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A Fg & um modo de possuir desde agora o que se espera, um meio de
conhecer realidades que ndo se véem. Foi ela que valeu aos ancestrais um bom
testemunho.

Pela fé n6s compreendemos que 0s mundos foram organizados pela

palavra de Deus. Segue-se dai que o mundo visivel ndo tem suas ongens em
aparéncias.

Hebreus 11: 1-3.
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RESUMO

O hipertireoidismo associa-se ao estresse oxidativo hepatico, demonstrando-se
aumentos no metabolismo basal e produgdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio rios hepatécitos, enquanto sdo comprometidos os principais sistemas
antioxidantes do tecido hepatico. Macréfagos contribuem para o estresse oxidativo
observado em animais tratados com tniodotironina (T;), sendo descritas a
hiperplasia e a hipertrofia das células de Kupffer, que sdo um grupo heterogéneo
de células, derivado de uma populagdo menos numerosa de precursores locais,
pouco distintos, morfologicamente, dos elementos maduros da linhagem. O
proprio ambiente sinusoidal estimuta a proliferagdo e a diferenciagdo de
precursores em células de Kupffer, mas aumentos na velocidade de renovagao
celular podem implicar efeitos funcionais secundanos. Para investigar se células
mononucleares circulantes, derivadas da medula dssea, participam na patogénese
da hiperptasia das células de Kupffer, o hipertireoidismo funcional foi induzido em
ratos Sprague-Dawley, tratados com Ti (0,1mg/kg, 3 dias i.p.). Nos animais
controle, foi administrado volume equivalente de solugdo salina. Cloreto de
Gadolinio (GdCls 10 mg/kg e.v.) foi utilizado para eliminar céluias de Kupffer,
produzindo controles negativos adicionais em cada grupo. Subpopulagdes de
células de Kupffer foram caracterizadas por imuno-histoquimica, em tecido
hepatico fixado em metacam e incluido em parafina, pela reagao com anticorpos
monoclonais ED1 e ED2. A fagocitose foi demonstrada por analise morfométrica
de cortes contracorados com vermelho neutro nuclear em animais administrados
com carbono coloidal (640 mg/kg, i.v.). Foi observado um aumento significativo na
darea marcada pele carbono coloidal nos animais tratados com Ta, efeito que foi
abolido pela administragdo de GdCls. Anticorpos ED1 e ED2 fomeceram
evidéncias de que a hiperplasia das células de Kupffer induzida por T, leva a uma
mudanga na populagdo de macréfagos, com aumento de células fenotipicamente
mais jovens (ED1+/ED2-). Assim a hiperplasia das células de Kupffer induzida por
T envolve tanto a expansdo de precursores locais pelo recrutamento de
mondcitos circulantes, como a sua diferenciacéo em células de Kupffer maturas.
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ABSTRACT

There is a general relationship between hyperthyroidism and liver oxidative stress.
Thyroid hormones increase both the basal metabolic rate and the production of
oxygen and nitrogen reactive species in liver parenchymal cells, while compromise
the main hepatic antioxidant systems. Liver macrophages contribute to the hepatic
oxidative stress observed in tniodothyronine (T3)-treated rats, and both Kupffer cell
hyperplasia and hypertrophy are reported. Kupffer cells are a heterogeneous group
of cells, derived from a less numerous population of local precursors, which are
fairly morphologically distinguishable from the mature lineage eiements. Sinusoidal
environment itself stimulates proliferation and differentiation of macrophage
precursors into Kupffer cells, but increased tumover rates modify the sinusoidal
environment and may imply further functional effects. In order to investigate if the
bone marrow derived, circulating mononuclear cells participate in the pathogenesis
of Kupffer celi hyperplasia; Sprague-Dawley rats were treated with T3 {0.1mg/kg, 3
days, i.p.) to induce functional hyperthyroidism. Normothyroid controls were
administered saline. Gadolinium chioride (GdCls, 10 mg/kg) was employed to
eliminate Kupffer cells, providing additional negative control animals in each group.
Kupffer cell subpopulations were characterized by immunohistochemistry in
metacam fixed and paraffin included livers, after reaction with ED1 and ED2
monoclonal antibodies. Phagocytosis was demonstrated by morphometric analysis
of stained areas in nuclear red counter-stained sections taken from animals
administered colloidal carbon {640 mg/kg, i.v.). Colloidal carbon uptake was
increased in the liver of animals treated with T3, an effect that was completely
abolished by GdCl; administration. ED1 and ED2 antibodies provided evidence
that Ts-induced Kupffer cell hyperplasia causes a shift on liver macrophage
population, leaning towards younger cell phenotypes (ED1+/ED2-). Thus, Ts-
induced Kupffer cell hyperplasia involves both the expansion of KC precursor
population through circulating monocyte recruitment, and the differentiation of local
precursors into mature liver macrophages.



1. Introdugdo

1.1. Células de Kupffer: fungao e interagdo com outras células do sinuséide
hepatico

As células de Kupffer sdo macrofagos especializados, encontrados no
lamen ou entre as céluias endoteliais fenestradas do sinusbide hepatico (Figura 1).
Estas células tém um importante papel na defesa do hospedeiro durante os
processos de lesao e reparo (WINWOOD & ARTHUR, 1998). Elas representam a
maior populagio de macrofagos do corpo, constituindo cerca de 10% do total de
células hepaticas e 80% dos macréfagos teciduais (TAKEZAWA et a/., 1995). Sua
posicdo anatdmica e histologica esta estrategicamente relacionada com o controle
da variedade de substancias presentes no sangue {(BOUWENS et al., 1992).

. ‘ . }‘, Hepatdcito
Q_ﬁ - P Célula de lto

Célula endotelial -~

- g‘ »  Célula de Kupffer

@P Espaco de Disse

Figura 1 — Esquema da localizagdo e das relagdes anatdmicas das celulas de
Kupffer no sinusoide hepatico (DECKER, 1990).

As células de Kupffer apresentam uma forma vanavel, com muitos
processos citoplasmaticos, alguns dos quais estendem-se até o espago
subendotelial de Disse, mediando as interagdes funcionais destas células com
hepatécitos e células de ito (WINWOOD & ARTHUR, 1998). A membrana celular e
enrugada com numerosas invaginagdes e o citoplasma contém um grande numero
de lisossomos e fagossomos, reticulo endoplasmatico rugoso abundante,
poliribossomos, complexos de Golgi e mitocdndrias. Estes aspectos variam com 0



estagio de ativagdo celular (WINWQOOD & ARTHUR, 1998). Varias fungbes tém
sido associadas as células de Kupffer, principaimente a endocitose, o
processamento de antigenos, a citotoxicidade e a secre¢do de substancias
biologicamente ativas.

A capacidade de endocitose das células de Kupffer € bem demonstrada, in
vivo e in vitro, pela fagocitose efou pinocitose de virus, bacténas e outros
microorganismos; enzimas e endotoxinas nocivas vindas do trato gastrointestinal;
leucdcitos e eritrocitos senescentes; antigenos e complexos imunes; horménios:
lipoproteinas e substancias exdgenas, como carbono coloidal, ouro e latex. As
céluias de Kupffer tém uma alta capacidade de depuragdo de endotoxinas do
sangue circulante. Também degradam hemoglobina, promovendo a recirculagao
do ferro. A endocitose ocorre principalmente via receptores, como os receptores
para a porgdo Fc de imunoglobulinas, fragdo C; de complemento, galaciose e
manose, entre outros (BOUWENS et al., 1992).

