10 pelas células de Kupffer é um
importante mecanismo na regulagao negativa do TNF durante a regeneragao
hepatica.

As células de Kupffer representam uma importante classe de fagécitos
mononucleares. Elas tém uma forma e posi¢éo altamente variaveis nos sinuséides,
em contraste as células endoteliais e perisinusoidais. Este aspecto, indica que a
célula de Kupffer € mais mdvel que outros constituintes da parede sinusoidal.
Algumas vezes, especialmente sob condigdes experimentais ou patogénicas, elas
sdo vistas no interior do espago de Disse, isto €, em contato com as células
perisinusoidais e os hepatdcitos. As células de Kupffer tém contato intercelular direto
com as células endoteliais, “pit cells”, células sanguineas e, via fenestragdes
endoteliais, com as células perisinusoidais e hepatécitos, BOUWENS & WISSE
(1992).

Como ja foi ressaltado, atualmente a explicagao mais aceita para a origem
da fibrose hepatica tem sido o eixo formado pelas células de Kupffer/ células
perisinusoidais. As primeiras, provavelmente por um estimulo de natureza
imunoldgica, produziriam fatores ou citocinas que estimulariam as células
perisinusoidais através de receptores especificos existentes em sua membrana que
induziriam a produgdo e deposigao no intersticio do parénquima de componentes

da matriz extracelular .
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Em experimento realizado para testar a eficacia do cloreto de gadolinio
como droga depletora de células de Kupffer, foi utilizada a solugao de tinta da China
10%. Foi entdo constatado, apds analise microscépica das secgdes hepaticas
coradas, que as ceélulas armazenadoras do pigmento (células de Kupffer)
permaneceram intactas, ativas e com distribuicao regular por todo o parénquima.

Em nosso material, observou-se nos animais tratados com cloreto de
gadolinio preventivamente (antes da hepatectomia parcial), diminuigao significativa
no teor de colageno quando comparado ao controle, avaliado através de dosagem
da hidroxiprolina hepatica. Contudo, a avaliagdo morfométrica ndo confirmou estes
resultados. A ineficacia desta droga (neste modelo) na cura da fibrose, avaliada
morfométrica e bioquimicamente, sugere que a mesma pode ter promovido
alteragoes apenas de ordem fenotipica sobre as células de Kupffer, o que viria a
corroborar os achados de RAl et al., (1996b). Um outro aspecto do trabalho de RAI
et al., (1996b), que pode vir a explicar a manutengéo da fibrose septal tanto no grupo
tratado preventiva como curativamente com cloreto de gadolinio, é a produgéao
excessiva de TNF-alfa devida a uma mudanga fenotipica nas células de Kupffer que,
segundo esses autores, essa substancia induz em animais hepatectomizados
parcialmente.

As células perisinusoidais também chamadas de células armazenadoras de
gordura ou células de Ito, sdo células mesenquimais implicadas na fibrogénese
(BAIL et al., 1990; GEERTS, et al., 1994; CARLONI et al., 1996). Contudo, pouco se
sabe sobre as possiveis interagdes entre as células estreladas hepaticas e os varios
componentes da matriz extracelular (CARLONI et al., 1996).

No que diz respeito ao uso de vitamina A como anti-fibrosante, uma

possibilidade a ser considerada seria de natureza puramente mecénica, pois as
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células abarrotadas de lipidios poderiam funcionar preferencialmente como
armazenadoras e ter inibidas as suas fungdes secretérias.

As células perisinusoidais tém sido definidas como elementos mesenquimais
com possiveis fungdes periciticas dentro do figado. A abundancia de gotas de
gordura contendo vitamina A intracitoplasmatica representa o aspecto morfoldgico
mais original desse tipo de célula. Elas possuem diversas caracteristicas que podem
variar de acordo com a sua localizagao dentro do I6bulo hepatico:. as localizadas na
zona 1 sdo pequenas € com pequeno conteudo de vitamina A; as localizadas na
zona lobular 2 estocam abundantes goticulas de gordura contendo vitamina A;
enquanto que as pericentrais tornam-se mais alongadas assumindo uma aparéncia
dendritica com pequena quantidade de vitamina A (PINZANI, 1995). Essa
heterogeneidade intracinar das células perisinusoidais pode refletir diferengcas no
controle metabdlico da vitamina A. A transigéo fenotipica da célula perisinusoidal em
diregdo ao fenotipo semelhante a miofibroblasto inclui uma gradual e completa perda
de goticulas de vitamina A (PINZANI, 1995).

