UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

AVALIACAO DA PROLIFERACAO CELULAR E APOPTOSE
NAS HEPATOPATIAS CRONICAS

CANINAS NAO NEOPLASICAS

LEANDRO BERTONI CAVALCANTI TEIXEIRA

Botucatu - SP
Junho 2007



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

AVALIACAO DA PROLIFERACAO CELULAR E APOPTOSE
NAS HEPATOPATIAS CRONICAS

CANINAS NAO NEOPLASICAS

Dissertacdo apresentada junto ao
Programa de PoOs-Graduacdo em
Medicina Veterinaria para obtencao

do titulo de mestre.

Orientadora: Profa. Ass. Dra. Renée Laufer Amorim

Botucatu-SP
Junho 2007



Dedico este trabalho

A Deus que me guiou, me acompanhou, me

protegeu e me iluminou para que eu pudesse chegar até aqui.

Aos meus pais José Eduardo e Maria lleana, por terem me mostrado o valor de
uma vida honesta e sincera, sendo sempre meu espelho, porto seguro e razao

da minha forga.

A minha Irma Raffaella.

Deus me deu o privilégio de ter em minha irma a minha melhor amiga.

Aos meus avés, Julio, Gianfranco e Bianca, cuja saudade me faz sempre
lembrar de onde eu vim e a minha avo Lena que ainda esta conosco

representando todos eles.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a minha orientadora Renée Laufer Amorim pela
acolhida desde os tempos de residente e por me ensinar da maneira mais doce

e alegre possivel a ser um patologista.

Ao meu co-orientador Raimundo Alberto Tostes por toda a inspiracao
deste trabalho, pela amizade incondicional e por me abrir os olhos as

possibilidades da vida.

A minha irm& pelos anos de convivéncia em Botucatu, que hoje séo
passado, mas que de modo algum serdo esquecidos, pois foram a esséncia

para que eu percebesse a sua importancia na minha vida.

Ao Dr. Enio Pedone Bandarra, que junto com a minha orientadora, me
deu a oportunidade de ingressar no mundo da patologia através da minha

residéncia.

Aos professores do Servico de Patologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia — UNESP, Noeme Sousa Rocha e Julio Lopes

Sequeira, pelos ensinamentos na patologia e na vida.

A minha namorada Tatiana, que fez do nosso pouco tempo de namoro

uma vida inteira juntos.

Aos meus colegas de residéncia, Camila, Marcela e Arlete, que além e

dividirem comigo o trabalho, também dividiram sonhos, angustias e alegrias.

Aos meus amigos Everton (Coiote), Bruno (Cremilda), Tiago (Boris),
Gustavo, Bruno Menarim, Luciana Yamaguti, Pedro (Panico) e José Roberto

(Lango-lango) pelos momentos de alegria e companheirismo.



Aos meus amigos da patologia Marcela Rodrigues, Caio Burini, Giovana
Di Santis, Pedro (Panico), Rafael Torres Neto, Fabio de Andrade, Maury Raul,
Maria do Carmo Vailati, Rdmulo Lot obrigado pela amizade que se estende do

ambiente de trabalho.

Ao amigo Paulo Felipe lzique Goiozo, pelos auxilios matematicos

deste projeto.

Aos Amigos do Unipinhal Carlos, Paulo, Ricardo, Joado Francisco,
Fabricio, Wagner, Beto e Ronaldo; trabalhar ao lado de vocés torna as coisas

muito mais faceis e prazerosas.

Aos sempre presentes Cowboy e Schotch pela alegria incondicional de

todos os dias.

E a todos aqueles que por simples falta de memoéria minha néo

constam desta lista, mas que de alguma forma me ajudaram nesta caminhada.



SUMARIO

PAGINAS
RESUMO vii
ABSTRACT viii
1. INTRODUCAO 01
2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Anatomia e fisiologia hepética 03
2.2. Hepatite crénica canina 05
2.2.1. Contexto historico das hepatites crénicas em caes 06
2.2.2. Aspectos epidemioldgicos das hepatites crénicas caninas 08
2.2.3. Aspectos etioldgicos 08
2.2.4. Progressdo da doenca 13
2.3. Proliferacédo e apoptose dos hepatocitos 17
3. MATERIAL E METODOS
3.1. Selecao do material 24
3.2. Imunoistoquimica 25
4. RESULTADOS
4.1. Dados epidemiologicos 29
4.2. Avaliacao histologica 29
4.3. Analises imunistoquimicas 37
5. DISCUSSAO 47
6. CONCLUSOES 53
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 54

Vi



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. Representacdo esqueméatica das unidades morfofuncionais do
figado: I6bulo e acino hepatico. (Fonte: adaptado de RUBIN & FARBER, 1998).

FIGURA 2. Esquematizacdo da contagem de células positivas. Célula
apresentando marcacgdo nuclear fortemente positiva (seta), célula apresentando
marcacdo nuclear fraca, ndo contada (cabeca de seta), célula negativa (seta
vasada). Imunoistoquimica, Envision, anticorpo primario PCNA, DAB, contra-
coloragcdo Hematoxilina Obj 40X.

FIGURA 3. Percentual de casos de hepatite cronica distribuidos entre os graus
de fibrose

FIGURA 4. Percentual de casos de hepatite cronica distribuidos entre os graus
de infiltrado inflamatério.

FIGURA 5. FIGURA 5. Cédo, Grau 1 de infiltrado inflamatério- Infiltrado
inflamatério mononuclear peri-portal discreto. HE. (Barra 100um).

FIGURA 6. Cao, Grau 2 de infiltrado inflamatorio. Infiltrado inflamatério
mononuclear peri-portal moderado, em meio a pontes de fibrose porto-portais.
HE. (Barra 200um)

FIGURA 7. Cé&o, Grau 3 de infiltrado inflamatério - Infiltrado inflamatério
mononuclear peri-portal e parenquimal marcante, com destruicdo da placa
limitante e desarranjo das traves e hepatécitos. HE. (Barra 100um)

FIGURA 8. Cao, Grau 4 de infiltrado inflamatério — Infiltrado inflamatdrio
mononuclear severo acompanhando a fibrose intensa do parénquima ao redor de
um nédulo de regeneragéo formado. HE. (Barra 100um)

FIGURA 9. Céao, Grau 1 de fibrose— Fibrose discreta confinada aos espacos
porta evidenciada pela expansao fibrosa dos mesmos. Tricrdbmico de Masson.
(Barra 100um)

FIGURA 10. Céo, Grau 2 de fibrose — Fibrose moderada com expansao fibrosa
dos espaco porta e inicio de formacdes de pontes porto-portais. Tricromico de
Masson. (Barra 200pum)

FIGURA 11. Céo, Grau 3 de fibrose — Perda parcial da arquitetura lobular com
fiborose marcante, formacdo de septos porto-portais e porto-centrais e
aparecimento de esbogos de nddulos. (Barra 200um)

FIGURA 12. Céo, Grau 4 de fibrose — Cirrose com intensa proliferacdo de
tecido conjuntivo, proliferacéo de ductos biliares, congestao e formacéao de
um nodulo regenerativo. Tricrobmico de Masson. (Barra 100um)

FIGURA 13. A. aspecto macroscopico da face visceral de um caso de
cirrose hepatica B. Face diafragmatica do mesmo caso de A mostrando
em detalhe nodulacbes do parénquima C. Infiltrado inflamatorio
mononuclear peri-portal se disseminando para regiao lobular. HE. D.
Colestase intra-ductal marcante em um caso de cirrose, acompanhada de
proliferacédo de ductos bliares. HE. E. Ducto biliar apresentando atipias
reacionais: hipercelularidade, perda da polaridade celular e nucléolos
evidentes. HE. F. Foco de células claras (seta) em um ndédulo de
regeneracao de um caso de cirrose (Barra 20um),

FIGURA 14. Figado normal. Imunomarcacdo positiva em hepatdcitos.
Imunoistoquimica, Envision, anticorpo primario PCNA, DAB, contracoloracao
hematoxilina.

27

30

30

32

32

33

33

34

34

35

35

36

37

vii



FIGURA 15. Hepatite cronica. Imunomarcacdo positiva nuclear forte em
hepatdcitos. Imunoistoquimica, Envision, anticorpo primario PCNA, DAB,
contracoloracdo hematoxilina

FIGURA 16. Carcinoma hepatocelular. Imunomarcacdo nuclear positiva e forte
em hepatdcitos neoplasicos. Imunoistoquimica, Envision, anticorpo primario
PCNA, DAB, contracolora¢cdo hematoxilina

FIGURA 17. Hepatite Cronica.

A. Imunomarcagéo nuclear positiva e em hepatdcitos de um nddulo regenerativo
de um caso de cirrose.

B. Imunomarcacdo positiva das células ductais biliares demonstrando a
proliferacdo de células ductais biliares em éareas de fibrose. Imunoistoquimica,
Envision, anticorpo primério PCNA, DAB, contracoloragdo hematoxilina.

FIGURA 18. Figado normal. Imunomarcacao positiva nuclear em hepatdcitos.
Imunoistoquimica, Envision, anticorpo primério caspase-3, DAB, contracolora¢do
hematoxilina

FIGURA 19. Hepatite crénica. Imunomarcacdo positiva nuclear forte em
hepatdcitos. Imunoistoquimica, Envision, anticorpo primario caspase-3, DAB,
contracoloracao hematoxilina

FIGURA 20. Carcinoma hepatocelular. Imunomarcacgéo positiva nuclear forte em
hepatdcitos. Imunoistoquimica, Envision, anticorpo primario caspase-3,
DAB, contracoloracdo hematoxilina.

FIGURA 21. Figado normal imunomarcacdo negativa Imunoistoquimica,
Envision, anticorpo primario p53, DAB, contracoloracdo hematoxilina.

FIGURA 22. Hepatite crbnica. Imunomarcacao positiva nuclear em hepatocitos.
Imunoistoquimica, Envision, anticorpo primario p53, DAB, contracoloracdo
hematoxilina.

FIGURA 23. Carcinoma hepatocelular. Imunomarcacdo positiva nuclear em
hepatocitos. Imunoistoquimica, Envision, anticorpo primario p53, DAB,
contracoloracdo hematoxilina

FIGURA 24. Distribuicdo da marcacao por PCNA dos casos de hepatite cronica

FIGURA 25. Distribuicdo da marcacdo por caspase-3 dos casos de hepatite
cronica

FIGURA 26. Distribuicdo da marcacao por p53 dos casos de hepatite cronica

FIGURA 27. Percentual de positividade para caspase-3, PCNA e p53 entre 0s
diferentes grupos.

38

38

39

39

40

40

41

42

42

44

44

45

46

viii



LISTA DE QUADRO E TABELAS

QUADRO 1. Classificacao etiolégica de hepatites crdnicas e cirrose em caes
QUADRO 2. Classificagdo morfolégica de hepatites e cirrose em cées

TABELA 1. Anticorpos primarios utilizados, tipo de marcacdo, marca, diluicbes
padronizadas, kit secundario e tempo de DAB.

