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1. INTRODUCAO
1.1 — Generalidades

Numerosos estudos da composicdo da matriz extracdular (MEC) de figados normais
e com doencas hepéticas cronicas de eiologias diversas tém sido redizados em humanos
por ser a cirrose hepdtica uma causa de mortdidade importante em decorréncia da
insuficiéncia hepética e carcinoma hepatocdlulart. Em animais domésticos os acadides
pirralizidinicos contidos em plantas sfo causas importantes de fibrose e insuficiéncia
hepética®® mas diferentemente da espécie humana, estudos de MEC normad ou de suas
ateragdes em doencas hepéticas cronicas de diversas etiol ogias s muito poucos.

Muitos progressos foram obtidos com relagdo ao entendimento da fibrose hepética ou
a deposicdo de matriz extracdular (MEC) e a evolugcdo para cirrose e inaficdénda
hepética; entretanto, ainda nd ha um tratamento eficiente que pode reduzir a fibrose nesta
doencal. As obsarvacOes atuais apontam para fibrose como um evento dindmico e
reversivel em muitos casos e que a Sua progressao reflete uma perda do equilibrio entre
deposicéo e degradacdo da matriz; 0 momento exato em que a fibrose torna-se irreversive

sia a questdo chave que permanece aberta para novas pesquisas com finalidades
tergpéuticas’.

1.2- Alcaléides pirrolizidinicos (APS)

Os APs compreendem um grupo de cerca de 200 substancias, muitas das quais so
hepatotdxicas e com ampla distribuicBo botanica e geogréfica. As principais plantas que
contém APs associadas a intoxicagfes sGo as das familias Boraginacese (todos os
géneros), Adteraceae (= Compositae), géneros Senecio e Eupatorium e Fabaceae (=
Leguminosae), género Crotalaria. Dentro dessas familiass acddides tdxicos sdo
encontrados principdmente em Senecio, Crotalaria e Heliotropium® e também espécies de
Symphytum (Confrey) ®°.

O desconhecimento da toxicidade dessas planta levou, por exemplo, a propagacéo
das espécies de Crotaaria nos Estados Unidos por serem boas fixadoras de nitrogénio e
utilizados como adubo verde. Assm, plantas foram disseminadas, tornando-se
dlvestres. ApGs a sua propagacdo, casos de intoxicagbes em animais que pastavam em
&eas invadidas por estas plantas comecaram a ser relatados™®. Os primeiros casos de
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intoxicacbes foram descritos em bovinos no inicio de 1903 e desde entdo relatos de
intoxicagdes em animais de fazendas foram descritos em muitas partes do mundo®.

Intoxicagbes em humanos tém ocorrido por ingestdo de chés dessas plantas usadas
como ervas medicingis ou em epidemias por contaminacd de grébs. SEo também
descritos como fonte de contaminacd o leite de animais intoxicados®!! e o me de
abelhas que polinizam plantas. Os dcddides senecioning, senecifiling, jacoline,
jacozing, jacobina e jaconina foram verificados em md de abehas que polinizavam
Senecio jacobae'®. A passagem transplacentaia dos metabdlitos toxicos é descrita em
humanos, equinos™, suinos™® e camudongos'®.

Essas plantas ndo sfo padatavels aos animais domésticos, mas perdas econdmicas
consderaveis podem ocorrer quando ha ingestfo acidentd como contaminante de
dimentos ou quando ha escassez de pastagem, especiamente em estagOes secas em paises
tropicais e subtropicais!’. Intoxicagdes espontdness por plantas do género Senecio
descritas em bovinos no Rio Grande do Sul tém ocorrido por ingestéo da planta no periodo
de brotacdo, entre maio e agosto. Alguns autores sugerem que a ingestéo dessas plantas
esta associada &s deficiéncias de fésforo, cobato ou cobre na dieta®. Animais jovens de

todas as espécies tém se mostrado mai's susceptiveis & agao toxica desses acaldides'®.

1.2.1- Mecanismos de acdo dos Alcal6ides Pirrolizidinicos (APs)

Os APs contidos nas plantas ndo sdo quimicamente reativos e quando ingeridos,
grande parte deles € excretado inaterado, mas uma pequena propor¢do € metabolizada no
figado. Esse processamento requer de-hidrogenacéo de APs com producéo de pirrdis que
sf0 derofilicos e reagem com componentes teciduais nucleofilicos, como acidos
nucléicos e proteinas™®. Como o figado é o principa loca de producdo desses pirrdis
téxicos, ele é um dos dois principais 6rgaos-avo, seguido pelo pulméao®.

Nos hepatdcitos os APs sofrem hidrdlise através da atividade de esterases e oxidagéo
pela acdo das monoxigenases microssomais para formar N-Oxidos ou dehidro-dcadides
ou pirréis. Hidrdlise e formacdo de N-Gxidos s reagOes de detoxificacdo, e ndo causam
danos as cdulas. As monoxigenases microssomais flavinas sSo as mais importantes nessa
biotransformacdo e o citocromo P450 também pode ser responsavel em menor grau por
cadizar a N-oxidacd de dguns APs. Dehidro-dcaddides sdo metabdlitos toxicos
primé&ios, produzidos pela acdo de citocromo P450, e podem reagir com nucledfilos
viaveis dentro da cdula. Estes ésteres pirrdlicos (EPYs) podem também sofrer hidrdlise e
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formar dcoois pirrdlicos (APYS), que sGo metabdlitos toxicos secundarios, menos reativos
e mas perssentes. Os EPYs sGo consderados hepatotdxicos de efeitos imediatos devido
a sua dta reatividade, enquanto os APYs s80 menos restivos, de vida mais duradoura e
produzidos pela hidrdlise dos EPYs, induzem efeitos antimitdticos e a lesdes mutagénicas
e carcinogénicas®. Os efeitos imediatos desses metabdlitos sBo considerados responsaveis
pela agressdo de hepatdcitos periacinares, onde ha maior concentracdo de enzimas P450, e
as cdulas endotdias dos sinusdides nesta regido e paredes de pequenas veias hepéticas
levando a doenca veno-oclusva (DVO). Os metabdlitos liberados na circulacdo podem ir
do figado a0 puim& causando lesdes vasculares caracterigticas de hipertensdo pulmonar
priméria’.

Experimentos com inibicdo da agdo de citocromo P450 e monoxigenase flavina em
ovinos e hamsters sugerem que as diferencas de susceptibilidade a toxicidade de APs entre
as egpécies parecem s dependentes da capacidade catditica de enzimas hepéticas
microssomais sobre estes compostos 2L, A resisténcia de espécies como gerhil, hamster,
codorniz, cobaias e coehos a esses compostos é o0 resultado de um baanco entre
bioativacdo, detoxificacdo e excrecdp dos dcadides’?. Entre os ruminantes hd uma
diferenca de susceptibilidade entre ovinos e bovinos, os ovinos sd0 condderados mais
resstentes, e essa ressténcia é atribuida a maior quantidede de microorganismos no rdmen
capazes de biotransformar e detoxificar dcadides em rdacdo aos bovinos?32,
Parémetros nd microbianos no rimen, como pH e taxas de renovacdo do seu epitélio e
dta atividade de P450, conjugacdo com glutationa (GSH) e écido glucurénico nas papilas
das paredes do rimen de ovinos, s8o também referidas como fatores importantes. Alguns
autores condderam que as diferencas no metabolismo hepético dos ovinos sfo mais
importantes do que a flora microbiana do ramer??.

Além dos fatores acima comentados, ha também variagbes na concentracdo dos

dcadides em plantas colhidas de diferentes regides, en épocas diferentes do ano®>%°

, em
diferentes estadios de creimento® e nas diferentes partes da mesma planta®®. Um

esquema representativo dos mecanismos de toxicidade dos APs € mostrado naFigura 1.
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Figura 1 — Esguema representativo do mecanismo de toxicidade dos APs. AP(acddide
pirrolizidinico); EPY (éster pirrdlico); APY(acool pirrdlico); GSH (glutationa); Py-SG(pirrol
conjugado com glutationa); Py-SPr(pirrol ligado a proteina tiol); RBC(eritrocitos); DV O(doenca
veno-oclusiva). Adapatado de Prakash et al’., 1999.
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1.3 — L esBes decor rentes de intoxicagdes por APs

Pantas contendo APs sf0 usadas como ervas medicinais tradicionais na América do
Ul%?", em Sri-Lanka, na China®, na Asia e na Afric?’. O confrey (Symphytum officinale)
€ uma das plantas mais estudadas, tendo sido demonstrada a presenca desses acadides em
folhas frescas’, raizes”® e preparacBes comerciais com partes da planta dessecadas, sob
forma de cpsulas e pilulas®®®. Ap6s um episddio de intoxicacdo associado a confrey?, a
venda de produtos da planta para uso interno foi banida nos EUA e no Canadg; entretanto,
cataplasmas, cremes e unglientos para aplicacdo topica produzidos com folhas e extratos
continuam  liberados’. Folhas de confrey sfo também consumides em sdadas
particularmente na Europa, América do Norte, Japdo e Augrdia e folhas de Heliotropium
digyum na Africa Oriental®.

Em humanos o quadro mais importantes associado a intoxicagcdo é a Doenca
Veno-Oclusva (DVO), uma oclusio néo-trombdtica das velas centrais dos I6bulos
hepéticos ou veias hepéticas sublobulares®®?°. A DVO tem sido descrita em ingestdo
acidental de graos contaminados™®31*2ou uso de plantas com esses acadides, como ervas
medicinais'®?%>%, |ntoxicagd por APs é endémica em muitas &eas como na Jamaica e
em muitas regides da Africa® devido a casos de intoxicagBes por contaminacio de gréos.
As principais plantas envolvidas nestes casos sG0 as espécies dos géneros Heliotropium,
Senecio e Crotalaria °.

A doenca é mais fregilente em criancas e jovens, mas também ocorre em adultos'®
13 A forma aguda de DVO manifesta-se com hipertensio portal associada & obliteracio de

pequenas vénulas hepéticas™!, congestfio e necrose hemorrégica centrolobulart®30>:31

» que
pode ser macica compreendendo principdmente as zonas Il e Il do 16bulo hepéico®™ e
degeneracdo gordurosa®. As formas cronicas tém graus variados de fibrose a0 redor da
veia centrolobular com oclusfo e recandizacdo de vasos, fibrose periportal e colapso e
duplicacdo de fibras reticulares® 2, A megdocitose que é bastante fregiiente em animais
intoxicados por APs, considerada caracteristica das lesdes por estes dcadides’, ndo foi
descrita em epidemias®’*?, nem em casos isoladas em humanos?®19:%20,

Intoxicagbes esponténeas em anmas gedmente tém curso  crbnico, com
manifestagbes clinicas e morte meses gpds a Ultima ingesté da planta contendo APs
assm, dgumas vezes, € dificil identificar a planta como causa da doenca, pois nese
tempo a planta jA pode ter desaparecido da pastagent;’. Lesdes hepéticas agudas
raramente 30 vistas em condigdes naturais™.
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Animais com intoxicagdes espontaneas SB0 ruminantes>>r>+3%118:36:3:37:38:39:40 - eijings

414214 o g inod3i44

com lesdes hepdticas, renais e pulmonares. Os efeitos dessa intoxicagéo
dependem também do tempo e da dose de exposicdo e variam também com a espécie
aimd®. Assm os suinos e as aves B0 as espécies consideradas mais susceptiveis,
seguidas por equinos e bovinos, caprinos e ovinos sdo consderados relativamente
resistentes®?.

Apesar da acd0 hepatotdxica desses dcaldides ser a mais rdlatada, os animais com
intoxicacOes espontaneas e experimentais podem apresentar, dém do quadro de lesfo
hepética crbnica, lesdes mais importantes em outros Sstemas. Os ovinos, consderados
mais resstentes que os bovinos, podem gpresentar também quadro de intoxicacdo cronica
por cobre, secundéia a intoxicacdo por APS™3': em suinos pode ocorrer lesdes renais
degenerativas™*°; nas aves predominam lesbes hepéticas agudas’’ e em eqiiinos pode
ocorrer pneumonia intersticia®®. Nos bovinos, espécie anima mais afetada, predominam

36;33

sempre 0s casos de lesdo hepética crénica™ =, sendo esta espécie um bom modelo para

estudo dessaleséo .
1.3.1 - Intoxicagdes espontaneas e experimentais em bovinos

Em bovinos tém sdo descritos casos de intoxicagbes espontaneas por Senecio
brasiliensis, no Brasil®*!8, S heterotrichius, S cisplatinum, S leptolobus e Senecio sdlloi
no Brasil'® e na Argentina®, Senecio lautus na Ausrdia®®3%°, Senecio subalpinus na
Albania®® e Heliotropium europaeum na Austrdia>.

Essas intoxicacOes podem ser agudas, subagudas ou crénicas®, sendo a forma aguda
mas raramente vista em condigBes naturais®>. Os animais mais jovens s50, em gerd, mas
susceptiveis®®, mas em muitos surtos pode nd ocorrer essa tendéncial®. As manifestagies
034;36;40

clinices podem ser incaracteriticas apresentando emagreciment como Unico snd

33 33;18;36

. outras manifestagies B0 tenesmo ou diaréa® ou ambos'® e sntomatologia

nervosa, principamente com incoordenacd motora e mudanca de comportamento com
agressividade; ictericia e fotossensibilizacgo>%*° ocorrem com menor fregiiéncia
Derames cavitaios e edema de mesentério, abomaso, vesicula biliar e tecido

3 3436 zompanham as lesbes hepéticas cronicas; estas S50 representadas por

subcutaneo®
desorganizacéo arquitetural com graus variavels de fibrose portal associada a proliferacéo
ducta e megdocitose® 23418363 - A fibrose portal nesta espécie é bem mais acentuada do

que em humanos®. A megalocitose pode ser leve em aguns casos, predominando lesbes
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degenerativas e fibrose perivenular®®. Fibrose na regido centrolobular com diminuico ou
até obstrucdo da veia centro-lobular pode ser observada®®>8, evoluindo em aguns casos
paa DVO, semehante & descrita em humanos® ou muito sutl em adguns casos™.
Megdocitose de cdulas epitdias dos tubulos e cdulas mesangiais do glomérulo rend
também pode ser observada®=>%°. Na mucosa da vesicula hiliar pode haver hiperplasia
adenomatosa cistica®.

Senecio lautus®®, S brasilienss%*°, S heterotrichius, S cisplatinum, S sdlloi ,S.
leptolobus®®, S. jacobaea®®, S ridddlii®!, S oxyphyllus®?®, Crotalaria mucronata’ e C.
anagyroides® foram testadas experimentamente em bovinos. Os sinais dlinicos e achados
de necropsia sB0 semehantes aps descritos nos casos espontdneost. O aumento das
enzimas hepéticas fosfatase dcdina e gama glutamil transferase é descrita em intoxicagdo
experimental por Senecio jacobae™.

LesBes hepéticas agudas com necrose, hemorragia e congestdo centrolobulares foram
observadas em intoxicagbes com doses Unicas de 179, 59 e 35g/kg de Senecio
brasiliensis*®. Experimentos com S brasiliensis indicam que esta é uma das espécies mais
t6xi cas desse género™.

