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RESUMO
PEREIRA, H. M. Efeito do tratamento com fatores hepatotréficos sobre o figado de
ratas (Wistar) com fibrose induzida experimentalmente. [Effect of the treatment with
hepatotrophic factors on the liver of rats (Wistar) with experimentally induced-fibrosis].

2003. 125 f Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2003.

A capacidade extraordinaria de crescimento do tecido hepatico pode ser estimulada por
dois processos, a hepatectomia parcial ou pelo fornecimento de substancias
hepatotroficas. Neste trabalho, foi adotada a segunda opgéo para tratar figados de rata
com fibrose, verificando-se o efeito dos fatores hepatotréficos sobre o quadro
histopatoldgico, a proporgcédo volumeétrica do colageno e a condigéo funcional do figado
de ratas Wistar com fibrose induzida por dimetilnitrosamina. Apdés 5 semanas de
tratamento. Os animais foram submetidos a bidpsia hepatica e divididos em 2 grupos: o
Grupo C recebeu 40 mi/kg de solucédo fisiolégica por via intraperitoneal a cada 12h,
durante 10 dias consecutivos e o Grupo F recebeu fatores hepatotréficos na mesma
dosagem e frequéncia que as do Grupo C. O sangue foi colhido momentos antes do
sacrificio e em seguida amostras dos figados foram levadas a rotina de fixagdo e
inclusdo para microscopia de luz. O exame histopatoldgico mostrou a presenga de
lesdes caracteristicas de fibrose hepatica, tais como: nddulos regenerativos,
proliferacéo de ductos biliares, infiltrado inflamatério com presenca de células ovais e
megalocitose de hepatdcitos, sendo que os animais do Grupo F apresentaram reducdo
do quadro acima descrito. O peso dos animais do grupo F aumentou 13%, o peso do
figado aumentou 12,2% e o peso do figado em relacdo ao peso da carcaga aumentou

16%. A densidade volumétrica do colageno no Iébulo hepatico reduziu-se em 43% no



grupo F, enquanto que no Grupo C houve aumento de 6%. O colageno perivascular na
veia centrolobular aumentou 42,7% no grupo C e reduziu-se 43,4% no grupo F. No
espaco porta o colageno perivascular aumentou 6,7% no grupo C e reduziu 67,3% no
grupo F. A concentrag@o sérica de albumina no Grupo C foi de 3,8g/l e no Grupo F de
47g/l. A proteina total foi 6,1g/l no Grupo C e no Grupo F de 7g/l. A aspartato
aminotransferase AST foi 148,3 U/l no Grupo C e 94,9 U/l no Grupo F, a alanina
aminotransferase ALT foi 86,9 U/l no Grupo C e 44,1 U/l no Grupo F. Concluiu-se
assim, que os fatores hepatotréficos injetados intraperitonealmente, reduziram o quadro
histopatolégico e a densidade volumétrica do colageno, promovendo melhor resposta

da fungdo hepatica no Grupo F quando comparado com o Grupo C.

Palavras-chave: Figado. Regeneracdo hepatica. Colageno.



ABSTRACT
PEREIRA, H. Effect of the treatment with hepatotrophic factors on the liver of rats
(Wistar) with experimentally induced-fibrosis. [Efeito do tratamento com fatores
hepatotréficos sobre o figado de ratas (Wistar) com fibrose induzida experimentalmente]

2003. 125 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2003.

The extraordinary capacity of growth of hepatic tissue can be stimulated by two
processes, by the partial hepatectomy or by hepatotrophic substance supply. In this
work, it was adopted the second option to treat rats with induced-fibrosis, verifying the
effect of the hepatotrophic factors on the histopathological evaluation, the ratio
volumetric of the collagen and the functional condition of the liver of Wistar rats with
induced-fibrosis by dimetilnitrosamine. After 5 weeks of treatment, the animals had been
submitted to hepatic biopsies and divided in 2 groups: Group C received 40 mi/kg of
physiological solution by intraperitoneal application each 12h, during 10 consecutive
days and Group F received hepatotrophic factors in same dosage and frequency of
Group C. Blood collection was proceeded moments before the sacrifice and samples of
the liver had been submitted to the light microscopy routine of fixation and inclusion. The
histopathologic evaluation showed the presence of characteristic injuries of hepatic
fibrosis, such as: regenerative nodules, biliar ducts proliferation, inflammatory infiltrated
with presence of oval cells and hepatocyte megalocytes, and the animals of Group F
presented reduction of the above description. The weight of the animals of group F
increased 13%, the weight of the liver increased 12.2% and the weight of the liver in
relation to the weight of the carcass increased 16%. The volumetric collagen density in

hepatic lobe decreased 43% in group F, while in Group C it icreased 6%. The central



lobular vein perivascular collagen increased in 42.7% in group C and decreased 43.4%
in group F. In the portal space, the perivascular collagen increased 6.7% in group C and
reduced 67.3% in group F. The serum concentration of albumen in Group C was 3,8g/|
and in Group F 4,7g/l. The total protein was 6,1g/l in Group C and in Group F 7g/l. The
aspartate aminotransferase AST was 148,3 U/l in 94,9 Group C and U/l in Group F,
alanine aminotransferase ALT was 86,9 U/l in 44.1 Group C and U/l in Group F. We
concluded the intraperitoneal hepatotrophic factors injection had reduced the
histopathological signs and the collagen volumetric density, promoted better recovery of
the hepatic function in Group F when compared to Group C.

Word-key: Liver. Hepatic Regeneration. Collagen.
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Fotomicrografia do figado de rata, apresentando fibrose induzida
por dimetilnitrosamina. Observa-se presengca de infiltrado
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1 INTRODUCAO

O processo de regeneracdo € comum, a maioria dos organismos, assim como a
capacidade de substituir partes do corpo. Animais ou espécies mais primitivas como as
esponjas e 0s cnidarios tém, em geral, grande capacidade de regeneracdo. Os
mamiferos apresentam esta capacidade de reparagcdo de forma mais complexa, pois
esta pode se manifestar de forma parcial em determinados érgaos. Neste caso, ocorre
a multiplicacdo das células residuais, ndo havendo substituicdo da parte perdida. A
parte restante sofre um crescimento global, num processo de aumento da massa

celular, denominado hiperplasia. E o que acontece com o figado (PARRA, 1982).

O interesse cientifico pelo estudo do figado tem por base as grandes variagdes que séo
possiveis nos seus aspectos morfolégicos e funcionais, e esta diretamente relacionado
com o estudo do desenvolvimento de doencgas neste 6rgdo. Também atraem a atencao
dos pesquisadores 0s processos de reversao de possiveis lesdes, sejam espontaneas
ou provocadas, no sentido de melhorar ou promover a cura das enfermidades deste

orgéo.

O figado possui reserva funcional e capacidade de regeneragdo consideraveis. Em
animais sadios, mais de dois tercos do parénquima hepatico podem ser removidos sem
prejuizo significativo da fungéo hepatica, sendo que a massa hepatica normal pode ser

regenerada em questao de semanas (MACLACHLAN; CULLEN, 1998).
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Este crescimento tecidual se constitui em um fendmeno complexo quando submetido a
estimulo externo adequado, do qual participam hormdnios e substancias presentes no
soro, ou secretadas nos proprios tecidos. Tal fendmeno de crescimento do tecido
hepatico € conhecido como regeneragdo, sendo, contudo um termo controverso, pois
na verdade ndo ha reconstrucdo das partes perdidas, mas sim o crescimento do
parénquima como um todo, por um processo de hiperplasia compensadora, até o

restabelecimento da massa hepatica primitiva (MCINTYRE, 1977).

A capacidade regenerativa do figado € conhecida desde tempos antigos. Vem da
mitologia grega a lenda de Prometeus (CAMPOS; ANDRIGUETTO, 1986) na qual o
heréi mitolégico, por ter roubado o fogo dos Deuses do Olimpo, tinha parte do figado
devorado por uma aguia durante o dia. O d6rgao se regenerava a cada noite,

prolongando seu suplicio.

As primeiras descricbes cientificas do fendmeno remontam ao século XVII. O
conhecimento cientifico sobre o figado e sua capacidade de recuperar, por hipertrofia
ou hiperplasia, sua massa celular e sua funcionalidade apds uma agressao, tem sido
ponto importante na abordagem terapéutica das doencas hepaticas (GORLA JUNIOR,

2001).

Uma das enfermidades que mais acomete o figado em seres humanos € a cirrose
(ROBBINS; COTRAN; KUMAN, 1996), que se caracteriza por apresentar modificacoes
nas unidades histolégicas basicas, principalmente a formagédo de nddulos de

regeneracao e desarranjo na disposicdo cordonal dos hepatdcitos, formando ilhas
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imegulares de células hepaticas, circundada por grande quantidade de tecido

conjuntivo. (CARLTON; MCGAVIN, 1998).

Para fins cientificos, € necessario que se demonstre o fendmeno regenerativo do
figado. Isto tem sido feito através de modelos experimentais. Dentre estes modelos, a
ressec¢éo do figado foi uma das alternativas de tratamento mais estudadas na busca
da reversdo da cirrose (BARATA et al.,, 1996; FAUSTO et al, 1995). Apesar das
dificuldades de regeneracdo do figado cimrdtico, verificou-se que as alteragbes
histopatolégicas diminuem quando este processo regenerativo € estimulado pela
hepatectomia parcial, aproximando-se o quadro histolégico dos padrées normais, numa

verdadeira reengenharia estrutural (PARRA, 1982).

Contudo, resseccdes hepaticas de figados cirréticos ainda sdo bastante temidas devido
as complicagcbes pos-operatdrias, que levam a altas taxas de morbidade e mortalidade.
De fato o paciente n&o apresenta condigdo clinica ideal, pois o figado cirrdtico tem
reduzida reserva funcional, ndo suportando grandes ressecgdes (ARAUJO LIMA et al.,
2000). A capacidade regenerativa de tais figados também € baixa, reduzindo-se em
fungdo do grau de comprometimento do parénquima hepatico (ARAUJO LIMA et al.,

2001).

Atualmente o transplante do figado, € a uUnica terapia de tratamento definitivo nos casos
de cirrose crbnica, embora ainda prossigam as tentativas de se utilizar a capacidade
regenerativa deste 6rgéo para modificar sua morfologia cirrética para um quadro mais

proximo da normalidade, evitando-se o transplante.
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O estudo da fisiologia da regeneracdo hepatica e a descoberta de varios fatores que
influenciam o crescimento e o trofismo do figado, chamados fatores hepatotroficos,
abriram a perspectiva de se poder intervir diretamente no processo de regeneragao
deste 6rgdo, criando-se um recurso auxiliar na superagao das limitagdes inerentes ao

tratamento cirurgico.

Diversas substancias foram testadas para verificar sua influéncia na regeneracéao
hepatica. Entre elas, glicose, aminoacidos, lipidios, solugbes de nucleotideos e varios
tipos de horménios (CORPECHOT et al., 2002; JESUS; WAITZBERG ; CAMPOS, 2000;
KAIBORI et al, 1998; KALIL et al., 1998; MICHALOPOULOS; FRANCES, 1997;

HASHIMOTO et al., 1998; USAMI et al., 1996).

Estas substancias podem ser fomecidas na forma de solugdes injetaveis compostas por
aminoacidos, glicose, insulina, glucagon e triiodotironina, moléculas naturalmente
presentes no sangue portal, das quais o figado € extremamente dependente para o seu

bom desempenho funcional (PARRA et al., 1996).

A insulina e o glucagon s&o hormdnios importantes para o trofismo e metabolismo dos
hepatécitos. O glucagon estimula a sintese de proteinas hepaticas e atua
sinergicamente com a insulina na regulacdo da regeneracdo hepatica. A auséncia de
insulina provoca a degeneragao e a morte destas células em meio de cultura. A insulina
nao possui, per se, efeito mitogénico sobre os hepatdcitos, mas potencializa o efeito de

outros fatores de crescimento (JESUS ; WAITZBERG ; CAMPQOS, 2000).
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Classicamente, as hepatectomias parciais tém sido empregadas como estimulo para a
regeneracao hepatica nos estudos sobre este assunto. Embora no ato cirurgico a
massa hepatica seja reduzida pela ablagao de parte do figado, continua a se exercer a
acéo de uma mesma “quantidade” de estimulo endogeno. Este estimulo € diretamente
proporcional a quantidade do figado retirado. Assim, quanto mais extensa a ressecgao,
maior € o estimulo regenerativo. O processo regenerativo nas hepatectomias parciais
ndo esta restrito a resposta proliferativa celular na superficie de seccdo e sim 2
atividade mitotica generalizada com hiperplasia dos lobos hepaticos remanescentes,

até que este o 6rgdo atinga o seu tamanho normal (SAAD, 1975).