TABELA 2. Distribuicdo das racas de cdes em 38 casos de hepatite crénica
TABELA 3. Distribuicdo dos escores de atividade histologica por critério avaliado
em numeros absolutos e percentuais.

TABELA 4. Graus de fibrose e inflamacao e percentagem de células marcados
pelos diferentes anticorpos nos diferentes casos de hepatites crénica.

TABELA 5. Percentagem de células marcados pelos diferentes anticorpos nos

diferentes grupos.

11

12

25

28

29

40

42



TEIXEIRA, L.B.C. Avaliacédo da proliferacao celular e apoptose na doenca
hepética crénica canina ndo neoplésica. Botucatu, 2007, 61p., Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

As hepatites cronicas sdo comumente encontradas em muitas
racas de caes na pratica veterinaria e independentemente da causa evoluem
para um quadro de fibrose e consequentemente cirrose. Nos homens o0s
quadros de hepatites crbnicas e cirrose podem evoluir para lesdes displasicas
e conseqlentemente neoplasicas. Esta evolucdo do processo, como ocorre
nos homens, ndo € bem definida nos caes. Alguns autores acreditam que
possa ocorrer uma progressao das hepatites cronicas caninas para carcinomas
hepatocelulares. Marcadores imunoistoquimicos séo utilizados com o objetivo
de avaliar o potencial pré-neoplasico das hepatites cronicas caninas. No
presente trabalho, os marcadores imunoistoquimicos PCNA, caspase-3 e p53
foram utilizados com vistas a nos fornecer informacfes sobre a proliferacéo e
apoptose dos hepatdcitos e possiveis alteracdes genéticas que induzam a
carcinogénese hepatica. Os resultados obtidos mostram que as hepatites
cronicas nos cdes expressam estes marcadores em maior quantidade que o
tecido hepatico normal e de maneira mais proxima as lesdes hepaticas
neoplasicas o que permite afirmar que estas lesdes tém potencial de sofrer

alteracdes neoplésicas.
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ABSTRACT

Chronic hepatitis is usually found in several breeds of dogs
in veterinary practice, and independently of the cause it progress to a stage of
fibrosis and consequently cirrhosis. In men chronic hepatitis and cirrhosis may
progress to dysplasic and neoplasic lesions. The evolution of this process, as
occurs in men is not well established in dogs. Some authors believe that the
progression of chronic canine hepatitis for hepatocellular carcinomas can occur.
Some immunohistochemical markers can be used to assess the pre-malignant
potential of the canine chronic hepatitis. In this study, the immunohistochemical
markers PCNA, caspase-3 and p53 were used to give information about the
proliferation and apoptosis index of the hepatocytes and the possible genetic
alterations that can lead the hepatic carcinogenesis. Results show that the
expression of these markers are higher in chronic canine hepatitis than in
normal hepatic tissue and closer to the expression in the hepatocellular
carcinomas, which allows us to confirm that these lesions have the potential of

undergoing neoplasic alterations.
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1. INTRODUCAO

As hepatites crbnicas sdo comumente encontradas em muitas
racas de cdes na pratica veterinaria, sendo vista como uma doenca com
inevitavel progressao para cirrose e consequentemente um progndstico ruim
(WATSON, 2004). Apesar de ser uma das alteracdes mais frequentes na
medicina interna canina, ndo € apenas uma doenca, mas a manifestacdo
clinica de diferentes etiologias nas quais o figado se torna cronicamente
lesionado (ROTHUIZEN, 2004).

Os avancos da gastroenterologia e hepatologia veterinaria
determinaram um incremento no diagnostico de doencas hepaticas crbnicas na
populacdo canina e progressivamente, a patologia veterinaria vem ampliando o
espectro etiologico de doencas hepaticas caninas. Esta ampliacdo vem
acompanhada da necessidade de melhor entender a progressao desta doenca
uma vez que a influéncia destes agentes etiolégicos na instalacdo e progressao
das doencas hepaticas crbénicas ainda é controversa (TOSTES & BANDARRA,
2004).

Independente da causa, as hepatites cronicas evoluem para um
quadro de fibrose e consequentemente cirrose (SCHEUER, 2002;
ROTHUIZEN, 2004). Nos homens os quadros de hepatites cronicas e cirrose
podem evoluir para lesdes displasicas e consequentemente neoplasicas
(IDILMAN et al., 1998).

A carcinogénese hepatica depende de varios passos, orientados
por danos genéticos e alteracbes epigenéticas, que ocorrem por acdo de
diferentes agentes etiolégicos como inflamacdo crénica, necrose de
hepatécitos e infecgbes hepéticas virais continuas (IDILMAN et al., 1998).

Esta evolucdo do processo, como ocorre nos homens, ndo é bem
definida nos cées. A patogénese, principalmente das condi¢des infecciosas, €
intrigante, sendo que a progressdo das hepatites cronicas para carcinomas
hepatocelulares tem sido relatada por alguns autores (FUENTEALBA et al.,
1997).
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Neste contexto biomarcadores prognosticos para evolucdo da
neoplasia se mostram Uteis na identificacdo de fatores que possam induzir ou
promover a carcinogénese. No presente trabalho, o0s marcadores
imunoistoquimicos “Antigeno nuclear de proliferacéo celular” (PCNA), caspase-
3 e p53 foram utilizados com vistas a nos fornecer informacdes sobre a
proliferacéo e apoptose dos hepatdcitos e possiveis alteracdes genéticas que
induzam a carcinogénese hepatica.

Sendo assim este estudo tem por objetivos:

e Avaliar a expressdo de PCNA, caspase-3 e p53 em amostras de figados
caninos com hepatopatias cronicas.

e Avaliar a expressdo de PCNA, caspase-3 e p53 em amostra normal de
figado canino.

e Avaliar a expressdao de PCNA, caspase-3 e p53 em amostra de
carcinoma hepatocelulares canino.

e Avaliar se os graus de proliferacdo e apoptose hepética e a expressao
de p53 nas hepatopatias cronicas ndo neoplasicas sdo indicativas de

quadros pré-neoplasicos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomia e fisiologia hepatica

O figado € o maior 6rgdo parenquimatoso do organismo dos
animais e tem por fungdes principais sintetizar macromoléculas a partir de
substancias de pequeno peso molecular trazidas pelo sangue e metabolizar
substancias toxicas trazidas pela artéria hepatica e veia porta, realizando a sua
excrecao através do sistema biliar (ROTH, 1987).

Todas as funcdes quimicas do figado sdo realizadas pelos
hepatécitos e sdo dependentes de relacbes complexas entre o sistema
vascular (artéria hepatica, ramos da veia porta, sinusoides e veias centro
lobulares), os hepatécitos e o sistema de drenagem da bile (canaliculos
bililares e ductos biliares intra-hepéticos) (CRAWFORD, 2005).

Microscopicamente o figado é composto de hepatdcitos
organizados em duas subunidades funcionais: o l6bulo e 4cino hepético, sendo
que o que os difere € a estrutura que é considerada o eixo central (ROTH,
1987).

O I6bulo hepético € uma estrutura hexagonal que se orienta ao
redor de uma veia centro lobular e apresenta em suas extremidades espacgos
porta. Esta organizacdo permite a divisdo anatdbmica das camadas de
hepatocitos em zonas, sendo a que estd mais proxima da veia centro-lobular
chamada de centro-lobular, a que esta na periferia, mais préxima dos espacos
porta, chamada de periportal e a zona intermediaria chamada de
mediozonal.(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004) (Figural).

A segunda subunidade funcional € o &cino hepatico, que se
distribui ao redor dos ramos terminais da veia porta e artéria hepética e é
definido pelo parénquima que é irrigado por estes vasos, formando assim uma
estrutura triangular. O acino é divido em 3 zonas, sendo zona 1, onde
encontram-se 0s hepatdcitos anexos ao espaco porta, zona 3, que refere-se
aos hepatdcitos ao redor da veia centro-lobular e zona 2, sendo a regido
intermediaria a estas duas regides. (ROTH, 1987; JUNQUEIRA & CARNEIRO
2004) (Figural).



Leandro Bertonl cavaleantt Telxelra Reviso de Literatura

B T T -l

L PIRNSN
P N T DA TS
P T IR I P,
WA T LTINS R L R S
A FERANA A TIADUA MOV A7 A IR RS S5

r-----_-_-_-_-_-_-_l

S ——

| Acino |: | Lébulo

] F I 4 -
Veia i Hepatico Hepatico
Centro- H
lobular E

]

’

Ty

,
/
%
=
7
{3
=
e
e
B
&
{
b
\
'\

1
1
1

1

]

[]
]
1

Y

Figura 1. Representagcdo esquematica das unidades morfofuncionais do figado: I16bulo
e acino hepatico. (Fonte: adaptado de RUBIN & FARBER, 1998).

O figado possui uma reserva funcional e uma capacidade
regenerativa consideraveis. Em animais sadios, mais de dois tercos do
parénquima hepético pode ser removidos sem que haja prejuizos significativos
da funcdo hepética e a massa hepatica pode se regenerar em questao de dias
(CRAWFORD, 2005).

Em todas as espécies, distlrbios da funcdo hepatica tendem a
produzir sinais semelhantes, independente da causa, mas tais sinais somente
se manifestam quando a capacidade de reserva e regeneracado do figado séo
sobrepujadas. Sendo assim, somente lesGes que afetam o figado difusamente

sdo capazes de produzir sinais de insuficiéncia hepatica (CRAWFORD, 2005).
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2.2 Hepatite cronica canina

A hepatite crénica pode ser definida como uma doenca hepética
de curso cronico e prolongado, com atividade necro-inflamatoria e persisténcia
de alteracdes laboratoriais por pelo menos quatro meses (THORNBURG,1988).

As hepatites crbnicas sdo comumente encontradas em muitas
racas de caes na pratica veterinaria, sendo vista como uma doenca, em seu
curso natural, com inevitavel progressao para cirrose e consequientemente um
prognéstico ruim (WATSON, 2004).

Apesar de ser uma das afeccOes mais frequentes na medicina
interna canina, ndo é apenas uma doenca, mas a manifestacdo clinica de
diferentes etiologias por onde o figado se torna cronicamente lesionado
(ROTHUIZEN, 2004).

Independente da causa, as hepatites crbnicas sao caracterizadas
pela perda da capacidade de regeneracdo do figado em combinacdo com a
formacdo de fibrose (ROTHUIZEN, 2004). A fibrose € uma resposta a agressao
hepatica, normalmente decorrente de lesbes de curso prolongado e
caracterizada pelo aumento da deposicado de coldgeno e outros componentes
da matriz extra celular no figado (TOSTES & BANDARRA, 2004). A associacéo
de fendbmenos de agressao hepatocelular, colapso e deposicdo de colageno,
destruicdo da arquitetura lobular e regeneracdo hepatocelular formam um
conjunto de alteracdes que favorecem a fibrose difusa do parénquima hepatico
que, somada a presenca de ndédulos de regeneracao, define cirrose hepatica
(TOSTES & BANDARRA, 2004). A cirrose constitui-se como um quadro

terminal da doenca hepatica crénica que é acompanhada de marcante
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distorcdo arquitetural com alteracBes circulatérias e metabdlicas dramaticas

para o figado (STROMBECK et al., 1998).