Em experimentos com diferentes espécies de Senecio demonstrou-se que a sequiéncia
de agparecimento das lesbes hepdticas podem ser diferentes, sendo por exemplo a
megaocitose um evento inicid em aguns casos® e evento find em outros casos™. A
relacdo dose X tempo para intoxicagbes por APs em bovinos é importante e ha um nive
limite dém do qua a intoxicagdo ocorre; outras varidvels como os diferentes niveis de
toxicidade das diferentes espécies de plantas que contem esses dcddides e a resposta
individual também devem ser considerados’.

Os trabahos sobre intoxicagches experimentals ou naturais por APs em bovinos
descrevem a ocorréncia de fibrose hepdtica acentuada, ndo incluindo estudos sobre os
diferentes componentes da matriz extracdular (MEC). Estudos da dindmica da MEC
hepética indicam intima corrdlacd com as cdulas dos snusdides hepéticos, sendo esse
baanco extremamente importante na manutencdo da arquitetura norma do figado. Assim,
0 desequilibrio desses eementos € um gatilho para a ingdacdo da fibrose e evolucdo para

cirrose>*°%%6,
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1.4 - A matriz extracelular (MEC)

A mariz extracdular (MEC) ndo é mas condderada apenas como um tipo de
cimento biolégico que smplesmente propociona um suporte edtruturd passvo. Ela
participa dos processos de diferenciacdo, movimento, ligaches e expressdes fenotipicas
cdulares, e 0 seu acimulo é um fator proeminente na manutencdo da funcdo norma, na
reparacio e cicatrizacio dos tecidos™™>’.

A MEC de varios orgaos € composta dos mesmos grupos ce moléculas, e em muitos
casos dos mesmos componentes individuais. Diferentes concentragdes e associages destes
componentes resultam em uma meatriz especidizada para as necessdades e fungbes
especificas de cada 6rgdo®. As principais macromoléculas que compBe a matriz S50
principdmente produzidas locamente peas cdulas da matriz, sendo que na maioria dos
tecidos conjuntivos os fibroblastos sGo considerados as principais células secretoras deste
componentes™.

As duas classes principais de macromoléculas extracelulares que formam a MEC dos
tecidos sfo: cadeias de polissacarideos chamadas glicosaminoglicanas (GAGS) gerdmente
ligadas a proteinas na forma de proteoglicanas e proteinas fibrosas estruturais como o
col4geno, a dastina e protefnas fibrosas adesivas como a fibronectina e laminina™.

As moléculas de GAGs e proteoglicanas no tecido conjuntivo formam uma
substéncia gelainosa, hidratada, onde as proteinas fibroses estdo embutides. Esta matriz
resste a forgas compressoras exercida sobre ela, permite difusdo de nutrientes, metabdlitos
e horménios entre 0 sangue e as cdulas do tecido, preenchem a maior parte do espaco
extracelular, fornecendo suporte mecanico aos tecidos e permitindo a rgpida difusio de
moléculas hidrossoliveis e a migracéo cdular. As proteoglicanas regulam, estabilizam a
arquitetura da MEC e desempenham papel importante no aranjo espacid dos seus
componentes’’, sendo fregiientemente encontradas associadas com fibras de colégeno,
superficies cdulares e outros componentes da matrizZ?®. SBo importantes também na
gndizacdo quimica entre as cdulas, ligagndo-se a fatores de crescimento, enzimas
proteoliticas (proteases) e inibidores de proteases para controlar proteinas secretadas™®.
Fatores de crescimento como TGFb1, 2 e 3, fator de crescimento de hepatocitos (HGF),
fator de crescimento dos queratinécitos (KGF), interferon g, IL-3 entre outros que estdo
ligados a0 nuicleo protéico ou &s cadeias de GAGs das proteoglicanas °’.

Os colégenos sdo proteinas fibrosas, que fornecem forca tensora aos tecidos, mantém

a sua integridade estrutura e t&m um nimero de outras fungdes bioldgicas importantes™ e
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s80 as mas abundantes nos mamiferos, congituindo cerca de 1/3 de sua massa protéica
total®. A sua principa caracterigtica é a estrutura longa, rigida de sua fita tripla helicoidd,
na qua trés cadeias polipeptidicas de colégeno, chamadas cadeias a, séo enroladas umas
nas outras, formando um tipo de corda super torcide®®. Em aguns tipos de colégenos, as
trés cadeias a sdo idénticas, enquanto em outros tipos de moléculas contém 2 ou 3 tipos de
cadeias a . Em cada uma das cadeias polipeptidicas o terceiro aminoécido é sempre a
glicina, e portanto a sequéncia de uma cadeia a ou um dominio de um coléggeno numa
proteina pode ser expressado como (Gly-X-Y)n, onde X e Y representam outros
aminoacidos, dém da glicina e n vaia de acordo com o tipo e dominio do colageno.
Prolina é freglientemente encontrada na posicdo X e 4-hidroxiprolina na posicéo Y, estes
dois amino&cidos propocionam edtabilidade para a tripla hédlice, que adiciondmente é
estahilizada por ligagdes de hidrogénio e pontes de &gua’®.

A supefamilia dos colégenos atudmente inclui 19 proteinas formamente definidas como
coléageno, dém de 4 cadeias polipeptidicas de coldgeno que estdo sendo atuamente
caacterizadas e mais 15 proteinas que tem dominios comuns ou Smilares ao colageno
udt0 - Os coldgenos podem ser agrupados em 2 principais classes moleculares: uma classe
formadora de fibrilas (I, II, 1ll, V e Xl) e outra classe heterogénea de colagenos néo-
fibrilares que so os formadores de rede (1V, VIII e X), microfilamentos granulosos (VI),
filanentos de ancoragem (VII), os colégenos associados a fibrilas com tripla hélice
interrompida — FACITs (IX, XII,XIV XVI,XIX e XX), colagenos transmembrana (XVII) e
as multiplexinas (X111, XV e XVIII)®*". Os fibroblastos, principamente, miofibroblastos e
osteoblastos produzem colageno, embora cdulas epitdials, endotelials, musculares e
perineurais possam também contribuir em menor escala®’.

A dadina s organiza sob a forma de fibras déadticas, dauninicas e oxitaanicas.
Ultragtruturdmente as fibras eésticas sdo compostas de um nlcleo centrd de eagina
crcundado por microfibrilas;, em dguns locas ha somente feixes de microfibrilas sem
materid amorfo , que sfo as fibras oxitdanicas e em outras &eass ha microfibrilas
interclados com materid amorfo que s as fibras eauninicas #%2, As propriedades
dégticas destas fibras nos mamiferos dependem da quantidade de elastina %2, mas as
glicoproteinas que compdem as microfibrilas sBo muito importantes para a sua integridade
Que asociadas aos colagenos permitem a ressténcia a forgas tensoras, conferindo
dasticidade a MEC®®.
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As proteinas adesvas S0 importantes tanto na organizacdo da metriz como na
ligaggo das cdulas a da. A fibronectina é uma protefna plasmética e estromal, de aspecto
granular ou como filamentos finos, com sitios especificos de ligagdo para membranas
ceulares, colageno e proteoglicanas, promovendo migracdo celular através da MEC, sendo
bastante importante na reparacdo e cicatrizacdo de lesdes®®. Sua forma plasmética também
esta presente nos liquidos ammniético e cérebro-espinhd e urina °8. A laminina é uma das
principas proteinas da matriz sntetizada peo embrido, e em fases inicias do seu
desenvolvimento a lamina basal contém muito pouco ou nenhum colageno tipo IV,
consistindo principamente de uma rede de laminina>®.

As vaiagbes nas quantidades relativas dos diversos tipos de macromoléculas e o
modo como Sf0 organizadas na matriz, gera uma diversdade espantosa de formas de
acordo com a fungdo. A matriz pode tornar-se mineralizada para formar 0s 0ssos ou dentes,
ou pode tornar-se trangparente como na cornea, ou adquirir estrutura em corda que da aos
tenddes a sua enorme resisgténcia a forca tensora Na interface entre epitdlio e tecido
conjuntivo, a matriz forma a lamina basd que possui papd importante no controle do
comportamento celular®.

No figado, estudos recentes indicam que a MEC modula o desenvolvimento,
regeneracd0 e manutencdo da  arquitetura norma, asim como eda intimamente
relacionada com a diferenciacio celular>.

1.4.1 - A matriz extracelular hepética

A digribuicdo dos componentes da MEC tém sdo extensamente estudada em figados

63;64;65;58;66;67 63;64;65;68

humanos normais e com fibrose ou cirrose e menos fegqlientemente em

figados normais de ratos®®"° e babuinos? e figados de ratos em regeneracdo°®>° e com
cirrose™. Estes estudos dém de descrever os condtituintes da matriz nesses diferentes
esadios, gudaram a estabelecer associagBes com as fungbes das céulas perisinusoidais na
producdo desses componentes.

Apesy da mariz hepdica condituir somente uma por¢gdo minima  de
goroximadamente 05% de peso do figado normad em humanos®®, ea tem uma grande
variagio zond®®; assm, como em outros 6rgdos os colégenos B0 0s condtituintes mais
abundantes da matriz’®. O espaco de Disse contém uma mariz intersticid e componentes
de membrana basd de baixa densdade composta de coldgenos fibrilares tipos I, Il e V,

coldgeno microfibrilar tipo VI, coldgenos de membrana basd tipos IV e XVIII e tragos de
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coldgenos FACIT XIV e da pequena proteoglicana decorina, fibronecting, tenascina-C,
lamining, nidogen, proteoglicana sulfatlo de heparina e outros. Esta matriz de baxa
densidade é critica para manter as fungdes diferenciadas das céulas resdentes; MEC mais
densa é confinada principamente aos espagos porta, veia centra e cépsula hepética®’. Os
coldgenos tipo I, 111, IV, V e VI estd presentes na capsula hepética e nos espacos porta e
fibras e feixes de colégeno tipo | que partem dos espagos-porta continuam-se para 0 centro
do Iébulo formando o arcabougo estrutural do |6bulo hepético™.

Acima de 40% da superficie dos sinusides hepéticos € ocupada por fenestracdo endotdlia
que, junto com as jungdes gap das céulas endoteliais, e a fata®® ou uma baixa densidade’
desta membrana basd déo a estes snusdides a propriedade de trocas bidirecionais de
macromoléculas entre 0 plasma e os hepatéeitos’>°8, Demonstrou-se que a presenca de
membrana basd sob cdulas nos sShnusoides hepéticos descrita em  ruminantes era
decorrente de artefato de fixacdo inadequada, confirmando que a sua auséncia gplicase a
todos os mamiferos®™. Circundando as veias centrais hd uma delicada membrana basd
contendo laminina, colédgeno IV e perlecana e fora da MB ha fibras de colageno tipos I, I,
V e VI efibronectina®"%,

Outros componentes da MEC hepética como as fibras eadticas, tém sdo descritas na
cépsula e nas paredes das veias e artérias nos tratos portais’>. Midfibroblastos peribiliares e
fibroblastos portais em fetos sGo 0s mais importantes candidatos a producdo destas fibras
em fetos humanos'®,

Fibrose hepética € um processo complexo que envolve deposicdo acentuada de
componentes da matriz, com ativagdo de cdulas capazes de produzi-la, dém de liberacéo
de citocinas e remodelamento tecidual.

Mudancas quditativas e quantitativas dgnificativas ocorrem na matriz de um figado
fibrético, predominantemente nos compartimentos periportais e perisnusoidais, podendo
haver aumento acima de 10 vezes no tota dos seus componentes %, Nesse processo o
primeiro componente descrito nos sinusdides é a fibronecting, seguido por colégeno P, e a
matriz perisnusoidd de baixa denddade € transformada numa matriz de dta densdade
caacterizada por aclmulos de feixes de fibrilas de colageno e de membrana basd,
processo denominado capilarizacdo de snusdides. Este processo € acompanhado por perda
de microvilos dos hepatdcitos e desaparecimento da fenestracdo endotelia; estas alteragbes
comprometem a fungdo dos hepatdcitos e leva a divacdo de cdulas dos Snusdides
responsaveis pela producio destes componentes da matriz®’. O colégeno no figado humano
norma que representa cerca de 4% do total de proteinas pode aumentar para 10%, com
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predominio do tipo |, em doencas como cirrose acdolica®” ou por hemocromatose, Doenca
de Wilson e p6s hepatite vird®. No figado norma de rato o coldgeno que representa
apenas 0,55 % de protefna tota *“97° aumenta para 2% na cirrose induzida por CCl4, por
exemplo, sendo 60% do tipo | e 40% tipo I11°%.

Diferentemente do que ocorre no processo de regeneracdo hepética, na fibrose e
cirrose, as ateracbes na matriz sGo acompanhadas por necrose de hepatdcitos e a reacdo
inflametoria®.

Na maioria dos estudos do pape da matriz na regeneracdo tém sido conduzidos apds
hepatectomia parcid em ratos. A laminina € o primeiro componente verificado em células
de Ito 4 dias poOs-hepatectomia, mas sem formar membrana basa, coincidindo com
proliferacdo de cdulas endoteliais separando as placas de hepatécitos e formando os
espacos vasculares, em cerca de 10 dias a laminina torna-se rara e componentes como FN,
tenascina e coldgenos tipos |, I, 1V, V e V sio dntetizados e delimitam 0 espaco de
Dise"®®°. Diferente da fibrose 0s componentes de MB que ndo estdb presentes na
regeneragdo sfo cadelas al de laminina e entacting, que poderiam s essencials para
organizar estamembrana™.

Os hepatocitos tém centenas de fungbes e sio dvos de distdrbios metabdlicos,
imunolGgicos, agentes tdéxicos e infecciosos que afetam o figado. Estes hepatéeitos
dterados podem produzir e liberar radicais livres, produtos de peroxidacdo lipidica,
proteases, citocinas e fatores de crecimento que vao dterar as cdulas snusoidais que
estdo quiescentes’™. Via ativacdo de receptores da matriz e devido a0 seu pape como
armazenador de mediadores bioativos, a propria matriz desempenha um papel  importante
no controle da sua sintese e degradacdo pelas cdulas sinusoidais residentes’’. As
metaloproteinases (MMPs), sBo a principa familia de enzimas envolvidas na degradacéo
patologica e fidologica de componentes da matriz extracdlular. Na maioria dos tecidos
normais h&4 um turnover lento e remoddacdo congtante da matriz, com um equilibrio entre
as taxas de sintese e de degradacé da matriz, mantendo a quantidade e quaidade da
matriz. A regulacéo da atividade de degradacdo das MMPs é redizada por uma familia de
moléculas denominadas inibidores das metaoproteinases (TIMPS). Em situagbes em que
ocorre fibrose hepdtica as MMPs e as TIMPs sdo produzidas por cdlulas sinusoidais

residentes ativadas e atuam para evitar degracio excessiva de matriz e danos teciduais’®’”.
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1.4.2 - As células dos sinusbides hepaticos

A primera referéncia a cdulas snusoidais hepédticas na literatura cientifica foi
provavelmente a de Wedl que em 1854 descreveu células do tecido conectivo contendo
pigmento no figado de pacientes com Mdaia Hoffmann e Von Recklinghausen depois
reconheceram uma populacdo de céulas ndo parenquimatosas com capacidade de
fagocitose através da administragdo intravenosa de corantes ®'978, Kupffer, em 1876,
descreveu uma populacdo de clulas Snusoidas edrdadas usando um  méodo
histoquimico com cloreto de ouro e sugeriu que eas eram também células fagocitarias.
Setenta e cinco anos gpds, Ito observou céulas perisnusoidais contendo lipidios em
figados humanos. Em 1971, Wake demonstrou que ambas as células, observadas por
Kupffer e por Ito, eram idénticas e que eram locais importantes de armazenamento de
vitamina A #9°  hoje denominadas de cdlulas hepdticas estrladas. Os macréfagos
residentes dos sinusdides hepéticos s30 agora denominados de células de Kupffer #4978,
apesar do equivoco inicid. A nocdo de que os sinusdides hepéticos eram revestidos por um
Unico tipo de cdula persgiu nos livros-textos de histologia até 1960. Com o advento da
microscopia eetronica associado a  histoquimica e injecdo intravenosa de substancias
paticulades em raos houve um avango no conhecimento das cdulas Snusoidas,
reconhecendo-se se quatro tipos de cdulas snusoidais. cdulas de Kupfer (CK), cdulas
hepéticas edrdadas (CHEs) ou células de Ito, cdulas endotdiais snusoidais (CES) e
linfécitos associados ao figado (LAF), cada uma delas com fungdes especificas'®°.

