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E melhor tentar e falhar,

que preocupar-se e ver a vida passar.

E melhor tentar ainda em vio,

que sentar-se fazendo nada até o final.
Eu prefiro na chuva caminhar,

que em dias tristes em casa me esconder.
Prefiro ser feliz, embora louco,

que em conformidade viver.

Martin Luther King
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RESUMO

A doenca hepatica crénica apresenta diversas causas, sendo caracterizada por
diferentes graus de inflamag&c e necrose hepatocelular. A hepatite cronica pode
ocorrer devido a virus, reagbes autoimunes, drogas ou toxinas. Utilizando-se o modelo
experimental de hepatopatia em coelhos induzido por CCL4, o objetivo deste estudo foi
investigar uma possivel relacio enire alguns parametros relacionados ao processo
inflamatério (quimiotaxia de neutrdfilos e anéiise total e diferencial dos leucécitos) e a
lesdio hepatica. A extensdo do dano hepético produzide pelo CCLy foi investigada
através da analise histolégica dos figados.

Nossos resultados demonstraram que o tratamento com CCl., induziu les&o
hepética nos coelhos, conforme demonstrada pela analise histoldgica e pela elevagao
dos niveis séricos das enzimas ALT e AST. A anélise histologica indicou a presenca de
hepatite apds a 22 semana e de cirrose na 62 ou 82 semana de tratamento com CCL,. A
resposta quimiotatica in vitro dos neutrdfilos verificada uma semana apds a
administragdo da droga, mostrou aumento entre a 2% e 6° semana de tratamento.
Quando verificada 24 h apds a droga, a quimiotaxia apresentou elevagio a partir da 22
até a 82 semana de tratamento. Neste mesmo periodo observou-se também aumento
no numero dos neutrdfilos do sangue periférico.

Levando-se em conta a verificacdo da presenga de neutréfilos no figado dos
animais com cirrose, estes resultados 24 horas apos a droga, sugerem que o aumento
da migracéo in vifro dos neutréfilos e a elevag&o do numero dos polimorfonucleares do
sangue periférico podem estar relacionados & ativacdo e ao recrutamento destas
células inflamatorias para o figado, onde desempenham importante funcéo no

desenvolvimento do dano hepaético.
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SUMARY

The aim of this study was to investigate neutrophil chemotaxis during the induction
of liver cirrhosis in rabbits.

The study had three experimental arms: Group A (n=16) served as conirols and
received only normal rabbit chow. All animals were sacrificed at 16 weeks. Group B
(n=19) was sacrificed 48 h after the chemotaxis assay, which was performed 24 h after
CCL4 administration, at weeks 2, 4, 6 and 8. Group C (n=8) was followed by 16 weeks.
The chemotaxis assay was performed 1 week after CCL4 administration. All animals
were sacrificed at 16 weeks.

The rabbits were treated with intragastric administration of CCL4 once weekly
starting 14 days after addition of Phenobarbital to the drinking water (50mg/day). The
CCLs dose was adjusted weekly in order to obtain serun ALT and AST levels between
400 and 800 IUA.

Our results showed that increased ALT and AST levels were found in all of CClL4-
treated rabbits compared to the controls. In liver from animals sacrificed in 2, 4, 6 and 8
weeks of CCL4 treatment, hepatitis and fibrosis were already found at week two, and
liver cirrhosis at week 6 and 8. Sixteen-week CCL4 treatment resulted in liver cirrhosis in
7 animals (87.5%). All animals with liver cirrhosis had an inflammatory infiltrate with
neutrophils.

Treatment with CCLs did not interfered with total ieukocyte count in blood from
animals sacrificed in different periods, but a significant increase in polymorphonuclear
cells between weeks 2 to 8 and a significant reduction in mononuclear leukocytes at
week 4 were observed when compared with control animals. Neutrophii chemotaxis was
also significantly increased from week 2 through week 8 compared with the control
group.

Animals that received CCL4 for 16 weeks present a significantly increased total
leukocyte and polymorphonuclear number at week 10 when compared to controls. The
mononuclear cell number was unchanged during the study period. A significant increase

in neutrophil chemotaxis was observed from week 2 trough week 6.
XXV



The presence of neutrophils in the liver of all animals with cirrhosis associated
with an increase in polymorphonuclear celi chemotaxis during CCL4 administration in
our experiment supports the view that this cell line has an important role in the

development of toxic liver damage.
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1 -INTRODUGAQ

A doenca hepética cronica apresenta diversas causas, sendo caracterizada por
diferentes graus de inflamagéo e necrose hepatocelular. A hepatite cronica pode
ocorrer devido a virus, reagbes autoimunes, drogas ou toxinas (Desmet et al., 1994).

O virus da hepatite B pode provocar hepatite aguda ou cronica, ndo se
conhecendo a causa de alguns pacientes desenvolverem hepatite crénica € a maioria
dos pacientes desenvolver processo agudo com posterior clareamento do virus. Nao ha
evidéncia de que a hepatite pelo virus A possa evoluir para hepatite crénica {(Bianchi et
al., 1977). O virus da hepatite C causa doenca hepatica cronica, levando a sérias
conseqgléncias incluindo cirrose e carcinoma hepatocelular (Vergani et al., 1993; Jamal
et al.,, 1999). Nos Estados Unidos o virus da hepatite C € uma das grandes causas do
desenvolvimento de doenga hepatica cronica (Everson et al., 1999). Elevag&o do nivel
sérico da enzima alanina aminotransferase (ALT), pode sugerir inflamacio
hepatocelular e necrose, e determinadas vezes pode ser considerada como uma
sugestdo de hepatite crénica pelo virus C (Jamal et al., 1999). A ALT € uma enzima
citosdlica do hepatocito, e um aumento sérico desta enzima reflete um aumento de
permeabilidade da membrana plasmatica, que por sua vez, esta associada com a
morte celular (Muriel, 1998). Sorbi et al. (1999), propGem um modelo para diferenciar a
esteatchepatite ndo alcodlica da doenca hepatica alcodlica utilizando a proporgéo
aspartato aminotransferase (AST)/ALT.

