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RESUMO

ANDRADE, RG. Lesdes Vasculares Intra-Hepaticas Na Cirrose Hepatica.
Tentativa Para A Caracterizagdo De Um Modelo Experimental Em Ratos Wistar.
2011, 62 f Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal da Bahia/ Fundacéo
Oswaldo Cruz/Salvador/BA, 2011.

LesBes vasculares sao importantes na patogénese de muitas das doencas
agudas e crbnicas do figado e estdo relacionadas as principais doencas
hepéticas no nosso meio, como esquistossomose, hepatites e cirrose. Estudos
recentes tém enfocado a importancia da fibrose obliterativa de veias centrais,
porém seu completo entendimento ainda néo foi estabelecido e muitos de seus
aspectos fisiopatologicos permanecem obscuros. Neste contexto, a eficacia e
reprodutibilidade dos modelos animais sdo fundamentais e cruciais para o
estudo destas alteracBes, permitindo avanco cientifico na area.

Para o presente estudo analisamos as altera¢des histopatolégicas nos figados
de 28 ratos tratados por quatro semanas com injecdes intraperitoneais de
dimetilnitrosamina (DMN). Nas duas primeiras semanas de tratamento com
DMN os animais apresentavam alteracBes necro-hemorragicas na zona 3
acinar, além da presenca de espessamento fibroso subendotelial em ramos da
veia central e discreta fibrose portal. Nas duas ultimas semanas de tratamento
pudemos observar a associacdo de fibrose hepatica e ativacdo de células
estreladas, com a oclusédo parcial ou total dos ramos de médio calibre da veia
central.

Nossos achados nos permitem inferir que as alteracdes vasculares observadas
em ramos da veia central sdo fundamentais para o agravamento da fibrose no
orgao. Propomos ainda que o modelo experimetal de agressdo hepatica toxica
pela DMN se mostra adequado para o estudo destas lesbes vasculares.

Palavras-chave: Fibrose experimental; Lesdo veno-obliterativa;

Dimetilnitrosamina.



ABSTRACT

ANDRADE, RG. Intrahepatic Vascular Lesions In Hepatic Cirrhosis. Attempt to
characterize an experimental model in Wistar rats- 2011, 62 f Dissertacao
(mestrado) — Universidade Federal da Bahia/ Fundacdo Oswaldo
Cruz/Salvador/BA, 2010.

Vascular lesions are important features in the pathogenesis of acute and
chronic liver diseases and are related to the major diseases of the organ, such
as schistosomiasis, hepatitis and chirrosis. Recent studies have focused on the
importance of obliterative fibrosis in central veins, but its complete
understanding has not yet been established and many of its pathophysiological
aspects remain unclear. In this context, efficiency and reliability of animal
models are essential and crucial to the study of these changes, allowing
scientific advances in the area.

For this study we analyzed the histopathological changes in the livers of 28 rats
treated with intraperitoneal injections of dimethylnitrosamine (DMN), for four
weeks. In the first two weeks of treatment animals showed necro-hemorrhagic
changes in acinar zone 3 and the presence of subendothelial fibrous thickening
in the central vein branches, beyond mild portal fibrosis. In the last two weeks of
treatment we observed hepatic fibrosis and stellate cell activation, associated
with partial or complete occlusion of medium-caliber branches of central vein.
Our findings allow us to infer that the vascular changes observed in the central
vein branches are critical to the worsening of liver fibrosis. We also propose that
the experiential model of toxic liver injury by DMN is adequate for the study of
these vascular lesions

Keywords: Experimental fibrosis; Veno-obliterative lesion; Dimethylnitrosamine.
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1 INTRODUCAO

Lesbes vasculares sao importantes na patogénese de muitas das
doencas agudas e crbnicas do figado e estdo relacionadas as principais
doencas hepaticas no nosso meio como esquistossomose, hepatites e cirrose.
Na cirrose as alteracbes anatdbmicas determinam, em grande parte,
anormalidades vasculares na circulagdo intra-hepética, representadas por
anastomoses vasculares internas (porto-hepaticas) e externas (porto-
sistémicas), além de hipertrofia da artéria hepatica e capilarizagdo sinusoidal
(POPPER, 1977). Juntamente com essas alteracdes classicas, a ocorréncia
ocasional de obstrucdo nos ramos de pequeno e médio calibre das veias porta
e hepatica tem sido descrita (PARKER, 1959). Estudos recentes tém enfocado
a importancia da fibrose obliterativa de veias centrais, porém seu completo
entendimento ainda nao foi estabelecido e muitos de seus aspectos
fisiopatologicos permanecem obscuros (WANLESS et al., 1995; KISHI et al.
1999), o que torna necessaria a avaliacdo mais profunda do papel destas
lesBes nas doencas hepaticas.

Morfologicamente, estas lesbes venosas obliterativas séo caracterizadas
por espessamento fibroso da intima, associado a vérios graus de oclusdo do
limem da veia e a sua ocorréncia tem sido relatada em quadros de cirrose
hepética ocasionada pelas mais diversas etiologias (NAKANUMA et al., 1985),
assim como em pacientes com hepatite e cirrose relacionadas ao uso de
alcool. Tais alteracOes vasculares podem ser determinantes no agravamento
da funcdo hepatica destes pacientes, além estarem associadas com a
ocorréncia de hipertensdo portal nos mesmos (WANLESS et al.,, 1995;

GOODMAN & ISHAK,1982; BURT & MACSWEEN, 1986).
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Atualmente, estas lesdes vasculares tém sido também observadas em
pacientes em uso de quimioterapicos, em vigéncia de radioterapia e apds o
transplante hepatico, observacfes estas que tem despertado crescente
interesse no seu entendimento e em suas consequéncias (GRINER et al.,
1976; SLOANE et al., 1980; FAJARDO & COLBY., 1980; NAKAZAWA et al.,
2000). Elas merecem ainda destaque, pois tém sido associadas a isquemia do
parénquima hepatico, morfologicamente caracterizada pela atrofia de
hepatdcitos e pela extincdo de areas do parénquima (WANLESS et al., 1995),
resultando em progressiva alteracdo nos vasos de maior calibre e consequente
fibrose das regifes centrolobulares (NAKAZAWA et al., 2000). O estudo destas
alteracdes no figado de humanos € restrito por consideracbes éticas que
limitam ou mesmo impedem procedimentos experimentais em seres humanos,
o que reforca a necessidade de modelos experimentais animais que
reproduzam o quadro patolégico e permitam o seu melhor entendimento. Neste
contexto, a eficacia e reprodutibilidade dos modelos animais sao fundamentais
e cruciais para o estudo destas alteracGes, permitindo o avancgo cientifico na
area (JEONG et al., 2001).

A Dimetilnitrosamina (DMN), droga amplamente utilizada para
desenvolvimento de cirrose hepética em modelos experimentais, foi
recentemente utilizada em ensaio realizado em nosso Laboratério (dados néo
publicados). Nés observamos lesdes obliterativas nas veias centrais dos
figados de ratos tratados com esta droga. Estas lesdes envolviam pequenos
ramos das veias hepaticas e, morfologicamente, exibiam as mesmas
caracteristicas acima descritas. Tais aspectos nos levaram a questionar se esta

droga pode ser utilizada na obtencdo de um modelo experimental que nos
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permita estudar as lesdes vasculares hepaticas, bem como abordar alguns
aspectos dessas alteracdes vasculares, relevantes para progressado da lesao

hepatica.

2 REVISAO DA LITERATURA
Neste tOpico sera feita uma revisdo sobre alguns aspectos gerais e
relevantes sobre o assunto abordado, permitindo embasamento e

compreensao dos resultados e discussédo apresentados.