Tem sdo verificado que os hepatdcitos, cdulas endoteliais snusdidais e dos EPs e
CHEs s30 capazes de sintetizar e secretar componentes da MEC hepética®:®%79>°, Cdulas
epitdiais dos ductos, em menor grau, parecem também ser responsaveis pela sintese e
secrecdo dos proprios componentes da sua membrana basal®®. Hepatécitos normais em
humanos sdo capazes de produzir colégeno tipo | e fibronectina e em processos cronicos
com fibrose hepdtica eles sintetizam também os colagenos Ill e IV. Edas observagdes
sugerem que os hepatdcitos podem produzir componentes da MEC in vivo em quantidades
que dependem do seu estado funciond®. Dentre as cdulas sinusoidais as CHEs si0

consideradas as principais produtoras de matriz hepatica® "™

, sendo capazes de produzir
coldgenos tipos I, 11, V78839 fibronectina™®®3, colégenos tipos V e VI e outras
glicoproteinas estruturais como laminina e tenascina e vérias proteoglicanas #4978,

As CHEs sf0 dexrites na literatura com uma nomenclatura variada, incluindo

céulas de Ito , céulas armazenadoras de gordura, lipdcitos e cdulas perisnusoidais. Sdo
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cdulas edrdadas com nicleo  comprimido e chanfrado por vesiculas lipidicas do
citoplasma e com nucléolos ocasionais’®, representando entre 5-8% das cdulas do figado
normal; no homem ha cerca de 10 células para cada 100 hepatdcitos e no rato 13 para cada
100 hepatécitos *U9°. Na redidade elas representam uma populacio heterogénea de

células resdentes que variam quanto ao fendtipo do filamento do citoesqueleto, contetido

de retindide e estado de ativacao®.
Edtas cdulas desempenham papd importante no metabolismo e armazenamento de é&cido
retindico®®®978  na manutencid da arquitetura norma do figado por sintetizar os

principais componentes da matriz e auxiliam na manutencdo do fluxo sanguineo dos
snusdides, que é controlado pela contracéo ou relaxamento destas cdlulas, através de suas
projecies citoplasméticas que repousam sobre cdulas endotelias sinusoidais a0 lado do
espaco de Dise™®. A contracd ou reaxamento é principdmente induzida por dois
fatores. citocinas como endotelina-1 e Oxido nitrico e neuropeptideos como substéncias P e
VIP de nervos terminais®?.

As CHEs quiescentes sfo divadas e tranformamse em cdulas smilaes a

miofibroblasto®? havendo aguns autores que consideram estas duas populacBes como
cdulas diferentes™®" Ativaci de cdulas edtreladas referese a transicdo de cdulas
quiescentes ricas em Vvitamina A de baixo potencid proliferativo a céulas com dta
capacidade proliferativa, fibrogénicas e contratels, com reduzido contelido de vitamina A.
Egtimulos paracrinos como fatores de crescimento e substncias oxidantes derivadas de
hepatdcitos lesados, cdulas epitdiais dos ductos, cdulas endoteliais, cdulas de Kupffer ou
outras cdulas inflamadrias iniciam divacdo destas cdulas. Os fatores de divacdo de
CHEs podem também ser aribuidos a citocinas autocrinas, incluindo TGFb1, PDGF, FGF,
HGF, PAF e endotdina-1 (ET-1)*®%7 A aivacio destas células é acompanhada por
aumento da expressdo da proteina a-actina de musculo liso no seu citoesqueleto 0 que eta
diretamento envolvida na contretilidade. Estas cdlulas podem também amplificar a resposta
inflamatdria através da liberacdo de substéncias quimiotéticas para neutréfilos e mondcitos
em figados lesados, por outro lado elas também produzem citocinas anti-inflamatérias,
como a IL-10*. Adiciondmente eas sntetizam também metdoproteinases e seus
inibidores para manter em equilibrio a sinteses e degradagzo de matriz’®.
Na resolucdo das lesbes uma grande parte destas células ativadas entra em apoptose, 0 que
pode ocorrer também durante a ativagio®™“. Se estas cdulas ativadas poderiam regredir a
seu estado de quiescéncia retomando as suas fungdes principais anteriores € uma questéo
ainda sem resposta definida’.
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As CK sio macrofagos hepéticos que residem no IUmen dos sinusdides, sob ou entre
as cdulas endotdials, tém extensdes citoplasméticas no espaco de Disse e mantém contato
direto com CHEs e hepatocitos. Morfologicamente sdo distintas de outros macrofagos, por
terem um padréo caracteristico de coloracdo de peroxidase endégena do RER e do
envdope nucdear®. Elas possuem nlceo reniforme e citoplasma abundante com
prolongamentos em forma de estrdla’®; elas sdo originadas em parte do recrutamento de
mondcitos circulantes e a outra parte da proliferacdo de populagbes endogenas de

macréfagos’®:84,

As CK eddo presentes nas daeas peiportas, mediozonas e
centrolobulares numa proporcao de 4:3:2, respectivamente®.

Possuem capacidade de fagocitose, apresentacdo de antigenos e secrecdo de substancias
ativas como fatores de crescimento’® e metal oproteinases’”.

O aumento de cdulas de Kupffer coincide com o aparecimento de marcadores de
aivacdo das CHEs, como aumento da sintese da matriz, proliferacdo cdular e liberacdo de
retindide™®. Lesdes hepatocelulares de etiologias diversas podem ativar céulas de Kupffer
gue aumentam a sua atividade fagocitica epassam a produzir TNF, interfferon al e bl, IL-
1, IL-6, prostaglandinas 2, D2 e F2, tromboxana B2A, leucotrienos, superoxido, proteases,
éxido nitrico, TGF e muitos outros compostos pré-inflamatérios® 9 |sto pode resultar em
aivacdo de cdulas T citotoxicas, aumento de respodta inflamatéria e estimulacdo de
fibrose”™ através da ativacio e proliferacd de CHES®'®4. Em ratos intoxicados com CCl4
0 nimero destas cdulas aumenta  Sgnificativamente no dia 2, seguido por um aumento
significativo de cdulas perisinusoidais quando a fibrose comeca a se desenvolver®.

As cdulas endotdiais snusoidas (CES) de figado norma revetem os sinusbides
separando a sua luz do espago de Disse e possuem corpo celular delgado com processos
citoplasméticos delicado e fenestragbes que podem ser penetradas pelas microvilosidades
dos hepatdcitos’®; estas aberturas permitem 0 acesso de moléculas circulantes para os
hepatéeitos. Elas podem diminar  compostos sollveis, fagocitar  pequenas  particulas,
sntetizar fatores de crescimento, endotdina e componentes da mariz’®> e participam
também da regulacdo do metabolismo de lipoprotefnas™.

Quando eas sfo lesadas produzem fibronectina que participa na converséo de
TGFb1, através da ativacdo da plasmina, da forma latente para a pro-fibrogénica, que € um
edimulo para aivacdo de CHEs. Expressio autécrina deste fator de crescimento € a
principd fonte e estimulo fibrogénico destas cdulas'. As CES de figados de ratos e
humanos normais e com fibrose sBo capazes de dntetizar coldgenos dos tipos I, 11l e

1\V/®3%%: em ratos com cirrose por CCl4 sintetizam laminina> e em figados normais e com
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fibrose em humanos sintetizam fibronectina® . Em contraste com as CK e CHESs, existem
poucos estudos sobre a cindtica destas células, mas ha varios estudos descrevendo
dteragbes fenotipicas que ocorrem em resposta a injlrias’®. Em hepatites agudas, ha um
aumento da expressdo da molécula de adesdo intracelular, ICAM-1, e a interacdo entre este
receptor e moléculas LFA-1 dos linfécitos promove recrutamento de cdulas inflamatérias
do compartimento intravascular para o espaco de Disse #4478 @4 75 Fmy ggumeas doencas
crénicas que evoluem, com fibrose verificase, mudanca do fendtipo destas cdlulas, com
perda de suas caracteridticas, especiamente quanto as fenestracdes e a membrana basd
descontinua, interferindo com as fungBes exercidas normamente”’.

Os linfocitos associados a0 figado (LAF) também sdo componentes das cdulas
snusoidais hepéticas que foram chamedos inicidmente de “pit cdl” por Wise et d em
1976®. Morfologicamente, s2o linfécitos granulares grandes que podem ser obtidos pela
separacdo de populagbes de células mononucleares no figado pela técnica do gradiente
descontinuo de densidade com Percol. Esses linfocitos puros sdo dificels de se obter, e a
sua porcentagem obtida de fragbes de baixa densdade de células mononucleares de figado
de rato nunca excederam 50 a 70% devido a presenca de linfécitos agranulares que néo
podem ser diminados desta fracdo. Portanto é preferivd usar o teemo LAF que

compreende a popul aggo de linfécitos granulares e agranulares™®.
Em menor nimero estdo presentes os linfécitos B e Tg 9 e amaor parte esté dividida

numa populagdo dternativa, composta de cdulas T com receptores ab intermediarios e
cdulas que expressam marcadores natura killer (NK)1.1 e uma populacéo principa de
linfécitos CD4" e CD8" e um grande nimero de cdulas CD4 CD8 (duplo negaivo — DN).
A populacéo dternativa de LAF compreende metade dos linfocitos do figado e suas
fungdes ndo sfo caracteridicas de nenhum tipo de cdulas T convencionas, incluindo
dementos de citotoxicidade e de cdlulas B-auxiliares”.

Linfécidos recrutados do sangue para 0s sSinusdides hepéaticos e a populacdo pré-
exisente parecem Sofrer estimulagido indwzindo & proliferacio locd®; estas cdulas
aumentam em respodta a IL-12 e TNF-a e ha evidéncias de que a sua maturacéo funciona
depende das cdulas de Kupffer®’. Essas cdulas participan na defesa imunoldgica do
figado com funcio de cdulas naturd killer (NK)®8 e ha evidéncias consideraveis que
suportam a hipétese de que estas células desempenham papel importante na defesa contra
tumores®®8, Em cirrose induzida por intoxicacd com CCl4 em raios e lesdes pre-

neoplésicas observou-se aumento de cdulas CD5, CD8 e CD18 positivas e aumento da
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aividade citotoxica, confirmando que os LAFs s influenciados fenctipicamente e

funcionalmente durantes estadios iniciai's da hepatocarcinogénese™.
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2. OBJETIVOS

Egabelecer um modelo de intoxicacdo experimentd por Senecio brasliensis em
bovinos e estudar o inicio e a progressdo das lesdes em 5 momentos.

Veificar se nesta epécie as lesbes progridem mesmo apds a parada da administracéo
da planta.

Redizaa um estudo semi-quantitativo e quantitativo por Microscopia Optica,
Microscopia Eletronica de Transmissso (MET) e Imuno-higoquimica de dguns
componentes da MEC hepética e das células snusoidais hepdticas antes, durante e
apés ainducdo da lesdo.

Padronizar a digtribuicdo de aguns componentes da MEC hepética na patologia da
fibrose hepética em bovinos.
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3. MATERIAISE METODOS

3.1. Animais

Foram usados 5 bovinos, fémeas, sem raca definida (SRD), com idade média de 8

meses ao inicio do experimento e peso médio de 140 kg, numerados de 1 a 5 ao acaso.
Como parametros para a incluso no experimento foram atendidos os seguintes requisitos.
animais dinicamente sadios avdiados por exame fisco, hemograma e com bidpsa
hepética norma, dém de vaores de enzimas hepdticas enquadrados nas principais tabelas
de vaores normais®®®°. Os bovinos foram mantidos na Fazenda Edigardia da Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia (FMVZ) da Universdade Estedua Paulista (UNESP),
Campus de Botucatu, em uma baia coberta e cercada com comedouro coletivo de cimento
e &gua a vontade. Tiveram um periodo de adaptacdo de 15 dias, durante o qual receberam
vermifugo (Ivermectina 0,5 ml/100 kg). A dimentacdo usada durante o experimento foi a
racéo produzida na fébrica de racdo da Fazenda Experimentd Lageado da UNESP de
Botucatu, feno de capim Tifto e capim Napier.

No decorrer do periodo experimenta foram redizadas pesagens semanais dos
animais para adequar a dose da planta as dteragBes de peso, aém de controle de parasitas
por exames parastolégcos de fezes redizados no Laboratdrio de Diagnostico /
Enfermidades Parasitarias daFMVZ - UNESP de Botucatu.

A avdiacdo clinica era diaia durante todo o periodo experimenta. Os principas
pardmetros observados foram: dteracBes de apetite, dteracBes na conssténcia das fezes e
dificuldade de defecacéo.

3.2. Planta

A planta Senecio braslienss foi colhida nos meses de Outubro e Novembro no
municipio de Paotina, Oeste do Parang, e identificada pelo Dr. Nelson Ivo Matzenbacher
da Universdade Federa do Rio Grande do Sul. As folhas foram dessecadas a sombra A
dose da planta via ora foi de 0,38 g/kg de peso corpord vivo diariamente durante 24 dias.
Esa dose e periodo de administragdo foram baseados em resultados obtidos de

experimentaos piloto.
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3.3. Colheitade Material

O experimento foi dividido em 5 momentos diferentes para cada animd; antes da
primeira administracdo da planta e a cada 15 dias até o 60 dia : My= controle; M= 15
dias, M3 = 30 dias, Ms= 45 dias e Ms = 60 dias. Cada animal foi submetido a biopsias
hepéticas e colheitas de sangue para exames bioquimicos da funcdo hepdtica em cada
momento. Ao fina dos 60 dias foi redizada a eutandsia dos animas sob anestesia por
Thiopenta sbdico a 5%, na dose de bmg /Kg seguido por eetrochoque, no Servico de
Petologiada FMVZ da UNESP de Botucatu.