Células de Kupffer podem agir como apresentadoras de antigenos e induzir
resposta imune especifica in vitro e in vivo, desde que ativadas. Contudo, sua
fungcdo primaria € a de sequUestrar antigenos (prevenindo uma resposta imune
antigeno-especifica), e evitar, por exemplo, respostas imunes contra proteinas da
dieta e componentes nomais do sangue portal. As células de Kupffer podem,
inclusive, propiciar tolerancia antigénica, pela digestdo de matenal imunogénico.
Células de Kupffer expressam mal receptores MHC ciasse |l em estado basal,
enquanto que uma forte expressdo € observada em ceélulas ativadas (BOUWENS
et al., 1992).

As células de Kupffer s80 capazes de produzir citotoxicidade direta,
mediada pela secregdo de TNF-we pela produgido de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (BOUWENS et al., 1992). Quando ativadas por antigenos
especificos, via receptor, ou por imunomoduladores (lipopolissacarideos,
muramilpeptideo, interferon-y; etc), as células de Kupffer desencadeiam a sintese
e a secre¢do de um amplo espectro de substancias (WINWOOD & ARTHUR,
1998).



As células de Kupffer relacionam-se, no sinusdide hepatico, com outros
tipos celulares (figura 1):

1. As células endoteliais contém pequenas fenestragbes de forma a
permitir a difusao livre de particuias menores do que 0,02 um do sangue
pelo espago de Disse até os hepatécitos, e a impedir o movimento de
particulas maiores, como os remanescentes de quilomicrons. Estas
células tém capacidade de endocitose e também sintetizam e secretam
mediadores inflamatérios e vasoativos (endotelina, IL-1, IL-6, NO, PGl,).
(BOUWENS et al. 1992 e DECKER, 1997).

2. As células de Ito, que tém origem mesenquimal e estdo situadas no
espago de Disse, s@o a principal fonte de componentes da matriz
extracelular e também o principal sitio de armazenamento de vitamina
A. Elas sao capazes de secretar fatores de crescimento de fibroblastos
e hepatécitos, TGF-p, PGEz, PGD> e PGFz, (BOUWENS et al. 1992,
DECKER, 1997 € JOHNSON, 1992).

3. As "pit cells” sdo representantes de uma linhagem de linfocitos
granulares grandes, ndo-T e ndo-B, presentes na circulagdo e em vanos
orgaos nao linféides. (BOUWENS ef al. 1992 , DECKER, 1997). Alguns
autores as consideram como células “Naturai Killer especificas do
figado, as pit cells de ratos possuermn um alto nivel de atividade citolitica
contra uma vanedade de células tumorais e células infectadas por virus
(LUO, 2000). Sao capazes de secretar interferon-y. Estao localizadas no
jimen sinusoidal, no espago de Disse e entre os hepatdcitos e
provavelmente migram entre o figado e o sangue (BIOULAC-SAGE et
al.1986).

Todos estes tipos ceiulares convivem em um sistema inter-regulado.

Células endoteliais e células de lto respondem as substéncias liberadas pelas
céluias de Kupffer ativadas.



1.2. Substancias produzidas e secretadas pelas células de Kupffer ativadas

Diversos estudos tém demonstrado que o processo de fagocitose pode ser
acompanhado pela iliberagdo de moléculas especificas, o contato entre a
superficie da particula @ seu receptor de superficie no macréfago induz a
produgio de componentes como espécies reativas do oxigénio e metabdlitos do
acido araquiddnico (eicosandides). Dependendo do tipo de receptor envolvido,
caminhos diferentes de transdugdo podem ser ativados, entdo ndo é necessario
gque todos os sinais possiveis sejam produzidos simultaneamente. A sintese e
liberagdo de substancias sinais n&o requer a endocitose completa do matenal
fagocitado, o simples contato deste material com seu receptor especifico ou sitios
ligantes sdo suficientes para iniciar a resposta (DECKER, 1990).

As células de Kupffer também podem ser estimuladas ou ativadas por
substancias soliveis que se ligam a receptores especificos na membrana
plasmatica como a fragdo C5a do complemento, N-formil-Metionil-Leucil-
Fenilalanina e interferon-y, Fc, nucleotideos trifosfato e difosfato ou no citosol
como lipopolissacarideos (LPS) e ésteres de forboi, conduzindo a liberagao de
mediadores ou sinais moleculares por mecanismos diferentes, tomando estas
células capazes de citotoxicidade (DECKER, 1990, SHIBATA ef af., 1991).

Como ilustra a figura 2, uma proteina G, associada a interagéo ligante-
receptor, &€ fundamental na transdugdo de sinais a partir da membrana plasmatica.
Algumas enzimas sdo reguladas por proteina G, como a adenilato ciclase,
estimulada por G, e inibida por G;, e a fosfoiipase C, que hidrolisa fosfatidil inositol
fosfato em myo-inositol fosfato e diacilglicero! (DECKER, 1980).

A ativagdo da adenilato ciclase (figura 2) seguida pelo aumento intracelular
na concentragéo de AMP, é observada apds um tratamento das célutas de Kupffer
com PGE- e LPS. AMP_ media a sintese e liberago de colagenase pelas células
de Kupffer, uma enzima importante para o remodelamento apds lesdes teciduais
(DECKER, 1990).

O aumento da atividade da Fosfolipase C pode conduzir a ativagdo da

proteina quinase C, para a mobilizagdo de Ca?* do reticulo endoplasmatico
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(Care®") e, possivelmente, para o influxo de Ca® do exterior da célula. Deste
modo, a proteina quinase e um segundo mensageiro (Ca®*) sdo mobilizados
diretamente durante a quebra do acido araquiddnico a partir de diacilglicerol e
ativagdo de fosfolipase A; por Ca®**/calmodulina sdo efeitos secundarios
conduzindo a liberagdo de importantes moléculas sinalizadoras, os eicosandides.
Fosfolipase C €& acoplada a proteina G. O sinal de transdugdo através do
diacilglicerol e do Inositol trifosfato dependem de interagdes com o Ca?*
segundo mensageiro necessario para a ligagdo a membrana plasmatica e ativagdo
da proteina quinase C, enquanto as proteinas fosforiladas por proteina quinase C
podem influenciar 0 movimento de Ca** e outros ligantes na célula. A proteina
quinase C esta envolvida na ativagdo de NADPH oxidase e do carregador Na*/H",
enquanto o influxo de Ca** é necesséario para ativagio de fosfolipase A; e sintese
de eicosandides (DECKER, 1990).