2.1 ESTRUTURA ANATOMICA E FUNCIONAL

O figado € um 6rgéo de dupla circulacdo, no qual 70% do sangue e 40%
do oxigénio é suprido pela veia porta, enquanto que 30% do sangue e 60% do
oxigénio € suprido pela artéria hepatica (BURT & DAY, 2002). A qualquer
instante, cerca de 25% do débito cardiaco encontra-se direcionado para figado
(BURT & DAY, 2002). O sangue das veias mesentérica, gastrica, esplénica e
pancreatica drena para veia porta, sendo que a mesma se ramifica para os
lados direito e esquerdo do figado pouco antes de sua entrada pelo hilo
hepatico. Tal peculiaridade anatdmica possibilita a ocorréncia de uma mistura
incompleta do sangue advindo de diferentes compartimentos, o que leva a
variages no suprimento dos varios nutrientes, toxinas e outros elementos para
os lobos hepéticos (HAYWOOD, 1981; FAA et al., 1987, 1994, 1995; THEIN et
al., 2003; DANIEL et al., 2004). Uma redistribuicdo generalizada ou localizada
do fluxo sanguineo também pode ser devida a estimulos neurais ou devido as

células estreladas hepéaticas (STUART & WHEATLEY, 1995; ROSKAMS et al.,
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2007). Juntas, estas duas caracteristicas (anatdmina e funcional) podem ser
responsaveis pelas variacdes locais vistas na doenca hepatica.

O figado humano é anatomicamente dividido em lobos, designados
como esquerdo, direito, quadrado e caudato. Recentemente foi proposta sua
subdivisdo em 9 segmentos, baseado nos padrdes de ramificacdo vascular e
ductal (KOGURE et al., 1999; ROSKAMS et al, 2007). Este padréo
compartimental € Gtil para entender as lesdes/degeneracdes relacionadas com
alteracdes no suprimento sanguineo, além de facilitar as ressecc¢des cirurgicas.
Este € um 6rgao heterogéneo cuja unidade funcional basica, o I6bulo hepatico,
continua a intrigar morfologistas ha mais de 300 anos (MALARKEY et al.,
2005). O l6bulo hexagonal classico, como definido por Kiernan, em 1833, &
tradicionalmente representado como um hexagono centrado por um ramo da
veia hepatica, exibindo de 4-6 espacos porta em seus Vvértices. Em 1954
Rappaport propés o acino hepatico como a unidade funcional do figado
(RAPPAPORT et al., 1954). Sua divisédo era baseada por zonas de hepatécitos
entre veias centrais, 0 que se mostrou particularmente interessante pois tal
divisdo representava tanto uma unidade estrutural, como funcional, o que
explicaria a variacdo local de lesdes como a necrose e a fibrose em ponte.

O conceito de unidade funcional do figado, proposta por Mastsumoto e
colaboradores em 1979, vem ganhando crescente aceitagdo entre 0s
especialistas da é&rea. O I6bulo primario de Matsumoto é baseado na
arquitetura vascular hepatica e inclui o lobulo classico de Kiernan como um
aspecto secundario (MATSUMOTO et al.,, 1979). Sua teoria se baseia na
porcdo condutora e parenquimatosa da arvore venosa portal. A porcao

condutora deve levar sangue ao parénquima com uma pressao suficiente para



15

garantir que a circulacdo permaneca adaptavel a qualquer alteracdo da
demanda metabolica. Isso € possivel pois a porcdo condutora permanece
dentro de um mesmo calibre em todo seu percurso, oferecendo minima
resisténcia ao fluxo sanguineo. A porcdo parenquimatosa da arvore portal
segue um esquema de ramificacdes bem definido, em trés niveis. No primeiro
nivel ha ramificacbes das porc¢des finais da arvore condutora que nutrem uma
massa definida do parénquima hepatico. No nivel seguinte de ramificacéo, as
ramificacbes primarias dao origem a cerca de seis ramos da veia porta
centrados por um ramo da veia hepética, um aspecto morfolégico similar ao do
I6bulo classico de Kiernan. No terceiro nivel de ramificacdo, temos a formacao
de dois padrbes de sinusoides hepaticos. O primeiro € formado por sinusoides
gue se originam da veia porta terminal e das porc¢des proximais da vénula. Eles
formam uma rede de sinuséides horizontais e paralelos, antes de formarem
uma rede radial. O segundo padréo € constituido pot sinusoides originados da
porcdo mais distal da vénula, formando uma rede radial que se dirige a vénula
central. Ha diferencas metabdlicas nos hepatdcitos destas regides.

O conceito mais recente foi proposto por Ekataksin e Wake em 1997 que
estabeleceu o Choleohepaton baseado em injecbes de material fluorescente e
que definem um grupo de hepatdcitos e de cerca de 19 sinusdides alimentados
por um ramo terminal da vénula e que drena bile para um Unico canal de
Hering. Esta unidade reune todos os elementos necessarios para o figado

realizar suas funcdes endocrinas-exocrinas.

2.2 LESOES VASCULARES NA PATOLOGIA HEPATICA
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Dada a grande quantidade de sangue que circula pelo figado as
alteracbes vasculares que ocorrem neste 6rgdo tem consideravel impacto
clinico em todo organismo e no proprio 6rgdo, em particular. Estas alteracdes
podem ser agrupadas de acordo com a localizacdo anatbmica na qual se da a
leséo.

2.2.1 Alteracdes do influxo sanguineo
2.2.1.1 Comprometimento da artéria Hepatica

Infartos hepaticos extensos sdo raros gracas a sua dupla circulacdo. O
comprometimento de ramos da artéria hepatica, seja por trombose/embolismo
ou compressao, resulta em uma zona de necrose isquémica focal, anémica,
cujo vértice aponta para o espaco porta contendo o ramo obstruido. A
obstrucdo do ramo principal da artéria hepatica nem sempre resulta em
necrose isquémica do 6rgao, particularmente se este € normal. O fluxo arterial
retrogrado, advindo de ramos acessorios, juntamente com o fluxo portal, sdo
suficientes para sustentar o parénquima hepatico (CRAWFORD, 2010).

A excecdo ocorre em figado transplantados, cuja trombose da artéria
hepatica € uma complicacdo comum, ocorrendo em cerca de 2% a 5% de
todos os receptores de transplante (PROPOSITO et al.,, 2001), e que pode
levar a infarto dos ductos principais da arvore biliar e perda de todo 6rgdo

(KHALAF, 2010).

2.2.1.2 Obstrucéo e trombose da veia Porta
A trombose obliterativa da veia porta ou de seus principais ramos cursa

clinicamente com dor abdominal e, na maioria dos casos, com ascite e outras
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manifestacbes de hipertensdo portal como varizes esofagicas (CRAWFORD,
2010).
Obstrucdo extra hepatica da veia porta pode ser decorrente das
seguintes condicoes:
e Flebite.
e Complicag@es cirurgicas.
e Trauma.
e Colite ulcerativa.
e Alteracdes trombogénicas.
o Distarbios hereditéarios da coagulacao.
o Pancreatite.
o Cirrose.
e Neoplasias.
A hipertensdo portal secundéaria a trombose da veia porta geralmente
tem um bom prognéstico, com sobrevida livre de doenca pdés-transplante de

94%, 84% e 69% em 1, 5 e 10 anos, respectivamente (EAPEN et al., 2010).

2.2.1.3 Hipertensao portal idiopatica

Hipertensdo portal idiopatica € a designacdo clinica para o influxo
venoso portal insuficiente e para hipertensao portal na auséncia de cirrose.
Varizes esofagicas e esplenomegalia sdo comuns nesta condicao.

Estados de hipercoagulabilidade, doengas mieloproliferativas, peritonite,
exposicdo a arsénicos e doengas auto-imunes, estdo associados com quadros

de hipertensdo portal idiopatica. A manifestacdo histologica da hipertensédo

portal idiopéatica € denominada esclerose hepato-portal, devido a densa fibrose
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dos espacos porta e obliteracdo dos ramos venosos portais (Bioulac-Sage et

al., 1995).