2.2.1 Historico das hepatites crénicas em caes

Os estudos das hepatites crénicas caninas tém como base as
pesquisas das hepatites cronicas em pacientes humanos. Obviamente existe
uma grande disparidade de recursos entre as pesquisas envolvendo cées e
humanos, principalmente no que diz respeito ao acompanhamento dos casos
de hepatite crénica por um longo prazo. Mas € importante valorizar os modelos
experimentais, as classificacbes em humanos e tentativas de classificacdes
veterinarias, que juntos servem de suporte para os estudos atuais de
hepatologia canina (TOSTES, 2002).

No homem as hepatites cronicas passaram a ser mais estudadas
a partir da segunda guerra mundial. Nas décadas de 50 e 60 as descobertas de
etiologias virais e auto-imunes das hepatites trouxeram a tona nomenclaturas e
conceitos relacionados a hepatite cronica, que comecgou a ganhar importancia
(BATTS E LUDWING, 1995; LUDWING, 1995).

Nas décadas seguintes, com a descoberta de novas formas virais
de hepatite em humanos e a caracterizacdo de um espectro etiolégico mais
amplo gracas a novas técnicas diagnoticas, houve um aprimoramento da
classificacdo das hepatites crbnicas e a incorporacdo de novos critérios de
analise histologica (ISHAK, 1994; BATTS E LUDWIG, 1995). Em medicina
veterinaria o termo hepatite crénica ativa apareceu pela primeira vez em 1976

(STROMBECK et al., 1976), e logo se sucederam as publicacdes de varios
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trabalhos (BISHOP et al., 1979; DOIGE E LESTER, 1981; JOHNSON et al.,
1982; THORNBURG, 1982; CRAWFORD et al., 1985; SARLI, 1992).

As classificacfes veterinarias seguiram o rumo das classificacdes
das hepatites no homem, mas sem levar em consideragao as inadequacgdes de
algumas nomenclaturas. Sendo assim, HARDY (1985), SEVELIUS et al.
(1994), DILL-MACKY (1995) e FUENTEALBA (1997) compilaram alguns
achados histolégicos que fundamentavam as classificacbes humanas e
classificaram as hepatites cronicas caninas.

Apesar destas classificacbes, € notoria a dificuldade de se
realizar uma unificacdo da nhomenclatura veterinaria para as hepatites crénicas
caninas (TOSTES, 2002). Muitos processos crbnicos que acometiam o0 céo
eram pobremente entendidos até a realizacdo de trabalhos experimentais no
final da década de 80 (STROMBECK et al., 1988; TSUKAMOTO et al., 1990;
BOOTH et al., 1992). Além disso, o fato de ndo se dispor de acompanhamento
dos casos de hepatite cronica desde a primeira abordagem até a instituicdo do
tratamento, impossibilita a definicAo de muitas formas de hepatite em cées
(CENTER, 1995a; 1996a). No que se refere ao diagndstico, a bidpsia hepatica
€ amplamente utilizada nas hepatopatias para a avaliacdo, classificacéo,
estadiamento do paciente e delineamento dos seus fatores prognoésticos, sendo
considerada o diagnéstico definitivo (ROTH, 1987; JOHNSON e SHERDING,
1998).

As formas crbnicas de hepatites em cées tém sido classificadas
principalmente do ponto de vista morfolégico (CENTER, 1995 e TOSTES,
2002). Apesar da existéncia de extensas descricbes morfoldgicas de hepatites

cronicas e de uma grande variedade de classificacdes propostas, a maioria dos
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casos de hepatites crénicas ainda € referida como idiopéatica (CHOUINARD et
al., 1998; BOISCLAIR et al. 2001, STERCZER et al., 2001 e VATNE, 2002).
Uma questao que tem sido relevante € se as classificacdes de hepatite cronica
prescindem ou ndo da referéncia a etiologia, pois nas hepatites humanas €&
fundamental a indicacdo ou sugestdo da etiologia do processo com vista a

considerar a melhor terapia. (TOSTES & BANDARRA, 2004).

2.2.2 Aspectos epidemioldgicos das hepatites crénicas caninas

Do ponto de vista epidemiolégico, as hepatites cronicas caninas
ocorrem com maior freqiéncia em animais com idade entre um e sete anos
(ANDERSSON & SEVELIUS, 1991). Algumas racas de cdes sdo predispostas
a desenvolverem hepatites cronicas, como os Cockers Spaniel americanos,
West Highland White Terriers, Retriviers do Labrador e Doberman Pinschers
(HARDY, 1985; CENTER 1996). Em cédes da raca Bedlington Terriers e West
Highland White Terriers o processo esta relacionado a uma anomalia congénita
no metabolismo cuprico (THORNBURG et al., 1996).

N&o ha claras evidéncias acerca de uma possivel predisposicéo
sexual, exceto no caso dos Doberman Pinschers, nos quais as hepatites

cronicas prevalecem nas fémeas (SPEETI et al., 1998).

2.2.3 Aspectos etioldgicos

Nos humanos, a maioria dos casos de hepatites cronicas tém
uma etiologia definida, sendo que apenas algumas permanecem idiopaticas

(hepatites criptogénicas) (WATSON, 2004). A causa mais comum de hepatite
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cronica nos humanos é a viral, principalmente as hepatites B e C. Em uma
estimativa, 300 milhdes de pessoas no mundo estédo infectados com o virus da
hepatite B e 120 milh&es com o virus da hepatite C (WATSON, 2004).

Em contraste, em cées, a causa é geralmente desconhecida, e o
diagnéstico entdo inespecifico. Ao contrario dos humanos o termo “hepatite
cronica” definida histologicamente tornou-se um diagnostico (WATSON, 2004).

As formas definidas de hepatite cronica em caes sdo: hepatite
cronica ativa; hepatite crénica persistente; colangiohepatite cronica; hepatite
cronica lobular e hepatite lobular dissecante (TOSTES, 1998). Destas, a mais
comum em cdes € a hepatite crbnica ativa (ROTHUIZEN, 1997), que
STROMBECK e GRINBBLE (1978) definiram clinicamente como uma doenca
onde um processo inflamatorio crénico e agudo coexistem.

O entendimento das causas de hepatites cronicas, com excecao
da doenca de armazenamento de cobre nos Bedlington Terriers, mudou muito
pouco nos ultimos 30 anos, sendo na maioria dos casos consideradas
“idiopaticas”, e de tratamento inespecifico e sintomatico com prognostico
incerto (WATSON, 2004).

Dentre as principais causas de hepatites crénicas destacam-se o
virus da hepatite infecciosa canina, leptospirose e 0 uso crbénico de
corticosterdides e anticolvulsivantes (FUENTEALBA et al., 1997).

Doencas imunomediadas, condi¢des inflamatdrias do pancreas e
trato gastrointestinal, doenca do armazenamento hepatico de cobre nos
Bedlington Terriers e West Highland White Terriers, e doencas associadas ao
cobre dos Sky Terriers também estdo associados as hepatites cronicas,

culminando com o estagio final de fibrose hepatica (FUENTEALBA et al.,
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1997). Adicionalmente hepatites variando de aguda a crbénica tém sido
observadas na Escécia ocasionadas pelo virus de células acidéfilas (JARRET
& O'NEIL, 1985, JARRET et al., 1987), um agente etiolégico ainda néo isolado
e cuja real importancia como causador de hepatite cronica permanece uma
incégnita.

Ja foram relatadas hepatites cronicas toxicas causadas pela
utiizacdo de farmacos anticonvulsivantes como fenobarbital e primidona
(DAYRELL-HART et al., 1991; DILL-MACKY, 1995; THOMAS et al., 1996;),
antiparasitarios como associacdo de dietilcarbamizina e oxibendazol (HARDY
et al., 1989) e a exposicao a aflatoxina (LITTLE et al., 1991).

A participacdo de processos metabdlicos como o acumulo de a-1
antitripsina como causador de hepatite cronica em cades e existéncia de
hepatites auto-imunes nesta espécie tém sido discutidas (ANDERSSON e
SEVELIUS, 1992; SEVELIUS et al., 1994).

Recentemente tem-se especulado a participacdo de novos
agentes etiolégicos infecciosos como o Helicobacter ssp. e protozoarios do
género Leishmania infantum no espectro de provaveis causadores de hepatites
cronicas (FOX et al., 1996; RALLIS et al.,, 2005). O Quadro 1 lista a
classificacdo etiolégica atual das hepatites crbnicas caninas e para fins de
comparacao o Quadro 2 apresenta a classificacdo morfolégica de hepatites e

cirrose em caes.
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QUADRO 1. Classificacao etiolégica de hepatites crbnicas e cirrose em caes

| Hepatopatia associada ao cobre
a) Primaria: Bedlington terrier, West Highland White terrier, outras
b) Secundaria
Il Hepatite Infecciosa
a) Hepatite infecciosa canina
b) Leptospirose
c) Virus de células acido&filas
Il Hepatopatia induzida por toxinas e drogas
a) Anticonvulsivantes
b) Dietilcarbamazino-oxibendazol
c) Carprofeno (?)
d) Outras
IV Hepatopatia associada a distirbios metabdlicos
a) Deficiéncia de a-1 antitripsina
b) Defeito no metabolismo de glicoproteinas (?)
V Hepatites idiopaticas

Fonte: CENTER, 1996b; VATNE, 2002.

A progressdo da enfermidade aguda para a cronicidade esta
condicionada a etiologia do processo (TOSTES & BANDARRA, 2004). Nas
hepatites infecciosas provocadas por Leptospira ou Adenovirus Canino Tipo -1,
a lesdo hepatocelular pode evoluir insidiosamente por meses ou anos até
manifestar alguma alteracdo clinica; quadro que encontra um evidente
paralelismo nas hepatites virais do tipo B e C em pacientes humanos (TOSTES
& BANDARRA, 2004).

A dificuldade de se estabelecer diagnoésticos definitivos das
hepatites crénicas caninas fica evidenciada em um recente trabalho realizado
por Boomkens et al., (2005) que utilizaram a técnica de Reacéo de polimerase
em cadeia (PCR) para identificar possiveis agentes infecciosos (Hepdnavirus,
virus da Hepatite A, C e E, Adenovirus canino, Parvovirus canino, Helicobacter
ssp, Leptospira ssp e Borrelia ssp) em 98 amostras de figado de caes com

hepatite. Os autores ndo conseguiram detectar nenhum destes agentes pela

11
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técnica de PCR nas amostras de figado, concluindo que as hepatites nos caes

ndo sdo causadas por agentes homodlogos aos agentes causadores de

hepatites em outras espécies.

Sem levar-se em consideracdo o Adenovirus Canino, sabe-se

muito pouco sobre as outras causas infecciosas de hepatites crbénicas e

agudas. Porém sabe-se, pelo menos, que alguns poucos casos de hepatites

caninas sdo causados pelo Adenovirus Canino (ROTHUIZEN, 2004), e a

similaridade entre hepatites em cées e hepatites virais em humanos e outras

espécies em que elas ocorrem (esquilos, ratos, garcas, castores e patos) torna

dificil acreditar que os cdes séo a Unica excecao a regra de que as hepatites

sdo mais comumente uma doenca viral (IDILMAN et al., 1998; ROTHUIZEN,

2004).