O recrutamento das células inflamatorias € o primeiro evento apds a injlria de
algum tecido, neutralizando 0s agentes agressivos e removendo tecidos necrosados,
em seguida ha a proliferac&o e a migracao de células semelhantes a miofibroblastos,
que penetram na lesdo e secretam a matriz extracelular (Marra, 1999) composta por
frés grandes grupos de macromoléculas, sendc elas os colagenos, os proteoglicanos e
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o complexo de glicoproteinas assim como a fibronectina (Yamauchi et al., 1994). Em
uma terceira fase, a matriz extracelular € remodelada e ha a regeneracao das células
parenquimatosas, reconstituindo a arquitetura normal do tecido. Em casos de dano
prolongado ou crbnico, estas trés fases ocorrem simultaneamente resultando em
inflamac&o crbénica com cicafrizacdo e disfuncdo organica. O figado pode ser
considerado um modelo classico desta cicatrizac@o (Olaso & Friedman, 1998; Marra,
1999). Apos a hepatite aguda o figado pode retornar & sua arquitetura e fungéo
normais, uma vez que haja o clareamento do virus ou a descontinuacao da agresséo.
Em contraste, na hepatite cronica viral ou durante 0 abuso crénico do etanol, a
presenca concomitante de inflamacgao e deposicéo de matriz extracelular associadas
com regeneracéo anormal, induzem a fibrose e cirrose. A participacdo das células
hepaticas estreladas (HSC, também conhecidas como células de Ito ou lipocitos) na
cicatrizacao, foi reconhecida quando foram identificadas como responsaveis pela maior
parte da produgdo de matriz extracelular na injuria hepatica (Marra, 1999).

A cirrose € um processo hepatico difuso caracterizado pela transformac&o da
arquitetura normal em ndduios estruturalmente anormais. S&o trés 0s mecanismos
principais que se associam na formagio da cirrose: morte de células, fibrose e
regeneracéo. O processo inicia-se comumente, apos ter ocorrido morte de células, de
maneira constante e persistente, durante longo periodo. Desse modo, & necessario que
o agente causal atue durante longo tempo para produzir cirrose {Conn, 1993). A cirrose
hepética € uma das formas de apresentacdo da doenga hepatica produzida pelo
alcoolismo, cujas repercussbes no sistema imunolégico sdo importantes para ©
entendimento da fisiopatologia da doenga e o prognostico dos pacientes. As alteractes
produzidas pelo etanol no sistema imune sio varias e incluem entre outras, a
neutropenia, diminuicdo da quimiotaxia de leucdcitos e queda da imunidade celular
(Calamita & Burini, 1995}

A diferenca entre cirrose e fibrose relaciona-se com a presenga de nédulos de
regeneracio encontrados na primeira, enquanto que na fibrose hepatica, estes
elementos ndo estio presentes (Mincis,1979). Fibrose e cirrose s&o os ultimos graus

da doenca hepética cronica (Jiang et al., 1992; Rojkind & Dunn, 1993).



A fibrose € uma caracteristica de muitas doencas hepéticas (Buschmann &
Ryoo, 1989). Considerada como excesso de tecido conjuntivo do figado, a fibrose
geralmente faz parte do processo de reparagdo, mas admite-se também que a
fibrogénese possa iniciar-se diretamente sem a intervencéo do processo de necrose
(Rojkind & Bunn, 1993). A fibrose hepatica ou a deposicio de matriz exiracelular era
vista como uma caracteristica estatica da doenga hepatica crénica que inevitavelmente
evoluiria para cirrose ou faléncia hepatica. Atualmente a fibrose pode ser considerada
como uma resposta programada & injuria, dindmica e reversivel. Esta nova viséo foi
alcancada gracas aos avangos na biologia celular e molecular e pelo desenvolvimento
de métodos para isolar e caracterizar as células hepaticas (Olaso & Friedman, 1998).

A susceptibilidade as infec¢des bacterianas é uma complicacao de algumas
doencas hepdticas, podendo estar relacionada com deficiéncias nas funcgoes
imunologicas ou mediadas por células (Campbell et al., 1981; Rajkovic et al., 1984).
Diferentes anormalidades do sistema imune tém sido descritas em pacientes com
doencas hepaticas cronicas (Mincis & Lanzoni, 1997). As células inflamatdrias como
alguns leucocitos, também estao envolvidas no desenvolvimento de um grande namero
de doengas hepéticas, incluindo hepatite alcodlica, cirrose, hepatites virais e cirrose
biliar primaria (Jaeschke, 1987).

Os polimorfonucleares (PMN), particularmente os neutrdfilos, estdo envolvidos
na sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS), encontrada com afta incidéncia
na cirrose (Rosenbloom et al.,, 1995). Os neutrdfilos s&o encontrados no figado em
varias condicbes patoiégicas, incluindo hepatite alcodlica, endotoxemia, choque
hemorragico e hepateciomia (Jaeschke & Smith, 1997). Desempenham fungao
importante na defesa confra todos os tipos de agentes infecciosos, fagocitando e
matando os organismos patogénicos, pela liberacdo de substancias citotéxicas como
radicais livres e enzimas proteoliticas que podem ser prejudiciais acs tecidos (Smith,
1994; Rosenbioom et al., 1995; Sugawara et al., 1995; Jaeschke et al., 1996). Os
neutrofilos parecem estar envolvidos na génese do dano hepatoceiular (Jaeschke et al.,
1986). O acumulo de neutrofilos durante a inflamacao aguda depende de uma cascata

