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RESUMO

O desenvolvimento de modelos experimentais in vivo para induc¢do de lesdo
hepatica crénica é necessario para compreender os mecanismos envolvidos na
fisiopatologia de hepatopatias crbnicas, tais como fibrose e cirrose, bem como suas
complicacdes clinicas. Alem disso, tais modelos sdo ferramentas muito Uteis para
avaliacdo do potencial de novas terapias, como o transplante de células tronco.
Nossos estudos buscam estabelecer um modelo de cirrose hepatica através da
associacdo de tetracloreto de carbono (CCl,) e etanol, e avaliar os métodos de
diagnostico indireto (parametros bioquimicos e ultra-sonograficos) que se

correlacionam com as alteracdes histopatoldgicas dos figados cirroticos.

Ratos Wistar fémeas foram divididos em dois grupos, Cada grupo recebeu uma
dieta liquida baseada na preparacdo de Lieber-DeCarli, com ou sem adicdo de etanol
(Grupo A e Grupo C, respectivamente). Os animais de cada grupo foram tratados
com: injecdes i.p de CCl; a 20% (dose = 0,05ml/kg de peso corporal) diluidos em
veiculo (grupos A3 e C3); injecdes i.p. de veiculo (grupos A2 e C2); ou ndo receberam
injecdes (grupos C1 e Al). As injecBes foram administradas vezes em uma semana,
ao longo de 12 semanas. Os diagnésticos histopatolégicos, os testes soroldgicos e
exames ultra-sonograficos foram realizados nos periodos de 0, 4, 8 e 12 semanas de

experimento. Ao final de 12 semanas, o0s ratos foram sacrificados.

Os animais dos grupos C1, C2, A1 e A2 apresentaram padrdes normais em
todos os parametros avaliados (histoldgico, bioquimico e ultra-sonografico) quando
comparado ao grupo RP (CVP-0,16£0,02 cm; AST-97+£31 U/L; ALT-51+10 U/L; BIlT-
0,45+0,24 mg/dL; Alb-3,2+0,2 g/dL) ao final de 12 semanas de experimento. Ja os
animais dos grupos C3 e A3 demonstraram padrdo de cirrose hepéatica através da
analise histopatolégica, apresentando septos fibrosos e nddulos de regeneracdo ao
final de 12 semanas. Entretanto, somente o grupo A3 demonstrou diferencas
significativas nas andlises bioquimicas - AST (456+58; P<0,001), ALT (206+115;
P<0,01), Thil (1,59+0,8; P<0,001), Alb (2,3+0,5; P<0,001) e nos parametros ultra-
sonograficos, tais como: aumento da ecogenicidade hepatica, aumento da EcoH em
relacdo a EcoR, aumento significativo do CVP (0,23+0,03; P<0,001).

A associacédo de CCl, e etanol foi capaz de induzir cirrose hepética em ratos.
As alteracOes ultra-sonograficas e bioquimicas observadas se correlacionam com as
alteracdes histopatologicas relacionadas a cirrose hepatica. O exame ultra-
sonografico, em conjunto com a analise bioquimica, pode ser muito Util para o

diagnostico indireto da cirrose hepatica neste modelo experimental.
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ABSTRACT

The development of in vivo experimental models of chronic hepatic injuries is
necessary to understand the mechanisms involved in pathophysiology of chronic
hepatic diseases (hepatic fibrosis and cirrhosis) and its clinic complications. Moreover,
such models are a very useful tool to evaluate the therapeutic potencial of stem cell
transplantation therapy. Our studies pretend to establish an associated CCl,—alcohol-
induced cirrhosis model, correlating indirect diagnostic methods (clinical chemistry and

ultrasonography) and histology of cirrhatic livers.

Female Wistar rat divided in two groups an were fed with a liquid diet based on
Liber-DeCarli’'s formule: a liquid diet with alcohol (Group A) and a liquid diet without
alcohol (Group C). Animals recieved three different treatments: Groups A3 and C3
recieved i.p. injections of CCl, 20% (dose = 0,05mL/kg body weight) diluted in vehicle.
Groups A2 and C2 received i.p. injections of vehicle. Groups Al and C1 recieved no
injections. Injections were administrated for twelve weeks, three times weekly.
Histopathologic diagnosis, blood marker tests and ultrasonographic exams were

performed at 0, 4, 8 and 12 weeks of experiment.

Rats of groups C1, C2, A1 and A2 demonstrated a normal liver pattern in all
histologic, ultrasonographic and blood markers analysis when compared to standard
group (PVC-0,16+0,02 cm; AST-97+31 U/L; ALT-51+10 UJ/L; TBil-0,45+0,24 mg/dL;
Alb-3,2+0,2 g/dL) along the experiment period. In contrast, rats in groups C3 and A3
demonstrated cirrhosis pattern, with fibrous septa and regenerative nodules at
histologic analysis at the end of 12 weeks. However, only group A3 showed significant
differences at blood clinical chemistry - AST (456+58; P<0,001), ALT (206+115;
P<0,01), TBIil (1,59+0,8; P<0,001), Alb (2,3+0,5; P<0,001) and ultrasonographic
parameters, such as increased hepatic echogenicity pattern, increased EcoH vs EcoR,
and significant augment of PVC (0,23+0,03; P<0,001).

Association of CCI4 and alcohol induced cirrhosis in rats. Altered
ultrasonographic and clinical chemistry parameters are correlated to histological
changes related to cirrhosis pattern. Ultrasonography in conjunction with liver clinical
chemistry may be useful in the evaluation of experimentally induced liver cirrhosis.
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1 - INTRODUCAO

1.1 — Hepatopatias Cronicas

1.1.1 — Consideragdes Gerais

As hepatopatias crénicas s@o consideradas graves problemas de saude
publica, ja que atingem uma grande parcela da popula¢cdo mundial e causam a
morte de mais de 1,5 milhdes de pessoas por ano, segundo dados da

Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2004).

Dentre as doencas hepéticas cronicas, as hepatites, em decorréncia da
infecc@o pelos virus da hepatite B e da hepatite C, e as doengas hepaticas
relacionadas ao consumo excessivo de alcool (etanol) sdo as doencas de
maior relevancia (Tabela 1). Estas doengas possuem alta incidéncia na
populacdo e ha associacdo dos respectivos agentes etiolégicos com o
estabelecimento da cirrose hepatica, doenca hepética crénica avancada, cujo

progndstico € pouco favoravel ao paciente.

Em relacdo as hepatites virais, estima-se que dos dois bilhdes de
pessoas infectadas pelo virus da hepatite B, mais de 350 milhdes poderdo
desenvolver hepatite crénica com alto risco de evolucao para cirrose hepatica e
cancer de figado (OMS, 2000). A infecgdo pelo virus da hepatite C tem menor
incidéncia mundial (170 milhdes), porém, entre 70% a 80% dos pacientes
infectados desenvolvem hepatopatias crénicas, e destes, cerca de 10% a 20%

podem evoluir para a cirrose hepatica (OMS, 2000).



Em se tratando do etanol, estima-se que de dois bilhdes de pessoas que
consomem bebidas alcodlicas, cerca de 76 milhdes tém diagnostico de
desordem de consumo de alcool (OMS, 2004). No entanto, ndo sdo apenas
estes que desenvolvem algum tipo de doenca hepéatica. Os demais
consumidores que fazem uso do alcool de forma moderada tém a chance de
desenvolver esteatose e hepatite alcoodlica, que se néo tratadas devidamente,
podem se estabelecer e evoluir para a cirrose hepatica. Segundo dados da
OMS, cerca de 32% dos casos de cirrose hepética tem relacdo com o consumo

de etanol (ROOM et al., 2005).

Tabela 1 — Principais Causas de Cirrose Hepética (SHERLOCK & DOOLEY,

2002).

Etiologia da Cirrose Hepéatica

Hepatite Viral (B, C e D)

Etanol

Metabdlica

Colestética

Bloqueio de Fluxo Venoso Hepético
Hepatite Auto-Imune

Toxinas e drogas

Criptogénica

Independente do agente etiologico, quando a doenca crénica do figado
ndo é tratada a tempo ou de forma correta, pode progredir e evoluir para a

cirrose hepética (SHERLOCK & DOOLEY, 2002).



Dentre as doencas relacionadas ao figado, a cirrose hepatica esta

classificada entre as vinte principais causas de morte no mundo (Tabela 2),

levando ao 6bito cerca de 790 mil pessoas, segundo dados do ano de 2001 da

Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2004).

Tabela 2 — Valores estimados das principais causas de morte no mundo,

dados de 2001 (OMS, 2004).

Principais causas de morte (em milhares)

N o o b~ WwN P

10

Doenca Isquémica do Coracao 6.880
Doenca Cerebrovascular 5.069
Infeccdo do Trato Respiratorio 3.863
HIV/AIDS 2.943
Doenca Pulmonar Obstrutiva Crbnica 2.520
Condicdes Perinatais 2.438
Diarréia 2.124
Tuberculose 1.660
Acidentes de Transito 1.259

Cancer de Pulmao, Brénquios e Traguéia  1.210

11
12
13
14
15
16
17

18

19
20

Malaria

Hipertensao

Suicidio

Diabete Mellitus
Cirrose Hepética
Rubéola

Cancer do Estébmago

Anomalias
Congénitas

Cancer de Figado

Nefrites e Nefrose

1.080
939
814
808
796
7
744

656

626
619

No Brasil, os dados de mortalidade provenientes do Sistema de

Vigilancia em Saude do Ministério da Saude (SVS/MS) indicam as doencas do

aparelho digestivo como a oitava maior causa de mortalidade no Brasil no ano

de 2000, sendo que aproximadamente 30% dos Obitos que se enquadram

nessa categoria tem como causa a cirrose hepética (SVS/MS, 2004).



Os indicadores de mortalidade do Departamento de Informacdo e
Informatica do Sistema Unico de Satide (DATASUS/MS), referentes ao periodo
de 1990 a 2001, demonstram que a taxa de mortalidade especifica por cirrose
hepética se mantém entre a faixa de 7,44 a 8,06 Obitos para cada 100.000
habitantes e que o numero de ébitos por essa doenca tende a crescer em

proporcao ao aumento da populacdo do pais (DATASUS/MS, 2003).



1.2 - O Figado

1.2.1 - Fungao e Anatomia

O figado é um dos maiores 6rgaos do corpo humano, pesando entre 1,2
- 1,6kg, constituindo entre 2% a 5% do peso corporal em adultos. Situa-se no
guadrante superior direito da cavidade abdominal, logo abaixo do diafragma,
sendo protegido pelo gradil costal. E recoberto por uma fina camada de tecido
fibro-conjuntivo, chamado de cépsula de Glisson (SHERLOCK & DOOLEY,

2002).

O figado é um 6rgéo de grande importancia, pois desempenha fun¢des
enddcrinas e exocrinas além de outras funcgdes, vitais ao organismo, as quais
podemos destacar: a captacdo, metabolismo e armazenamento de
aminoéacidos, carboidratos, vitaminas e lipideos, a sintese de proteinas
plasmaticas, a secre¢do da bile, a regulacdo do volume sanguineo, a filtragem
mecénica de macromoléculas, a protecdo e detoxificacdo de agentes
agressores (DESMET, 2001). Além disso, o figado possui uma grande
capacidade de regeneracdo tecidual. HIGGINS & ANDERSON, em 1931,
(citado por MICHALOPOULOS & DeFRANCES, 1997) demonstraram o figado
€ capaz de restituir o volume e tamanho anterior mesmo apds a remoc¢éao de

70% do orgéo.

A anatomia classica divide o figado em quatro lobos: o lobo direito e lobo
esquerdo, situados na face antero-superior e separados pelo ligamento

falciforme (Figura 1A); lobo caudado, situado na face posterior; e o lobo



guadrado, situado na face inferior. O lobo caudado e lobo quadrado séo
delimitados pelo hilo hepatico. A vesicula biliar fica situada sob a face infero-
anterior do lobo direto e tem a fungdo de armazenar a bile produzida pelo
figado. E através do hilo hepatico que os ramos da veia porta, da artéria
hepética e os ductos biliares hepaticos, além do plexo nervoso hepatico e
vasos linfaticos, penetram no parénquima hepéatico (Figura 1B) (SHERLOCK &

DOOLEY, 2002).

A Lobo Direito Diafraoma
Lobo Esauerdo
Lioamento
Vesicula Biliar
B Lobo Caudado
Veia Porta
Hilo Hepético

Artéria Hepatica
Ducto Biliar

Vesicula Biliar

Lobo Ouadrado

FIGURA 1 — Esquema representativo da visao anterior (A) e inferior (B) do

figado humano (adaptado de SHERLOCK & DOOLEY, 2002).



O figado recebe suprimento sanguineo duplo, através dos ramos da veia
porta (80% do suprimento) e da artéria hepatica (ARIAS et al., 2002). O sangue
proveniente da artéria hepatica € rico em oxigénio e tem a funcao de nutrir aos
componentes dos l6bulos hepaticos, principalmente as células epiteliais dos
dictulos biliares, devido a formagdo de um plexo vascular peri-biliar
(TAKASAKI et al. 2001). A veia porta tem a funcéo de coletar o enorme volume
sanguineo transportado pelas veias mesentérica superior, mesentérica inferior
e veia esplénica e distribui-lo para o parénquima hepatico. O sangue
transportado pela veia porta é rico em substancias endobidticas e xenobibticas
provenientes da absorcdo feita pelo sistema digestorio, que sdo utilizados,

metabolizados ou filtrados no figado (DESMET, 2001).

A drenagem venosa do figado é feita pelas veias hepéticas direita,
medial e esquerda. Estas desembocam na veia cava inferior, que leva o

sangue venoso até o atrio direito do coracdo (DESMET, 2001).

1.2.2 — Unidades Estruturais e Funcionais do figado

Existem dois conceitos predominantes quanto a unidade estrutural e

funcional do figado: o I6bulo hepatico classico e o acino hepatico.

O conceito do I6bulo hepatico classico baseia-se na organizacado espacial
das estruturas vasculares intra-hepaticas. O I6bulo hepatico tem forma cilindrica de
comprimento de 1 a 2 milimetros e diametro de 0,6 a 0,8 milimetros. E constituido

por tratos portais, arranjados em conformacdo aproximadamente poligonal ou



hexagonal em torno de uma vénula hepatica central (ou veia centro-lobular) na

gual desembocam os sinuséides hepaticos (Figura 2) (DESMET, 2001).

O conceito do acino hepatico baseia-se no fluxo sangiiineo a partir de
vasos terminais da artéria hepatica e da veia porta em direcdo a veia centro-
lobular. O acino hepético localiza-se entre dois I6bulos hepéticos adjacentes. Tem
forma elipsoide, com o eixo menor delimitado pelos vasos terminais aferentes e o
eixo maior delimitado por uma veia centro lobular em suas extremidades. A
populacao de hepatécitos que circundam os vasos terminais aferentes constituem
a zona acinar 1, seguidos dos hepatécitos da zona intermediaria ou zona acinar 2,
enguanto os mais distantes aos vasos terminais e mais proximos da veia central
constituem a zona acinar 3 (FIGURA 3). Cada zona possui caracteristicas
funcionais distintas que caracterizam a heterogeneidade do parénquima hepéatico

(TABELA 3) (SHERLOCK & DOOLEY, 2002).

TABELA 3 — Metabolismo dos hepatécitos relacionado a zona acinar

(adaptado de SHERLOCK & DOOLEY, 2002).

Zonal Zona 3
Carboidratos Gliconeogénese Glicdlise
Proteinas Albumina Albumina
Fibrinogénio Fibrinogénio

Citrocromo P450 + ++

apos fenobarbital + ++++++++
Suprimento de oxigénio +++ +
Formacéo de bile

dependente de sais biliares ++ -

nao dependente de sais biliares - ++

Sinusoéides Estreito e anastomotico Direto e radial




Trato Portal

Acino
Hepatico

Zona Acinar 3

Zona Acinar 2

Zona Acinar 1

Veia Centrolobular Sinusoides

FIGURA 2 - Esquema representativo do parénquima hepatico e as
unidades estruturais e funcionais do figado: Lobulo Hepatico (bordas
azuis), com uma veia centro-lobular ao centro e delimitado por tratos
portais na sua periferia; a zona acinar 1 (bordas amarela), zona acinar 2
(borda laranja) e zona acinar 3 (borda vermelhar) do &cino hepético.

(adaptado de 3B Scientific microanatomy ™, 2002).
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1.2.3 — Estruturas Intra-hepéticas

As estruturas intra-hepaticas sdo as pecas que compdem as unidades
estruturais do figado. Basicamente, cada unidade contém a veia centro-lobular,

o trato portal, o parénquima hepético e os sinusoides.

A veia centro-lobular é um vaso eferente das veias hepaticas
sublobulares que drena o sangue proveniente dos sinusoéides que o circundam.

Possui paredes finas e € sustentada por fibras coladgenas esparsas.

O trato portal é formado por uma radicula da veia porta e da artéria
hepética, e ductulo biliar, além de vasos linfaticos e nervos. Os vasos terminais
aferentes da veia porta e da artéria hepética levam o sangue para o0s
sinusodides. Feixes de tecido conjuntivo provenientes da cpsula de Glisson
sustentam o trato portal. Os limites do trato portal sdo delineados por placas de
hepatécitos modificados, chamada de placa limitante. H4 o espaco de Mdll, no
qual se supfe que ocorra a formacao de linfa no figado e que separa a placa

limitante do tecido conjuntivo do trato portal (SHERLOCK & DOOLEY, 2002).

O trato portal e a veia centro-lobular estdo separados pelo parénquima
hepatico e os sinusdides. O parénquima hepético € composto de hepatdcitos
dispostos lado a lado, formando traves hepatocelulares simples. Essas traves
irradiam da veia centro-lobular e se distribuem até os tratos portais,
acompanhando os sinuséides hepéticos. Os sinusoéides hepaticos formam um

sistema microvascular que distribui 0 sangue proveniente dos vasos aferentes
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para as traves hepatocelulares. Entre os sinusoides e as traves de hepatdcitos

encontra-se o espago perisinusoidal de Disse (Figura 3) (DESMET, 2001).

Tecido

Capilar arterial Conectivo

Espace  paraportal  Placa  poooea
perisusoidal Limitante

de Disse vaso linfatico

Sinusoides

Espaco
perisusoidal
de Disse

Colangiolo
intra-lobular

Capilar arterial

intra-lobular aferente Colangiolos

Hepatica
Diioti Placa

L s

Trato Portal

Limitante

FIGURA 3 - Esquema representativo das estruturas que compdem o

I6bulo hepético (adaptado de SHERLOCK & DOOLEY, 2002).
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1.2.4 — Ecossistema Hepatico

As funcdes hepéticas estdo relacionadas a interagdo entre o0s
sinusoides, traves hepatocelulares e o espaco de Disse. Essa interacao ocorre
pela intercomunicagao entre os componentes celulares e de matriz extracelular
gue compdem essas estruturas, que visa a manutencdo da homeostase do

ecossistema hepatico (FIGURA 4).

