
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 
FACULDADE DE CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS 

Programa de Pós-Graduação em Ciência dos Alimentos 
Área de Análises Clínicas 

Hiperplasia das subpopulações de células de Kupffer associada ao 
hipertireoidismo experimental 

Sandra Lorente 

Tese para obtenção do grau de 
MESTRE 

Orientador: 
Profa. Ora. Ligia Ferreira Gomes 

São Paulo 
2004 

(Nota da BCQ: Não foi possível capturar fielmente a imagem das figu ras desta dissertação) 



DEDALUS - Acervo - CQ 

1 ~11111 11111 ~I~ 111111I~ Ili~ 111~ Ili~ íllll 1!1111~ !~ 
30100007146 

Ficha Catalográfica 
Elaborada pela Divisão de Biblioteca e 

Documentação do Conjunto das Químicas da USP. 

Lorente, Sandra 
L869h Hi perplasia das subpopulações de células de Kupffer associada 

ao hipertireoidismo experimental / Sandra Lorente. •• São Paulo, 
2004. 

47p. 

Dissertação (mestrado) - Faculdade de Ciências Farmacêuticas 
da Universidade de São Paulo. Depar1amento de Análises Clínicas 
e Toxicológicas. 

Orientador: Gomes, Ligia Ferreira 

1. Patologia celular 2. Histoquímica 1. T. li. Gomes, 
Lígia Ferreira, orientador. 

574.8765 CDD 



Sandra Lorente 

Hiperplasia das subpopulações de células de Kupffer associada ao 
hipertireoidismo experimental 

Comissão Julgadora 
da 

Tese para obtenção do grau de Mestre 

Profa. Ora. Lígia Ferreira Gomes 
orientador/presidente 

Profa. Ora Sílvia Berlanga de Moraes Barros 

Dr. Celso di Loreto 

São Paulo, 23 de março de 2004. 



iii 

A Fé é um modo de possuir desde agora o que se espera, um meio de 

conhecer realidades que não se vêem. Foi ela que valeu aos ancestrais um bom 

testemunho. 

Pela fé nós compreendemos que os mundos foram organizados pela 

palavra de Deus. Segue-se daí que o mundo visível não tem suas origens em 

aparências. 

Hebreus 11: 1-3. 
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RESUMO 

0 hipertireoidismo associa-se ao estresse oxidativo hepático, demonstrando-se 

àumentos no metabolismo basal e produção de espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio rios hepatócitos, enquanto são comprometidos os principais sistemas 

antioxidantes do tecido hepático. Macrófagos contribuem para o estresse oxidativo 

observado em animais tratados com triiodotironina {T 3), sendo descritas a 

hiperplasia e a hipertrofia das células de Kupffer, que são um grupo heterogêneo 

de células, derivado de uma população menos numerosa de precursores locais, 

pouco distintos, morfologicamente, dos elementos maduros da linhagem. O 

próprio ambiente sinusoidal estimula a proliferação e a diferenciação de 

precursores em células de Kupffer, mas aumentos na velocidade de renovação 

celular podem implicar efeitos funcionais secundários. Para investigar se células 

mononucleares circulantes, derivadas da medula óssea, participam na patogênese 

da hiperplasia das células de Kupffer, o hipertireoidismo funcional foi induzido em 

ratos Sprague-Dawley, tratados com T3 (0,1mg/kg, 3 dias i.p.). Nos animais 

controle, foi administrado volume equivalente de solução salina. Cloreto de 

Gadolínio (GdC'3 10 mg/kg e.v.) foi utilizado para eliminar células de Kupffer, 

produzindo controles negativos adicionais em cada grupo. Subpopulações de 

células de Kupffer foram caracterizadas por imuno-histoquímica, em tecido 

hepático fixado em metacam e incluído em parafina, pela reação com anticorpos 

monoclonais ED1 e ED2. A fagocitose foi demonstrada por análise 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 

-área marcada pelo carbono coloidal nos animais tratados com T J, efeito que foi 

abolido pela administração de GdCb. Anticorpos ED1 e ED2 forneceram 

evidências de que a hiperplasia das células de Kupffer induzida por T 3 leva a uma 

mudança na população de macrófagos, com aumento de células fenotipicamente 

mais jovens (ED1+/ED2-). Assim a hiperplasia das células de Kupffer induzida por 

T 3 envolve tanto a expansão de precursores locais pelo recrutamento de 

monócitos circulantes, como a sua diferenciação 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 triiodothyronine (T 3)-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 elements. 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. ln order to investigate if the 

bone marrow derived, circulating mononuclear cells participate in the pathogenesis 

of Kupffer cell hyperplasia; Sprague-Dawley rats were treated with T 3 (0.1 mg/kg, 3 

days, i.p.) to induce functional hyperthyroidism. Normothyroid controls were 

administered saline. Gadolinium chloride (GdCb, 1 O mg/kg) was employed to 

eliminate Kupffer cells, providing additional negative control animais 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 animais 

administered colloidal carbon (640 mg/kg, i.v.). Colloidal carbon uptake was 

increased in the liver of animais treated with T 3, an effect that was completely 

abolished by GdCb administration. ED1 and ED2 antibodies provided evidence 

that T 3-induced Kupffer cell hyperplasia causes a shift on liver macrophage 

population, leaning towards younger cell phenotypes {ED1 +/ED2-). Thus, T3-

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. 
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1. Introdução 

1.1. Células de Kupffer: função e interação com outras células do sinusóide 

hepático 

As células de Kupffer são macrófagos especializados, encontrados no 

lúmen ou entre as células endoteliais fenestradas do sinusóide hepático (Figura 1 ). 

Estas células têm um importante papel na defesa do hospedeiro durante os 

processos de lesão e reparo (WINWOOD & ARTHUR, 1998). Elas representam a 

maior população de macrófagos do corpo, constituindo cerca de 10% do total de 

células hepáticas e 80% dos macrófagos teciduais (TAKEZAWA et ai., 1995). Sua 

posição anatômica e histológica está estrategicamente relacionada com o controle 

da variedade de substâncias presentes no sangue (BOUWENS et ai., 1992). 

Célula endotelial 
., ............ .. 

Hepatócito 

Célula de lto 

'········· ... ._ rfPh e(i , ~ ................................... ~ Célula de Kuoffer 

[. X • 1t• J~]• EsoacodeOisse 

Figura 1 - Esquema da localização e das relações anatômicas das células de 

Kupffer no sinusóide hepático (DECKER, 1990). 

As células de Kupffer apresentam uma forma variável, com muitos 

processos citoplasmáticos, alguns dos quais estendem-se até o espaço 

subendotelial de Disse, mediando as interações funcionais destas células com 

hepatócitos e células de lto (WINWOOD & ARTHUR, 1998). A membrana celular é 

enrugada com numerosas invaginações e o citoplasma contém um grande número 

de lisossomos e fagossomos, retículo endoplasmático rugoso abundante, 

poliribossomos, complexos de Golgi e mitocôndrias. Estes aspectos variam com o 
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estágio de ativação celular (WINWOOD & ARTHUR, 1998). Várias funções têm 

sido associadas às células de Kupffer, principalmente a endocitose, o 

processamento de antígenos, a citotoxicidade e a secreção de substâncias 

biologicamente ativas. 

A capacidade de endocitose das células de Kupffer é bem demonstrada, in 

vivo e in vitro, pela fagocitose e/ou pinocitose de vírus, bactérias e outros 

microorganismos; enzimas e endotoxinas nocivas vindas do trato gastrointestinal; 

leucócitos e eritrócitos senescentes; antrgenos e complexos imunes; hormônios; 

lipoproteínas e substâncias exógenas, como carbono coloidal, ouro e látex. As 

células de Kupffer têm uma alta capacidade de depuração de endotoxinas do 

sangue circulante. Também degradam hemoglobina, promovendo a recirculação 

do ferro. A endocitose ocorre principalmente via receptores, como os receptores 

para a porção Fc de imunoglobulinas, fração C3 de complemento, galactose e 

manose, entre outros (BOUWENS et ai., 1992). 