de interagbes entre os mesmos e, ceélulas endoteliais, outros leucotcitos, matriz
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extracelular, e células parenquimatosas (Jaeschke & Smith, 1997). Estas interagdes
acontecem devido as moléculas de adesao que sdo classificadas em 3 diferentes
familias: selectinas, integrinas e a superfamilia das imunoglobulinas (Jaeschke, 1997).
A migracdo dos neutrdfilos inicia-se com sua aderéncia a superficie das células
endoteliais de vénulas pds-capilares da microcirculagéo local. A adeséo de leucdeitos
na parede do endotélio vascular envolve processos especificos entre moléculas de
adesdo presentes nos leucocitos e nas superficies das células endoteliais (Osborn,
1990 Mackay & Imhof, 1993). Apbs a aderéncia, os neutrdfilos sofrem mudangas de
forma e migram para o espago exiracelular, através das jungdes entre as celulas
endoteliais. A seguir, migram até o sitio lesado, obedecendo a um gradiente quimico de
mediadores conhecidos como fatores quimiotaticos, que incluem substancias como a
interleucina-1 (IL-1), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a interleucina-8 (IL-8) e o
fragmento 5a do sistema complemento (C5a) (Harkness, 1981; Rossi & Heliewell,
1994). Qutros fatores, como o peptideo N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP), sao
capazes de agir diretamente nos neutréfilos ativando seus mecanismos de locomogao
e aderéncia, induzindo assim a quimiotaxia (Wilkinson, 1984). A necrose dos
hepatdcitos com infiltragdo de células polimorfonucleares € uma caracteristica da
hepatite alcodlica (Macsween et al., 1981; Takahashi et al., 1987). Uma diminuigdo da
quimiotaxia de neutrofilos, observada em pacientes com hepatite alcodlica, pode estar
relacionada a predisposicio destes individuos as infecgdes bacterianas (Van Epps et

al., 1975; Rajkovic et al, 1984). Apesar dos mecanismos nao serem totaimente

conhecidos, este fendmeno pode ser decorrente de uma deficiéncia nos mecanismos
relacionados & locomocao celular, ou consequéncia da inibicao do Cba, considerado
um importante agente guimiotaxico para os neutrdfilos (Robbins et al., 1987). Esta
condicdo poderia, entdo, resultar em uma reducao da capacidade de montar uma
resposta inflamatdria necessaria para a defesa do hospedeiro conira agentes
infecciosos.

No figado, sdo produzidos principalmente pelas celulas de Kupffer, citocinas
como o TNF-a, a IL-1 e a interleucina-6 (IL-6) (Khoruts et al., 1991). Varias citocinas

participam da fibrogénese, aumentando a sintese da matriz proteica. Assim, elas agem
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como moléculas sinalizantes e sdo potentes mediadoras de uma larga cadeia de
efeitos biologicos, exercendo multiplas atividades (Liorente et al., 1996). O papel
potencial das citocinas na patogénese das doencas hepaticas ndo esta totalmente
determinado. Pacientes com hepatite possuem varias anormalidades imunolégicas, que
podem ser relacionadas com a producdo de citocinas. Niveis plasmaticos aumentados
de TNF-¢ e interferon gama (IFN-y), foram detectados em pacientes com hepatite
aguda pelo virus B e niveis aumentados de interleucina4 (IL-4) e IL-6 foram
detectados em pacientes com hepatite cronica do tipo autoimune (Al-Wabel et al.,
1993). A administrag@o intravenosa de TNF-a ou IL-1 em animais de laboratério, induz
a elevacdo dos niveis circulantes de IL-8, entretanto, ndo foi detectado aumento de
TNF-a ou IL-1 apbs a adminisiracdo intravenosa de IL-8 (Matsukawa et al., 1997,
Miyamoto et al., 1997). O alcoolismo ativo esta associado com niveis elevados de
interleucina-12 (1L-12) circulante, tanto nos pacientes alcodlicos crénicos sem doenca
hepatica, quanto nos pacientes com cirrose alcodlica. Em contraste, niveis séricos
normais foram detectados nos pacientes cirréticos, com menos de 1 ano da retirada do
alcool (Laso et al., 1998). Na hepatite alcodlica, os niveis elevados de citocinas
correlacionaram-se com os indices de mortalidade, assim como, a elevacio dos niveis
séricos de bilirrubina (Sheron et al., 1991; Khoruts et al., 1991; Bird, 1994). A IL-8 €
conhecida como um fator quimiotatico ndo s para os neutrofilos, mas também para as
células T, sendo uma potente mediadora na resposta inflamatéria a infecgao e a injuria
(Masumoto et al., 1998). Fortes evidéncias sugerem uma relagdo entre os niveis
aumentados de IL-8, neutrofiia e infiltrado hepatico de polimorfonucleares,
freqlientemente observados na hepatite alcodlica (Hill et al., 1993; Sheron et al., 1993).

Qutro fator sollivel envolvido na doenga hepatica € o dxido nitrica (NO), cuja
produgzo pode ser benéfica ou prejudicial (Taylor et al., 1998). Os resultados de Muriel
(1998), sugerem gue o NO enddgeno protege o figado contra o dano induzido pela
infoxicac@o cronica causada pelo tetracloreto de carbono (CCLs), provavelmente,
diminuindo a toxicidade dos radicais livres, além de modular o metabolismo hepatico de
carboidratos e reduzir a producio de colageno. Evidéncias indiretas tém sugerido que a

sintese e liberacdo de NO estd aumentada na cirrose, e que esta substancia pode ter
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uma func&o na patogénese da vasodilatacdo periférica observada nesta condicio (Laffi
et al., 1995).

Qutros componentes da resposta imune, também considerados mediadores
soldveis da resposta inflamatdria, apresentam-se com niveis modificados nas
hepatopatias. As imunoglobulinas A, G e M (IgA, 1gG e IgM) encontram-se elevadas. A
elevagio sérica de IgG € a alteragéo mais comum das imunoglobulinas, especialmente
nas cirroses que se desenvolveram a partir da hepatite e nas cirroses criptogénicas.
Niveis elevados de IgM s&o detectados na cirrose biliar primaria e, em menor extensao,
na hepatite e cirrose viral, enquanto que aumento nas concentracdes de IgA é
observado na cirrose alcodlica. O fragmento 3 do sistema complemento (C3) enconira-
se diminuido na cirrose, normal na hepatite cronica e aumentado na cirrose biliar
primaria compensada. Qs baixos valores dos niveis deste componente na cirrose
alcodlica, com ou sem hepatite, refletem sintese hepatica reduzida. Reducgao transitoria
€ encontrada no grau inicial da hepatite B aguda (Sherlock & Dooley, 1997).
Recentemente, elevados niveis séricos de citocinas e alieracdo na fungdo dos
neutréfifos polimorfonucleares t&ém sido descritos em pacientes com cirrose (Shimizu et
al., 1999).