Célula Endotelial % S == &I Célula Estrelada
Sinusoidal —— = T e S L 7 =@ Hepatica
poros

Célula Sinusoide
Kupffer
Matriz Extracelular
Espaco _ _
. de Baixa Densidade
de Disse
microvilos
desmossomo

do Hepatocito
juncao
comunicante ) N
juncao
de oclusao
Canaliculo

Biliar

Mitocondria

FIGURA 4 — Esquema representativo dos tipos celulares que compdem o

ecossistema hepatico (adaptado de SHERLOCK & DOOLEY, 2001).
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As traves hepatocitarias sado formadas de hepatdcitos. O hepatécito é a
célula que desempenha a grande maioria das fun¢des relacionadas ao 6rgéo.
Para desempenhar tais fung¢des, possui uma membrana plasmatica polarizada
gue apresenta trés superficies com funcdes distintas: a superficie canalicular, a

superficie intra-hepatica e a superficie sinusoidal (EVANS, 1980).

O hepatécito exerce sua funcdo exdcrina pela superficie canalicular,
local por onde secreta a bile para os canaliculos biliares (ARIAS et al., 2001). A
adesdo e a comunicagcdo entre hepatécitos séo feitas pela superficie inter-
hepatocitaria. A adeséo é feita através de juncdes de oclusdo e desmossomos,
gue funcionam como barreiras que impedem o vazamento de solutos, plasma e

bile entre o canaliculo biliar e os sinustides (GOODENOUGH & REVEL, 1970).

A comunicacdo inter-hepatocitaria € feita por juncdes comunicantes
predominantemente compostas por conexina32 e conexina26 (TRAUB et al.,
1985). As jungbes comunicantes permitem a sinalizagdo intercelular e controle
de crescimento celular (KOJIMA et al.,, 2003). Na superficie sinusoidal, o
hepatécito desempenha sua funcdo enddcrina secretando proteinas
plasmaticas como a albumina, fatores de coagulacdo e do sistema
complemento, globulinas, enzimas e lipoproteinas para o sangue. Também
desempenha sua funcdo de captacdo e transporte de aminoacidos, glicose,
vitaminas, e lipideos, substancias enddgenas e exdgenas provenientes do
plasma sanguineo. Essa superficie apresenta microvilos, que aumentam a area

de contato, ajudando na absorg&o por pinocitose. Além disso, estdo presentes
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receptores que aumentam a velocidade de captacdo de substancias, atraves

de endocitose mediada por receptor (SCOTT et al., 2001).

As células presentes nos sinusoides s&do chamadas de células
sinusoidais. Foram identificados quatro tipos celulares: as células endoteliais
sinusoidais, o macrofago do figado (célula de Kupffer), pit cells e células

estreladas hepaticas (WISSE & KNOOK, 1979).

As células endoteliais sinusoidais (SECs) constituem as paredes dos
sinusoides hepéticos. A principal caracteristica dessas células é a presenca de
poros organizados como fenestras. Esses poros funcionam como filtros e
controlam a troca bidirecional de substancias entre o sangue e hepatdcitos
(WISSE et al., 1985). Sugere-se que estas células participam da regulagdo do
fluxo sanguineo através dos sinusoides (ODA et al., 1990). As SECs também
participam na captagdo de moléculas modificadas ou desnaturadas atraves de
receptores “scavenger” em conjunto com as células de Kupffer (KCs)

(SMEDSR®@D, 1990).

As KCs podem ser encontradas no limen dos sinuséides, aderidas as
SECs, principalmente nas regides peri-portais. Estas células desempenham a
limpeza mecénica do sangue atraves de alta atividade endocitica mediada por
receptores, removendo endotoxinas, complexos imunes e componentes
bacterianos, hemécias envelhecidas, exercendo um importante papel na
resposta imune do organismo. Quando as KCs sédo ativadas produzem fatores
pré-inflamatorios e citotoxicos, tais como interleucina-1 (IL-1), fator de necrose
tumoral — a (TNF- a), radicais livres e proteases (revisto por ARIl & IMAMURA,

1999).
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As células estreladas hepaticas (HSCs), conhecidas também por células
de Ito, situam-se no espaco de Disse. As HSCs em estado quiescente
armazenam aproximadamente 80% do conteludo total de retindides (ex.:
vitamina A), regulam a sua concentragdo e sua liberacdo no sangue. Os
retindides regulam atividades celulares tais como proliferacdo, diferenciagéo,

morfogénese (BLOMHOFF et al., 1994).

As HSCs participam na regulacdo entre sintese e degrada¢édo de matriz
extracelular. Em estado quiescente, as HSCs sintetizam principalmente
colageno tipo I, colageno tipo llI, colageno tipo IV e laminina (GEERTS et al.,
1993). Também sintetizam metaloproteinases de matriz extracelular tipo 2
(MMP-2), MMP-3, MMP-10, MMP-13, e MMP-14, além de inibidores teciduais
de metaloproteinases tipo 1 (TIMP-1) e TIMP-2 (ARTHUR et al.,, 1989;
IREDALE et al., 1992; KRISTENSEN et al., 2000). Quando ativadas modulam
seu fendtipo, passando de uma célula armazenadora de lipideo para um tipo
celular semelhante ao miofibroblasto (WANG et al., 2004). Neste caso passam

a sintetizar grande quantidade de proteinas da MEC.

Ha evidencias de que as HSCs participam na regulacdo do fluxo
sanguineo pelos sinusdides. Estudos realizados em cultura de HSCs
demonstraram que estas contraem em resposta a trombina e angiotensina Il
(PINZANI et al., 1992), eicosanoides e endotelina | (ROCKEY et al., 1993) e
relaxam sob influéncia de prostaglandina E, prostaciclina, doadores de 6xido

nitrico, adrenomedulina e somatostatina (PINZANI & GENTILINI, 1999).

As HSCs estdo envolvidas também na liberacdo de mediadores quimio-

atratores e mecanismos autdcrinos e paracrinos. Em estado quiescente,
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liberam fatores de crescimento de hepatdcitos (HGF) (RAMADORI et al., 1992),
fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF) (ISHIKAWA et al. 1999),
fator de crescimento de insulina tipo 2 (IGF-1I) (ZINDY et al., 1992), e fator de
crescimento transformante tipo B, (TGF-B;) (DE BLESSER et al., 1997), entre
outros, que controlam a proliferagéo e diferenciagédo das HSCs e demais tipos

celulares no figado.

Outro importante componente do ecossistema hepatico € a matriz
extracelular que compde o espaco de Disse. Embora se apresente em
pequenas proporcdes, sua composicdo € de grande importancia para a

manutencdo da homeostase e funcéo do figado.

Esta matriz extracelular € composta por colagenos fibrilares do tipo I, IlI,
V, colagenos microfibrilares do tipo VI, colagenos de membrana basal do tipo
IV e XVIII, glicoproteinas estruturais (laminina, fibronectina) e pequenas
proteoglicanas (decorina, tenascina-C, entactina, heparan sulfato, condroitinas

e outros) (revisto por SCHUPPAN et al., 2001).

Em condi¢Bes normais, as HSC sintetizam principalmente o colageno do
tipo 1l e do tipo IV, e laminina, as SECs expressam colageno do tipo IV
(GEERTS et al. 1993), e os hepatdcitos expressam fibronectina (RAMADORI et
al., 1987) . Estes trés tipos celulares expressam pequenas quantidades de

colageno do tipo I.

A matriz extracelular do espaco de Disse exerce funcdes relacionadas a
adesdo celular, migracao, proliferacédo e diferenciacdo. Muitas dessas funcdes sao
sinalizadas por adesdes célula-matriz mediadas por integrinas, proteoglicanas

transmembrana ou receptores de matriz (BISSEL et al., 1998). Essas moléculas de
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adesdo podem atuar como receptores de citocinas e fatores de crescimento

(GRESSNER, 1995), agindo em conjunto com as demais moléculas de adesao.

1.3 — Fisiopatologia Hepatica

1.3.1 - Fibrose Hepética

A fibrose hepatica é uma alteracdo que ocorre previamente ao
estabelecimento da cirrose hepatica. E um processo dinamico que se inicia
como resposta as lesbes crbénicas ao figado e resulta no excesso de deposi¢éo
de matriz extracelular devido ao desequilibrio entre sintese e degradacao de
seus componentes (ROJKIND & GREENWEL, 2001). Essa deposigéo é feita
gradualmente e em estagios mais avancados, como no caso da cirrose
hepatica, o conteido de componentes da matriz extracelular, principalmente o
colageno tipo | e tipo lll, podem estar aumentados em até seis vezes em

relacéo ao figado normal (ROJKIND et al., 1979; GRESSNER et al., 1990).

A distribuicdo da fibrose dentro do I6bulo hepético varia de acordo com
o local e o agente etiolégico. No caso da hepatite viral, ha predominancia de
fibrose peri-portal. J& em casos de doenca relacionada ao alcool, a fibrose é
geralmente pericentral. Com a continua lesdo dessas regides, ocorre a
formagdo de septos fibrosos porta-porta, porta-centro e centro-centro

(FRIEDMAN, 1993).

Com a suspensdo da agressao, € possivel restabelecer o ecossistema

hepéatico e até mesmo reverter o processo fibrético. Porém, a continua
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deposicéo de colageno por um longo periodo acarreta no amadurecimento das
fiboras de colageno, através de cross-linkings de proteinas, tornando-as mais
estaveis e resistentes a degradacdo. Este €, portanto, um fator que esta

associado a reversibilidade da fibrose (RICARD-BLUM et al., 1996).

A fibrose provoca alteracbes importantes na arquitetura normal do tecido
hepético, tais como: ativagdo das células estreladas hepaticas e ceélulas de
Kupffer; a capilarizacdo dos sinusodides; perda das microvilosidades na
superficie dos hepatocitos; aumento da deposi¢do de fibras de coldgeno na

matriz extracelular intersticial do I6bulo hepatico (Figura 5) (FRIEDMAN, 2000).

Um ponto critico na formacgéo da fibrose € o fenbmeno da capilarizacéo
dos sinuséides. As células endoteliais sinusoidais perdem os poros e ha o
aumento de deposicdo de colageno no espaco de Disse, formando uma
membrana basal de alta densidade (SCHAFFNER & POPPER, 1963).
Portanto, ocorre o aumento a resisténcia do fluxo sanguineo e a reducao da
troca bidirecional de substancias entre o sangue e hepatdcitos. Sob essas
condi¢cdes, ha reducdo de suprimento de oxigénio, causando isquemia, e
reducdo na captacdo de nutrientes, que provocam ainda mais lesdes e morte

celular (WISSE et al., 1985).

Tais lesdes desencadeiam uma cascata de reagdes que induzem a
ativacdo das células de Kupffer e células estreladas hepéticas, que
desempenham papeis importantes na fibrogénese, como a sintese de
colageno, inibicdo da degradacéo de colageno, proliferacdo celular e liberacédo

de citocinas (ROJKIND & GREENWEL, 2001).
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Espaco de Disse com matriz extracelular celula_s_ | Matrlz extracelular com deposno de
de baixa densidade, célula estrelada| endoteliais | fihras de colageno, células estreladas
hepatica em estado quiescente e com | Sinusoidais hepéticas ativadas em proliferacdo e

acumulo de retindides, hepatécitos com fibrogénicas, perda dos microvilos dos
microvilos e células endoteliais hepatocitos, perda dos poros das
sinusoidais com poros. células endoteliais sinusoidais.

FIGURA 5 — Esquema representativo da arquitetura normal do figado
(quadro a esquerda) e as alteracdes causadas por lesdo hepética crbénica

(quadro a direita) (adaptado de FRIEDMAN, 2000).

1.3.1 — Estimulos de inducéao

A fibrogénese hepatica é a resposta celular a algum tipo de lesdo que
cause o desequilibrio dos fatores que regulam a homeostase do ecossistema
hepético. Tais alteracbes disparam uma cascata de eventos que tem a

deposicao de colageno como resultado final (FIGURA 6).
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FIGURA 6 - Representacdo esqueméatica dos principais mecanismos
envolvidos na fibrogénese hepatica induzida por etanol (adaptado de

ROJKIND & GREENWEL, 2001)

A ativacdo das HSCs é um evento essencial na fiborogénese hepética. As
HSCs permanecem em estado quiescente até receberem um estimulo a
ativacdo. A ativacdo da HSC pode ser iniciada por estimulos paracrinos de
células que sofreram lesdo celular: hepatocitos, SECs, células de Kupffer,
plaguetas. Os hepatdcitos promovem a ativacdo pela produgcdo de
lipoperoxidos e seus subprodutos (ex.: aldeidos) resultantes do estresse
oxidativo nas células lesionadas, afetando os mecanismos transcripcionais da

HSC. Estudos demonstraram que as HSCs em cultura s&do induzidas a
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proliferacéo e expressao de genes de colageno tipo | apos a exposicdo a meios
de cultura condicionados por hepatdcitos em estado de estresse oxidativo
(SVEGLIATI et al.,, 1998). As plaquetas sdo uma fonte de mediadores
importantes como PDGF, EGF e TGF- ;. As SECs que sofreram lesédo séo
estimuladas a produzir uma isoforma de fibronectina variante (EIIIA) que tem
efeito promotor de ativagdo nas HSCs (JARNAGIN et al.,, 1994). As SECs
também sdo capazes de converter o fator de crescimento transformante B;
latente (L-TGF- B;) para a sua forma ativa (TGF- B;) através da producdo de
ativador de plasminogénio tipo uroquinase (urokinase type plasminogen

activator, uPA) (OKUNO et al., 1997).

A ativacdo de KCs ocorre pouco antes da ativacdo de HSCs e
desempenha papeis importantes na ativagdo das HSC. Ao serem estimuladas,
as ceélulas de Kupffer liberam fatores que induzem a proliferacdo das HSCs e
hepatécitos, e liberagdo de citocinas quimio-atratoras de células inflamatérias
(neutrdfilos e mondcitos). Em pacientes acometidos por hepatopatias, ha
aumento dos niveis de citocinas produzidos pelas KCs: TNF-q, IL-1, IL-6 e
oncostatina M (OSM), e induzem a resposta inflamatoria de fase aguda (acute
phase response, APR). A APR pode ter efeitos benéficos na fase aguda da
lesdo, pois é um evento que favorece a proliferagdo de hepatdcitos e do
remodelamento de tecido conectivo apos hepatectomia parcial (SOLIS-
HERRUZO et al., 1999), porém estudos demonstraram que sobreposi¢cdo de
episédios de APR pode regular a expressdo de RNA mensageiro de colageno
tipo | e de TIMP-1, e, portanto, favorece a fibrogénese (GREENWEL &

ROJKIND, 1997).
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As células de Kupffer também produzem TGF- ; que atua de forma
autocrina sobre as KCs e paracrina sobre as HSCs, induzindo ao aumento de
expressao de TGF-B; em ambas (FRIEDMAN, 1999). O TGF-B; induz também
0 acumulo de peréxido de hidrogénio (H20,) tanto na ativacdo das HSCs como
no aumento da expressao de RNA mensageiro de colageno al(l).(GREENWEL

et al., 2000).

A matriz extracelular participa da ativacdo das HSC. Estudos
demonstraram que a célula permanece em seu estado quiescente quando
cultivada sobre uma matriz extracelular derivada de tumor, em contraste ao
fendtipo de HSC ativada quando aderida diretamente ao polimero sintético das
placas de cultura. Além disso, demonstraram que as HSCs cultivadas sobre
componentes individuais da matriz ndo apresentavam o fenétipo do estado
guiescente, sugerindo que as interacbes entre as HSCs em estado quiescente
e a matriz extracelular sdo complexas, e que as alteracdes nos componentes
da matriz extracelular podem induzir mecanismos de diferenciacdo e

proliferacéo celular (FRIEDMAN, 1989).

Outro estudo demonstra que a HSC torna-se responsiva ao estimulo por
TGF-B de sintese de colageno tipo | e tipo Il quando cultivada sobre matriz de
colageno tipo I, enquanto o TGF-B perde seu efeito quando a célula é cultivada
sobre matriz de colageno tipo IV (DAVIS, 1998). Sugere-se que as HSCs
possuem diferentes receptores para 0os componentes da matriz extracelular,
além das integrinas. Estudos demonstraram o aumento na expressao de uma
subclasse de receptor tirosina-quinase chamado de receptor de dominio

discoidina (DDR) (ANKOMA-SEY et al., 1998). Esse receptor seria responsavel
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pela sinalizacao intracelular em resposta a interagdo com colagenos fibrilares,

como o colageno tipo | e tipo 11l (VOGEL et al., 1997).

Estudos mais recentes demonstraram que a matriz extracelular também
pode ser um reservatoério de citocinas e fatores de crescimento, como o fator de
crescimento derivado de plaquetas (platelet-derived growth factor, PDGF).
Essas moléculas tém maior afinidade com as proteoglicanas da matriz
extracelular. Essa interagdo protege as citocinas e fatores de crescimento da

degradacgéo (ARIAS et al., 2001).

1.3.2 — Ativacédo das HSCs

A ativacdo das HSCs é dividida em duas fases: iniciacao e perpetuacao.
A iniciacdo é o processo de transdiferenciagdo da HSC, na qual sofre
mudancas fenotipicas e de expressdo génica que irdo dar suporte ao estado
ativado. A perpetuacao é o processo de amplificacdo e manutencéo do fenétipo

ativado pelos estimulos da iniciagdo (FRIEDMAN, 2000).

Durante a iniciacdo, a HSC estd em processo de transdiferenciacdo. As
HSCs se convertem em células com caracteristicas morfoldégicas de
miofibroblasto. Estudos demonstraram que as HSCs passam a sintetizar a a-
actina de musculo liso (a-smooth muscle actin, a-SMA), marcador celular de
miofibroblastos, em figados que sofreram les&o por tetracloreto de carbono

(CCly) ou por obstrucéo biliar (SCHMITT-GRAFF et al., 1991).
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As HSCs passam a expressar de receptores para citocinas que induzem
a proliferagéo celular e atividade fibrogénica. Estudos demonstraram que as
células de Kupffer induzem a sintese de receptores  para PDGF, um potente
fator de proliferacdo de HSCs, além de outros fatores como: TGF-a, fator de
crescimento de fibroblasto (FGF) e fator de crescimento de epiderme (EGF)
(PINZANI et al., 1989), que aumentam a capacidade de proliferagdo das HSCs.
O aumento de receptores para TGF-f1, IL-1 e TNF-a (MATSUOKA et al. 1989)

favorece a sintese de colageno e sintese de citocinas pro-fibroticas.

Os mecanismos de transcricdo da HSC também sofrem alteracdes.
Estudos demonstraram que o fator transcricional c-Myb tem sua expresséo e
atividade aumentada em HSCs ativadas (BUCK et al., 2000). Esse fator se liga
a regides promotoras do gene de a-SMA, aumentando sua transcrigdo.
Também sé&o evidenciados aumentos de expressao e atividade dos fatores de
transcricdo Spl e NFkB, que estédo envolvidos na regulagdo de expresséo do
gene de colageno tipo | induzido por TGF- B; (INAGAKI et al., 1995), e no

aumento da transcrigdo de citocinas fibrogénicas (GREENWEL et al. 1997).