Oy
FMA extracelular
+ /‘
il Proteina NADPH
Diacilglicerol _®>qumasec A
o / \ Ny
S receptor ‘ Fosfolipase C é'l" mtrac:lular
Care “ Cam F;
& z ; L bﬁ\\,‘ troca
W ﬂ?\ Na'/H
Proteina G
Inositol tnfosfato
Fosfolipase A;
e
i ‘ ' Adenilato ey AMP, Ao e AMP gpe
— P, receplor ciclase N
POR: < : ‘-‘& Sintese de
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Figura 2 — Esquema da ativagdo da célula de Kupffer baseado em um modelo

proposto por DECKER, 1990.



1.2.1. Moduladores de fungdes celulares

As células de Kupffer produzem diversos tipos de mediadores inflamatérios.
Entre os mais importantes, estdo os eicosandides, o fator ativador de plaquetas
(PAF) e citocinas.

Os eicosandides sdo lipidios de baixo peso molecular, e seu precursor
predominante é o acido araquiddnico, que esta presente nos tecidos e fiuidos. O
acido araquidonico € liberado pela acfio das fosfolipases, especialmente a
fosfolipase A;, que tem sua atividade aumentada em células de Kupffer ativadas.
O acido araquidénico é convertido em eicosandides por duas vias (DECKER, 1986
e DECKER et al., 1986).

Uma primeira via, denominada via da ciclooxigenase, origina as
prostaciclinas (PGl,), que atuam como vasodilatadoras, inibem a agregacio
plaquetaria e a aderéncia a superficie endotelial, sdo depressoras de fagocitose e
antagonistas de TXA,, as prostaglandinas (PGFz,, PGE2) consideradas como
indutoras de trabalho e auto-reguladoras das células de Kupffer (figura 2)
respectivamente, e tromboxano A; (TXAz), vasoconstrtor, estimulador de
agregagdo plaquetdria e aderéncia de células endoteliais (DECKER, 1986 e
DECKER et al., 1986).

Uma segunda via denominada via da lipoxigenase, origina o acido 5-
hidroperoxieicosatetraenoico (5-HPETE), que atua como agente quimiotatico e os
leucotrienos (LTB,, que tem como principais fungdes a quimiotaxia, agregagio de
leucdcitos, liberagdo de O, e enzimas e inibigdo da sintese de prostandides nas
células de Kupffer e LTE,, que atua como vasoconstritor no figado) (DECKER,
1986 e DECKER et al., 1986).

O Fator ativador de plaquetas é um fosfolipidio liberado por varias células
incluindo células de Kupffer. PAF, ndo é armazenado, mas & rapidamente
sintetizado com auxilio da fosfoiipase Az, apés um estimulo. O PAF promove a
liberagio de aminas vasoativas de trombécitos e agregagédio de plaquetas, ¢ um
potente fator quimiotatico para plaguetas, mondcitos e eosindfilos, aumenta a
permeabilidade vascular, induz a desgranulagdo de neutrdfilos e a ativagao de
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macrofagos. Células de Kupffer expostas a PAF produzem superdxido e
eicosanodides, e mostram um aumento na producdo de inositol fosfato e na
concentragdo de Ca®" intracelular (DECKER, 1990 e SHIBATA, et a/ 1991).

As citocinas sdo proteinas soiuveis envolvidas em diversos processos
fisiologicos e patoldgicos, como crescimento, desenvolvimento e diferenciacdo
celular e processos de reparo. A maior fungdo das citocinas consiste em mediar
interagbes entre sistema imune e sistema inflamatério. Céiulas de Kupffer,
secretam interleucinas (IL-1, IL-6), fator de necrose tumorat (TNF-q), interferons e
fatores de crescimento (TGF-B, TGF-a e HGF) (BURGER, et al., 2002).

A IL-1 e os TNFs sdo produzidos em sitios inflamatdrios préximos as
células endoteliais, induzindo nestas células a expressdo de moléculas de adesdo
que interagem com linfocitos sanglineos e ocasionam seu extravasamento. Além
disso, produzem agentes quimiotaticos que recrutam polimorfonucieares,
mondcitos e linfécitos (BURGER, et al, 2002). A interleucina -1, que é também
conhecida como fator ativador de linfécitos ou como pirdgeno enddgeno, tem a
capacidade de estimular a produgéo de IL-2 pelas células T (DECKER, 1990).

A IL-6 tambem é conhecida como interferon — B2, fator estimulador 2 de
células B ou fator estimulador de hepatdcitos, € o mais potente estimulador
conhecido da sintese de proteinas de fase aguda em hepatdcitos. Além disso, é
capaz de induzir a maturagao terminal e estimular a secre¢ao de IgM e IgA em
células B, e aumentar a proliferagdo de células progenitoras hematopoiéticas
(DECKER, 1990 e BURGER, et al., 2002).

O fator de necrose tumoral TNF-a € uma citocina essencial na defesa do
hospedeiro frente a uma infecgdo ou inflamagdo. Esta associada a indugéo de
expressdo de moléculas de adesao pelas células endoteliais, e auto-regulagcao de
macréfagos (HOFFMANN, et al., 1993 e BURGER, et al., 2002).

A interacdo do Interferon-y (INF-y) com seu receptor na membrana dos
macrofagos induz a ativagdo de proteina quinase C e causa a mobilizagao de
Ca?*, desta forma ativa macrofagos aumentando sua capacidade de promover a
defesa do hospedeiro pelo metabolismo oxidativo, assim como o metabolismo
oxidativo dos macrofagos (SHIBATA, ef al 1991).
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O fator de crescimento de hepatdcito (HGF), que estimula mitose e
regeneracdo de hepatdcitos em lesdes e o fator de crescimento transformante
TGF-B constituem um grupo de polipeptidios de agio reguladora tanto da

mielopoiese como da linfopoiese, e estimulam células de Ito a produzirem
colageno (DECKER, 1990 e SHIBATA, et al 1981).

1.2.2. Mecanismos de defesa e citotoxicidade

Nas ceélulas de Kupffer, assim como em outros macréfagos e nos
neutréfilos, sdo produzidas espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, em
resposta a um estimulo inflamatorio. Durante a fagocitose de antigenos
particulados, o anion radical superéxido (O;"), o peréxido de hidrogénio (H,02), o
radical hidroxila (HO") e o ¢xido nitrico (NO) formam-se no interior do vaclolo
fagocitico.

A formagdo de superdxido é catalisada por NADPH oxidase localizada na
membrana plasmatica, que reduz o oxigénio a O2". A produgédo de O;° pelas
células de Kupffer ndo requer Ca®*, mas é regulada pela proteina quinase C. As
espécies reativas produzidas pelas células de Kupffer ajudam os macrofagos a
inativar e destruir particulas ou organismos que foram fagocitados {DECKER,
1990).

O oxido nitrico é um potente mediador citotoxico e regulatério. A produgao
deste mediador pelas células de Kupffer é dependente da presenga de l-arginina.
A produgio pode ser bloqueada por inibidores da oxido nitrico sintase, n-
monomethyl-l-arginina e interleucina-1 e interleucina-4 (LASKIN, of al., 19983).

1.2.3. Enzimas lisossomais e proteinases neutras

As Células de Kupffer possuem representantes deste grupo de substancias
pré-formados em seu interior, mas necessitam de um estimulo para sua liberagao.



entre eles, a lisozima, catepsina, B-glicuronidase, pB-acetil glicosaminidase,
peroxidase, esterases e acetiiases (WINWOOD & ARTHUR, 1998).