Células de Kupffer podem agir como apresentadoras de antígenos e induzir 

resposta imune específica in vitro e in vivo, desde que ativadas. Contudo, sua 

função primária é a de seqüestrar antígenos (prevenindo uma resposta imune 

antígeno-específica), e evitar, por exemplo, respostas imunes contra proteínas da 

dieta e componentes normais do sangue portal. As células de Kupffer podem, 

inclusive, propiciar tolerância antigênica, pela digestão de material imunogênico. 

Células de Kupffer expressam mal receptores MHC classe li em estado basal, 

enquanto que uma forte expressão é observada em células ativadas (BOUWENS 

et ai., 1992). 

As células de Kupffer são capazes de produzir citotoxicidade direta, 

mediada pela secreção de TNF-a e pela produção de espécies reativas de 

oxigênio e nitrogênio (BOUWENS et al.1 1992). Quando ativadas por antígenos 

específicos, via receptor, ou por imunomoduladores (lipopolissacarídeos, 

muramilpeptídeo, interferon-y; etc), as células de Kupffer desencadeiam a síntese 

e a secreção de um amplo espectro de substâncias (WINWOOD & ARTHUR, 

1998). 
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As células de Kupffer relacionam-se, no sinusóide hepático, com outros 

tipos celulares (figura 1 ): 

1. As células endoteliais contém pequenas fenestrações de forma a 

permitir a difusão livre de partículas menores do que 0,02 µm do sangue 

pelo espaço de Disse até os hepatócitos, e a impedir o movimento de 

partículas maiores, como os remanescentes de quilomícrons. Estas 

células têm capacidade de endocitose e também sintetizam e secretam 

mediadores inflamatórios e vasoativos (endotelina, IL-1, IL-6, NO·, PGl2). 

(BOUWENS et ai. 1992 e DECKER, 1997). 

2. As células de lto, que têm origem mesenquimal e estão situadas no 

espaço de Disse, são a principal fonte de componentes da matriz 

extracelular e também o principal sítio de armazenamento de vitamina 

A. Elas são capazes de secretar fatores de crescimento de fibroblastos 

e hepatócitos, TGF-í3, PGE2, PGD2 e PGF2a (BOUWENS et ai. 1992, 

DECKER, 1997 e JOHNSON, 1992). 

3. As "pit cellsn são representantes de uma linhagem de linfócitos 

granulares grandes, não-T e não-B, presentes na circulação e em vários 

órgãos não linfóides. (BOUWENS et ai. 1992, DECKER, 1997). Alguns 

autores as consideram como células "Natural Killer" específicas do 

fígado, as pit cells de ratos possuem um alto nível de atividade citolítica 

contra uma variedade de células tumorais e células infectadas por vírus 

(LUO, 2000). São capazes de secretar interferon-y. Estão localizadas no 

lúmen sinusoidal, no espaço de Disse e entre os hepatócitos e 

provavelmente migram entre o fígado e o sangue (BIOULAC-SAGE et 

al.1986). 

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

Células endoteliais e células de lto respondem às substâncias liberadas pelas 

células de Kupffer ativadas. 
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1.2. Substâncias produzidas e secretadas pelas células de Kupffer ativadas 

Diversos estudos têm demonstrado que o processo de fagocitose pode ser 

acompanhado pela liberação de moléculas específicas, o contato entre a 

superfície da partícula e seu receptor de superfície no macrófago induz a 

produção de componentes como espécies reativas do oxigênio e metabólitos do 

ácido araquidônico (eicosanóides). Dependendo do tipo de receptor envolvido, 

caminhos diferentes de transdução podem ser ativados, então não é necessário 

que todos os sinais possíveis sejam produzidos simultaneamente. A síntese e 

liberação de substâncias sinais não requer a endocitose completa do material 

fagocitado, o simples contato deste material com seu receptor específico ou sítios 

ligantes são suficientes para iniciar a resposta (DECKER, 1990). 

As células de Kupffer também podem ser estimuladas ou ativadas por 

substâncias solúveis que se ligam a receptores específicos na membrana 

plasmática como a fração CSa do complemento, N-formil-Metionil-Leucil­

F enilalanina e interieron-y, Fc, nucleotídeos trifosfato e difosfato ou no citosol 

como lipopolissacarídeos (LPS) e ésteres de forbol, conduzindo a liberação de 

mediadores ou sinais moleculares por mecanismos diferentes, tomando estas 

células capazes de citotoxicidade (DECKER, 1990, SHIBATA e/ a/., 1991). 

Como ilustra a figura 2, uma proteína G, associada à interação ligante­

receptor, é fundamental na transdução de sinais a partir da membrana plasmática. 

Algumas enzimas são reguladas por proteína G, como a adenilato ciclase, 

estimulada por G1 e inibida por Gi, e a fosfolipase C, que hidrolisa fosfatidil inositol 

fosfato em myo-inositol fosfato e diacilglicerol (DECKER, 1990). 

A ativação da adenilato ciclase (figura 2) seguida pelo aumento intracelular 

na concentração de AMP e é observada após um tratamento das células de Kupffer 

com PGE2 e LPS. AMP e media a síntese e liberação de colagenase pelas células 

de Kupffer, uma enzima importante para o remodelamento após lesões teciduais 

(DECKER, 1990). 

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

proteína quinase C, para a mobilização de Ca2
+ do retículo endoplasmático 
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(Car/+) e, possivelmente, para o influxo de Ca2+ do exterior da célula. Deste 

modo, a protelna quinase e um segundo mensageiro (Ca2+) são mobilizados 

diretamente durante a quebra do ácido araquidônico a partir de diacilglicerol e 

ativação de fosfolipase A2 por Ca2+/calmodulina são efeitos secundários 

conduzindo a liberação de importantes moléculas sinalizadoras, os eicosanóides. 

Fosfolipase C é acoplada a proteína G. O sinal de transdução através do 

diacilglicerol e do lnositol trifosfato dependem de interações com o Ca2+, o 

segundo mensageiro necessário para a ligação à membrana plasmática e ativação 

da proteína quinase C, enquanto as proteínas fosforiladas por proteína quinase C 

podem influenciar o movimento de Ca2+ e outros ligantes na célula. A proteína 

quinase Cesta envolvida na ativação de NADPH oxidase e do carregador Na+/H+, 

enquanto o influxo de Ca2+ é necessário para ativação de fosfolipase A2 e síntese 

de eicosanóides (DECKER, 1990). 

FMA 

+ 

Oi 
extracelular 

/' 
Diacilglicerol ~ Protelna ~ NADPH 

quinase C oxidase 

/ + ~H+ 

' 

F f 1. e .ai-. intracelular 
receptor os o 1pase y 

~ :!+ :!+ , ~ 

~~v \t Care .... Car ~ ~~<!:. 
Proteína G ,d I --....:::::_ 

lnositol trifosfato l 
Fosfolipase A2 

/ 
Adenilato _. AMP e ~ -- ···- ·· · ··········•·· ··· ·-········· AMPdbc 

_..f''' receptor - ciclase ~ 
PGE2 ~-{ ., ~ Slntese de 

~~ v Colagenase 

Proteina G 

Figura 2 _ Esquema da ativação da célula de Kupffer baseado em um modelo 

proposto por DECKER, 1990. 
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1.2.1. Moduladores de funções celulares 

As células de Kupffer produzem diversos tipos de mediadores inflamatórios. 

Entre os mais importantes, estão os eicosanóides, o fator ativador de plaquetas 

(PAF) e citocinas. 

Os eicosanóides são lipídios de baixo peso molecular, e seu precursor 

predominante é o ácido araquidônico, que está presente nos tecidos e fluidos. O 

ácido araquidônico é liberado pela ação das fosfolipases, especialmente a 

fosfolipase A2, que tem sua atividade aumentada em células de Kupffer ativadas. 

O ácido araquidônico é convertido em eicosanóides por duas vias (DECKER, 1986 

e DECKER et ai., 1986). 