ApoOs a iniciacdo, o estado ativado das HSCs é mantido por ciclos
autocrinos e paracrinos de regulagéo fatores de crescimento. Com o aumento
da expressao dos receptores de PDGF, as HSC entram em mitogénese e
proliferam. Além disso, ha aumento da expressao de PDGF pela HSC, ativando
um mecanismo autdcrino de proliferagdo, que resulta no aumento de HSCs
ativadas e, consequentemente, maior sintese e deposicdo de colageno
(PINZANI et al., 1994). A liberagdo de PDGF pelas HSCs também €& um fator

qguimiotaxico que induz a migracao de outras HSCs até a regido da leséo.
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A sintese de citocinas pelas HSCs também € essencial para a
manutencdo do seu estado ativado. Além do estimulo paracrino regulado pelas
KCs e SECs, a HSC ativada expressa suas proprias citocinas de acdo
autocrina. Para a manutencdo da proliferacdo e da sintese de colageno,
sintetizam PDGF, HGF, FGF, ET-1, TGF-B,, fator de ativacdo de plaqueta.
Liberam também fatores proé-inflamatérios e quimiotdxicos que atraem
neutréfilos e mondcitos, tais como o fator de estimulagdo de colénia (CSF),
proteina quimiotaxica de mondcito e quimio-atrator de neutrdfilo induzido por
citocina. Também produzem citocinas antiinflamatérias, em especial, a
interleucina-10 (IL-10). A IL-10 diminui a producdo de TNF-a em macrofagos
(VAN HOGEZARD et al., 1997), reduz a expressdo de colageno tipo | e

aumenta a expresséo de colagenase intersticial (LOUIS et al., 1998).

As HSCs também estdo relacionadas a contratilidade da fibrose. Esta
contratilidade pode estar relacionada presenca de a-SMA nos filamentos de
citoesqueleto das HSCs ativadas. Estas células expressam endotelina-1 (ET-
1), que atua como agente vasoconstritor e regulador da expressdo de a-SMA
(ROCKEY et al. 1998) e também 6xido nitrico (NO), antagonista fisiol6gico da
ET-1. Sugere-se que a constricdo dessas células aumenta a resisténcia do
fluxo sanguineo através do sinusoide, havendo rela¢cdo com o desenvolvimento
de hipertenséo portal, devido a reducéo da atividade de NO e ao aumento do
estimulo por ET-1 (GUPTA et al., 1998). Sugere-se que as inervagdes
encontradas proximas as HSCs também podem participar do processo de

contracao (UENO et al., 1988).
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1.3.3 — Sintese e degradacéo de colageno

A deposicdo de colageno esta diretamente relacionada a ativagdo da
HSC pelo TGF-B1, que € o fator fibrogénico mais potente que atua sobre as

HSCS.

O TGF-B; possui trés mecanismos que modulam da deposi¢cao de matriz
extracelular: aumento da sintese de componentes de matriz extracelular,
aumento da sintese de inibidores de proteases, e diminuicdo da expressao de

metaloproteinases (BORDER & NOBLE, 1994).

O aumento da expressdo de colageno pela indugdo por TGF-B; ocorre
através de uma via de sinalizacdo intracelular. O TGF-B; induz a dimerizacéo
dos receptores serina/tirosina quinases do tipo | e tipo Il. Concomitante a
dimerizagéo, o receptor tipo | é fosforilado e propaga a sinalizacdo através de
proteinas Smad, que séo proteinas mediadoras de sinalizacao intracelular. As
Smads 2, 3 sao fosforiladas, formam hetero-oligomeros com a Smad 4, e se
translocam para o nucleo. Os complexos Smad regulam a transcricao de genes
especificos, como os genes do colageno tipo | (revisto por MIYAZONO et al.,

2000).

A dindmica do remodelamento tecidual esta relacionada ao balanco
entre a expressdo de MMPs e TIMPs. As MMPs sdo enzimas que degradam 0s
componentes da matriz extracelular. As TIMPs sdo os inibidores da agéo das
MMPs. As MMP-1 e MMP-13 tém especificidade de degradacdo sobre os

colagenos intersticial como o colageno tipo | e tipo lll. Ja as MMP-2, MMP-3,
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MMP-9 e MMP-10 tém especificidade pelos colagenos desnaturados, colageno

tipo IV, fibronectina e laminina (WESTERMARCK et al., 1999).

Na fibrogénese, as MMPs que degradam colagenos intersticiais tém sua
expressao reduzida e sao inibidas pelas TIMPs. Inicialmente, ocorre 0 aumento
da expressdo de MMP-13, seguido do aumento da expressdo de TIMP-1 e
colageno tipo | e lll. Sugere-se que nesta fase, essa MMP desempenhe um
papel de limpeza local para que possa que seja possivel a deposicao de fibras
de colageno. Apos essa fase inicial, a expressao de MMP-1 e MMP-13 sé&o
reduzidas, enquanto a expressao de TIMP-1, TIMP-2 e colageno tipo | e tipo llI
prosseguem aumentadas, que favorece a deposi¢cdo dos colagenos fibrilares.
Ja as MMP-2, MMP-3, MMP-9 e MMP-10 tém a expressdo aumentada desde a
fase inicial da fibrogénese, resultando no aumento da degradacdo da matriz de
baixa densidade (ROJKIND & GREENWEL, 2001). Além disso, 0 aumento da
expressdo da TIMP-1 e TIMP-2 favorecem ainda mais deposicdo de colageno

fibrilar (IREDALE, 1997).

1.3.4 - Cirrose Hepatica

A cirrose hepética é definida como um processo difuso caracterizado
pela presenca de fibrose e pela conversao da arquitetura normal do figado em

nodulos estruturalmente anormais (ANTHONY et al., 1978).

A cirrose hepatica é uma doenca crénica de carater avancado, que se

instala lenta e gradualmente, comprometendo gravemente as funcdes do
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figado. Em cerca de 50% dos casos, 0 paciente ndo apresenta complicacdes,
somente sendo diagnosticada com o aparecimento de sintomas relacionados a
esta doenca (GRAUDAL et al. 1991). Quando manifestadas, as complica¢fes
reduzem a qualidade de vida do paciente e, dependendo do grau da

complicacdo, pode levar a 6bito.

Suas manifestacdes clinicas mais graves estdo relacionadas as
alteracdbes na hemodindmica hepatica e reducdo de massa celular,
representadas pela presenca de hipertensdo portal e insuficiéncia
hepatocelular. Outras complicacbes também estdo relacionadas a cirrose
hepatica, tais como: desnutricdo, ascite, peritonite bacteriana, varizes e

sangramento no esbfago, sindromes hepatorenal, sindrome hepatopulmonar e

carcinoma hepatocelular (SHERLOCK & DOOLEY, 2002).

7

A cirrose hepatica é caracterizada como uma doenca irreversivel.
Portanto, o Unico tratamento definitivo é o transplante de 6rgdo. Mesmo com 0s
avancgos no sistema de captacdo de 6rgaos, na conscientizacdo da populagéo
sobre a importadncia da doagdo de 6rgdos, e nas técnicas cirurgicas que
permitem o transplante de figado intervivos, o numero de 6rgdos ndo supre a
demanda e muitos pacientes vao a 6bito durante a espera por um transplante.
A taxa de mortalidade na fila de espera na cidade de Sédo Paulo pode chegar
até 75% (SETTE et. al., 2003). O tratamento paliativo da cirrose é baseado na
controle ou suspensdo do agente etioldgico, nutricdo balanceada, alivio das

complicacfes e na utilizacdo de drogas anti-fibroticas (RILEY & BHATTI, 2001).
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1.4 — Modelos Experimentais para Inducdo de Lesado Hepatica

Grande parte dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na fibrose,
cirrose e suas complicacBes clinicas foram elucidadas a partir de estudos
utiizando modelos experimentais in vivo. Ao longo dos anos, diferentes
abordagens metodologicas foram utilizadas a fim de estabelecer modelos
experimentais capazes de reproduzir os aspectos clinicos e fisiopatolégicos
das lesdes hepaticas crénicas, em especial, aqueles relacionados a fibrose e

cirrose hepética.

Existem diversas abordagens metodolégicas para o desenvolvimento de
modelos experimentais para fibrose e cirrose, tais como: indugao por obstrugéo
biliar (GRINKO et al., 1995; PAROLA et al., 1996), por desordem metabdlica
(ZIESEL et al.,, 1991; GEORGE et al., 2003), por reagdo imunoldgica
(BHUNCHET et al., 1996; SHIGA et al., 1997), e por substancias hepatotoxicas
(MADDEN et al., 1970; MUNOZ-TORRES et al.,1991; GREENWEL et al., 1993;

ASTON et al., 1998) .

Muitos modelos experimentais in vivo estdo baseados na intoxicagéo por
alguma substancia hepatotdxica, principalmente pela administracdo de

tetracloreto de carbono (CCl;) (PEREZ-TAMAYO, 1983).
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1.4.1 — Inducéo por tetracloreto de carbono

O CCls € um liquido incolor e hidrofébico, que libera vapor de odor
etéreo. E produzido a partir da clorinagéo de outros hidrocarbonetos. Hoje em
dia, € utilizado apenas como solvente industrial, mas foi utilizado largamente na
producéo de cloro-flior-carbonos (CFCs) para fluido refrigerante e propelente
de aerossois, como pesticida e como solvente de limpeza domeéstica. Sua
producdo e utilizacdo foram reduzidas apds a constatagdo de seus efeitos

deletérios tanto a saude humana bem como ao meio ambiente (ATSDR, 2003).

Entre as décadas de 1920 e 1930, estudos com pacientes intoxicados
por CCl, demonstraram alteraces no quadro clinico relacionadas ao figado,
gue causaram esteatose, necrose hepatocelular, fibrose e cirrose. Observaram
também que as alteragbes eram dependentes da quantidade e tempo de
exposicdo ao CCly (revisto por ATSDR, 2003). Constatada sua
hepatotoxicidade, diversos estudos buscaram desenvolver modelos

experimentais, utilizando o CCl, como agente agressor de lesdo hepatica.

Basicamente, duas metodologias de inducdo de lesdo hepatica crbnica
por CCl; sdo utlizadas atualmente: a intoxicagdo por CCl; puro e a
administracdo sequencial ou simultdnea de CCl; com substancias que

potencializam sua toxicidade.

Em 1936, CAMERON & KARUNARATNE (citado por McLEAN et al.,
1969) estabeleceu um modelo padronizado de indugdo de cirrose em ratos

através da administragdo de doses orais repetidas de CCls. Estudos
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posteriores buscaram aprimorar o modelo, estabelecendo a relacdo entre
tempo, dose e via de administracdo. Hoje em dia, a grande maioria dos estudos
utiliza a administracdo por via intragastrica (PROCTOR & CHATAMRA, 1984;
LLOVET et al., 1994; ONORI et al.,, 2000; BHIMANI et al., 2003) ou por
inalagdo (CLARKE et al., 1973; DAVID et al., 1981; GARCIA-FERNANDEZ et

al., 2005).

Em 1969, McLEAN et al. observaram que o método de CAMERON &
KARUNARATNE apresentava lento processo de indugdo, alta taxa de
mortalidade e que uma proporcdo dos ratos sobreviventes ndo desenvolvia
cirrose. A partir disso, desenvolveram melhorias em relagdo ao método
anterior, administrando CCl, por inalagdo com associacdo de fenobarbital, um
farmaco utilizado como sedativo e que induz o aumento da toxicidade do CCl,
(GARNER & MCcCLEAN, 1969). Neste modelo, McLEAN et al. observaram
reducdo de mortalidade de animais, reducdo do tempo de indugdo a metade e

grande propor¢do de animais com cirrose.

Posteriormente, muitas outras substancias também demonstraram
potencializar a hepatoxicidade do CCl,, dentre essas: acetona (PLAA et al.,
1972), metanfetamina (ROBERTS et al., 1992), nicotina (YUEN et al., 1995) e

etanol (HALL et al., 1991).



32

1.4.2 — Mecanismo de acédo do CCl,

O CCl,; é rapidamente absorvido pelos pulmdes e pelo trato
gastrointestinal (SANZGIRI et al. 1997). Por ter propriedades lipofilicas, difunde
passivamente do sangue para os tecidos, principalmente o figado e o rim.
Quando absorvido pelo trato intestinal, sofre o efeito da primeira passagem
pelo figado, onde entdo € biotransformado. Essa biotransformacgéo leva a

producéo de metabdlitos reativos que iniciam a lesdo celular.

O CCl; € metabolizado no figado pelo sistema oxidativo enzimatico
microssomal (MEOS) ou sistema enzimatico do citocromo P450. Esse sistema
estd presente no reticulo endoplasmatico de hepatécitos (RECKANEL et al.,
1989). E composto por diversas isoenzimas que catalizam a oxidacdo de
substancias xenobidticas para um derivado quimicamente inerte e estavel
(GONZALEZ, 2005). A isoenzima do MEOS mais relacionada a
biotransformacdo do CCl, é o citocromo P450 2E1 (CYP2E1l). Estudos
utilizando camundongos knock-out para CYP2E1 (cyp2el™) demonstraram que
esses animais apresentam resisténcia a intoxicacdo por CCl; e néo
apresentam evidéncias de lesdo hepética, mesmo em doses subletais,

+/+

enquanto os camundongos wild-type (cyp2el™") apresentavam as alteracbes

relacionadas a intoxicagéo por CCl, (WONG et al., 1998).
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A reacdo do CYP2E1l com o CCl, produz o radical livre triclorometil
(eCCl3) (LAI et al., 1978). Esse radical livre reage rapidamente ao oxigénio,
formando um radical ainda mais reativo, o triclorometilperoxi (CCl;0,e) (MICO

& POHL, 1983).

Dois processos principais estdo associados a lesdo hepatocelular: a
haloalquilacdo de macromoléculas pelo radical triclorometil e a lipoperoxidagéo

pelo radical triclorometilperoxi (FIGURA 7) (BUHLER et al., 1992).

Na haloalquilacdo, o radical triclorometil pode se ligar covalentemente a
macromoléculas como DNA, proteinas e lipidios, e induz a inativacdo dessas
moléculas, prejudicando as fungdes celulares. Sugere-se que a ligagdo do
radical triclorometil a &cidos nucléicos esteja relacionada ao potencial
carcinogénico do CCl,; (DIRENZO et al., 1982). O radical triclorometil provoca
um efeito depressivo na sintese protéica através da hipometilacdo de
ribossomos (CLAWSON et al., 1987). Também interfere na homeostase de
lipidios, provocando o acumulo de triglicerideos no hepatdcito pela inibicdo de
sintese e secrecdo de VLDL, lipoproteina carreadora de triglicerideos no

sangue, o que resulta em esteatose (BOLL et al., 2000).

Sugere-se que a lipoperoxidacdo € desencadeada pelo radical
triclorometilperoxi que reage rapidamente com os &cidos graxos insaturados
(FORNI et al., 1985). Essa reacdo provoca desestabilizacdo das pontes de
metileno desencadeando uma série de reacdes autocataliticas, que resultam
na destruicao do 4cido graxo, juntamente com a formacgdo de outros compostos

reativos como aldeidos, grupos carbonila e alcanos (FRANK et al., 1984).
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Esses subprodutos também sdo capazes de se ligar as macromoléculas

celulares e causar efeitos toxicos nas células (STERBAUER, 1985).

Devido a sua abundancia na composicdo de membranas lipidicas, os
fosfolipidios s@o os principais alvos atacados pelos radicais livres de CCl, e 0s
compostos reativos resultantes da lipoperoxidacdo (FORNI et al.,, 1985). A
destruicdo dos fosfolipidios leva a instabilidade das membranas do reticulo
endoplasmatico (RECKNAGEL & LOMBARDI, 1961, citado por PLAA, 2000) da
mitocdndria, do aparelho de Golgi e da membrana plasmatica. Essa
instabilidade resulta na disfuncdo de sistemas enzimaticos presentes nestas
organelas e aumenta ainda mais a lesédo celular, podendo causar a necrose

hepatocelular (WEBER et al., 2003) .

A acdo hepatotoxica do CCl, pode ser potencializada pelo aumento da
sua biotransformacéo em radicais triclorometil. O etanol e o fenobarbital séo
substancias que induzem o aumento da sintese de enzimas do MEOS
(CORNISH & ARDEFUIN. 1966; McLEAN & McLEAN, 1966; HASUMURA et

al., 1974; CASTILHO et al. 1992).

Embora atuem sob o mesmo sistema enzimético, o etanol e o
fenobarbital tém acdes especificas. Enquanto o fenobarbital possibilita a
regeneracao hepéatica e reparo tecidual (KODAVANTI et al. 1992), o etanol
exerce uma acao inibitéria da regeneracdo de hepatdcitos. Estudos utilizando
modelos de regeneracdo hepatica (hepatectomia parcial) e uso de agentes
mitdogenos (DIEHL et al. 1993) demonstraram que o etanol reduz a inducao de
sintese de DNA de hepatocitos, mesmo quando administrado em doses de

baixa citotoxicidade. Os mecanismos envolvidos na inibicdo de proliferacéo de
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hepatocitos estdo relacionados ao aumento da sintese de TNF-a, aumento de
espécies reativas de oxigénio, e reducdo e expressao da ciclina D1, inibindo a

progressao do ciclo celular nos hepatécitos (KOTEISH et al. 2002).

Modelos animais para cirrose hepatica sdo importantes para o
entendimento dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos no desenvolvimento
da doenca, bem como para o estudo de métodos terapéuticos. Para tanto, é
necessario que os modelos experimentais in vivo sejam capazes de reproduzir

0s aspectos clinicos e fisiopatoldgicos da cirrose hepética.

Dentre as diversas abordagens metodoldgicas descritas na literatura
cientifica, selecionamos o modelo de indugéo de cirrose hepatica descrito por
HALL et al. (1991) como base para o desenvolvimento do nosso modelo
experimental. Os autores estabeleceram um modelo de indugédo de cirrose
hepatica de padrdo micronodular em ratos Wistar machos, utilizando a
exposicao crénica por inalacdo de baixas doses de CCl, associada a ingestédo
cronica de etanol através da técnica de dieta liquida de LIEBER-DeCARLI
(1982). Este modelo apresenta vantagens importantes em relagdo aos demais
modelos, pois € capaz de induzir a cirrose hepatica em menor tempo de
intoxicacdo (10 semanas), de obter homogeneidade do padréo de cirrose entre
0s animais e a taxa de sobrevivéncia € de 100%.

A fim de estabelecer um modelo préprio e adequado as condi¢des de
nosso laboratério, realizamos algumas modificagbes no protocolo do modelo
acima descrito. Com o desenvolvimento desse modelo, buscamos
compreender as bases fisiopatologicas das doengas hepéaticas cronicas, para

futuros estudos em busca de alternativas terapéuticas para estas doencgas.
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2 -0OBJETIVOS

Portanto os objetivos gerais sao:

e Estabelecer um modelo animal experimental de lesdo hepética

cronica que reproduza a cirrose hepdtica;

Os objetivos especificos séo:

e Induzir a cirrose hepética através da intoxicagdo por tetracloreto

de carbono (CCl,) e a ingestédo cronica de etanol,

e Acompanhar a evolugdo da lesdo hepatica cronica ao longo do
desenvolvimento do modelo através de andlises histologicas,
bioquimicas e ultra-sonograficas, comparando o modelo de lesédo

pelo CCl, e a da associagédo de CCl, com o alcool.
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3 — Material e Métodos

3.1 — Animais

Para o desenvolvimento do modelo de lesdo hepética crénica, foram
utilizados ratos Wistar fémeas pesando entre 160g a 200g.