2.2.2 Alteracdes do fluxo intra-hepatico
2.2.2.1 Cirrose

A cirrose € um estagio avancado de fibrose hepatica que resulta em
distorcdo arquitetural e do padrdo vascular do figado. E caracterizada pela
formacdo de nodulos regenerativos de parénquima hepatico circundados por
septos fibrosos e por graves alterac6es angio-arquiteturais. Histologicamente, é
determinada por septos fibro-vasculares que ligam os tratos portais uns com 0s
outros e/ou com veias centrolobulares. Ha formacéo de nédulos de hepatdcitos
regenerativos circundados por esses septos e desprovidos de veia central, o
gue confere um aspecto rigido ao 6rgao. A hiperplasia de ductos biliares
também é frequentemente observada. A arterializacdo que ocorre em figados
cirréticos, com concomitante diminuicdo da resisténcia ao fluxo sanguineo da
artéria hepatica e aumento da resisténcia ao fluxo sanguineo portal, ja esta
bem estabelecida (WANLESS & CRAWFORD, 2008). RazBes para este
fenbmeno incluem a capilarizacdo de sinusoéides, que € a diminuicdo das
frenestracdes e deposicdo de matriz colagénica no espacgo subendotelial, o que
0s torna canais vasculares semi-permeaveis, conduzindo o sangue portal
diretamente as veias hepéticas terminais (LE BAIL et al., 1990). A aquisicédo de
funcdo contratil pelas células estreladas do figado aumenta o ténus vascular
dos sinusoides, contribuindo ainda mais para o aumento da resisténcia

vascular sinusoidal, bem como a fibrose que ocorre em regides perivenulares
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pode obstruir parcialmente o fluxo de saida venoso, criando resisténcia

vascular pos-sinusoidal (CRAWFORD, 2010).

2.2.2.2 Ocluséo fisica dos sinusoides

Esta condicdo é comumente vista em associacdo com um pequeno
grupo de doencas que inclui:

- Anemia falciforme.

- Coagulacéo intra-vascular disseminada.

- Células tumorais metastaticas.

- Amiloidose.

2.2.2.3 Congestao passiva e necrose centrolobular

Insuficiéncia cardiaca com descompensacdo da camara direita leva a
congestdo passiva do figado, que se torna aumentado de volume, cianético e
endurecido e, microscopicamente, exibe congestdo dos sinusodides
centrolubulares. Com o tempo, os hepatdcitos centrais tornam-se atroficos. Se
ocorre a descompensacao da camara esquerda, ha hipoperfusdo e hipodxia,

levando a necrose coagulativa dos hepatocitos da zona central.

2.2.2.4 Peliose hepética

A peliose hepatica € uma condicdo rara decorrente de dilatacdo primaria
dos sinusodides hepaticos (DELEVE, 2007). O figado apresenta espacos
cisticos hemorragicos delimitados por células endoteliais sinusoidais.

Clinicamente, a peliose esta associada a muitas doencas dentre elas cancer,
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Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida e tuberculose, além do uso de

esterdides anabdlicos, contraceptivos orais e Danazol (CRAWFORD, 2010).

2.2.3 Alteracdes do efluxo sanguineo
2.2.3.1 Trombose das veias Hepatica e Cava inferior

A obstrucdo de dois ou mais ramos principais da veia hepatica, uma
condicdo conhecida como Sindrome de Budd-Chiari, produz hepatomegalia,
ascite, dor abdominal e graus variados de disfuncdo hepatica (WANLESS,
2007). Ela é consequéncia do aumento da pressdo sanguinea intra-hepéatica
devido a incapacidade de drenagem do fluxo sanguineo hepatico
(CRAWFORD, 2010). Os fatores mais comumente associados a esta condicdo
sdo os estados de hipercoagulabilidade sanguinea, como nas doencas
mieloproliferativas, uso de contraceptivos orais, presenca de anticorpos
anticardiolipina, deficiéncia de proteina S, proteina C e antitrombina I,
sindrome antifosfolipidios e carcinoma hepatocelular. (WANLESS, 2007).
Morfologicamente, observa-se uma acentuada congestdo centro-lobular e
necrose. Trombos agudos ou em organizacdo podem ser observados dentro de
pequenos ramos da veia porta e hepatica (MITCHELL et al., 1982).
Em fases tardias os sinusoéides apresentam-se colagenizados e dilatados e os
hepatécitos apresentam-se atréficos. Os pequenos ramos da veia hepatica séo
incorporados aos septos fibrosos que ligam veias hepéticas entre si, ocorrendo
preservacao da triade portal (WANLESS, 2007).
A mortalidade para a fase aguda da trombose da veia hepatica ndo tratada é
alta e intervencao cirargica imediata, com a criacdo de shunt venoso porto-

sistémico, melhora o prognostico destes pacientes (CRAWFORD, 2010).
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2.2.3.2 Sindrome de obstrucéo sinusoidal

Os primeiros casos da chamada “Doenca Veno-Oclusiva do Figado”
foram descritos na Jamaica, em 1954 (BRAS et al., 1954) e tinham como
aspecto morfoldégico marcante a fibrose obliterativa de pequenos ramos da veia
hepatica. Casos semelhantes foram relatados em outras partes do mundo,
todos exibindo os mesmos aspectos morfologicos e todos eles associados com
a ingestdo de chas ou alimentos contendo ou contaminados por alcaloides
pirrolizidinicos (Crotalaria, Heliotropium, Senecio e Symphytum) (SELZER &
PARKER, 1950, BRAS et al., 1954, JELLIFFE et al., 1957, BRAS et al., 1957,
STEIN & ISAACSON, 1962, ALLEN et al., 1967, DATTA et al., 1978).

Estas lesGes tém sido também observadas em pacientes transplantados
em uso de imunossupressores e em pacientes oncoldgicos, em vigéncia de
tratamento radio e quimioterapico (GRINER et al., 1976, SLOANE et al., 1980,
FAJARDO & COLBY, 1980). Inumeras drogas anti-neoplasicas como
actinomicina D, dacarbazina, arabinosidio de citosina, mitramicina, 6-tioguanina
e uretano estdo diretamente relacionadas ao aparecimento destas lesGes
vasculares (MCDONALD et al., 1993; DELEVE et al., 2002).

Trabalhos demonstraram que ha uma agressao toxica direta as células
endoteliais do figado, com consequente obstrucdo ao fluxo sanguineo
sinusoidal e obliteragdo fibrosa das veias centrais (SHULMAN et al., 1994;
DELEVE et al., 2009).

Estudos in vitro mostraram que toxinas relacionadas com lesdo obstrutiva
da veia central sdo mais danosas para célula endotelial (CE) do que para os
hepatocitos (DELEVE, 2007). Essa toxicidade seletiva para a CE hepatica

envolve metabolizacdo pelo sistema citocromo P450 (CYP450) dos hepatocitos
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e do endotélio vascular, com formacéo de metabdlito eletrofilico (LAME et al.,
2000). Esses metabdlitos sdo detoxificados pelo sistema glutatido (GSH) e
acentuada deplecdo de GSH na CE tem sido observada antes do inicio da
agressao (DELEVE, 1996a, DELEVE et al., 1996b). A maior capacidade de
detoxificacdo dos hepatdécitos, explica a relativa protecdo desta célula as lesdes
causadas por estes metabalitos.

Os estudos in vivo (DELEVE et al., 2002) evidenciam ainda a participacéo
de metaloproteinases (MMP) de matriz, ectoenzimas responsaveis pela quebra
da matriz extracelular. As MMP-9 e MMP-2 se elevam 12 horas apls a
administracdo inicial da toxina e seus niveis sobem consideravelmente apds 48
horas, continuando elevados por até 4 dias (DELEVE et al., 2003a). O aumento
das metaloproteinases coincide com a progressiva desnudacdo do endotélio
sinusoidal, sugerindo uma acao direta dessas proteinas sobre a membrana
basal da CE.