Uma primeira via, denominada via da ciclooxigenase, origina as 

prostaciclinas (PGl2), que atuam como vasodilatadoras, inibem a agregação 

plaquetária e a aderência à superfície endotelial, são depressoras de fagocitose e 

antagonistas de TXA2, as prostaglandinas (PGF2a, PGE2) consideradas como 

indutoras de trabalho e auto-reguladoras das células de Kupffer (figura 2) 

respectivamente, e tromboxano A2 (TXA2), vasoconstritor, estimulador de 

agregação plaquetária e aderência de células endoteliais (DECKER, 1986 e 

DECKER et ai., 1986). 

Uma segunda via denominada via da lipoxigenase, ongma o ácido 5-

hidroperoxieicosatetraenóico (5-HPETE), que atua como agente quimiotático e os 

leucotrienos (L TB4, que tem como principais funções a quimiotaxia, agregação de 

leucócitos, liberação de 02·· e enzimas e inibição da síntese de prostanóides nas 

células de Kupffer e LTE4, que atua como vasoconstritor no fígado) (DECKER, 

1986 e DECKER et ai., 1986). 

O Fator ativador de plaquetas é um fosfolipídio liberado por várias células 

incluindo células de Kupffer. PAF, não é armazenado, mas é rapidamente 

sintetizado com auxílio da fosfolipase A2, após um estímulo. O PAF promove a 

liberação de aminas vasoativas de trombócitos e agregação de plaquetas, é um 

potente fator quimiotático para plaquetas, monócitos e eosinófilos, aumenta a 

permeabilidade vascular, induz a desgranulação de neutrófilos e a ativação de 
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macrófagos. Células de Kupffer expostas a PAF produzem superóxido e 

eicosanóides, e mostram um aumento na produção de inositol fosfato e na 

concentração de Ca2
• intracelular (DECKER, 1990 e SHIBATA, et ai 1991). 

As citocinas são proteínas solúveis envolvidas em diversos processos 

fisiológicos e patológicos, como crescimento, desenvolvimento e diferenciação 

celular e processos de reparo. A maior função das citocinas consiste em mediar 

interações entre sistema imune e sistema inflamatório. Células de Kupffer, 

secretam interleucinas (IL-1, IL-6), fator de necrose tumoral (TNF-a), interferons e 

fatores de crescimento (TGF-(3, TGF-a e HGF) (BURGER, et ai., 2002). 

A IL-1 e os TNFs são produzidos em sítios inflamatórios próximos às 

células endoteliais, induzindo nestas células a expressão de moléculas de adesão 

que interagem com linfócitos sangüíneos e ocasionam seu extravasamento. Além 

disso, produzem agentes quimiotáticos que recrutam polimorfonucleares, 

monócitos e linfócitos (BURGER, et ai., 2002). A interleucina -1, que é também 

conhecida como fator ativador de linfócitos ou como pirógeno endógeno, tem a 

capacidade de estimular a produção de IL-2 pelas células T (DECKER, 1990). 

A IL-6 também é conhecida como interferon - (32, fator estimulador 2 de 

células B ou fator estimulador de hepatócitos, é o mais potente estimulador 

conhecido da síntese de proteínas de fase aguda em hepatócitos. Além disso, é 

capaz de induzir a maturação terminal e estimular a secreção de lgM e lgA em 

células B, e aumentar a proliferação de células progenitoras hematopoiéticas 

(DECKER, 1990 e BURGER, et ai., 2002). 

O fator de necrose tumoral TNF-a é uma citocina essencial na defesa do 

hospedeiro frente a uma infecção ou inflamação. Está associada à indução de 

expressão de moléculas de adesão pelas células endoteliais, e auto-regulação de 

macrófagos (HOFFMANN, et ai., 1993 e BURGER, et ai., 2002). 

A interação do lnterferon-y (INF-y) com seu receptor na membrana dos 

macrófagos induz a ativação de proteína quinase C e causa a mobilização de 

Ca2
•, desta forma ativa macrófagos aumentando sua capacidade de promover a 

defesa do hospedeiro pelo metabolismo, oxidativo, assim como o metabolismo 

oxidativo dos macrófagos (SHIBATA, et ai 1991). 

BIBL I OTECA 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

Universidade de São Paulo 
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O fator de crescimento de hepatócito (HGF), que estimula mitose e 

regeneração de hepatócitos em lesões e o fator de crescimento transformante 

TGF-~ constituem um grupo de polipeptídios de ação reguladora tanto da 

mielopoiese como da linfopoiese, e estimulam células de lto a produzirem 

colágeno (DECKER, 1990 e SHIBATA, et ai 1991). 

1.2.2. Mecanismos de defesa e citotoxicidade 

Nas células de Kupffer, assim como em outros macrófagos e nos 

neutrófilos, são produzidas espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, em 

resposta a um estímulo inflamatório. Durante a fagocitose de antígenos 

particulados, o ânion radical superóxido (O2··), o peróxido de hidrogênio (H2O2), o 

radical hidroxila (HO·) e o óxido nítrico (NO) formam-se no interior do vacúolo 

fagocítico. 

A formação de superóxido é catalisada por NADPH oxidase localizada na 

membrana plasmática, que reduz o oxigênio a O2··. A produção de O2·· pelas 

células de Kupffer não requer Ca2
+, mas é regulada pela proteína quinase C. As 

espécies reativas produzidas pelas células de Kupffer ajudam os macrófagos a 

inativar e destruir partículas ou organismos que foram fagocitados (DECKER, 

1990). 

O óxido nítrico é um potente mediador citotóxico e regulatório. A produção 

deste mediador pelas células de Kupffer é dependente da presença de I-arginina. 

A produção pode ser bloqueada por inibidores da óxido nítrico sintase, n­

monomethyl-I-arginina e interleucina-1 e interleucina-4 (LASKIN, et ai., 1993). 

1.2.3. Enzimas lisossomais e proteinases neutras 

As Células de Kupffer possuem representantes deste grupo de substâncias 

pré-formados em seu interior, mas necessitam de um estímulo para sua liberação. 
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entre eles, a lisozima, catepsina, ~-glicuronidase, ~-acetil glicosaminidase, 

peroxidase, esterases e acetilases (WINWOOD & ARTHUR, 1998). 

As proteinases neutras também atuam como mediadores de lesão tecidual, 

dentre elas o ativador de plasminogênio, colagenase tipo IV (95 kDa), gelatinase B 

e colagenase intersticial (WINWOOD & ARTHUR, 1998). 

1.2.5. Outras substâncias 

As células de Kupffer são capazes de secretar componentes do sistema 

complemento, apolipoproteína E, a1-iduronidase e fosfolipase A2, uma enzima 

intracelular ligada a membrana e ativada por Ca2
+, relacionada com a liberação de 

ácido araquidônico (DECKER, 1986). 

1.2.6. Sistema auto-regulatório da estimulação das células de Kupffer 

Alguns mediadores interagem e estabelecem um controle por 

retroalimentação (figura 3). Por exemplo, o estímulo inflamatório promove nas 

células de Kupffer a síntese de TNF-a e IL-:1 ~' que também estimulam as células 

de Kupffer. Como parte da resposta a estes mediadores, estas células sintetizam 

e liberam PGE2, que funciona como regulador negativo para a ativação das 

células de Kupffer (DECKER, 1997). 
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Figura 3 - Mecanismo auto-regulatório da estimulação de células de Kupffer 

(DECKER, 1997}. 

1.2.7. Interação entre as células do fígado e os mediadores químicos 

Em síntese, como mostra o esquema proposto por DECKER (1997} a 

ativação das células de Kupffer leva a uma cascata de ativação de outras células, 

presentes normalmente no fígado, ou recrutadas durante a inflamação (monócitos 

e polimorfonucleares) e amplifica o processo inflamatório. 

A multiplicidade das interações celulares no sinusóide hepático, como 

representada na figura 4, é importante para o estabelecimento da homeostasia 

funcional do fígado. 

BIOl.lOTECA . 
faculdade de Ciencias farmacéuht,$ 

Universidade de São Paulo 
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Figura 4 - Esquema das interações bioquímicas entre células de Kupffer, outras 

células hepáticas e polimorfonucleares neutrófilos durante a inflamação 

(DECKER, 1997). 