As proteinases neutras também atuam como mediadores de leséo tecidual,
dentre elas o ativador de plasminogénio, colagenase tipo IV (95 kDa), gelatinase B
e colagenase intersticial (WINWOOD & ARTHUR, 1998).

1.2.5. OQutras substancias

As células de Kupffer sdo capazes de secretar componentes do sistema
complemento, apolipoproteina E, ay-iduronidase e fosfolipase Az, uma enzima
intracelular ligada a membrana e ativada por Ca®*, relacionada com a liberagéo de
acido araquidonico (DECKER, 1986).

1.2.8. Sistema auto-regulatorio da estimulagdo das células de Kupffer

Aiguns mediadores interagem e estabelecem um controle por
retroalimentagdo (figura 3). Por exemplo, o estimulo inflamatdrio promove nas
céiulas de Kupffer a sintese de TNF-a e IL-1p, que também estimulam as células
de Kupffer. Como parte da resposta a estes mediadores, estas células sintetizam
e liberam PGE; que funciona como regulador negativo para a ativagdo das
ceiulas de Kupffer (DECKER, 1997).
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sintetizar colageno e secretar HFG, que induz mitose em hepatocitos. O TNF-
ainduz a expressdo de moléculas de adesdo para neutrdfilos. As células
endoteliais secretam endotelina-1 que também estimulam células de lto. E, por
fim, as células de Kupffer secretam IL-6, que estimula os hepatdcitos a produzirem
reagentes de fase aguda, e fibrinogénio levando & deposicdo de fibrina.
Simultaneamente, o fibrinogénio leva a formagdo de proteases inibidoras que
fazem um controle por retroalimenta¢do negativa para produgio de proteases, e a
atividade procoagulante induzida pela célula de Kupffer opera como um

mecanismo de retroalimentagdo positiva para a formagéo de depdsitos de fibrina
(DECKER, 1997).

1.3. Desenvolvimento ontogenético das células de Kupffer

Nos mamiferos, o saco embrionario é o primeiro érgdo hematopoiético em
que os macréfagos se desenvolvem. Em embndes de camundongos com 8,5 dias
de gestagao, o sistema hematopoiético comega a ser formado. Em 9 dias, células
mononucleares positivas para F4/80, um anticorpo monoclonal para macréfagos
murinos, sdo detectadas imuno-histoquimicamente no lOmen vascular e saco
embrionario. Estas células mononucleares sdo redondas com grandes nucléolos,
complexo de Goigi pobre, com poucas organelas citoplasmaticas e poliribossomos
abundantes. Diferenciagdo de células imaturas (macréfagos primitivos) em
macrofagos com aspectos ultraestruturais mais maturos centendo abundantes
poliribossomos e microvilos ou filopodia proiongados (macréfagos fetais) é muito
rapido ocorrendo em um dia, ambos sdo negativos para atividade de peroxidase
por citoquimica ultraestrutural (NAITO et al., 1997).

Em ratos, o desenvolvimento de macréfagos primitivos e fetais ocorre no
saco embrionario e sua forma e caracteristicas ultraestruturais sdo semelhantes a
dos camundongos. A formagao do figado fetal primordial dos ratos inicia-se no 11°
dia de gestagdo e a hematopoiese fetal, no 12°. No lumen do sinuséide hepético
ha eritroblastos, megacarioblastos e macréfagos primitivos ou fetais e figuras de
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mitose s&o freqlentemente encontradas. O surgimento de atividade de peroxidase
no envelope nuclear e reticulo endoplasmatico rugoso dos macréfagos de rato
ocorre no 13° a 14° dia de gestagdio. Quase todos macréfagos mostram aspectos
ultraestruturais de macréfagos residentes no 18° dia de gestagio, apresentando
positividade para os anticorpos ED1 e ED2, que serdo discutidos adiante e
atividade de peroxidase no envelope nuclear e reticulo endoplasmatico rugoso.
Estes dados sugerem que estes macréfagos sdo os macréfagos primitivos ou

fetais originados no saco embironario, que se diferenciam em macréfagos
residentes (NAITO et al., 1997).

1.4. Diferenciacao das células de Kupffer

De acordo com o conceito de sistema fagocitico mononuclear, tanto os
macrofagos do exudato inflamaténo como macréfagos residentes sdo derivados
de mondcitos sangiliineos, terminalmente diferenciados em células de baixa
capacidade proliferativa (TAKEZAWA et al., 1995).

Monoblastos derivam das unidades formadoras de coldnia de mondcitos
(CFU-M) e unidades formadoras de colonia de granuldcitos e monécitos (CFU-
GM) originadas da unidade formadora de colonia CFU-S, a célula indiferenciada
pluripotente (stem-cell). Um monoblasto divide-se uma vez dando origem a dois
promondcitos, e por uma unica divisdo um promonocito produz dois monécitos.
Desta maneira, quatro mondcitos sdo produzidos por um monoblasto na medula
ossea. A producdo de mondcitos € controlada por varios fatores de crescimento,
assim como por interleucinas (IL-6, IL-3), fator estimulador de coldnia de
granulécitos € macréfagos (CSF-GM) e fator estimulador de coldnia de
macrofagos (CSF-M). O CSF-M é o estimulador mais importante no
desenvolvimento e diferenciagdo da linhagem de macréfagos restrita, pertencente
ao sistema fagocitico mononuclear, sendo devido a ele que a populagdo de
macréfagos € considerada como membro do sistema fagocitico mononuclear
(LORENZI, 1992 e NAITO et al., 1997).
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1.5. Proliferagdo de macréfagos

Hepatdcitos e células sinusoidais produzem CFS-M e CSF-GM gue regulam
a proliferagao, diferenciagao e maturagio das células de Kupffer

A capacidade proiiferativa local e a auto renovagado das células de Kupffer,
tanto em estado normal, como em condigdes inflamatérias ou experimentais, pode
ser avaliada em estudos in vitro pela incorporagdo de [3H]-timidina no DNA de
macrofagos hepaticos (HOEDEMAKERS et al.,1993 e YAMAMOTO, et. al., 1996).

Autoradiografias com [3H]-timidina e figuras de mitose freqlientemente
encontradas no figado fetai de ratos, demonstram a alta capacidade proliferativa
destas células em tecidos fetais. Este potencial proliferativo dos macrofagos fetais
no figado & importante para sua sobrevida local e colonizagdo para outros tecidos
fetais, via corrente sanglinea. Deste ponto de vista o figado fetal € um érgdo
central para a produgio e suplementagcio de macréfagos e seus precursores para
outros tecidos (NAITO et al., 1997).

Em figados adultos, as células de Kupffer mostram baixa capacidade
proliferativa, cerca de 2% destas células sao marcadas pela autoradiografia com
[3H]-timidina em condigdes normais (NAITO et al, 1997), mas esta taxa é
aumentada pela hepatectomia parcial e pela administragio de varos
estimuladores, como 0 zymosan, por exemplo (GALE et a/,1978, CROFTON et
al., 1978).