Antes do inicio dos experimentos, animais normais (n = 85) foram
submetidos a exame ultra-sonografico e coleta de sangue para obtencéo dos
valores padroes meédios de cada parametro avaliado por ultra-som e

bioquimica.

3.2 — Preparacédo da Dieta Liquida Completa e Alcodlica

Para permitir a nutricdo apropriada dos animais e o consumo diério de
etanol em niveis adequados, utilizamos como fonte alimentar uma dieta liquida
baseada na formulacdo desenvolvida por LIEBER & DeCARLI (1989). Os
componentes nutricionais e suas respectivas concentracées estdo descritos na
Tabela 4. Os ingredientes da dieta foram diluidos em agua filtrada estéril e
homogeneizados em liquidificador até atingirem uma consisténcia liquida.

Para constituir a dieta liquida alcodlica, utilizamos bebida alcodlica
destilada comercial — aguardente (Companhia Muller de Bebidas) - cuja
composicdo essencial é de agua e etanol a 42° GL. A aguardente era
adicionada durante a preparacdo da dieta e a concentragdo final do etanol era

de 5,5% (m/v). Esta dieta é hipercaltdrica em relacédo a dieta controle.
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Tabela 4 — Composicdo da Dieta Ligquida de Lieber-DeCarli modificada

(adaptado de LIEBER & DeCARLI, 1989).

Concentragdo para preparacao de 1 Litro de dieta liquida

Albumina - 41,4 g
Cisteina-0,5¢g
Metionina - 0,3 g

Goma Xantina - 3g
Celulose — 10g

Azeite de Oliva— 28,4 g
Oleo de Milho - 8,5 g
Oleo de Girassol — 2,7 g

Maltose Dextran - 115,2 g
Colina—5,68¢

Carbonato de Célcio-2,7 g
Cloreto de Sédio — 0,81 g
Fosfato de Sédio — 0,92 g
Fosfato de Potassio - 3,59
Sulfato Ferroso - 0,044g
Sulfato de Magnésio - 2,569

Vitamina A - 6000 Ul
Vitamina B1 - 1,5 mg
Vitamina B6 - 1,75 mg
Vitamina B12 - 25 pg
Vitamina D - 400 Ul
Vitamina E - 30 Ul
Acido Félico - 0,5 mg

Acido Parabenzoéico - 12,5 mg

Acido Nicotinico - 7,5 mg
Pantetonato de Calcio - 4 mg
Inositol — 25 mg

Riboflavina - 1,5 mg

Biotina — 50 pg

Menadiona - 125 pg

*Aguardente comercial — 160mL

* adicionado para constituir a dieta liquida alcodlica a 5,5%

Quilocalorias da dieta liquida controle = 963,1 kcal/L

Quilocalorias da dieta liquida alcodlica = 1331,1 kcal/L

3.3 — Modelo Experimental de Hepatopatia Cronica

AplOs 0s exames prévios para o estabelecimento dos parametros de

normalidade,

experimentais conforme descrito na tabela 5.

0os animais foram separados aleatoriamente em grupos

O experimento foi dividido em 2 fases: fase de adaptacdo e fase de

inducao da injuria. Na fase de adaptacéo, substituimos a racdo por dieta liquida

ad libitum. O grupo RP recebeu apenas ragdo padrdo e agua (dieta padréo)

durante esta fase. Todos 0s outros grupos receberam a dieta liquida sem éalcool

(dieta-controle) por 1 semana. Logo em seguida, os animais dos grupos Al, A2

e A3 consumiram a dieta liquida com alcool (dieta-alcool) por 1 semanas. Os

demais grupos continuaram a receber a dieta liquida sem alcool.
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Tabela 5 — Condi¢gdes experimentais por grupo

Grupo Dieta com ragdo padrdo e agua filtrada; n = 85; animais utilizados para obtencao

Padréo dos valores padrfes de bioquimica e avaliagdo dos parametros ultra-sonograficos
Grupo RP | dieta com ragdo padréo e agua filtrada; n =7
Grupo C1 | dieta liquida sem &lcool; n =4
Grupo C2 | dieta liquida sem alcool + injecdo via i.p. de veiculo (azeite de oliva); n = 4
Grupo C3 | dieta liquida sem é&lcool + injecdo de CCl;20%; n=5
Grupo Al | dieta liquida com &lcool; n =5
Grupo A2 | dieta liquida com &lcool + injec&o via i.p. de veiculo (azeite de oliva) n =5

Grupo A3 | dieta liquida com &lcool + inje¢&o via i.p. de CCl,20%; n= 49

ApOs esta etapa, iniciamos a fase de inducdo da injuria hepatica. Para
tanto injetamos 0,05 mL/kg de tetracloreto de carbono (CCls) a 20% diluido em
azeite de oliva por via intraperitoneal (i.p.) nos grupos C3 e A3. Os grupos C2 e
A2 receberam injecdes (i.p.) de azeite de oliva puro e os grupos C1 e Al e RP
nao receberam nenhum tipo de injecdo. As aplicacdes foram realizadas trés
vezes na semana ao longo de 12 semanas. Durante esse periodo, foi feito o
acompanhamento do consumo das dietas administradas e do peso dos animais
de cada grupo experimental, e realizamos exames de ultra-sonografia e de
bioguimica clinica na 42, 82 e 122 semanas. A Figura 7 mostra o curso temporal
do protocolo experimental.

Ao final da 122 semana de experimento, todos os animais dos grupos
RP, C1, C2, C3, Al, A2 e A3 foram anestesiados com éter e sacrificados por
deslocamento cervical. Logo em seguida, os figados foram removidos e

preparados para serem submetidos aos métodos de andlises histolégicas
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FIGURA 7 — Representacédo do curso temporal do modelo experimental de

inducéo de cirrose hepatica.

3.4 - Analises Histolbégicas

3.4.1 - Emblocamento em Parafina

O figado de cada animal sacrificado foi lavado em Salina tamponada
com fosfato 1X (PBS 1X) por 5 minutos. Os lobos do figado foram separados e
novamente lavados em PBS 1X, até conseguir lavar e remover o excesso de
sangue. Em seguida, os lobos foram cortados em fatias pequenas de
aproximadamente 1,5 mm de largura. As fatias eram rapidamente lavadas em
PBS 1X e em seguida foram fixadas por 5h em solucao de Gendre. Logo apés,

as fatias foram fixadas por 24h em solucdo tamponada de formaldeido a 10%.
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ApOs a etapa de fixacdo, as amostras foram desidratadas em
concentragdes crescentes de etanol (70%, 95% e 2 vezes de 100%), por 30
minutos em cada banho. Logo em seguida, foram colocadas em dois banhos
de xilol puro por 15 minutos. A infiltrag&o foi feita em trés banhos de parafina a
60°C por 30 minutos. Posteriormente o0s blocos das amostras foram
seccionados em micrétomo histologico, obtendo-se cortes de 5pym de

espessura.

3.4.2 - Coloragéo por Hematoxilina e Eosina

Para promover a desparafinizacdo dos cortes, as laminas foram
incubadas em estufa a 60°C por 20 minutos. Em seguida, foram feitos trés
banhos sucessivos de xilol PA por 3 minutos. Os cortes foram hidratados em
banhos de concentracdes decrescentes de alcool (alcool 100%, 95%, e 90%)
por 3 minutos e, em seguida, foram lavados em agua destilada por 3 minutos.
As laminas foram incubadas em solugdo de Hematoxilina de Harris por 10
minutos e lavados em &gua corrente por 10 minutos. A diferenciacdo foi
realizada com solugdo de alcool cloridrico. Realizamos a lavagem das laminas
em agua corrente por 5 minutos e agua destilada por 3 minutos. Em seguida,
as laminas foram incubadas em solugéo de eosina por 10 minutos e, logo apés,
foram lavadas rapidamente em agua corrente. Os cortes foram entdo
desidratados em solucdes crescentes de alcool (alcool 95%, 95%, 100% e
100%) por 3 minutos em cada solugdo. Fizemos a clarificagcdo dos cortes em 3

banhos de xilol durante 5 minutos cada. As laminas foram montadas com
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Entellan e observadas em microscépio optico Axioplan 100 (Zeiss) com

objetivas de 10X e 40X.

3.4.3 - Coloragdo por Picrosirius

As laminas emblocadas em parafina foram colocadas na estufa a 60°C
durante 40 minutos para facilitar a retirada da parafina. Os cortes histolégicos
foram submetidos a trés banhos de xilol PA por 5 minutos. O material foi
hidratado através de banhos de 5 minutos em solugdes decrescentes de alcool
(100%, 95%, 90% e 70%) e depois lavados em agua destilada por 10 minutos.
As laminas foram incubadas em solucdo de acido fosfomolibdico 0,2% por 1
minuto e em seguida incubadas em solugdo de picrosirius por 90 minutos.
Apos a incubagédo, as laminas foram lavadas em acido cloridrico 0,01N por 2
minutos e em alcool 70% durante 45 segundos. O material foi desidratado com
duas lavagens sucessivas de 5 minutos em alcool 95% e 100%. Os cortes
foram clarificados através de duas lavagens com xilol por 5 minutos. As
laminas foram montadas com Entellan e observadas em microscopio 6ptico

Axioplan 100 (Zeiss) com objetivas de 10X e 40X.
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3.5 - Andlises de Bioquimica Clinica

3.5.1 - Coleta e Processamento de Amostra de Sangue

Os animais foram anestesiados com éter e a coleta de sangue foi
realizada através da puncdo da artéria da cauda com seringa descartavel de
1mL (BD Plastipak). Foi coletado aproximadamente 1mL de sangue. O sangue
foi centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos. O soro obtido foi separado da
fracdo celular e mantido resfriado a -4°C. O soro ndo utilizado imediatamente

foi mantido a -70°C até a realizagéo dos testes.

3.5.2 - Testes de Analises Clinicas

As amostras de soro foram submetidas a testes de rotina laboratorial
para determinacdo de lesdo hepatocelular, através da quantificacdo das
enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT)
através de Método Colorimétrico de Quimica Seca. Também foram submetidas
a testes de funcdo hepatica, a fim de quantificar a concentracdo sérica total de
bilirrubina (BIlT), através do Método de Van den Bergh, e de albumina (ALB)
através do Teste Padrdo de Determinacdo de Albumina pelo Método Verde de

Bromocresol.



3. 6 - Andlises Ultra-sonograficas

3.6.1 — Exames de ultra-som

Para a realizacdo dos exames ultra-sonogréficos dos ratos, foi utilizado
equipamento de ultra-sonografia comercialmente disponivel (Caris Plus -
Esaote) e transdutor linear multifrequencial de 7,5-10MHz no modo-B.

Para possibilitar a manipulacdo do animal e melhor observacédo durante
0 exame, 0s animais foram anestesiados com injecao intraperitoneal de uma
dose de 0,1g/kg de xilazina 10% (Fort Dodge), associada a uma dose de
0,2g/kg de gquetamina 2% (Fort Dodge). Os animais foram posicionados em
decubito dorsal, realizamos tricotomia da regido abdominal logo abaixo da
parte inferior da caixa toracica. Aplicamos uma espessa camada de gel de
contato para transmissao ultra-sénica (Carbogel).

Os parametros de avaliacdo ultra-sonografica avaliados foram: diametro
transverso do figado, ascite, ecogenicidade hepatica, relacdo da ecogenicidade
hepatica em relacdo a ecogenicidade do rim direito, calibre e tortuosidade da
veia porta.

Para mensurar o diametro transverso do figado, analisar a
ecogenicidade do 6rgdo como um todo e investigar a presenca de ascite, 0
transdutor foi posicionado de maneira transversal, direcionada a caixa toracica
do animal, logo abaixo do processo xiféide, com angulo de aproximadamente
45 graus em relacdo ao abdome. Para analisar a veia porta, transdutor linear
foi posicionado na linha média do animal, apoiada ao térax com angulo de

aproximadamente 90 graus em relagdo ao abdome. Para analisar a
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ecogenicidade do figado em relagcdo ao rim, a sonda linear foi posicionada
paralelamente a direta da linha média do animal, com &ngulo de

aproximadamente 90 graus em relagdo ao abdome (Figura 8).
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FIGURA 8 — Posicionamento do transdutor linear para realizacdo do exame de
ultra-som (A, C, E) e as imagens respectivas a cada exame (B, D, F). Em (A), o
transdutor é posicionado transversalmente abaixo da caixa toracica do animal,
com angulo de 45° em relacdo ao abdome. A imagem (B) permite a analise da
ecogenicidade e diametro transverso de um plano transversal do figado (linha
pontilhada). Em (C), o transdutor € posicionado sobre a linha média do animal,
com angulo de 90° em relagdo ao abdome. A imagem (D) permite a andlise do
calibre e tortuosidade da veia porta (seta branca). Em (E), o transdutor é
posicionado a direita da linha média, com angulo de 90° em relacdo ao abdome.
A imagem (F) permite a andlise da ecogenicidade de um plano lateral do figado

em relagcdo ao rim direito.
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3.6.2 — Estadiamento do figado por ultra-som

Apés as andlises e a caracterizagdo dos parametros ultra-sonograficos,
elaboramos um sistema de pontuacao para cada parametro a fim de determinar
a severidade das alteragBes ultra-sonogréficas observadas (Tabela 6). O
estagio da doenca hepética crénica é calculado pela soma dos pontos que
cada parametro ultra-sonografico foi avaliado. Ou seja, quanto maior a

pontuacdo maior € o grau de gravidade da injuria hepatica.

Tabela 6 — Sistema de pontuac&o dos parametros ultra-sonograficos.

Pontuacao

Calibre da Veia Porta
normal (menor ou igual a 0,19cm¥*) 0

aumentada (maior que 0,19¢cm) 1

aumentada (maior que 0,19cm) e tortuosa 2
Ecotextura do figado

normal 0

difusamente aumentada 1

discretamente grosseira 2

moderada ou acentuadamente grosseira 3
Ecogenicidade do figado em relagdo ao rim

menor que o rim 0

igual ao rim 1

maior que o rim 2
Ascite

ausente 0

minima ou transitoria 1

moderada ou acentuada 2
Pontuacdo Maxima Final 9

* através da andlise estatistica dos dados do calibre da veia porta dos ratos normais,
observamos o intervalo de confianga, informando que a verdadeira média do calibre da veia
porta em ratos normais pode se apresentar entre 0,15cm a 0,19cm. Ao considerar o valor
maximo desse intervalo, sugerimos que calibres acima desse valor estariam relacionados a
alteracdes morfolégicas deste parametro.
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3. 7 - Anédlise Estatistica

Os dados de consumo de dieta liquida e consumo de calorias foram
analisados através testes t, utilizando o programa GraphPad PRISM 4
(GraphPad Software). Os dados das analises de peso corporal, bioquimica e
de ultra-som foram analisados através de testes two-way ANOVA, seguido do
teste de Bonferroni, utilizando o programa STATISTICA 6.0 (StatSoft), que
comparou todos os grupos entre si, nos diferentes periodos de analise. Em
todas as analises estatisticas, consideramos que P<0,05 para determinar a
significancia da diferenca entre os grupos. Os resultados foram expressos

como média + desvio padréo.
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4 — RESULTADOS

4.1 — Analise do Peso e Consumo das Dietas Liquidas

4.1.1 — Peso dos animais durante o experimento

A fim de acompanhar a evolugao ponderal dos ratos em cada condigao
experimental, realizamos a pesagem dos animais de cada grupo, e obtivemos o
peso médio por grupo ao longo das 12 semanas de experimento.

Conforme podemos observar na Tabela 7, os resultados demonstraram
gue o grupo RP (dieta padréo), o grupo C1 (dieta-controle) e o grupo C2 (dieta-
controle + veiculo) apresentaram aumento progressivo dos pesos médios ao
longo do experimento, com aumento significativo apenas no periodo de 12
semanas [RP — 200,443,5 (p<0,05); C1 — 194,8+9,2 (p<0,05); C2 — 196,2+2,3
(p<0,05)] em relacdo aos seus respectivos pesos médios imediatamente antes
do inicio do protocolo experimental [RP — 192,2+4,3; C1 — 182,3+11,8; C2 —
184,5+2,1]. Esses dados demonstram que os animais dos grupos Cl e C2
desenvolveram-se de maneira semelhante ao grupo RP, indicando que a
administracdo de dieta-controle é capaz de suprir as necessidades nutricionais
dos animais.

J4 o grupo Al (dieta-alcool) e o grupo A2 (dieta-alcool+veiculo)
mantiveram seus pesos meédios durante as 12 semanas com valores
semelhantes (entre 183,2+8,9 e 188,6+7,6), ndo apresentando diferencas
significativas entre os periodos analisados. Esses dados demonstram que a

administracdo de dieta-alcool inibe o crescimento normal dos ratos, mas nao
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causa reducédo de peso evidente. Entretanto, o grupo C3 (dieta-controle + CCly)

apresentou queda significativa de peso médio apds 8 semanas (p<0,05) e 12

semanas (p<0,001) de administragédo de CCl,.

O grupo A3 (dieta-alcool + CCl,) apresentou um perfil semelhante ao

grupo C3, com queda de peso médio a partir de 8 semanas (p<0,001).

Esses dados demonstram que a dose administrada de CCl, induz uma

perda ponderal tanto nos animais que receberam dieta-controle como naqueles

gue receberam dieta-alcool, indicando que essas alteracdes estdo relacionadas

diretamente a toxicidade do CCl,.

Tabela 7 — Peso médio dos ratos por grupo durante 12 semanas de experimento.

Grupos

RP
C1
Cc2
C3
Al
A2

A3

semanas de experimento

0

4

8

12

192,2 +4,3 (n=7)
182,3 +11,8 (n=4)
184,5 +2,1 (n= 4)
187,4 +6,5 (n= 5)
187,5 +8,3 (n= 5)
188,1 +9,9 (n= 5)

190,7 +5,8 (n=49)

194,4 +8,6 (n= 5)
184,8 9,3 (n= 4)
185,1 +5,8 (n= 4)
186,3 +3,0 (n= 5)
188,6 +7,6 (n=5)
185,9 +4,5 (n= 5)

189,6 +6,8 (n=42)

199,5 +3,3 (n=5)
190,1 +10,6 (n= 4)
193,6 £9,3 (n= 4)
175,4 +7,0° (n=5)
185,1 +5,3 (n=5)

185,5 +12,4 (n=5)

162,8 +13,5 ¢ (n=29)

200,4 +3,5 % (n=5)
194,8 +8,2 2 (n= 4)
196,2 +2,3  (n= 4)
166,6 +2,7 ¢ (n=4)
185,5 +10,8 (n= 5)
183,2 +8,9 (n= 5)

154,4 +23,8 ° (n=17)

valores expressos como média + desvio padrao em gramas (g)

& p<0,05 vs respectivo peso médio em 0 semanas

b p<0,05 vs respectivo peso médio em 0 e 4 semanas

¢ p<0,001 vs respectivo peso médio em 0 e 4 semanas
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Quando comparamos 0s pesos médios de cada grupo dentro de cada
periodo do experimento (0, 4, 8 e 12 semanas), os resultados demonstraram
que nado héa diferenca significativa entre os pesos médios dos grupos RP, C1,
C2, C3, Al, A2 e A3 nos periodos de 0 semana (Figura 9A) e 4 semanas
(Figura 9B). E importante notar que em ambos 0s periodos, 0s grupos que
receberam dieta liquida apresentaram valores de peso meédio relativamente
préximos, na faixa dos 180 a 190g.