Células de Kupffer ativadas secretam PGE2 e PGF2a induzindo os 

hepatócitos a sintetizarem eicosanóides e metabólitos e estimulado um aumento 

na taxa de glicogenólise. Secretam TNF-a , TGF-a e TGF-P que transformam as 

células de lto em células com comportamento de fibroblastos, capazes de 
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sintetizar colágeno e secretar HFG, que induz mitose em hepatócitos. O TNF­

a induz a expressão de moléculas de adesão para neutrófilos. 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 hepatócitos a produzirem 

reagentes de fase aguda, e fibrinogênio levando à deposição de fibrina. 

Simultaneamente, o fibrinogênio leva a formação de proteases inibidoras que 

fazem um controle por retroalimentação negativa para produção de proteases, e a 

atividade procoagulante induzida pela célula de Kupffer opera como um 

mecanismo de retroalimentação positiva para a formação de depósitos de fibrina 

(DECKER, 1997). 

1.3. Desenvolvimento ontogenético das células de Kupffer 

Nos mamíferos, o saco embrionário é o primeiro órgão hematopoiético em 

que os macrófagos se desenvolvem. Em embriões de camundongos com 8,5 dias 

de gestação, o sistema hematopoiético começa a ser formado. Em 9 dias, células 

mononucleares positivas para F4/80, um anticorpo monoclonal para macrófagos 

murinos, são detectadas imuno-histoquí mica mente no lúmen vascular e saco 

embrionário. Estas células mononucleares são redondas com grandes nucléolos, 

complexo de Golgi pobre, com poucas organelas citoplasmáticas e poliribossomos 

abundantes. Diferenciação de células imaturas (macrófagos primitivos) em 

macrófagos com aspectos ultraestruturais mais maturas contendo abundantes 

poliribossomos e microvilos ou filopodia prolongados (macrófagos fetais) é muito 

rápido ocorrendo em um dia, ambos são negativos para atividade de peroxidase 

por citoquímica ultraestrutural (NAITO et ai., 1997). 

Em ratos, o desenvolvimento de macrófagos primitivos e fetais ocorre no 

saco embrionário e sua forma e características ultraestruturais são semelhantes à 

dos camundongos. A formação do fígado fetal primordial dos ratos inicia-se no 11 ° 

dia de gestação e a hematopoiese fetal, no 12°. No lúmen do sinusóide hepático 

há eritroblastos, megacarioblastos e macrófagos primitivos ou fetais e figuras de 
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mitose são freqüentemente encontradas. O surgimento de atividade de peroxidase 

no envelope nuclear e retículo endoplasmático rugoso dos macrófagos de rato 

ocorre no 13° a 14° dia de gestação. Quase todos macrófagos mostram aspectos 

uftraestruturais de macrófagos residentes no 18° dia de gestação, apresentando 

positividade para os anticorpos ED1 e ED2, que serão discutidos adiante e 

atividade de peroxidase no envelope nuclear e retículo endoplasmático rugoso. 

Estes dados sugerem que estes macrófagos são os macrófagos primitivos ou 

fetais originados no saco embironário, que se diferenciam em macrófagos 

residentes (NAITO et ai., 1997). 

1.4. Diferenciação das células de Kupffer 

De acordo com o conceito de sistema fagocítico mononuclear, tanto os 

macrófagos do exudato inflamatório como macrófagos residentes são derivados 

de monócitos sangüíneos, terminalmente diferenciados em células de baixa 

capacidade proliferativa (TAKEZAWA et ai., 1995). 

Monoblastos derivam das unidades formadoras de colônia de monócitos 

(CFU-M) e unidades formadoras de colônia de granulócitos e monócitos (CFU­

GM) originadas da unidade formadora de colônia CFU-S, a célula indiferenciada 

pluripotente (stem-cell). Um monoblasto divide-se uma vez dando origem a dois 

promonócitos, e por uma única divisão um promonócito produz dois monócitos. 

Desta maneira, quatro monócitos são produzidos por um monoblasto na medula 

óssea. A produção de monócitos é controlada por vários fatores de crescimento, 

assim como por interleucinas (IL-6, ll-3), fator estimulador de colônia de 

granulócitos e macrófagos (CSF-GM) e fator estimulador de colônia de 

macrófagos (CSF-M). O CSF-M é o estimulador mais importante no 

desenvolvimento e diferenciação da linhagem de macrófagos restrita, pertencente 

ao sistema fagocítico mononuclear, sendo devido a ele que a população de 

macrófagos é considerada como membro do sistema fagocítico mononuclear 

(LORENZI, 1992 e NAITO et ai., 1997). 
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1.5. Proliferação de macrófagos 

Hepatócitos e células sinusoidais produzem CFS-M e CSF-GM que regulam 

a proliferação, diferenciação e maturação das células de Kupffer 

A capacidade proliferativa local e a auto renovação das células de Kupffer, 

tanto em estado normal, como em condições inflamatórias ou experimentais, pode 

ser avaliada em estudos in vitro pela incorporação de (3H]-timidina no DNA de 

macrófagos hepáticos (HOEDEMAKERS et ai., 1993 e YAMAMOTO, et. ai., 1996). 

Autoradiografias com [3H]-timidina e figuras de mitose freqüentemente 

encontradas no fígado fetal de ratos, demonstram a alta capacidade proliferativa 

destas células em tecidos fetais. Este potencial proliferativo dos macrófagos fetais 

no fígado é importante para sua sobrevida local e colonização para outros tecidos 

fetais, via corrente sangüínea. Deste ponto de vista o fígado fetal é um órgão 

central para a produção e suplementação de macrófagos e seus precursores para 

outros tecidos (NAITO et ai., 1997). 

Em fígados adultos, as células de Kupffer mostram baixa capacidade 

proliferativa, cerca de 2% destas células são marcadas pela autoradiografia com 

[3H]-timidina em condições normais (NAITO et ai., 1997), mas esta taxa é 

aumentada pela hepatectomia parcial e pela administração de vários 

estimuladores, como o zymosan, por exemplo (GALE et ai., 1978, CROFTON et 

a/., 1978). 

1.6. Subpopulações de células de Kupffer 

Diferenças morfológicas, funcionais e de distribuição entre as células de 

Kupffer sugerem que esta população é heterogênea, e que por imuno­

histoquímica é possível identificá-las (ARMBRUST et ai. 1996). 

O anticorpo ED1 reconhece a maioria das populações de macrófagos, 

assim como monócitos do sangue periférico e células precursoras na medula 
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óssea. Originalmente ED1 foi descrito como um antígeno citoplasmático, 

citometria de fluxo e estudos ultraestruturais detectam uma fraca expressão de 

ED1 em membrana plasmática de macrófagos peritoneais, intracelularmente o 

anticorpo ED1 mostra uma coloração granular. O anticorpo ED1 reconhece uma 

glicoproteína de cadeia simples de 90000-110000 MW que é expressa 

predominantemente na membrana lisossomal e levemente na superfície celular. 

Os níveis de expressão assim como de glicosilação são acentuados pelo estímulo 

fagocítico, uma vez que, o processo de fagocitose envolve a endocitose de 

partículas e formação do fagossomo. Fagossomos fundem-se a lisossomos, 

derivados do Complexo de Golgi formando os fagolisossomos. Esta expressão 

diferencial de um antígeno específico de macrófagos na superfície celular e 

membrana intracitoplasmática pode ser causada pela existência de um fluxo 

substancial de membrana entre os vários compartimentos, visto que a reciclagem 

da membrana plasmática é um aspecto importante da fagocitose. O antígeno é 

expresso abaixo de condições detectáveis em quase todos membros do sistema 

fagocítico mononuclear. Além disto, poucos outros tipos celulares também 

expressam ED1 quando ativados (DAMOISEAUX, 1994). 