1.6. Subpopulagdes de células de Kupffer

Diferencas morfologicas, funcionais e de distribuigdo entre as céluias de
Kupffer sugerem que esta populagdo € heterogénea, e que por imuno-
histoquimica & possivel identifica-las (ARMBRUST et al. 1996).

O anticorpo ED1 reconhece a maioria das populagdes de macrofagos,
assim como monécitos do sangue periférico e células precursoras na medula
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ossea. Originaimente ED1 foi descrito como um antigeno citoplasmatico,
citometnia de fluxo e estudos ultraestruturais detectam uma fraca expressdo de
ED1 em membrana plasmatica de macrofagos peritoneais, intracelularmente o
anticorpo ED1 mostra uma coloragdo granular. O anticorpo ED1 reconhece uma
glicoproteina de cadeia simples de 90000-110000 MW que é expressa
predominantemente na membrana lisossomal e levemente na superficie ceiular.
Os niveis de expressdo assim como de glicosilagdo sdo acentuados pelo estimulo
fagocitico, uma vez que, o processo de fagocitose envolve a endocitose de
particulas e formagdo do fagossomo. Fagossomos fundem-se a lisossomos,
derivados do Complexo de Golgi formando os fagolisossomos. Esta expressio
diferencial de um antigeno especifico de macréfagos na superficie celular e
membrana intracitoplasmatica pode ser causada pela existéncia de um fluxo
substancial de membrana entre os vanos compartimentos, visto que a reciclagem
da membrana plasmatica € um aspecto importante da fagocitose. O antigeno é
expresso abaixo de condigbes detectaveis em quase todos membros do sistema
fagocitico mononuclear. Além disto, poucos outros tipos celulares também
expressam ED1 quando ativados (DAMOISEAUX, 1994).

O anticorpo ED2 reconhece um antigeno de membrana de macréfagos
residentes de rato e é também utilizado para identificar células de Kupffer
(DIVJKSTRA et al., 1985, YAMATE et a/,, 2001 e IDE et al., 2002 e). Assim, pode-
se considerar a existéncia de duas populagbes com distribuigdo anatdmica,
morfologia e caracteristicas funcionais distintas (ARMBRUST et a/. 1996, SATO et
al., 1998 e YAMATE et a/.,, 1999). Uma populagdo de células pequenas, positivas
para anticorpo ED1, mas negativa para anticorpo ED2, esta presente ao redor da
triade portal e das veias centro lobulares. Esta populagdo é descnta na literatura
como “células de Kupffer pequenas”, “precursores locais de células de Kupffer’ ou
incluida indistintamente na populacdo de macréfagos hepaticos chamados
coletivamente pelo nome ‘células de Kupffer. Uma outra populagdo de
macréfagos grandes, positiva para anticorpo ED1 e ED2, localizada ao longo dos
sinusdides, € descrita como a populagdo de macréfagos hepaticos teciduais
maduros, muitas vezes associadas aoc nome “grandes células de Kupffer" ou



16

somente “células de Kupffer’, com ou sem a disting3o explicita com a populagio
anterior (ARMBRUST et al. 1996, SATO et al., 1998 e YAMATE et a/., 1999).

1.7. Efeitos de hormonio tireoideano sobre as células de Kupffer

A administragdo de 3,3',5-L-tniodotironina (T3) em ratos induz a uma
expansdo da popuiagdo de células de Kuptfer (TAPIA et al,,1997). Duas hipoteses
se colocam sobre a génese desta hiperplasia, cujo mecanismo nfo estd ainda
esclarecido.

Uma resposta pro-inflamaténa das células sinusoidais, que potencialmente
desencadeia o recrutamento de mondcitos circulantes, implica a produgdo de
mediadores inflamatorios, decorrente da condi¢do de desequiiibio do
metabolismo de oxido-redug¢ao no tecido hepatico.

Diversas observagdes corroboram esta hipdtese. Aumentos na produgéo de
espécies reativas de oxigénio (microsomal, mitocondrial e peroxisomal) e
nitrogénio (citosdlica) associam-se a aceleragdo do metabolismo aerébico
responsavel pela acio calorigénica de T3 no tecido hepatico (FERNANDEZ et /.,
1985, VIDELA, 2000, VENDITE et. al., 2002 e VENDITE et. a8/, 2003). Além do
aumento na produgio de espécies reativas, verifica-se aumento na excregao biliar
de glutationa oxidada, na lipoperoxidagdo e na oxidagio de proteinas hepaticas
(TAPIA et al, 1999 e VIDELA, 2000). Simultaneamente, sdo comprometidos os
principais sistemas antioxidantes do tecido hepatico. Por exemplo, inativam-se a
superéxido dismutase e a catalase, e diminuem os conteldos teciduais de
glutationa reduzida (GSH) e de antioxidantes lipossollveis (FERNANDEZ et al.,
1991 e TAPIA et al. 1999). Ratos tratados com T, apresentam aumentos na
producdo de TNF-a, no consumo de oxigénio e na capacidade fagocitica de
células de Kupffer, efeitos que podem ser abolidos pela administragio de cloreto
de gadolinio (GdCl,) (TAPIA et al., 1997 FERNANDEZ et al., 2002). O GdCl3, um
inativador seletivo de células de Kupffer, também reduz significativamente o
consumo de GSH, a lipoperoxidagdo e a produgio de dxido nitrico (HARDONK, ef
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al., 1992 e TAPIA et al.,1997). Paradoxalmente, a patofisiologia da hiperplasia das
células de Kupffer ndo esta claramente elucidada, sendo proposto que uma agao
direta de T; induz a proliferagdo dos precursores locais das células de Kupffer,
fendmeno analogo ao que se verifica com outros tipos celulares, entre eles o
hepatécito (COLUMBANO et al.,1996; TORRES et al., 1999).

Em oposigéo a proposta anterior, a expanséo nio inflamaténa da populagio
de macrdfagos conduz ao estresse oxidativo como um fenémeno secundario. Este
trabalho foi desenhado para, a partir do estudo imuno-histoquimico de marcadores
de subpopuiagdes de macréfagos, em cortes de figado de rato tratados com T,

discriminar entre estas duas possibilidades para o efeito do horménio tirecideano
sobre as células de Kupffer.
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2. Objetivos

Padronizar métodos de andlise quantitativa, aplicaveis ac estudo de areas
marcadas com carbono coloidal e a avaliagdo da densidade de células marcadas
por imuno-histoquimica em cortes histolégicos de figado de rato.

Caracterizar a contribuigdo das diferentes subpopulagbes de macréfagos

para a hiperplasia de células de Kupffer associada ao hipertirecidismo
experimental.
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3.3.Tratamento com T,:

O hipertireoidismo funcional foi obtido pela injegao intraperitoneal 0,1 mg de
Ta/kg de peso corporeo por 3 dias consecutivos (SIMON-GIAVAROTTI, 2001). Aos
controles foi administrado volume equivalente do veiculo do horménio, solugdo
salina (Figura 5).