A biopsa foi redizada no pendltimo espago intercoda, diréito a gproximadamente
15cm da linha média do dorso, sob anestesa locd infiltrativa nos planos subcuténeo e
intramuscular com Lidocaina a 2% sem vasocondrictor; a agulha usada para a bidpsa foi
confeccionada em metal, no Setor de Marcenaria da FMVZ da UNESP de Botucatu,

1°!, Paa auxiliar a

medindo 3mm de didmetro por 11 cm de comprimento, com mandri
orientacd da agulha para biopsa foi usado um apareho de Ultrasonografia modelo
Scanner 450 (Pie Medical), com transdutor reta de 5MHz, do Setor de Reproducéo
Animal da FMVZ da UNESP de Botucatu. As amostras de figado obtidas tinham entre 2,5
e 3,5 cm de comprimento por 3 mm de diametro. O tecido era imediatamente lavado com
solucéo fisologica e um fragmento fixado em formadeido tamponado a 10%, para andise
histolégica; outro foi fixado em Glutarddeido a 25 % para Microscopia Eletrénica de
Tranamissdo (MET) e o terceiro fragmento foi acondicionado em envelope de pape
aduminio contendo Jung Tissue Freezing Medium (Leica) e congdado imedigtamente em
nitrogénio liquido e mantido em freezer a -70 °C para Imuno-histoquimica, aé o momento
do seu processamento.

O sangue foi colhido da vea jugular em tubo Vacutainer SST de 9,5ml sliconizedo e
centrifugado para separacd do soro para redizacdo de exames bioguimicos. Os exames

bioquimicos foram processados no Laboratério Clinico da FMVZ da UNESP de Botucatu.

3.4. Microscopia Optica

3.4.1. Histologia
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O materid colhido para andise histologica foi processado pela técnica habitua, no
Laboratdrio de Pesquisa do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de
Botucatu (FMB), UNESP. Os cortes histologicos foram corados pelas técnicas de
Hematoxilina-Eosna (HE), Tricrbmico de Masson, Prata Metanamina para Reticulo e
Perls e foram submetidos a uma andise semi-quantitativa, com graduacdo das lesBes em
graus variando de 0 a4 (0= ausente; 1= minima; 2= discreta; 3= moderada; 4= intensa).

Baseados em achados dos experimentos piloto redizados foram definidos os
parametros a serem graduados na andlise semi-quantitativa nos cortes histol égicos que s2o:

a) Alteragbes hepatocdulares de necrose, estestose macro e microgoticular, inclusdes
hidinas intracitoplasméticas e transformacéo megalocitica

b) Fibrose de espacos-porta, veias centrolobulares e pericelulares

¢) Infiltrado inflamatério porta e lobular

d) Hipercdularidade sinusoida

€) Hiperplasia de cdulas ovais

f) Hiperplasaductd

Foi feita uma avdiacdo quantitativa de gpoptose em 20 campos com aumento de
400x nos 5 momentos do experimento. Hepatocitos foram considerados apopdticos quando
exibiam as seguintes caracteristicas morfoldgicas’>*® citadas nalliteratura:

- Retracdo do volume cdular

- Eosindfiliacitoplasmética

- Condensacéo e fragmentacéo da cromatina nuclear

3.4.2. Morfometria

As quantificagdes de fibras dédticas na coloragd de Resorcina Fucsina de Weigert
com oxidacdo prévia® e de coldgeno total pela coloracio de Picrossirius™ foram feitas pela
andlise de imagem utilizando o software KS-3007 (Carl Zeiss Vision Inc.).

Cada lamina foi visa em Microscopio Optico Nikon Microphot-FXA acoplado ao
equipamento de andise de imagem (microcomputador compativel com padréo IBM-PC).
A andise foi redizada em campos visudizados ao microscopio com area totd de 109.495
m’ em aumento de 200X. Foram andisados 10 campos de cada lamina para fibras
eédticas e 20 campos para colageno tota. ApOs a captura da imagem, eram geradas
“mascaras’, aravés da ferramenta Threshold RGB que auxiliam o software a executar a

andise condderando apenas a marcacdo dos eementos desgados nas imagens. Edta
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sdecio dos componentes era auxiliada manuamente e os totais de areas ocupadas pelos
mesmos eram medidas automaticamente, os valores eram listados, colados e totalizados em

planilhas de caculo do software Excel.
3.4.3. Imuno-Histoquimica

Amostras de tecidos congelados em nitrogénio liquido foram cortadas em criostato
(Leica CM3050), na espessura de 5nm e submetidos a técnica Imuno-histoquimica nos
Laboratério de Imuno-hisoquimica do Depatamento de Patologia da FMB e no
Laboratério de Morfologia do Ingtituto de Biociéncias (IB) da UNESP de Botucatu. Os
cortes foram fixados com Paraformadeido a 2% e tratados com Hiduronidase (Sigma) a
0,2% em PBS com 3% de BSA (Sigma).

A marcacdo para colageno tipo | foi feita pdo méodo Avidina-Biotina Peroxidase™
com anticorpo primaio monoclonal Rabbit anti bovine collagen type | (BIODESIGN) na
diluicdo de 1:40 e Kit Elite ABC Peroxidase Vectastin # PK6100 Standard com anticorpo
secundério (Vector Laboratories, Burligame, CA) nadiluicdo de 1;100.

A marcacdo para colageno tipo Il foi feita por Imunofluorescéncia Indireta (IFI)
com anticorpo primé&io monoclond Rabbit anti bovine collagen type 111 (BIODESIGN) na
diluicdo de 1:20, e anticorpo secundaio Goat anti-rabbit 1gG para colagenos I, 1l e Il
(SANTA CRUZ) nadiluicéo de 1:100.

As avdiaches dos colagenos | e Il foram semi-quantitativas com graus variando de 1
a 4 cruzes (1= minima, 2= discreta, 3= moderada, 4= intensa). A técnica de IFI usada foi a
sugerida pelo fabricante dos anticorpos primérios ( BIODESIGN).

TECNICA DE IFI;

1. Fixar os cortes em congelacdo com paraformadeido a 2% por 30 minutos em
temperatura ambiente.

2. Lavar com PBS, rapidamente umavez e por 15 minutos a seguir

3. Tratar com Hiduronidase diluida a 0,2% em PBS com 3% de BSA e incubar por 30
minutos a 37 °C em estufa. (tratamento enzimético)
Lavar com PBS ragpidamente umavez e por 15 minutos a seguir

5. Aplicar o Anticorpo. Prim&io e soro controle (na lamina com diluente usada para
controle) diluido em PBS contendo 3% de BSA
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6. Incubar anticorpo priméario over night em temperatura ambiente
Pela manha lavar com PBS 1 vez por 5 minutos e 2 vezes por 10 minutos

8. Incubar com Anticorpo. Secund&rio diluido em solucéo. 1,5% de soro norma de cabra,
na diluicdo de 1: 100 para os colagenos | e Il e em solucéo de 1,5% de soro normal de
bovino (1:100) para o coldgeno IV eincubar por 30 minutos.

9. Lavar com PBS por 5 minutos, mais uma vez por 10 minutos e outra por 10 minutos
com 3 gotas de Azul de Evans.

10. Montar com Glicerinatamponada.

Foram fetas dgumas modificacbes na Técnica de Avidina-Biotina Peroxidase
acrescentando-se  0s quatro  primeiros passos da técnica de IFl descritos acima;
acrescentou-se ainda, bloqueio de peroxidase enddgena com metanol ao invés de PBS por

setratar de corte de congelagéo.

344 MET

Os fragmentos das biopsias hepéticas fixados em Glutaradeido a 2,5%, foram pés
fixados em Tetroxido de Osmio a 1% e a seguir processados pela técnica de rotina do
Laboratorio de Microscopia Eletronica do Departamento de Patologia da FMB. Cada
amodtra da bidpsia foi dividida e incluida em 6 blocos de resina, obtendo-se, cortes semi-
finos (1nm) em ultramicrétomo Reichert-Jung / Supernova, corados com azul de metileno /
azur 1l. De cada amostra foram sdecionados 2 blocos para cortes ultrafinos onde
predominava o lobulo hepdtico, evitando-se espacos-porta. Os cortes ultrafinos (70nm)
foram contrastados com acetato de uranila a 5% e citrato de chumbo a 0,2%. Para
avdiacdo dos egpécimes e obtencdo de fotomicrografias foi utilizado o Microscopio
Eletrénico de Transmissdo Zeiss LEO900, operado a 80kV. A contagem de cdulas
snusoidas fo feta através do programa KS100 em computador com Camera CCD
moddo XC-77 (Sonya) acoplado a0 MET, andisando 20 campos nos dois cortes com
aumento de 1100 vezes. As imagens foram sdvas e as contagens feitas manuadmente
através da identificacG morfologica dos 4 tipos de céulas snusoidais: CHESs, CK, CE e
LAF, aém dos hepatécitos.
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3.4.5. Andlise estatistica dos dados

Os dados obtidos para as variavels de parametros bioquimicos, andise morfométrica
pelas coloracbes de Picrossirius e Resorcina Fucsina de Weigert e contagem de cdulas
snusoidais foram avdiados peda prova paramétrica de  Andise de Vaiancia de Medidas
Repetidas para variaveis com distribuicdo norma.

Para 0s parametros que ndo passaram nos testes de normaidade utilizou-se Teste de
Friedman para Medidas Repetides. As comparagbes mlitiplas para verificar diferencas
entre estas variaveis foram feitas pelo método Student-NewmantKeuls (SNK).

Para andlise de corrdagdo entre as varidves fibras dédicas, coldgeno e cdulas
gnusoidais totais empregou-se 0 teste de Corrdacdo de Spearman. Para andise de
corrdlacdo entre nUmero de cdlulas sinusoidais totais e hepatdcitos foi usado o teste de
corrdacdo de Pearson. Todos os testes edtatisticos foram redizados pelo programa
SigmaStat 2.0 (Jandel Corporation) com nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacéo Clinica e Achados de Necropsia

Todos 0s animais permaneceram clinicamente normais aé a terceira semana do
experimento quando aguns deles comecaram a apresentar anorexia e tenesmo com fezes
ressecadas e endurecidas;, algumas vezes foi necessiria a retirada manua das fezes do reto
de dguns animais Asim a administragdo da planta foi interrompida no 24 dia. Aos 45
dias 0 bovino nimero 3 parou de se dimentar, ficou em declbito laterd e morreu. Ao find
de 60 dias os 4 animais remanescentes foram submetidos a eutandsia, necropsia e colheita
de materid no Servico de Patologia da FMVZ da UNESP de Botucatu. "A necropsia todos
0S animals gpresentavam edema do trato gadrintestind e de subcuténeo e derrames
cavitaios.

O figado apresentava coloracéo castanho-amardlada, com conssténcia endurecida,

diminuicdo de tamanho e aos cortes demonstrava aspecto difusamente septado por traves
esbranqui cadas de fibrose.

4.2. Exames Bioguimicos de Funcédo Hepética

Os resultados dos exames bioquimicos nos 5 momentos estdo demonstrados nas
tabelas 1 e 2, onde se observa que, apenas FA e GGT tiveram aumentos estatisticamente
ggnificativos, entretanto ndo houve aumento Sgnificativo de hbilirrubines. A FA e GGT
aumentaram  dgnificativamente no My em relacdo aos vaores nos M; e My, Outros
parémetros que se modificaram sgnificativamente foram as proteines totais a partir de M3

edeformairregular aabuminaa partir de M.
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Tabela 1 — Médias e Desvios Padrdes dos parametros bioquimicos nos 5 momentos avaliados

Momento AST FA Proteinastotais | Albumina Globulina Bilirrubinadireta
My 51.7°+316 | 3745°+129.1 776°+0594 | 3422+0356 | 434+0594* | 0.1000°+ 0.00
M2 1076°+868 | 621.3%+2947 6.15°+ 0651 | 300" +0197 | 316+0799 | 0.1060°+0.06
M3 101.2%+652 | 811.3°+4856 | 600°+08%0 | 279°+03% | 320+05%2 | 03400°+054
My 52504230 | 15309 +9724 | 549°+0347 | 209"+0154 | 340+0374 | 0.85607+0.78
Ms 66.0°+203 | 121980 +5857 | 613°+0763 | 205°+0351 | 408+0991 | 0.3800° +041

Estatistica

F 107 493 792 352 353 222
P 0,404 0.00969 0.00122 0.000000185 0.0321 0.116

Obs meédias seguidas de letras iguais, na coluna, ndo diferem entre 9 peo teste SNK

(p>0,05). * As médias diferem, mas o método de comparagBes multiplas ndo detectou essa

diferenca.

Tabela 2 — Medianas dos parametros bioquimicos nos 5 momentos avaliados

Momento GGT Bilirrubina total Bilirrubinaindireta
Mi 10.30° 0,500% 0,4000%
Mo 8.30° 0.200% 0.1000%
VE 51.90° 0.250° 0.1000%
Mgy 98.50° 1.200% 0.6700%
Ms 57.50% 1.020° 0.9300°

Obs. medianas seguidas de letras iguais, na coluna, néo diferem entre s pelo teste SNK
(p>0,05).

4.3. Microscopia Optica

4.3. 1. Avaliacéo Semi-Quantitativa e Quantificacdo de Apoptose

A avdiacdo quantitativa de hepatdcitos em gpoptose em 20 campos esta demonstrada
natabela abaixo:
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Tabela 3 — Quantificagdo de apoptose em 20 campos nos diferentes momentos da lesdo

Momento | Animd 1 Animd 2 Animd 3 Animd 4 Animd 5
Mi 0 0 0 0 0
M> 1 1 0 2 2
M3 5 10 6 14 7
My 1 3 2 4 4
Ms 4 i * 1

* Morte aos 45 dias

Os cortes histolégicos corados pelas técnicas de HE, Tricrdbmico de Masson, Prata
Metanamina para Reticulo e Perls foram submetidas a uma andise semi-quantitetiva, cujos
resultados estéo apresentados na Tabela4 .



Tabela 3— Avaliacio semi-quantitativa das lesdes por Microscopia Optica com graduacéo de 0 a4

para aintensidade das | esdes

Anima | M Hepatocitos Fibrose Inflamagéo - células | - culas | Hiperplasa
Necrose | Esteatose Esedlose | Incluséo | Megdlocitose | P | VC | Peri | portal | Tobular | Snusoidais | - ovas ductal
macrogoticular | microgoticular | hidina
1 M, 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
2 M, 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
3 M, 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
4 M, 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 M, 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
1 M, 1 0 0 0 1 2 1 1 0 0 1 1 1
2 M, 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0
3 M, 0 0 1 0 0 1 2 1 1 1 0 1 0
4 M, 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0
5 M, 1 0 1 1 0 2 1 1 0 0 0 1 0
1 M; 3 2 1 2 3 3 2 1 3 2 3 3 3
2 M3 2 1 1 2 2 2 2 2 1 2 2 1 1
3 M3 3 1 2 1 2 3 3 2 1 2 2 2 1
4 Ms 3 1 1 1 2 1 1 1 1 2 3 2 2
5 M3 2 1 2 2 2 2 3 1 2 1 2 2 2
1 My 2 2 1 1 3 4 3 2 1 2 2 2 2
2 My 2 2 1 1 3 2 3 2 1 2 3 2 2
3* My 3 3 3 1 2 3 3 3 1 1 2 1 1
4 M, 3 3 3 1 4 2 2 1 1 2 3 3 3
5 My 2 3 2 1 4 2 3 3 1 1 4 2 2
1 Ms 2 1 2 1 3 4 4 3 1 2 4 2 3
2 Ms 2 1 1 0 4 4 3 3 1 2 3 2 2
4 Ms 2 1 1 1 4 2 2 1 1 2 3 2 2
5 Ms 1 1 1 1 4 4 4 4 1 1 4 2 2

* Morteem M 4

M =momento, P= portal, VC= veia centrolobular, Peri= pericelular,

A tabela acima pertence a pagina 28
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Todos o0s parametros graduados no M; foram consderados normais (Figura 2A) e
pontos de referéncia para os demais momentos. Cada tipo de ateracdo hepatocdular foi
analisada separadamente.