Varios estudos relacionados com a doenga hepatica tém sido realizados tanto
em humanos quanto em modelos experimentais (Bosma et al , 1988).

Um modeio experimental seguro para obter cirrose, foi descrito por Proctor &
Chatamra (1982). Neste modelo, a administrag&o concomitante do fenobarbital e CCL,4
(via intragastrica) em ratos, melhorou a eficiéncia da inducdo da lesao hepatica,
observando-se alta fregliéncia de cirrose e baixo indice de mortalidade. A eficacia
deste modelo foi baseada na observacdo de que a estimulacdo do fenobarbital
dependente da hidroxilacao microssomal do sistema enzimatico, citocromo P-450, no
figado, realca a hepatotoxicidade do CCL, (Mclean et al., 1969).

Muitos autores concordam que a administracao de CCL4 em diferentes doses, e
por diferentes vias, causam cirrose hepatica (Torres et al., 1988). Do ponto de vista
clinico, a administracdo oral ndo € uma forma usual de exposicdo humana ao CCLy,
exceto nos casos de suicidio. A via inalatéria é o modelo que melhor ilustra a exposicio



humana aos compostos halogénicos, como 0 tricloroetileno (Ugazio et al, 1995).
Entretanto, em modelos utilizando animais, muitos pesquisadores tém obtido sucesso
na producio de cirrose hepética através da administracéo oral de CCL4 (Nielsen et al.,
1991; Lesage et al., 1999). Outras vias de administrac¢éo s&o a intragastrica (Rozga et
al., 1991), a via intraperitoneal (Miao et al., 1990; Jiang et al., 1992; Louis et al., 1998;
Homn et al., 2000), a via intramuscular {Ozeki et al., 1985), a via subcutanea (Bosma et
al., 1988) e a via inalatéria (Mackinnon et al., 1995; Ugazio et al., 1995).

O CCL4 é um potente agente toxico, capaz de produzir varios tipos de lesdes
hepéticas e tem sido utilizado em centenas de experimentos para explorar os diversos
aspectos da doencga, usando diferentes espécies animais como ratos, camundongos,
coelhos, babuinos (Torres et al., 1988; Ugazio et al., 1995).

No inicio do século passado era utilizado como anti-helmintico (Zimmerman &
Lewis, 1995). Sua utilizagdo também é feita em muitos compostos de limpeza,
extintores de incéndio e como solvente, todavia o CCL4 vem sendo substituido por
outras substancias devido a sua toxicidade (Zimmerman, 1993).

A toxicidade do CCL4 requer a sua ativacdo enzimatica, realizada pelas enzimas
do citocromo P-450, resultando no metabdlito triclorometil radical {CCLs) (Mclean et al,
1969; Tsukamoto et al., 1990; Wang et al., 1997b).

O radical livre (CClLs) pode, entdo, ligar-se covalentemente a diferentes
estruturas moleculares, principalmente aos lipideos das membranas do reticulo
endoplasmatico. Por sua vez, os radicais livres atacam os acidos graxos no processo
de peroxidagio (Torres et al., 1988; Moddy et al., 1990).

Nos hepatdcitos lesionados a sintese proteica € deficiente, refletindo em uma
diminuida sintese das lipoproteinas hepaticas. Este processo leva a um acumulo de
lipideos neutros no figado, com consequente infiliragao lipidica (Torres et al., 1988).

Algumas substancias como o fenobarbital, acetona e etanol, potencializam o
efeito hepatotoxico do CCL4 (Mclean et al., 1969; Tsukamoto et al., 1990; Rozga et al.,
1991; Snyder, 2000).

Diferencas entre machos e fémeas & sensibilidade hepética ao CCLy séo

conhecidas e atribuidas aos diferentes efeitos dos hormonios sexuais ao sistema
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microssomal (Smejkalova et al, 1985). Diabetes experimentais e hipertireoidismo
aumentam a vulnerabilidade ao CCls, enquanfto que o hipotireoidismo diminui
(Zimmerman, 1993).

As principais manifestacées clinicas da intoxica¢do por CCL4 em humanos,
resuitam da combinagdo dos efeitos tOxicos sistémicos (incluindo neurologico e
gastrointestinal), injuria hepatica e renal. Os efeitos toxicos gerais sdo mais aparentes
apbs horas de exposicao. Eles incluem, dor de cabega, vertigem e confusdo. Nausea,
vomito, diarréia e dor abdominal ocorrem nas primeiras horas. lctericia e
hepatomegalia, assim como azotemia, geralmente acompanhada de hipertenséo séo
freqlentes.

Como caracteristicas laboratoriais apds a exposicdo ao CCL,, podemos incluir
neutrofilia, anemia hemolitica e azotemia (Zimmerman, 1993). Valores séricos das
enzimas aminotransferases (ALT e AST) podem alcancar valores muito elevados
(Akahori et al., 1983; Zimmerman, 1993; Wang et al., 1997a).

A toxicidade aguda provocada pelo CCLy pode desaparecer 7 dias apos a
administracio da uliima dose (Nielsen et al., 1991).

Diante do exposto e considerando que o estudo da doenca hepatica crénica € de
grande interesse, pois € responsavel por altos indices de morbidade e mortalidade em
mulitos paises (Mincis, 1979), que a cirrose hepatica € responsavel por 26.000 mortes
entre americanos adultos anualmente (Maher, 1998) e considerando ainda que os
neutrofilos coniribuem para o progresso das doengas hepaticas, sendo que a ativagéo
e o recrutamento destas células inflamatorias para o figado é uma etapa critica na
patogénese da doenca hepatica (Jaeschke, 1997) e que eles estao presentes no figado
em varias condi¢bes patologicas, neste frabalho avaliamos a quimiotaxia in vifro de
neutréfilos, o nimero total e os diferentes tipos de leucocitos do sangue periférico dos

coelhos hepatopatas.