QUADRO 2. Classificacdo morfolégica de hepatites e cirrose em caes

Hepatite aguda

Hepatite reativa inespecifica
Outras hepatites secundarias

Hepatite crénica inespecifica
Hepatite crbnica

Hepatite crbnica progressiva
Hepatite cronica ativa
Hepatite crbnica persistente
Hepatite crbnica lobular
Hepatite crbnica agressiva
Hepatite lobular dissecante

Cirrose hepatica (macro e micronodular)

Colangiohepatite crénica
Colangite
Cirrose biliar

Hepatite granulomatosa

Fibrose portal
Fibrose hepatica idiopatica

Fonte: VATNE, 2002
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2.2.4 Progresséo da doenga

E dificil caracterizar a transformacdo de uma hepatite de fase
aguda para crénica; clinicamente a transicéo € sutil e a avaliacdo histoldgica é
fundamental para determinar o grau de severidade da doenca (CENTER,
1996a; CENTER 1996b, SCHEUER, 2002; TOSTES et al., 2002b).
Independente da causa, as hepatites cronicas evoluem para um quadro de
fibrose e consequentemente cirrose (SCHEUER, 2002).

A fibrose é a resposta a agressdo hepatica, normalmente
decorrente de lesdes de curso prolongado e é caracterizada pelo aumento da
deposicao de colageno e outros componentes da matriz extracelular no figado
(THORNBURG, 1983). A associacao de fenbmenos de agressao hepatocelular,
colapso e deposicdo de colageno, desestruturacdo da arquitetura lobular e
regeneracao hepatocelular formam um conjunto de alteracdes que favorecem a
fibrose difusa do parénquima hepatico, que somada a presenca de nodulos de
regeneracdo, definem a cirrose hepatica (GAYOTTO & ALVES, 1995;
TOSTES, 2002).

A cirrose é o quadro terminal da doenca hepatica, onde ocorre
septacédo conjuntival cicatricial difusa do parénquima hepatico com formacéo de
nodulos de regeneracdo hepatocelulares, levando a marcante distorcao
arquitetural e alteracdes circulatorias e metabodlicas dramaticas para o 6rgao
(ANTHONY et al.,, 1978; JOHNSON, 1985; TWEDT, 1985; SARLI, 1992;;

CRAWFORD, 1999).

13
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Nos homens os quadros de hepatites crénicas e cirrose podem
evoluir para lesbes displasicas e consequentemente neoplasicas (IDILMAN et
al., 1998). Esta evolucdo do processo, como ocorre hos homens, ndo é bem
definida nos cées, a patogénese, principalmente das condicfes infecciosas, é
intrigante, sendo que a progressdo das hepatites cronicas para carcinomas
hepatocelulares tem sido indicada por alguns autores (FUENTEALBA et al.,
1997).

Uma relacéo entre uma doenca viral e cancer € vista na interacao
entre o virus da hepatite B e carcinomas hepatocelulares nos humanos
(FUENTEALBA et al., 1997;) e na infeccdo pelo Hepadnavirus e carcinomas
hepatocelulares em castores, esquilos terrestres, patos e garcas
(FUENTEALBA et al., 1997; IDILMAN et al., 1998).

Alguns estudos indicam que portadores do virus da hepatite B
dos humanos tém 200 a 300 vezes mais chance de desenvolver carcinomas
hepatocelulares do que a populacdo em geral (IDILMAN et al., 1998).

Em um estudo retrospectivo de 79 casos de hepatites cronicas
em caes, SEVELIUS (1995), revelou que 2,5% dos cdes com hepatites
cronicas tiveram uma evolucdo do quadro hepatico para neoplasias hepaticas.

Nos homens, os carcinomas hepatocelulares ocorrem em quase
todos os casos com um antecedente de cirrose hepatica (LOGUERCIO et al.,
2003). Estudos apontam que a cirrose esta presente em 90% dos pacientes
humanos com carcinomas hepatocelulares, e estes raramente ocorrem na
presenca de hepatites cronicas sem cirrose (IDILMAN et al., 1998;

LOGUERCIO et al., 2003).
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O carcinoma hepatocelular € uma das neoplasias fatais mais
comuns nos homens (TANNAPFEL et al.,, 1999). Os fatores de risco mais
importantes no desenvolvimento desta neoplasia em humanos estao
associados ao sexo (masculino), uso de horménios sexuais (andrégenos e
progesteronas), consumo de &lcool, exposicdo a aflatoxina B, desordens
metabolicas do figado e principalmente a presenca de cirrose e infeccdo
cronica pelos virus da hepatite B e C (IDILMAN et al., 1998).

Nos caes as neoplasias hepaticas primarias perfazem 0,6 a 1,3%
de todas as neoplasias caninas, e incluem os adenomas e carcinomas
hepatocelulares e adenomas e carcinomas colangiocelulares (RAMOS-VARA
et al., 2001).

Os carcinomas hepatocelulares sdo as neoplasias hepaticas
primarias mais comuns em caes e perfazem cerca de 50% de todos os
tumores. Os machos sédo mais afetados e mais de 80% dos tumores ocorrem
em animais com mais de 10 anos (STROMBECK & GUILFORD,1996; LIPTAK
et al., 2004)

A etiologia dessa neoplasia esta geralmente ligada a processos
toxico-ambientais tais como exposicdo a aflatoxina; mas a utilizacdo ou
exposicdo a drogas como tetracloreto de carbono, aminas aromaticas,
pesticidas organoclorados, griseofulvina e outros também tém sido indicados
como promotores de neoplasias hepaticas (STROMBECK & GUILFORD,
1996). Uma etiologia viral, assim como acontece com os homens no caso de
hepatite B e C, tem sido demonstrada em castores, mas esses indicios ainda
sdao fracos em caes (LIPTAK et al., 2004). Cirrose € rara em caes com

carcinomas hepatocelulares (PATNAIK & LIEBERMAN, 1980). Em um estudo,
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20% dos caes com carcinoma hepatocelular apresentavam outros tipos de
tumor, principalmente tumores neuroenddécrinos. Ainda nado foi estabelecida
nenhuma predisposicdo sexual ou racial para caes com carcinoma
hepatocelular, apesar de os Schnauzers miniaturas e os machos serem
representados em maior nimero em alguns estudos (PATNAIK, 1980).

A localizacao dos tumores é um fator progndstico para carcinoma
hepatocelular em cées, pois tumores localizados do lado direito e afetando os
lobos lateral direito e lobo caudado apresentaram progndéstico pior,
principalmente pela dificuldade de resseccéo cirargica (LIPTAK, 2002). Outro
fator progndstico em cées é tipo morfolégico, tendo os difusos e nodulares pior
progndéstico que os massivos (LIPTAK, 2004).

A carcinogénese € um processo que depende de varios passos,
orientados por danos genéticos e alteracdes epigenéticas, que ocorrem por
acdo de diferentes agentes etiologicos como inflamacgéo crénica, necrose de
hepatocitos e infeccdes hepaticas virais continuas (IDILMAN et al., 1998).

Neste cenario a carcinogénese hepéatica tem sido estudada e
alteracbes em genes especificos sugerem que podem ocorrer caminhos
alternativos. Trés mutacdes genéticas especificas permitem dividir os
carcinomas hepatocelulares humanos em dois grupos, um apresentando
mutacao no gene (3-catenina e outro apresentando mutacdes nos genes p53 e
axina-1. As diferentes vias de carcinogénese destes dois grupos estéo
correlacionadas a etiologia, uma vez que os do segundo grupo estédo
correlacionados a presenca do virus da hepatite B e os do primeiro néo

(PITOT, 2001)
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2.2.5 Proliferacéo e apoptose dos hepatocitos

A atividade regenerativa hepatocelular e apoptose dos
hepatécitos sdo mecanismos importantes e necessarios para a manutencao da
homeostase do figado (FARINATI et al., 2001; CANCHIS et al., 2004). O figado
€ um 0Orgdo que apresenta renovacgao celular lenta, sendo a vida média dos
hepatécitos estimada em 200 a 400 dias (MAGAMI et al., 2002). Em contraste
exibe uma habilidade Unica de se regenerar em resposta a ressecc¢do cirurgica
parcial, toxicidade quimica e infec¢des virais (CANCHIS et al., 2004). A maioria
dos hepatdcitos se desenvolve na vida pos-natal e a proliferacéo celular ocorre
em todas as regibes do l6bulo hepatico ndo se limitando a nenhuma zona

especifica (MAGAMI et al., 2002).

Para que ocorra a proliferacdo, as células tém que entrar em um
processo complexo, o ciclo celular. Este controla o crescimento e proliferagéo
das células, desenvolvimento dos organismos, regulacéo e reparo dos danos
do DNA, hiperplasia dos tecidos em resposta a injuria e doengcas como 0
cancer. Envolve inimeras proteinas regulatorias que controlam a célula através
de sequéncias especificas de eventos, que culminam com mitose e producdo

de duas células filhas (SCHAFER, 1998).

Sendo assim os hepatécitos devem entrar em uma fase inicial,
um processo reversivel que é necessario para a progressao da fase quiescente
GO para a fase G1 do ciclo celular. Um balan¢o entre a sinalizacao através de
citocinas e a expressdo de genes reguladores pro-inflamatorios,

transcripcionais e anti-proliferativos durante a fase inicial estimula a progressao
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dos hepatdcitos para a fase G1, assim progredindo para a fase S, que é
caracterizada subsequentemente pela mitose e proliferacdo do hepatécito
(CANCHIS et al., 2004). Portanto, os processos inflamatérios hepaticos podem
exercer um papel critico na promocao da proliferacdo hepatica (CANCHIS et
al., 2004).

Como na replicacdo, a apoptose celular € controlada por uma
rede de mecanismos de sinalizacdo positivos e negativos. As alteracdes na
morte programada das células estdo implicadas na patogénese de doencas
auto-imunes, degenerativas, senis e infeccdes virais (FARINATI et al., 2001). A
apoptose desempenha um papel significante no curso da morte dos
hepatocitos nas hepatites cronicas e agudas, pois esta envolvida na remocao
de hepatdcitos lesionados ou infectados (POLAT et al., 2001).

Apoptose excessiva pode resultar em lesdes celulares e
disfuncéo tecidual ou atrofia, enquanto que a supressdo da apoptose pode
resultar em hiperplasia tecidual e promover a carcinogénese (PATEL, 2000).

A proliferacdo celular e a apoptose sdo processos altamente
regulados que tém por funcdo manter a homeostasia em organismos
multicelulares. A perda da regulacdo destes processos esta envolvida
diretamente com a carcinogénese hepatica bem como em outros 6rgéaos, e
também esta implicada no desenvolvimento de um amplo espectro de doencas
como infeccbes virais, lesdes imuno-mediadas, lesGes toxicas, desordens
metabolicas e inflamatdrias (PATEL, 2000; FARINATI et al., 2001; CANCHIS et
al, 2004;).