Houve um pico de apoptose (Figura 2C) em M3 em rdlacdo aM; e em My e M5 esses
vaores diminuiram com resultados intermedi&rios entre M, € M.

A necrose foi sempre de cdulas isoladas (Figura 2C), observada em grau 1 em dois
animais do Mp; nos demais momentos todos demonstraram necrose que variou de graus 2 a
3, sem caraer progressivo. A edteatose (Figura 2B e 2C) microgoticular ja foi observada
em M, em grau 1, em M3 a esteatose macrogoticular e microgoticular foram observadas
em graus 1 e 2, en My a estestose macrogoticular foi de grau 3 em 3 animas e foi
observada regressd em Ms (grau 1). A presenca de inclusdes hidinas intracitoplasméticas
(Figura 2D) foram observadas em um animd em M» e em quase todos os animas nos
demais momentos, variando de graus 1 a 2. A megdocitose (Figuras 2B e 2C) foi
observada em apenas 1 anima de grau 1 no Mp; nos demais momentos todos os animas
demonstraram graus que variaram de 2 a 4.

A fibrose foi uma lesdo congtante em todos os animals, em quase todos 0s momentos
a partir de My. A fibrose portd (Figuras 3A e 3B) foi graduadaem 1 e2em M, 1,2e 3
em Mz, 2e3emMse?2edem Ms. A fibrose centrolobular (Figura 3C) foi graduada em 1
e2emM, 1, 2e3emMs, 2e3enMge?2 3edem Ms; nosanimas gque apresentavam
graus 3 e 4 em My e Ms havia lesdes veno-oclusvas. A fibrose pericdular (Figura 3B e
3C) foi graduadaemOelemM,, 1e2emMs;, 1,2e3emMyel, 3edemMs.

O infiltrado inflamatério portd e intrdobular foi pouco dgnificante, havendo
graduacdo de 0 a 1 em M; e M> e graduagdes de 1 a 2 nos demais momentos, Com excecéo
de grau 3 parainfiltrado portal em gpenas 1 animad em M.

A cdularidade snusoidd (Figuras 2B e 2C) aumentou a partir do Ms graduada em 2,
3 e 4. As céulas ovais (Figura 3A) surgiram em trés animais em grau 1 no Mp; nos demais
momentos elas estavam presentes em graus 1 e 2. A hiperplasa ductd (Figura 3A) foi
observada em todos os animais em graus 1 a 2 a apartir de Ms.

Através da coloracdo de Perls ndo foi observada deposcdo dgnificativa de

hemossiderina nas cdlulas de Kupffer ou nos hepatécitos nos 5 momentos.



Resultados 30

Figura 22 A — Figado normd. M1(100x) B — ESteatose macro e microvacuolar, proeminéncia de
céulas snusoidais e megaocitose (setd). Ms. (80x) C — Apoptose (setd), estestose microvacuolar,
proeminéncia de cdulas sinusoidais e megdocitose. My. (80x). D - Necrose periportal M4.(80x). E
— Indusfo hidinaintra- hepatocitica (seta). Ms. (100x). HE.



Resultados 31

Figura 3: A — EP com dargamento fibroso moderado e proliferacdo de ductos biliares e de células
ovais (seta). My. (50x) HE B — Intensa fibrose portal e moderada pericelular. Ms. (25x). Tricrdmico
de Masson. C — Lesdo veno-oclusva Ms. (25x). Tricrbmico de Masson. D — Trama reticular
espessada com areas de colapso. Ms. (80x). Prata Metanamina para Reticulo.
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4.3.2. Andlise Descritiva e Morfometria do Colageno Total e de Fibras Elasticas

Os cortes histologicos de figados de My corados com Picrossirius, andisados sob luz
polarizada demongraram intensa refringéncia amarda ou laranja de coldgeno denso
associado com colageno fibrilar fracamente refringente em verde limitados aos espacos-
porta inconspicuos e vela centrolobular muito delicado. Em locdizacdo pericdular foi
observado apenas umadelicada tramafibrilar verde pouco refringente.

Nos demais momentos houve tendéncia a progressdo da fibrose em todos os
compartimentos e os cortes corados com Picrossirius sob luz polarizada demonstraram
gparecimento de refringéncia amarela de locadizacdo pericdular a0 lado da verde. Nos
demais compartimentos houve progressivo dargamento da fibrose com predominio de
refringéncia de tonalidades que variaram de amardla a vermeha, avancando em diregéo
a0s compartimentos periportas e pericentrais (Figura 6A e B).

Os mesmos cortes corados com Picrossirius andisados sob luz normd, sem
polarizacdo, demondraram coldgenos denso ou fibrilar corados em sdmé&o. Foram
andisados 20 campos de cada bidpsia e as medianas destes campos foram comparados nos
diferentes momentos do experimento. O resultado estd agoresentado na Figura 4,
demongtrando aumento progressvo com diferencas edtatisticamente significatives de M3 a
Ms. Os cortes higtoldgicos de figado de M1 corados com Resorcina Fucsina de Weigert
com oxidagdo prévia para fibras dagticas demontraram fibras eésticas bem organizadas,
regularmente concéntricas nos vasos nos Eps, e como fina fibrilas entre o colégeno porta
(Figura 6C), estando ausentes em localizagéo pericelular e centrolobular.

Nas biopsias hepéticas a partir de Mg foram observadas fibras easticas mais grossas
entre os feixes de colageno dos espacos-porta fibrosados e as fibras dadticas nas paredes
dos vasos dos EPs estavam com arranjo irregular (Figura 6D). Nas bidpsias hepéticas a
patir de M, foram observadas fibras eadicas irregulares nas paredes das veas
centrolobulares que estavam espessadas.

A quantificacdo das fibras foi feita em 10 espagos-porta e as medianas destes campos
foram comparadas nos 5 momentos do experimento.O resultado et apresentado na Figura
5, demondrando aumento edtatisticamente sgnificativo em M3 , My e Ms em relacéo ao
M2, mas ndo hd um aumento progressivo com diferenca estatistica entre estes 3 momentos.

Teste de corrdacdo entre fibra elastica e colageno usando Teste de Spearman (p<
0,05) indicou que ha corrdagdo postiva sgnificativa entre colageno e fibras dagticas (rs =
0,638, p< 0,001).
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Figura 4: Box plot representando as medianas das areas ocupadas pelo colageno total (mnz)
em 20 campos em 5 biopsias em cada momento. No box plot , o quadrante
superior representa 75 % dos dados ; o inferior 25 % ; o traco horizontal a
mediana em cada grupo ; as barras de erro, os percentis 10 e 90 . As
comparacfes estatisticamente diferentes (p< 0,05), sdo representadas por letras
diferentes.
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Figura 5: Box plot representando as medianas das areas ocupadas pelas fibras elasticas
(mnz) em 10 campos em 5 bidpsias de cada momento. No box plot , o
qguadrante superior representa 75 % dos dados ; o inferior 25 % ; o trago
horizontal a mediana em cada grupo ; as barras de erro, os percentis 10 e 90 .
As comparacdes estatisticamente diferentes (p< 0,05), sdo representadas por
letras diferentes.
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G D

Figura 6. A e B - EP e VC com intensa fibrose e predominio de colédgeno aaranjado associado
com colégeno fibrilar verde que predomina em locdizacdo pericdular (seta). Picrossirius sob luz

polarizada. (40X). C - Fbras dégicas normais no EP. M». D - Fibras eégticas com arranjo

irregular por entre os feixes de colégeno.M . (80x). Resorcina Fucsina de Weigert.
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4.4. Imuno-Histoquimica — Analise Semi-Quantitativa de Colagenos| elll

Imunomarcacdes de colégenos tipos | e Il foram obtidas por IFl. Marcacdo de
coldgeno tipo | também foi obtida por Imunoperoxidase. Nas bidpsas em M1 0 colégeno
tipo | foi locdlizado nos espacos-porta principadmente, e em menor quantidade em regido
centrolobular e na regido pericdular; este coldgeno foi o principd condituinte da fibrose
porta e aumentou com a progresséo da lesdo em todos os compartimentos do figado (Figura
7A). Digribuicdo smilar foi observada para o coldgeno 111, que se apresentou sob forma de
feixes mais espessos nos tratos portais e como finos filamentos de marcacdo descontinua nos
espacos de Disse em M;. Com a progressio da fibrose houve aumento da marcacéo dos
coléagenos nos mesmos locais observedos no Mj; os colageno tipo | e Il aumentaram
principdmente nos EPs, seguido de pericdular e findmente ao redor da VC no tipo | e no
tipo Il (Figura 7B). Nas tabelas 5 e 6 aaixo segue a graduacdo dos colégenos nos difentes

momentos da lesdo.

Tabela 5 — Avdiacdo semi-quantitativa do coldgeno | por Imunoperoxidase nos 5
momentos do experimento
Momento Animal 1 Animal 2 Animal 3* Anima 4 Animal 5
EP VC pc | ep{vc|pPc|EP|VC]|PC|EP|[VC][PC]| FP VC PC
M4 ++ + + + + + + + + + + + + + +
M +++ ++ ++ ++ + ++ ++ + + + + + + + +
M3 ++ + ++ ++ + + +++ [ ++ ++ ++ + + ++ ++ ++
M4 +++ +++ +++ ++ ++ ++ | A | | | ++ ++ | | |
Mg -+ | | [ | | | —— | - +++ | 4+ | +++ ++ +++-
*Morteem M4 EP=espaco-porta VC=veiacentrolobular PS= pericdular
Tabela 6- Avdiacdo semi-quantitativa do colageno 11 por IFI nos 5 momentos do
experimento
Momento Animal 1 Animd 2 Animal 3* Animd 4 Animd 5
EP (vc|pPc| EP | Vc| PC | EP[VC|PC| EP |[VC| PC| FEP VC PC
M4 ++ ++ ++ ++ ++ + + + + ++ + + ++ ++ ++
M ++ ++ ++ + + ++ ++ + + ++ ++ | ++ ++ + +
M3z ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ |+ | ++ ++ | ++ +++ ++ ++
M4 ++++ |+ | +++ | +++ | | | ++ ++ | ++ +++ +++ +++
Mg ++++ | A+ | | | | | - a—— | e ++H++ | | A | | |

* Morte em M4
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Figura 7 — A- Intenso aumento de colageno de tipo | digtribuidos no EP e pericdular.
Ms.(20x). IFl. No “inset’figado do anima em My demonstrando ddicado colégeno de tipo
| pericelular. (40x). IFI. B- Aumento de colageno detipo Il pericdular. Ms. (40x). IFI.
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4.5. Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

4.5.1. Avaliacéao Descritiva da L esdo em Hepatocitos

As bidpsas em M; goresentavam padrdes ultraestruturais normais semelhantes aos
descritos para outras espécies. Alteragbes nos hepatéeitos foram examinadas em aumentos
a partir de 4400x.. A partir de M, dguns hepatdcitos apresentavam membrana nuclear
irregular  com aspecto de projecOes digitiformes, mitocdndrias dilatadas e corpos
midinicos (Figura 8A). Hepatdcitos em necrose e apoptose (Figura 8B) vistos na
microscopia optica foram verificados em M3 e muitas cdlulas de Kupffer apresentavam:se
fagocitando restos destas cdulas (Figura 8C). Inclusdes eosinofilicas intracitoplasméticas
observadas na coloracdo de HE provavemente representam fragmentos de corpos

apoptaticos fagocitados por hepatdcitos vizinhos (Figura 8D).

4.5.2. Avaliacdo Morfoldgica e Quantificacdo das Células Sinusoidais

A contagem das cdulas snusoidais foi feta aravés da morfologia de cada tipo
ceular que se mostrou bem digtinta até Mg do experimento. Uma observagdo importante €
gue a maioria das CHES gpresentavam apenas uma gota de gordura (Figura 9A). Assm, foi
feita uma contagem por populacdo de céula snusoidd apenas nos 3 primeiros momentos
(Figuras 10 e 11 ). Houve aumento significativo de CK em Ms em relagéo as de M; e My;
0s LAF também esavan aumentados dgnificativamente em Mj;. Simultaneamente as
cdulas endotdias diminuiram dggnificstivamente en M, e M3 e as CHEsS esavam
diminuidas em M3,

Nas bhiopsa em My e Ms ndo foi mas possivd fazer didingdo entre as cdulas
snusoidais, pois as gotas que eram a principa identificacdo das CHES, ndo foram mas
observadas ; parddamente houve aumento de cdulas dongadas com nucleos ovais ou com
proeminente RER (Figura 9B) associadas a intensa proliferacéo de fibrilas de colageno ao
redor e no citoplasma destas cdlulas (Figura 9C e D). Assm, o comportamento das cdlulas
snusoidais foi esudado pela contagem de cdulas hepdicas dnusoidais totais em relacéo
a0 numero de hepatécitos nos 5 momentos ( Figura 12). Em relacdo a contagem de céulas
snusoidais totais houve aumento significativo nas biopsias de M4 e M5; enquanto isso, a
quantidade de hepatécitos diminuiu a partir da bidpsa de M3, diminuindo mais em My e
mantendo- se sem diferenca significativa na Ultima bidpsia
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A corrdacéo entre cdulas snusoidais e colageno usando Teste de Spearman (p<
0,05) indicou que ha corrdacéo postiva dgnificaiva o (rs = 0,602, p= 0,00150). Teste de
corrdacdo entre céulas sinusoidais totais e hepatocitos usando Teste de Pearson indicou
gue ha corrdacdo negativa edtatisticamente sgnificativa entre dois parametros (r = -
0,753, p < 0,001).



FIGURA 8 (pégina4l)

A - Hepatécito com membrana nuclear irregular, com indentagdes, mitocdndrias dilatadas
e corpos miglinicos (seta). M. (7000x).MET.

B- Hepatdcito em apoptose . M3. (7000x). MET

C — Cédulas de Kupffer fagocitando restos de hepatécito necrético. Ms. (7000x). MET.

D — Restos de corpos apoptoticos no citoplasma de hepatdocitos. Ms. (4400 x). MET.