O metabdlito eletrofilico, gerado a partir do CYP450 de hepatécitos e da
CE, se liga covalentemente a F-actina da célula endotelial. Esta ligacéo leva a
despolimerizacdo da F-actina, com arredondamento da CE e subseqlente
ativacdo de MMP (WERB et al., 1986; UNEMORI & WERB, 1986). A quebra da
matriz extracelular do espaco de Disse pelas MMPs, juntamento com o
arredondamento da CE, permite que agregados de células de Kuppfer e células
estreladas "embolizem" para o sinusoéide hepatico. Estes "émbolos" celulares,
contribuem ainda mais para o bloqueio da circulacdo sinusoidal, levandoo a
reducgéo do calibre e mesmo ocluséo de ramos da veia central (DELEVE et al.,

2003b).
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2.3 OCLUSAO OBLITERATIVA DAS VEIAS HEPATICAS

A leséo obliterativa da veia hepatica € caracterizada por espessamento
fibroso da intima, associado a varios graus de oclusdo do limen da veia, um
quadro que em muitos aspectos se assemelha aquele observado na Doenca
veno-oclusiva. Sua ocorréncia tem sido relatada em pacientes com cirrose
hepatica ocasionada por hepatites virais, autoimunes e outras (NAKANUMA et
al., 1985), porém sao mais frequentemente observadas em pacientes com
hepatite e cirrose relacionadas ao uso de alcool (GOODMAN & ISHAK, 1982;
BURT & MACSWEEN, 1986). Algumas hipéteses acerca da sua origem foram
levantadas por estes autores:

- Diminuicdo do fluxo sanguineo sinusal devido a fleboesclerose, com
reducdo concomitante do fluxo venoso, estreitamento e oclusdo luminal;
- Agressao toxica direta ao endotélio venular.

Lesbes obliterativas em pequenos ramos da veia hepatica tém sido
encontradas em até 74% dos figados cirréticos examinados em autopsia
(WANLESS et al., 2000; GOODMAN & ISHAK, 1982; BURT & MACSWEEN,
1986) e em 70% dos figados removidos apés transplante (WANLESS et al.,
1995). Acredita-se que estas lesdes estejam relacionadas com &areas de
extincdo de parénquima e com regibes de fibrose confluente e podem
representar uma via final comum para propagacéao da fibrose e o surgimento de

cirrose (WANLESS et al., 1995; WANLESS & SHIOTA, 2004).

2.4 LESAO HEPATICA INDUZIDA PELA DIMETILNITROSAMINA.
O termo nitrosamina se refere a varios compostos de diferentes pesos

moleculares, cuja caracteristica comum é sua estrutura quimica N-NO. No
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grupo das nitrosaminas sdo encontradas a dimetilnitrosamina (DNM) e a
dietilnitrosamina. A DNM é uma hepatotoxina potente com potencial
carcinogénico, mutagénico e comprovadamente fibrogénico. O primeiro relato
de cirrose hepatica induzida pela dimetilnitrosamina data de 1954, em trés
trabalhadores de um centro de pesquisa industrial, cuja DMN havia sido
introduzida como solvente 10 meses antes do primeiro caso ser descoberto
(BARNES & MAGEE, 1954). A DMN ¢é ainda detectada em alguns alimentos
defumados como carnes e peixes e na fumaca do cigarro, sendo metabolizado
no figado pelo citocromo CYP450IIE1 (YANG et al., 1985, YOO et al., 1988).
Sua administracdo intraperitoneal em animais experimentais causa acentuada
elevacdo nos niveis séricos de transaminases, Dbilirrubinas, -
glutamiltransferase e fosfatase alcalina, além de diminui¢cdo nos niveis séricos
de proteinas (JENKINS et al., 1985).

Morfologicamente ha uma congestdo centrolobular intensa e difusa,
dilatacdo de veias e sinusoides hepaticos, além de infiltracdo inflamatoria
neutrofilica e proliferacdo de ductos biliares. Porém, a alteracdo morfologica
mais marcante é a necrose hemorragica difusa que ocorre nas zonas 2 e 3 do
acino hepatico (JIN et al., 2003).

No figado, uma das consequéncias da sua administracao prolongada é a
fibrose que se inicia ao redor de veias centrais (GEORGE et al., 2001), além do
aumento progressivo do colageno total hepatico, seja por medidas diretas
(morfologia) ou indiretas, como atraves da medicdo do conteudo de
hidroxiprolina (GEORGE & CHANDRAKASAN, 2000; ALA-KOKKO et al.,

1987). Clinicamente, estas alteracfes se traduzem pela presenca de ascite e
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aumento nos niveis pressoricos em ramos da veia porta e hepatica (JENKINS
et al., 1985).

Apbs a DMN ser metabolizada pelo citocromo CYP450 dos hepatdcitos e
das células sinusoidais hepaticas, observa-se a producdo de formaldeido e
metanol, além de um intermediario alquilante que reage com acidos nucleicos
e proteinas para formar macromoléculas metiladoras (GEORGE et al., 2001).
Algumas alteracGes bioquimicas que podem contribuir para a lesdo hepatica
causada por este modelo ja estdo bem estabelecidas. Diminuicdo nos niveis
séricos de sbédio, potassio, magnésio e calcio foi demonstrada em ratos
tratados com dimetilnitrosamina, o que pode ser consequéncia da ascite
observada nestes animais e da diminuicdo dos niveis séricos de proteinas
carreadoras, como a albumina (GEORGE, 2006). Um detalhe merece
destaque. Embora haja diminui¢cdo dos niveis séricos destes minerais, 0s niveis
intrahepaticos de calcio livre aumentam nos dias que se seguem a primeira
dose de dimetilnitrosamina. Como resultado, tem-se um influxo transmembrana
de célcio para as células estreladas, mediado por TGF-B1, o que parece ser um
fator chave para ativacdo desta célula e consequente deposicdo de matriz
colagénica (GEORGE, 2006). Por outro lado, h& indicios que a necrose
hepética que se segue a administracdo da DMN também é responséavel pela
ativacdo de células estreladas hepéticas (BURT, 1993), que passam a se
comportar como miofibroblastos depositando ativamente matriz colagénica no
figado (TANAKA et al., 1991; ENZAN et al., 1995). Associado com a deposicéo
de colageno ha uma diminuigdo na sintese de enzimas colagenoliticas pelos
hepatocitos agredidos, o que contribui ainda mais para o acumulo de matriz

conjuntiva.
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Um outro aspecto significativo da lesdo hepéatica induzida pela DMN, € o
aumento importante dos niveis séricos e hepaticos de malondialdeido. A
dosagem do malondialdeido é uma medida indireta da atividade oxidativa de
lipidios e, portanto, peroxidacédo lipidica das membranas celulares e das
organelas desponta como um dos potenciais mecanismos pelo qual a
dimetilnitrosamina causa lesdo hepatica (GEORGE & CHANDRAKASAN,

2000).
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3. OBJETIVOS

3.1 PRIMARIO
Estabelecer um modelo experimental onde as alteracdes vasculares
relacionadas com fibrogénese hepatica possam ser adequadamente

observadas e estudadas.

3.2 SECUNDARIOS
3.2.1 Correlacionar a presenca de obstrucdo vascular com o
desenvolvimento de fibrose hepatica.
3.2.2 Correlacionar a ativacdo de células estreladas com a presenca de
lesdes vasculares obstrutivas e com a progressao da fibrose.
3.2.3 Observar a influéncia do agente etiolégico no aparecimento de

lesdes obstrutivas das veias hepéticas.
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4 MATERIAIS E METODOS
O material e os procedimentos utilizados na realizacdo deste trabalho

seguem descritos abaixo.

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados vinte e oito ratos Wistar machos, pesando entre 200 e
250 g, provenientes do Biotério do Centro de Pesquisa Goncalo Muniz-
FIOCRUZ/Salvador. Estes animais permaneceram em gaiolas padrao,
tampadas com grade metdlica, em numero de sete animais por gaiola, em
ambiente controlado (condicbes de umidade e temperatura do biotério). A
iluminacéo artificial foi mantida em ciclo claro-escuro de 12 horas, sendo
fornecidos agua e racdo balanceada para ratos (Nuvital, Curitiba, PR), em

regime ad libitum.