Ainda ndo esta claro se o conteudo das goticulas de gordura contendo
retindides durante a ativagao das células perisinusoidais em cultura e in vivo é
requerido para a iniciagdo da ativagdao (PINZANI, 1995). Varios estudos tém
mostrado que quando o retinol ou &cido retindico sao reintroduzidos em culturas de
células perisinusoidais que tenham sofrido uma completa transicdo para células
semelhantes a miofibroblastos, a supressao da proliferacédo, a produgao de colageno
e expressdo de TGF-beta sdo consistentemente observados (DAVIS et al., 1987;
DAVIS & VUCIC, 1989).

Embora tenha sido sugerido que os retindides regulam a proliferagéo das

células perisinusoidais e sintese de colageno, pouco se conhece sobre a capacidade
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destas células em responder aos retindides in vivo (WEINER et al.,1992). Devida a
habilidade dos retindides em mediar seus efeitos moleculares através de receptores
que induzem modificagbes nucleares, WEINER et al.,, (1992), realizaram um
experimento através de hibridizagao in situ em que as células perisinusoidais foram
examinadas para que se pudesse avaliar a presenca de receptores nucleares
(especificamente o receptor para acido retindico nuclear beta). A modulagao deste
receptor foi também estudada durante cultura celular e fibrogénese hepatica. Os
resultados demonstraram que as células perisinusoidais isoladas de ratos com
fibrose hepatica induzida por tetracloreto de carbono, apresentaram uma diminui¢ao
significante nos niveis de mRNA para o receptor beta quando se comparou com as
células perisinusoidais de ratos normais. Ja MARGIS et al., (1992), utilizando uma
estabelecida linhagem celular murina (GRX), representativa das células do tecido
conjuntivo hepatico e com caracteristicas miofibroblasticas, demonstraram que a
adicao de retinol induziu essa célula a assumir o fenétipo da célula perisinusoidal e
diminuiu a taxa de proliferagdo da populagéo celular em questdo. A secregcédo de
colageno também foi especificamente diminuida. Os autores concluiram que a
modulagdo dos componentes pericelulares induzida por retinol pode alterar as
relagbes entre as células mesenquimais hepaticas e pode estar relacionada as
modificagdes induzidas pela vitamina A na homeostasia do tecido conjuntivo
hepatico e na fibrose hepatica.

Estudos recentes tém mostrado que a administragdo de retindide suprime o
estabelecimento da fibrose hepatica e estimula a regressao (teor de vitamina A ) em
ratos normais tratados com tetracloreto de carbono (SEIFERT et al.,1994). Em seu
experimento, SEIFERT et al., (1994), avaliaram o grau da fibrose hepatica induzida

por tetracloreto de carbono em ratos com baixos niveis de retinéides hepaticos e em
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ratos com os niveis de retindides normais, e perceberam que a fibrose hepatica
induzida por tetracloreto de carbono foi mais pronunciada nos primeiros, do que nos
animais com niveis suficientes de retindides hepaticos, o que foi confirmado
morfologicamente e peio conteido da hidroxiprolina hepatica. Dessa forma,
sugeriram que os retindides modulam a sintese de colageno e deposigdo em
necrose hepatocelular induzida por tetracloreto de carbono. Em trabalho anterior,
BIOULAC-SAGE et al., (1988), analisando material de bidpsia hepatica de um
paciente de 50 anos de idade, que havia se submetido a tratamento utilizando
vitamina A em altas doses por mais de quatro anos, observaram, através de
microscopia optica (Sirius vermelho) e eletronica, alteragbes nas células
perisinusoidais que se apresentavam com a aparéncia semelhante a miofibroblato, e
aumento nas quantidades dos colagenos de tipos |, I, IV, laminina e fibronectina.
Esses elementos foram demonstrados através de imunohistoquimica, sugerindo que
a vitamina A, independentemente de outras alteragdes celulares decorrentes do seu
excesso, é responsavel pela fibrose. Contudo, YAMANE et al., (1993), através da
detecgao de perisinusoidais por imunoperoxidase utilizando um anticorpo anti-
desmina analisado morfometricamente através de contagem, sugerem a existéncia
de uma significante correlagao negativa entre o nivel de retinil palmitato e o
conteldo de colageno hepatico, bem como o nivel de hidroxiprolina no figado
fibrético. Assim sendo, os autores inferem que um aumento do retinol hepatico,
assim como uma diminuig@o de retinil palmitato, pode facilitar o processo de fibrose
hepatica produzida por células perisinusoidais.