3.4. Tratamento com Cloreto de Gadolinio (GdCl,):

Metade dos animais de cada grupo (ratos controle e ratos tratados com Taj)
receberam, adicionalmente, duas doses de 10 mg/kg de peso corpéreo cada uma,
de GdCly ou volume equivalente de solugio salina 0,9% (Figura 5), na veia da
cauda, sendo a primeira dose no dia 1 e a segunda no dia 3 (SIMON-
GIAVAROTTI, 2001). Todas as injegbes foram feitas nos animais anestesiados
com inje¢do intramuscular de Xilazina (Anasedan® 0,08mg/kg de peso) e
Ketamina (Dopalen® 0,1mg/kg de peso).

3.5. Procedimento cirdrgico:

Os animais foram anestesiados com injecdo intramuscular de Xilazina
{Anasedan® 0,08mg/kg de peso) e Ketamina (Dopalen® 0,1mg/kg de peso) e
submetidos & laparotomia. Amostras de sangue foram retiradas da veia cava, com
seringa descartavel de 10 ml, e colocadas em tubo seco sem anticoagulante por 1
hora. As amostras de sangue foram centrifugadas em 1500 g por 10 min e o0 soro
congelado a — 20 ° C. Os figados foram removidos, lavados em solugdo salina
0,9%, e divididos em alguns fragmentos que foram fixados em metacam (metanol
60%, acido acético 10% e cloroférmio 30%) Ao fim do experimento os animais
foram sacrificados por exsangiiinagdo, ainda sob efeito da anestesia (figura 6).
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para T; do Laboratério de Andlises Clinicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (LAC), que foi comparada a valores
de referéncia para ratos (TAPIA, ef. al., 1999).

3.7. Procedimento histolégico:

As amostras de tecido permaneceram imersas em metacam por 4 horas a
4°C. O fixador foi entdo substituido por alcool absoluto, permanecendo por 8 a 10
horas. Para a inclusdo das amostras em blocos de parafina, estas foram
processadas em trés banhos de alcool absoluto por 30 min, seguidos da
diafanizagdo do material com xilol em 3 banhos de 15 minutos, finalizando com
trés banhos de parafina por 30 minutos cada, em estufa a 58°C para a
impregnacio das pegas. Os blocos foram cortados em micrétomo com a

espessura de 3 a 5 um e os cortes foram colocados sobre laminas silanizadas.

3.8. Avaliagio da captagdo de carbono coloidal:

Carbono coloidal (Rotring) foi dialisado em membrana semipermeavel
Spectrapor 12000-14000 mesh, conforme o esquema a seguir (figura 7):

BIBLIOTECGCA
Faculdade de Cidncias Farmacéuticas
Universidade de S3o Paulo
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3.9. Estudo das subpopula¢des de macréfagos:

Foram utilizados anticorpos monoclonais ED1 (Serotec, Oxford, UK),
especifico para macréfagos/mondcitos e células dendriticas e ED2 (Serotec,
Oxford, UK) que marca células de Kupffer (Kono et al., 2002 e Dijkstra ef al., 1985)
e sistema de revelagdo EnVision-ALP (Dako Carpinteria, CA):

1. Preparo das laminas: cortes de 3 um de espessura, em ldminas silanizadas,
foram desparafinizados em xilol (3 banhos de 5 minutos) e reidratados (dois
banhos de 3 minutos em alcool 70°, dois banhos de 3 minutos em alcool
50° e um banho de 3 minutos em agua destilada). Lavados com solugao
salina tamponada - Tween 20 a 0,05% (PBS T). Para diminuir reagdes de
fundo foi utilizado um banho de 30 minutos em solugao salina tamponada
com leite desnatado molico a 5%

2. Anticorpo Primario: os cortes foram lavados com PBS T (3 banhos de 5
minutos), incubados em camara Umida pernoite com o anticorpo primano
diluido (ED1 1:500 e ED2 1:250) em PBS-BSA (solucdo salina tamponada -
albumina bovina 1%).

3. Controle Negativo: foram utilizados cortes de figados com 3 um de
espessura dos quatro grupos experimentais, que foram incubadas apenas
com tamp&o PBS-BSA.

4. Polimero marcado com Fosfatase Alcalina: os cortes foram lavados com
PBS T (3 banhos de 5 minutos) e incubados em cdmara Umida com o
anticorpo secundario por 30 minutos.

5. Solugdo de Substrato Cromdgeno (Fast Red): o substrato cromégerio foi
preparado durante a incubagio com polimero marcado: 3 ml da solugéo do
substrato cromégeno foi transferida para o tubo calibrado fornecido pelo Kit,
ent3o foi adicionado 1 tablete de Fast Red e misturado até sua dissolugio
completa. Finalmente, para o bloqueio da fosfatase alcalina endégena
foram acrescentadas 3 gotas (120 ul) de Levamisol. Os cortes foram
lavados em PBS T (3 banhos de 5 minutos) & a solugdo de substrato
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cromogeno foi aplicada, com a pipeta Pasteur fornecida pelo Kit. A reagsio
foi bloqueada com agua destilada apds 5 a 15 minutos.

6. Contracoloragdo com Hematoxilina: As laminas foram contracoradas com
hematoxilina de Harris lavadas em &gua de tomeira por 5 minutos,
alcalinizadas com 10 banhos em agua amoniacal 37 mM (2,5 mi de
hidréxido de aménio 15 M em um litro de agua destilada) e lavadas
novamente em agua de torneira por mais 2 minutos.

7. Montagem: o excesso de agua das iaminas foi retirado com papel toalha e
montagem foi feita em meio aquoso (Glycergel®).

3.10. Analise de Imagem:

A anaiise de imagem foi utilizada na quantificagdo das areas de carbono
coloidal e na quantificagao de células positivas para ED1 e células positivas para
ED2 (figura 6).

Para a avaliagdo da captagdo do carbono coloidal, uma area de 0,53 mm?,
foi analisada em cada amostra (30 campos de 0,0177 mm?Z/campo). Imagens de
areas localizadas proximas aos espagos porta foram capturadas em microscépio
optico Olympus com aumento de 400x, através do programa Image-Pro® Plus
versdo 3.0 (Micronal) e analisadas com o programa ImageTool versao 3.00,
disponibilizado gratuitamente pela Universidade do Texas San Antonio. A
porcentagem de area marcada por carbono coloidal com relagdo a area total de
células foi obtida pela raziio entre a area de marcada por carbono e a area total de
células, subtraida da area “branca” (espagos sinusoidais, luz de vasos) em cada
campo quantificado.

A intensidade da contracoloragdo foi utilizada para normalizar as
determinagdes dos varios campos de cada corte. Para evitar tendéncias, o limite
de variagdo entre as amostras foi minimizado, pela preparagdo simultanea das

amostras, e controlado, estipulando-se uma faixa de variagdo arbitrana para os
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valores numericos do limite de detecgdo (“threshold”), determinado
automaticamente pelo programa de analise. Este valor ndo variou mais do que
10% entre as amostras.

Para quantificar o nimero de células ED1 e ED2, 30 campos com area de
70901,03 um?, foram capturados em microscépio Olympus pelo programa Pro-
image® plus 3.0, em aumento de 200 vezes. Destes 30 campos, dez campos
foram aleatoriamente selecionados em cada uma das regides periportal, zona
intermediaria e centrolobular {zona |, I e 1li respectivamente) do I6bulo hepatico.