4.2 MODELO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em 4 grupos constituidos de 7 animais cada,
designados como grupo A, B, C e D. Todos os animais foram submetidos a
injecdes intraperitoniais de Dimetilnitrosamina (DNM) (Wako, Japao), na dose
de 2,5 yl (35mg/kg), diluida em solugado salina a 1%, trés vezes por semana,
por um periodo total de 1 a 4 semanas, conforme esquema abaixo:

Grupo A: 7 animais, injecdes de DNM por 1 semana

Grupo B: 7 animais, inje¢cdes de DNM por 2 semanas

Grupo C: 7 animais, injecdes de DNM por 3 semanas

Grupo D: 7 animais, injecdes de DNM por 4 semanas
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4.3 GRUPO E

Com a finalidade exclusiva de se observar a ocorréncia da leséao
vascular obliterativa em veias centrais de animais com cirrose hepatica bem
desenvolvida, recuperamos o0 material de estudo prévio realizado no laboratorio
LAPEX, do Centro de Pesquisa Goncalo Muniz, Fiocruz/Bahia, cuja
metodologia detalhada encontra-se descrita em artigo previamente publicado

(DIiVINICIUS et al. 2005).

4.4 EUTANASIA
Ao término do periodo de tratamento previamente estabelecido (7 dias
para o grupo A, 14 dias para o grupo B, 21 dias para o grupo C e 28 dias para

o grupo D) os animais foram sacrificados em camara de CO2.

4.5 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS OBTIDAS

Nos grupos A-D, o figado de cada animal foi removido e fixado por 24
horas em solugéo de formalina tamponada a 10%.

Para analise histolégica foram obtidos quatro fragmentos do figado de
cada animal e esses fragmentos foram incluidos em blocos de parafina.
Realizamos 6 seccdes de cada bloco de parafina, com cortes de 5 um de
espessura, obtidos em micré6tomo manual.

Seis secc¢Oes dos blocos de parafina do grupo E foram submetidas aos

mesmos procedimentos histoquimicos abaixo mencionados.

4.5.1 Histoquimica
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Os cortes dos tecidos obtidos foram desparafinados em xilol e xilo/etanol
(1:1), reidratadas em sequéncia decrescente de etanol, lavados em agua e
corados. Apds coloracdo estes cortes passaram por desidratacdo, na
sequéncia inversa, sendo retirados do xilol e montadas com balsamo.
Procedimentos comuns a todas as coloracdes. As coloracdes e reacdes
realizadas foram:
Hematoxilina & Eosina (HE): Coloracdo padrdo para analise histopatologica
das amostras.
Acido Periodico de Schiff (PAS): Coloracido realizada para observacdo de
glicogénio no tecido hepatico e de macréfagos contendo material PAS/diastase
resistente em seu citoplasma.
Acido Periodico de Schiff com diastase (incubacdo em saliva 1 h em estufa
37°C): Coloracao realizada para observacdo de mucopolissacarideos neutros
no interior de ductos biliares e de glicogénio.
Perls: Reacao utilizada para revelar depdsitos de ferro.
Verhoeff: Coloracéo utilizada para avaliagcdo conjunta de matriz conjuntiva e
fibras elasticas.

Picrossirius vermelho: Coloracéo utilizada para avaliacdo de matriz conjuntiva.

4.5.2 Imunohistoquimica

Para demonstracao de células estreladas ativadas, os cortes dos tecidos
obtidos do grupo experimental foram desparafinados em xilol e xilo/etanol (1:1),
reidratados em sequéncia decrescente de etanol e lavados em agua. Os cortes
foram submetidos a recuperacdo antigénica com tampao citrato, por 40 minutos

em panela de pressdo Pascal®-S2800 (Dako-Carpinteria, California, EUA).
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Apos resfriamento, os cortes foram lavados em solucédo PBS/Tween20 (Merck
822184, Darmstadt, Alemanha) por 5 minutos e logo em seguida incubados por
2 horas com anticorpo anti-actina para musculo liso (1A4, Dako-M0851,
Glostrup, Dinamarca), diluido a 1:100. Ao término deste periodo as laminas
foram lavadas com solucdo PBS/Tween e reveladas utilizando-se polimerase.

ApoOs contra-coloracdo com hematoxilina, estes cortes passaram por
desidratacdo, na sequéncia inversa, sendo retirados do xilol e montadas com

balsamo.

4.6 ANALISE HISTOPATOLOGICA

4.6.1 Quantificacao das lesdes vasculares.

Para este passo foram utilizados os cortes corados por Verhoff. Nas
laminas histologicas procedemos a contagem do numero total de veias
hepaticas representadas. Estas foram subclassificadas de acordo com o seu
diametro, medido por régua milimetrada, em: veias de pequeno calibre - se elas
apresentavam menos que 0,2mm em diametro; veias de médio calibre - se elas
apresentavam entre 0,2 mm e 3 mm em diametro; veias de grande calibre - se
elas apresentavam mais que 3 mm em diametro. As veias que exibiam fibrose
da intima envolvendo ao menos dois tercos da circunferéncia do vaso e/ou
qualquer grau de estreitamento Iluminal foram consideradas como

apresentando leséo obliterativa.

4.6.2 Quantificacao da fibrose

4.6.2.1 Por analise semi-quantitativa
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As laminas coradas com picrossirius vermelho foram avaliadas em
microscopico Optico em campo de pequeno aumento (40x), utilizando-se os
seguintes parametros para graduacéao da fibrose. Grau 0 - sem fibrose; grau 1 -
fibrose pericentral; grau 2 - fibrose pericentral e periportal; grau 3 - fiborose em

ponte; grau 4 - cirrose.

4.6.2.2 Por analise morfométrica

Utilizando-se os cortes histologicos corados pelo picrossirius vermelho,
fotografamos as laminas com filtro de luz polarizada, no microscépio 6ptico
Nikon E200 e o software ImageJ(NCI) executou a captura das imagens e
mensuracdo do colageno, seguindo técnica previamente estabelecida e
disponivel em
http://cardprint.ucsd.edu/CV_Lab_Web_Page/HowToDocs/ImageJProtocol.pdf.

As imagens foram feitas em aumento de 40x, tomando-se quatro
campos consecutivos do figado dos animais dos grupos B, C e D, nas areas
mais largas do parénquima, de modo a preencher toda area de captura das
imagens. Tal metodologia nos permitiu analisar mais de 80% da superficie dos
fragmentos.

Os quatro campos foram postos lado a lado e a imagem total gerada foi
digitalizada e tratada de forma a contrastar as fibras colagenas da coloragéo de
fundo por limiar de cor. Apés esta separacao, foi medida a area ocupada pelas
fibras colagenas nos campos. A porcentagem da area ocupada pelo colageno
no figado de cada animal foi calculada pelo software acima descrito e, apartir

destes dados, os animais de cada grupo foram comparados estatisticamente.
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4.6.3 Avaliacao de focos de extincdo do parénquima

Areas de extingdo de parénquima foram definidas como &areas onde
havia perda de hepatdcitos continguos e fibrose pericentral, com atrofia de
hepatdcitos periportais e aproximacgao das veias hepaticas aos espacos porta.
Para tal finalidade utilizamos as coloracées de Hematoxilina-eosina, Verhoeff e

Orceina.