A proliferacao celular anormal é uma alteracéo bioldgica inicial no

processo de carcinogénese, que pode ser particularmente importante na
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auséncia de um aumento concomitante da apoptose (FARINATI et al., 2001). A
desregulacdo da apoptose pode permitir a sobrevivéncia de células que
sofreram transformacfes malignas, e a falha dessas células transformadas em
entrarem em apoptose pode contribuir para a expansao clonal (PATEL, 2000).

Em um estudo recente, a proliferacdo dos hepatdcitos mostrou-se
ser um fator de prognéstico confiavel para o desenvolvimento de carcinomas
hepatocelulares em humanos com cirrose associada ao virus da hepatite C
(CANCHIS et al, 2004).

Neste contexto, a utilizacdo de técnicas de imunoistoquimica com
anticorpos monoclonais tem sido de grande valia para o reconhecimento de
epitopos de antigenos expressos por células em proliferacdo (MADEWELL,
2001).

O PCNA (antigeno de proliferacéo celular nuclear) é uma proteina
nao histbnica de 36-kd auxiliar da DNA polimerase que se expressa em
abundancia em células em proliferacdo. Ele esta presente somente na fase G1,
S e G2 do ciclo celular (SARLI et al., 1995; SAFTOUI et al., 2003). A sua
expressao comeca no final da fase G1, atinge 0 seu pico maximo na fase S e
permanece alta na fase G2 e M devido a sua longa meia vida (PENA et al.,
1998). Ele faz parte de uma familia de proteinas chamada de “familia de
deslizamento da fita de DNA”, que tem como funcado proporcionar a ligacdo das
polimerases replicantes a fita de DNA, o que é necessario para a duplicacao do
genoma (MAGA & HUBSCHER, 2003).

O PCNA também estd relacionado com varias proteinas
envolvidas em diversos processos relacionados com o DNA, tendo participacéo

na replicacdo do DNA, no seu reparo, no controle do ciclo celular, no
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metabolismo da cromatina, na expressdo génica e na apoptose (MAGA &
HUBSCHER, 2003).

Imunomarcacao de PCNA pelo clone PC10 tem sido relatada em
varios tecidos animais e humanos, inclusive figados, fixados em formalina e
processados em parafina (SARLI et al., 1995; ASSY, et al., 1998; PENA et al.,
1998; SAFTOUI et al., 2003; SHEN et al., 2003; KOUKOULIS et al., 2005;)

A marcacdo imunoistoquimica das células por PCNA é uma
técnica muito util no estudo da atividade proliferativa de tecidos e tumores e se
correlaciona com o prognaostico de varios tumores malignos (SARLI et al., 1995;
SHEN et al., 2003).

Nas infec¢cdes pelo virus da Hepatite B e C nos homens, a
expressdo de PCNA tem sido utilizada como um marcador prognostico de
desenvolvimento de carcinomas hepatocelulares associados a processos
inflamatorios, e com a presenca de lesbes nodulares hiperplasicas e
displasicas em pacientes cirréticos (KRONENBERGER et al., 2000).

No cdo a expressdo de PCNA tem sido demonstrada de grande
valia como fator progndstico em tumores mamarios, correlacionando-se com
metéastase e sobrevida (PENA et al., 1998).

A expressdo de PCNA também se correlaciona com outros
métodos de analise de proliferacdo celular como a expresséo de Ki-67, técnica
de Agnor, porcentagem de células em fase S e indice mitotico. (SARLI et al.,
1995; PENA et al., 1998; SAFTOUI et al., 2003).

SAFTOUI et al. (2003) demonstraram através da analise da
expressdo de PCNA, que existe uma evolucdo progressiva dos indices

proliferativos de nddulos regenerativos para nodulos displasicos e carcinoma
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hepatocelular nas hepatites crénicas dos homens, e que na cirrose hepatica a
proliferacdo celular é o fator preditor individual mais forte de carcinoma
hepatocelular.

Neste mesmo contexto, as caspases sdo mediadores cruciais no
processo de apoptose, e entre elas, a caspase-3 se destaca como a caspase
executora final, essencial para as alteracdes nucleares associadas a apoptose
(PORTER & JANICKE, 1999).

Apoptose no figado tornou-se o foco de muitas pesquisas desde
que ficou aparente que a perda do seu controle estad patofisiologicamente
envolvida nas doencas hepaticas (SCHUMANN & GALLE, 2001).

Uma variedade de técnicas podem ser utilizadas para a deteccéo
de células em apoptose no tecido hepatico, entre elas a simples contagem de
corpos apoptoticos pela coloracdo de Hematoxilina e Eosina, demonstracdo da
clivagen de DNA pela ténica de TUNEL e a utlizacdo de técnicas
imunoistoquimicas utilizando anticorpos principalmente contra Bcl-2 e caspase-
3 (PATEL, 2000).

Estudos recentes indicam que a ativacdo das caspases € 0
indicador mais especifico do mecanismo de morte celular programada e que,
mais ainda, a identificacdo da caspase-3 como agente efetor final torna a sua
deteccdo um indicador Unico e extremamente sensivel de apoptose (GOWN &
WILLINGHAM, 2002).

O gene supressor de tumor p53 tem como acdo caracteristica a
inducéo tanto da parada do crescimento celular como da apoptose. Os niveis
de p53 rapidamente aumentam apds danos no DNA (ZORNIG et al., 2001),

pois este gene tem a capacidade de reconhecer e se ligar a varios tipos de
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danos e assim promover a parada do ciclo celular, e em casos de danos mais
severos ao material genético, induzir a apoptose da celular (SCHAFER, 1998;
ZORNIG et al., 2001). Apés o dano no DNA, células com p53 mutante ndo
param o ciclo celular, assim, a habilidade da célula de reparar os erros
cromossOmicos antes da mitose é perdida, e quando ocorre a mitose este erro
se fixa no genoma (SCHAFER, 1998).

E amplamente aceito que alteragdes que afetam o gene p53
estdo entre as alteragcdes mais comuns que ocorrerem durante a progressao
maligna em diversos tipos de neoplasias (AKYOL et al., 1999). Mutacdes no
p53 tém sido identificadas em 50-55% de todas as neoplasias malignas nos
homens (MULLAUER, 2001) Estas mutacdes ocorrem em regides do p53
essenciais para a ligagdo com o DNA (MULLAUER, 2001) e resultam em
mudancas na conformac&do da molécula do p53 que se torna mais estavel e
passivel de ser identificada pelas técnicas de imunoistoquimica (SCHAFER,
1998: AKYOL et al., 1999).

Em geral as mutac¢des do p53 sdo mais freqientes em neoplasias
mais agressivas e tém relacdo com piores prognésticos (MULLAUER, 2001).

A expressdo de p53 tem sido estudada em hepatites crbnicas e
carcinomas hepatocelulares em humanos, e mostrou uma correlacéo
significativa com a proliferacdo celular e com a progressdo das hepatites
cronicas para o carcinoma hepatocelular (AKYOL et al., 1999; LOGUERCIO, et
al., 2003). Varios trabalhos também tém estudado a significancia do gene
supressor de tumor p53 na carcinogénese nos homens e cédes (LEE et al.,
2004). Nos caes a expressdo de p53 mostrou-se um bom indicador prognostico

nos casos de neoplasias 0sseas (LOUKOPOULOS et al., 2003), mas em
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contraste, nos mastocitomas esta correlacdo nao foi estabelecida (GINN et al.,

2000; JAFFE et al., 2000).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Selecao do material

O presente trabalho foi aprovado pela Camara de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
UNESP de Botucatu.

O material foi selecionado de outras pesquisas com figado canino
realizadas no Servico de Patologia Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterinaria — UNESP — Botucatu, sendo triados um total de 38 casos com
diagndstico de hepatite cronica.

Os figados eram colhidos de caes que vieram a ébito com ou sem
histéria de afeccdo hepatica, sendo a necropsia realizada no maximo 24 horas
ap6s a morte do animal e o material coletado de regibes do 6&rgéo
representativas das lesoes.

Os diagnosticos de hepatite crénica basearam-se em critérios
morfolégicos com maior relevancia ao infiltrado inflamatério mononuclear e
graus de fibrose. Foram utilizados também um caso de carcinoma
hepatocelular e um figado normal que serviram de referéncia para a
comparacao das médias de positividades dos marcadores imunoistoquimicos
dos achados de hepatites cronica.

Os blocos de parafina foram entdo separados e, com 0 objetivo
de avaliar a morfologia e reclassificar as lesdes, foram confeccionados em
micrétomo rotativo, novos cortes histolégicos com espessura de trés um, que
foram colocados em estufa para desparafinizar e posteriormente corados pela
coloracdo de Hematoxilina e eosina (HE) e Tricrbmico de Masson.

A avaliacdo das laminas, em microscopio 6ptico foi realizada
inicialmente em menor aumento (32X), seguindo-se para 0S aumentos
subsequentes (100x, 250x e 400x). O aumento de 32x auxiliou a visualizacéo
global do material, permitindo avaliar o grau de fibrose do material e a
localizacdo do infiltrado inflamatério, e os aumentos de 100x, 250x e 400x
foram utilizados para verificagdo do tipo celular predominante no infiltrado

inflamatorio e das alteragdes hepatocelulares.
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Todos o0s casos que se enquadravam no diagndstico de hepatite
crbnica, independentemente da etiologia, foram incluidos no experimento e
classificados quanto ao grau de fibrose tendo como base a utilizagdo de um
escore semi-quantitativo segundo TOTES (2002).

Os casos foram subdivididos quanto a fibrose em 4 grupos de
acordo com a proliferacdo de tecido conjuntivo: grupo 1 (expanséo fibrosa dos
espacos porta); grupo 2 (expansdo fibrosa portal com septos); grupo 3
(preservacdo apenas parcial da arquitetura lobular com septos porta-porta e
porta-centro e esboc¢os de nddulos) e grupo 4 (cirrose ou predominio de areas
nodulares em relacdo a I6bulos remanescentes) e quanto ao grau de infiltrado
inflamatdrio em outros 4 grupos: grupo 1 (infiltrado discreto); grupo 2 (infiltrado
moderado); grupo 3 (infiltrado marcante) e grupo 4 (infiltrado severo).

3.2 Imunoistoquimica

Para realizacdo da técnica de imunoistoquimica, os blocos de
parafina foram novamente cortados em micr6tomo com espessura de trés um e
distendidos em laminas histolégicas previamente preparadas com
Organosilano (Sigma-Aldrich A3648) com o intuito de promover maior
aderéncia dos cortes as laminas, evitando a perda do material durante o
procedimento imunoistoquimico. As laminas foram estocadas em estufa com
temperatura entre 55 e 58°C por 24 horas, e transferidas para cubas de vidro
vertical.

A técnica de imunoistoquimica seguiu o protocolo do Laborat6rio
de Imunoistoquimica do Servi¢o de Patologia da FMVZ — UNESP — Botucatu.