Para definir as zonas | e Ill foram capturados campos com a presern¢a da
triade portal e veia centroiobular respectivamente. A distancia entre o centro dos
vasos e a ceélula contada mais distante deles foi medida em todos os campos
analisados, como uma forma de controle da area atribuida aleatoriamente a estas
regioes. Campos representativos de zona |l foram capturados em regites
desprovidas de vasos.

As células positivas de cada campo foram contadas manualmente com o
auxilio do programa ImageTool versdo 3.00. As areas brancas de cada campo
foram subtraidas da area total do campo, obtendo-se a area ocupada por células.
Os resultados foram expressos como as médias das densidades de céiulas em
cada regido, por animal estudado A calibragéo foi obtida pela captura de uma
escala micrométrica linear padrao, com preciséo de 0,01mm.

3.11. Analise estatistica dos resultados:

Os resultados de niveis de T, circulante e de captago de carbono coloidal
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni.
Os resultados de imuno-histoquimica para ED1 e ED2 foram estudados por
ANOVA para medidas repetidas, apds estabilizago das variancias pela
transformagio de Box-Cox com pardmetro lambda = % Em ambos os casos

consideramos significantes os resultados com p<0,05.
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4. Resultados

4 1. Concentragdo de T; circulante:;

Tabela | — Concentracdo plasmatica de Ti (ng/mL)?, segundo a condi¢io de
tratamento dos animais”

Salina Ts
Salina 0,41 £ 0,08 34+12*
(n=6) (n=6)
GdCl, 0,48 £ 0,11 1,9+£1.1"
(n=6) (n=8)

*diferente dos outros grupos com p s 0,001 em todas as comparagdes (analise de
variancia, seguida do teste de Bonferroni)

® Na primeira linha, as colunas mostram valores referentes aos grupos controle
(salina) e tratado (T3} e na segunda linha, os resultados dos subgrupos que
receberam GdCl; As amostras analisadas foram colhidas no dia 4 do
expernmento.

® Na primeira linha, as colunas mostram valores referentes aos grupos controle
(salina) e tratado (T3) e na segunda linha, os resultados dos subgrupos que

receberam GdCl; .






29

Tabela Il — Captagdo de carbono coloidal pelas células de Kupffer®, segundo a

condi¢do de tratamento dos animais®

Salina T3
Salina 3,910,1 10,5+ 2,3*
(n=6) (n=6)
GdCI3 24104 1,706
(n=6) (n=6)

*diferente de todos os outros grupos com p < 0,001 em todas as comparagées

(analise de vanancia, seguida do teste de Bonferroni)

* Os valores apresentados representam a

média de trés medidas independentes da % de area marcada com carbono

calculada na area ocupada por células em cortes corados de figado de rato. Area
total medida em cada corte, ~ 0,53 mm?.

® Na primeira linha, as colunas mostram valores referentes aos grupos controle
(salina) e tratado (T3) e na segunda linha, os resultados dos subgrupos que

receberam GdCl; .
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43.2. Populagdo de células ED2 positivas

Foram contadas como céluias da zona | hepatica, as que mantinham uma
distancia maxima de 289,29 (média 177,91 = 106,91) da luz da triade portal e
como células da zona lll, as que mantinham uma distancia maxima de 317,87
(média 180,92 + 126,30).da luz da veia centrolobular.

400 -
300 -
200 -

100 -

0 -

-100 1 T .

Figura 12 — Densidade celular (célulaslmmz) da subpopulagdo ED2 nos grupos
controle e tratados com T3 nas zonas |, |, Ili do iébulo hepatico. A: animais
tratados com T, @: animais controle. Os simbolos vazios correspondem aos

animais tratados com GdCl; em cada grupo.



4.4.3. Populagao estimada de células ED1+/ED2-

400 -

300 1
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Figura 13 - Densidade celular (céiulas/mm?) da subpopulagio estimada de
células ED1+/ED2- nos grupos controle e tratados com T3 nas zonas do Iobuto
hepatico (I, II, lIl) A: animais tratados com T, @: animais controle. Os simbolos
vazios correspondem aos animais tratados com GdCl; em cada grupo. *Diferengas
estatisticas entre os grupos controles e hipertireoideos foram analisados com
ANOVA para medidas repetidas, seguido de estabilizagdo de variancia por Box-

Cox, A = %, p<0.05.
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5. Discussdo

O aumento na concentragao circulante de T; e © aumento na capacidade de
retencdo de material particulado pelas células de Kupffer foram observados no
grupo tratado com T (Figura 8, Tabelas | e Il). O aumento de T circulante leva ao
aumento da temperatura retal dos animais, segundo FERNANDEZ e
colaboradores (1985). A calorigénese ocorre por um mecanismo bem estudado e
decorre da aceleragdo na atividade metabdlica aerdbica hepatica associada a
sintese de proteinas desacopladoras da fosforilagdo oxidativa. Este conjunto de
modificages resulta secundanamente em aumento da capacidade oxidativa no
tecido hepatico (FERNANDEZ et a/,1985 e VIDELA, 2000). Hepatocitos sdo
especialmente susceptiveis a toxicidade do Ts, 0 aumento da sintese protéica e
inchagdo turva sdo as alteragdes mais precoces relatadas, que se acompanham
de algum grau de hipertrofia de céluias de Kupffer, sugerindo adaptagio tecidual
(DEL MONTE, 2001). Degeneragéo gordurosa, necrose centrolobular e cirrose sio
ocasionalmente encontradas em pacientes nédo tratados (VIDELA, 2000). Foi
descrito aumento na atividade fagocitica de células de Kupffer em individuos
hipertireoideos e é proposta uma hiperplasia/hipertofia funcional destas céiulas
(TAPIA et al., 1997). A hiperplasia funcional das células de Kupffer associada ao
hipertirecidismo experimental foi documentada neste trabalho pelo aumento na
captacdo do carbono coloidal (figura 8 e tabela Il). A participagao de outros tipos
celulares, como as células endoteliais e hepatodcitos, foi excluida verificando-se
que a captagdo de carbono coloidal praticamente desaparece nos grupos em que
foi feita a eliminagéio seletiva das células de Kupffer com cloreto de gadolinio. O
GdCl; é um inativador seletivo das células de Kupffer, por isso os animais tratados
com GdCl; foram considerados nas comparagdes como controles negativos da
atividade destas células. Este efeito & dependente do tempo de tratamento e ndo €
permanente, nem letal, A administragdo intravenosa de GdCi; aos animais
promove um blogueio da fagocitose pelas céiulas de Kupffer e também uma
eliminagio macica dos macréfagos situados na zona periportal dos acinos
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hepéaticos. A repopulagdo do figado, por macrofagos, comega 4 dias apds a
injecéo do GdCl; (HARDONK et al. 1992 e HUSZTIK et al., 1980).

Apesar do mecanismo do efeito funcional do T, sobre as células de Kupffer
nao estar esclarecido, sabe-se que pode envolver efeitos sobre mais de uma
subpopulagdo de macrofagos residentes no figado. Para estudar efeitos
diferenciais sobre as subpopula¢bes de macréfagos hepaticos, utilizamos a
eliminagdo seletiva de células de Kupffer por cloreto de gadolinio, combinada com
a demonstragdo imuno-histoquimica dessas células pelos anticorpos monoclonais
especificos ED1 e ED2.