FIGURA 9 (pagina42)

A — CHEs norma com nicleo rechacado por uma Unica gota de gordura grande bem
delimitada. M. (7000x). MET.

B — Cédula com nicleo semelhante ao da CHE em A, RER proeminente e com abundante
colageno préximo a membrana citoplasmatica, sem contéudo lipidico. M4. (7000x). MET.

C — Cédula dongada com nucleo ovoide, raras organdas citoplasméticas e fibrilas de
colageno em intimo contato com a membrana citoplasmética (seta). Ms. (7000x). MET.

D - Maor amento da cdua anteior. Ms.  (20.000x). MET.
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Figura 10: Contagem do nimero de células de Kupffer (A) e de LAF (B) nas biopsias
hepéticas em 3 momentos da lesdo; a contagem foi feita em 20 campos das
biopsias a MET com aumento de 1100X. Cada barra no gréafico representa a
média e 0 desvio padrdo da média dos valores obtidos para essa varidvel. As
comparagles estatisticamente diferentes (p< 0,05) sdo representadas por letras
diferentes.
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Figura 11: Contagem do nimero de CHES (A) e de células endotdiais (B) nas biopsias hepéticas
em 3 momentos da lesdo; a contagem foi feita em 20 campos das bidpsias a MET com
aumento de 1100X. Cada barra no gréfico representa a média e o desvio padréo da
média dos valores obtidos para essa variavel. As comparacOes estatisticamente
diferentes (p< 0,05) sdo representadas por |etras diferentes.
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gréfico A representa o nimero total de células sinusoidais nas biopsias hepéticas nos 5
momentos da lesdo. Gréfico B representa 0 nimero de hepatécitos nas bidpsias hepéticas nos
5 momentos da lesdo. A contagem foi feita em 20 campos das bidpsias com aumento de
1100x a MET. Cada barra no grafico representa a média e o desvio padréo da média dos
valores obtidos para essa variavel. As comparagOes estati sticamente diferentes (p< 0,05) séo

representadas por letras diferentes.



Discussao 47

5. DISCUSSAO

Os dnais clinicos e achados de necropsa observados nos animais do presente
experimento foram sSmilares aos descritos em casos de intoxicagfes esponténeas e
experimentas em bovinos por Senecio brasiliensis e por outras espécies de
Senecio®33418:36.  entretanto snais ocofreram mais precocemente no  presente
experimento quando comparado com os dados de literatura

Esses snais clinicos comegaram a surgir no inicio da quarta semana e sdo conhecidos
como marcadores do inicio de queda do estado geral e eventua evolugdo para a morte.
Assm, a adminisracdo da planta foi interrompida nesse momento o que evitou a morte dos
animais por problemas digestivos como ja havia ocorrido nos experimentos piloto. s
possibilitou a avaiaci dos animais aé o 60° dia e verificacd da evolugdo das lesdes
hepdticas mesmo gpos a suspensdo da administracdo da danta, um dos nossos objetivos do
presente trabalho.

Regressdes das lesdes causadas por APs, com a sua retirada e teragpia de suporte, €
descrita em humanos com DVO crénica®® e em equinos com hepatopatia cronica por
Senecio wvulgaris®. No nosso experimento a lesfo foi progressiva de My para Ms, mesmo
com a interrupcdo da administracdo da planta, resultado semelhante a0 que é descrito em

bovinos em trabalhos com outras espécies de Senecio®®®®

e em experimento com Senecio
brasiliensis com dose Unica de 10g/kg de planta verde®®. Existem relatos de experimentos
com doses de 1,98 mg/kg/dia durante 15 dias de Senecio jacobae que causaram apenas
aumento tempor&io de enzimas hepéicas”; este é um trabaho dinico laboratoria, néo
incluindo andlise higopatologica, mas 0 resultado sugere regresséo da lesdo. A relacéo
dose x tempo para intoxicagBes por APs em bovinos € importante, havendo um nivel limite
aém do qual pode ocorrer intoxicacdo®.

Na avdiacdo do perfil bioquimico hepético os aumentos das enzimaes FA e GGT
nete experimento coincidiram com 0 aumento de intensdade da hiperplasa ductd
verificada nas bidpsas em My e Ms. Essas enzimas locdizam-se em membranas, sendo a
FA asociada a membrana candicular e GGT associada a células epitdiais dos ductos
biliares®. Craig et al®® (1991) em experimento com bovinos intoxicados por Senecio
Jacobae demonstraram que edtas 2 enzimas aumentaram no mesmo periodo, sendo que as
colheitas de sangue nesse experimento foram semanais. Devido ao fato das nossas
colheitas terem sdo quinzenas, picos de aumento destas e de outras enzimas podem ter

ddo perdides. A enzima Glutamato Desdrogenase é também condderada um bom
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indicador de lesfo hepética inicid, mas por causa do seu rgpido retorno a vaores basas, €
de pouca utilidade para diagnosticar lesdes crénicas, como as que ocorrem comumente
pelos APs*®, Embora FA e GGT sgam consideradas bastante sensiveis para deteccéo de
lesbes hepéticas subclinicas por estes dcaldides em bovinos e permanecam devadas por

mais tempo>°t

, € necessrio ressdtar que nem sempre a magnitude de elevacdo destas
enzimas no soro serd propociond a0 grau de disfuncdo hepéical®, sendo necessirio
associar outros parametros.

Devido a0 fato de muitas vezes ndo haver uma boa corrdacd dos snais dinicos
com o perfil de enzimas hepéticas nos casos de intoxicagdes por APs, a inclusdo de bidpsia
hepética percutinea a esses exames é um bom méodo de avdiacio da lesin™> 9840
especidmente quando se tem como objetivo acompanhar a progresséo da lesdo desde o
inicio. Outros trabadhos semdhantes redizados tiveram como objetivo principa
acompanhar as lestes hepatocdlulares’®, e ndo as dterages da MEC e das cdulas
snusoidas

As lesbes hepdticas dos nossos 5 animais tiveram padrdes sSmilares em cada
momento, embora houvessem diferencas quanto a intensgdade. Edas diferencas sfo
conhecidas e entendides como variagbes individuais entre os animais’, mesmo com
exclusio de agumas varidveis que pudessem aterar os resultados, como sexo® e idade®®.
A confirmacéo da importancia desta respodta individua foi a morte de um dos animais aos
45 dias do experimento. Comparando diferentes espécies animais entre S edtas diferencas
de susceptibilidade aos APs podem ser mehor entendidas pelas diferencas no
metabolismo hepético de bioativacdo, detoxificaco e excrecio destes acadides™; dentro
da mesma espécie a variabilidade genética afetando a capacidade de metabolismo de
xenobidticos por enzimas do sstema microssoma hepatico seria um fator importante para
explicar estas diferencas'®*.

Paa eiminar variagbes nas concentragcbes de acddides em plantas da mesma

2526 & em diferentes

egpécie colhidas em diferentes regides, em diferentes épocas do ano
estédios de crescimento® toda a planta do experimento foi colhida da mesma regido e na
mesma época. A dose diaia da planta e o tempo de duragdo do experimento foram
baseados em experimentos piloto utilizando-se a planta da mesma colheita. O primero
experimento piloto baseouse em trabaho de intoxicagdo experimenta com Senecio
oxyphyllus com dose variando de 0,125g/kg a 1,0g/kg de peso do anima em periodos de
administraco variando de 5 a 120 dias’®. Quanto a espécie Senecio brasiliensis foi

escolhida por ser a mais disponivel na regido e por ser considerada a nais toxica, sendo
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auficientes pequenas doses em tempo mas curto para causar lesbes em comparacéo a
outras espécies de Senecio™®.

Na avdiacdo higtoldgica das bidpsas as primeiras leses observadas em hepatocitos
foram a necrose e a gpoptose demonstrando que os APs causam a morte celular por estes
dois mecanismos, semehante a  dimetilnitrosamina,  tioacetamida, cocaina e
cidohexamide® %2, Em M; foran observadess em dguns hepatdcitos  inclusdes
eosinofilicas intracitoplasméticas smilares as descritas em intoxicagbes por outras espécies
de Senecio®™®. Sfo consideradas diferentes naturezas dessas inclusbes intracitoplasméticas
por diferentes autores como: fragmentos de hepatdcitos que sofreram gpoptose e foram
fagocitados por hepatcitos vizinhos'®?, degradaczo citoplasmética focd com formacio de
citolisossomos ou aumento ndo especifico de lisossomos, citosegregossomos ou  ainda
hemécias compactadas e fagocitadas >3

A megaocitose hepatocelular é considerada como resultado de uma acdo combinada
do edimulo regenerativo pds dedtruicdo celular e agdo antimitética dos metabdlitos
pirrdlicos destes adcadides’. Esta é a leso principal descrita no parénquima hepético em
animais domésticos intoxicados por estes acaldides'®3%, embora possa ser leve em dguns
casos, onde predominam lesdes degenerativas e fibrose perivenular®®. A megdocitose foi
evidente em nosso experimento a partir de M3 efoi progressiva até Ms.

Os demas achados do parénquima hepdtico também sio smilares aos achados
descritos em casos de intoxicagdo por APs em animais domésticos' 8393, A sequéncia de
gparecimento de lesdes nos hepatocitos € smilar a descrita em biopsas em casos de
intoxicaggo experimental por Senecio lautus em bovinos™®, exceto apoptose que ndo é
relatada neste trabal ho.

Quanto as dteragbes de MEC hepética, no presente material 0 aumento de tecido
conjuntivo ja foi observado em M, , principdmente em espacos-porta, seguido de veias
centrolobulares e em menor grau pericdular. Nas bidpsias em Mg ficou mais evidente que
a fibrose portd era a dteracdo de matriz mais importante que ocorria. Outros autores,
estudando bovinos intoxicados por APs, descreveram a fibrose em EP como a mais grave,
seguida pela pericdula®®984%. A fibrose centrolobular é descrita como importante por
dguns autores'®33849 como sutil por outros®® ou ainda como ausente por outros®®, sendo
raramente descrita como a lesdo maisimportante >,

Em humanos a DVO é o principa quadro associado a intoxicagbes cronicas por
APs®32 Ega doenca é atualmente chamada de sindrome de obstrucgo sinusoida (SOS),
vigo que recentemente foi verificado que a injuria inicia-se por dteracbes nas células
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endoteliais dos Snusdides hepdticos, ndo sendo o envolvimento de vénulas hepéticas
essencia para o desenvolvimento dos sinais dlinicos 3.

Estudos in vitro mostram que as CEs sGo mais susceptiveis a drogas que causam SOS

do que os hepatécitos e isto é consgtente com estudos in vivo em ratos com AP
monocrotaina ®'91%, Neste modelo as cdlulas endotdiais se retraem permitindo que as
hemécias penetrem no espaco de Disse; esse processo leva ao descolamento das cdlulas
gnusoidais que protruem para a luz snusoidd obgruindo-a e dificultando a circulacdo
sangliinea e levando a necrose de hepatdcitos.
Em respogta & essa necrose ha um influxo de mondcitos para estas aeas 0 que agrava mais
a obstrucdo da microcirculagio'®. Fibronectina produzida por cdulas endotdliais lesadas,
citocinas produzidas pelas cdulas de Kupffer e produtos de peroxidacdo lipidica, radicais
livres, proteases, citocinas e fatores de crescimento originados de hepatocitos lesados sfo
reponséveis pela divacdo das cdulas edtrdadas que sBo condderadas as principais
produtoras de colageno™®’®; subsegiientemente se instda a colagenizacd dos sinusdides e
vénulast®®. Neste modelo a extensdo da fibrose para 0s espacos-porta ocorreria como
evento maisfind dalesin® %

Ao contrario de outras doencas hepdticas intrinsecas, 0s snais e sntomas de
hipertensdo porta na SOS precedem evidéncia de lesdo no parénquima, sendo o distirbio
da circulacdo hepdtica nesta doenca a causa e ndo a consequéncia da doenca do
parénquima. O envolvimento das veias hepdticas ndo € essencid para o desenvolvimento
de snais clinicos e a oclusio das velas esta associada com doenca mais severa exacerbando
o digtdrbio circulatdrio que ocorre em nivel sSnusoidd; estas duas observacbes em
paci entes fornecem a chave para a compreensao do mecanismo da doencat®.

Apesy da fibrose ser um evento comum a V&ios moddos experimentas de

lesBes’®194 e doencas hepéticas cronicas™:646%105:67

a localizacdo e progresséo da deposicéo
de coldgeno variam com a dtiologia. Assm, a fibrose pode comecar nos sinusdides, devido
a lesfo em cdulas endotdiais, como no caso da SOS' ou no centro do I6bulo como nas
intoxicagdes por CCL; e Dimetilnitrosamina em decorréncia de necrose em hepatécitos
centrolobulares®® 10+ 104,

A necrose de hepatdcitos com reacéo inflamatdria € também consderada uma etapa
importante no mecanismo de fibrose'®. No nosso trabalho, a locaizacdo da necrose ndo
foi zond no |6bulo hepdtico e a reacdo inflamatdria foi discretas Ao mesmo tempo o
nimero de células em apoptose acangou 0 pico em Mg, sem diferenca Significante entre os

outros momentos. Em modelos experimentais em ratos com o AP retrorsina associado com
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hepatectomia parcia foi observado dto indice de apoptose de hepatdcitos com
megalocitose  sugerindo esse padréo de morte cdular como uma via importante para
remocao de hepatécitos lesados'®”.

No nosso experimento a fibrose portd foi mas evidente e mais precoce do que em
outros compartimentos; entretanto a sua patogenianéo € clara.

Na quantificacdo de colageno total nas bidpsias controle e durante a progresséo da
lesfio os cortes histolégicos foram corados pela técnica do Picrossirius, que € um método
histoquimico especifico para deteccdo de coldgeno em diferentes tecidos®. Houve aumento
progressvo de coldgeno significativo em diferentes momentos da leso. Optamos por esta
coloragcdo, pois méodos como Masson, Mallory e van Gieson apesar de bastante usados
podem ndo corar SseHetivamente apenas edruturas que contém coldgeno como fibras
reticulares e membranas basais®™.

O méodo do Picrossirius com andise a luz polarizada foi extensamente usado por
Junqueira et a*®® (1978) para o estudo comparativo de tecidos conjuntivos de vertebrados,
que observaram uma forte corrdacdo entre a locdizacdo de diferentes cores e intensdade
de bhirrefringéncia e a distribuicdo dos colégenos tipos I, 1l e Ill. Essa observacdo levou
edes autores a postular que diferentes tipos de coldgenos podem ser diferenciados em
secgdes higologicas pedo Método de Picrossirius andisado com  Microscopio  de
Polarizacd. O colageno tipo | apresentar-se-ia como bandas espessas (1-10mm) com
intensa birrefringéncia e corado em tons variando do amardlo a0 vermeho; o colageno I
goresentaria como  fibrilas  finas individuais (0,5-1,5mm) com fraca birrefringéncia e
coloracdo esverdeada e o colageno Il como microfibrilas com arranjo irregular e frouxo,
fraca birrefringéncia e multicolorido . Essa hipétese foi revista pelos proprios autores que
relataram que as diferencas de coloracdo e intensdade de hirrefringéncia sdo conferidas
por diferencas de padréo fisico de agregacéo e ndo devido a uma interacdo quimica entre o
corante e os diferentes tipos de col4geno™®®.