A desparafinizacao foi realizada com dois banhos em xilol de 30
minutos cada em temperatura ambiente. O processo de desidratacdo foi
realizado com passagens em alcool 95°, em alcool absoluto (trés vezes de trés
minutos), alcool 95° e alcool 85°.

Em seguida foi realizada a recuperacdo antigénica pelo calor,
etapa esta que tem como objetivo a liberacdo dos epitopos antigénicos do
tecido blogueados pela solucao fixadora (formol 10%).

Procedeu-se entdo a recuperacdo antigénica para todos os

anticorpos com a solucédo de citrato 10mM, pH 6,0, solucdo esta, pré-aquecida
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em banho-Maria a 96°C. Apdés o pré-aguecimento as laminas foram
introduzidas na solucdo e mantidas por 25 minutos.

Apoés o resfriamento do material seguiu-se com dez lavagens em
agua destilada.

O blogueio da peroxidase enddgena foi realizado com &agua
oxigenada 10 volumes, realizando-se dois banhos de 10 minutos cada e em
seguida, lavou-se o material em agua destilada e posteriormente em solucao
tampéo de TRIS HCI pH 7,4 (Trizma base, Sigma, T1503; NaOH P.A Merck,
106404.1000) por 10 minutos em duas trocas de cinco minutos cada.

As laminas foram retiradas das cubas de vidro e foram
depositadas em camara umida para incubacdo com BSA 1% (Albumina sérica
bovina — Sigma A7906) durante uma hora em temperatura ambiente. Este
procedimento tem a finalidade de reduzir as marcac¢des inespecificas (“fundo®).

O excesso de BSA 1% foi retirado e procedeu-se a incubacéao
com os anticorpos primarios de acordo com a Tabela 1, em camara Umida por
18 horas (“over-night”) a 4°C.

TABELA 1: Anticorpos priméarios utilizados, tipo de marcagdo, marca,
diluicdes padronizadas, kit secundario e tempo de DAB.

Kit Tempo
Clone Marca Diluicdo  seundario DAB

Anticorpo  Tipo de

primario marcacao

NCL-
p53 nuclear Novocastra  1:1000 Envision 3
p53-CM1
PCNA nuclear PC10 Novocastra 1:100 Envision 5
Caspase-3 Cell o
_ nuclear ASP 175 ) ) 1:200 Envision 5
clivada Signaling
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Apoés este periodo, as laminas foram lavadas em TRIS (dois
banhos de cinco minutos) para iniciar a proxima etapa.

Para incubacdo do anticorpo secundéario foi utlizado o Kit
Envision (Dako K4065) durante 40 minutos em temperatura ambiente.

Apos incubacédo as laminas foram lavadas em soluc¢do tampéao de
TRIS por cinco minutos.

Para a revelacdo da reacao foi empregada solucdo pronta para
uso de DAB (Dako K34466), seguindo as recomendacdes do fabricante por
cinco minutos, em seguida lavou-se o material em TRIS e &gua destilada,
procedendo-se a contra-coloracdo com Hematoxilina de Mayer por 1 minuto.

Foi realizada nova lavagem em &gua corrente por 10 minutos e
passagem em bateria de desidratacdo com alcoois 85%, 95% e absolutos. As
laminas foram montadas (Permount — Fischer Scientific —SP 15-500) com
laminulas e levadas ao microscopio para avaliacdo da imunomarcacao.

Nas baterias de imunoistoquimica foi processada uma lamina de
controle negativo onde foi suprimido o anticorpo primario na incubacédo, e
imunoglobulinas de camundongo (Dako, X0903) e coelho (Dako, X0903).

As analises imunoistoquimicas de p53, PCNA e caspase-3 foram
realizadas avaliando o percentual de células marcadas em 300 células, em
aumento de 400x com auxilio do programa de andlise de imagens QWin v3,0
Leica e uma camera digital Leica DFC acoplada a um microscopio Leica
DMLD. Procedeu-se a captura dos campos e as avaliagbes foram feitas como
descrito a sequir.

Para a avaliagdo do percentual de positividade foram contados
300 hepatécitos consecutivos, independente da imunomarcacdo positiva ou
negativa, no aumento de 400x, iniciando-se a contagem a partir do canto
esquerdo inferior até o canto direito superior, completando o campo todo,
sendo assinalados 0s que apresentavam reacdo positiva e negativa
separadamente, como pode ser observado na Figura 2. Assim procedeu-se até
a totalizacao de 300 células.

Foram evitadas areas com fibrose difusa e necrose com intuito de
evitar a contagem de célula inflamatérias imunomarcadas e focos de ligacédo
inespecifica da peroxidase endogena o que dificultaria a identificacdo de

células positivas.
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Especialmente para a marcacdo de PCNA s6 foram contadas as

células com marcacgdo nuclear forte.

FIGURA 2 - Figado de cdo: Esquematizacdo da contagem de células
positivas. Célula apresentando marcacao nuclear fortemente positiva (seta),
célula apresentando marcacdo nuclear fraca, ndo contada (cabeca de seta),
célula negativa (seta vasada). Imunoistoquimica, Envision, anticorpo primario
PCNA, DAB, contra-coloracdo Hematoxilina Obj 40X.
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4. RESULTADOS

4.1 Dados epidemioldgicos

Os cées inclusos no experimento, totalizando 38 animais,
apresentavam média de idade de 5,6 anos e uma distribuicdo quanto ao sexo
com predominancia de animais do género masculino, sendo 18 fémeas (47,3%)
e 20 machos (52,7%). Houve uma predominancia dos animais sem raca
definida totalizando 11 casos. Na tabela 2 estdo expressas a distribuicdo das

racas e o percentual em relacdo ao nimero de casos analisados.

TABELA 2. Distribuicdo das racas de cdes em 38 casos de hepatite cronica

Raca NUumero de animais Percentual
Sem racga definida 11 28,9
Doberman Pincher 5 13,1
Cocker Spaniel Americano 5 13,1
Pastor Aleméao 5 13,1
Fila Brasileiro 4 10,6
Boxer 2 5,3
Husky Siberiano 2 53
Labrador 2 53
Rottweiller 2 5,3

4.2 Avaliacao histologica

Das 38 amostras analisadas 21 (55,3%) foram diagnosticadas
como cirrose (grau 4 de fibrose) e 17 (44,7%) receberam o diagndstico de
hepatite cronica (graus 1, 2 e 3 de fibrose e graus variados de inflamagé&o).

As lesBes apresentaram graus de fibrose e inflamacéo variados

como se evidencia na tabela 3 e figuras 3,4,5 e 6.

29



Leandro Bertonl Cavaleantl Teixelra Resultados
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Quanto a inflamacéo foi observado um predominio de células
mononucleares, principalmente linfécitos e macréfagos, havendo escassa
presenca de plasmécitos nos graus 1 e 2 e significativa nos graus 3 e 4.
(Tabela 3 e figura4,5,6,7¢e8).

TABELA 3. Distribuicdo dos escores de atividade histolégica por critério

avaliado em numeros absolutos e percentuais.

Fibrose Infiltrado inflamatdrio
Grau . % . %
1 6 15,8 4 10,5
2 6 15,8 7 18,5
3 8 21 8 21
4 17 47,4 19 50

A atividade inflamatéria predominou nos espacos porta, mas
também foi constatada a presenca de infiltrado inflamatério mononuclear
lobular (spill-over) (Figuras 7, 8 e 12 C) predominantemente difuso e severo
nos casos classificados como grau 3 e 4.

Os diferentes graus de fibrose estédo representados nas figuras 9,
10, 11, 12. Nos cortes que apresentavam graus mais elevados de fibrose (3 e
4) constatou-se proliferacdo de ductos biliares variando de moderada a intensa,
sendo que alguns ductos apresentaram algum grau de atipia reacional
caracterizada por perda da polaridade celular e presenca de nucléolos (Figura
13 E). Graus variados de colestase também foram identificados, principalmente
nos casos mais avancados de fibrose (Figura 13 D)

Na maioria dos casos nao puderam ser evidenciados hepatdcitos
isomorficos, sendo que as principais alteragdes encontradas foram desarranjo
trabecular, lesbes degenerativas, macro e micro-goticular, focos de necrose e
nos graus mais elevados de fibrose observou-se a formacado de nddulos de
regeneracdo. Em dois casos foram encontrados, no interior dos nédulos de
regeneracao, grupos de hepatécitos com citoplasma claro e amplo, tipicos de

focos de células claras (Figura 13 F).
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FIGURA 3. Percentual de casos de hepatite crénica distribuidos entre os graus
de fibrose.

FIGURA 4. Percentual de casos de hepatite crénica distribuidos entre os graus

de infiltrado inflamatério.
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FIGURA 5. Figado de cado: Grau 1 de infiltrado inflamatério- Infiltrado inflamatério
mononuclear peri-portal discreto. HE. (Barra 100pum).

FIGURA 6. Figado de cdo: Grau 2 de infiltrado inflamatério. Infiltrado inflamatério
mononuclear peri-portal moderado, em meio a pontes de fibrose porto-portais. HE.
(Barra 200um)
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FIGURA 7. Figado de cao: Grau 3 de infiltrado inflamatério - Infiltrado inflamatério
mononuclear peri-portal e parenquimal marcante, com destruicdo da placa limitante e
desarranjo das traves e hepatdcitos. HE. (Barra 100um)

FIGURA 8. Figado de cao: Grau 4 de infiltrado inflamatério — Infiltrado inflamatdrio
mononuclear severo acompanhando a fibrose intensa do parénquima ao redor de um
nédulo de regeneracao formado. HE. (Barra 100um)
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FIGURA 9. Figado de céo: Grau 1 de fibrose— Fibrose discreta confinada aos espacos
porta evidenciada pela expanséo fibrosa dos mesmos. Tricromico de Masson. (Barra
100pm)

FIGURA 10. Figado de cao: Grau 2 de fibrose — Fibrose moderada com expansao
fibrosa dos espaco porta e inicio de formacdes de pontes porto-portais. Tricrbmico de
Masson. (Barra 200pum)
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FIGURA 11. Figado de cado: Grau 3 de fibrose — Perda parcial da arquitetura lobular
com fibrose marcante, formacdo de septos porto-portais e porto-centrais e
aparecimento de esbogos de nddulos. (Barra 200um)

FIGURA 12. Figado de cao: Grau 4 de fibrose — Cirrose com intensa proliferacao de
tecido conjuntivo, proliferagdo de ductos biliares, congestdo e formagdo de um nédulo
regenerativo. Tricrobmico de Masson. (Barra 100um)
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FIGURA 13. Figado de cao: A. aspecto macroscoépico da face visceral de um caso de cirrose hepética B.
Face diafragmatica do mesmo caso de A mostrando em detalhe nodula¢gbes do parénquima C. Infiltrado
inflamat6rio mononuclear peri-portal se disseminando para regido lobular. HE. D. Colestase intra-ductal
marcante em um caso de cirrose, acompanhada de proliferacdo de ductos bliares. HE. E. Ducto biliar
apresentando atipias reacionais: hipercelularidade, perda da polaridade celular e nucléolos evidentes.
HE. F. Foco de células claras (seta) em um nodulo de regeneracdo de um caso de cirrose (Barra 20um),

Fotos A e B cedida pelo Dr. Raimundo Alberto Tostes de casos que fazem parte deste trabalho.
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4.3 Analises imunoistoquimica

A marcacao das células em proliferacdo pelo o anticorpo PCNA
foi nuclear e os percentuais de marcacéo diferiram entre os grupos conforme
tabela 5. Algumas poucas células apresentavam marcacao tanto nuclear como
citoplasmatica, mas foram consideradas positivas apenas as que apresentam o
nacleo fortemente marcado como ja mencionado no item material e métodos.