4.6.4 Avaliacao da ativacao de células estreladas

A ativacdo de células estreladas foi avaliada por técnica imuno-
histoquimica, utilizando anticorpo anti-musculo liso (clone 1A4, Dako, diluicdo
de 1:100). Foi realizada uma avaliacdo semi-quantitativa da ativacao de células
estreladas, utilizando-se escores de 0 a 4, O indicando a auséncia de
coloracdo; 1 indicando a presenca de coloracdo discreta; 2 indicando a
presenca de coloracdo moderada; 3 indicando a presenca de coloracéo intensa

e 4 indicando a presenca de coloracdo muito intensa.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada através do programa BioEstat® 5.0,
utiizando-se o coeficiente de correlagdo de Spearman. Variaveis
estatisticamente correlacionadas foram consideradas quando se obteve um
coeficiente de correlagcédo diferente de 0 (rs#0) e um nivel de deciséo alpha

igual ou inferior a 0,05 (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 GRUPO A

Dois animais morreram durante a primeira semana de tratamento com
DMN. Eles apresentavam arquitetura acinar preservada, com presenca de
lesbes necro-hemorragicas envolvendo a zona 3 centro-acinar do figado. Havia
acentuada tumefacdo e desnudamento do endotélio venular, com edema e
hemorragia subendotelial (figl). Os demais animais eutanasiados ap0s 7 dias
de tratamento exibiam os mesmos aspectos de hemorragia centro-acinar e
alteracdes reativas do endotélio vascular.

Neste periodo ja se evidenciava discreta fibrose subendotelial nas veias
centrais, associada a desnudamento endotelial, recrutamento e adesdo de
células mononucleadas a parede destes vasos e, em alguns focos, semi-
oclusdo da luz dos pequenos ramos por células mononucleadas monocitoides
(fig2). A arquitetura acinar do figado encontrava-se mantida, com triade portal
preservada. O endotélio dos ramos vasculares portais exibiam alteracdes
reacionais, em menor intensidade quando morfologicamente comparadas as
alteracdes observadas no endotélio de veias centrais.

Os hepatécitos destes animais dispunham-se em trabéculas
desorganizadas e exibiam moderada a acentuada tumefacdo citoplasmatica,
além de alteracbes nucleares reativas e raras figuras de mitose. Na periferia
das zonas de necrose viam-se frequentes corpusculos apoptoticos. Estas

alteracOes estavam presentes em todas as secc¢des analisadas.
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5.2 GRUPO B

Os animais eutanasiados 14 dias apés o inicio do tratamento
apresentavam o0s achados necro-hemorragicos acima descritos, porém em
menor intensidade. Era evidente a fibrose subendotelial mais acentuada e as
alteracdes morfologicas persistentes nas células endoteliais (fig3). Os focos de
hemorragia subendotelial ja ndo eram tdo extensos e macrofagos contendo
pigmentos de hemossiderina no citoplasma se acumulavam no espaco
subendotelial de veias centrais de pequeno e médio calibre, juntamente com
linfécitos e numero cada vez maior de neutréfilos. Finos septos fibrosos
emanavam destes vasos, alguns deles delimitando nddulos incompletos no
parénquima e contendo ramos venosos de pequeno a médio calibre completa
ou parcialmente ocluidos (fig 4). Nenhum dos animais exibia cirrose.

Era de nota a mobilizacdo de células mononucleares nos sinusoides
hepaticos e em alguns espacos porta, além das persistentes alteracées
degenerativas dos hepatécitos. Dois animais exibiram extingdo focal de
hepatocitos em zona 3, com remodelamento e expansdo do tecido conjuntivo
pericentral. A veia central, nestas area, encontrava-se proxima aos espacos
porta, porém separados por uma pequena faixa de hepatdcitos peri-portais
preservados, alguns destes atroficos. Os espacos porta imediatemente
adjacentes as areas de extingdo de parénquima, exibiam veias portais com
minima esclerose subendotelial, vendo-se lumens sempre patentes. Havia
progressiva colonizacdo das areas pericentrais e necro-hemorragicas, por
células estreladas ativadas (positivas para actina de musculo liso). A tabela 1
lista os principais achados encontrados nos animais tratados por 2 semanas

com DMN.
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Tabela 1: Ocluséo de ramos da veia hepatica de pequeno e médio calibre,
fibrose (escore semi-quantitativo e analise morfométrica), focos de extin¢do de
parénquima e ativacao de células estreladas nos animais tratados com DNM
por duas semanas.

Animal Ocluséo Vascular Fibrose Fibrose Focos de extingdo  Ativagéo de
(em numeros relativos) (analise morfométrica- de parénquima células
Pequeno Médio %da area analisada) estreladas
1 35% 47% 2 2,826 ausentes moderada
2 75,4% 77,8% 3 3,420 presentes intensa
3 61,4% 40% 3 6,142 ausentes intensa
4 68,4% 14,3% 2 2,472 ausentes moderada
5 56,8% 50,0% 2 2,767 ausentes discreta
6 41,9% 83,3% 3 2,044 presentes intensa
7 37,5% 14,3% 1 1,141 ausentes discreta

5.3 GRUPOS CeD

Os animais destes dois grupos exibiam aspectos morfolégicos similares,
sendo que um animal de cada grupo apresentou cirrose, com septos fibrosos
ligando veias centrais entre si e delimitando nédulos no parénquima hepético.
Todos os outros animais exibiam graus variados de fibrose, representativos dos
escores 2 e 3 previamente estabelecidos neste estudo, com presenca de
espessos septos fibrosos centro-centrais, areas mais extensas de fibrose
pericentral e discreta fibrose portal (fig 5). A presenca de veias de pequeno e
médio calibre dentro dos septos fibrosos, com Iimens parcial ou totalmente
ocluidos por tecido conjuntivo frouxo, foi um achado frequiente em praticamente
todos os animais que completaram o tratamento. Quando o Iimen ainda se
achava patente, o tecido conjuntivo frouxo era parcialmente forrado por
endotélio, notando-se frequentes quebras na limitante elastica. Algumas vezes
viam-se septos fibrosos contendo um unico vaso longo, retilineo e parcialmente
ocluido, na auséncia de artérias e ductos biliares (Fig 6). Trombo verdadeiro ou

mesmo trombo em organizagao e “webs” ndo foram encontrados.
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Focos de exticho do parénquima e a presenca de corpusculos
apoptéticos foram mais frequentemente observados nestes animais,
particularmente naqueles com maior nimero de lesbes obliterativas em ramos
da veia hepatica (Fig 7). A figura 8 mostra os variados graus de ativacdo de
células estreladas observada nos animais destes dois grupos. O envolvimento
dos ramos da veia porta foi visto menos frequentemente e era representado por
tecido subendotelial frouxo, raramente ocluindo o lumen vascular. As outras
estruturas dos espacos porta (ductos biliares e ramos arteriais) ndo exibiam
anormalidades evidentes. Persistiam as alteracbes degenerativas dos
hepatocitos. As tabelas 2 e 3 detalham os principais achados observados

nestes animais.

Tabela 2: Oclusdo de ramos da veia hepatica de pequeno e médio calibre,
fibrose (escore semi-quantitativo e analise morfométrica), focos de extin¢do de
parénquima e ativacao de células estreladas nos animais tratados com DNM
por trés semanas.

Animal Ocluséo Vascular Fibrose Fibrose * Focos de extingdo  Ativagéo de
(em numeros relativos) (analise morfométrica-  de parénquima células
Pequeno Médio *;8 %da area analisada) estreladas §

1 48,2% 40% 3 3,095 presentes intensa

2 50,8% 53% 2 1,893 ausentes moderada

3 67,7% 73,7% 3 5,685 presentes intensa

4 59,7% 83,3% 4 6,887 presentes muito intensa

5 28,3% 0 2 0,952 ausentes discreta

6 63% 60% 3 3,465 ausentes intensa

7 56,8% 66,7% 3 2,704 ausentes muito intensa

*Coeficiente de Spearman rs=0,82; §Coeficiente de Spearman rs=0,78. p<0,05.
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Tabela 3: Oclusdo de ramos da veia hepatica de pequeno e médio calibre,
fibrose (escore semi-quantitativo e analise morfométrica), focos de extincao de
parénquima e ativacao de células estreladas nos animais tratados com DNM
por quatro semanas.