O Picrossirius tem ddo consderado um método de escolha especidmente para

estudo de col4geno em tecidos normaisti®®?

, embora a quantificacdo da fibrose hepética
por esta técnica tenha apresentado uma boa correlacdo com a determinacéo bioquimica de
coldgeno por hidroxiprolina em figados com lesdes de esquistossomose, capilariase,
hepatites e cirrose™?. A sua aplicacio deve ser feita com cautdla em situagdes de rapido
turnover de coldgeno, como em cicatrizacdo de feridas, materid embrionaio ou em
condigdes patoldgicas nos quais a reparacdo envolve intensa producdo de colageno € ou

degradacao® 962,
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Condgderando a técnica de Picrossirius sob luz polarizada, no M3  havia predominio de
coldgeno amardlo (tipol) , nos EPs e VC associado a peguena quantidade de colégeno
verde fibrilar, pouco refringente (tipo 1l1), que predominava em locdizacdo pericdular.
Com a evolucéo da fibrose houve proliferacdo de colageno amardo (tipo |) em locdizacéo
pericelular e embora o colédgeno verde (tipo 111) tenha aumentado nos EPs e em locaizacdo
centrolobular, em Ms havia predominio de colageno amarelo (tipo |) nestes locais.

O colégeno é o principa componente da MEC hepética e esti bastante aumentado
em véias doencas hepédticas agudas e cronicas independente da etiologial®®. Estudos
bioquimicos tém demonstrado que no figado humano norma 4% do tota de proteinas €
representado por colageno; 53% do total de colégeno intersticial € do tipo | e 47% € do tipo
lIl. Ocorrem mudangas destas taxas na cirrose acoolica, com aumento do colégeno tota
para 10% da proteina total, com o tipo | representando 75% e o tipo 111 de 18 a 34%°’. Em
trabalhos usando anticorpos purificados contra coldgeno humano extraido de figados
normais e cirréticos foram identificadas quantias Smilares de colagenos |, IlI, IV e V em
figados normals, com uma leve predomindncia do tipo Ill; em figados cirréticos,
independente da etiologia, contendo mais de 20mg de colédgeno/g de tecido, o colégeno
tipo | foi predominante®®.

O figado normd de rao contém menos colageno do que o figado humano,
representando apenas 0,55 % da proteina tota. Em cirrose induzida por CCl4
quantidade aumenta para 2%. Do totd do colageno interdticia do figado normd de rato, o
tipo | corresponde a 60% e o tipo Il 40%. Em cirrose induzida por CCL4 embora hgja
aumento do total, as proporcdes sio mantidas® 97,

Na espécie bovina ndo ha reatos com estudos quditativos ou quantitativos dos
coldgenos em figados normais. Nos cortes histologicos do presente  experimento
observamos que as &eas correspondentes aos colégenos de tipos | e |l reveladas pea
imunofluorescéncia indireta (IFI) foram também coradas pela técnica do Picrossirius,
embora sem essa diferenciacdo. A pesquisa pela técnica de IFI no figado em M;
demonstrou predominancia de colageno tipo | em todos os compatimentos. Houve
aumento dSgnificante do colageno tipo 11l nos momentos seguintes, mas  sempre
acompanhado pelo aumento também do tipo I, resultando em continua predominancia

dete dltimo. Assm, a semehanca dos resultados de estudos em outras espécies’®®

, O
aumento do colageno totd ndo muda as proporgdes dos diferentes tipos em relacdo ao

figado normal.
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O coldgeno tipo | em hiopsas de figados normais de bovinos (M) foi encontrado
nos EPs, a0 redor da vela centrolobular e em localizagdo perisnusoidd smilar ao descrito
em humanos e ratos®>%47%1% Em ratos fibras do coldgeno tipo | dos espagos portais estéo
em continuidade com fibras smilares no intergticio lobular imediatamente adjecente, que
por sua vez est8 em continuidade com o0 espaco central; desta forma fibras e feixes de
coldgeno tipo | formam o arcabougo estrutura do 16bulo hepético™. Este aspecto parece
estar presente, de forma similar, em bovinos .

O coldgeno 11l foi observado em locdizacdo smilar a0 colageno |, mas com uma
imunomarcacd menos intensa e com aspectos de feixes nos EPs e fibrilar descontinuo nos
outros compartimentos. Esta distribuicgo é smilar a0 observado em humanos e ratos?*1%,
No nosso experimento este colégeno ndo foi prevaente no espaco de Disse normal, onde a
marcacao do tipo | pareceu ser bem mais intensa.

Outros autores ja demongtraram que o coldgeno 11l ndo é prevaente no espago de
Dise norma estando frequentemente associado com bandas cruzadas de colégeno tipo | e
com fibronectina e tendendo a ser mais proeminente nas proximidades das regides porta e
central®®. No entanto h& trabalhos em humano que n&b descrevem a presenca de coldgeno |
no Iébulo hepdico em figados normais e fibréticos, sendo encontrado apenas colageno
1ni+2,

Nas biopsas hepéticas com fibrose, de M, a Ms do experimento, houve aumento
progressvo dos coldgenos | e Il nos mesmos locais. Em humanos e ratos com fibrose
hepética também ocorre manutencdo da localizacdo destes coldggenos independente da
diol CXJI a64;54; 104.

Embora ndo tenhamos feito uma quantificacdo bioquimica ou andise morfométrica,
dos colagenos individuamente o colégeno tipo | parece ser prevaente no figado normd e
com fibrose da espécie bovina semelhante ap observado em ratos e humanos'>5%%5¢7 Os
nossos resultados de imuno-higoquimica tiveram uma corrdacdo  positiva com oS
resultados de Picrossirius sob luz polarizada, considerando a interpretacdo dada a
coloracdo dos colégenos| elll .

Identificacio de cada tipo de colageno pela imuno-higoquimica teria Sdo a técnica
de escolha para redizar estudo morfométrico, mas como 0s anticorpos para bovino O
reegiram em cortes de congdacdo e a marcacdo sO foi possivel por IFI, no caso do
coageno 1ll, ndo foi possived redizaa a quanttificacdo individuAmente. Andise

morfomérica usando méodos histoquimicos inespecificos®* 3 para verificar progressio
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de fibrose em hiopsas hepéticas aravés de sdemas de andise de imagens € uma
metodol ogia usada em humanos com hepatite cronica e cirrose!*3.

N&0 conseguimos imunomarcacdo para colageno tipo IV nas bidpsias hepéticas em
bovinos normais ou com fibrose no experimento piloto. Este colageno € descrito em

0 e humanos nas membranas basais vasculares e ductais®® 6

figados normais de ratos’ e
intralobular a0 longo do espaco de Disse em humanos'%®3. Nas fibroses hepéticas por
alcoolismo ou esquistossomose e intoxicacd por CCL4 estas locdizagbes sdo mantidas
observando- se aumento deste col4geno 2636470,

O colggeno IV em locdizagdo perisnusoida é descrito como agregados discontinuos
no Espaco de Disse, porém dissociados de outros componentes da membrana basal como a
laminina®®. A fdha em demonstrar td estrutura em figados normais ndo excui a sua
existéncia e pode ser decorrente de uma diferente organizaci molecular?.

O estudo comparativo de figados normais com outros fibréticos e cirréticos identifica
0 colggeno tipo IV como um bom marcador de anormaidades perisnusoidas e o
espessamento de fibras reticulares é considerado um estédio critico de dano lobular’®®2. E
importante ressdtar que a extensa rede de reticulina demonstrada na microscopia oOptica
nd corresponde apenas a um componente especifico da MEC'®, mas sm a uma mistura
dos colégenos I, 11l e IV no espaco de Disse e ainda o colageno V aparece como depdsitos
descontinuos sobre esta rede de coldgenos®™. A marcacd no nosso experimento para
ambos os colagenos tipos | e Ill, em locdizacdo pericdular esta de acordo com esta
observacio.Diferentes de outros trabahos em humanos®®, nossos  anticorpos 6
funcionaram em cortes de congelacdo e ndo reagiram para coldgeno tipos | e Il em
materid fixado em formding, 0 que impossbilita o uso de materid do arquivo para
avaliacao retrospectiva de condigdes patol égicas em bovinos.

Apenas 0 aniticorpo para coldgeno tipo | reagiu pela técnica de imunoperoxidase,
dém da IFl, o que permitiu avaiacd e documentacdo da locdizacd mais precisas. A
andise morfométrica teria Sdo possivel se outros tipos de coldgeno tivessem sido
marcados pela mesma técnica por se tratar de coloracdo que resiste a temperatura ambiente
e a0 tempo, ao contrario de IFl.

Uma caracterigtica da fibrose hepética é a dteracdo também no sstema de fibras
dégicas'®™. Em bidpsas de nosos bovinos as fibras déadicas tiveram  aumento
gonificativo em M3z Mg e Ms, em rdacdo a M, mas diferencas ndo foram

ggnificativas em relacdo ao controle. N houve um aumento pogressvo com a gravidade
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da fibrose e embora tenha havido um aumento aparente de Ms para M4 né&o houve diferenca
edatigticamente Sgnificaiva

Nas biopsas hepdticas normais de bovinos em M1 0 sstema de fibras eadticas foi
observado nas paredes de veias e atéias nos tratos portais, Smilar a descricdo de
humanos, babuinos e camundongos™ e estava ausente nos espagos perisinusoidais e em
veias hepdticas terminais. Em figados normais de babuinos € descrita imunomarcacdo para
edas fibras em velas hepéticas terminais e em camudongos em veias sublobulares e
marcaca perisinusoidal inespecifica’.

Nas bidpsias hepéticas de bovinos com fibrose a partir de Mz foram observadas finas
fibras elatticas entre os feixes de colageno dos EPs e as fibras das paredes dos vasos
gpresentavam arranjo irregular, tendo perdido o aspecto cocéntrico dos figados normais. A
partir de M4 foram observadas fibras €l &sticas na parede das veias centrolobul ares.

Houve corrdacdo podtiva dgnificativa entre o aumento de colageno totd e fibra
elagtica no presente trabalho, embora este aumento de fibras néo tenha sSdo progressvo e
nem regular. As dteracfes de locadizacdo e de arranjo das fibras désticas parecem fatores
mais importantes e provavelmente estdo associadas as dteragdes de presso nas estruturas
vasculares do figado com a progresséo da fibrose. Tavez sga por isso que em aguns
trabalhos em homem, rato e babuino 0 aumento de fibrose ndo tenha Sdo associado com
aumento de elagtina’.

A organizacdo do Ssema de fibras eladticas edtd associada a resgténcia e as
propriedades elagticas do tecido. Trabalhos com microscopia eetrénica demostram que o
polimorfismo edruturd da dading organizando-se em quantias relaivas diferentes de
materia amorfo e microfibrilas € uma edtratégia usada para atender as necessidades de
elasticidade neste 6rgdo em situacdes diferentes’.

O nosso modelo experimental desenvolveu uma lesfo hepdtica cronica, sem Cirrose;
por isso tavez ndo tenhamos observado dteracdo quantitativa sgnificante do sistema de
fibras el &sticas quando comparamos M; em reacdo aM3, M4 € Ms.

O curso da eastogénese na fibrose hepdtica a0 exame histolégico compreende dois
est&dios. o primeiro é a proliferacdo de fibras finas e 0 segundo envolve a formacéo de um
sstema de fibras désticas grossas em casos de lesdes mais cronicas. Portanto este segundo
evento com aumento significativo do sstema de fibras dédticas ocorrem mais tardiamente
em casos de cirrose™®.

Juntamente com 0 aumento de tecido conjuntivo nos espacos-porta a partir de Mo

observou-se proliferacdo de cdlulas ovais e a0 seu lado, a patir de M3 houve também
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proliferacdo ductal. Essas cdulas ovais em continuidade com a formacdo de estruturas
ductais so descritas em casos de intoxicagbes cronicas por espécies de Senecio em
bovinos®98:18:36:40 - emhora elas sgam citadas como cdulas epitdiais dos ductos e n&o
como cdulasovals.

As cdulas ovais foram primeiro descritas em ratos como sendo derivadas de cdulas
circulantes da medula 6ssea. Baseado em modelos de regeneracéo hepatica apds lesdo com
cancerigenos hoje sabe-se que, agpesar da medula éssea poder contribuir com uma parcela
dessa populagdo de cdulas, a principa fonte delas é o proprio figado lesado™*. Essas
cdulas originamse dos ductos hiliares interlobulares menores e dos canais de Hering que
s edendem dém do limite da placa limitante e formam ductos arborescentes por entre as
cdulas da placa e diferencian-se em hepatéeitos e cdulas epitdiais biliares'41%°. Essas
céulas gpresentam citoplasma escasso e nucleo ovdide e se expandem das areas portas
para 0 parénquima hepético™®.

Quando h& necrose extensa que excede o potencia de reposicdo ceular pelos
hepatcitos, as cédulas ovais s aivadas''*. Portanto elas ndb sio achados
patognombnicos dessas intoxicagbes, mas Sm uma respodta regenerativa do figado
independente da etiologia ™.

Além das clulas ovas, especidmente em regides peri-portais observamos, no
presente estudo, hiperplasa das cdulas dos snusdides no I6bulo hepético, evidente na
Microscopia Optica a partir de Mg,  Esse aumento foi progressivo com o agravamento da
lesfo e teve corrdacéo postiva edatisticamente sgnificativa com o aumento de colégeno.
Essss cdulas etd envolvidas na sintese e degradecido da MEC®?, sendo as CHEs
consideradas as principais produtoras de matriz em figados normais e com fibrose™: 710482,

Imuno-histoquimica usando anticorpos monoclonais para produtos ou  proteinas
expressas pelas céulas snusoidais € 0 méodo de escolha para quantificacdo destas cdulas
em humanos e ratos'®*"8. Os anticorpos contra desmina e a actina de musculo liso (a-
SMA) sdo consgderados bons marcadores para CHEs em figados normais de ratos e
humanos, mas aguns autores ndo obtiveram marcacdo dessas cdulas em figados fibrdticos
do homem, sugerindo que dependendo do estado de ativacéo destas cdlulas pode haver
variac3o na resposta a esses marcadores® 478,

N&o ha anticorpos marcadores dessas cdulas disponiveis comercidmente na espécie
bovina e os testes redizados nos nossos pilotos com  anticorpos humanos tiveram
resultaram negativos. Assm, a quantificagdo das clulas snusoidas foi redizada pela
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MET e paa tanto foram escolhidas nos cortes semifinos, &eas do I6bulo hepético,
evitando-seEP e VC.