Em nosso experimento, ndo se observou uma diminui¢ao significativa no
conteldo de colageno avaliado por dosagem de hidroxiprolina das secgbes

hepaticas dos ratos tratados com vitamina A em altas doses, quando se comparou
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com os animais controles. Os resultados da andlise morfométrica onde se avaliou o
conteudo do colageno das secgdes coradas com Sirius vermelho também foram
concordantes. Esses achados sugerem que a vitamina A quando administrada em
altas doses pode atuar aumentando a quantidade de fibrose hepatica, o que
discorda dos achados de YAMANE et al., (1993) e concorda com os achados de
BIOULAC-SAGE et al., (1988). Assim sendo, a vitamina A nao demonstrou ser
capaz de impedir o estabelecimento da fibrose septal (agao preventiva) no presente
modelo e nas presentes condigdes experimentais, o que contradiz os achados de
SEIFERT et al., (1994). Em suma, a vitamina A parece ter uma atuagao dependente
de outros fatores presentes no parénquima hepatico durante a fibrose septal, o que
possivelmente pode |he conferir um papel indutor da mesma.

Os resultados com a pentoxifilina demonstraram uma potente acao anti-
fibrosante desta droga, quando administrada por via intraperitoneal, mas nao pela
via intravenosa. A agao da pentoxifilina parece ser das mais complexas.

Andlises bioquimicas determinaram que macroéfagos ativados produzem seis
fatores de crescimento : interleucina -1 (IL-1), fator de necrose tumoral- alfa (TNF-
alfa), interleucina-6 (IL-6), fator de crescimento de fibroblasto (FGF), fator de
crescimento derivado de plagueta (PDGF) e fator de transformacao do crescimento-
beta (TGF-beta). Duas dessas citocinas, TGF-beta e PDGF, tém sido referidas como
sendo altamente fibrogénicas e habeis em disparar diretamente a proliferagéo de
fibroblastos e/ou estimular a produgao de tecido conjuntivo (KOVACS, 1991). TGF-f
é o agente fibrogénico melhor caracterizado e tem sido utilizado para estimular a
expressdo de genes do colageno e fibronectina tao bem como para estimular a
produgéo de proteinas (KOVACS, 1991).

O papel de outras citocinas tais como IL-1 e TNF-a na produgéo de



52

colageno é questionavel. Enquanto a IL-1B nado estimula a sintese de colageno, ela
pode afetar o acumulo de moléculas na matriz extracelular promovendo ou inibindo a
atividade de colagenases. Com relagdo ao TNF-a, estudos indicam que a sua
presenga aumenta a sintese de coldgeno, enquanto outros mostram que suprime
(KOVACS, 1991).

A fibrogénese é um processo extremamente complexo em que as citocinas
produzidas localmente e fatores de crescimento agem em varios tipos de células.
Um evento chave no desenvolvimento da fibrose hepatica é a ativagdo das células
estreladas perisinusoidais hepaticas e aumento na expressdo de TGF-beta. TGF-
beta é expresso por muitos tipos de células, incluindo as células estreladas
perisinusoidais e as células de Kupffer, além de induzir a expressao de receptores
nas células perisinusoidais para o fator de crescimento derivado de plaqueta
(PDGF). A aumentada expressao de PDGF e do seu receptor tem sido demonstrada
em figado fibrotico. Essas alteragées juntas resultam em uma progressiva
proliferagdo da matriz produzida pelas células estreladas diminuindo o potencial
regenerativo dos hepatécitos (MOSHAGE, 1997).

A pentoxifilina (uma metilxantina) tem sido referida por inibir a sintese de
colageno (DUNCAN et al., 1995), suprimir a ativagao das células de Kupffer e
promover a diminuicdo no soro de TNF-alfa apds isquemia (NISHIZAWA et al.,
1997). Ela também pode atuar como um agente antifibrogénico, por inibir a
proliferagao e/ou deposi¢cao de colageno em tipos celulares responsaveis pelo
acumulo de matrix extracelular (ROMANELLI et al., 1997).

A ativagdo das células estreladas em cultura e in vivo estd também
associada com a expressao de potentes inibidores das metaloproteinases: inibidor

tissular de metaloproteinase 1 e 2 (TIMP-1 e TIMP-2). A expressao desses inibidores
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também tem sido demonstrada na doenga hepatica humana e em modelos animais
de fibrose hepatica (IREDALE, 1997).