O modelo de hepatectomia parcial aplicado a figados cirréticos, tem como desvantagem
a diminuicdo adicional do deficit morfofuncional do érgéo que ja era deficitario por causa
da cirrose, o que certamente acarreta risco a sobrevivéncia do individuo assim tratado.
Em vista disso, ha necessidade de um novo modelo experimental de geracdo do
estimulo regenerativo, que possa ser aplicado sem a imposicdo de um Onus a ja
diminuida funcdo hepatica dos figados cirroticos. Assim, um modelo experimental foi
proposto por Parra et al. (1995) no qual o estimulo regenerativo € gerado pela
administracdo por via intraperitoneal de solu¢do de fatores hepatotréficos exdgenos,

simulando o trofismo que estas substancias usualmente exercem sobre o figado.

Desta forma, puderam aqueles autores fazer crescer o figado intacto de animais sadios,
por um processo de hiperplasia, acima dos limites biologicamente pré-determinados em
funcao do porte dos animais. Ficaram assim criadas as condi¢des experimentais para

se exercer estimulo regenerativo exégeno sobre figados, sem a desvantagem dos
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 deficits morfofuncionais criados pelo estimulo da hepatectomia. Este experimento
sugeriu que seria possivel obter efeitos de melhoria morfolégica das alteracbes

histolégicas cirréticas, como verificadas com o modelo da hepatectomia parcial.

Uma vez que o figado sadio responde ao tratamento com fatores hepatotréficos com
hiperplasia e reducéo da quantidade de colageno, poderia reagir de forma semelhante,
acelerando a recuperagcdo de uma lesdo experimentalmente induzida. Assim, neste
trabalho tratamos a fibrose hepatica de ratos com uma solugdo de fatores
hepatotroficos, descrevendo as alteragdes histopatologicas e do I6bulo hepatico do

figado.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivos:

1. Verificar se os fatores hepatotréficos modificam o quadro histopatolégice

figados com fibrose induzida;

2. Verificar se os fatores hepatotroficos reduzem a densidade volumétric

colageno no lébulo hepatico em figados com fibrose;

3. Verificar se os fatores hepatotroficos alteram a quantidade de ,‘:;,

perivascular da veia centrolobular e no espago porta;

4. Verificar se os fatores hepatotroficos modificam a condicdo funcional do f

com fibrose.
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3 REVISAO DE LITERATURA
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REVISAO DE LITERATURA

Ao realizarmos uma analise das publicagdes cientificas sobre este assunto,
encontramos varios trabalhos enfocando varios aspectos da regeneragdo hepatica, o

que nos levou uma divisao deste capitulo em tépicos como descrito abaixo.

3.1 REGENERAGAO HEPATICA E FATORES HEPATOTROFICOS

A maioria dos modelos de estudo da regeneragdo hepatica adota a hepatectomia
parcial como fonte de estimulo regenerativo, com variagées de extensao conforme o
| objetivo do estudo. Este modelo € um dos que tem contribuido mais significativamente

para a compreensao do fendmeno (SAAD, 1972).

Nas hepatectomias parciais verifica-se que o figado regenera-se total ou parcialmente
em um periodo que varia de dois a seis meses em humanos (MCDERMOTT et al,,
1963; PACK et al., 1962), de um a dois meses no céo e de dez a vinte dias no rato

(BUCHER, 1967; HIGGINS; ANDERSON, 1931, ISLAMI et al.1959).

Higgins e Anderson (1931) verificaram que apos hepatectomia parcial realizada em

ratos albinos ndo ocorria proliferacéo celular apenas na superficie da sec¢do e sim
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atividade mitdtica generalizada com hiperplasia dos hepatdocitos. Apés um periodo de
cerca de 24 horas da hepatectomia de 70%, instalava-se o processo de regeneragcao
hepatica, atingindo cerca de 93% do peso do 6rgéo em torno do 14° dia e o peso total

torno do 20° dia.

Baratta et al., (1996); Fausto et al., (1995); Okihiro; Hinton, (2000); Ramalho et al.,
(1993); Yoshida et al., (1995) adotaram uma variacdo de 67 a 70% de retirada da
‘massa hepatica, pela remogao cirurgica dos lébulos lateral esquerdo e mediano do
figado. Com esta metodologia obtiveram resultados semelhantes aos descritos por
| Higgins e Anderson (1931), onde a regeneracéo hepatica reconstituiu cerca de 90% do
peso do érgao no 14° dia e o peso total, no 20° dia.

¥

- Christensen e Jacobsen (1949), utilizando ratos em parabiose afirmaram que apos a
hepatectomia parcial em um dos componentes do par, também ocorria hiperplasia no
figado do outro animal n&o operado, sugerindo a agdo de um fator humoral

desencadeador deste fendmeno.

Vérias sdo as substancias que influenciam a regeneracédo hepatica, tanto inibidoras
como estimuladoras do seu desencadeamento. Sabe-se que o sangue portal é
conduzido ao figado pela veia porta, cujos ramos penetram nos espacos-porta dos
I6bulos hepaticos e se interpdem entre as camadas de hepatécitos, nos capilares
sinusdides. O revestimento epitelial dos sinuséides nadoc € continuo, havendo

fenestracdes entre as células o que permite a livre passagem de macromoléculas do
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Seu interior para o espaco sinusoida, onde existem as células estreladas e dai para os

epatécitos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

Assim, o revestimento epitelial dos sinuséides permite o livre acesso dos hepatécitos as
substancias que circulam nestes capilares, as quais estimulam as células hepaticas
diretamente, ou através da producado de outros fatores de crescimento, resultando em

proliferagéo celular (GUYTON, 1989).

A descoberta de que substancias endégenas e exdgenas influem no crescimento do
figado abriu a perspectiva de se interferir diretamente no processo de regeneragéo
- (BAKER, 1985; STARZL et al, 1975; STARZL et al., 1976), melhorando a funcao
| hepatica e impedindo a progresséo da fibrose (FUJIMOTO, 2000; MATSUDA et al,,

1995; MATSUDA et al., 1997).

Dentre as principais substancias hepatotroficas destacam-se os horménios tireodianos,
ainsulina e o glucagon, os nutrientes e as drogas de agao hepatotréfica. Conforme sua
origem, hepdtica ou extra-hepatica, pode-se caracteriza-los como enddgenos ou

exogenos (MORSIANI et al., 1984).

A insulina e o glucagon s&o hormdnios importantes para o trofismo e o metabolismo do

parénquima hepatico. O glucagon estimula a sintese de proteinas hepaticas, sendo que

ele e a insulina atuam sinergicamente na regulacdo da regeneragdo hepatica. A
auséncia de insulina provoca a degeneracdo e a morte dos hepatécitos em meio de

cultura. Porém, a insulina ndo possui efeito mitogénico sobre os hepatdcitos, mas
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potencializa o efeito de outros fatores de crescimento (CORPECHOTet al., 2002;

JESUS; WAITZBERG; CAMPOS, 2000; KALIL et al., 1998).

Os horménios tireodianos sao essenciais na proliferacdo dos hepatdécitos, ativando os
>r‘eceptores hepaticos para o fator de crescimento hepatico (PELLIZAS et al., 1998). A
triodotironina liga-se a receptores esterdides, cuja funcdo € atuar na regulagé&o do
crescimento e na diferenciacdo dos hepatdcitos (MICHALOPOULOS; DEFRANCES,
1997). A triiodotironina também promove o aumento na fluidez da membrana dos

hepatécitos do figado em regeneragéo (DRAHOTA et al., 1999).

Os fatores nutritivos portais influenciam nos fenémenos de proliferacéo celular do
- figado. A administracéo de aminoacidos de cadeia ramificada isoleucina, leucina e
valina, em pacientes com faléncia hepatica, ndo demonstrou beneficios claros, sendo

sugerida sua combinag&o com outros fatores anabdlicos (PLATELL et al., 2000).

Além dos aminoacidos, dos sais minerais e, principalmente, das vitaminas Be € B12, 0
acido félico também teria uma participacdo no processo regenerativo do figado (LEVY;
LEPPER, 1972; KIM; SOUTHARD, 1999).

¥

Parra et al. (1992) administraram uma solugdo de fatores hepatotréficos exégenos na
dose de 40mi/kg de peso por via intraperitoneal a ratas fémeas Wistar, durante 10 dias
consecutivos. Concluiram que € possivel fazer crescer adicionalmente o figado intacto,
ultrapassando o limite bioldgico pré-determinado de sua massa relativamente ao peso

corpéreo com a infusdo intraperitoneal (portal) de fatores hepatotréficos exdgenos. I
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rmando observacgdes anteriores este autores (Parra et al.,, 1995) inferiram que o
ento do tamanho do figado a partir de sua massa primitiva, estimulada por fatores
hepatotréficos exdgenos, pode vir a ter aplicagdes em hepatologia, como em casos de
lesbes hepéticas crénicas, revertendo parcialmente alteragcbes histolégicas e funcionais,

ou em transplantes entre vivos, aumentando no doador a massa hepatica que sera

dividida com o receptor.

Em trabalho posterior, Parra et al. (1996) relataram que durante o processo de
'regeneragéo apds hepatectomia parcial, o parénquima hepatico cresceu com diferengas
~nas velocidades de reproducao de seus elementos histolégicos, sendo os hepatdcitos
vos que apresentaram crescimento mais rapido. O componente coldgeno da matriz
| extracelular apresentou crescimento mais lento. Isto confere maior friabilidade ao figado
recém-regenerado. Diante deste fato os autores estudaram o comportamento do
| »oolégeno tecidual em figado regenerado apds hepatectomia em grupo de ratos.
- Concluiram que os fatores hepatotréficos exdgenos promoveram o crescimento da
- massa hepatica e que a produgdo de colageno nao acompanha o crescimento da

massa hepatica, a semelhancga do que se verifica apds hepatectomia de 70%.

] Além dos fatores hepatotréficos exdgenos, o fator de crescimento hepético (HGF)
também desempenha importante papel no fenédmeno da regeneracdo do figado. A
administracdo de fatores de crescimentos dos hepatécitos (HGF), em ratos que
receberam dimetilnitrosamina suprimiu © inicio e progressao dos processos de

cimose/fibrose, ndo ocorrendo mortalidade durante o experimento (MATSUDA et al.,

1995).
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Assim Kaibori et al. (2002) afirmam que o fator de crescimento hepético (HGF)
desempenha papel crucial na recuperagao da injuria hepatica. As funcde hepéaticas séo
geralmente prejudicadas com as doengas do figado. Entretanto, uma significativa
‘guantidade de precussor inativo do HGF (pro-HGF) € relatada no plasma de pacientes
ciroticos. Estes precurssores sdo convertidos para a forma ativa do HGF, o que
;pmvavelmente contribui para a recuperagao das fungdes hepaticas. Neste estudo os
autores utilizaram ratos submetidos a hepatectomia parcial, com acumulo de pro-HGF
na parte remanescente do figado. O HGF humano recombinante foi administrado pela
veia porta para investigar o efeito da forma molecular de HGF nos sinais bioldgicos.
Concluiram que a adiministracdo de HGF-ativador exdgeno produz uma forma de HGF
biclogicamente ativa a partir da sua forma precussora que aumenta o potencial de

regeneracao hepatica e reduz a produgao de colageno in vivo.

0 amanjo do parénquima hepatico normal esta diretamente relacionado a producgéo do
tecido conjuntivo no figado. O fluxo sanguineo inter-hepatico se reduz no figado
fibrético, promovendo hipertensdo portal por aumento dos constituintes da matriz
extracelular. O colageno do Tipo | € um destes constituintes predominantes na matriz
extracelular no tecido hepatico. Sua participacdo na matriz pode passar de 2% das
proteinas para 10% a 30% no figado cirrdtico (AYCOCK; SEYER, 1989; ACHUPPAN,
1990). Em modelos experimentais de cirrose o aumento da deposigéo do colageno Tipo
| resulta do aumento da transcricdo do genes deste tipo de colageno (PANDURO et al.,
1988; BEDOSA et al., 1994). A maior expressdo dos genes do colageno tipo | é
clinicamente significativa na doenca fibrogénica, incluindo todos os tipos de cirrose.

Esta maior expresséo tem sido relacionada com uma possivel interagao entre o TGFB;,



Revisdo de Literatura 39

“n’ gs et al. (1997), ao investigarem o efeito da halofuginona, um inibidor especifico do
colageno Tipo | em ratos com fibrose induzida pela dimetilnitrosamina, sugerem a
Iministracdo oral da halufuginona, pois a droga citada inibe a expressdo génica do

colageno tipo |, assim como a deposi¢do do mesmo em figado com cirrose induzida.

Sato et al. (2000), ao estudarem os efeitos terapéuticos dos fatores de crescimento de
hepatdcitos humanos em figados com cirrose induzida pela tiocetamida, descreveram a
pre enga de nodulos de colageno e regeneragdo pseudolobar, em condigdes
tok')gicas semelhantes a cirrose humana. A administragdo de HGF apés a formacéo
da cirrose hepética diminuiu significativamente a incidéncia da fibrose patolégica. Estas
observagdes sugerem que a interrupgdo da fibrose hepatica seja resultado da reducgéo

da sintese de colageno e em parte, da estimulacdo de mitose de hepatécitos pelos

fatores de crescimento hepatico.