O anticorpo ED2 reconhece um antígeno de membrana de macrófagos 

residentes de rato e é também utilizado para identificar células de Kupffer 

(DIJKSTRA et ai., 1985, YAMATE et ai., 2001 e IDE et ai., 2002 e). Assim, pode­

se considerar a existência de duas populações com distribuição anatômica, 

morfologia e características funcionais distintas (ARMBRUST et ai. 1996, SATO et 

a/., 1998 e YAMA TE et ai., 1999). Uma população de células pequenas, positivas 

para anticorpo ED1 , mas negativa para anticorpo ED2, está presente ao redor da 

tríade portal e das veias centro lobulares. Esta população é descrita na literatura 

como "células de Kupffer pequenas", ªprecursores locais de células de Kupffer" ou 

incluída indistintamente na população de macrófagos hepáticos chamados 

coletivamente pelo nome "células de Kupffer". Uma outra população de 

macrófagos grandes, positiva para anticorpo ED1 e ED2, localizada ao longo dos 

sinusóides, é descrita como a população de macrófagos hepáticos teciduais 

maduros, muitas vezes associadas ao nome "grandes células de Kupffer" ou 
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somente Mcélulas de Kupffer", com ou sem a distinção explícita com a população 

anterior (ARMBRUST et ai. 1996, SATO et ai., 1998 e YAMATE et ai., 1999). 

1.7. Efeitos de hormônio tireoideano sobre as células de Kupffer 

A administração de 3,3',5-L-triiodotironina (T 3) em ratos induz a uma 

expansão da população de células de Kupffer (TAPIA et ai., 1997). Duas hipóteses 

se colocam sobre a gênese desta hiperplasia, cujo mecanismo não está ainda 

esclarecido. 

Uma resposta pró-inflamatória das células sinusoidais, que potencialmente 

desencadeia o recrutamento de monócitos circulantes, implica a produção de 

mediadores inflamatórios, decorrente da condição de desequilíbrio do 

metabolismo de oxido-redução no tecido hepático. 

Diversas observações corroboram esta hipótese. Aumentos na produção de 

espécies reativas de oxigênio (microsomal, mitocondrial e peroxisomal) e 

nitrogênio (citosólica) associam-se à aceleração do metabolismo aeróbico 

responsável pela ação calorigênica de T3 no tecido hepático (FERNANDEZ et ai., 

1985, VIDELA, 2000, VENDITE et. ai., 2002 e VENDITE et. ai., 2003). Além do 

aumento na produção de espécies reativas, verifica-se aumento na excreção biliar 

de glutationa oxidada, na lipoperoxidação e na oxidação de proteínas hepáticas 

(TAPIA et ai. , 1999 e VIDELA, 2000). Simultaneamente, são comprometidos os 

principais sistemas antioxidantes do tecido hepático. Por exemplo, inativam-se a 

superóxido dismutase e a catalase, e diminuem os conteúdos teciduais de 

glutationa reduzida (GSH) e de antioxidantes lipossolúveis (FERNANDEZ et ai., 

1991 e TAPIA et ai. 1999). Ratos tratados com T 3 apresentam aumentos na 

produção de TNF-a, no consumo de oxigênio e na capacidade fagocítica de 

células de Kupffer, efeitos que podem ser abolidos pela administração de cloreto 

de gadolínio (GdCh) (TAPIA et ai., 1997 FERNANDEZ et ai., 2002). O GdC'3, um 

inativador seletivo de células de Kupffer, também reduz significativamente o 

consumo de GSH, a lipoperoxidação e a produção de óxido nítrico (HARDONK, et 
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a/., 1992 e TAPIA et ai., 1997). Paradoxalmente, a patofisiologia da hiperplasia das 

células de Kupffer não esta claramente elucidada, sendo proposto que uma ação 

direta de T 3 induz a proliferação dos precursores locais das células de Kupffer, 

fenômeno análogo ao que se verifica com outros tipos celulares, entre eles o 

hepatócito (COLUMBANO et a/.,1996; TORRES et ai., 1999). 

Em oposição à proposta anterior, a expansão não inflamatória da população 

de macrófagos conduz ao estresse oxidativo como um fenômeno secundário. Este 

trabalho foi desenhado para, a partir do estudo imuno-histoquímico de marcadores 

de subpopulações de macrófagos, em cortes de fígado de rato tratados com T 3, 

discriminar entre estas duas possibilidades para o efeito do hormônio tireoideano 

sobre as células de Kupffer. 
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2. Objetivos 

Padronizar métodos de análise quantitativa, aplicáveis ao estudo de áreas 

marcadas com carbono coloidal e à avaliação da densidade de células marcadas 

por imuno-histoquímica em cortes histológicos de fígado de rato. 

Caracterizar a contribuição das diferentes subpopulações de macrófagos 

para a hiperplasia de células de Kupffer associada ao hipertireoidismo 

experimental. 

BIBLI O TECA . 
Faculdade de Ciénciíls Farmacéut1cas 

Universidade de São Paulo 
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3. Material e Métodos 

3.1. Animais: 

Foram utilizados 38 ratos machos Sprague-Dawley pesando entre 250 a 

350g e com três meses de idade, provenientes do Biotério do Conjunto das 

Químicas da Universidade de São Paulo. 

Os animais foram mantidos em biotério com ciclo claro-escuro de 12 horas, 

55 ± 11 % de umidade, temperatura 22 ± 2ºC, 15-20 trocas de ar/dia, água e 

alimentados ad libitum com ração comercial Purina® extrusada e irradiada própria 

para a espécie. O projeto de protocolo nº 22 esta de acordo com os Princípios 

Éticos na Experimentação Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissão de Ética 

em Experimentação Animal (CEEA) da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da 

Universidade de São Paulo. 

3.2. Modelo Experimental: 

~ i-
TJ (n=20) .,J -, --

i 
Salin~~=1à)=, 

_,,.---l __ 
r!ãuna (n=09) Salina (n=Oíf", 

Figura 5 - Esquema da distribuição dos animais nos grupos experimentais. 
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3.3.Tratamento com T3: 

O hipertireoidismo funcional foi obtido pela injeção intraperitoneal 0, 1 mg de 

T 3'kg de peso corpóreo por 3 dias consecutivos (SIMON-GIAVAROTTI, 2001). Aos 

controles foi administrado volume equivalente do veículo do hormônio, solução 

salina (Figura 5). 

3.4. Tratamento com Cloreto de Gadolínio (GdCl3): 

Metade dos animais de cada grupo (ratos controle e ratos tratados com T 3) 

receberam, adicionalmente, duas doses de 1 O mg/kg de peso corpóreo cada uma, 

de GdCb ou volume equivalente de solução 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 injeções foram feitas nos animais anestesiados 

com injeção intramuscular de Xilazina (Anasedan® 0,08mg/kg de peso) e 

Ketamina (Dopalen® o, 1 mg/kg de peso). 

3.5. Procedimento cirúrgico: 

Os animais foram anestesiados com injeção intramuscular de Xilazina 

(Anasedan® 0,08mg/kg de peso) e Ketamina (Dopalen® 0,1mg/kg de peso) e 

submetidos à laparotomia. Amostras de sangue foram retiradas da veia cava, com 

seringa descartável de 1 O mi, e colocadas em tubo seco sem anticoagulante por 1 

hora. As amostras de sangue foram centrifugadas em 1500 g por 1 O min e o soro 

congelado a - 20 ° C. Os fígados foram removidos, lavados em solução salina 

0,9%, e divididos em alguns fragmentos que foram fixados em metacam (metanol 

60%, ácido acético 10% e clorofórmio 30%) Ao fim do experimento os animais 

foram sacrificados por exsangüinação, ainda sob efeito da anestesia (figura 6). 
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Figura 6 - Esquema do procedimento experimental: grupos de ensaios realizados. 

3.6. Determinação da concentração plasmática de T 3: 

Triiodotironina total circulante foi determinada no soro através do 

lmunoensaio Enzimático de Micropartículas (MEIA) lmx T 3 total (Abbott) utilizando 

o equipamento IMX (Abbott) e o programa IMX módulo de ensaio tireóide, versão 

4, segundo instruções do fabricante (Abbott). Foi utilizada a curva de calibração 
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para T 3 do Laboratório de Análises Clínicas da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade de São Paulo (LAC), que foi comparada a valores 

de referência para ratos (TAPIA, et. ai., 1999). 