No figado normal a porcentagem de células marcadas
positivamente pelo anticorpo PCNA foi de 14,6% (figura 14), no grupo das
hepatites cronicas foi de 50,51% (figura 15) e no carcinoma hepatocelular foi de
47,3% (figura 16) como se evidencia na tabela 5 e na figura 27. O padréo de
marcacdo de PCNA néo diferiu entre os grupos, sendo que a marcacao
citoplasmatica s6 foi observada no carcinoma hepatocelular (Figura 16).
Observou-se também marcacdo positiva em nodulos de regeneracao (Figura
17A) e em algumas células ductais biliares, principalmente em &reas de fibrose

mais avancgada (figura 17B).

FIGURA 14 - Figado de cdo: Figado normal. Imunomarcacdo positiva em
hepatdcitos. Imunoistoquimica, Envision, anticorpo primario PCNA, DAB,
contracoloragcdo hematoxilina (Barra 20 pm).
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FIGURA 15 - Figado de cédo: Hepatite cronica. Imunomarcacédo positiva nuclear
forte em hepatdécitos. Imunoistoquimica, Envision, anticorpo primério PCNA,
DAB, contracoloracéo hematoxilina (Barra 20 um).

FIGURA 16 - Figado de cdo: Carcinoma hepatocelular. Imunomarcacgao nuclear
positiva e forte em hepatdcitos neoplasicos. Imunoistoquimica, Envision, anticorpo
primario PCNA, DAB, contracoloracdo hematoxilina (Barra 20 um).
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FIGURA 17 - Figado de cédo: Hepatite Crbnica.A. Imunomarcacdo nuclear
positiva e em hepatécitos de um nddulo regenerativo de um caso de cirrose
(Barra 50um). B. Imunomarcacdo positiva das células ductais biliares
demonstrando a proliferacdo de células ductais biliares em areas de fibrose
(Barra 10um). Imunoistoquimica, Envision, anticorpo primario PCNA, DAB,
contracoloragédo hematoxilina.

A marcacdo para O anticorpo caspase-3 mostrou-se
exclusivamente nuclear (Figuras 18, 19 e 20). Os percentuais de marcacéo
diferiram pouco entre o figado normal e as hepatites crénicas, mas quando
comprados ao carcinoma hepatocelualr houve maior diferenca (Tabela 5 e
Figura 27). Os percentuais de marcacdo foram 29,3% para o figado normal

25,13% para as hepatites cronicas e 0,1 % para o carcinoma hepatocelular.

FIGURA 18 - Figado de céo: Figado normal. Imunomarcacgéo positiva nuclear em
hepatdcitos. Imunoistoquimica, Envision, anticorpo primario caspase-3, DAB,
contracoloracdo hematoxilina (Barra 10um).
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FIGURA 19 - Figado de cédo: Hepatite cronica. Imunomarcacao positiva nuclear
forte em hepatdcitos. Imunoistoquimica, Envision, anticorpo primario caspase-
3, DAB, contracoloracéo hematoxilina (Barra 10um).

FIGURA 20 - Figado de cédo: Carcinoma hepatocelular. Imunomarcacao
positiva nuclear forte em hepatdécitos. Imunoistoquimica, Envision, anticorpo
primério caspase-3, DAB, contracoloracdo hematoxilina(Barra 10um).
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Quanto a marcacado do anticorpo p53, assim como as outras,
apresentou um padrdo nuclear (Figuras 21, 22 e 23). As porcentagens de
marcacao diferiram progressivamente entre os grupos sendo que o figado
normal ndo apresentou positividade para p53, as hepatites cronicas
apresentaram uma média de percentual de positividade de 15% e o carcinoma
hepatocelular uma média de 19,6%, como observado na tabela 5 e figura 27.

Os graus de fibrose e infiltrado inflamatdrio e as médias de
marcacdo dos trés anticorpos para cada caso de hepatite cronica estao

expressa na tabela 4.

FIGURA 21 - Figado de cdo: Figado normal imunomarcacdo negativa
Imunoistoquimica, Envision, anticorpo primario p53, DAB, contracoloracao
hematoxilina (Barra 20pm).
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FIGURA 22 - Figado de cdo: Hepatite cronica. Imunomarcagao positiva
nuclear em hepatocitos. Imunoistoquimica, Envision, anticorpo primario p53,
DAB, contracoloragdo hematoxilina (Barra 10um).

FIGURA 23 - Figado de cdo: Carcinoma hepatocelular. Imunomarcacéo positiva
nuclear em hepatécitos. Imunoistoquimica, Envision, anticorpo primario p53,
DAB, contracoloracdo hematoxilina(Barra 20um).
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TABELA 4. Graus de fibrose e inflamacéao e percentagem de células marcados
pelos diferentes anticorpos nos diferentes casos de hepatites cronica.

Caso Fi%rgse IanaGrgﬁlgéo p53% PCNA % Caspase %
P 202/96 4 4 0 70,6 47
P 212/96 2 3 0 89,3 52
P 225/96 4 4 13,3 37 66,3
P 276/96 3 4 0 67 53,3
P 537/96 1 2 0 62,3 39,3
P 28/97 2 2 13,6 70 37,3
P 30/97 2 3 54,3 66 49,6
P 51/97 2 1 41 51 46,6
P 57/97 4 2 28,3 66 43,6
P 61/97 3 4 39 39 3,6
P 63/97 2 1 0 61,3 47,6
P 153/97 1 2 17,3 83,6 29,6
P 154/97 1 1 44,6 59,6 5
P 184/97 1 2 51,3 11 32,6
P 233/97 1 1 49,3 54 25
N 531/99 3 3 18,3 39,6 42
N 768/99 2 2 35 12,6 2,3
N 135/00 3 3 28 55,3 9
N 333/00 4 3 0 20 10,3
N 63/01 4 4 0 68,6 13,6
N 99/01 4 4 0 75,3 14,3
N 181/01 4 4 0 10 13,3
N 223/01 4 4 0 35 0
N 364/01 3 3 20,6 6,3 19
N 397/01 4 4 0 24 0
N 102/02 4 4 0 54,6 0
N 194/02 3 3 4 73 26,6
N 211/05 4 4 0 45 26,6

P 10 4 4 0 66 0

P21 3 4 4,3 0

C1 4 4 0 63,3 17

MEL 4 4 0 27,3 14,6
B 60/01 4 4 53,6 75,3 37,6
N 162/02 4 3 0 76,6 19
CASO 32 1 2 0 47,6 26,6
PA 02/02 4 4 33 15,3 0
Labrador 3 4 0 53 45,6

Bud 4 4 21,3 37,6 39,3
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A distribuicdo das porcentagens de marcacao dos anticorpos
PCNA, caspase-3 e p53 variou muito dentro do grupo das hepatites cronicas, 0
que fica evidenciado nas figuras 24, 25 e 26.

FIGURA 24. Distribuicdo da porcentagem de positividade para o anticorpo

PCNA nos casos de hepatite cronica canina (n=38).

FIGURA 25. Distribuicdo da porcentagem de positividade para o anticorpo

caspase-3 nos casos de hepatite crénica canina (n=38).
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FIGURA 26. Distribuicdo da porcentagem de positividade para o anticorpo p53

nos casos de hepatite cronica canina (n=38).

TABELA 5. Percentagem de células marcados pelos diferentes anticorpos nos

diferentes grupos.

Anticorpo
Grupo PCNA Caspase-3 P53
Figado normal 14,6 29,3 0
. A 50,51 25,13 15
Hepatite cronica
47,3 0,1 19,6

Carcinoma hepatocelular
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FIGURA 27 - Percentual de positividade para caspase-3, PCNA e p53 entre os
diferentes grupos.

Figado normal

Hepatite crénica
Carcinoma hepatocelular
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5. DISCUSSAO

Neste estudo observou-se que a média de idade dos animais com
hepatite cronica (5,6 anos) estd de acordo com outros estudos publicados,
onde as hepatites crbnicas acometeram animais adultos de meia idade ou
senis (ANDERSSON E SEVELIUS, 1991; BOISCLAIR et al., 1998).

As racas mais acometidas por quadros hepaticos crénicos neste
trabalho foram os animais sem raca definida (28,9%), seguidos dos Doberman
Pinschers (13,1%), Cocker Spaniel Americanos (13,1%) e Pastrores Alemées
(13,1%). Também estiveram representados os Boxers, Labradores, Husky
Siberianos e Rottweillers.

A literatura refere marcante predisposicdo a hepatite crénica nas
racas Doberman Pinscher, Cocker Spaniel Americano e Inglés, Retrivier do
Labrador, West Highland Terrier e outros (CENTER, 1995; SEVELIUS, 1995;
ROTHUIZEN, 1997). Estes dados vém de encontro com os resultados deste
estudo, pois, excetuando os animais sem racas definida, que perfazem a
maioria da populacdo por uma questdo soécio-cultural do ambiente em que o
trabalho foi desenvolvido, ragas como Coker Spaniel Americano e Doberman
Pinscher estdo representadas. Estes dados s&o corroborados por pesquisas
realizadas utilizando cdes com hepatites cronicas em condicdes ambientais
semelhantes (TOSTES, 2003), em que a ampla maioria era de animais sem
raca definida.

Esta representacao significante de cdes sem raca definida dilui a
possibilidade de se estabelecer algum perfil de susceptibilidade racial.

A predisposicdo sexual as hepatites crbnicas parece ter uma
relacdo principalmente com a raca dos animais. Segundo ANDERSSON E
SEVELIUS (1991), machos da raga Cocker Spaniel exibem maior tendéncia a
desenvolver hepatite cronica, em contrapartida, fémeas Labradores e
Doberman Pinscher apresentam uma tendéncia maior que machos. Varios
trabalhos apontam uma tendéncia a ser mais comum em fémeas (CRAWFOR
et al., 1985; FUENTEALBA et al., 1997; SPEETI et al., 1998; BOISCLAIR ET
AL., 2001).
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A predisposicao sexual dos animais deste trabalho esta de acordo
com outro trabalho realizado com animais do mesmo perfil. Como no trabalho
realizado por TOSTES (2003), em que a populacdo de animais predominante
foi de machos em relacdo a fémeas, este também apresentou tal inclinacéo.
Isto se deve principalmente a grande representatividade de animais sem raca
definida neste estudo, o que difere este trabalho dos publicados na literatura
internacional aonde a grande maioria dos animais eram de racas puras,
exibindo assim as tendéncias de predisposicao sexual associadas as racas ja
descritas anteriormente.