Gorla Junior (2001), ao avaliar a regeneragcdo do figado intacto com fatores
" hepatotroficos exdgenos injetados intraperitonealmente, de forma fracionada, produziu
resposta proliferativa significante, o que somado a auséncia de mortalidade pode

sinalizar a possibilidade de futuras aplicagdes clinicas no campo da hepatologia clinica.
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.2 CIRROSE EXPERIMENTAL E REGENERACAO HEPATICA

A cirose hepatica € uma enfermidade de carater crénico que se caracteriza por
apresentar modificagbes das unidades histologicas basicas do figado, formando
nodulos de regeneracao e desarranjo dos hepatocitos, os quais estdo circundados por
tecido conjuntivo. Este processo de modificagdo das unidades histologicas € continuo,

ando alteracOes estruturais que envolvem extensa substituicdo da arquitetura normal

do figado (ROBBINS, 1996).

Do ponto de vista patolégico o fendmeno regenerativo constitui a base do processo de
'wreparagéo do tecido hepatico. Os hepatdcitos regenerados apresentam-se de forma
irregular, estabelecendo com as vias de condug&o sanguinea relagdes, que restringem
- 0 contato com o sangue portal. Este & condutor de elementos humorais indispensaveis
ao pleno funcionamento do figado em termos metabdlicos, alterando a sua fungéo de

metabolizar proteinas, carboidratos, lipidios e outras substancias, em virtude do quadro

instalado (POPPER et al., 1952; POPPER; ZAK, 1958).

Em 1936, Cameron e Karuna estabeleceram experimentaimente a existéncia de uma
fase proliferativa do processo cirrético em evolugdo. Em figados com cirrose
submetidos a hepatectomia parcial, a regeneragado se dava de forma mais intensa. Por
outro lado, nos figados em fase mais avangada da doenca a resposta foi menos intensa

sendo inexistente em figados na fase cronica.
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oram Costa e Smorlesi, em 1951, que de fato demonstraram como o potente estimulo

perplasico, provocado pela hepatectomia pode estimular em ratos, notavel reverséao

o processo cirrdtico experimental. Verificaram que 48 horas apds a hepatectomia, os
'a induzidos a cirrose pelo tetracloreto de carbono apresentavam, ao exame
licrascopico do figado, diminuigao do tecido fibroso, com retomo ao padréo histolégico
jormal, o mesmo tendo sido obtido por (SUTHERLAND, 1956; ISLAMI et al., 1958;
EEVY et al., 1959; OLSSON, 1966; BENGMARK et al., 1966). Porém SIGEL et al.,

[967) afirmam que nao foi observada regeneragao em casos avangados de cirrose .

Atualmente, um dos problemas no estudo da cirrose hepatica experimental € reproduzir
modelo em animais de laboratério que se assemelhe ao maximo a cirrose
desenvolvida nos outros animais e nos humanos. As principais drogas utilizadas que se

aproximam desses requisitos para a indug&o da cirrose sao o tetracloreto de carbono e

dimetilnitrosamina.

Contudo, Olsson e Rehnstronm (1966) apods estudarem o comportamento das proteinas
'plasméticas em ratos com cirrose induzida pelo tetracloreto de carbono e submetidos a
hepatectomia parcial, afirmaram que os dados obtidos neste experimento ndo seriam
aplicaveis aos humanos em virtude das diferengcas entre a cirrose experimental

- produzida pelo tetracloreto de carbono e a cirrose desenvolvida pelos humanos.

O metabolismo da dimetilnitrosamina foi descrito inicialmente por Bames e Magee
(1954) pela investigacdo da causa de um acidente industrial que revelou a

dimetilnitrosamina como um potente tdxico hepatico especifico através de seus



Helder de Moraes Pereira Revisdo de Literatura 42

produtos intermediarios de metabolismo. Como a substancia € metabolizada quase
totalmente no figado, seu efeito toxico torna-se altamente seletivo para o hepatocito
(MAGGE, 1956; MAGGE, 1958), onde determina inibicdo da sintese proteica, altera a

morfologia dos ribossomos e destréi a base citolégica do figado.

Madden et al. (1970) relataram em seus experimentos um novo modelo de cirrose
patlca através da administracdo de dimetilnitrosamina. Administrando a droga
durante quatro semanas por via oral 0s autores conseguiram reproduzir um quadro
e progressivo de cirrose hepatica no cao por um periodo de cinco meses apos a
arada de administracdo desta substancia. O quadro cirrético era muito semelhante ao
humanos, com forte correlacdo entre o quadro histolégico e funcional. Ainda, em
1970, Gertman et al. induziram cirrose no rato com dimetilnitrosamina e verificaram que
‘havia aumento do colageno hepatico. A quantidade do colageno mantinha-se elevada

por tempo prolongado. Diante destes fatos atualmente a dimetilnitrosamina € o tdxico
de eleicdo para a indugéo da cirrose em animais de laboratério.

k

‘Saad (1972), ao estudar os efeitos da hepatectomia parcial de 36% em figados

ciéticos induzidos pela dimetilnitrosamina e sacrificados no 3° e 22° dia poés-

hepatectomia, juntamente com os respectivos controles, afirmou que existe

:‘r.ageneragéo hepéatica no figado cirrético em fase hipertréfica, se o érgéo for estimulado
;;om a hepatectomia parcial. Mostrou, ainda, reducao parcial das alteragées histologicas
'iﬂduzidas pela DMN ja a partir do 3° dia pos-hepatectomia, pelo aumento das areas dos
'pseudolébulos, regressdo da densidade das fibras reticulares e das faixas de tecido

fibroso perinodular, com aumento significativo da massa de hepatécitos aos 22 dias
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pos-hepatectomia . Observou ainda, regressdo da ascite e aumento no consumo de

ad (1975), continuando o trabalho anterior, estudou o papel da dupla hepatectomia
ial, com intervalo de 28 dias entre a primeira € a segunda cirurgia. Objetivando um
mpo de estimulo mais prolongado, induziu cirrose pela administracdo via oral de
imetilnitrosamina. Apos 21 contados a partir da ultima dose do toxico, os animais dos
q pos destinados a cirurgia foram submetidos a primeira hepatectomia com remocgéao
“de 36% do parénquima hepatico. Vinte e oito dias depois, os mesmos animais foram
,éubmetidos a segunda cirurgia e trinta dias depois foram sacrificados. Os resultados
‘mostraram que os hepatdécitos tinham um arranjo cordonal proximo do nomal e
diminuicdo das fibras colagenas. Com esta metodologia o autor comprovou a
ocomréncia de regeneragao no figado cirrético induzido pela dimetilnitrosamina depois

da hepatectomia parcial.

| Parra (1982), ao estudar os efeitos da hepatectomia parcial no figado de ratos Wistar
tomados cirréticos pela administracdo de dimetilnitrosamina, concluiu que houve
regeneragdo hepatica com reversdo parcial das alteragbes induzidas pela
~ administracdo de dimetilnitrosamina, favorecendo uma melhora no estado clinico dos

~ animais.
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3.3 CIRROSE CLINICA

. ponto de vista clinico, o paciente cirrético pode apresentar sinais que sdo descritos
como sugestivos desta enfermidade, dentre estes destacam-se a dor abdominal, o

emagrecimento, a esplenomegalia, 0 edema, as febres intermitentes, a ictericia e a

cite (DORIA, 1970).

A maioria dos pesquisadores em hepatologia afiirma que a cirose hepatica é
imeversivel, pois apesar da diversidade quanto a etiologia, a atitude geral de tratamento
€ semelhante para todos os casos. Este tratamento consiste na administragdo de
substancias protetoras para o figado, tais como, vitaminas, aminoacidos e suplementos
Inutn'cionais. Experimentalmente, uma das alternativas estudadas no tratamento desta
“enfermidade € a estimulagdo deste 6rgdo através da resseccgao parcial (hepatectomia),
em que o estimulo é criado de forma relativa, por diminuicdo da massa hepatica. E

- casos mais graves o transplante do figado € recomendado (NOGUCHI et al., 1990;

BISMUTH et al., 1995; UGOCHUKWA et al., 1996).

| Em humanos, coube a VALDONI et al. (1957), a aplicagdo pratica da cirurgia no

;ratamento da cirrose que consistiu na operacdo de dois pacientes cirréticos. No
primeiro houve evolugao clinica favoravel atribuida aos efeitos da cirurgia. O outro foi
- submetido a resseccdo do lobo esquerdo hepatico, com complicagdes pds-operatorias

- como broncopneumonia e falecimento no 21° dia apés a cirurgia. Assim, concluiram
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;' e a ressecgao parcial do figado cirrético pode produzir reversdo na producdo de
0lageno no estroma hepatico.

Pettinari (1962) relatou trés casos de cirrose hepatica humana tratados pela
ectomia parcial. No primeiro caso, o paciente foi acompanhado por um ano,
rante o qual readquiriu otimas condigdes de saude. No segundo caso 0 paciente,
:{ eceu 8 dias apds a cirurgia. No terceiro paciente, no 8° dia pds cirurgia apresentou

orragia, tendo superado esta complicac&o e foi considerado curado.

Em 1973, ARDAMATSKAYA relatou as observacdes de 50 paciente submetidos a
ressecgdes marginais do figado (hepatectomia). Concluiu que se deve recomendar a

hepatectomia nos estados iniciais de cirrose hepatica, como operagao estimuladora dos

- processos regenerativos hepaticos.

Mancuso et al. (1957), ao estudarem os aspectos anatomo-patologicos das pecas
oriundas de autépsias, demonstraram que o estimulo regenerativo, através da
hepatectomia parcial pode restabelecer um sinergismo funcional entre o parénquima e
o estroma. Observa-se uma confluéncia parenquimatosa diferindo pouco da
normalidade, as traves fibroticas tomam-se mais delgadas com uma forte tendéncia a
desaparecer gradualmente. Concluiram que a ressecgé@o do figado cirrético pode
produzir verdadeira revers@o do estroma, diminuindo a quantidade de fibras colagenas

e reticulares, assim restabelecendo a unidade morfofuncional entre parénquima e

estroma.
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tualmente, a estimulagédo da capacidade do figado intacto constitui uma possibilidade
tratamento menos traumatica e mais eficaz, pois a administracdo de fatores de
rescimento em animais e em pacientes com doenga hepatica grave como a cirrose até
0 presente momento produziu, em muitos casos, efeitos benéficos aos pacientes,
I;aumentando a sobrevida de amostragens ou prevenindo a faléncia do 6rgao (GORLA

JUNIOR, 2001; KAIBORI et al. 2002; SPIRA et al. 2002).

3.4 PROVAS DA FUNCAO HEPATICA

Localizado entre o intestino e a circulagao geral e mantendo especiais relagdes entre as
- células parenquimatosas e o sangue sinusoidal, o figado tem a capacidade de remover
~ do sangue, principalmente do sistema porta, apreciavel quantidade de solutos ali
presentes. O sangue do sistema porta, por ter transitado pelo intestino, bago e
pancreas, contém substancias nutritivas e residuos metabdlicos: glicose, aminoacidos,

~ monossacarideos, glicerol, insulina, glucagon e vitaminas (BACILA, 1980).

O figado remove, ainda, da circulagdo, medicamentos ou varias substancias que podem
exercer efeito téxico sobre o organismo animal: elementos quimicos, compostos
organicos, substancias naturais existentes em plantas téxicas, dentre outras e que

devem ser eliminados do organismo animal gragas a agao destoxificante deste érgéo

(BACILA, 1980).
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ocado, assim, em posicéo central nos processos fisiologicos que envolvem o animal,
figado exerce muiltiplas e importantes fungdes e €, sem duvida, o centro de todo o
ocesso homeostatico do organismo. O figado tem relevante papel no metabolismo

08 carboidratos, dos lipidios, das proteinas, assim como nos processo de digestéo e

ao intestinal (BACILA, 1980).

endo dotado de variadas atribuicées, muitas técnicas foram desenvolvidas no sentido
e poder-se avaliar o estado funcional do figado. O hepatograma é indicado para
avaliar distintas situacdes que alteram o funcionamento do 6rgédo: desordem hepatica
arnia (hepatites infecciosas, fibrose hepatica, hepatomas, carcinomas, dentre
.); desordens hepaticas secundarias (lipidose, diabetes mellitus.); diagndstico
iferencial da ictericia; anemias de origem indeterminada; prognéstico de doengas
gticas e avaliagdo terapéutica e avaliagées de lesdes residuais apos recuperagao
paciente. Assim, as principais provas de fungcao hepatica recomendada sao:
erminacdo da atividade das transaminases aspartato aminotransferase (AST) e

nina aminotransferase (ALT); determinagc@o da albumina do soro e determinacéo da

teina total (BACILA, 1980)

iq do é o principal local de sintese e degradacdo de aminoacidos nos animais. As
inotranferases catalisam a transferéncia da amina a de um aminoacido para um a
toacido. Essas transaminases, geralmente encaminham aminasa para a conversao
m NHs. A aspartato aminotransferase (AST), uma das mais importantes dessas
nzimas, catalisa a transferéncia da amina do aspartato para o cetoglutarato. A alanina

iminotransferase, que & também prevalente em tecidos nos mamiferos, catalisa a
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| Colocado, assim, em posigcéo central nos processos fisiolégicos que envolvem o animal,
0 figado exerce multiplas e importantes fungdes e €, sem duvida, o centro de todo o
processo homeostatico do organismo. O figado tem relevante papel no metabolismo
dos carboidratos, dos lipidios, das proteinas, assim como nos processo de digestao e

absorgdo intestinal (BACILA, 1980).