2 - OBJETIVOS

Estudar em coelhos com hepatopatia induzida por CCL4 alguns parametros da

resposta inflamatadria e relaciona-los com o grau da lesdo hepatica. Foram verificados

0s parametros:

1) quimiotaxia in vitro de neutrdfilos do sangue periférico, induzida por fMLP;

2) ndmero total e diferencial dos leucocitos do sangue periférico.



3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 — PROCEDENCIA DAS DROGAS

Bicarbonato de sédio, Dextran, HEPES, N-formil-metionil-leucil-fenilalanina
(MMLP), Histopaque 1.077 e meio minimo essencial de Eagle (MEM), foram obtidos da
Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO, EUA). Tetracloreto de carbono (CCLs) e May-
Griunwald-Giemsa da Merck S. A. Industrias Quimicas (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).
Cloreto de sédio e formaldeido da Labsynth Produtos para Laboratérios Lida (Séo
Paulo, SP, Brasil). Cloridrato de lidocaina (Xylocaina® solugéo injetavel 2%) da Astra
Quim. Farm. Ltda {S&o Paulo, SP, Brasil). Diff-Quick (Diff-Quick® Stain Set) da Baxter
Healthcare Corporation (Miami, Fi, EUA). Fenobarbital (Gardenal® comprimidos de 100
mg) da Rhodia {S&o Paulo, SP, Brasil). Pandtico da New Prov (Pinhais, Pr, Brasil).
Tiopental sédico (Thionembutal®) da Abbott Laboratérios do Brasil Ltda (Sao Pauio,

SP, Brasil).

3.2 - ANIMAIS

Foram utilizados 45 coelhos New Zealand, machos, pesando 2,9 + 0,03 Kg, com
idade de 100 dias, sendo 16 controles, 27 tratados com CCL4 e fenobarbital ¢ 2
animais que ndo completaram o periodo de estudo. A causa da morte € desconhecida.

Os animais foram mantidos no Biotério da Universidade S&o Francisco (USF) em
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gaiolas individuais, com fotoperiodo de doze a guatorze horas e recebendo ad /ibitum
agua e ragao da marca Puring, linha natural para coelhos.

Qs animais foram divididos em dois grupos:
1- Coelhos sacrificados na 162 semana de fratamento (n=8)
2_ Coelhos sacrificados na 22 {n=4), 42 (n=4), 62 (n=5) e na 8% semana de fratamento
com o CCL4 (n=6).

3.3- TRATAMENTO COM O TETRACLORETO DE CARBONO (CCLy)

O modelo experimental de hepatopatia em coelhos induzido pela administracao
concomitante de fenobarbital e CCL,, foi realizado conforme descrito previamente por
Brand&o et al. (2000).

Apés o periodo de adaptagéo de sete dias, os animais receberam 50 mg de
fenobarbital por dia, via oral. Quatorze dias apos o nicio do tratamento com o
fenobarbital, o CCls (solugdo diluida em o6leo de milho a 10%) foi administrado
semanalmente, via intraesofagica, com dose inicial de 20 ug. As doses subseqientes
de CCL, foram ajustadas de acordo com os resultados das dosagens enzimaticas de
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), visando-se manter
seus niveis séricos entre 400 e 800 IU/L. O valor basal da ALT foi de 69,86 + 7.8 e o da
enzima AST 32,6 + 3,8.

Os animais tratados com CCL,4 e ndo tratados (controles) foram avaliados com
relacdo aos seguintes parametros:

- nivel sérico das enzimas ALT e AST,
- contagem total e diferencial dos leucdcitos do sangue periférico;
- quimiotaxia in vitro de neutrdfilos isolados do sangue periférico;

- analise histolégica do figado dos animais.
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3.3.1 - Dosagens séricas das enzimas ALT e AST

Amostras de sangue dos animais foram coletadas da artéria central da orelha,
em tubo seco, antes do inicio e vinte e quatro horas ap6s cada administrag&o de CCl.s
As dosagens de ALT e AST foram realizadas no analisador automatico, marca Cobas,

modelo Mira plus da Roche {Suica).

3.4 — CONTAGEM DOS LEUCOCITOS

Para se verificar o nimero total e diferencial dos leucécitos do sangue periférico
nos diferentes graus de desenvolvimento da lesdo hepatica nos coelhos, o sangue foi
coletado da artéria central da orelha, em tubo contendo anticoagulante EDTA (acido
Etilenodiamunotefraacético) nos seguinies periodos:

- antes do inicio de qualquer tratamento {dia 0);

- a cada duas semanas ap6s o inicio do tratamento com o CCL4, uma semana apos a
administracdo do CCLy4 (durante 16 semanas), na primeira etapa do projeto e vinte e
quatro horas apds a administrag&o da droga (durante 2, 4,6 e 8 semanas).

As contagens dos leucdcitos totais foram realizadas no contador automatico de
células Cell-Dyn® 3000, da Abbott (EUA), enquanto as contagens diferenciais dos

leuctcitos foram determinadas em esfregacos de sangue corados com Pandtico.
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3.5 - QUIMIOTAXIA /N VITRO DE NEUTROFILOS

3.5.1 — Obtencao de neutrofilos

Para a obtencao de neutréfilos do sangue periférico dos animais nos diferentes
graus de desenvolvimento da lesdo hepatica, o sangue foi coletado da artéria ceniral
da oreiha, em tubo contendo anticoagulante EDTA nos seguintes periodos:

- antes do inicio de qualquer tratamento (dia O);

- a cada duas semanas apos o inicio do tratamento com o CCL4, uma semana apos a
administracdo do CCL4 (durante 16 semanas), na primeira etapa do projeto e vinte e
quatro horas apos a administracdo da droga (durante 2, 4, 6 e 8 semanas).

Apods a coleta o sangue foi centrifugado a 110 g, por 10 minutos, a 20°C. O
sobrehadante foi descartado, as células precipitadas foram ressuspensas em dextran
3% (volumefvolume) e incubadas por 40 minutos a 25°C. A fase superior foi, entio,
coletada e centrifugada a 200 g por 10 minutos. Apds ¢ descarte do sobrenadante, fez-
se o chogue hipotdnico para a lise das hemaceas residuais.