Os animais do grupo controle (salina—salina), mostraram a presenca dos
dois tipos de macrdfagos distribuidos em zonas [, Il, Hl {respectivamente as
regibes periportal, zona intermediaria e centrolobular) (figuras 9 e 10). Uma maior
densidade de células tanto positivas para ED1, como positivas para ED2 foram
encontradas nas zonas | e Il {(figuras 11 e 12). Confirmando a natureza fagocitica
destas células, a populagdo de células positiva para o antigeno ED2 foi
praticamente eliminada nos animais do grupo salina-gadolinio (figuras 10 e 12).

Estimando aproximadamente © tamanho da populagdc das células
ED1+/ED2- a partir da diferenga entre o nimero de células de Kupffer ED1+ e 0
ndmero de células ED2+, em cada regido (figura 13), verificamos que nossos
resultados sao consistentes entre si e comparaveis com os de Kono e
colaboradores (2002), que mostra que as células ED1+/ED2- sdo menos
susceptiveis do que as ED1+/ED2+ ao GdCl; e que sdo as Unicas células
remanescentes apds este tratamento.

A susceptibilidade ao efeito do GdCl; depende da capacidade da céiula de
endocitar 0 GdCl;, administrado por via endovenosa na forma de agregado
coloidal. Uma vez no compartimento endossomal-lisossomal celular, 0 pH 4cido
promove a dissolugdo do agregado e sdo formados ions de GdCly, que se fixam
nestes compartimentos, modificando a fungdo de componentes celulares e
levando & morte da célula. A recirculagdo de endossomos para a membrana
plasmética também pode alterar a membrana graduaimente, resultando em
desintegragao celular (LAZAR ef al., 1989 e KONO et al., 2002).
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As particulas coloidais de GdCis sdo fagocitadas principalmente por céluias
de Kupffer de tamanho grande e intermediario e em menor proporgdo pelas
células de Kupffer menores, devido a sua maior capacidade fagocitica, por isso as
células de Kupffer grandes sao mais vulneraveis que as pequenas (KONO et al.,
2002). Na repopulagéo hepatica inicial por macréfagos, apds o uso de GdCl, as
células sdo pouco vuineraveis. Quando a repopulagdo & completa, os novos
macréfagos mostram a mesma vulnerabilidade das células originais (HUSZTIK ef
al., 1980 e HARDONK et al. 1992).

Em nossos animais, a administragdo de T3 induziu a um aumento na
populagdo hepatica de céiulas mononucleares positivas para o antigeno ED1
(Figuras 9 e 11), mas ndo nas positivas para ED2 (figuras 10 e 12).

Da mesma forma que 0$ animais do subgrupo salina-gadolinio, 0s animais
tratados com T3 e GdCl; mostraram uma diminui¢do no namero de células ED1 e
ED2 positivas, nas trés regides do I6bulo hepatico. A maiona das células positivas
para ED1 encontradas nestes animais, também era constituida por macréfagos
pequenos. A hiperplasia de células de Kupffer implica efeitos funcionais que
podem depender do estado de ativagao celular. QO “clearance” silencioso de
iniciadores de inflamagdo, de carater antiinflamatério € mediado principalmente
por macréfagos residentes (WITMER-PACK et al.,, 1993). Céluias de Kupffer em
estado basal apresentam intensa atividade fagocitica, mas produzem fluxos baixos
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e expressam mal receptores de
histocompatibilidade (MHC) classe Il (BOUWENS ef al.,, 1992, ARMBRUST et a/.,
1996). Entretanto, podem iniciar a resposta inflamaténa, inclusive como células
apresentadoras de antigenos (NAITO ef al., 1997). A ativagdo de células de
Kupffer resulta em aumento no recrutamento de mononucleares circulantes, na
expressdo de receptores e na secregdo de varias enzimas, eicosandides, PAF,
citocinas, proteinas do Complemento, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e
apolipoproteina E (ARMBRUST ef al., 1996 e WINWOOD & ARTHUR, 19898). O
endotélio sinusoidal e as células de lto respondem as substincias liberadas por
células de Kupffer ativadas, amplificando 0 espectro de substancias liberadas
durante a inflamagéo. Esta agdo conjunta desencadeia a sintese de proteinas de
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fase aguda, circulantes, e as respostas de regeneragio hepatica, uma vez que
algumas das espécies oxidantes produzidas, como peroxido de hidrogénio, podem
ativar fatores de transcricdo (NF-xB, AP-1) e modificar o equilibrio entre os sinais
de morte e de proliferagdo nas células do figado (SEN et al., 1996).

A estimativa da populagdo ED1+/ED2- permitiu analisar 0 aumento de
macrofagos hepéticos que ndo podem ser considerados formas completamente
diferenciadas de células de Kupffer (ARMBRUST et al. 1996, SATO et a/, 1998 e
YAMATE et al., 1999). O valor calculado considera que todas as células ED2+
sejam também ED1+, o que é sugerido pela literatura, mas que nossos dados no
permitem confirmar, uma vez que ndo foram utilizadas técnicas de dupla
marcagdo. Portanto, a expansdo da populagdo ED1+ED2-, observada nos
animais tratados com T3, € igual ou maior que a calculada por nds.

Mondcitos recém-migrados sao provaveimente ativados durante a travessia
pela parede vascular, produzindo espécies reativas (DECKER ef a/., 1997). O
ambiente do sinuséide funciona como estimulo para a proliferago local de céiulas
mononucleares precursoras de macréfagos e para sua diferenciacdo em células
de Kupffer. Neste caso, sugere-se que nos animais que receberam T3, ha um
desvio da populagdo de macréfagos hepaticos para formas mais jovens, que
podem ser menos eficientes do que as células maduras na fungdo de endocitose
nao inflamatéria (ARMBRUST et al. 1996). Independente do fato de
considerarmos as células pequenas (ED1+/ED2-) como precursores locais de
células de Kupffer ou monécitos recém migrados, os resuitados mostram que a

hiperplasia envoive compartimentos extra-sinusoidais do organismo.
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6. Conclusdes

O método padronizado para quantificar as areas marcadas por carbono
coloidal e a densidade de células marcadas imuno-histoquimicamente por ED1 e
ED2 nos permitiu estudar o comportamento funcional e a distribuig¢io anatémica
das diferentes subpopulacbes das células de Kupffer, frente ao tratamento com T3
e GdCl; em cortes histolégicos por meio de um sistema computadorizado.

O aumento na concentragio T, plasmatico circulante foi acompanhado por:

Hiperplasia das células de Kupffer

2. Aumento da atividade fagocitica das células de Kupffer, demonstrada
pela area marcada por carbono coloidal,

3. Expansao da subpopulagdo de macréfago hepatico ED1+, em especial
ED1+/ED2- associada a mondcitos recém-migrados e precursores
locais de células de Kupffer, segundo a reagio imuno-histoquimica com
os anticorpos monoclonais ED1 e ED2,
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