Sendo dotado de variadas atribuicbes, muitas técnicas foram desenvolvidas no sentido
de poder-se avaliar o estado funcional do figado. O hepatograma € indicado para
avaliar distintas situacdes que alteram o funcionamento do érgdo: desordem hepatica
primaria (hepatites infecciosas, fibrose hepatica, hepatomas, carcinomas, dentre
outras.); desordens hepaticas secundarias (lipidose, diabetes mellitus.); diagndstico
diferencial da ictericia; anemias de origem indeterminada; progndstico de doencgas
hepaticas e avaliagdo terapéutica e avaliagdes de lesdes residuais apds recuperagao
do paciente. Assim, as principais provas de fun¢do hepatica recomendada s&o:
determinacdo da atividade das transaminases aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT); determinagdo da albumina do soro e determinacdo da

proteina total (BACILA, 1980).

O figado é o principal local de sintese e degradac&o de aminoacidos nos animais. As
aminotranferases catalisam a transferéncia da amina a de um aminoacido para um a
cetoacido. Essas transaminases, geralmente encaminham aminasa para a conversao
em NH4. A aspartato aminotransferase (AST), uma das mais importantes dessas
enzimas, catalisa a transferéncia da amina do aspartato para o cetoglutarato. A alanina

aminotransferase, que é também prevalente em tecidos nos mamiferos, catalisa a
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transferéncia da amina da alanina para o cetoglutarato. Estas aminas quando liberadas
reagem com o cetoglutarato formando o glutamato, que sofre desaminacdo oxidativa
sendo transformado em ions amoénio. Estes ions sdo convertidos em uréia e os
compostos resultantes como o piruvato e a acetilCoA participaram do metabolismo de
carboidratos, lipidios e como produtos intermediarios no ciclo de Krebs.(MARZZOCO,
1999; STRYER, 1996). Estas enzimas funcionam como enzimas indicadoras, pois 0s
hepatécitos, assim como sintetizam, destroem as proteinas pela degradacédo de seus
precursores, 0s aminoacidos. As transaminases estdo localizadas em locais
especificos, sendo a AST encontrada na fragdo soluvel da célula hepatica e a ALT na
fracdo solivel e nas mitocdndrias. Suas atividades estdo relacionadas com a
integridade dos hepatdcitos, permitindo que estas células realizem com eficiéncia a
funcdo de destoxificagao pela conjugacdo com os aminoacidos (BACILA, 1980). Nas
enfermidades hepéticas as concentragdes destas enzimas encontram-se aumentadas

no sangue por isso a sua mensuragao serve como prova da fungéo hepatica.

Cornelius et al. (1969), estudaram a atividade destas enzimas AST e ALT em varias
espécies animais e averiguaram que os tecidos liberam quantidades notaveis destas
enzimas para a atividade normal, pois elas sao usadas como precursoras no
metabolismo de aminoacidos, importante fonte de energia metabdlica. Estes autores
também estudaram a atividade destas enzimas apos a intoxicagao com o tetracloreto de
carbono, e verificaram um aumento acentuado da atividade destas transaminases.
Concluiram que €& recomendavel o estudo destas enzimas no diagnéstico das

enfermidades hepéticas.
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0 que diz respeito as proteinas acredita-se que cerca de 90 a 95% das proteinas

'jrr ina, protrombina e fibrinogénio sejam sintetizadas no figado (MEDWAY et al,,

‘3). Estudos realizados por Miller et al. (1951), pela marcagcao das proteinas com
fis()topo, concluiram que o figado sintetiza praticamente todo o fibrinogénio
atico, a albumina, e mais de 80% das globulinas. Nas enfermidades hepaticas,
bserva-se uma reducao da albumina sérica e da proteina total, devido ao aumento da
rmeabilidade capilar e pela expansdo do espaco extracelular e pela conseguinte

aior proporcao de albumina no compartimento extravascular (MEDWAY et al., 1973).
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4 MATERIAL E METODO
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MATERIAL E METODO

oram utilizadas 70 fémeas de ratos albinos Wistar (Rattus norvegicus), pesando cerca
je 180 a 200g, com 120 dias de idade, provenientes do Biotério do Departamento de
I: ologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao
~ lo. Os animais foram identificados e mantidos em grupos de cinco em gaiolas
plasticas forradas com serragem, de acordo com as recomendagdes intemacionais de
ﬁensidade populacional (ILAR, 1996). Em cada caixa foram colocadas ragéo e agua ad

libitum e os animais mantidos em ambiente de temperatura, umidade e luminosidade

controlada.

4.1 INDUCAO DA FIBROSE HEPATICA

A fibrose foi induzida pela administracdo de 1mi de solucdo aquosa de DMN
(dimetilnitrosamina) na concentragdo de 200mg/l, correspondendo a dosagem de
10mg/kg, com sonda esofagogastrica (técnica de gavagem) de polietileno, duas vezes
por semana em dias consecutivos (tercas e quartas feiras), por um periodo de cinco
semanas. Apds este periodo os animais foram mantidos em observagdo durante 5

semanas sendo, em seguida, submetidos a bidpsia hepatica para coleta de um

fragmento do figado.
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.2 BIOPSIA HEPATICA

Apés a indugdo anestésica de acordo com Parra et al. (1995a), os ratos foram

Colocados em mesa cirurgica especial, prendendo-se 0os quatro membros a mesa. O
procedimento cirtrgico seguiu a seqliéncia abaixo:

1. Tricotomia abdominat;
2. Incisdo abdominal mediana de aproximadamente 3cm;

3. Exposicdo do figado (lobo lateral esquerdo), sendo desfeitas as aderéncias
quando presentes e retirada de um pequeno fragmento;
4. O figado foi recolocado em sua posi¢cao anatémica na cavidade abdominal;
5. Fechamento dos planos anatémicos com sutura continua com fio de algod&o 00.
Apés os procedimentos acima citados, obteve-se uma taxa de mortalidade de 36%,
:restando 45 animais, que foram divididos aleatoriamente em dois grupos: Grupo F

- (FATORES), destinado ao tratamento com fatores hepatotroficos e Grupo C

(CONTROLE), destinado ao tratamento com solugao fisiologica.

43 ANIMAIS INJETADOS INTRAPERITONEALMENTE COM FATORES

HEPATOTROFICOS

No Grupo F de 30 animais, foi utilizada solugdo de fatores hepatotréficos (Parra et al.

1995b), injetada por via intraperitoneal em duas injecdes diarias, na dosagem de

40mli/kg/dia, cuja composicdo esta descrita no quadro 1. Além dos fatores
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atores hepatotroficos, de modo a evitar a precipitacao do T3.

Solucéo de aminoacidos

|

- Fatores hepatotréficos exdgenos « L-fenilalanina 540mg
 Glicose 104g | L-isoleucina 370mg
. Solugdo de aminoacidos | 200mL |« L-leucina 980mg
_Piridoxina 2mg |e L-acetato de lisina 590mg
) Pantonato de calcio 2mg le L-metionina 530mg
. Tiamina 30mg | L-treonina 490mg
 Fosfato de riboflavina 4mg |e L-triptofano 180mg
« Cloridrato de potassio 1,439 |s L-vaiina 530mg
» Bicarbonato de sédio 1,50g |e L-arginina (base) 1060mg
» Nicotinamida 50mg le L-hitidina (base) 460mg
b Fosfato de monopotéssio | 750mg | L-alanina 1030mg
» Sulfato de magnésio 500mg {¢ L-asparginina 380mg
Vitamina C 500mg | L-acido aspartico 270mg
Insulina 62,5unidje L-acido glutamico 250mg
s Glucagon 0,625magle L-cisteina 30mg
Acido Félico 2,5mg |e L-omnitina 260mg
Vitamina B12 3,125mgle L-prolina 840mg
Suifato de Zinco ~ 131,25pug e L-serina 250mg
|* Agua destilada (qg.s.) 500mL |e L-tirosina 160mg
' e L-glicina 800mg
« Agua destilada (q.s.) 100mL

Quadro 1 — Composicao da solugao de fatores hepatotréficos

53

patotroficos acima mencionados, cada animal recebeu 2,26 ug/ 200g de peso vivo de
na solugao alcodlica de L-triiodotironina (T3). Para sua administragéo utilizou-se uma

Ipeta graduada e o conteudo foi colocado na seringa, momento antes da injecdo dos
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ANIMAIS INJETADOS INTRAPERITONEALMENTE COM SOLUGAO
FISIOLOGICA

0 Grupo C de 15 animais, foi administrada intraperitoneaimente soiucao fisioidgica, no

esmo volume e frequiéncia aplicados ao primeiro grupo.

.5 COLHEITA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS SANGUINEAS

0s animais, apds a inducdo anestésica de acordo com Parra et al. (1995a), foram
colocados em mesa cirurgica especial, e as amostras de sangue obtidas através de
puncdo cardiaca, utilizando-se seringa de 5ml e agulha 25 x 7mm. O sangue foi
Ccoletado em tubos vacutainer BD VACUTAINER®, siiiconizado com gel separador
ativador de coagulo de 4 mi.

'As amostras foram mantidas a temperatura ambiente e apds o término da coleta foram
centrifugadas por 15 minutos a 250 RPM para obtencdc do soro. Este uitimo foi

aliqguotado e armazenado, a —40°C, até que fosse realizada a analise bioguimica.
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 EUTANASIA DOS ANIMAIS

6s 10 dias da injecdo da soiucdo de fatores hepatotroficos e da soiugo fisioidgica,
§ ratos foram novamente pesados e sacrificados. Os figados foram removidos, seu
e medido em uma proveta contendo agua e em seguida pesados. As carcacgas

foram pesadas apos a retirada das visceras (puimdes, coracao e trato digestivo

leto).

.7 PROCESSAMENTO DO FIGADO PARA HISTOLOGIA

Colheita do material bioidgico:

Apés a eutanasia, amostras de figado foram obtidas de todos os animais para o

processamento histoldégico. Estas foram fragmentadas, antes da fixacdo, para ndo

ultrapassarem 5 mm para microscopia optica.

Fixacao e inclusao para microscopia optica:

A fixacdo foi feita em fixador de BOUIN por 12 horas. Para a microscopia de iuz o
materiai foi incluido em parafina e os cortes histoidgicos foram reaiizados de modo a

nunca ultrapassar 5 micrometros de espessura.
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¢oes para microscopia optica:

verificacao das aiteracdes histoidgicas, foram utilizadas as seguintes coioracoes:

a) Hematoxiiina-eosina (HE), para observacdo das lesbes histoidgicas do figado
fibrético, assim como aspectos morfoldgicos do processo de regeneracido do

figado.

b) Picrossirius-nematoxiiina para evidenciacac das fibras colagenas do tecido

conjuntivo do figado e caracterizacao dos nédulos regenerativos.

¢) Picrossirius para a quantificacao do coiageno do i6bulo hepatico e ao redor da

veia-centrolobular e do espaco porta.

4.8 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

O exame histopatoiégico foi reaiizado no Departamento de Patoiogia da Facuidade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo sob a supervisdo da
Profa. Dr* Maria Lucia Zaidan Dagli. Para a descrigdo das lesdes, as laminas foram
comparadas aos pares e avaiiadas da seguinte forma: para cada animai de ambos 0s
grupos, ou seja, Grupo F e Grupo C, havia uma lamina da bidpsia inicial e uma apds a

eutanasia dos animais, cujo objetivo foi avaliar a evolugédo das lesdes diagnosticadas.
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sa avaiiacao consistiu na seguinte ciassificacao das iesdes por cruzes: (+++) ieséo

ada, (++) lesdo moderada e (+) lesdo discreta.

9 QUANTIFICACAO DO COLAGENO

43.1 QUANTIFICACAO DO COLAGENO NO LOBULO HEPATICO

Foram seiecionados ao acaso 110 animais de cada grupo antes e depois dos
tratamentos, seja o tratamento por solucao fisioldgica ou por fatores hepatotroficos. Em
cada lamina foi quantificada a proporcéo volumétrica das fibras colagenas no espago
_entre a veia porta e a veia centroiobuiar (i6buio hepatico). Foram medidos 15 campos
por animal, em obijetiva de 40x, sendo que cada campo media 18.636,6um? A imagem
de cada campo foi digitalizada e tratada de forma a contrastar as fibras coldgenas da
coloracao de fundo por limiar de cor. Foram usadas as laminas coradas apenas por
- Picrossirius. Apds a separacado, a imagem foi binarizada e a proporcdo volumétrica

- ocupada pelas fibras colagenas foi medida.