No entanto, apos 8 semanas de administracdo de CCls, observamos que
enquanto hd aumento dos pesos médios nos grupos RP, Cl1 e C2, h4a
manutencdo dos pesos médios dos grupos Al e A2 (Figura 9C). Também
observamos que o grupo C3 apresenta queda significativa de peso médio
(p<0,05) em relacéo ao grupo RP. J& o grupo A3 apresenta queda significativa
dos pesos médios em relacdo aos grupos RP e C2 (p<0,001), C1, Al e A2
(p<0,01). Nao ha diferenca significativa entre o peso médio do grupo C3 e do
grupo A3 indicando que o CCl, € responsavel pela perda de peso.

Apbs 12 semanas de experimento (Figura 9D), observamos que 0s pesos
médios dos grupos RP, C1 e C2 aumentaram, enquanto ndo ha variacdo nos
pesos médios dos grupos Al e A2. H4 também uma queda significativa dos pesos
médios dos grupos C3 e A3 em relagéo ao periodo anterior. O grupo C3 apresenta
gueda significativa (p<0,05) de peso médio em relagdo ao grupo RP. O grupo A3
apresenta queda significativa dos pesos médios em relagcédo aos grupos RP, C1,
C2 (p<0,001), A2 (p<0,01) e Al (p<0,05).

Esses dados demonstram, que dentre os periodos analisados, sé é possivel
observar os efeitos da toxicidade do CCl, sobre 0 peso médio dos animais apos 8

sémanas.
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Figura 9 — Pesos médios dos animais por grupo experimental nos

periodos de 0 semana (A), 4 semanas (B), 8 semanas (C) e 12 semanas (D)

de protocolo experimental. Em (A) e (B), observamos que ndo houve

diferenca significativa nos pesos médios dos animais em todos 0s grupos

analisados. Em (C) e (D), observamos aumento do peso médio nos grupos

RP, C1 e C2, e queda significativa do peso médio nos grupos C3 e A3. Os

grupos Al e A2 mantiveram seus pesos médios sem alteracfes ao longo

do experimento.
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4.1.2 — Consumo de dieta liquida, de calorias e ingestao de etanol

A fim de comparar o consumo da dieta-controle e dieta-alcool,
mensuramos o0 consumo da dieta liquida pelos grupos experimentais. O
consumo médio por animal foi estimado a partir do volume consumido por caixa
experimental dividido pelo nimero de animais correspondentes.

Os resultados demonstraram que o consumo médio diario de dieta
liquida foi menor (p<0,01) nos grupos que receberam dieta-alcool (62,1+25,9;
grupos Al, A2 e A3) que nos grupos que receberam dieta-controle (82,9+26,9;
grupos C1, C2 e C3), no decorrer das 12 semanas de experimento (Figura 10).

Ao analisarmos o consumo médio de dieta por grupo (Tabela 8),
verificamos que o consumo médio das dietas liquidas foi semelhante em todos
0s grupos (entre 60,5+242mL e 68,7+17,4mL) apl6s 4 semanas de
experimento. Ap6s 8 semanas, o grupo C1 (97,8+£33,9mL), grupo C2
(101,6+32,3mL) e grupo C3 (103,3+31,1mL) apresentaram aumento
significativo de consumo médio (p<0,001) em relacdo ao periodo anterior. Apos
12 semanas, o consumo médio dos grupos C1 (80,7£23,4mL), C2
(81,7+15,5mL) e C3 (84,1+15,7) apresentou uma queda significativa (p<0,05)
em relagcdo ao periodo de 8 semanas. Ja os grupos Al, A2 e A3 apresentaram
oscilagBes entre aumento e queda de consumo médio entre os periodos de 8 e
12 semanas, porém sem apresentar diferencas significativas. Esses resultados
sugerem que a suplementacdo de alcool na dieta pode ter contribuido

significativamente para a diminuicdo do consumo da dieta liquida
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Figura 10 — Consumo médio de dieta liqguida ao final de 12 semanas de

Controle

experimento. O consumo médio de dieta liquida alcodlica foi
significativamente menor (p<0,01) que o consumo médio de dieta liquida

controle.

Tabela 8 — Consumo médio de dieta liquida por grupo experimental ao

longo de 12 semanas de experimento.

semanas de experimento

Grupos
4 8 12
C1 67,4+21,2 97,8+33,9° 80,7+23,4
Cc2 68,7x17,4 101,6+32,32 81,7155
C3 67,8229 103,3+31,12 84,1+15,7
Al 67,8+30,1 64,6+28,3 55,3+17,9
A2 62,8+26,5 58,8+27,9 62,4+24,2
A3 60,5+24,2 65,8+23,2 52,6+25,8

valores expressos como média + desvio padrdo em mililitros (mL)

# p<0,001 vs 4 semanas
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Ao realizarmos uma estimativa da média de consumo de calorias através
dos dados das médias de consumo de dieta liquida de ambos grupos (controle
e alcool), observamos que ndo houve diferenca no consumo de calorias entre

0s grupos, conforme verificamos na Tabela 9.

Tabela 9 - Estimativa do consumo médio de calorias por grupo

experimental apos 12 semanas de experimento.

Grupo Calorias consumidas
Dieta Controle 79,8126 kcal
Dieta Liquida 82,7133 kcal

valores expressos como média + desvio padréo
1000mL de dieta liquida controle 963,1 kcal

1000mL de dieta liquida alcodlica 1331,1 kcal



56

A dose média de etanol ingerida pelos animais dos grupos Al, A2 e A3
foi estimada com base na concentracdo de etanol (5,5% m/v) na dieta-alcool e
nos valores do consumo médio de dieta liquida alcodlica, em relagdo ao peso
médio dos animais de cada grupo experimental.

Os resultados demonstraram que a dose média de etanol ingerida pelos
animais dos grupos Al, A2 e A3 se manteve entre 16,4+7,4g/Kg/dia e
22,2+7,8g/Kg/dia, sem apresentar diferencas significativas entre os grupos e

entre os periodos analisados (Tabela 9).

Tabela 10 — Dose média de etanol por grupo ao longo das 12 semanas de

experimento.

semanas de experimento

Grupos
4 8 12

Al 19,8 +8,6 18,8+10,3 16,4+7,4
A2 18,6 +76 17,4+8,0 18,7+7,1

A3 17,6 £7,0 22,2+7,8 18,7+9,2

valores expressos como média * desvio padrao
em gramas por quilograma ao dia (g/kg/dia)
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4.2 — Analise Macroscoépica do Figado

Com a finalidade de caracterizar a morfologia dos figados removidos,
foram feitas analises da superficie do 6rgéo, levando em conta a textura,

aparéncia, consisténcia e coloragao.

Ao final do periodo de 12 semanas de experimento, os figados dos ratos
sacrificados do grupo RP (n=5) apresentaram uma textura superficial lisa, cor
marrom avermelhada e consisténcia elastica, caracteristicas também
observadas em figados de ratos saudaveis sacrificados antes do inicio do
experimento (Figura 11A). Os figados dos ratos do grupo C1 (n=4) e do grupo
C2 (n=4) (Figura 11B) e do grupo Al (n=5) e A2 (n=5) (Figura 11C),
sacrificados no mesmo periodo, apresentaram o0s mesmos padrées

morfologicos do grupo RP.

Os figados dos ratos sacrificados do grupo C3 (n=5) apresentaram
alteracdes morfologicas evidentes quando comparados aos padrfes acima
descritos. Observamos que estes figados apresentam uma textura superficial
irregular causada pela presenca discreta de nédulos pequenos na superficie do

orgéo, aspecto rugoso, consisténcia rigida e coloracdo vermelha (Figura 11A).

Os figados dos ratos sacrificados do grupo A3 (n=7) apresentaram
morfologia alterada visualizada j4 na quarta semana de indugcdo de cirrose
hepatica (n=3). Observamos que neste tempo, os figados j& apresentavam
consisténcia friavel, textura superficial irregular suave e coloracdo amarelada

semelhante ao aspecto do figado humano esteatotico (Figura 11B). Ao final de
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8 semanas (n=3), os figados apresentaram consisténcia mais rigida, presenca
de septos, textura superficial irregular causada pela presenca discreta de
nodulos pequenos na superficie do figado e coloragédo pardo-amarelada (Figura
11C). Ja com 12 semanas de experimento (n=7), os figados apresentaram
tamanho reduzido (atrofia) e caracteristicas como consisténcia rigida, presenca
de septos intraparenquimatosos, coloracdo avermelhada, textura irregular
causada pela presenca difusa de nddulos grandes e palidos distribuidos pela
superficie do 6rgao, caracteristicas semelhantes ao padréo de cirrose hepéatica

em humanos (Figura 11D).



59

Figura 11 — Imagens representativas da morfologia dos figados dos
animais do grupo RP (A), dos grupos Cl1 e C2 (B) e dos grupos Al e A2
(C). Os figados apresentaram caracteristicas normais como textura
superficial lisa, coloragdo marrom avermelhada, auséncia de septos

interlobulares e consisténcia friavel. Barras de calibragdo: 1cm.
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Figura 12 — Imagens representativas da morfologia dos figados dos
animais do grupo C3 ap6s 12 semanas (A), e do grupo A3 nos periodos de
4 semanas (B), 8 semanas (C) e 12 semanas (D) de inducdo de lesédo
cronica. Em (A), observamos que os figados apresentaram uma textura
superficial irregular causada pela presenca discreta de nddulos pequenos
na superficie do 6rgdo, aspecto rugoso, consisténcia rigida e coloracao
vermelha, caracteristicas relacionadas a cirrose hepatica. Em (B), os
figados apresentaram caracteristicas relacionadas a esteatose hepéatica
como consisténcia friavel, textura superficial irregular suave, aspecto
adiposo e coloragdo amarelada. Em (C), observamos alteragdes
relacionadas a fibrose avancada como consisténcia mais rigida, presenca
de septos, textura superficial irregular causada pela presenca discreta de
noédulos pequenos na superficie do figado e coloracdo pardo-amarelada.
Em (D), observamos altera¢gbes relacionadas a cirrose hepatica de grau
mais avancado, tais como consisténcia rigida, presenca de septos
intraparenquimatosos, coloragdo avermelhada, textura irregular causada
pela presenca difusa de nodulos grandes e pélidos distribuidos pela

superficie do 6rgéo. Barras de calibragao: 1cm.
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4.3 — Analise Microscopica do Figado

Com a finalidade de caracterizar os aspectos histologicos envolvidos no
processo de inducdo e evolugdo da cirrose hepatica, foram feitas andlises
histologicas de figado a partir da coloracdo por hematoxilina e eosina (H/E),
para observar os componentes celulares do parénquima hepatico, e coloracéo

por picrosirius, para observar a trama de colageno no parénquima hepético.

As analises das amostras histolégicas demonstraram que 0s animais
dos grupos RP, C1, C2, A1 e A2 ndo apresentaram alteracdes ao final de 12
semanas de experimento. Pudemos observar que o parénquima hepatico
manteve sua arquitetura normal, ndo apresenta infiltrado inflamatério (Figura
13A), os hepatdcitos, com nucleos grandes e arredondados, formam traves que
irradiam da veia central, delimitando os sinusdides (Figura 13C). Além disso,
observamos que o colageno so se apresenta nas regifes da veia central e veia
porta (Figura 13B e 13D), e que ndo ha formacdo de septos fibrosos no

parénquima hepatico.

J4 as amostras dos animais do grupo C3 apresentaram alteracbes
evidentes ap0s 12 semanas de experimento. Observamos a desestruturacéo
do parénquima hepatico, onde ndo é possivel distinguir as traves
hepatocelulares; os hepatdcitos se apresentavam tumefeitos com discreta
modificacdo de sua forma, anisocariose e acumulo de lipidios em
microgoticulas (esteatose microgoticular) no citoplasma, além de proliferacéo

de ductos biliares (Figura 13E). Também observamos a presenca de septos
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fibréticos finos ou espessos que circundavam grupos de hepatdcitos formando
nodulos evidentes (Figura 13F). Estes resultados indicam que a intoxicacado

somente por CCl, induz uma cirrose hepatica.

As amostras dos animais do grupo A3 apresentaram alteracdes
evidenciadas ao longo do experimento. Apés 4 semanas de intoxicacao por
CCl, e etanol, observamos uma desorganizacao da estrutura hepatica causada
pela degeneracdo gordurosa (esteatose) hepatica difusa (Figura 14A), e
também o inicio da formacao de septos fibréticos, irradiando das margens das
veias centrolobulares (Figura 14B). Apés 8 semanas, observamos avanco da
desestruturacdo do parénquima hepatico, hepatocitos tumefeitos e infiltrado
inflamatdrio moderado intraseptal e intralobular (Figura 14C). H4 a formacéo de
septos fibréticos com espessura fina e formacgdo de nddulos (Figura 14D). ApGs
12 semanas, observamos total desorganizacdo do parénquima hepatico, com
tumefacdo de hepatécitos, reducdo do acumulo de lipideos, infiltrado
inflamatorio moderado e proliferagcdo de ductos biliares nos espacos portais
(Figura 14E e 14F). Também observamos a formacdo de septos fibréticos
espessos, além da formacdo de nodulos envolvidos por fibras coldgenas
espessas (Figura 14G), e o aumento da quantidade de coldgeno na regido peri-
portal (Figura 14H). Esses resultados demonstraram que a intoxicagao por CCly

associada a ingestéo de etanol induz uma cirrose hepética.
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Figura 13 — Micrografias histolégicas representativas dos figados dos
animais do grupo RP, C1, C2, A1 e A2 (A -D), e dos grupos C3(Ee F) e
dos grupos Al e A2 (C). Em (A), observamos o parénquima hepatico com
arquitetura normal, traves hepatocelulares irradiando das veias centrais
(VC), e alguns tratos portais (TP). Em (C), podemos observar os
hepatdcitos com nucleos grandes e arredondados (cabecas de setas)
formando traves hepatocelulares, os sinuséides (setas) que desembocam
na veia central (VC). Em (B), observamos a presenca de colageno
somente nas regifes peri-portais e peri-centrais, sem a formacao de
septos fibréticos. Em (D), observamos em maior detalhe o coladgeno
intersticial que envolve as estruturas do trato portal: veia porta (VP),
ducto biliar (DB) e artéria hepatica (AH). Em (E), observamos a
desorganizacdo da arquitetura normal do figado, com hepatdcitos
tumefeitos, de nudcleos irregulares (cabecas de seta) e com acumulo de
lipidios (setas). Em (F), podemos observar aumento da quantidade de
colageno (corado em vermelho) formagdo de ndodulos envolvidos por
fibras colagenas espessas, indicando a cirrose hepética. Coloragdes -
A,CE - HIE; B,D,F - Picrosirius. Barras de calibracao: A, B, F — 200um;

C,D,E - 20pm.
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Figura 14 — Micrografias histoldgicas representativas dos figados dos
animais do grupo A3 apo6s 4 semanas (A e B), 8 semanas (C e D) e 12
semanas (E — H). Em (A), observamos o acumulo de gordura (seta) nos
hepatdcitos (esteatose hepética difusa), dificultando a visualizagdo das
traves hepatocelulares. Em (B), observamos aumento da quantidade de
coldgeno pericentral (corados em vermelho) e a formacdo de septos
fibroticos irradiando das veias centrais (setas). Em (C), observamos a
proliferacdo de ductos biliares (cabecas de setas), esteatose (setas),
hepatdcitos tumefeitos com nucleos irregulares. Em (D), observamos a
formacado de septos fibroticos de espessura fina, e inicio da formagéo de
nédulos encapsulados por fibras colagenas. Em (E) e (G), podemos
observar reducéo da esteatose, hepatocitos tumefeitos e corpusculos de
Mallory (setas). Em (F) e (H), observamos a formacdo de nodulos
completos, com fibras coldgenas espessas, indicando cirrose hepatica.
Coloragdes - A,C,E,G - H/E; B,D,F,H - Picrosirius. Barras de calibragéo: A,

B, D, F-=200um; C, E, G, H - 20pum.
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4.4 — Andlise dos Parametros de Bioquimica

4.4.1 — Testes Bioquimicos para Enzimas Hepaticas

A fim de verificar possiveis alteragbes nos niveis séricos das enzimas
hepaticas dos animais no decorrer do experimento, realizamos 0s testes
bioguimicos para as enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina

aminotransferase (ALT), ambas relacionadas a lesao hepatocelular.

Antes de iniciarmos o protocolo experimental, realizamos os testes
bioguimicos para AST e ALT em uma amostra de ratos do nosso laboratério
(grupo padrédo — PdrN), a fim de obtermos os valores padrdes médios de cada

teste bioquimico (Tabela 10).

Ao compararmos o0s valores médios de AST e ALT entre o grupo RP e o0
grupo PdrN, observamos que ndo houve qualquer alteragdo nos niveis das
enzimas séricas em ambos testes, nos periodos de 0, 4, 8 e 12 semanas de
experimento (Figura 15), indicando que durante o periodo do experimento nao

h& variacao nos niveis das enzimas séricas analisadas.

Tabela 11 — Valor padrdo médio dos testes bioquimicos para aspartato

aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT).

Testes Grupo Padréao
AST 97,0£31,2 UI/L (n = 85)
ALT 51,4+10,8 UI/L (n = 84)

valores expressos como média + desvio padrdo



69

Ao compararmos 0s niveis séricos da AST e ALT dos grupos C1, C2, Al
e A2, verificamos que estes apresentaram variacdes nos valores médios ao
longo das 12 semanas. Mesmo apresentando estas oscilacdes, 0s niveis de
enzimas séricas de AST e ALT destes grupos ndo apresentaram diferenca
significativa quando comparados com o grupo padréo, e entre si, em cada um
dos periodos analisados (Figura 16). Esses dados demonstram que tanto a
dieta-controle como a dieta-alcool, associadas ou ndo a injecédo de veiculo, ndo
causam alteracbes significativas quando sdo administradas aos animais,
indicando que os ratos sob essas condicbes ndo apresentam leséo

hepatocelular evidente.