As células resultantes foram ressuspensas em 3 ml de meio minimo essencial
de Eagle (MEM; pH 7.2) e pipetadas cuidadosamente sobre o gradiente de densidade
histopaque 1.077, seguindo-se centrifugacéo a 176 g por 27 minutos. As células foram
lavadas duas vezes com MEM e ressuspensas para a concentracio final de 3x10°
células/ml.

A contagem total de células foi feita na camara de Neubauer e a analise
diferencial em microscopio optico em esfregago preparado na citocentrifuga da

Bioresearch (S&o Paulo, SP, Brasil) e corado com May-Granwald-Giemsa.



3.5.2 - Ensaio de quimiotaxia in vitro

Os ensaios de quimiotaxia in vifro foram realizados usando-se camara de

microquimiotaxia com 48 pogos (Richards e McCullough, 1984). Aliquotas de 50 ul da

suspensdo de neutrofilos (3x1 0° celulas/ml) foram colocadas no compartimento
superior da camara e 27 ul do agente quimiotaxico colocados no compartimento
inferior. Os dois compartimentos foram separados com filtro de policarbonato com poro
de 3 um {Nucieopore, Pleasanton, CA). A migracdo esponténea foi verificada
substituindo-se o agente quimiotaxico pelo MEM. Apos incubagio por 1h em atmosfera
de 5% de CO,, a 37°C, os filtros foram fixados, corados com Diff-Quick® e montados
sobre lamina de vidro. A migracdo dos neutrdfilos foi determinada pelo ndamero de
células que migraram completamente através do filtro em 5 campos aleatorios, usando-
se microscopio Optico com objetiva de imersdo. Em cada experimento, os ensaios
foram feitos em friplicata.

Comoe agente quimiotaxico utilizamos o fMLP na concentracio de 5x1 0® M. Os
resultados representam a migracao ao fMLP subtraido da migracdo esponténea.

3.6 - FIXAGAO E PROCESSAMENTO DO FIGADO PARA MICROSCOPIA DE LUZ

Ao final do tratamento concomitante do fenobarbital e CCly, 08 animais foram
sacrificados com uma overdose de tiopental. O figado foi, entdo, retirado inteiro e
fixado com formol 10% tamponado, por 10 minutos. Apds este periodo foi cortada uma
fatia de 10 mm na porgao central de cada lobo (no sentido vertical em dire¢do ao hilo).

Estas porgdes foram colocadas novamente no formol 10% tamponado.
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Apods fixagio as amostras foram incluidas em parafina passando pelos seguintes
procedimentos: 1) desidratacdo da amostra;, 2) clarificacdo da amostra e 3)
impregnagéo da amostra.

Foram realizados cortes histologicos de 5 micrometros corados pela
hematoxilina-eosina e pelo tricrdmico de Masson, para estabelecer o grau de fibrose, e
a sequir foram examinados por microscopia oOptica. As andlises histologicas das
laminas foram feitas de acordo com Batts & Ludwing (1995), com modificacbes. As
diferentes alteragbes hepéticas foram graduadas de 0 a (+++), sendo que O=ausente,

(+)=leve, (++)=moderado, (+++)=abundante.

3.7 — ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo expressos como as médias + EPM. Diferencas
estatisticamente significantes foram determinadas utilizando-se o teste nao pareado e

ndo paramétrico de Mann-Whitney. Valores de p<0,05 foram considerados

significantes.
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4 - RESULTADOS

41 - EFEITO DO TRATAMENTO COM O FENOBARBITAL SOBRE O NIVEL
SERICO DAS ENZIMAS, O NUMERO TOTAL E DIFERENCIAL DOS LEUCOCITOS E
SOBRE A RESPOSTA QUIMIOTATICA DOS NEUTROFILOS, OBTIDOS DO
SANGUE PERIFERICO

Os coelhos foram tratados com o fenobarbital durante 2 semanas, antes do
inicio e durante o tratamento com o tetracloreto de carbono (CCL,).

Os resultados referentes ao efeito do tratamento com o fenobarbital durante 2
semanas, demonstraram que n&o houve alteragoes significativas nos parametros que
foram averiguados neste trabalho, quando comparados com os resultados basais,

obtidos antes do tratamento com o fenobarbital (TABELA 1).
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TABELA 1 - Ffeito da administragao do fenobarbital sobre a quimiotaxia in vitro
de neutréfilos, o ndmero de leucdcitos totais (LT), neutréfilos (NE) e
mononucleares (MN), e sobre os niveis séricos das enzimas ALT e AST, obtidos
do sangue periférico dos coelhos. Fenobarbital expressa os resultados dos animais
tratados com fenobarbital por 2 semanas e basal representa os resultados basais
destes animais. Os resultados expressam a média + EPM dos coelhos (n=14).

Basal Fenobarbital
Quimiotaxia 84+1,0 7,2%+09
{Células/campo)
LT 55+0,4 47 +04
(x10° celipl)
NE 22+02 22+0,3
(x10° celipl)
MN 33:04 2,4+02
(x10° celipl)
ALT 64,3+92 81,3+ 10,9
(1un)
AST 417 +89 40,0 +4,9
(1)
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4.2 - EFEITO DO TRATAMENTO COM O CCL, SOBRE OS NIVEIS SERICOS DAS
ENZIMAS ALT E AST