A quantidade de coiageno presente em cada campo foi medida em unidades de area
(um?). O valor obtido nos 15 campos medidos de cada animal foi somado, obtendo-se o

valor da area de colageno no figado por animal (ACFA). Como o tamanho dos campos
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microscopicos foi constante, a area de um campo foi muitipiicada por 15 gerando a
onstante drea do campo por animal (ACC) cujo valor é 18.636 6um® . A porcentagem

da érea de colageno no figado por animal em relag&o ao restante do tecido hepéatico foi

ada pela seguinte formuia: ACFA x 100, ou ACCFA x 1
ACC 18.636,6

Segundo Weibel (1989), a apiicacdo do principio de Deiesse permite estimar a
densidade volumétrica de um componente pela medida da area relativa de seus perfis
cortes finos. Assim, usaremos o termo densidade volumétrica do colageno do figado
por animai (DVCA) uma vez que a porcentagem de area de coiageno no figado é uma
estimativa deste indice.

A porcentagem meédia da area de colageno no figado (PMAFC) por animai ou
densidade volumétrica meédia do colageno por animal (DVMC) foi calculada pela

seguinte férmula:

DVMC= XACFA x 100 ou xACFA x 100
ACC 18.636.6

4.9.2 QUANTIFICAGAO DO COLAGENO PERIVASCULAR

Os mesmos 10 animais foram utiizados para a quantificacao do coiageno perivascular.
Em cada lamina foi quantificada a area das fibras colagenas no espaco perivascular da

veia centrolobular e ao redor do espacgo porta. Foi utilizada objetiva de 20x e medidas
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estruturas por animai. ba mesma forma a imagem de cada campo foi digitalizada de
a a separar as fibras colagenas do fundo por limiar de cor. Apos a separacéo, a
magem foi binarizada e a area ocupada pelas fibras colagenas foi medida. Para
normatizar a quantificacéo do colageno nos espacgos perivasculares, correiacionamos a
area do colageno mensurada em cada vaso com a drea da luz do vaso. No caso da
veia centrolobular foi medida sua area luminal; no caso do espacgo porta, foi medida a
area iuminali da veia porta, fornecendo uma reiacao entre a area do vaso € a
guantidade de colageno. Para que os procedimentos acima citados fossem realizados
utilizou-se microscopio Optico Axioscopio Zeiss® com uma camara acoplada e as
imagens anaiisadas em um microcomputador com programa de morfometria especifico
KS-400. Também foram realizadas fotomicrografias em microscopio Olyumpus BX 60,

para documentacao.

4.10 CONCENTRACAO SERICA DE ALBUMINA

Foi obtida peio meétodo do verde bromocresoi a concentracac sérica de aibumina em 15
animais do grupo C e 30 animais do grupo F, sendo os valores médios destes grupos
expressos em g/dl. As amostras foram analisadas no analisador bioquimico automatico
Liasys, marca, MAS do Laboratério de Anaiises Ciinicas do Hospital Veterinario da

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo.
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411 CONCENTRACAOQO SERICA DE PROTEINA TOTAL

"oi determinada peio método do biureto, a proteina totai em 15 animais do grupo C e
30 animais do grupo F, sendo os valores médios destes grupos expressos em g/dl. As
amostras foram analisadas no analisador bioquimico automatico Liasys, marca, MAS do
Laboratério de Anaiises Ciinicas do Hospital Veterinario da Facuidade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo.

4.12 CONCENTRCAO SERICA DE ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST) E
ALANINA AMINOTRANSFERASE (ALT)

animais do grupo F, sendo os valores médios destes grupos expressos em U/L. As
amostras foram analisadas no analisador bioquimico automatico Liasys, marca, MAS do
Laboratério de Anaiises Ciinicas do Hospitali Veterinario da Facuidade de Medicina

- Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo.
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413 ANALISE ESTATISTICA

4.13.1 ANALISE ESTATISTICA DO PESO DOS ANIMAIS E DO PESO DO FIGADO

Para a anaiise estatistica utilizou-se o programa Minitab Statisticai Software versao 13,
-2000.
- Os dados foram agrupados e a estatistica descritiva obtida (média e desvio padréo). O

Test T foi utilizado para a comparacao das medias entre as variaveis.

~ 4.13.2 ANALISE ESTATISTICA DO COLAGENOQO HEPATICO

Os dados do colageno perivascuiar e do idbuio hepatico foram submetidos a estatistica
descritiva (média e desvio padrdo). O Test T pareado foi utilizado por ser um teste
empregado para comparacao de duas médias, referentes a duas medidas, tomadas nos
mesmos eiementos, em duas situagbes distintas. Os resuitados foram expressos em

unidades de area de colageno perivascular por unidade de area do vaso ou um 2jum?.
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.13.3 ANALISE ESTATISTICA DA BIOQUIMICA SERICA

0l Obtida estatistiCa gescntiva doS QoIS grupos (medadia € Jesvio paadrac) € para a

comparacao das meédias entre as variaveis utilizou-se o Test T.
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5 RESULTADOS
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RESULTADOS

Os resultados s&o apresentados em quatro capitulos: o primeiro discorre sobre o
diagnéstico histopatoldégico do figado com fibrose induzida pela dimetilnitrosamina,
assim como sobre a descricado e freqiéncia das lesGes encontradas. O segundo refere-
se a comparacgao dos valores do peso inicial e final dos animais, peso do figado,
volume do figado e peso do figado em relagdo ao peso da carcaga em 30 animais
submetidos a biopsia e posteriormente tratados com fatores hepatotréficos (Grupo F) e
em 15 animais submetidos a biopsia e tratados com solugéo fisioldgica (Grupo C). O
terceiro refere-se a quantificagdo do colageno entre o espaco porta e a veia
centrolobular (I6bulo hepatico) e nos vasos sanguineos (veia centrolobular e espacgo
porta) antes e depois do tratamento em 10 animais do grupo F e do grupo C. A ultima
descricdo dos nossos resultados refere-se a analise bioquimica sanguinea dos 15
animais tratados com solugdo fisiologica e dos 30 animais tratados com fatores

hepatotréficos. Estes resultados s&o apresentados sob a forma de tabelas e figuras.
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51 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

As bidpsias nos figados dos animais do grupo C (Figura 21) e do grupo F (Figura 23),
fevelaram a presenga de fibrose hepética. Tais figados apresentaram nédulos
regenerativos difusos e irregularmente disseminados, com formacdo de pontes de
tecido conjuntivo fibroso circundando esses nddulos, assim como fibrose periportal
acentuada (Figura 17). Ocorreu também a presenca de infiltrado inflamatério multifocal
acentuado no espago porta com presenca de células ovais (Figura 18), observou-se
ainda, proliferagdo de ductos biliares (Figura 19) e a presenga de hepatdcitos -

aumentados caracterizando megalocitose (Figura 20).

Nos figados dos animais controles tratados com solugdo fisiolégica observou-se
discreta melhora do quadro histopatolégico (Tabela 1) quando comparado com o
descrito antes do tratamento.Os nddulos de regeneracdo estavam ausentes em quase

todos os animais, independentemente do tratamento.

Nos animais tratados com fatores hepatotréficos observaram-se auséncia de nddulos
regenerativos e a diminui¢do da fibrose periportal e das pontes de fibrose. Notou-se
ainda reducédo do infiltrado inflamatorio com presenga de células ovais (Tabela 1).
Houve reducdo da proliferacdo de ductos biliares ao mesmo tempo em que 0s

hepatécitos apresentaram megalocitose discreta, porém com arranjo cordonal préoximo

do normal (Figura 24).
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Apds o tratamento os nddulos regenerativos regrediram tanto no figado dos animais do
grupo C como no grupo F, com excecdo de um animal do grupo C. A fibrose periportal
manteve-se mais evidente no figado dos animais do grupo C com reducgao de 27%. No
figado dos animais do grupo F, ao contrario, observou-se a regressdo de 60% das

pontes de fibrose e da fibrose periportal.

A redugéo de 36% do infiltrado inflamatdrio no figado dos animais do grupo F foi mais
acentuada que o observado no figado dos animais do grupo C, a qual foi de 20%.
Houve menor proliferacao dos ductos biliares no figado dos animais do grupo F com
redugao de 36% e no grupo C, de 15%, o que indica forte tendéncia de melhor resposta

a reversdo das lesdes histopatoldgicas nos animais do grupo F em relacdo aos do

grupo C. Esta tendéncia de melhora do quadro histopatolégico do figado dos animais
do grupo F também & mostrada pela redugdo da ocorréncia de megalocitose e pelo
arranjo estrutural do parénquima, o qual mostrava-se mais préximo do normal que o

observado nos animais do grupo C.
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Tabela 1- Descricdo e comparagéo das lesdes histopatologicas encontradas antes e
depois do tratamento com solucéo fisioldégica e fatores hepatotroficos em

cada animal
N° do Animal Nodulos Fibrose Infiltrado Proliferacao Megalocitose
Regenerativos periportaie Inflamatorio de ductos de
pontes de com biliares hepatécitos
fibrose presenca de
Células ovais
antes |depois antes depois antes depois antes depois antes depois
S 1 sim nao +++ ++ ++ + ++ + sim sim
3 2 sim | ndo  ++ ++ et + - ++  sim  sim
] 3 sim nao +++ ++ ++ ++ ++ ++ sim sim
E 4 sim sim +++ +++ ++ +++ S+ ++ sim sim
| 5 sim nao +++ ++ - ++ ++ ++ sim sim
? 6 sim ndo  +++ ++ F++ ++ ++ + sim sim
0 7 sim nao +++ s +++ ++ s + sim sim
L 8 sim nao +++ ++ ++ ++ ++ ++ sim sim
(o] 9 sim nao +++ ++ +++ +++ ++ ++ sim sim
? 10 sim nao  +++  ++ ++ 4 ++ ++  sim  sim
c pontos 29 21 25 20 20 17
A média 2,9 2,1 2,5 2,0 2,0 1,7
(DP) 0,3) (0,3) (0,5) (0,6) (0,0) (0,4)
%reducao -27% -20% -15%
(antes-depois)
1 sim ndo  +++ + o + 4 + sim  sim
2 sim nao Fit + ++ ++ ++ ++ sim sim
3 sim nao +++ + bt + +++ + sim sim
4 sim ndo  +++ + ++ + ++ + sim  sim
5 sim nao +++ ++ ++ ++ ++ ++ sim sim
A 6 sim | ndoc  +++ - i + ++ + sim  sim
T 7 sim nao 4 + ++ s ++ + sim sim
o 8 sim ndo - +++ + +++ + +++ + sim sim
R 9 sim nao A+ + ++ + 4 + sim sim
_E, 10 sim | ndo  +++ 4+ . ++ - - sim  sim
pontos 30 . 12 22 14 22 14
média 3,0 1,2 22 1,4 22 1,4
(DP) (0,0 0.4 (0.4) (05) 04 (0.5
%reducdo -60% - 36% -36%
(antes-depois)

+++ animais com lesdo acentuada, ++ animais com lesdo moderada + animais com lesdo discreta.
DP desvio padréao.
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5.2 COM_PARACAO DO PESO DOS ANIMAIS, PESO DO FIGADO, VOLUME E PESO
DO FIGADO EM RELACAO AO PESO DA CARCACA

Os animais do grupo F tratado com fatores hepatotréficos apresentaram um aumento
médio de 13% do peso corporeo final em relagao ao do o grupo C (Figura 1).

- 0 peso do figado aumentou 12,2% no grupo F em relagdo ao do grupo C (Figura 2).
Quanto & relacdo peso do figado/peso da carcaga também se verificou um aumento de

16% no grupo F (Tabela 2, Figura 4).

Tabela 2- Comparag&o da média de varios parametros de massa e volume, no grupo de
animais tratados com solucao fisiolégica (Grupo C) e tratados com fatores
hepatotréficos (Grupo F)

N° PI PF PFi  VFi PC PFilPC

ANIMAIS - S
Grupo C 15 2284, 2215. 72. 57. 1953. 37.
(115 (105 (050 (0.9) (124) (04)
Grupo F 30 2276, 2545, 82 63, 1814, 44,
177y @16 (1)  (1.0) (0,1) (0.7

Diferenca (%) - NS  +13% +12,2% NS +7,2% +16%

(F-C)

As meédias da mesma coluna seguidas por letras diferentes sao significantes
estatisticamente, para o valor de a= 0, 05. O desvio padrdao esta indicado entre

parénteses.
Pl — peso inicial, PF — peso final, PFi - peso do figado, VFi — volume do figado, PC —

peso da carcaga, PFi/PC — peso do figado em relagdo ao peso da carcaga, NS —
diferenca estatistica n&o significativa.
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Figura 1 - Grafico da média e desvio padréo do peso corpodreo final dos animais do
grupo tratado com solucédo fisioldgica (Grupo C) e tratados com fatores

hepatotréficos (Grupo F).
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Figura 2 - Gréafico da média e desvio padrdo do peso do figado no grupo de animais
tratados com solugdo fisioldgica (Grupo C) e tratados com fatores

hepatotréficos (Grupo F).
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Figura 3 — Gréafico da média e desvio padrdo do peso da carcaga do grupo de animais
tratados com solugdo fisioldgica (Grupo C) e tratados com fatores
hepatotréficos (Grupo F).
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Figura 4 — Grafico da média e desvio padréo do peso do figado em relagdo ao peso da
carcaga no grupo de animais tratados com solucéo fisiologica (Grupo C) e
tratados com fatores hepatotréficos (Grupo F).
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5.3 QUANTIFICAGAO DO COLAGENO NO TECIDO HEPATICO

A média da area ocupada pelo colageno no lébulo hepéatico de 10 animais do grupo C
em um campo microscopico de 18.636,6um? foi de 2.426um? + 325, passando para
2.568um® + 345 depois do tratamento com solugdo fisiolégica (Figura 5) o que
representa um aumento de 6% da area do colageno lobular dos animais tratado com
solugao fisiologica (Tabela 3). A diferenga das médias antes e depois do tratamento ndo

¢ significativa estatisticamente para o= 0,05.