Realizamos as andlises dos niveis séricos de AST e ALT entre o grupo
C3 e grupo A3, e destes em relagdo aos valores médios do grupo RP, C2 e A2,
a fim de verificar a eficiéncia da intoxicacao croénica por CCl, (Figura 17). Os
resultados demonstraram aumento dos niveis séricos de AST do grupo C3 no
decorrer do experimento, porém sem apresentar diferencas significativas em
relacdo aos demais grupos analisados, enquanto os niveis séricos de AST do
grupo A3 tiveram aumento significativo apdés 8 semanas (p<0,05) em relagéo
ao grupo RP e apds 12 semanas em relagdo aos grupos RP (p<0,001) e A2
(p<0,01) (Figura 17A). Os niveis séricos de ALT do grupo C3 aumentaram apos
4 semanas (p<0,05) e 8 semanas (p<0,01) de experimento em relacdo aos
valores médios do grupo padrdo. Ja os niveis séricos de ALT do grupo A3
apresentaram aumento significativo somente ap6s 12 semanas em relacao ao
grupo RP. Também houve aumento significativo em relacdo ao grupo A2 nos

periodos de 8 e 12 semanas de experimento (Figura 17B).
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Esses resultados demonstram que a intoxicacdo por CCl, levou a lesdo

hepatocelular, levando a aumento nos niveis séricos de AST e ALT.

Grupo Ra'lgéo (RP)

A Aspartato Aminotransferase (AST)
150
AT 14
—
= |[L] L] |L
504
0
PdrN 0 4
B
Alanina Aminotransferase (ALT)
801
60+ T —l- ——
2ol [L| [L
204
0
PdrN 0 4

Grupo Réqéo (RP)

In=85
Cn=50
CdIn=7
En=4
Eln=6

semanas

CIn=84
—In=50
an=7
En=5
Eln=6

semanas

Figura 15 — Niveis séricos das enzimas Aspartato Aminotransferase - AST

(A) e Alanina Aminotransferase - ALT (B) do grupo RP nos periodos de 0,

4, 8 e 12 semanas de experimento. Os niveis séricos de AST e ALT do

grupo RP ndo apresentaram alteragbes significativas ao longo do

experimento.
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Figura 16 — Niveis séricos das enzimas Aspartato Aminotransferase (A) e
Alanina Aminotransferase (B) dos grupos C1, C2, A1 e A2. Os niveis
séricos de AST e ALT dos grupos analisados nado apresentaram

alteracdes significativas ao longo do experimento.
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Figura 17 — Niveis séricos das enzimas Aspartato Aminotransferase (A) e
Alanina Aminotransferase (B) dos grupos C2, C3, A2 e A3. Em (A),
observamos que 0s niveis séricos de AST do grupo A3 aumentaram
significativamente apenas nos periodos de 8 semanas (p<0,05) e 12
semanas (p<0,001) de experimento em relacdo aos valores normais de
niveis séricos (PdrN). Também h& aumento significativo (p<0,01) dos
niveis séricos de AST do grupo A3 em relagdo ao grupo A2 no periodo de
12 semanas. Os demais grupos ndo apresentam alteracdes. Em (B),
observamos que 0s niveis séricos de ALT do grupo C3 aumenta
significativamente nos periodos de 4 semanas (p<0,05) e 8 semanas
(p<0,01) em relagdo a PdrN, enquanto os niveis séricos de ALT do grupo
A3 apresentam aumento significativo (p<0,001) ap6és 12 semanas em
relacdo a PdrN. Também ha aumento significativo dos niveis séricos de
ALT do grupo A3 em relacdo ao grupo A2 no periodo de 8 semanas
(p<0,05) e 12 semanas (p<0,001) de experimento. Os demais grupos nao

apresentam alteracoes.
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4.4.2 — Testes Bioquimicos para Funcdo Hepatica

A fim de verificar possiveis alteracbes no desempenho normal das
funcBes hepaticas dos animais no decorrer do experimento, realizamos 0s
testes bioguimicos para bilirrubina total (BilT), teste relacionado a capacidade
de biotransformacéo e excregdo de bilirrubina pelos hepatdcitos, e albumina

sérica (ALB), teste relacionado a capacidade de sintese protéica do hepatdcito.

Antes de iniciarmos o protocolo experimental, realizamos os testes
bioquimicos BilT e ALB em uma amostra de ratos do nosso laboratorio (grupo
padrdo — PrdN), a fim de obtermos os valores padrdo médios de cada teste

bioquimico (Tabela 11).

Ao compararmos os valores médios de BilT e ALB do grupo RP com o
grupo PdrN, observamos que ndo houve qualquer alteracdo na concentracdo
de bilirrubina e albumina, nos periodos de 0, 4, 8 e 12 semanas de experimento
(Figura 18), indicando que durante o crescimento dos animais ndo hé variagédo

nos niveis das enzimas séricas analisadas.

Tabela 12 — Valor padrdo médio dos testes bioquimicos para Bilirrubina

sérica Total (BilT) e Albumina sérica (ALB).

Testes Grupo Padréao
BilT 0,42+0,16 mg/dL (n = 78)
ALB 3,2+0.4 g/L (n=78)

valores expressos como média + desvio padréo
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Ao compararmos os valores médios de BIlT e ALB dos grupos C1, C2,
Al e A2, verificamos que ndo apresentaram diferenca significativa quando
comparados com o0 grupo padrdo, e entre si, em cada um dos periodos
analisados (Figura 19A e 19B). Esses dados demonstram que tanto a dieta-
controle como a dieta-alcool, associadas ou ndo a inje¢cdo de veiculo, ndo
causam alteragbes significativas quando séo administradas aos animais,
indicando que os ratos sob essas condicbes ndo apresentam disfuncéo

hepatica.

Realizamos as analises dos valores médios de BilT e ALB entre o grupo
C3 e grupo A3, e destes em relagcédo aos valores médios do grupo RP, C2 e A2,
a fim de verificar se a intoxicagao crénica por CCl, foi eficiente (Figura 20). Os
resultados demonstraram que houve aumento dos valores médios (p<0,01) de
BilT do grupo C3 em relagdo ao grupo C2 somente apds 12 semanas, e 0
grupo A3 apresentou aumento significativo apos 12 semanas em relacdo aos
grupos RP (p<0,001) e A2 (p<0,001) (Figura 20A). Os valores médios de ALB
do grupo C3 nado apresentaram diferenca significativa em relacdo aos valores
médios dos demais grupos, embora tenha apresentado queda dos valores
médios apds 12 semanas de experimento. Ja os valores médios de ALB do
grupo A3 apresentaram reducdo significativa somente apds 12 semanas em

relacdo ao grupo RP (Figura 20B).

Esses resultados demonstram que a intoxicagao por CCl, foi eficiente e
causou aumento dos valores médios de BIlT e diminuicdo dos valores medios

de ALB, alteracdes estas relacionadas a disfuncéo hepética.
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Figura 18 — Niveis séricos de Bilirrubina Total - BilT (A) e Albumina - Alb

(B) do grupo RP nos periodos de 0, 4, 8 e 12 semanas de experimento. Os

niveis séricos de BilT e Alb do grupo RP ndo apresentaram alteragcdes

significativas ao longo do experimento.
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Figura 19 — Niveis séricos Bilirrubina Total - BilT (A) e Albumina - Alb (B)

dos grupos C1, C2, Al e A2. Os niveis séricos de BilT e Alb dos grupos

analisados nao apresentaram alteracfes significativas ao longo do

experimento.
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Figura 20 — Niveis séricos Bilirrubina Total - BilT (A) e Albumina - Alb (B)
dos grupos C2, C3, A2 e A3. Em (A), observamos que 0s niveis séricos de
BilT do grupo A3 aumentaram significativamente apenas no periodo de 12
semanas (p<0,001) de experimento em relacdo aos valores normais de
niveis séricos (PdrN). Também ha aumento significativo dos niveis
séricos de BilT do grupo C3 em relagdo ao grupo C2 (p<0,01) e do grupo
A3 em relacdo ao grupo A2 (p<0,001) no periodo de 12 semanas. Os
demais grupos néo apresentam alteragcbes. Em (B), observamos que os
niveis séricos de Alb do grupo A3 aumentam significativamente apenas
no periodo de 12 semanas (p<0,001) em relacdo a PdrN. Os demais

grupos ndo apresentam alteragdes.
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4.5 - Analise dos Parametros Ultra-sonograficos

4.5.1 — Ecogenicidade Hepatica

A fim de caracterizar o padrdo de ecogenicidade do parénquima
hepético, analisamos as imagens de secc¢fes transversais do figado obtidas a

partir dos exames de ultra-som em escala de cinza.

A partir das analises das imagens obtidas pelos exames ultra-
sonograficos, estabelecemos 4 padrdes qualitativos de ecogenicidade hepéatica:
padrdao O - ecogenicidade normal (Figura 21A), padrdo | - ecogenicidade
difusamente aumentada (Figura 21B), padrédo Il - ecogenicidade discretamente
grosseira (Figura 21C), e padrao lll - ecogenicidade difusamente grosseira

(Figura 21D).

O resultado das andlises das imagens demonstrou que no inicio do
experimento, 0os animais de todos 0S grupos experimentais apresentaram

padrédo de ecogenicidade normal (Tabela 12.1).

Apos 4 semanas de experimento, observamos que 22 entre 42 animais
examinados do grupo A3 apresentaram ecogenicidade difusamente
aumentada. Os demais animais do grupo A3 e dos outros grupos experimentais

se mantiveram com padréo de ecogenicidade normal (Tabela 12.2).

Apés 8 semanas de experimento, observamos que 1 entre 4 animais
examinados do grupo C3 apresentou ecogenicidade discretamente grosseira,
enquanto os demais apresentaram padrdo de ecogenicidade normal. No

mesmo periodo, observamos que os 29 animais do grupo A3 apresentaram-se
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distribuidos entre os seguintes padrdes de ecogenicidade: 9 animais com
ecogenicidade acentuadamente grosseira, 9 animais com ecogenicidade
discretamente grosseira, 5 animais com ecogenicidade difusamente
aumentada, e apenas 6 animais mantiveram-se com ecogenicidade hepética
normal. Os animais dos demais grupos apresentaram padrdo de ecogenicidade

normal (Tabela 12.3).

Apds 12 semanas de experimento, observamos que, 1 entre 4 animais
examinados do grupo Al, e, 2 entre 5 animais examinados do grupo A2,
apresentaram ecogenicidade difusamente aumentada, enquanto os demais se
mantiveram com padrdo de ecogenicidade normal. Neste mesmo periodo,
podemos observar que todos os 4 animais examinados do grupo C3
apresentaram ecogenicidade discretamente grosseira. Assim como no periodo
anterior, 0s animais do grupo A3 se apresentaram distribuidos entre os padrées
de ecogenicidade. Dos 25 animais examinados, 14 animais apresentaram
ecogenicidade difusamente grosseira, 6 animais apresentaram ecogenicidade
discretamente grosseira, e apenas 5 animais apresentaram ecogenicidade
difusamente aumentada. Os animais dos demais grupos examinandos

apresentaram padréo de ecogenicidade normal (Tabela 12.4).

Esses resultados demonstram que a administragdo de dieta padrdo e a
dieta-controle sem associagdo com CCl, n&o causam alteragcdes no
parénquima hepético, enquanto a dieta-alcool pode causar altera¢gfes brandas,
evidenciadas somente apds 12 semanas de administracdo. Entretanto, a

intoxicacdo por CCl, associada ou ndo ao consumo de etanol causa alteracdes
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progressivas no parénquima hepdatico, porém essas alteragcbes sdo mais

proeminentes quando ha associacdo dos agentes hepatotoxicos.

Figura 21 — Imagens de secc¢des representativas dos padrdes qualitativos
de ecogenicidade hepatica dos animais observados ao longo de 12
semanas de inducado de lesdo crdnica hepatica (A — D). Note que ha um
aumento progressivo da intensidade da ecogenicidade do o6rgéao,
indicando alteracBes na composi¢cao do parénquima hepético. Os padrdes
foram definidos como: ecogenicidade normal (A), ecogenicidade
difusamente aumentada (B), ecogenicidade discretamente grosseira (C) e

ecogenicidade acentuadamente grosseira (D).
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Tabela 13.1 — Avaliacdo ultra-sonogréafica qualitativa da ecogenicidade

hepética por grupo antes do inicio da administracdo de CCl, (0 semana).

Padrédo de Ecogenicidade hepatica

GRUPO Total
0 | Il i

RP 7 0 0 0 7
Ci 4 0 0 0 4
Cc2 4 0 0 0 4
C3 5 0 0 0 5
Al 5 0 0 0 5
A2 5 0 0 0 5
A3 49 0 0 0 29

Total 79 0 0 0 79

0 — normal; | — difusamente aumentada; Il — discretamente grosseira; Ill — difusamente grosseira.

Tabela 13.2 — Avaliacdo ultra-sonogréafica qualitativa da ecogenicidade

hepética por grupo ap6s 4 semanas de administracdo de CCl, .

GRUPO

Padré@o de Ecogenicidade hepatica

0

Total

RP
C1
Cc2
C3
Al
A2
A3

a b~ 00~ b b

20

Total

46

OO0 O O O O O O

OO0 O O O O O O

0 — normal; | — difusamente aumentada; Il — discretamente grosseira; Ill — difusamente grosseira.
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Tabela 13.3 — Avaliacdo ultra-sonogréafica qualitativa da ecogenicidade

hepética por grupo ap6s 8 semanas de administracdo de CCl,.

Padrédo de Ecogenicidade hepatica

GRUPO Total
0 I Il [l

RP 4 0 0 0 4
C1 3 0 0 0 3
Cc2 4 0 0 0 4
C3 3 0 1 0 4
Al 4 0 0 0 4
A2 5 0 0 0 5
A3 6 5 9 9 29

Total 29 5 10 9 53

0 — normal; | — difusamente aumentada; Il — discretamente grosseira; Ill — difusamente grosseira.

Tabela 13.4 — Avaliacdo ultra-sonogréafica qualitativa da ecogenicidade

hepatica por grupo apo6s 12 semanas de administracdo de CCly.

GRUPO

Padrdo de Ecogenicidade hepatica

0

Total

RP
C1
Cc2
C3
Al
A2
A3

O W W o » W »

o ~»h M b W b

Total

18

~Njo N B O O O O

0 — normal; | — difusamente aumentada; Il — discretamente grosseira; Ill — difusamente grosseira.
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4.5.2 — Ecogenicidade Hepética versus Ecogenicidade Renal

A fim de caracterizar o padrdo de ecogenicidade do parénquima do
I6bulo posterior direito do figado, analisamos as imagens de seccdes para-

mediais do figado obtidas a partir dos exames de ultra-som em escala de cinza.

Para estabelecer os padrbes de ecogenicidade hepética (ecoH),
utilizamos como referéncia o padrdo de ecogenicidade normal do rim direito
(ecoR). A partir das imagens obtidas, observamos 3 padrdes qualitativos de
ecoH comparada a ecoR: padrao hipoecogénico (EcoH < EcoR) (Figura 22A),
padréo isoecogénico (EcoH = EcoR) (Figura 22B), e padrdo hiperecogénico

(EcoH > EcoR) (Figura 22C).

O resultado das andlises das imagens demonstrou que todos os animais
dos grupos experimentais apresentaram padrdo hipoecogénico no inicio do

experimento (Tabela 13.1).

Apoés 4 semanas, apenas 4 entre 19 animais examinados do grupo A3
apresentaram padrao isoecogénico, enquanto os demais animais apresentaram

padrao hipoecogénico (Tabela 13.2).

AplOs 8 semanas, observamos que 2 entre 4 animais examinados do
grupo C3 apresentaram padrdo isoecogénico, enquanto 0s demais
apresentaram padrdo hipoecogénico. Ja no grupo A3, dos 10 animais
examinados, 4 apresentaram padrdo hiperecogénico, 3 apresentaram padréo
isogénico, e 3 apresentaram padrdo hipoecogénico. Os animais dos demais

grupos apresentaram padrao hipoecogénico (Tabela 13.3).



86

AplOs 12 semanas, todos o0s 4 animais do grupo C3 apresentaram
padrdo isoecogénico. No grupo A2, 2 entre 5 animais examinados
apresentaram padrdo isoecogénico. No grupo A3, dos 10 animais examinados,
7 apresentaram padrdo hiperecogénico, e 3 apresentaram padrdo
isoecogénico. Os animais dos demais grupos examinados apresentaram

padréo hipoecogénico (Tabela 13.4).

Esses resultados demonstram que a administracdo de dieta padréo e a
dieta-controle sem associagdo com CCl; ndo causam alteragbes no
parénquima hepatico. Também demonstrou que a dieta-alcool sem associacéo
com CCl, pode causar alteragbes moderadas no parénquima hepético, embora
seja evidenciada apenas apos 12 semanas de experimento. A intoxicacdo por
CCl, associada ou ndo ao consumo de etanol causa alteracdes progressivas
no parénquima hepatico, porém essas alteracbfes sdo mais proeminentes

quando h& associacdo dos agentes hepatotoxicos.
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Figura 22 — Imagens de secc¢0Oes representativas dos padrdes qualitativos
de ecogenicidade hepética (ecoH) em relacdo a ecogenicidade renal
(ecoR) dos animais observados ao longo de 12 semanas de inducédo de
lesdo crbnica hepética (A — C). O parénquima hepético (seta) foi
comparado ao coOrtex do rim direito (cabe¢ca de seta). Note que ha um
aumento progressivo da intensidade da ecogenicidade do figado,
indicando altera¢cdes na composi¢cao do parénquima hepéatico. Os padrdes
foram definidos como: ecoH menor que ecoR (A), ecoH igual a ecoR (B), e

ecoH maior que ecoR (C).
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Tabela 14.1 — Avaliacdo ultra-sonogréafica qualitativa da ecogenicidade

hepéatico (EcoH) em relagdo a ecogenicidade renal (EcoR) por grupo

experimental antes do inicio da administracéo de CCl,.

Ecogenicidade hepética (EcoH)

GRUPO Total
< EcoR = EcoR > EcoR
RP 7 0 0 7
C1 4 0 0 4
C2 4 0 0 4
C3 5 0 0 5
Al 5 0 0 5
A2 5 0 0 5
A3 26 0 0 26
Total 56 0 0 56

Tabela 14.2 — Avaliacdo ultra-sonogréafica qualitativa da ecogenicidade

hepéatico (EcoH) em relagdo a ecogenicidade renal (EcoR) por grupo

experimental apés 4 semanas da administragdo de CCl,.

Ecogenicidade hepética (EcoH)

GRUPO Total
<EcoR = EcoR > EcoR
RP 4 0 0 4
C1 4 0 0 4
C2 4 0 0 4
C3 5 0 0 5
Al 4 0 0 4
A2 5 0 0 5
A3 15 4 0 19
Total 41 4 0 45
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Tabela 14.3 — Avaliacdo ultra-sonogréafica qualitativa da ecogenicidade
hepéatico em relagdo a ecogenicidade renal (EcoR) por grupo experimental

apo6s 8 semanas da administracdo de CCly,.

Ecogenicidade hepética (EcoH)

GRUPO Total
<EcoR = EcoR > EcoR
RP 4 0 0 4
C1 3 0 0 3
C2 4 0 0 4
C3 2 2 0 4
Al 4 0 0 4
A2 5 0 0 5
A3 3 3 4 10
Total 25 5 4 34

Tabela 14.4 — Avaliacdo ultra-sonogréafica qualitativa da ecogenicidade
hepéatico (EcoH) em relagcdo a ecogenicidade renal (EcoR) por grupo

experimental apés 12 semanas da administracdo de CCl,.