As dteraghes ultra-edtruturais iniciais descritas na membrana nuclear dos hepatocitos
foram similares & observadas em intoxicagd em bovinos por Senecio oxyphyllus® e em
ovinos por S brasiliensis®. Mitocondrias dilatadas e corpos midinicos sBo achados que
indicam agressdo cdular e podem ocorrer por outras etiologias. Necrose hepatocelular com
diferentes estédios de destruicdo de membranas e de organdlas foi também evidenciada,
assm como corpos gpoptdticos. Alguns  hepatdcitos demongtraram  fagocitose  de
fragmentos de corpos apoptéticos, provavelmente correspondente a inclusdes eosinofilicas
vistas @ MO e também descritas por outros autores 22,

No nosso experimento havia aumento de CK de M, para Ms periodos em que a
necrose de hepatdcitos teve graus de 2 e 3. Esse aumento deve estar associado a fatores
citosdlicos liberados de hepatécitos necréticos’®, estando em concordancia com a literatura
gue descreve 0 aumento coincidente de CK com o aparecimento de marcadores de ativacéo
das CHEs "9  Estes marcadores s3o caracterizados por aumento da sintese da matriz,
proliferacio celular e liberacéo de retindidett’:314480,

A digincdo das cdulas snusoidais pda MET SO foi possivd nos 3 primeros
momentos do nosso trabaho. A partir de My havia muitas células com nlcleos aongados e
hiperplasa de RER, e descricdo coincide com a relatada para cdulas trandgcionas
originadas de CHEs em casos de lesbes hepéicas cronicas de etiologias diversas’ 6880
Em My e M5 essas cdulas predominavam sobre as CK e esta observacdo esta de acordo

com Amorim*®

(1999) que sugere que ha uma diminuicdo das CK a medida em que a
fibrose progride e ocorre a capilarizacéo dos sinusdides.
Nas biépsias de M1 a M3, em nossos casos, houve uma diminuicdo do nimero de

CHEs. Esse achado parece incoerente com a literatura’:%%:%

, mas resultado semelhante ja
foi descrito por outros autores e parece ser decorrente da dificuldade em identificar
cdulas que estBo morfologicamente dteradas’™; as gotas lipidicas integras ou diminuidas
que s30 suaprincipa caracteristica de identificagdo nem sempre estzo presentes™.

O grande nimero de céulas com aspecto de CHEs trandcionais, miofibroblastos e
fibroblastos foi responsdvel pdo aumento das cdulas snusoidas em M4 e Ms e houve
anda uma corrdacdo dgnificante podtiva entre 0 aumento destas cdulas e 0 aumento de
colégeno; isso indica o pape importante das CHES na producéo dos colégenos | e il
117457104 " A associacio negativa com o nimero de hepatdcitos foi decorrente da perda dos

MEesMOS Por Necrose ou apoptose devido a agdo dos APs.
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Um achado que nos chamou a atencéo foi que as CHEs das hidpsias dos bovinos
desde M; tinham apenas uma grande gota lipidica Em momentos subseqlientes houve
progressiva reducdo do nimero de cdlulas contendo gotas lipidicas, ndo se observando
aspectos trandcionais como reducdo dos seus volumes. Ha trabahos rdaando o
acompanhamento das dteragbes ultrastruturals das CHEs para células transicionais em
figados com cirrose dcoolica em macacos € humanos baseado em medidas dos volumes
ocupados pelas gotas lipidicas no citoplasma dessas céulas’™®3; a reducdo do nimero de
gotas lipidicas e de seu volume é pardeda a0 aumento do RER e da producdo de
colégeno®.

Edstudos com ultrastrutura de CHEs de figados normais de diferentes espécies
demonstram que, apesar de variagBes individuais entre essas cdulas quanto ao contetido
lipidico, a sua quantidade € maior em gatos e gradativamente menor em ratos, Caes, porco e
homem. Foi observado que porcos tém apenas 1 ou 2 gotas lipidicas gigantes
intracitoplasméiicas''®  semehantes & CHEs dos bovinos do nosso  experimento.
Provavelmente por causa desse aspecto ndo foi possivel avaiar a trandformacéo dessas
cdulas através da diminuicdo do niUmero de gotas como 0 observado nos experimentos de
cirrose acodlica em humanos e macacos* 2,

Para a producéo de componentes da matriz as CHES séo ativadas passando por um
processo de transformagbes de células quiescentes, ricas em vitamina A, para cdulas
proliferativas, fibrogénicas e contréteis, com reduzido conteido de vitamina A*"°; essas
cdulas modificadas fenotipicamente e funciondmente produzem uma grande variedade de
congtituintes da matriz'!’. Ap6s o processo de iniciacio da ativacio dessas cdulas ocorre a
fase de perpetuacdo, que consiste de proliferacdo, fibrogénese, contratilidade, degradacéo
da matriz, perda de retinbide, quimioatracdo de céulas inflamatdrias e liberacdo de
citocinas anti-inflamatérias’.

Estudos sugerem que durante a fibrose hepética progressva tanto a mitose como a
gpoptose de CHEs aumentam muito, embora predomine a proliferacdo com aumento
numérico dessas células. Durante a recuperacdo, a apoptose torna-se o processo dominante
com diminuico do nimero de CHEs no figado'! @ 9" Se essas cdlulas ativadas mantém a
capaci dade de retornar a0 seu estado de quiescéncia é uma questao ainda ndo elucidada’.

A diminuicdo de CEs foi observada em M; em relagdo ao controle. Durante a fibrose
hepdtica 0 que caracteriza melhor essas cdulas ndo sfo dteracbes em quantidade, mas sm

dteragbes fenotipicas como perda de fenestragbes com formacdo de membrana basdl
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verdadeira e expressdio de substancias importantes para resolucdo do processo de
fibrose’®>’.

Os LAF estavam aumentados em Mg no nosso trabalho. As dteracOes fenotipicas nas
cdulas snusoidais em respodta a citocinas criam um micro ambiente que regula aivamente
0 recrutamento de linfécitos sobre condigBes patoldgicas ou fisiolégicas®®. Em cirrose e
lesbes pré-neoplésicas por CCl; em ratos ha aumento dessas células confirmando sua
importancia em |lesbes hepéticas cronicas e estéadios iniciais de carcinogénse™.

Ed4 claro que as cdulas dos sinusdides hepéticos, especiamente as CHEs ativadas
sio cdulas chave na producdo de um ambiente fibrogénico dentro do figado, aravés da
combinacdo de superproducdo de componentes da MEC, diminuicdo da ativacéo de
metdoproteinases (MMPs) e inibicdo de MMPs ativas pelos inibidores teciduais das
metaoproteinases (TIMPs). Portanto uma completa regessdo de fibrose hepética
envolveria remodelamento e decomposicdo desses multiplos componentes da MEC, sendo
particularmente importante para recuperagdo da histologia norma do figado™'’. As fontes
ceulares das MMPs no figado ainda ndo estéo completamente eucidadas, mas as CHES,
neutréfilos e CK expressam MMPs e TIMPs*” ">, Portanto, as variagdes nas quantidades de
coldgeno e fibra eéstica observadas no nosso modelo de lesfio hepética crénica sdo
decorrentes destas capacidade de producéo e degradacdo dos componentes da MEC pelas
céulas snusoidais hepéticas.

Gracas a compreensdo da dindmica da matriz, hoje temos muitas respostas para 0s
mecanimos de fibrose hepdtica, inclusve com vaios moddos de fibrose hepética
reversivd em ratos. Entretanto a identificacdo das dteragbes quditativas e quantitativas
que ocorrem para que a fibrose sga irreversivel é uma questio ainda ndo ducidadatl’*,
Trabalhos como 0 nosso sdo importantes para fornecer parametros de normaidades ou em
doencas hepéticas para a MEC na espécie bovina. A partir desses parametros experimentos
com doses menores e avdiacOes por diferentes periodos de tempo seriam necessarios para

um melhor acompanhamento das dteracbes da MEC hepdtica na espécie bvovina nas
intoxicacOes pelos APs.
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6. CONCLUSOES

- O protocolo proposto neste trabaho representa um bom modelo experimentd de
intoxicacdo crénicapor S. brasiliensis para estudar |esdes hepéticas em bovinos.

- As lesbes hepdticas pelos APs do S brasiliensis seguindo esse protocolo sdo progressivas
eirreversiveis mesmo apds ainterrupcao da administracdo da planta.

- As lesbes veno-oclusvas sfo sSmilares a de humanos, mas ndo S0 0 evento mas
importante nesta espécie.

- A inflamacéo parece ndo ter paticipacdo importante no mecanismo de fibrose neste
modelo de intoxicagio experimental.

- A Imunomarcacéo de colagenos em figados de bovinos normais estabelece parametros de
normaidade que poderdo ser Uteis em outros moddos de intoxicacdo experimentd e
doencas hepdticas cronicas na espécie.

- A locdizacdo dos colagenos pela coloracdo de Picrossirius foram compativeis com a
imunolocalizago dos coldgenos | e l11 nas bidpsias hepéticas normais e com fibrose.

- O fao das CHES na espécie bovina apresentam apenas uma gota lipidica, dificultou o
reconhecimento morfol 6gico dos estédios intermediérios de suas ativages.

- A diminuicdo de CHEs em M foi sucedida por aumento de cdulas snusoidais totais em
M4 e Ms, sugerindo que muitos dos componentes destas Ultimas representam cdulas
ativadas que perderam a gota lipidica

- A corrdacdo podtiva entre 0 aumento de cdulas sinusoidais totals, principamente
céulas com aspecto de CHEs divadas, e 0 aumento de colégeno indica que na espécie
bovina elaéamaior produtora de colageno.

- A locdizacdo e proporgdes dos colagenos | e Il em figados normais e com fibrose na
egpécie bovina parece s dmilar a0 descrito na literatura em ratos e  humanos.
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7.RESUMO

A matriz extracdular hepética (MEC) é auamente avo de diversos estudos em modeos
de intoxicacdo experimentad e lesbes hepdticas cronicas, devido a0 seu pape relevante
nesses processos. Na espécie bovina, ndo existem estudos sobre os componentes da MEC
hepdtica norma e nas lesdes crénicas os enfoques tém sSdo os hepatdcitos, com
apresentacOes descritivas das dteragbes da matriz. Por esse motivo propusemos um
modelo iniciando com estudo de figados normais (controle) obtidos dos animais antes do
inicio da intoxicacdp experimenta por Senecio bradlienss. Esta planta contém acadides
pirrdizidinicos (APs), que sf0 substancias causadoras de lesfo hepdtica cronica
progressva. Este trabaho tem como principais objetivos fazer uma avdiacdo semi-
quantitativa e quantitativa de componentes da MEC de figado norma e de suas ateragbes
durante a progresséo da lesdo hepética por intoxicacdo cronica por APs na espécie bovina
Foram usados 5 animais, intoxicados com folhas dessecadas de S brasiliensis na dose de
0,38g/kg de peso corpora diariamente durante 24 dias. O experimento teve duracéo de 60
dias e foi dividido em 5 momentos (M= controle; M,=15 dias; Ms= 30 dias; M,=45 dias e
Ms=60 dias), nos quais os animais foram submetidos a bidpsias hepéticas e colheita de
sangue para exames bioquimicos. As hidpsas hepdticas foram processadas para MO,
Imuno-higoquimica e MET. Como foram observados snais dlinicos digestivos no inicio
da F semana suspendeu-se a administracéo da planta aos 24 dias. Mesmo assim as lesdes
foram progressivas, com morte de um anima aos 45 dias. A partir de My havia dteragbes
degenerativas, necrose, apoptose e megaocitose de hepatécitos associadas a fibrose portd,
centrolobular e pericdular. Foi feita morfometria por andise de imagem para colageno
total com coloracdo de Picrossirius e para dstema de fibras éadicas pela técnica de
Resorcina Fucsina de Weigert. Observou-se aumento progressivo de colégeno de M; a Ms,
com marcacdo para colagenos dos tipos | e Il em todos os compartimentos do figado;
havia dteragbes também na quantidade, locdizacdo e arranjo do sstema de fibras elésticas.
A MET havia dteracbes de membrana nuclear, de organelas, necrose hepatocdlular e
corpos gpoptdticos. As cdulas sinusoidais foram contadas pea MET, verificando-se em
M3z aumento de CK e em My e Ms aumento de cdulas Snusoidais ; muitas destas céulas
eam sgmilaes as CHEs em trangcdos As lesdes no nosso modelo experimenta por
Senecio brasiliens's em bovinos foram progressvas e irreversivels, e a fibrose de
locdlizagdo portd foi mais precoce e mas acentuada, seguida de lesbes veno-oclusvas e

fibrose pericelular. Colagenos tipos | e Il sBo encontrados em todos os compartimentos do
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figado de bovino norma com predominio do tipo . O aumento progressvo dos colagenos
em todos os compartimentos mantém a predominéncia do tipo 1. O aumento do colégeno
foi pardelo a0 aumento do sstema de fibras désticas e do nimero de cdulas snusoidais

totais.
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8. ABSTRACT

Extracdlular matrix (ECM) has been dudied on chronic hepatic lesons of experimenta
intoxication modes due to its rdlevant role in this pathologic process. Nevertheless there
ae no gpecific sudies on ECM in norma or chronicaly damaged bovine liver.
Hepatocd lular damage has been more important center of atention in chronic bovine liver
damage and ECM has been smply described. Because of this fact we decided to present a
bovine modd darting with detaled study of normd (control) liver biopsy teken from
animas before experimentd intoxication by Senecio brasliensis. This plant contans
pyrrolizidine dkaoids (PA) that causes acute or chronic progressve liver damage. The
main objetive of this project is to do quantitative and / or semi-quantitative measurement of
specific components of normd liver ECM and its change during progressve liver damage
when bovines are submitted to chronic PA intoxication. Five animals received 0,38g of dry
leaf of S braslienss per Kg of body weight oradly per day during 24 days. All but one
anima were evauated up to 60 " day. Liver biopsy and blood samples were collected on 5
moments (M= controle; M = 15" day; Ms = 30" day; My=45" day and Ms=60" day).
Biopsy samples were processed for light microscopy, immuno-hisochemisry and
transmission electron microscopy (TEM) a the begining of the 3 week some dinica
sgns indicated digestive complications and we stoped giving toxic plant on 24" day of
experiment. Liver lesions were progressive even after that day and one anima died on 45
day. From My on ligth microscopy showed hepatocdlular degenerative changes, necrosis,
agpoptoss and megdocitods plus portd, centrilobular and pericdlular  fibrogs.
Morphometric dudy by andyss of image for tota collagen was done using Picrossrius
daning and for eadic fiber sysem was done usng Weget Resorcin Fucsn daning
methods. Progressve increese of totd collagen from M; a Ms and presence of collagen
types | and Il were observed in every liver compartment. Changing in location, amount
and dispogition of dadtic fiber systlem was dso observed. Under TEM some hepatocd lular
nuclear membrane and organels damage, necrosis and apoptosis were observed. Snusoidd
cells were counted under TEM and dgnificant increase of Kupffer cdls in M3 and total
snusoidd cdls in M4 and Ms were observed. Many of these latter cells were smilar to
trangtiona hepatic dellae cdls described by other authors. Liver damege in this
experimentd modd was progressve and irreversble. Ealier and more severe fibrotic
lesons were located on portd and peri-portd tract, followed by venoclusve and
pericdlular lesons. Collagens types | and Il are present in every compartment of bovine
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normd liver with predominance of type |. Progressve increese of collagen in every
compartment does not change the predominance of type I. Increasing of collagen was

pardle to the increasing of dadtic fibers system and the number of tota Snusoidd cdlls.
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