3.7. Procedimento histológico: 

As amostras de tecido permaneceram imersas em metacam por 4 horas à 

4ºC. O fixador foi então substituído por álcool absoluto, permanecendo por 8 a 10 

horas. Para a inclusão das amostras em blocos de parafina, estas foram 

processadas em três banhos de álcool absoluto por 30 min, seguidos da 

diafanização do material com xilol em 3 banhos de 15 minutos, finalizando com 

três banhos de parafina por 30 minutos cada, em estufa à ssºc para a 

impregnação das peças. Os blocos foram cortados em micrótomo com a 

espessura de 3 a 5 µm e os cortes foram colocados sobre lâminas silanizadas. 

3.8. Avaliação da captação de carbono coloidal: 

Carbono coloidal (Rotring) foi dialisado em membrana semipermeável 

Spectrapor 12000-14000 mesh, conforme o esquema a seguir (figura 7): 

BIBLI O T ECA 
Faculdade de Ciências Farmacéuticas 

Universidade de São Paulo 



23 

~ • § • rffl • 1 
Membrana Hp Álcool absoluto Lavar com H2O 

semipermeável destilada 
destilada Spectrapor 12000-

14000 M 

~ • 

p> 

~ • • ~ 
Prender uma Preencher a Prender a outra Dialisar em água 

extremidade com membrana com o extremidade destilada por 48 h, 

presilha ou fio carbono coloidal fazendo uma troca 

após 24h 

Figura 7 - Esquema da diálise do carbono coloidal. 

A concentração foi calculada após a medida da absorbância de luz, em 

623 nm, pela solução dialisada, utilizando-se o coeficiente de extinção específica 

0,97 (mg/mIr1 (TAPIA et ai., 1996). A concentração da solução foi ajustada por 

diluição simples com água destilada e deionizada estéril. O carbono coloidal 

dialisado foi administrado por injeção endovenosa (veia porta hepática), na dose 

de 640 mg/kg, 30 minutos antes do sacrifício, a 3 animais de cada grupo 

(MATSUO et ai., 1985 e TAPIA, et ai., 1997). 

Cortes de 5 µm foram desparafinizados e lavados em água corrente por 3 

minutos. Depois, foram contracorados com vermelho neutro nuclear (vermelho 

neutro 1%, ácido fênico 2% e ácido acético 2% em água de anilina a 2%) por 5 

minutos. Após a etapa de contracoloração, os cortes foram novamente lavados em 

álcool 70º por 1 minuto, diferenciados em álcool/formol/ácido acético (álcool 70°. 

85%, aldeído fórmico 15%, acidificado com ácido acético), desidratados e 

montados com entellan (BEHMER et ai., 1976, SHI, et ai., 1998). 
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3.9. Estudo das subpopulações de macrófagos: 

Foram utilizados anticorpos monoclonais ED1 (Serotec, Oxford, UK), 

específico para macrófagos/monócitos e células dendriticas e ED2 (Serotec, 

Oxford, UK) que marca células de Kupffer (Kono et ai., 2002 e Dijkstra et ai., 1985) 

e sistema de revelação EnVisíon-ALP (Dako Carpinteria, CA): 

1. Preparo das lâminas: cortes de ~ µm de espessura, em lâminas silanizadas, 

foram desparafinizados em xilol (3 banhos de 5 minutos) e reidratados (dois 

banhos de 3 minutos em álcool 70°, dois banhos de 3 minutos em álcool 

50° e um banho de 3 minutos em água destilada). Lavados com solução 

salina tamponada - Tween 20 a 0,05% (PBS T). Para diminuir reações de 

fundo foi utilizado um banho de 30 minutos em solução salina tamponada 

com leite desnatado molico a 5% 

2. Anticorpo Primário: os cortes foram lavados com PBS T (3 banhos de 5 

minutos), incubados em câmara úmida pernoite com o anticorpo primário 

diluído (ED1 1 :500 e ED2 1 :250) em PBS-BSA (solução salina tamponada -

albumina bovina 1%). 

3. Controle Negativo: foram utilizados cortes de fígados com 3. µm de 

espessura dos quatro grupos experimentais, que foram incubadas apenas 

com tampão PBS-BSA. 

4. Polímero marcado com Fosfatase Alcalina: os cortes foram lavados com 

PBS T (3 banhos de 5 minutos) e incubados em câmara úmida com o 

anticorpo secundário por 30 minutos. 

5. Solução de Substrato Cromógeno (Fast Red): o substrato cromógeno foi 

preparado durante a incubação com polímero marcado: 3 mi da solução do 

substrato cromógeno foi transferida para o tubo calibrado fornecido pelo Kit, 

então foi adicionado 1 tablete de Fast Red e misturado até sua dissolução 

completa. Finalmente, para o bloqueio da fosfatase alcalina endógen~ 

foram acrescentadas 3 gotas (120 µI) de Levamísol. Os cortes foram 

lavados em PBS T (3 banhos de 5 minutos) e a solução de substrato 
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cromógeno foi aplicada, com a pipeta Pasteur fornecida pelo Kit. A reação 

foi bloqueada com água destilada após 5 a 15 minutos. 

6. Contracoloração com Hematoxilina: As lâminas foram contracoradas com 

hematoxilina de Harris lavadas em água de torneira por 5 minutos, 

alcalinizadas com 1 O banhos em água amoniacal 37 mM (2,5 mi de 

hidróxido de amônio 15 M em um litro de água destilada) e lavadas 

novamente em água de torneira por mais 2 minutos. 

7. Montagem: o excesso de água das lâminas foi retirado com papel toalha e 

montagem foi feita em meio aquoso (Glycergel®). 

3.10. Anãlise de Imagem: 

A análise de imagem foi utilizada na quantificação das áreas de carbono 

coloidal e na quantificação de células positivas para ED1 e células positivas para 

ED2 (figura 6). 

Para a avaliação da captação do carbono coloidal, uma área de 0,53 mm2
, 

foi analisada em cada amostra (30 campos de 0,0177 mm2/campo). Imagens de 

áreas localizadas próximas aos espaços porta foram capturadas em microscópio 

óptico Olympus com aumento de 400x, através do programa lmage-Pro® Plus 

versão 3.0 (Micronal) e analisadas com o programa lmageTool versão 3.00, 

disponibilizado gratuitamente pela Universidade do Texas San Antonio. A 

porcentagem de área marcada por carbono coloidal com relação à área total de 

células foi obtida pela razão entre a área de marcada por carbono e a área total de 

células, subtraída da área "branca" (espaços sinusoidais, luz de vasos) em cada 

campo quantificado. 

A intensidade da contracoloração foi utilizada para normalizar as 

determinações dos vários campos de cada corte. Para evitar tendências, o limite 

de variação entre as amostras foi minimizado, pela preparação simultânea das 

amostras, e controlado, estipulando-se uma faixa de variação arbitrária para os 
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valores numéricos do limite de detecção ("threshold"), determinado 

automaticamente pelo programa de análise. Este valor não variou mais do que 

10% entre as amostras. 

Para quantificar o número de células ED1 e ED2, 30 campos com área de 

70901,03 µm2
, foram capturados em microscópio Olympus pelo programa Pro­

lmage® plus 3.0, em aumento de 200 vezes. Destes 30 campos, dez campos 

foram aleatoriamente selecionados em cada uma das regiões periportal, zona 

intermediária e centrolobular (zona 1, li e Ili respectivamente) do lóbulo hepático. 

Para definir as zonas I e Ili foram capturados campos com a presença da 

tríade portal e veia centrolobular respectivamente. A distância entre o centro dos 

vasos e a célula contada mais distante deles foi medida em todos os campos 

analisados, como uma forma de controle da área atribuída aleatoriamente a estas 

regiões. Campos representativos de zona li foram capturados em regiões 

desprovidas de vasos. 

As células positivas de cada campo foram contadas manualmente com o 

auxílio do programa lmageTool versão 3.00. As áreas brancas de cada campo 

foram subtraídas da área total do campo, obtendo-se a área ocupada por células. 

Os resultados foram expressos como as médias das densidades de células em 

cada região, por animal estudado A calibração foi obtida pela captura de uma 

escala micrométrica linear padrão, com precisão de 0,01 mm. 

3.11. Análise estatística dos resultados: 

Os resultados de níveis de T3 circulante e de captação de carbono coloidal 

foram submetidos a análise de variância (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni. 