Ecogenicidade hepéatica (EcoH)

GRUPO Total
< EcoR = EcoR > EcoR

RP 4 0 0
C1
Cc2
C3
Al
A2

A3
Total 18

o W M O M W

©OJjlw N O O O
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4.5.3 — Diametro Transverso do Figado

A fim de caracterizar as alteragbes morfologicas hepaticas relacionadas
ao tamanho do 6rgdo, medimos o diametro transverso (DT) do figado através
das imagens de seccOes transversais obtidas pelos exames de ultra-som em

escala de cinza.

Podemos observar que ao longo das 12 semanas de experimento, 0S
animais do grupo RP n&o apresentaram alteracdes significativas no diametro
transverso do figado, indicando que o figado ndo sofre alteracdo morfolégicas
durante o crescimento dos animais (Figura 23A). O mesmo foi observado
guando analisamos os diametros transversos dos grupos que receberam dieta-
controle sem associagcdo com o CCls, indicando que o consumo de dieta-

controle ndo causa alteracdes morfolégicas nos animais (Figura 23B).

Ao compararmos 0s grupos Al e A2, observamos que ndo ha alteragbes
significativas dos diametros transversos dos figados ao longo do experimento
(Figura24A). Observamos o mesmo perfil acima ao compararmos os grupos C1
e Al (Figura 24B) e os grupos C2 e A2 (Figura 24C), indicando que o0 consumo

de dieta-alcool ndo causa alteragbes morfolégicas nos animais.

Ao compararmos 0s grupos C2 e C3, observamos que nao ha alteracbes
significativas dos diametros transversos dos figados ao longo do experimento
(Figura 25A). Observamos o mesmo perfil acima ao compararmos 0S grupos
A2 e A3 (Figura 25B), indicando que a intoxicagao por CCl, ndo causa

alteragc6es morfoldgicas no figado dos animais.
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A Diametro Transverso do Figado (DT) Jn =59
- Cn=7
F T -+ Cdn=4
En=4
31 Eln-=4
5
1=
0
PdrN 0 4 8 12

]
Grupo Racao (RP)

B
Diametro Transverso do Figado (DT)
Racao vs Dieta Controle vs Dieta Controle+veiculo [JPadrio
CRacéo (RP)
5 [JDieta Controle (C1)
[ Dieta Controle
4 T = — — + Veiculo (C2)
3=
IS
o
2=
1=
59 —
o =n
PdrN 0 4 8 12  semanas

Figura 23 — Valores médios do didmetro transverso do figado dos animais
do grupo RP (A) do grupo RP, C1 e C2 (B) nos periodos de 0, 4, 8 e 12
semanas de experimento. Os animais de todos 0s grupos analisados nao
apresentam alteragcdes no diametro transverso do figado ao longo do

experimento.
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A Diametro Transverso do figado (DT)

Dieta Alcool vs Dieta Alcool+veiculo
CJPadr&o (PdrN)

> C=Dieta Alcool (A1)
4 @l Dieta Alcool
— + Veiculo (A2)

34

£

(8]
2=
1

PArN =9 4 8 12 semanas
B Diametro Transverso do figado

Dieta Controle vs Dieta Alcool
[ Padréo (PdrN)

[JDieta Controle (C1)

4 CJDieta Alcool (A1)

cm

59 -n

PArN o 4 8 12 semanas

C Diametro Transverso do figado (DT)
Dieta Controle+veiculo vs Dieta Alcool+veiculo

5- [ Padréo (PdrN)

[ Dieta Controle
+ Veiculo (C2)
Il Dieta Alcool
+ Veiculo (A2)

PArN ~ g 4 8 12 semanas

Figura 24 — Valores médios do diametro transverso do figado dos animais
do grupo Al e A2 (A) do grupo Cl1 e Al (B), e do grupo C2 e A2, nos
periodos de 0, 4, 8 e 12 semanas de experimento. Os animais de todos o0s
grupos analisados ndo apresentam alteracdes no didmetro transverso do

figado ao longo do experimento.
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Diametro Transverso do figado (DT)
Dieta Controle+veiculo vs Dieta Controle+CCl,

5 [ Padrdo (PdrN)
[ Dieta Controle
49 = + Veiculo (C2)
Bl Dieta Controle
c 39 + CCl, (C3)
(&)
2=
1
59| [ 4 4 4 4.
0
PArN — g 4 8 12 semanas
Diametro Transverso do figado (DT)
Dieta Alcool+veiculo vs Dieta Alcool+CCl,
5e [ Padréo (PdrN)
Bl Dieta Alcool
4 + + Veiculo (A2)
Il Dieta Alcool
31 + CCl, (A3)
€
o
2=
1
59 —
0 =n
PArN =g 4 8 12 semanas

Figura 25 — Valores médios do diametro transverso do figado dos animais
do grupo C2 e C3 (A) e do grupo A2 e A3 (B) nos periodos de 0, 4, 8 e 12
semanas de experimento. Os animais de todos 0s grupos analisados nao
apresentam alteragcdes no diametro transverso do figado ao longo do

experimento.
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4.5.4 — Calibre e Tortuosidade da Veia Porta

A fim de avaliar possiveis alteracdes nas caracteristicas estruturais da
veia porta, analisamos o didmetro e a tortuosidade da veia porta a partir de

imagens obtidas pelos exames de ultra-som em escala de cinza.

Podemos observar que ao longo das 12 semanas de experimento, 0s
animais do grupo RP ndo apresentaram alteracdes significativas no diametro
da veia porta, indicando que a veia porta ndo sofre alteracdo de sua estrutura
durante o periodo do experimento (Figura 26A). O mesmo foi observado
guando analisamos os diametros dos grupos que receberam dieta-controle sem
associagdo com o CCly, indicando que o consumo de dieta-controle ndo causa

alteragOes estruturais da veia porta (Figura 26B).

Ao compararmos os grupos C1 e Al, observamos que néo ha alteragdes
significativas dos diametros da veia porta ao longo do experimento (Figura
27A). Observamos o mesmo perfil acima ao compararmos 0s grupos Al e A2
(Figura 27B) e os grupos C2 e A2 (Figura 27C), indicando que o consumo de

dieta-alcool ndo modifica os parametros analisados.

Ao analisarmos o grupo C3, observamos que houve aumento do
didmetro da veia porta, porém sem apresentar diferenca significativa (Figura
28A). O grupo A3 apresentou aumento progressivo do diametro da veia porta
nos periodos de 4 semanas (0,20+0,04; p<0,05), 8 semanas (0,24+0,04;
p<0,001) e 12 semanas (0,23%+0,03; p<0,001), em relagdo ao grupo RP

(0,16+0,02), além de apresentar diferencas significativas nos periodos de 8
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semanas (p<0,01) e 12 semanas (p<0,001) em relacdo ao grupo A2

(0,15+0,01) (Figura 28B).

Esse resultado demonstra que a intoxicagdo por CCl, associada ao
consumo de etanol causa alteracbes estruturais da veia porta relacionadas a
hipertenséo portal a partir de 4 semanas de administragdo das substancias
hepatotoxicas, enquanto a intoxicagdo somente por CCl, pode causar

alteracdes, porém somente evidenciadas apos 12 semanas de intoxicagao.

As analises da tortuosidade da veia porta nos permitiram estabelecer 2
padrdes estruturais: veia porta ndo-tortuosa (Figura 29A e 29B), e veia porta

tortuosa (Figura 29C).

O resultado das analises demonstrou que todos os animais dos grupos
examinados apresentaram veia porta ndo-tortuosa no inicio do experimento
(Tabela 14.1). Ap6s 4 semanas, 0os animais ndo modificam os parametros
estruturais da veia porta, analisados, em relacdo ao periodo anterior (Tabela

14.2).

Somente apos 8 semanas, observamos 5 entre 10 animais examinados
do grupo A3 apresentaram tortuosidade da veia porta, enquanto os demais
animais do grupo A3 e dos demais grupos mantiveram-se com padrao
morfolégico normal (Tabela 14.3). Ap6s 12 semanas, observamos que 1 entre
4 animais examinados do grupo C3 apresentou tortuosidade da veia porta. Ja
no grupo A3, observamos que 6 entre 10 animais examinados do grupo A3
apresentaram tortuosidade da veia porta. Os demais animais apresentaram

padrao estrutural normal (Tabela 14.4).
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Esses resultados demonstram que a dieta-controle e a dieta-alcool ndo
causam alteracdes na veia porta, enquanto a intoxicacdo por CCl, pode estar
associada a alteragbes nas caracteristicas estruturais da veia porta

relacionadas a hipertenséo portal.

A Calibre da Veia Porta (VP) Jn =59
0.209 Cn=7
T T Can=4
oasq | | T = =
Eln-4
£ 0.10-
0.054
0.00

PdrN 0 4 8 12
I

Grupo Racao (RP)

B
Calibre da Veia Porta (VP)
Racédo vs Dieta Controle vs Dieta Controle+veiculo CPadréo (PdrN)
0.39 [ Racéo (RP)
1 Dieta Controle (C1)
[ Dieta Controle
+ Veiculo (C2)
0.2+
= |
o
0.1+
59 -
0.0 =N
PdrN 0 4 8 12  semanas

Figura 26 — Valores médios do calibre da veia porta dos animais do grupo
RP (A) do grupo RP, C1 e C2 (B) nos periodos de 0, 4, 8 e 12 semanas de
experimento. Os animais de todos os grupos analisados n&o apresentam

alteracdes no calibre da veia porta ao longo do experimento.
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A Calibre da Veia Porta (VP)
Dieta Controle vs Dieta Alcool [CJPadréo (PdrN)
0.20- [ Dieta Controle (C1)
1T '1L _} C=IDieta Alcool (A1)
oxs{[T] T[T Tt -
£ 0.104
0.05+
59 _
0.00 =n
PdrN g 4 8 12 semanas
B Calibre da Veia Porta (VP)
Dieta Alcool vs Dieta Alcool+veiculo C3Padrio (PdrN)
0.20+ C—IDieta Alcool (A1)
@l Dieta Alcool
0.154 + Veiculo (A2)
E 0.104
0.054
59 _
0.00 =n
PArN g 4 8 12 semanas
C Calibre da Veia Porta (VP)
Dieta Controle+veiculo vs Dieta Alcool+veiculo
0.20- [JPadréo (PdrN)
Il Dieta Controle
0.154 + Veiculo (C2)
' @ Dieta Alcool
+ Veiculo (A2
£ 0.10-
0.054
59 _
0.00 =n
PArN — g 4 8 12 semanas

Figura 27 — Valores médios do calibre da veia porta dos animais do grupo
Al e A2 (A) do grupo Cl e Al (B), e do grupo C2 e A2, nos periodos de 0,
4, 8 e 12 semanas de experimento. Os animais de todos 0s grupos
analisados ndo apresentam alteragdes no calibre da veia porta ao longo

do experimento.
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A Calibre da Veia Porta (VP)
Dieta Controle+veiculo vs Dieta Controle+CCl,
0.3+
CJPadréo (PdrN)
@ Dieta Controle
+ Veiculo (C2)
@l Dieta Controle
+ CCly (C3)

40 4 4.

0 4 8 12 semanas

B Calibre da Veia Porta (VP)
Dieta Alcool+veiculo vs Dieta Alcool+CCl,

*k%

*kk @ 3
0.3- e ... e DPédra(? (PdrN)
Il Dieta Alcool
_ .
* + Veiculo (A2)
Bl Dieta Alcool
c + CCl, (A3)
o
5 15 [
PdrN o 4 8 12 semanas

Figura 28 — Valores médios do calibre da veia porta dos animais do grupo
C2 e C3 (A) edo grupo A2 e A3 (B) nos periodos de 0, 4, 8 e 12 semanas
de experimento. Em (A), observamos aumento do calibre da veia porta no
grupo C3 apés 12 semanas, porém néo significativo. Em (B) observamos
gue o calibre da veia porta do grupo A3 aumenta significativamente apos
4 semanas (p<0,05) em relacdo aos valores normais (PdrN). Houve
aumento ainda maior nos periodos de 8 semanas (p<0,001) e 12 semanas
(p<0,001) e relagcdo ao grupo PdrN. Nos mesmos periodos, o calibre da
veia porta demonstrou diferenga significativa entre o grupo A2 e grupo A3
(8semanas, p<0,01; 12 semanas, p<0,001). O grupo A2 ndo apresentou

alteracéo do calibre da veia porta em relagdo ao grupo PdrN.
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Figura 29 — Imagens de seccdes representativas dos padrdes de calibre
da veia porta dos animais observados ao longo de 12 semanas de
inducdo de leséo crénica hepética (A — C). As setas indicam a localizacao
da veia porta. Em (A), observamos uma veia porta normal, com baixo
calibre e retilinea. Em (B), observamos um discreto aumento no calibre da
veia porta. Em (C), podemos observar o aumento pronunciado do calibre
da veia porta além de ondulagcbes nas paredes do vaso, indicando

tortuosidade.
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Tabela 15.1 — Avaliacdo ultra-sonografica qualitativa da tortuosidade da
veia porta por grupo experimental antes do inicio da administracdo de

CCl4 (0 semana).

GRUPO - Veia Porta Total
nao tortuosa tortuosa

RP 7 0 7
C1 4 0 4
Cc2 4 0 4
C3 5 0 5
Al 5 0 5
A2 5 0 5
A3 26 0 26

Total 59 0 56

Tabela 15.2 — Avaliacdo ultra-sonografica qualitativa da tortuosidade da
veia porta por grupo experimental apés 4 semanas da administracdo de
CCl,.

GRUPO —— Vela Porta Total
nao tortuosa tortuosa
RP 4 0 4
C1 4 0 4
c2 4 0 4
Cc3 5 0 5
Al 4 0 4
A2 5 0 5
A3 19 0 19
Total 49 0 45
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Tabela 15.3 — Avaliacdo ultra-sonografica qualitativa da tortuosidade da
veia porta por grupo experimental ap6s 8 semanas da administracdo de
CCl,.

Veia Porta
GRUPO Total

nao tortuosa tortuosa

RP 4 0
C1
Cc2
C3
Al
A2
A3
Total 28

o o0 A M b W
a A M b W b

ojolt O O O O O

34

Tabela 15.4 — Avaliacdo ultra-sonografica qualitativa da tortuosidade da
veia porta por grupo experimental apés 12 semanas da administracédo de
CCl,.

GRUPO — Veia Porta Total
nao tortuosa tortuosa

RP 4 0
C1
c2
C3
Al
A2
A3

Total 27

A O W b~ W
a b~ b b W >

~N|o O O O O

34
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4.5.5 — Presenca de Ascite

A fim de avaliar a presenca de ascite nos animais, realizamos exames
através das imagens de secc¢les transversais obtidas pelos exames de ultra-

som em escala de cinza.

Dois padrdes de ascite foram observados: ascite discreta (Fligura 30A) e
ascite moderada (Figura 30B). Em nossos resultados apenas 3 animais
apresentaram ascite, sendo 1 do grupo C3 apds 12 semanas de experimento
apenas com ascite discreta, e 2 animais do grupo A3, 1 destes apresentando
ascite discreta j& com 8 semanas de experimento, e ascite moderada apés 12

semanas, e outro apresentou ascite moderada somente apds 12 semanas.

Figura 30 — Imagens de seccbes representativas dos padrdes de ascite:
discreta (A) e moderada (B). As setas indicam a presenca do liquido

ascitico.
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4.5.6 — Estadiamento do figado por Ultra-som

A fim de classificar o grau de severidade da lesdo hepatica dos animais
através dos exames de ultra-som, desenvolvemos um sistema de pontuagéo
para cada parametro analisado. O sistema esta descrito no item 3.6.2 da secéo

Materiais e Métodos.

Nossos resultados demonstraram que a maioria dos animais nao
apresentava alteracbes nos parametros ultra-sonograficos analisados ao inicio
do experimento (Tabela 15.1). ApGs 4 semanas, aproximadamente metade dos
animais do grupo A3 apresentou grau entre 2 e 3 pontos, indicando que estes
animais sofreram alteragbes em alguns dos parametros ultra-sonograficos.
Observamos que estas alteragbes estavam relacionadas ao leve aumento da
ecogenicidade hepética e ecogenicidade hepéatica (ecoH) em relacdo a
ecogenicidade renal (ecoR). Os demais animais mantiveram-se entre o grau 0

el

Apés 8 semanas, dentre os 10 animais analisados, 3 animais
apresentaram grau 7, e 2 animais apresentaram grau 6, ja demonstrando
alteracdes mais severas relacionadas a aumento de ecogenicidade hepatica,
da ecoH vs EcoR, do calibre e tortuosidade da veia porta; 1 animal apresentou
grau 5, e 2 animais apresentaram grau 4, relacionadas alteracées moderadas
na ecogenicidade hepatica, ecoH vs EcoR e calibre da veia porta. Apenas 1

animal do grupo C3 apresentou grau 3, relacionada a aumento da
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ecogenicidade hepética e ecoH vs EcoR. Os demais animais ndo sofreram

alteracgodes.

Apés 12 semanas, dentre os 10 animais analisados do grupo A3, 2
animais atingiram a pontuagdo maxima, relacionada a alteragfes severas em
todos os parametros avaliados (ecogenicidade, ecoH vs ecoR, calibre e
tortuosidade da veia porta e ascite); 3 animais apresentaram grau 7, e 3
apresentaram grau 6, relacionados aos parametros descritos anteriormente; 1
animal apresentou grau 5, e 1 animal apresentou grau 4. Os animais do grupo
C3 também apresentaram alteracdes, sendo 1 animal com grau 6 e os demais

com grau 4. O restante dos animais se mantiveram entre grau O e 1.

Estes resultados demonstram que a avaliagdo destes parametros ultra-
sonograficos possibilita o diagnostico indireto de alteragbes no figado

examinado e permite determinar a severidade das alteragdes do mesmo.
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Tabela 16.1 — Estadiamento dos figados através de exame de ultra-som ao

inicio do experimento.

GRUPO

Pontuacéo Final

3

4

5

Total

RP
C1
Cc2
C3
Al
A2
A3

g b~ 00 A W N]|O
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Total

50
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Tabela 16.2 — Estadiamento dos figados através

apds 4 semanas de experimento.

de exame de ultra-som

GRUPO

Pontuacédo Final

3

4

5

Total

RP
C1
Cc2
C3
Al
A2
A3

N 00w W M~]O

© ol

a ~ 00~ b b

Total

31
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Tabela 16.3 — Estadiamento dos figados através de exame de ultra-som

apos 8 semanas de experimento.

GRUPO

Pontuacéo Final

3

5

Total

RP
C1
Cc2
C3
Al
A2
A3

o 0o Ww N b wWw ~|O

© ofo

a ~ A b W A

Total

21
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5 — Discusséao

Modelos animais para inducdo de lesdo hepatica crbnica séao
ferramentas importantes para o estudo da fisiopatologia e dos tratamentos
associados a essa doenca. Para tal, € fundamental que o modelo seja capaz
de reproduzir os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da leséo hepética
cronica.

Em nossos estudos, substituimos alguns dos ingredientes da formula
estabelecida por LIEBER & DeCARLI (1989) por componentes equivalentes
(ex. caseina por albumina). Verificamos se essas alteracdes iriam causar
alguma alteragdo no consumo da dieta, e consequentemente, no peso dos
animais.