A determinacéo dos niveis séricos das enzimas alanina aminotransferase (ALT)
e aspartato aminotransferase (AST), dos coelhos sacrificados uma semana apos a
Gltima administracéo de CCLy, foi realizada a partir do sangue periférico 24 horas apés
cada administragéo da droga, durante 16 semanas. Os resuitados da verificacéo dos
niveis séricos das enzimas, demonstraram que o tratamento com o CCLs, aumentou
significativamente (p<0,05) os niveis séricos de ALT (FIGURA 1A) e AST (FIGURA 1B),
em todas as semanas de administragio, quando comparados com a dosagem basal
das enzimas obtidas antes de qualquer tratamento (B) e com os respectivos controles
(ndo tratados). Nos coelhos controles, ndo foram observadas diferencas significativas

das dosagens séricas destas enzimas, ao longo de 16 semanas (FIGURAS 1A e 1B).
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TIGURA 1 — Efeito do tratamento com o CCl, sobre 0s niveis séricos das enzimas
ALT (A) e AST (B). Nos animais tratados com o CCla, as coletas de sangue foram
cealizadas 24 horas apds cada administragio de CClg, ao lcngo de 16 semanas. As
barras expressam a média £ EPM das enzimas obtidas do sangue dos coethos tratados
com a droga (n=8). Os controles estac representados pefa linha (n=16). *p<0,05 em
relacdo ao nivel basal das enzimas (B) e aos respectives controles.
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4.3 — EFEITO DO TRATAMENTO COM O CCL, POR 16 SEMANAS SOBRE O
NUMERO TOTAL E DIFERENCIAL DOS LEUCOCITOS E SOBRE A RESPOSTA
QUIMIOTATICA DOS NEUTROFILOS OBTIDOS DO SANGUE PERIFERICO DOS
ANIMAIS, UMA SEMANA APOS A ADMINISTRAGAO DO CCL,

4.3.1 - Analise total e diferencial dos leucoécitos

Com relagdo aos resultados da contagem total e diferencial dos leucocitos
obtidos uma semana ap6s a administracao do CCLy, observou-se alteragdo significativa
na 10° semana de tratamento com a droga, tanto na contagem dos leucdcitos totais,
quanto na contagem dos neutréfilos, que apresentaram aumentos significativos
{p<0,05), quando comparados com seus respectivos controles. Entre os grupos
tratados e nao tratados (controles), no foram observadas diferengas significativas na
contagem dos mononucleares, ao longo de dezesseis semanas (TABELA 2). A
‘contagem dos leuctcitos totais e dos neutréfilos dos animais controles, nao mostraram

modificacdes significativas no perfodo de dezesseis semanas (TABELA 2).




TABELA 2 - Efeito da administracdo do CCL, sobre o namero de leucocitos totais
(LT), neutréfilos {(NE) e mononucleares (MN) obtidos do sangue periférico dos
animais tratados e controles. Os numeros de LT, NE e MN foram avaliados 1
semana apds a administragdo da droga. Os resultados representam a média + EPM
dos animais controles (n=16) e dos animais sacrificados apds 16 semanas de
tratamento com o CCL4 (n=8). *p<0,05 em relacio aos respectivos grupos controles.

LT NE MN
Semanas (x1 0® cel/pl) (x10° cel/pl) (x1 0° cel/ul)

trata?r?ento Controle | Tratado | Controle | Tratado | Controle | Tratado
B 5,040,3 5,110,4 20102 | 2,304 29403 | 2,840,1

2 5,540,2 5,104 2,0:02 | 2,2404 34102 | 2,940,2

4 5,610,7 6,509 21103 | 2,540,4 34405 | 3,9406

6 5,640,4 7,020,7 2,2+0.2 2,56+0,4 3,310.3 | 4,4106

8 50404 6,3+1,1 24104 | 26407 2,6:0,1 3,7+0,4

10 4704 | 7411 3* | 17201 [33:08*% | 29103 | 4106

12 52405 58+1,0 2,303 | 25805 3,3404 | 3,206

14 4.8+0.4 5,120,6 2,0+0,3 | 2,330,5 2,8403 | 2,840,1
16 521404 6,610,7 2,7H0.,4 | 3,4:0,7 2,5+0,1 3,110,3

i




4.3.2 - Quimiotaxia in vitro dos neutréfilos

Aumentos significativos (p<0,05) na resposta quimiotatica in vifro dos neutréfilos
ao fMLP (5x10° M), 1 semana apds a administragéo do CCL,, foram verificados entre a
segunda e a sexta semana de tratamento, quando comparados com 0s respectivos
controles e com a resposta quimiotatica basal (B) (FIGURA 2). As quimiotaxias dos

coelhos controles ndo apresentaram diferencas significativas (FIGURA 2).
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FIGURA 2 - Efeito do tratamento com o CCLs sobre a migragdo in vitro de
neutréfilos ao fMLP durante 18 semanas. A quimiotaxia /n witro dos neutréfilos
abtidas dos coelhos tratados, foi realizada uma semana apds a administragao do CCL..
Os resultados da quimiotaxia de neutrdfilos dos coelhos tratados com a droga estao
representados pelas barras (n=8) e 0s resultados dos coelhos controles, estao
representados peia linha (n=16). As barras expressam a média + EPM dos animats.
*n<0,05 em relagéo a resposta quimiotética basal (B) e aos respectivos controles.



4.3.3 - Analise histolégica dos figados dos coelhos tratados com o CCL,

Nos dados ilustrados na TABELA 3, podemos observar os resultados das
andlises histologicas dos figados dos coelhos, submetidos ao tratamento com o CCly
durante 16 semanas. Os animais foram sacrificados e os figados retirados, uma
semana apos a Ultima administrag@o da droga. De oito animais, sete desenvolveram
cirrose hepética (87,5%), com a presenca de fibrose leve e definida, necrose, micro e
macro esteatose, septos delgados e espessos que variaram de leve a abundante.
Somente um animal desenvolveu hepatite moderada, distinguindo-se dos outros
animais pela auséncia de fibrose definida e septos espessos. Quanto ao infiltrado
inflamatério, o figado de todos os coelhos apresentaram neutrdfilos e linfocitos, que
variaram de leve a moderado. Ndo foram observados histiocitos e eosindfilos, e a

presencga dos plasmacitos variou de ausente a moderada.
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TABELA 3 - Efeito do CCL, sobre o figado dos coelhos sacrificados 1 semana
ap6s a Gitima administracdo da droga. Os resultados representam a analise
histolégica dos figados dos animais sacrificados apds 16 semanas de tratamento com o
CCLs4 (n=8). As diferentes lesbes hepaticas foram graduadas de 0 a (+++) sendo que,

O=ausente, (+)=leve, (++)=moderado e (+++)=abundante.