Animal Oclusao vascular Fibrose Fibrose* Focos de extingdo Ativacao de
(em numeros relativos) (analise morfométrica- de parénquima células

Pequeno Médio* %da area analisada) estreladas

1 55,5% 22,2% 2 2,083 ausentes moderada

2 56,3% 10% 2 2,546 ausentes moderada

3 44, 7% 43,7% 3 2,710 ausentes moderada

4 61,4% 84,6% 3 12,894 presentes intensa

5 60,6% 85,7% 3 12,343 presentes intensa

6 65,3% 66,7% 4 11,619 presentes muito intensa

7 62% 75% 3 4,973 presentes intensa

*Coeficiente de Spearman rs=0,89. p<0,05.

5.4 GRUPO E

Dezesseis dos vinte trés animais tratados com tetracloreto de carbono
desenvolveram um quadro classico de cirrose com lobulacdo reversa. Os
hepatocitos desses animais que desenvolveram cirrose exibiam alteracdes
degenerativas como esteatose, apoptose e balonizacao (fig 9). Foi visto um
moderado infiltrado inflamatério mononuclear e edema, em espacos porta e em
focos isolados do parénquima. Alguns macréfagos contendo pigmentos
acastanhados e PAS-diastase resistentes estavam presentes nos espacos
porta. Cuidadosa analise destas laminas foi realizada, porém nenhuma das

alteracdes vasculares anteriormente descritas foi observada nestes animais.
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Figura 1 — Necrose hemorragica em zona 3 acinar (setas), HE 100x (a) e 200x (b);
Desnudamento e hemorragia subendotelial em ramo da veia central, HE 400x (c). Animais
examinados 3 dias apoés 0 inicio do tratamento com DMN.
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Figura 2 — Triade portal preservada e minimas alteracées no endotélio vascular, HE 100x (a);
fibrose subendotelial, hemorragia e tumefacédo endotelial (seta) em veia central, HE 200x (b);
Ramo da veia central semiocluido por células mononucleares monocitdides, HE 200x (c) e HE
400x (d); Degeneracao hidropica e figura de mitose (seta) em hepatécitos com aspecto
regenerativo, HE 400x (e); Finos septos fibrosos porto-centrais (setas), Picrossirius 100x (f).
Animais examinados 7 dias apdés o inicio do tratamento com  DMN.
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Figura 3 — Veia central com fibrose subentotelial evidente e com presenca de macréfagos
contendo pigmentos de hemossiderina no citoplasma, HE 100x (a) e HE 200x (b). Animais
examinados 14 dias ap6s o inicio do tratamento com DMN.

Figura 4 — Infiltrado linfoide portal discreto, HE 200x (a); Mobilizacédo de células mononuclares
dos sinusoides hepaticos, HE 200x (b); Fibrose septal e esbo¢o nodular no parénquima,
Picrossirius 100x (c); Oclusdo de pequenos ramos da veia central, Orceina 400x (d). Animais
examinados com 14 dias apés o inicio do tratamento com  DMN.
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Figura 5 — Fibrose portal e presenca de septos fibrosos centro-centrais, Picrossirius 100x (a);
Fibrose septal com esboco nodular do parénquima, Picrossirius 100x (b); Cirrose hepatica,
Picrossirius 100x (c,d). Animais examinados apés 28 dias do inicio do tratamento com DMN.



Figura 6 — Arquitetura acinar alterada por cirrose, HE 100x (a); Quebra da limitante elastica de
veia central, Orceina 200x (b); Ocluséo de pequenos ramos da veia central, Orceina 200x (c,d).
Animais examinados 28 dias apds o inicio do tratamento com DMN.
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Figura 7 — Aproximacao de veia central (setas maiores) e espaco porta (setas), HE 100x (a);
Cospusculos apoptoticos (setas) adjacentes & zona de extingdo de parégnuima HE 200x (b);
Focos de exticdo de parégnuima. Veias centrais (setas maiores) e espacos porta (setas),
Orceina 200x (c,d). Animais examinados 28 dias apds o inicio do tratamento com DMN.
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Figura 8 — Ativacdo de células estreladas. Ativacdo discreta (a), ativacdo moderada (b),
ativacgdo intensa (c) e ativacdo muito intensa (d). Marcacdo imunohistoquimica para actina anti-
musculo liso (clone 1A4-Dako), 100x.
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Figura 9 - Cirrose hepatica com lobulagdo reversa, HE 100x (a); Focos de esteatose
macrovacuolar e discreta tumefacdo de hepatécitos, HE 200x (b); Noédulos completos
delimitados por septos fibrosos, Picrossirius 100x (c); Septos fibrosos exibindo pequenos
ramos venosos (setas) com limens patentes, Orceina 40x (d,e). Animais examinados apos 9
meses de tratamento com tetracloreto de carbono.
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6 DISCUSSAO

A toxicidade hepdatica causada pela DNM, primeiramente descrita em
1954 por Barnes e Magee, tem sido explorada em modelos experimentais
devido a sua rapida capacidade de induzir fiborose hepatica (GEORGE et al.,
2001) e pelos aspectos morfologicos resultantes que se assemelham aqueles
vistos na cirrose hepéatica humana (MADDEN et al.,, 1970). As alteracdes
morfolégicas observadas nos animais do presente estudo se comparam
aquelas previamente descritas em outros estudos, sendo que ao término das 4
semanas de tratamento, todo os animais analisados desenvolveram algum
grau de fibrose hepatica (GEORGE et al., 2001; JENKINS et al., 1985). Porém,
um aspecto morfolégico pouco explorado nos estudos anteriores com DMN nos
chamou atencgéo: a presenca de lesdes obstrutivas nos ramos da veia central
foi observada em todos os animais sacrificados a partir da segunda semana
apos o inicio da administracdo de DMN.

Estes achados morfolégicos s@o de potencial interesse, pois a presenca
de necrose centro-lobular, vista nos animais sacrificados com 1 semana de
tratamento, juntamente com a ocorréncia de obstrucéo vascular por esclerose
subendotelial, leva-nos a crer que este tipo de lesdo é um padrdo de resposta
vascular a agresséo téxica aguda pelos metabdlitos da DMN (GEORGE et al.,
2001).

Necrose centrolobular semelhante a vista em nosso estudo, é
caracteristica de lesfes toxicas do figado como naquelas descritas na lesdo
hepatica induzida pelo alcool e pelo tetracloreto de carbono (CAULET et al.,
1989, KAWASAKI et al.,, 1994; GOODMAN & ISHAK, 1982). Ha muito,

sabemos que as alteracBes vasculares sdo importantes na patogénese de
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muitas das doencas agudas e cronicas do figado e estdo relacionadas as
principais doencas hepaticas no nosso meio, como esquistossomose, hepatites
e cirrose. Embora sejam frequentes os estudos experimentais que exploram a
DMN para o entendimento da fibrose hepatica, ainda sdo raros os trabalhos
que exploram este modelo para o melhor entendimento das alteracdes
vasculares que ocorrem no contexto da fibrogénese hepética.

Tendo-se em vista a importancia funcional destas lesdes vasculares,
como descrito por Wanless (1995), € ainda fraco o entendimento a respeito da
sua patogénese (GOODMAN & ISHAK, 1982, BURT et al.,, 1986) e suas
repercussdes no 6rgdo. Talvez isto se deva a auséncia de um bom modelo
experimental, no qual estas alteracfes vasculares possam ser observadas em
seu espectro morfolégico e, principalmente, suas repercussfes possam ser
devidamente exploradas.

No presente estudo, ndés apresentamos um modelo experimental de
leséo obliterativa vascular, de rapida execucdo, onde pudemos explorar alguns
aspectos relacionados a estas lesdes.

Como mencionado previamente, 0os animais sacrificados na primeira
semana apos o inicio do tratamento com DMN exibiram necrose hemorragica
extensa da zona 3 acinar, porém nenhum deles apresentou lesdo vascular
obliterativa, motivo pelo qual ndo foram submetidos a andlise estatistica.