A média da area ocupada pelo colageno no lébulo hepatico de 10 animais do grupo F
em um campo microscopico de 18.636,6um? foi de 2.292,9um? + 1255 antes do
tratamento. Depois do tratamento reduziu-se para 1.325,5;1m2 + 162,8 (Figura 6), o que

representa uma reducdo de 43% da area do colageno lobular dos animais tratado com

fatores hepatotréficos (Tabela 3).

Comparando os resultados entre os dois grupos estudados, observou-se que 0s
animais tratados com fatores hepatotréficos responderam com uma redugdo de 43%
(Figura 26) da densidade volumétrica do colageno localizado entre o espacgo porta e a
veia centrolobular (I6bulo hepatico), enquanto que no grupo controle observou-se uma

tendéncia de aumento de 6% desta densidade volumétrica (Figura 25).
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A proporgcdo média da area de colageno ao redor da veia centrolobular em relacéo a
area da luz desta veia foi de 234,6:1 + 26,7 antes do tratamento em 10 animais do
grupo C. Depois do tratamento com solugéo fisiolégica, esta proporgdo aumentou para
335:1 + 33,5 ou 42,7% (Tabela 4, Figura 7). Em 10 animais do grupo F a proporcéo
média da area de colageno ao redor da veia da veia centrolobular em relacdo a area da
luz desta veia foi 197,5:1 + 107,1 antes do tratamento e 85,7:1 + 48,1 depois de
tratados com fatores hepatotréficos, representando uma reducgéo de 43,4% do colageno

ao redor da veia centrolobular (Tabela 6, Figura 9).

A propor¢c&o meédia da area de colageno no espacgo porta em relacdo a area da luz da
veia porta foi de 1.817,9:1 + 572,7 antes do tratamento em 10 animais do grupo C.
Depois do tratamento com solucgdo fisiologica, esta propor¢cdo aumentou para 1.940,6:1
t 218,2 ou 6,7% (Tabela 5, Figura 8). Apesar desses resultados nao apresentarem
diferenca estatistica significativa, mostram tendéncia de aumento. Em 10 animais do
grupo F, a propor¢cdo meédia da area de colageno perivascular por area da luz da veia
porta no espago porta foi 1.468,4:1 + 204, 4 antes do tratamento e 989,1:1 £ 1451,
- depois do tratamento com fatores hepatotréficos representando uma reducao de

67,35% do colageno no espaco porta (Tabela 7, Figura 10).

Comparando o grupo C com o grupo F, a quantidade de colageno perivascular foi maior
nos animais do Grupo C em comparagdo ao Grupo F (Figuras 27, 28, 29, 30). O
aumento da propor¢do do colageno perivascular em relagcdo a area da luz na veia
centrolobular foi de 42,7% no Grupo C (Tabela 4), enquanto que nos animais do Grupo

F houve reducao de 43,4% (Tabela 6). No espaco porta o Grupo C mostrou aumento da
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proporcao do colageno de 6,7% (Tabela 5) em relacdo a area da luz da veia porta,

diferente do Grupo F que apresentou redugado de 67,3% (Tabela 7).
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Tabela 3 - Comparacdo da média das areas em um? ocupadas pelo colageno entre o
espaco porta e a veia centrolobular (I6bulo hepatico) no grupo de animais

tratados com solugdo fisioldgica (Grupo C) e tratados com fatores
hepatotroficos exdgenos (Grupo F)

Grupos de Antes Depois Diferenga TestT
(depois-antes) pareado
animais (%)
Vaior de P
Grupo C 2426, ;5.1 2568, +6% 0,318
(325) (345)
Grupo F 2292 9, 1325,5; -43% 0,000
(125,5) (162,8)

Os valores tabelados s&o a média obtida em 10 animais da area de colageno medida em
18.636,6um’ de um corte histolégico de figado. As médias com letras diferentes na
mesma linha sdo significantes estatisticamente segundo o Test-t para comparagédo de
médias entre amostras pareadas. O desvio padrao esta entre parénteses.
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Figura 5 - Grafico da média da quantificagao de colageno entre o espaco porta € a veia
centrolobular (I6bulo hepatico), por animal do grupo C, antes e depois de
tratados com solugéo fisiolégica
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Figura 6 - Grafico da média da quantificag&o de colageno entre o espago porta e a veia
centrolobular (I6bulo hepatico) por animal do grupo F, antes e depois de
tratados com fatores hepatotréficos
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Tabela 4 — Comparacgdo da propor¢do meédia da area de colageno perivascular em
relacdo a area da luz da veia centrolobular no grupo de animais antes e
depois do tratamento com solucéo fisiolégica (Grupo C)

Grupo C iC CR
Antes 234.6:1, 0,78
(26,7)
Depois 335:1, 0,72
(33,5)
Diferenca % +42 7
(depois-antes)
Test T, valorde P 0,005

As médias com letras diferentes na mesma coluna séo
estatisticamente significantes para «= 0, 005, segundo o test t para
amostras pareadas. O desvio padrdo esta entre parénteses. O CR
representa o coeficiente de correlacao entre a area vascular e a area
perivascular ocupada pelo colageno, IC- indice de colageno
perivascular.

O Antes
B Depois

Coléageno
N
8

Antes Depois
Grupo C

Figura 7 - Gréfico da comparagdo da proporcdo média da area de colageno
perivascular em relacdo a area da luz da veia centrolobular no grupo de
animais antes e depois do tratamento com solugao fisiolégica (Grupo C)
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Tabela 5 - Comparagéo da proporgdo media da area de colageno perivascular em
relacdo a area da luz do espaco porta no grupo de animais antes e depois
do tratamento com solucgao fisiologica (Grupo C)

Grupo C iIC CR

Antes 1817,9:1a 0,71
(572,7)

Depois 1940,6:1, 0,68
(218,2)
Diferenca % + 6,7

(depois-antes)

Test T, valorde P 0,675

As médias com letras iguais na mesma coluna ndo sio
estatisticamente diferentes para o= 0, 005, segundo o test t para
amostras pareadas. O desvio padréo esta entre parénteses. O CR
representa o coeficiente de correlacéo entre a area vascular e a
area perivascular ocupada pelo colageno, IC- indice de colageno
perivascular.

S D Antes
1200 - H [ Depois

Colageno
5
o

Antes Depois
Grupo C

Figura 8 - Grafico da comparagdo da propor¢cac média da area de colageno
perivascular em relacdo a area da luz do espago porta no grupo de
animais antes e depois do tratamento com solucao fisiolégica (Grupo C)
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Tabela 6 - Comparagéo da proporcdo meédia da area de colageno perivascular em
relacdo a area da luz da veia centrolobular no grupo de animais antes e
depois do tratamento com fatores hepatotréficos (Grupo F)

Q
Grupo C IC CR
Antes 197,51, 0,68
(107,1)
Depois 85,71, 0,64
(48,1)
Diferenca % -43 4
(depois-antes)
Test T, valorde P 0,000

As médias com letras diferentes na mesma coluna sao
estatisticamente diferentes para o= 0, 005, segundo o test t para
amostras pareadas. O desvio padréo esta entre parénteses. O CR
representa o coeficiente de correlacao entre a area vascular e a

area perivascular ocupada pelo colageno, iC-indice de colageno
perivascular.
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Figura 9- Grafico da comparagao da proporgcao média da area de colageno perivascular
em relagdo a area da luz da veia centrolobular no grupo de animais antes e
depois do tratamento com fatores hepatotréficos (Grupo F)
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Tabela 7 - Comparagdo da proporcdo média da area de colageno perivascular em
relacdo a area da luz do espaco porta no grupo de animais antes e depois
do tratamento com fatores hepatotréficos (Grupo F)

;
(/)

X
Grupo C iC CR
Antes' 1468,4:1, 0,71
(204,7)
Depois 989,11, 0,77
(145,1)
Diferenca % -67,3
(depois-antes)
Test T, valorde P 0,003

As médias com letras diferentes na mesma coluna sao estatisticamente
significantes para o= 0, 005, segundo o test t para amostras pareadas.
O desvio padrao esta entre parénteses. O CR representa o coeficiente
de correlacao entre a area vascular e a area perivascular ocupada pelo
colageno, IC- indice de colageno perivascular.

1200 -

OAntes
& Depois

Colageno

Antes Depois
Grupo F

Figura 10 - Grafico da comparagdo da proporcdo meédia da area de colageno
perivascular em relagdo & area da luz do espago porta no grupo de
animais antes e depois do tratamento com fatores hepatotroficos (Grupo
F)
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5.4 ANALISE BIOQUIMICA DA CONCENTRAGCAO SERICA DE ALBUMINA,
PROTEINA TOTAL, ASTE ALT

A média da concentrac@o sérica de albumina foi 4,7g/dl + 0,2 no grupo F (n=30) e de
38g/dl + 0,1 no grupo C (n=15) (Tabela 8, Figura 11), sendo considerado
estatisticamente diferente, 0 mesmo tendo sido observado na concentragdo sérica de
proteina total, no qual o grupo F a média foi 7 g/dl + 0,4 e no grupo C de 6,1g/dl + 0,2

(Tabela 9, Figura 12).

O resultado da analise bioquimica das transaminases mostrou uma redugdo nos valores
de AST e ALT, no grupo de animais tratados com fatores hepatotréficos. A média da
AST no grupo F foi 94,9U/1 + 16,5 e no grupo C foi 148,3U/l o £ 21,7 (Tabela 10, Figura
13), enquanto que o valor da ALT no grupo F foi 441U/l £ 8,9 e no grupo C de 86,9U/| £
13,2 (Tabela 11, Figura 14). Os animais do grupo tratado com fatores hepatotréficos
apresentaram uma resposta funcional significativa quando comparados com os do
grupo controle, corroborando com o0s resultados qualitativos da avaliagcdo

histopatologica.
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- Tabela 8 - Média e desvio padrdo da concentracdo sérica de albumina (g/dl) no grupo

de animais tratados com solucao fisiolégica (Grupo C) e tratados com
fatores hepatotréficos (Grupo F)

Grupos N° Animais Média Desvio padrao
Grupo C 15 3,8, 0,1
Grupo F 30 47, 0,2

Test T, valor de P 0,000

As médias com letras diferentes na mesma coluna sdo estatisticamente
significantes para o= 0, 005, segundo o Test t.

Concentragéo sérica de albumina (g/l)

GRUPO C GRUPO F

Figura 11 - Média e desvio padrdo da concentracdo sérica de albumina (g/dl) no grupo
de animais tratados com solucao fisioldgica (Grupo C) e tratados com
fatores hepatotréficos (Grupo F)
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Tabela 9- Média e desvio padrao da concentracdo sérica de proteina total (g/dl) no

grupo de animais tratados com solucéo fisiolégica (Grupo C) e tratados
com fatores hepatotréficos (Grupo F)

Grupos N° Animais Média Desvio padrao
Grupo C 15 6,1, 0,2
Grupo F 30 b 0,4

Test T, valor de P 0,000

As meédias com letras diferentes na mesma coluna s3o estatisticamente
significantes para o= 0, 005, segundo oTest t.

Concentragdo sérica de proteina total (g/l)

GRUPO C GRUPO F

Figura 12- Grafico da média da concentracdo sérica de proteina total (g/dl) no grupo de
animais tratados com solucéo fisiolégica (Grupo C) e tratados com fatores
hepatotréficos (Grupo F)
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Tabela 10- Média e desvio padréo da concentragao sérica de AST (U/l) no grupo de

animais tratados com solugao fisiolégica (Grupo C) e tratados com fatores
hepatotréficos (Grupo F)

Grupos N° Animais Média Desvio padrao
Grupo C 15 148,3. 21,7
Grupo F 30 94,9, 16,5

Test T, valor de P 0,000

As médias com letras diferentes na mesma coluna sao estatisticamente
significantes para o= 0, 005, segundo o Test t.

8

3
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5888858

Concentragéo sérica de AST (U/L)

N
o
L

o

GRUPO C GRUPO F

Figura 13 - Grafico da média da concentracdo sérica de AST (U/l) no grupo de
animais tratados com solugdo fisiolégica (Grupo C) e tratados com
fatores hepatotroficos (Grupo F)
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Tabela 11 - Média e desvio padréo da concentragédo sérica de ALT (U/l) no grupo de

animais tratados com solugao fisiolégica (Grupo C) e tratados com fatores
hepatotroficos (Grupo F)

Grupos N°® Animais Media Desvio padrao
Grupo C 15 86,9. 13,2
Grupo F 30 44 1, 8,9

Test T, valor de P 0,000

As meédias com letras diferentes na mesma coluna s3o estatisticamente
significantes para o= 0, 005, segundo o test t.