A andlise dos graus de inflamacéao e fibrose dos casos de hepatite
cronica revelou uma heterogeneidade muito grande do material. A maioria dos
casos (55,3%) se enquadrou no grau 4 de fibrose e inflamacéo, que ja constitui
um quadro cirrético. Observa-se também que a quantidade de casos com
graduacdo menor (1 e 2), tanto para a fibrose quanto para inflamacéo foi
pequena. Em relacéo ao grau de fibrose obtivemos 15,8% para grau 1 e 2. E
quanto ao grau de inflamacdo, esse foi representado por 10,5% e 18,5%
respectivamente. Este predominio de casos mais avancados de inflamacéo e
fibrose observado neste estudo, em que se utilizou figados de cdes sem
histéria clinica de doenca hepatica, possivelmente se deve a insidiosidade
destes processos e a dificuldade de se estabelecer um diagndstico precoce nos
quadros de hepatite crbnica, 0 que leva a intervencdes diagndsticas em um
momento muito avancado da doenca (CENTER, 1995).

Nas hepatites infecciosas, provocadas por Leptospira sp
(BISHOP et al., 1979; ADAMUS etal., 1997) ou Adenovirus Canino Tipo-1 —
CAV (RAKISH et al., 1986; CHOUINARD et al., 1998), a lesdo hepatocelular
pode evoluir insidiosamente por meses ou anos até manifestar alguma
alteracdo clinica marcante (STROMBECK et al., 1998). Esta evolugdo
silenciosa e insidiosa encontra forte paralelismo nas hepatites virais do tipo B e
C em humanos (KAGE et al., 1997; FRIEDMAN, 1999; ZAITOUN et al., 2001).

Pela alta incidéncia de imunomarcacdo para Adenovirus Canino
Tipo 1 — CAV1, observada por RAKISH et al. (1986) e TOSTES (2003),
inclusive com amostras desse Ultimo trabalho fazendo parte deste estudo,
ficamos altamente sugestionados em acreditar que haja um grande percentual

de casos de etiologia viral no material estudado, o que corrobora com 0s
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achados de grau de fibrose e infiltrado inflamatério observados. Nao pudemos
fazer uma correlacdo dos casos de fibrose grau 4 e inflamacgéo grau 4 , com a
imunomarcacdo para adenovirus canino, pois novos casos foram incluidos
neste estudo.

Nas hepatites virais humanas B e C a persisténcia de particulas
virais antigénicas reconhecidamente provoca alteracbes hepatocelulares que
culminam em alteracfes displasicas e neoplasicas. Sendo assim fica saliente a
necessidade de se realizar a pesquisa de particulas virais neste material.

Como nas hepatites crénicas nos homens, observa-se no cao
uma tendéncia clara de varios casos em evoluir de processos crénicos
hepéticos mais brandos para alteragbes mais severas como a cirrose
(SCHEUER, 2002).

Levando-se em consideracao este paralelo ja estabelecido pode-
se inferir que marcadores imunoistoquimicos de proliferacdo, apoptose e
expressao de alteragBes genéticas como p53, que sdo utilizados amplamente
como fatores progndésticos em hepatites crénicas humanas (KRONENBERGER
et al., 2000; SAFTOUI et al., 2003; GOWN & WILLINGHAM, 2002; AKYOL et
al., 1999 e LOGUERCIO, et al., 2003), também se prestariam a este propdsito
no material canino.

As marcacbes imunoistoquimicas observadas para PCNA,
caspase-3 e p53 se mostraram todas com um padrdo nuclear, o que é relatado
por varios outros autores (KRONENBERGER et al., 2000; SAFTOUI et al.,
2003 e LOGUERCIO, et al., 2003).

Na marcacdo de PCNA, principalmente no carcinoma
hepatocelular, existiram células que apresentaram também marcacao
citoplasmatica. Isto, segundo SARLI et al. (1995) e SAFTOUI et al. (2003),
ocorre especialmente em células em mitose, onde a carioteca se dissolve
permitindo que as proteinas presentes no ndcleo, inclusive o PCNA se
difundam no citoplasma. Para fins de estabelecer as porcentagens de
marcacado imunoistoquimicas, s6 foram levadas em consideracdo as células
com marcacgoes nucleares.

Especialmente para o PCNA, além das células com marcagéo
nuclear, s6 foram contadas as que apresentavam marcacao nuclear forte. Este

procedimento, segundo SARLI et al. (1995), tem objetivo de n&o superestimar a
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qguantidade de células em proliferacdo, pois o PCNA € uma proteina que
apresenta meia vida longa e pode estar expressa em pequenas quantidades
em células que ja sairam do ciclo celular, levando a uma marcacao mais fraca.

Em alguns casos de hepatite crénica mais avancada (graus de
fibrose e inflamacdo 3 e 4) observou-se marcacdo positiva das células dos
ductos biliares para PCNA. Este achado evidencia proliferacdo desse tipo
celular, o que corrobora com a idéia de proliferacado ductal biliar em resposta a
compressédo do sistema biliar e a consequiente diminuicdo do fluxo de bile por
tecido conjuntivo advindo da fibrose hepatica (DILL-MACKY, 1995).

Quando comparamos as marcacdes dos anticorpos entre 0 grupo
de hepatite crénica, o figado normal e o carcinoma hepatocelular percebemos
que existiram diferencas relevantes. Quanto a marcacdo por PCNA,
evidenciamos que o grupo das hepatites cronicas apresentou média porcentual
de células marcadas (50,51%) maior que a do figado normal (14,6%) e maior,
mas muito similar a porcentagem de proliferagdo do carcinoma hepatocelular
(47,3%). Isto pode sugerir uma evolucdo desse processo onde a agressao
sofrida pelo tecido hepatico em associacdo com processos inflamatorios
estimule essa proliferacao.

A expressao de caspase-3 se mostrou menor no grupo das
hepatites crénicas (25,13%) do que no figado normal (29,3%) e foi quase nula
no carcinoma hepatocelular (0,1%). Esse quadro pode demonstrar uma perda
da capacidade de controle do ciclo celular com a evolu¢édo do processo, o que
proporcionaria um aumento da quantidade de células de um tecido pela
associacdo da diminuicdo da apoptose com aumento da proliferacéo.

Analisando a expressao imunoistoquimica do gene p53 mutante
observamos que as porcentagens também exibiram uma progresséo entre os
grupos, onde o figado normal ndo apresentou marcacédo, as hepatites crénicas
apresentaram uma porcentagem média de 15% e o carcinoma hepatocelular
uma meédia de 19,6%. A expressdo de p53 tem sido estudada em hepatites
cronicas e carcinomas hepatocelulares em humanos e mostrou uma correlacéo
significativa com a proliferagdo celular e com a progressédo das hepatites
cronicas para o carcinoma hepatocelular (AKYOL et al., 1999; LOGUERCIO, et
al., 2003). Sendo assim, este achado demonstra principalmente que com a

instalacdo do processo de hepatite crénica ocorrem mutacdes no gene p53
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assim como foi observado no carcinoma hepatocelular, e sendo assim estas
células estdo sujeitas a sofrerem danos genéticos que ndo serdo reparados e
também nao entrardo em apoptose podendo originar alteracées neoplasicas.

Porém como se pode observar nas figuras 16, 17 e 18 ha uma
grande variacdo na média da positividade para os trés anticorpos testados.
Essa variabilidade de médias mantém essa mesma caracteristica mesmo
guando agrupamos 0s casos pelo grau de fibrose ou inflamacéo.

Acreditamos que a intersecdo do grau de fibrose com o de
inflamacdo possa formar subgrupos, talvez com comportamentos mais
semelhantes, porém o0 numero de casos estudados € pequeno para
realizarmos tal abordagem.

Em suma, a soma de um aumento de proliferacdo hepatocelular
nas hepatites cronicas caninas quando comparadas com o figado normal, a
diminuicdo da expressdo de caspase-3, que denota uma diminuicdo da
apoptose celular, e a expressao do gene p53 mutante conferem aos casos de
hepatite crbnica canina o0 substrato para uma potencial ocorréncia de
transformacdes malignas. Ou seja, dentro daquilo observado neste estudo, as
hepatopatias crdénicas caninas, mesmo nos graus mais avancados, nao devem
ser consideradas uma lesdo pré-neoplésica, porém apresentam componentes
suficientes para desenvolverem mutacbes génicas, uma vez que ha
proliferacdo com perda da regulacéo do ciclo celular.

Na comparacdo entre o grupo de 38 casos de hepatite crbnica
canina com um figado normal como padrdo de normalidade, e um carcinoma
hepatocelular como referencial para biomarcadores, parece claro que a histéria
natural da doenca hepatica crénica canina envolve alteracdes que
morfologicamente se assemelham em um ponto final. Contudo, numa analise
pontual da resposta a estes biomarcadores, ficou evidenciado que as
alteracdes morfoldgicas ndo sdo acompanhadas de alteracdes moleculares de
um modo uniforme dentro do grupo. Possivelmente, a heterogeneidade da
resposta aos biomarcadores se deve as suas peculiaridades etiologicas, ao
estadiamento da lesdo e as idiossincrasias individuais. Rothuizen (2004)
descreve as hepatopatias crbnicas ndo como uma doenga, mas sim como a
manifestacdo clinica de diferentes etiologias, na qual o figado se torna

cronicamente lesionado, sendo assim ndo se pode avaliar hepatite cronica
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considerando-a uma entidade. Assim, o0s biomarcadores de progndstico
utilizados neste trabalho (PCNA, caspase-3 e p53) talvez tenham uma resposta
mais significativa quando vinculados a etiologia do processo.

O estudo das hepatites crénicas caninas ainda envolve muitos
desafios, sobretudo aqueles que dizem respeito a definicdo da etiologia,
patogenia e elementos de diagnostico viaveis técnica e economicamente,
dando possibilidade a um tratamento precoce, preciso e com prognosticos
favoraveis. A dificuldade na elucidagcdo da histéria natural da doenca hepatica
cronica canina reflete a formidavel dinamica de reparacdo do figado canino,
como adaptacdo a agressao. Surpreende por mostrar pontos de intersecéo
com as hepatites crbnicas em humanos, ao mesmo tempo em que ambas
parecem seguir para resultados finais diferentes, mas aponta para um futuro
promissor com as pesquisas com biomarcadores. Futuro no qual seja possivel
entender como, no limiar da agressao hepatocelular, se divorciam os homens e

0s cées, seguindo caminhos distintos.
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6. CONCLUSOES

As lesdes hepatocelulares avancadas na hepatite crbnica e cirrose nos
cédes, nao se configuram como lesGes pré-neoplasicas do ponto de vista

morfologico.

Os biomarcadores de proliferacédo celular, apoptose e expressao de p53
apontam marcante potencial para a ocorréncia de transformacdes

malignas no figado.

Os animais com hepatite cronica apresentam maior indice proliferativo
do que o figado normal e similar ao carinoma hepatocelular; indice de
apoptose maior do que o carcinoma hepatocelular e menor do que o
figado normal e expressao de p53 intermediaria entre o figado normal e

o carcinoma hepatocelular.
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