Todos os animais sacrificados apartir da segunda semana apdés o inicio
do tratamento com DMN exibiram lesdes obliterativas em ramos de pequeno
e/ou médio calibre da veia central. Segundo Nakanuma (NAKANUMA et al.,
1985) estas lesbes vasculares veno-obliterativas sao decorrentes das

profundas alteracbes anatbmicas secundarias a cirrose hepatica. Ainda de
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acordo com este autor, a diminuicdo ou mesmo auséncia de fluxo sanguineo
em algumas veias tributarias, devido a obstrucédo fibrosa e compressédo dos
sinusodides por nodulos regenerativos, levariam a proliferacdo da intima numa
tentativa de reduzir o calibre da veia para acomodar os niveis decrescentes do
fluxo sanguineo. Outros autores, por sua vez, acreditam que estas lesdes nao
sdo consequéncia direta da cirrose e, segundo eles, a diminuicdo do fluxo
sanguineo venoso por fleboesclerose ou agressao toxica direta ao endotélio
venular poderiam explicar a ocorréncia das mesmas (GOODMAN & ISHAK,
1982; BURT et al., 1986).

Wanless e cols. (2004) creditam a ocorréncia destas lesdes vasculares
obliterativas a agresséao inflamatoria aos vasos, observada em pacientes com
esteato-hepatite ndo alcoodlica. Para os autores este € um dos mecanismos
possiveis pelos quais as doencas inflamatorias do figado, agudas ou crénicas,
poderiam levar a oclusdo destes ramos vasculares, com consequente
progressao fibrosa e mesmo o desenvolvimento de cirrose (WANLESS &
SHIOTA, 2004).

Nosso estudo aponta que a ocorréncia destas alteracfes vasculares nao
depende de cirrose previamente estabelecida. Ndo observamos correlacéo
entre a presenca destas alteracdes vasculares e o grau da fibrose analisada
por métodos semi-quantitativos, incluindo fibrose grau 4 (cirrose), nos animais
dos grupos C e D. Juntamente com este achado e contrariando a hip6tese
idealizada por Nakanuma, também ndo observamos alteragées vasculares
obliterativas ao analisarmos as l|aminas de animais com cirrose bem
desenvolvida, induzida pelo CCL4 (grupo E). Considerando-se ainda estes

achados, a presenca de lesdes oclusivas em veias hepaticas de ratos tratados
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pela dimetilnitrosamina indica que o agente etioldgico € mais importante na sua
génese, que a cirrose per se.

Em seu trabalho original, Wanless (WANLESS et al., 1995) sugere que a
oclusdo concomitante da veia porta e dos ramos de médio calibre da veia
hepatica (2 “hit” hypothesis), pertencentes a uma mesma zona de drenagem,
esta associada com piora da funcéo e progresséao da fibrose hepatica devido a
extincdo de hepatodcitos, colapso do parénquima hepatico e auséncia de
atividade regenerativa nas areas que exibem comprometimento vascular.

Ao compararmos as ocorréncia de lesdes vasculares obliterativas nos
animais dos grupos C e D, com fibrose hepatica medida tento por método semi-
guantitativo e quantitativo (morfometria), observamos correlacdo entre a
oclusdo de ramos de médio calibre da veia hepatica e a presenca de fibrose
avaliada pela morfometria. Creditamos tal achado ao fato de que os métodos
semi-quantitativos para graduacdo da fibrose ndo avaliam a extensdo das
areas de remodelamento fibroso, bem como a espessura dos septos que
atravessam o parénquima hepéatico. Portanto, nos parece que os métodos
guantitativos de avaliacdo da fibrose sdo mais adequados e mostram com
maior clareza a repercussao das altera¢cdes vasculares no érgao.

Observamos ainda que a obliteragcdo isolada dos ramos da veia
hepatica, particularmente os de médio calibre, estavam associados com maior
area de fibrose. Tanaka (1998) observou em seu estudo que a oclusédo isolada
de ramos da veia hepatica ocasiona algum grau de extingdo de parénquima da
zona 3, além de fibrose pericentral. Os hepatécitos periportais, no entanto,
permanecem viaveis e regeneram devido ao suprimento sanguineo arterial e

drenagem portal retrograda (TANAKA & WANLESS, 1998). Tal peculiaridade
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resulta em um padrdao cirrético “veno-céntrico” ou, como anteriormente
denominado, lobulagéo reversa, tal como o visto em nosso estudo.

Embora ndo tenhamos quantificado os focos de extincdo de parénquima
hepatico, o que ndo nos permitiu realizar a corelacdo estatitica, a simples
observacdo das tabelas 2 e 3 nos mostra uma maior propor¢cao de lesdo
vascular obliterativa nos ramos de meédio calibre da veia central, naqueles
animais cujos focos de extingdo de parénquima estavam presentes.

Em estudo recente, onde foi analisado o papel destas lesdes
obliterativas venosas em casos de rejeicdo poOs transplante hepatico, foi
observado que a lesdo de vasos de médio e grande calibre estava associada a
fibrose dos pequenos ramos da veia hepatica, sendo particularmente comum
quando mais de 40% dos ramos de pequeno calibre encontravam-se
obliterados. Para estes autores, a obliteracdo dos pequenos vasos causaria
estase sanguinea e consequente obliteracdo tromboética dos ramos de maior
calibre da veia hepatica (NAKAZAWA et al., 2000). Além de nédo termos visto
tal correlacdo, ndo observamos nenhum sinal (trombos recentes, recanalizados
ou a presenca de “webs”) que nos sugerisse que a oclusdo vascular tivesse
sido resultante de trombose, 0 que nos leva a crer que as mesmas tenham
ocorrido de forma simultanea nestes vasos e, possivelmente, tenham sido
decorrentes de agressao endotelial toxica causada pela droga utilizada (JIN et
al., 2006).

Ja estd bem estabelecido o aumento progressivo de células estreladas
ativadas (actina de musculo liso positivas) no modelo de fibrose experimental
pela DMN (OHARA et al., 2008). Porém, até o0 momento, nenhum outro estudo

correlacionou a ativacdo de células estreladas com a presenca de lesao
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vascular obliterativa da veia central. Nosso estudo mostrou que nos animais
sacrificados apdés 3 semanas do inicio do tratamento com DMN, houve
correlacdo entre a oclusdo dos ramos de médio calibre da veia hepatica e a
ativacdo de ceélulas estreladas. Embora nossos dados ndo nos permitam
analisar causa e consequéncia, acreditamos que 0s animais que apresentaram
uma maior proporcao de leséo vascular obliterativa nos ramos de medio calibre
da veia hepatica, cursaram, como anteriormente discutido, com alteracGes
isquémicas mais acentuadas, com consenquente apoptose de hepatécitos e
colapso da regido imediatamente adjacente a veia central. Canbay (2003)
mostrou que a fagocitose de corpos apoptéticos pelas células estreladas
resulta em aumento de expressao do fator de transformagao do crescimento 3
(TGF-B), com aumento da expressdo do mRNA do colageno la e inibicdo dos
mecanismos de morte das células estreladas ativadas, sendo este um possivel
mecanismo para explicar a maior ativacdo destas ceélulas nestes animais

(CANBAY et al. 2003).
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7 COMENTARIOS FINAIS

Os achados do presente estudo sugerem que as alteracfes vasculares
observadas em ramos da veia central, presentes nas mais diversas
enfermidades do figado, podem estar envolvidas no agravamento da fibrose no
orgao. Deve-se considerar ainda que € de suma importancia para o melhor
entendimento destas alteracfes vasculares, o estabelecimento de um modelo
experimental reprodutivel e de facil execucao, tal como o proposto em nosso
estudo, onde novas informacdes possam ser obtidas e somadas aos
conhecimentos atuais, permitindo assim a possibilidade de intervencdes com a
finalidade de reverter tal processo, responsavel ainda hoje por grande

morbidade observada em pacientes com doencas hepaticas.
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