120 -

100 -I-

80

Concentragdo sérica de ALT (U/l)
3

GRUPOC GRUPO F

Figura 14 - Grafico da média da concentracdo sérica de ALT (U/l) no grupo de animais

tratados com solugdo fisiolégica (Grupo C) e tratados com fatores
hepatotréficos (Grupo F)
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6 DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

A descoberta de que substancias enddgenas e exdgenas influem no crescimento do
- figado abriu a perspectiva de se interferir diretamente no processo de regeneragéo
hepéatica (BAKER, 1985; STARLL et al.,, 1975; STARLL et al., 1976). Nesta pesquisa
avaliamos a evolugcdo das lesdes histopatolégicas na fibrose induzida pela
dimetilnitrosamina, comparando a evolucdo antes e depois do tratamento com fatores
hepatotréficos. Para isso quantificamos o colageno no Iébulo hepatico, ao redor da veia
centrolobular e no espago porta comparando da mesma forma antes e depois dos
tratamentos em ambos os grupos. Finalmente avaliamos a condigao funcional do figado
no grupo controle e no grupo tratado com fatores hepatotroficos através das provas
bioquimicas da fung@o hepatica (albumina, proteina total, AST e ALT). Os resultados

obtidos serao discutidos a seguir.

6.1 FIBROSE HEPATICA

A cirrose € um processo difuso caracterizado por fibrose e conversao da arquitetura
normal do figado em lébulos estruturaimente anormais (CARLTON; MCGAVIN, 1998).
Outra caracteristica da cirrose € a presenga de nddulos de regeneragao circundados

por tecido conjuntivo (ROBBINS, 1974; WRIGHT; SYMMERS, 1966), sendo que a
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formacdo destes nddulos se da pela perda do parénquima hepatico. A fibrose ocorre
em resposta a qualquer injuria sofrida pelo figado, seja de que origem for. Geralmente o
tecido fibroso é considerado a seqiela de uma agressao ao figado. Padrbes diferentes
de fibrose podem ser produzidos, o que determinara uma condicio do estabelecimento
da cirrose ou n&o. Atualmente, o maior obstaculo no estudo da fibrose, a qual por sua
vez podera levar a uma cirrose, € reproduzir experimentalmente um modelo que seja
compativel com a cirrose desenvolvida nos animais e nos humanos. Deste modo, as
principais drogas utilizadas para a inducao da cirrose sao o tetracloreto de carbono e a
dimetilnitrosamina. Olsson e Rehntronm (1966) apés estudarem o comportamento das
proteinas plasmaticas em ratos com cirrose induzida pelo tetracloreto de carbono,
afirmaram que esta droga ndo induziu uma cirrose compativel com a dos humanos, em
vitude das diferencas entre a cirose experimental produzida pelo tetracloreto de
carbono e a cirrose humana. Nesta pesquisa adotamos a dimetilnitrosamina como
droga indutora de fibrose, por ser um potente tdxico hepatico (BARNES; MAGEE,
1954), devido a sua total metabolizagdo no figado, e por reproduzir experimentalmente
0 modelo mais fiel da fibrose nos animais e nos humanos (MAGEE, 1956; MAGEE,

1958).

Diagnosticamos fibrose hepatica nos figados submetidos a biopsia, de acordo com as
lesbes que descrevemos, quando da avaliagdo histopatologica. Dentre as lesdes
destacam-se a presenca de nodulos de regeneragdao com pontes de fibrose, estes por
sua vez regrediram em ambos 0s grupos experimentais, porém o que se pode inferir €
que apesar da regressao dos nodulos regenerativos, observamos ligeira tendéncia de

aumento desta fibrose no grupo tratado com solucéo fisioldégica. Segundo Cameron e



Helder de Moraes Pereira Discussdo 88

Karuna (1936) a regeneracdo € mais intensa na fase inicial da cirrose. Com a
progressao da fibrose, a resposta regenerativa diminui. Na fase final da cirrose néo ha
resposta regenerativa. Descrevemos ainda a proliferacdo de ductos biliares, lesao
caracteristica indicando que o figado apresenta deficiéncias funcionais. A proliferacéo
dos novos ductos biliares se da no espago porta e nas regides periportais. O
mecanismo responsavel por essa proliferacdo € desconhecido pela literatura
consultada. Descrevemos também infiltrado inflamatorio com presenca de células ovais,
caracterizando um quadro inflamatério comumente associado a prejuizos da funcgao
hepatica. Por fim identificamos megalocitose de hepatécitos, indicando uma tentativa de
resposta celular ao quadro ali instalado. Os nossos resultados sdo semelhantes aos
descritos por Gertamn et al. (1970), Saad (1972), Saad (1975) e Parra (1982) em

figados de ratos tratados com dimetilnitrosamina.

Do ponto de vista patolégico o fendmeno regenerativo constitui a base do processo de
reparacao do figado. Os hepatécitos regenerados apresentam morfologia irregular, esta
morfologia imregular dificulta a relacdo destas células com as vias de condugao
sanguinea, restringindo o seu contato com o sangue portal, condutor de elementos
humorais indispensaveis ao pleno funcionamento em termos metabdlicos (POPPER;

ELIAS; PETTY, 1952, POPPER,; ZAK, 1958).
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6.2 REGENERAGAO HEPATICA E FATORES HEPATOTROFICOS

Os modelos que preconizam o estudo da regeneragcdo hepatica tiveram como base
experimental a hepatectomia parcial, com variagdo da quantidade do tecido retirado,
representandc o0 marco inicial para a compreensdo deste fenébmeno. O figado
hepatectomizado regenera-se total ou parcialmente em periodos variados de acordo
com a espécie em estudo. No ser humano varia de 2 a 6 meses (MCDERMOTT et al,,
1963; PACK et al,, 1962), de 1 a 2 meses no cao e de 10 a 20 dias no rato (BUCHER,
1967, HIGGINS; ANDERSON, 1931; ISLAMI et al.,, 1959). Uma das formas de
tratamento experimental em pacientes com cirrose hepatica tem sido a hepatectomia
parcial, a qual consiste na retirada de parte do figado com o objetivo de estimular a
capacidade regenerativa deste 6rgéo para uma melhoria do quadro histopatoldgico e
funcional (SAAD, 1972; SAAD, 1975). Contudo como o figado cirrético em geral
apresenta um quadro acentuado de insuficiéncia funcional, devido a doenga e a
resseccao do parénquima hepatico, o processo regenerativo se di de forma
insatisfatoria, ou seja, ndo compensando a capacidade funcional deste 6rgao, ou seja, 0
figado cirrético regenera-se cirroticamente (ARAUJO LIMA, 2001; BENGMARK et
al.,1966; COSTA; SMORLESI, 1951; ISLAMI et al., 1958; KAIBORI, 1997; LEEVY et al,,
1959; MIYAZAKI et al., 1999; OLSSON, 1966; SUTHERLAND, 1956). Assim percebeu-
se que havia necessidade de um procedimento terapéutico prévio com o objetivo de um
possivel restabelecimento da capacidade funcional hepatica com o intuito de obter-se

uma resposta regenerativa de melhor qualidade (GORLA JUNIOR, 2001).
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Os estudos de Parra et al. (1992) trouxeram uma importante contribuicdo ao estudo da
capacidade regenerativa do figado intacto, tratado com fatores hepatotréficos
exogenos. Estes autores afirmam que ao se administrar estes fatores por 10 dias
consecutivos € possivel promover o crescimento do figado em ratas Wistar sadias, o
mesmo tendo sido observado por Gorla Junior (2001) e Kaibori et al. (2002) que em
ensaios experimentais explicam como se da a conversao e a ativagao dos fatores de
crescimento hepatico. As fungcde hepaticas sao geralmente prejudicadas com as
doengas do figado. Entretanto, uma significativa quantidade de precussor inativo do
HGF (porHGF) € encontrado no plasma de pacientes cirréticos. Estes precursores sao
convertidos para a forma ativa do HGF. Esta conversao provavelmente contribui para a
recuperacdo das fungdes hepaticas. Neste estudo os autores utilizaram ratos com
hepatectomia parcial, com acumulo de proHGF na parte remanescente do figado. O
HGF humano recombinante foi administrado via veia porta para investigar o efeito na
foorma molecular de HGF nos sinais biolégicos. Os autores concluiram que a
adiministracdo de HGF-ativador exdgeno produz uma forma de HGF biologicamente
ativo a partir da sua forma precussora e aumenta o potencial de regeneragao hepatica
in vivo. Estes achados podem vir a ter aplicacdo em hepatologia, como em casos de

cirrose revertendo parcialmente alteragdes histoldgicas e funcionais.

Nesta pesquisa adotamos a mesma solucéo de fatores hepatotréficos preconizada por
Parra et al. (1992). Assim, observamos que em ratas nas quais induzimos
experimentalmente um quadro de fibrose com lesées teciduais, houve, apds dez dias
consecutivos da administracdo dos fatores hepatotroficos, recuperacdo das lesdes

superior a observada nos animais do grupo controle, melhorando a fungéo hepatica e
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impedindo a progressao da fibrose, fato este relatado por Fujimoto (2000), Matsuda et
al. (1995) e Matsuda et al. (1997) ao estudarem o efeito do fator de crescimento
hepatico na terapia de figados com cirrose em ratos. Encontramos também resultados
que mostram variagdes de massa e celulares compativeis com as modificagdes que
ocorrem no fendmeno regenerativo, como mostra a figura 22 de um animal tratado com
fatores hepatotréficos. Com base nestes resultados podemos afirmar que ocorre
hiperplasia celular no figado dos animais submetidos ao tratamento com fatores

hepatotroficos.

Sabe-se que as substancias que influenciam na regeneracéo hepatica, como inibidores
ou estimuladores do desencadeamento da resposta regenerativa, sdo conduzidas ao
figado pela veia porta, cujos ramos penetram nos espacos porta dos I6bulos hepaticos
e se interpdem entre as camadas hepaticas nos capilares sinusdides. Assim 0s
hepatédcitos tém livre acesso as substdncias que circulam nestes capilares
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999). Desta forma € plausivel admitir que os nutrientes e
outras substancias hepatotroficas conduzidas pelos vasos portais, ao invadir a
intimidade das células hepaticas, estimulam a producdo de fatores de crescimento, os
quais iniciam ou estimulam a proliferagcao celular (GUYTON, 1989). Este fendbmeno
favorece a recuperacgdo da injuria causada pela dimetilnitrosamina, o que pode explicar

a recuperacao mais rapida dos ratos tratados com os fatores hepatotréficos exégenos.

A composicao da solugao utilizada nesta pesquisa teve a finalidade de simulara a agéao
de elementos que ascendem ao figado pela veia porta, conhecidos no seu conjunto

como fatores hepatotréficos. O uso da via intraperitoneal para a administracdo dos



Helder de Moraes Pereira Discussdo 92

fatores hepatotréficos preconizada neste experimento se baseia no pressuposto de que
a absorgcdo da maior parcela dessas substancias ocorre principalmente através dos
vasos do peritdnio visceral, fluindo para o sistema porta. Desta forma elimina-se a
barreira fisica representada pela mucosa do aparelho digestorio, a qual limita a
absorcao de nutrientes nas administracées orais (MATSUDA et al., 1997; PARRA et al.,
1982). Confirmando a observacao anterior, os animais do grupo F que foram tratados
com fatores hepatotroficos pela via intraperitoneal demonstraram uma resposta
regenerativa. Portanto, a utllizagdo deste modelo experimental no futuro, com a
finalidade de se estimular o crescimento hepatico em animais de pequeno porte, devera
considerar a via intraperitoneal como uma das alternativas viaveis para a administragéo
dos fatores hepatotréficos. Contudo pode ser que a via subcuténea ou endovenosa

venha a ser uma alterativa na administracao destes fatores.