As células estreladas perisinusoidais hepaticas ativadas, mas nao as
quiescentes, tém um alto nivel de colageno tipo | e sdo positivas para actina de
musculo liso. Além disso, a ativagdo das células estreladas perisinusoidais € um
passo critico na fibrose hepética (LEE et al., 1997). Segundo esses autores, o
tratamento de ratos com tetracloreto de carbono estimula a cascata de eventos
caracteristicos do estresse oxidativo hepatico, marcadamente a estimulagdo das
células estreladas perisinusoidais a entrarem na fase S. Nesse experimento, eles
demonstraram que essas mudancas foram previnidas por pentoxifilina, o que
também diminuiu a lesdo hepatica induzida por tetracloreto de carbono. O
tratamento com pentoxifilina previniu as anormalidades moleculares caracteristicas
da ativacdo das células estreladas perisinusoidais induzidas por tetracloreto de
carbono independentemente do efeito inibitério das fosfodiesterases, por interferir
com a cascata de eventos do estresse oxidativo.

ROMANELLI et al., (1997), investigaram em que ponto a pentoxifilina pode
afetar a sintese e a degradagdo do colageno tipo | em células estreladas
perisinusoidais hepaticas humanas, células, essas, que atuam como elemento
chave na deposi¢cao de tecido conjuntivo no figado fibrético. A sintese e a liberagcao
de pré-colageno tipo | foram avaliadas em células mantidas em meio livre de soro e
insulina por 48h, e entdao estimuladas por TGF-betal por diferentes periodos de
tempo na auséncia e na presencga de pentoxifilina. Houve um aumento nos niveis de
mRNA para pré-colageno tipo | 3-6h apds a estimulagédo. Este efeito foi seguido por
uma produgdo aumentada de proteinas extracelulares em ambas as células, 9-12h

apés a adicdo do TGF-betal. A marcagdo com L-[*H]-prolina revelou que a
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pentoxifilina foi habil em induzir a degradagédo do pré-colageno, principalmente no
compartimento  extracelular. A  co-incubagdo com pentoxifilina  reduziu
consistentemente os niveis de mRNA para pré-colageno | basais tanto quanto como
sob estimulagdo. A andlise subsequente verificou o efeito da pentoxifilina na via.
envolvida na degradagao do colageno tipo |. A pentoxifilina ndo afetou a expressédo
do mRNA para a metaloproteinase 1(MMP-1) nem na condigéo de estimulagido, nem
na basal, onde estava marcadamente reduzida a expressao do mRNA para o tecido
inibidor de metaloproteinase1 (TIMP-1). Em suma, a incubagdo com pentoxifilina
aumenta os niveis de "MMP-1 ativadas" nas células sobrenadantes em condigées
basais ou sob estimulagao, sugerindo uma agao antifibrogénica da pentoxifilina em
células estreladas perisinusoidais humanas mais pela degradagcdo da taxa do
coladgeno extracelular do que por uma redugao na sintese de colageno.

Nossos resultados demonstraram que a via de administracdo da
pentoxifilina é de fundamentai importdncia para sua eficacia como droga
antifibrosante. Os ratos infectados com C. hepatica e que foram tratados pela via
intravenosa, nao responderam ao tratamento preventivo com pentoxifilina. A fibrose
foi avaliada pelo teor de colageno tecidual através da dosagem da hidroxiprolina
hepatica, bem como, pela andlise morfométrica das secgdes coradas com Sirius
vermelho. As analises mostraram que nao houve inibicao da formagao da fibrose
septal, nem diminuicdo significativa da fibrose quando se compararam os resultados
com os controles infectados, nao tratados, com o mesmo tempo de infecgao. Ja nos
animais tratados pela via intraperitoneal, seguindo a mesma metodologia do grupo
anterior, observou-se uma diminuicao significativa da fibrose (p<0,05) quando se
comparou com o grupo controle. Os resultados desta avaliagdo coincidiram

microscoépica, morfométrica e bioquimicamente. Esses resultados, apontam para a
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importancia da via de administragdo da droga (pentoxifiina) como um fator
diretamente relacionado & sua eficacia, bem como sugere a (provavel) atuagdo da
pentoxifilina sobre as principais células envolvidas no processo de fibrose (células
de Kupffer e as células perisinusoidais) que, possivelmente por sua inativagdo ou
bloqueio, estariam sendo impedidas de depositarem quantidades exageradas de
componentes da matriz extracelular no parénquima hepatico .

Em suma, os resultados demonstraram uma potente acédo antifibrosante
principalmente da Pentoxifilina (por via intraperitoneal) e do Interferon-o (500.000 e
800.000 U.l.) no modelo de fibrose septal causada por C. hepatica. Os resultados
também apontaram para a importancia da via de administracdo e da dose
administrada para se obter o efeito antifibrosante. As vantagens de se contar com
um modelo experimental com produgdo regular de fibrose e alto grau de

reprodutibilidade foram dbvias .
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