Os resultados de imuno-histoquímica para ED1 e ED2 foram estudados por 

ANOVA para medidas repetidas, após estabilização das variâncias pela 

transformação de Box-Cox com parâmetro lambda = ¼ Em ambos os casos 

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

4.1 . Concentração de T 3 circulante: 

Tabela 1 - Concentração plasmática de T 3 (ng/mL)8, segundo a condição de 

tratamento dos animaisb 

Salina T3 

Salina 0,41 ± 0,08 3,4 ± 1,2* 

(n=6) (n=6) 

GdCh 0,48 ± 0,11 1,9±1,1* 

(n=6) (n=8) 

*diferente dos outros grupos com p s 0,001 em todas as comparações (análise de 

variância, seguida do teste de Bonferroni) 

ª Na primeira linha, as colunas mostram valores referentes aos grupos controle 

(salina) e tratado (T 3) e na segunda linha, os resultados dos subgrupos que 

receberam GdC'3. As amostras analisadas foram colhidas no dia 4 do 

experimento. 

b Na primeira linha, as colunas mostram valores referentes aos grupos controle 

(salina) e tratado (T 3) e na segunda linha, os resultados dos subgrupos que 

receberam GdC'3 . 
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4.2. Avaliação da captação do carbono coloidal: 

A captação de carbono coloidal aumentou no flgado de animais tratados 

com T3 (Figura 8, Tabela li) e foi abolido pela administração de GdCb. 

Figura 8 - Fotomicrog ··Bfia representativa dos campos utilizados para a análise 

morfométrica da capt;~:ção de carbono coloidal de animais tratados com: A) salina, 

B) T3, C) GdCb, D) T3 e GdCb. Aumento: 400x. As setas mostram a captação do 

carbono coloidal. 
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Tabela li - Captação de carbono coloidal pelas células de Kupffer'i, segundo a 

condição de tratamento dos animaisb 

Salina T3 

Salina 3,9 ± O, 1 10,5 ± 2,3* 

(n=6) (n=6) 

GdCl3 2,4 ± 0,4 1,7 ± 0,6 

(n=6) (n=6) 

*diferente de todos os outros grupos com p s 0,001 em todas as comparações 

(análise de variância, seguida do teste de Bonferroni) 

ª Os valores apresentados representam a 

média de três medidas independentes da % de área marcada com carbono 

calculada na área ocupada por células em cortes corados de fígado de rato. Área 

total medida em cada corte, - 0,53 mm2 
. 

b Na primeira linha, as colunas mostram valores referentes aos grupos controle 

(salina) e tratado (T 3) e na segunda linha, os resultados dos subgrupos que 

receberam GdCh . 
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4.3. Avaliação lmuno-Hlstoquímica: 

Os animais tratados com T 3 também apresentaram aumento aparente na 

quantidade de células marcadas pelo anticorpo monoclonal ED1 e ED2 (Figuras 9 

e 1 O). A administração de GdCb reduziu ambas as marcações, com efeito quase 

completo para a marcação para ED2. Não foi observada reação imuno­

histoquf mica inespecífica nas lâminas de controle··negativo. 

Figura 9 - Fotomicrografia representativa da reação imuno-histoquimica com o 

anticorpo monoclonal ED1 em fígado de rato para animais tratados com A) salina, 

8) T 3, C) GdCb, D) T 3 e GdCb. Contracoloração: hematoxilina. Aumento: 200x. As 

setas indicam células de Kupffer com reação positiva para ED1. 
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Figu:·~ 1 O - Fotomicrografia representativa da reação imuno-histoquímica com o 

anticorpo monoclonal ED2 em fígado de rato para animais tratados com A) salina, 

B) T 3, C) GdC'3, D) T 3 e GdC'3. Contracoloração: hematoxilina. Aumento: 200x. As 

setas indicam células de Kupffer com reação positiva para ED2. 
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4.3.1. População de células ED1 positivas 

Foram contadas como células da zona I hepática, as que mantinham uma 

distância máxima de 322,26 (média 194, 78 ± 46, 16) da luz da tríade portal e 

como células da zona Ili, as que mantinham uma distância máxima de 333 04 
' 

(média 201 ,68 ± 50,37) da luz da veia centrolobular. 

600 
* * 
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200 !-----· .. - * -... 
....________.._-• Q- 1 1 1 1 1 1 1 Q= o .• - -ó 

o +------ r---- ------r- - - - - --, 

li Ili 

Figura 11 - Densidade celular (células/mm2
) da subpopulação ED1 nos grupos 

controle e tratados com T3 nas zonas do lóbulo hepático (1, 11, Ili) .A.: animais 

tratados com T3_ e: animais controle. Os símbolos vazios correspondem aos 

animais tratados com GdCh em cada grupo. *Diferenças estatísticas entre os 

grupos controles e hipertireoídeos foram analisados com ANOVA para medidas 

repetidas, seguido de estabilização de variância por Box-Cox, Â. = ¼, p<0.05 . 
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43.2. População de células ED2 positivas 

Foram contadas como células da zona I hepática, as que mantinham uma 

distância máxima de 289,29 (média 177,91 ± 106,91) da luz da tríade portal e 

como células da zona Ili, as que mantinham uma distância máxima de 317,87 

(média 180,92 ± 126,30).da luz da veia centrolobular. 

400 

300 

200 

100 

o 

-100 -+------..--------,---------, 

li Ili 

Figura 12 - Densidade celular (células/mm2
) da subpopulação ED2 nos grupos 

controle e tratados com T3 nas zonas 1, li , Ili do lóbulo hepático. A: animais 

tratados com T 3_ e: animais controle. Os símbolos vazios correspondem aos 

animais tratados com GdCh em cada grupo. 
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4.4.3. População estimada de células ED1+/ED2-
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Figura 13 - Densidade celular (células/mm2
) da subpopulação estimada de 

células ED1+/ED2- nos grupos controle e tratados com T3 nas zonas do lóbulo 

hepático (1, li, Ili) .Ã: animais tratados com T3. e: animais controle. Os símbolos 

vazios correspondem aos animais tratados com GdCh em cada grupo. *Diferenças 

estatísticas entre os grupos controles e hipertireoídeos foram analisados com 

ANOVA para medidas repetidas, seguido de estabilização de variância por Box­

Cox, Â. = ¼, p<0.05. 
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5. Discussão 

O aumento na concentração circulante de T 3 e o aumento na capacidade de 

retenção de material particulado pelas células de Kupffer foram observados no 

grupo tratado com T 3 (Figura 8, Tabelas I e li). O aumento de T 3 circulante leva ao 

aumento da temperatura retal dos animais, segundo FERNANDEZ e 

colaboradores (1985). A calorigênese ocorre por um mecanismo bem estudado e 

decorre da aceleração na atividade metabólica aeróbica hepática associada à 

síntese de proteínas desacopladoras da fosforilação oxidativa. Este conjunto de 

modificações resulta secundariamente em aumento da capacidade oxidativa no 

tecido hepático (FERNANDEZ et a/.,1985 e VIDELA, 2000). Hepatócitos são 

especialmente susceptíveis à toxicidade do T 3, o aumento da síntese protéica e 

inchação turva são as alterações mais precoces relatadas, que se acompanham 

de algum grau de hipertrofia de células de Kupffer, sugerindo adaptação tecidual 

(DEL MONTE, 2001). Degeneração gordurosa, necrose centrolobular e cirrose são 

ocasionalmente encontradas em pacientes não tratados (VIDELA, 2000). Foi 

descrito aumento na atividade fagocítica de células de Kupffer em indivíduos 

hipertireoídeos e é proposta uma hiperplasia/hipertofia funcional destas células 

(TAPIA et ai., 1997). A hiperplasia funcional das células de Kupffer associada ao 

hipertireoidismo experimental foi documentada neste trabalho pelo aumento na 

captação do carbono coloidal (figura 8 e tabela li). A participação de outros tipos 

celulares, como as células endoteliais e hepatócitos, foi excluída verificando-se 

que a captação de carbono coloidal praticamente desaparece nos grupos em que 

foi feita a eliminação seletiva das células de Kupffer com cloreto de gadolínio. O 

GdC'3 é um inativador seletivo das células de Kupffer, por isso os animais tratados 

com GdC'3 foram considerados nas comparações como controles negativos da 

atividade destas células. Este efeito é dependente do tempo de tratamento e não é 

permanente, nem letal. A administração intravenosa de GdCh aos animais 

promove um bloqueio da fagocitose pelas células de Kupffer e também uma 

eliminação maciça dos macrófagos situados na zona periportal dos ácinos 
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hepáticos. A repopulação do fígado, por macrófagos, começa 4 dias após a 

injeção do GdCh (HARDONK et ai. 1992 e HUSZTIK et ai., 1980). 