A resposta regenerativa satisfatoria nos animais tratados com fatores hepatotréficos €
um indicativo de que o figado com cirrose crénica podera regenerar-se quando
submetido ao tratamento preconizado nesta pesquisa, existindo ainda a possibilidade
de que esta regeneracao se reflita na melhora do quadro funcional hepatico. Contudo

Sa0 necessarias mais pesquisas para a comprovagao desta hipétese.
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6.3 QUANTIFICACAO DO COLAGENO

Ao estudarmos a producao de colageno no figado com fibrose induzida, observamos
que nos animais tratados com fatores hepatotréficos ocorreu redugao da densidade
volumétrica em relagdo aos outros componentes do I6bulo. Essa reducéo foi bastante
intensa, de cerca de 43%, o mesmo tendo sido observado na propor¢ao do colageno
perivascular que também se reduziu nos animais tratados com fatores hepatotréficos
para 43% na veia centrolobular e para 67%no espaco porta. Esta maior redugao do
colageno no espaco porta pode ser explicada pelo fato desta regido do 1ébulo hepatico
receber maior quantidade de suprimento sanguineo portal rico em nutrientes. A veia
centrolobular recebe menor quantidade de sangue rico em nutrientes e por ser a ultima
regido a ser suprida com sangue portal deve reagir mais lentamente a acdo dos fatores
hepatotroficos administrados. O depésito das fibras colagenas ao redor destes vasos
pode ser resultado ou um contribuinte da obstrucdo vascular. E importante ressaltar
que, apesar de 0s animais controles terem apresentado uma ligeira melhora do quadro
patoldgico hepatico, a proporcdo volumétrica do colageno permaneceu constante com
tendéncia de aumento. Fato semelhante foi observado por Gertman et al. (1970), que
verificou que havia aumento do colageno hepatico em animais com cirrose induzida, e
que o mesmo mantinha-se elevado por tempo prolongado. Parra et al. (1996), ao
estudarem o componente colageno da matriz extracelular em ratas, ja haviam
observado que a administragdo de fatores hepatotréficos exdgenos por via
intraperitoneal, promovia uma reducdo do colageno em relagdo ao crescimento da

massa hepatica. Dessa forma, nossos resultados s&o coerentes com os achados de
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Parra et al. (1996), segundo os quais a administracdo dos fatores hepatotroficos
exégenos por via intraperitoneal em ratas pode induzir a redugdo do volume de
colageno hepatico, mesmo em figado nao sadios, ou apresentando um quadro de
lesdes patoldgicas, melhorando ainda a condigéo geral do 6rgdo. Os nossos resultados
nos levam a inferir sobre a possibilidade de utilizar estes fatores hepatotréficos para o
tratamento de quadros mais graves, até agora considerados irreversiveis, pois a

fibroplasia na injuria hepatica € um componente importante da cirrose.

O arranjo do parénquima hepatico normal esta diretamente relacionado com a produgéo
do tecido conjuntivo no figado. O figado fibrético pode interromper o fluxo inter-hepatico
e promover uma hipertensdo portal, através do aumento dos constituintes da matriz
extracelular. O colageno do Tipo | € um destes constituintes predominantes na matriz
extracelular no figado cirrético, o qual aumenta de aproximadamente 2% do total de
proteinas no figado humano normal para 10 a 30% no figado cirrético (AYCOCK ;
SEYER, 1989, ACHUPPAN, 1990). Pines et al. (1997) ao estudarem o efeito da
halofuginona um inibidor especifico do colageno Tipo | em ratos com fibrose induzida
pela dimetilnitrosamina, sugerem a administrac&o oral da halofuginona, pois os autores
afimam que a droga citada inibe a expressdo do colageno Tipo |, assim como a
deposicdo do mesmo em figado com cirrose induzida, ja Sato et al. (2000) ao
estudarem os efeitos terapéuticos dos fatores de crescimento de hepatdcitos humanos
em figados com cirrose induzida pela tiacetamida, descreveram a presenca de nddulos
de colageno e regeneragcdo pseudo-lobar, em condigdes patolégicas semelhantes a
cirrose humana. A administragdo de HGF apos a formacgao da cirrose hepatica diminuiu

significativamente a incidéncia da fibrose patoldgica. Estas observagdes sugerem que a
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interrupcao da fibrose hepatica seja resultado da redugado da sintese de colageno e em

parte, da estimulacéo de mitose de hepatocitos pelos fatores de crescimento hepatico.

6.4 PROVAS DA FUNGAO HEPATICA

Apds o tratamento com fatores hepatotréficos em ratas com fibrose induzida,
observamos reduc&o da atividade enzimatica da aspartato aminotransferase (AST) e da
alanina aminotransferase (ALT). A atividade destas enzimas conhecidas como
transaminases esta diretamente relacionada com a integridade da célula hepatica, pois
os hepatdcitos, assim como sintetizam, destroem as proteinas pela degradacgéo de seus
precursores, 0s aminoacidos. Os animais tratados com fatores hepatotroficos
apresentaram uma integridade celular satisfatoria, uma vez que o resultado do grupo
controle mostrou um aumento da atividade destas enzimas indicando um déficit

funcional no figado destes animais.

Localizado entre o intestino e a circulagao geral e mantendo especiais relagdes entre as
células parenquimatosas e o sangue sinusoidal, o figado tem a capacidade de remover
do sangue, principalmente do sistema porta, aprecidvel quantidade de solutos ali
presentes. O sangue portal por ter transitado pelo intestino, baco e pancreas, contém
substancias nutritivas e residuos metabdlicos: glicose, aminoacidos, monossacarideos,
glicerol, insulina, glucagon e vitaminas. O figado remove, ainda, da circulagao,

medicamentos ingeridos e varias substancias que podem exercer efeito toxico sobre o
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organismo animal: elementos quimicos; compostos orgéanicos; substancias existentes
em plantas tdxica, dentre outras e que devem ser eliminados do organismo gragas a
acao detoxicante deste 6rgdo. Colocado, assim, em posigcao central nos processos
fisiologicos que envolvem o animal, o figado exerce multiplas e importantes fungdes e
é, sem duvida, o centro de todo o processo homeostatico do organismo. O figado tem
relevante papel no metabolismo dos carboidratos, dos lipidios, das proteinas, assim
como nos processo de digestao e absorgdo intestinal. (BACILA, 1980). Sendo atribuida
a este orgdo varias funcgdes, torna-se imprescindivel o estudo da funcionalidade do
figado. Conhecido como hepatograma sua utilizagdo esta diretamente relacionada a
situagcdes que alteram ou modificam a funcionalidade do figado, principalmente no caso
de desordens de carater primario como € o caso da fibrose hepatica. Para tal avaliagao
recomenda-se a determinacdo da atividade das transaminases AST e ALT,
determinagcdo da albumina e também da proteina total Bacila (1980), isto porque o
figado é o principal local de degradagao de aminoacidos nos animais. As transaminases
participam na conversao das aminas em amodnia. A aspartato aminotransferase, uma
das mais importantes dessas enzimas, catalisa a transferéncia da amina do aspartato
para o cetoglutarato, j@ a alanina aminotransferase, catalisa a transferéncia da amina
da alanina para o cetoglutarato (STRYER, 1996). Estas enzimas s&o conhecidas como
enzimas indicadoras da funcao hepatica e apresentam localizagcdo especifica, sendo a
AST encontrada na fragédo soluvel da célula e a ALT na fragdo soluvel e nas
mitocondrias. Comelius et al. (1969), descreveram a atividade destas enzimas AST e
ALT em varias espécies de animais e os mesmos afirmam que os tecidos liberam

quantidades grandes para a manutengao da homeostase do organismo, os autores
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afirmam ainda que apds a intoxicagdo com o tetracloreto de carbono, os animais

apresentraram um aumento acentuado da atividade das transaminases.

No que diz respeito as proteinas acredita-se que cerca de 90 a 95% sejam sintetizadas
no figado (MEDWAY et al., 1973). Estudos realizados por Miller et al. (1951), através da
marcagdo das proteinas com radioisétopo, concluiram que o figado produz
praticamente todo o fibrinogénio plasmatico, a albumina e mais de 80% das globulinas.
Nas enfermidades hepaticas, observa-se uma reduc&o da albumina sérica e da proteina
total, devido ao aumento da permeabilidade capilar pela expansdo do espaco
extracelular e pela conseguinte maior proporcdo de albumina no compartimento

extravascular (MEDWAY et al., 1973).

Os valores da albumina sérica em animais tratados com fatores hepatotréficos foram
maiores quando comparado com 0s animais do grupo controle, 0 que para noés é um
dado de grande valor, pois como a albumina € produzida no figado, este resultado nos
mostra uma resposta funcional mais acentuada do figado dos animais tratados com

fatores hepatotroficos.

Acredita-se que o figado primariamente esteja preparado para a absor¢do e
armazenamento de nutrientes e utilizacdo dos mesmos para processos de sintese em
resposta as necessidades organicas, possuindo grande capacidade de resposta as
solicitagbes de metabolismo. Para que isso seja possivel, interage com um grande
numero de substancias estimuladoras, das quais estdo ligadas ao crescimento

hepatico. Assim, responde a uma sobrecarga acumulando e aumentando o volume e,
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talvez o numero de células. Sua espetacular resposta a perda de parénquima seria

consequéncia destas propriedades.

O presente estudo abre a perspectiva de futuras aplicagdes terapéuticas em situagdes
clinicas e cirurgicas, em que haja perda de tecido hepatico ou fungdo do érgdo. Por fim,
novas perguntas surgem ao final deste trabalho e com certeza sera o ponto de partida

para futuramente se tentar reverter ou melhorar um quadro de cirrose cronica.
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7 CONCLUSOES

Diante dos resultados deste experimento, chegamos as seguintes conclusdes:

1. A administragdo dos fatores hepatotréficos acelera a melhora do quadro

histopatoldgico hepatico em figados com fibrose.

2. Os fatores hepatotréficos reduziram a densidade volumétrica do colageno
hepatico entre o espacgo porta e a veia centrolobular (I6bulo hepatico) em ratas

com fibrose.

3. Os fatores hepatotroficos reduziram a quantidade do colageno hepatico no

espacgo porta e na veia centrolobular em ratas com fibrose.

4. Os animais tratados com fatores hepatotroficos apresentaram uma melhor

resposta da fungéo hepatica, quando comparados com os do grupo controle.
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APENDICE A

Figura 15 - Fotomicrografia do figado de rata, apresentando fibrose induzida
por dimetilnitrosamina. Observa-se formacdo de nddulos de
regeneracdo (NR), circundados por pontes de tecido colageno.
Coloragao Picrossirius com hematoxlina de fundo,barra= 50pm
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APENDICE B

Figura 16 - Fotomicrografia do figado de rata, apresentando fibrose induzida
por dimetilnitrosamina. Observa-se presenga de infiltrado
inflamatoério (cabegca de seta) e células ovais (seta inteira).
Coloragc&o hematoxilina-eosina, barra= 20pm
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APENDICE C
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Figura 17- Fotomicrografia do figado de rata, apresentando fibrose induzida
por dimetilnitrosamina. Observa-se proliferacdo de ductos biliares
(DB). Coloragéo hematoxilina-eosina barra= 20um
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APENDICE D

Figura 18 - Fotomicrografia do figado de rata, apresentando fibrose induzida
por dimetilnitrosamina. Observa-se megalocitose de hepatocitos
(cabeca de seta). Coloragao hematoxilina-eosina barra =20um
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APENDICE E

Figura 19 - Fotomicrografia do figado de rata pertencente ao grupo C,
submetido a biopsia apdés inducdo de fibrose por
dimetilnitrosamina. Coloragdo Picrossirius com hematoxlina de
fundo, barra =50pm
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APENDICE F

Figura 20 - Fotomicrografia do figado de rata pertencente ao grupo C,
submetido a biopsia apés indugcdo de fibrose por
dimetilnitrosamina e tratado com solugao fisiolégica. Observa-
se presencga de grande quantidade de tecido colageno no lébulo
hepatico. Coloracdo Picrossirius com hematoxilina de fundo,

barra = 50um
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APENDICE G

Figura 21 - Fotomicrografia do figado de rata pertencente ao grupo F,
submetido a biopsia apdés indugcdo de fibrose por
dimetilnitrosamina. Coloracdo Picrossirius com hematoxlina de
fundo, barra = 50pm
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APENDICE H

Figura 22 - Fotomicrografia do figado de rata pertencente ao grupo F,
submetido a biopsia apds inducdo de fibrose por
dimetilnitrosamina e tratado com fatores hepatotroficos
exogenos. Observa-se arranjo cordonal dos hepatdcitos
préximo ao normal. Coloragéo Picrossirius com hematoxlina de
fundo barra= 50um
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APENDICE |

Figura 23 - Fotomicrografia do figado de rata pertencente ao grupo C.
Observa-se grande quantidade de fibras colagenas no |6bulo
hepatico. Coloragéo Picrossirius, barra =10pym



Helder de Moraes Pereira Apéndicel21]

APENDICE J

Figura 24 - Fotomicrografia do figado de rata pertencente ao grupo F. Observa-
se reduzida quantidade de fibras colagenas no Iébulo hepatico.
Coloragéo Picrossirius, barra =10um
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APENDICE L

Figura 25 - Fotomicrografia do figado de rata pertencente ao grupo C.
Observa-se colageno perivascular na veia centro-lobular, assim
como formacao de pontes de fibrose entre este vaso. Coloragao

Picrossirius, barra =20pum
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APENDICE M

Figura 26 - Fotomicrografia do figado de rata pertencente ao grupo F.
Observa-se colageno perivascular reduzido na veia centro-
lobular. Coloragao Picrossirius, barra =20um
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APENDICE N
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Figura 27 - Fotomicrografia do figado de rata do grupo C. Observa-se
colageno vascular no espago porta. Coloragao Picrossirius,
barra =20pum
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Figura 28 - Fotomicrografia do figado de rata pertencente ao grupo F.
Observa-se redugédo acentuada do colageno perivascular no
espaco porta. Coloragéo Picrossirius, barra =20 um