HALL et al. (1991) demonstram que o consumo de dieta liquida controle
permite o crescimento normal dos animais enquanto a dieta liquida alcodlica
reduz o ganho de peso dos animais. Nossos resultados corroboram com o0s
achados de HALL et al. (1991). Conforme descrito na Tabela 7, os animais dos
grupos C1 e C2 apresentaram ganho ponderal significativo apds 12 semanas
de experimento. Isso indica que a dieta liquida controle é nutricionalmente
adequada. Isto ndo ocorreu com 0s animais dos grupos Al e A2, porém estes
mantiveram seus pesos médios com pouca variacdo durante o experimento.
Este fato esti relacionado ao consumo da dieta pelos animais. Conforme
podemos observar na Figura 10 e Tabela 8, houve menor consumo de dieta
liquida alcodlica em relacdo ao consumo de dieta liquida controle, pois a dieta

liquida alcoolica ser hipercalorica, ou seja, a dieta contém calorias em excesso,
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devido ao incremento caldrico proporcionado pelo etanol. Ao estimar o
consumo calérico dos animais (Tabela 9), observamos que ambos grupos
(controle e alcool) consumiram quantidades proximas de calorias. Portanto, a
redugcdo no consumo de dieta liquida alcodlica ndo prejudicou a quantidade de
calorias ingerida e necessdéria para manutencdo energética dos animais.
Todavia, com a reducédo do consumo de dieta liquida alcodlica, houve queda na
ingestdo adequada de nutrientes de potencial calérico como proteinas, lipideos
e carboidratos, 0 que pode explicar a manutencado ponderal dos animais que
consumiram dieta alcodlica. A queda do consumo de dieta liquida alcodlica
pode ter relagdo com a aversao natural dos ratos pelo etanol (LIEBER &
DeCARLI, 1963; TSUKAMOTO, 1998). Este fato pode ser superado pela
necessidade de alimentacdo do animal, j& que a dieta é a Uunica fonte
alimenticia disponivel. Outro fator € o efeito do consumo crénico de etanol
sobre a metabolizacdo de macro e micronutrientes essenciais para 0
organismo (para revisdo, HALSTED, 2004). Este fator também pode ter
contribuido para a queda de peso um pouco mais pronunciada nos animais do
grupo A3 em relacdo ao grupo C3, embora essa diferenca ndo seja
significativa. A hepatopatia cronica reduz o apetite e pode interferir na absor¢céo
dos alimentos (para revisdo, HALSTED, 2004).

Para obter resultados satisfatérios quanto a inducéo de cirrose hepatica
pela associagdo de CCl, e etanol, € necessario garantir que a ingestao diaria
de etanol seja acima de 8g/kg de peso corporal por dia (PLUMMER et al.,
1994). Em nossos estudos, embora o consumo de dieta liquida alcoolica tenha

sido baixo, a ingestdo média diaria de etanol foi acima dos valores
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estabelecidos por LIEBER & DeCARLI (1989), HALL et al. (1991) e PLUMMER
et al. (1994), mesmo apresentando alta variabilidade (entre 8g e 29g/kg de
peso corporal por dia - Tabela 10), indicando que a ingestéo diaria de etanol de
nossos animais foi adequada.

HALL et al. (1991) utilizaram a intoxicagdo de CCl; por inalagéo.
Decidimos modificar a via de administracdo de CCl, para inje¢des i.p. de CCly
em dias alternados, por ser um método mais simples e de menor custo. Devido
a isso, foi necessario estabelecer a dose de CCl, equivalente a utilizada no
modelo-base. HALL et al. (1991) demonstraram que 0s animais tratados
somente com uma dose média diaria de vapor de CCl, de 480ppm/h
apresentaram alteracbes histopatolégicas como esteatose, necrose
hepatocelular e apoptose, porém sem desenvolver fibrose. SANZGIRI et al.
(1997) demonstraram que a exposicdo de 1000ppm de CCls por 2 horas
equivale a uma absorcdo total de 179mg ou 1,1mL de CCls/kg de peso
corporal. Neste mesmo estudo, também demonstraram que a concentragédo
méxima de CCl, é trés vezes maior no figado apds a administracdo oral em
bolo quando comparada a inalacdo, ou seja, uma quantidade maior de CCl, é
absorvida pelo sistema gastrointestinal, permitindo maior acdo do CCl, e
resultando em uma lesdo hepatica maior. Em nossos ensaios preliminares,
utilizamos a dose de 1,0mL de CCls/kg de peso corporal associada a ingestédo
de etanol e observamos a mortalidade de aproximadamente 90% dos animais.
Sendo assim, decidimos reduzir a dose administrada, baseados também nos
achados de RAO et al. (1997), que demonstraram que a administracao de dose

Unica de 0,1mL/kg resultou em minimas alteracbes no tecido hepatico.
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Utilizamos uma dose ainda menor (0,05mL/kg de peso corporal), a fim de
estabelecer uma correlagdo com os achados de HALL et al. (1991).

Em nossos estudos, observamos que, com a dose de 0,05mL/kg de
peso corporal, a taxa de sobrevivéncia dos animais do grupo C3 foi de 100% e
do grupo A3 71%, apls 12 semanas de experimento. Podemos sugerir que a
reducdo da taxa de sobrevivéncia no grupo A3 em relacdo ao observado por
HALL et al (1991) tenha ocorrido devido a nutricdo inadequada, associada ao
aumento da hepatoxicidade do CCl, pelo etanol. Além disso, a susceptibilidade
dos ratos Wistar fémeas ao etanol € maior que em ratos machos (NANJI et al.,
2001; KONO et al., 2001; TADIC et al., 2002), o que pode ter contribuido tanto
para a inducdo das alteracdes fisiopatoldégicas como para o aumento da
mortalidade.

Ao analisarmos os parametros histopatoldgicos dos animais dos grupos
C3 e A3, observamos que estes apresentaram alteracdes semelhantes,
apresentando septos fibrosos separando grupos de hepatécitos com distor¢éo
da arquitetura do figado ao final de 12 semanas (Figura 12A, 12D, 13E, 13 F e
14E, 14F, 14G e 14H). Ou seja, mesmo utilizando uma dose baixa de CCl, sem
a potencializacdo pelo etanol, foi possivel induzir lesdes hepaticas mais
severas em relacdo aos achados descritos por HALL et al. (1991), que estédo
relacionados a cirrose hepatica. Sugere-se que isso ocorreu devido a via de
administragao utilizada (i.p.), que possibilitou uma eficiente absorg¢do do CCl,
pelo trato intestinal, direcionando o agente hepatotoxico diretamente para o

figado através da circulacdo esplancnica.
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Muito embora o grupo C3 tenha apresentado alteracfes importantes, foi
possivel evidenciar que os septos fibrosos que envolviam os nédulos de
regeneracdo eram menos densos que o0s septos fibrosos circundando os
nddulos de regeneracéo observados nos figados dos animais do grupo A3.

Este aumento de deposi¢cdo de coladgeno presente no grupo A3 em
relacdo ao grupo C3 pode ser justificado pela associacdo de CCl, e etanol. A
deposicdo de colageno esta diretamente relacionada a ativacdo das HSC, que
por sua vez é regulada pelos metabdlitos resultantes da lesdo e necrose
hepatocelular (ROJKIND & GREENWELL, 2001).

Portanto, se sugere que o efeito hepatotdéxico do consumo crénico de
etanol (perda da fluidez das membranas de organelas; RUBIN &
ROTTENBERG, 1982) juntamente com o aumento de sintese de enzimas do
MEOS (CASTILHO et al. 1992) induzam o hepatécito a um estado vulneravel a
outros tipos de agressfes, como a lipoperoxidagdo provocada pelos radicais
livres resultantes da biotransformacdo do CCl,;, aumentando a susceptibilidade
de hepatdcitos a lesdes irreversiveis, que resultam em uma maior quantidade
de areas de necrose hepatocelular.

Entretanto, as andlises dos parametros bioquimicos e ultra-sonograficos
demonstraram algumas diferencas entre os animais dos grupos C3 e A3.

As analises de bioquimica clinica sdo testes importantes que permitem
estimar o grau da lesdo e disfungdo hepatocitaria (SHERLOCK & DOOLEY,
2002). Para estabelecer um perfil bioquimico relacionado a cirrose hepatica nos
animais, seria ideal realizar o maior nimero de testes bioquimicos possivel,

porém alguns parametros foram selecionados em virtude da pequena volemia
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dos animais. A escolha dos parametros bioquimicos (AST, ALT, BIlT e Alb) foi
baseada na sua relacdo com doencas hepéticas crbnicas, principalmente a
cirrose hepatica (CAREY, 2002). Em nosso estudo, estabelecemos os valores
normais dos parametros analisados e observamos que os valores obtidos se
encontraram semelhantes aos relatados em outros estudos que avaliaram
testes bioquimicos dos animais (FIGUERAS et al., 1996; DIAZ-GIL et al., 1999;
KUS et al., 2004; LUO et al., 2004). Esses estudos também demonstraram que,
guando h& lesdo hepdética cronica, os niveis séricos de AST, ALT e BIlT
aumentam, e ha a diminui¢cdo dos niveis séricos de Alb.

Observamos esse mesmo perfil no grupo A3, indicando que esses
animais sofreram lesbes hepatocelulares com morte celular e com
comprometimento das funcdes de excrecéo e sintese protéica do figado. Esses
achados poderiam confirmar a potencializacdo da hepatotoxicidade do CCl,
pelo etanol, porém ndo se pode deixar de notar que, embora somente 0 grupo
A3 tenha apresentado alteracfes significativas nos parametros bioquimicos, o
grupo C3 aponta um leve incremento dos niveis séricos de AST, ALT, BIlT, e
gueda dos niveis séricos de Alb, ndo significativos, sendo que os valores
meédios desses parametros se apresentaram proximos aos do grupo A3.

Por ser um método ndo-invasivo, realizamos o acompanhamento ultra-
sonogréfico dos animais ao longo do periodo experimental, para avaliar a
progresséo da lesdo hepatica crdnica nos animais. Esse método de diagnéstico
€ amplamente utilizado para visualizar alteracées morfolégicas em doencas
hepaticas difusas, contribuindo para o diagndéstico clinico e procedimento

terapéutico (MURAKAMI et al., 2001). A escolha dos parametros foi baseada
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nos exames em humanos relacionados ao diagnostico clinico de cirrose
hepatica (NICOLAU et al., 2002).

Diversos estudos demonstram que o aumento do conteudo lipidico e a
sua distribuicdo no parénquima hepético tém maior influéncia nas alteracbes
dos parametros fisicos e textura da imagem dos exames de ultra-som em
escala de cinza que o aumento do conteudo de colageno (TAYLOR et al. 1986;
LAYER et al., 1991; SUZUKI et al., 1992; LEE et al, 2005), aumentando a
ecogenicidade do parénquima.

Em nossos estudos, observamos a textura do parénquima hepatico em
tempo real e analisamos a ecogenicidade do figado e sua relacdo com a
ecogenicidade renal. Portanto, estabelecemos padrbes qualitativos da
ecogenicidade hepatica relacionados ao aumento progressivo de sua textura e
do brilho das imagens dos figados analisados. Nossas analises demonstraram
gue apenas os grupos tratados com CCl, sem ou com associa¢cdo com etanol
(grupos C3 e A3) apresentaram alteracfes nesses parametros ao longo do
experimento (Tabelas 13.1 — 13.4 e 14.1 — 14.4). Pudemos observar também
gue a progressao para os padrdes de maior gravidade foi maior no grupo A3
gue no grupo C3. Sugerimos que essa progressdo acelerada pode estar
associada a potencializacdo do CCl, pelo etanol, juntamente com a acgéo
hepatotéxica do proprio etanol, que leva ao aumento de acumulo de gordura,
conforme foi observado nos achados histopatolégicos, principalmente na fase
inicial da inducao de lesdo hepética cronica (Figura 14A). O aumento difuso da
ecogenicidade do parénquima hepatico foi secundario a esteatose enquanto o

padréo grosseiro foi causado pelo aumento do contetdo de colageno.
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Cerca de 56% dos animais do grupo A3 apresentaram alteracfes graves
na ecogenicidade hepatica ao final de 8 semanas, alcancando o indice de 70%
dos animais desse mesmo grupo com alteracbes graves ao final de 12
semanas de experimento. Os demais animais desse grupo apresentaram
alteracdes moderadas ou minimas. Sugerimos que a heterogeneidade dos
achados tenha relagdo com a susceptibilidade individual dos animais a
associacdo de CCl; e etanol. Também pode ter sido influenciado pela
guantidade de etanol ingerido ao longo do experimento, ou seja, 0S animais
qgue ingeriram menor quantidade de etanol apresentaram menores alteragcoes
nesses parametros.

Os animais do grupo C3 apresentaram maior homogeneidade ao final de
12 semanas, porém, ndo atingiram os padrées maximos nos parametros de
ecogenicidade hepética. Esses achados sugerem que o CCl, pode ter induzido
alteracdes menos evidentes relacionadas ao aumento de contetdo lipidico,
embora tenhamos observado acumulo de gordura nos achados
histopatoldgicos.

Uma das mais importantes complicacfes associadas a cirrose hepatica
€ a hipertensao portal. Na cirrose hepdtica, a hipertensao portal ocorre quando
h& o aumento da resisténcia ao fluxo sanguineo da veia porta. Essa resisténcia
esta relacionada principalmente as alteracdes na arquitetura normal do tecido
hepatico (SHERLOCK & DOOLEY, 2002). Outros fatores podem contribuir para
a hipertensédo portal tais como: a capilarizacdo dos sinusodides (BATHAL &
GROSSMAN, 1985), a tumefacdo de hepatodcitos (BLENDIS et al., 1982), e a

esclerose das veias centrais (GOODMAN & ISHAK, 1982).
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Para diagnosticar a hipertensdo portal, os exames ultra-sonograficos
procuram avaliar se os diametros da veia porta, veia mesentérica superior e
veia esplénica estdo aumentados, se ha alteracdo do calibre destas mesmas
veias na respiracao (ZOLI et al., 1990;), além de avaliar o fluxo da veia porta
(GAIANI et al., 1991) e “shunts” porto-sistémicos por exame de ultra-som com
Doppler (KUDO et al., 1993). Devido ao tamanho do 6rgédo dos animais, N0Ssos
estudos ficaram limitados a andlise das alteracdes estruturais da veia porta,
devido a dificuldade de localizar e observar com precisdo as demais veias. As
analises por Doppler ndo foram possiveis devido ao fluxo da veia porta dos
animais ser turbilhonado (hepatopetal e hepatofugal) e apresentar uma grande
variabilidade com os movimentos respiratorios.

Em nossas anélises observamos que somente os animais do grupo A3
apresentaram aumento significativo do calibre da veia porta ja a partir de 4
semanas de inducdo, sendo mais proeminente apos 8 e 12 semanas de
experimento (Figura 28B). O grupo C3 apresentou um aumento nao-
siginificativo somente apos 12 semanas (Figura 28A). Portanto, sugerimos que
0 aparecimento precoce de alteracdes relacionadas a hipertenséo portal esteja
relacionado a potencializagcdo do CCl,s pelo etanol, induzindo lesdo hepéatica
principalmente nos hepatécitos da zona acinar 3 ou da regido perivenular, onde
a funcdo de biotransformacdo de substancias pelo MEOS é maior que nas
demais zonas. Com a potencializacéo, essa regido é mais susceptivel a leséo,
0 que acarretaria maior desorganizacao estrutural local e também a esclerose

venular, aumentando a resisténcia ao fluxo sanguineo.
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Com o desenvolvimento da cirrose, ha profundas modificacdes das
arvores vasculares venosa e arterial (HALES et al., 1959). A formacdo dos
nodulos regenerativos associada a deposi¢do de colageno leva ao aumento da
resisténcia do fluxo sanguineo, tendo em consequéncia uma hipertrofia destas
e tortuosidade dessas arvores.

Como complemento, realizamos estudo da estrutura da veia porta onde
verificamos a presenca de tortuosidade da veia porta. Em nossos estudos,
observamos que 60% dos animais do grupo A3 e apenas 25% dos animais do
grupo C3 apresentaram tortuosidade da veia porta. Verificamos que em alguns
animais, o calibre da veia porta pode aumentar e ndo apresentar tortuosidade,
entretanto, em calibres maiores que 0,25cm, todos os animais apresentaram
tortuosidade.

Uma outra complicagdo que esta associada a cirrose hepatica € o
aparecimento de ascite (SHERLOCK & DOOLEY, 2002). Em nossos estudos
observamos que dois animais do grupo A3 que apresentavam maior calibre e
tortuosidade da veia porta em relacdo aos demais apresentaram ascite.
Sugerimos que o aparecimento da ascite esta relacionado a alteracdo nesses
parametros e portanto relacionados a hipertensao portal.

AlteragBes morfologicas do figado, como atrofia geral ou hipertrofia do
lobo caudado, estdo relacionadas a cirrose hepética (NICOLAU et al., 2002).
Em nossos estudos, procuramos analisar o didmetro transverso do figado a fim
de avaliar a morfologia dos figados durante a inducdo de lesdo hepéatica
crénica. No entanto este parametro ndo apresentou qualquer alteracao

evidente durante todo o periodo experimental (Figuras 23, 24 e 25). E possivel
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gque ao longo do experimento tenha ocorrido algum mecanismo de
compensacao dos lobos mais prejudicados o que impediu a observagcdo das
alteracdes morfologicas no figado.

O estadiamento dos figados por ultra-som se baseou nas analises dos
parametros ultra-sonograficos. Embora tanto o grupo C3 como o grupo A3
tenha diagndstico de cirrose hepética pela andlise histopatolégica, observamos
gue os animais do grupo A3 apresentaram alteracdes relacionadas as
complicagfes da cirrose hepatica, e, na maioria dos casos, apresentaram graus
de gravidade maiores que o grupo C3. Portanto estes achados corroboram o

fato da associacdo CCl, e élcool levarem a uma maior agresséo ao figado.
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6 — Conclusodes

Diante dos resultados obtidos em nossos estudos, podemos concluir que:

A ingestdo de dieta liquida controle e alcodlica ndo induz alteracbes em
nenhum dos parametros histologicos, bioguimicos e ultra-sonogréaficos apos
12 semanas de inducao;

A administragdo de CCl; na dose de 0,05mL/kg de peso corporal,
associada ou ndo a ingestdo cronica de etanol, induz lesdes hepéticas
cronicas que progridem para cirrose hepatica ao fim de 12 semanas;

Os animais tratados com CCl, e alimentados com dieta alcodlica
apresentaram alteracGes significativas nos parametros bioguimicos (AST,
ALT, BIlT e Alb) relacionados aos achados histopatolégicos;

Os animais tratados com CCl,; e alimentados com dieta alcoodlica
apresentaram alterag6es mais evidentes nos parametros ultra-sonograficos

hepéticos relacionados as complicagfes da cirrose hepatica;

Estabelecemos um modelo animal de cirrose hepética que apresenta
pardmetros bioquimicos e ultra-sonogréaficos semelhantes aos vistos em

humanos.
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