Apesar do mecanismo do efeito funcional do T 3 sobre as células de Kupffer 

não estar esclarecido, sabe-se que pode envolver efeitos sobre mais de uma 

subpopulação de macrófagos residentes no fígado. Para estudar efeitos 

diferenciais sobre as subpopulações de macrófagos hepáticos, utilizamos a 

eliminação seletiva de células de Kupffer por cloreto de gadolínio, combinada com 

a demonstração imuno-histoquímica dessas células pelos anticorpos monoclonais 

específicos ED1 e ED2. 

Os animais do grupo controle (salina-salina), mostraram a presença dos 

dois tipos de macrófagos distribuídos em zonas 1, li, Ili (respectivamente as 

regiões periportal, zona intermediária e centrolobular) (figuras 9 e 10). Uma maior 

densidade de células tanto positivas para ED1, como positivas para ED2 foram 

encontradas nas zonas I e li (figuras 11 e 12). Confirmando a natureza fagocítica 

destas células, a população de células positiva para o antígeno ED2 foi 

praticamente eliminada nos animais do grupo salina-gadolínio (figuras 10 e 12). 

Estimando aproximadamente o tamanho da população das células 

ED1+/ED2- a partir da diferença entre o número de células de Kupffer ED1+ e o 

número de células ED2+, em cada região (figura 13), verificamos que nossos 

resultados são consistentes entre sí e comparáveis com os de Kono e 

colaboradores (2002), que mostra que as células ED1 +/ED2- são menos 

susceptíveis do que as ED1+/ED2+ ao GdCh e que são as únicas células 

remanescentes após este tratamento. 

A susceptibilidade ao efeito do GdCh depende da capacidade da célula de 

endocitar o GdCh, administrado por via endovenosa na forma de agregado 

coloidal. Uma vez no compartimento endossomal-lisossomal celular, o pH ácido 

promove a dissolução do agregado e são formados íons de GdCh, que se fixam 

nestes compartimentos, modificando a função de componentes celulares e 

levando à morte da célula. A recirculação de endossomos para a membrana 

plasmática também pode alterar a membrana gradualmente, resultando em 

desintegração celular (L.ÁZÁR et ai., 1989 e KONO et ai., 2002). 
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As partículas coloidais de GdCh são fagocitadas principalmente por células 

de Kupffer de tamanho grande e intermediário e em menor proporção pelas 

células de Kupffer menores, devido à sua maior capacidade fagocítica, por isso as 

células de Kupffer grandes são mais vulneráveis que as pequenas (KONO et ai., 

2002). Na repopulação hepática inicial por macrófagos, após o uso de GdCh, as 

células são pouco vulneráveis. Quando a repopulação é completa, os novos 

macrófagos mostram a mesma vulnerabilidade das células originais (HUSZTIK et 

ai., 1980 e HARDONK et ai. 1992). 

Em nossos animais, a administração de T 3 induziu a um aumento na 

população hepática de células mononucleares positivas para o antígeno ED1 

(Figuras 9 e 11), mas não nas positivas para ED2 (figuras 10 e 12). 

Da mesma forma que os animais do subgrupo salina-gadolínio, os animais 

tratados com T 3 e GdCh mostraram uma diminuição no número de células ED1 e 

ED2 positivas, nas três regiões do lóbulo hepático. A maioria das células positivas 

para ED1 encontradas nestes animais, também era constituída por macrófagos 

pequenos. A hiperplasia de células de Kupffer implica efeitos funcionais que 

podem depender do estado de ativação celular. O "clearance" silencioso de 

iniciadores de inflamação, de caráter antiinflamatório é mediado principalmente 

por macrófagos residentes (WITMER-PACK et ai., 1993). Células de Kupffer em 

estado basal apresentam intensa atividade fagocítica, mas produzem fluxos baixos 

de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio e expressam mal receptores de 

histocompatibilidade (MHC) classe li (BOUWENS et ai., 1992, ARMBRUST et ai., 

1996). Entretanto, podem iniciar a resposta inflamatória, inclusive como células 

apresentadoras de antígenos (NAITO et ai., 1997). A ativação de células de 

Kupffer resulta em aumento no recrutamento de mononucleares circulantes, na 

expressão de receptores e na secreção de várias enzimas, eicosanóides, PAF, 

citocinas, proteínas do Complemento, espécies reativas de oxigênio e nitrogênio e 

apolipoproteína E (ARMBRUST et ai., 1996 e WINWOOD & ARTHUR, 1998). O 

endotélio sinusoidal e as células de lto respondem às substâncias liberadas por 

células de Kupffer ativadas, amplificando o espectro de substâncias liberadas 

durante a inflamação. Esta ação conjunta desencadeia a síntese de proteínas de 



38 

fase aguda, circulantes, e as respostas de regeneração hepática, uma vez que 

algumas das espécies oxidantes produzidas, como peróxido de hidrogênio, podem 

ativar fatores de transcrição (NF-KB, AP-1) e modificar o equilíbrio entre os sinais 

de morte e de proliferação nas células do fígado (SEN et ai., 1996). 

A estimativa da população ED1+IED2- permitiu analisar o aumento de 

macrófagos hepáticos que não podem ser considerados formas completamente 

diferenciadas de células de Kupffer (ARMBRUST et ai. 1996, SATO et ai., 1998 e 

YAMATE et ai., 1999). O valor calculado considera que todas as células ED2+ 

sejam também ED1+, o que é sugerido pela literatura, mas que nossos dados não 

permitem confirmar, uma vez que não foram utilizadas técnicas de dupla 

marcação. Portanto, a expansão da população ED1+/ED2-, observada nos 

animais tratados com T 3, é igual ou maior que a calculada por nós. 

Monócitos recém-migrados são provavelmente ativados durante a travessia 

pela parede vascular, produzindo espécies reativas (DECKER et ai., 1997). O 

ambiente do sinusóide funciona como estímulo para a proliferação local de células 

mononucleares precursoras de macrófagos e para sua diferenciação em células 

de Kupffer. Neste caso, sugere-se que nos animais que receberam T 3, há um 

desvio da população de macrófagos hepáticos para formas mais jovens, que 

podem ser menos eficientes do que as células maduras na função de endocitose 

não inflamatória (ARMBRUST et ai. 1996). Independente do fato de 

considerarmos as células pequenas (ED1 +/ED2-) como precursores locais de 

células de Kupffer ou monócitos recém migrados, os resultados mostram que a 

hiperplasia envolve compartimentos extra-sinusoidais do organismo. 
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6. Conclusões 

O método padronizado para quantificar as áreas marcadas por carbono 

coloidal e a densidade de células marcadas imuno-histoquímicamente por ED1 e 

ED2 nos permitiu estudar o comportamento funcional e a distribuição anatômica 

das diferentes subpopulações das células de Kupffer, frente ao tratamento com T 3 

e GdCh em cortes histológicos por meio de um sistema computadorizado. 

O aumento na concentração T 3 plasmático circulante foi acompanhado por: 

1. Hiperplasia das células de Kupffer 

2. Aumento da atividade fagocítica das células de Kupffer, demonstrada 

pela área marcada por carbono coloidal, 

3. Expansão da subpopulação de macrófago hepático ED1+, em especial 

ED1+/ED2- associada a monócitos recém-migrados e precursores 

locais de células de Kupffer, segundo a reação imuno-histoquímica com 

os anticorpos monoclonais ED1 e ED2, 
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