Esteatose | Necrose Inflamagao Fibrose Diagnéstico
Leve (++)
Micro Neutrofilos (++) Definida (+++) Cirrose

) (++) Linfocitos (+) Septos delgados heoatica
Macro Plasmadcitos (+) (++) P

(++) Septos espessos
{(+++)
Leve (+++)
Micro Neutrdéfilos (++) Definida (+++) Cirrose

(+) (+++) Linfaciios (++) Sepios delgados hepatica
Macro Plasmocitos (++) (++) P
(+++) Septos espessos

&+
Leve (¥)
Micro Definida {(+) Cirrose

(+) (+) Neutrofilos (+) | Septos delgados (+) hepdética
Macro Linfocitos (++) | Septos espessos (+) P

&3

Leve (+)
Micro Neutrdfilos (+) Definida () Cirrose

) &3] Linfocitos (+) | Septos delgados (+} hepatica
Macro Plasmocitos (+) | Septos espessos (+) P

()
Leve (++)
Micro Neutrofilos (+) Definida (+) ;

(3] (++) Linfécitos (+) | Septos delgados (+) h%l rg;?:a
Macro Plasmocitos (+) | Septos espessos (+) P

()
Leve (+)
Micro Definida {(++) Cirrose

) (++) Neuirdfilos (+) | Septos delgados (+) hepatica
Macro Linfocitos (+) | Septos espessos (+) P
(+++)

Micro Neutrofilos (+) Leve (+) Hepatite

(+) (++) Linfécitos (++) | Septos delgados (+) moderada
Macro Plasmocitos (+)

(++)

Micro Leve (+++)

(+) Neutrofilos (++) Definida (++) Cirrose
Macro (+++) Linfécitos (++) Septos delgados hepatica
(+++) Plasmocitos (+) (++) p

Septos espessos
(++)

i
h




4.4 - EFEITOS DA ADMINISTRAGAO DO CCl, NOS ANIMAIS SACRIFICADOS EM
DIFERENTES PERIODOS DE TRATAMENTO: 24 HORAS APOS A
ADMINISTRACAO DA ULTIMA DOSE DA DROGA

Na segunda etapa deste trabalho, os ensaios de guimiotaxia in vitro e a andlise
total e diferencial dos leucocitos, também foram realizados vinte e quatro horas apds a
administracio do CCL4. Para o acompanhamento da formagao da les&o hepatica (até o
desenvolvimento de cirrose) os coelhos foram sacrificados 48 horas apds a ultima
administracdo da droga, nos periodos de duas, quatro, seis e oito semanas de

tratamento.

4.5 - EFEITO DO TRATAMENTO COM O CCL, SOBRE OS NIiVEIS SERICOS DAS
ENZIMAS ALT E AST

Nas figuras 3A e 3B estdo representados os resultados das dosagens séricas
das enzimas, obtidas do sangue dos coelhos sacrificados em diferentes periodos.
Estas dosagens foram realizadas 24 horas apds a administracdo da droga. Os
resultados demonstraram que o tratamento com 0 CCL4, aumentou significativamente
(p<0,05) os niveis séricos de ALT (FIGURA 3A) e AST (FIGURA 3B), em todas as
semanas de tratamento, quando comparados com a dosagem enzimatica basal destes
animais (B) e com os respectivos controles {ndo tratados). Nos coelhos controles nao
foram observadas diferencas significativas entre as dosagens destas enzimas ao longo
do periodo de 8 semanas (FIGURAS 3A e 3B).
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FIGURA 3 — Efeito do tratamento com o CCLs sobre 0s niveis séricos das enzimas
ALT (A) e AST (B), obtidas do sangue dos coelhos sacrificados em diferentes
periodos {2,4,6¢e 8 semanas). Nos animais tratados com CCls, as coletas de sangue
foram realizadas 24 horas apés a administragéo da droga. As colunas representam a
média + EPM dos grupos sacrificados na 27, 4% 6% e 82 semana apdés o inicio do
tratamento com o CCLs (n= 4 a 6 coelhos). A linha representa a média = EPM dos
controles (n=16). B representa a média £ EPM dos resultados da dosagem basal de
tados os animais tratades e nfo tratados com CCLy *np«<005 em relagdo a0s
respectivos grupos controles e niveis basais.



4.6 — EFEITO DO TRATAMENTO COM O CCL; SOBRE O NUMERO TOTAL E
DIFERENCIAL DOS LEUCOCITOS E SOBRE A RESPOSTA QUIMIOTATICA DOS
NEUTROFILOS OBTIDOS DO SANGUE PERIFERICO DOS ANIMAIS, 24 HORAS
APOS A ADMINISTRAGAO DO CCL4

4.6.1 - Analise total e diferencial dos leucécitos

A verificacio da anélise total e diferencial dos leucécitos do sangue periférico
dos coelhos sacrificados em diferentes periodos foi realizada 24 horas apos a
administracdo do CCL4

O tratamento com o CCLs, ndo afetou de maneira significativa o namero de
leucécitos totais (FIGURA 4A). A contagem dos neutréfilos apresentou aumentos
significativos, entre a 2° e a 8 semana de tratamento com a droga {(p<0,05), quando
comparados com seus respectivos controles e contagens basais (FIGURA 4B). O
namero de mononucleares mostrou diminuigao significativa (p<0,05) na 4% semana de
tratamento com o CCL4 quando comparado com seus respectivos controles (FIGURA
4C). A contagem dos leuctcitos totais, neutrdfilos e mononucleares do sangue
periférico dos coelhos controles, ndo mostrou alteracdo significativa ao longo de 8
semanas (FIGURAS 4A, 4B e 4C).
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FIGURA 4 — Efeito do tratamento com o CCL, sobre a contagem dos [eucdcitos
totais, neutrofilos (NE) e mononucleares (MN), obtidos do sangue dos animais
sacrificados em diferentes periodos (2, 4, 6 e 8 semanas). Nos animais tratados
com a droga, as coletas de sangue foram realizadas 24 horas apos a administracao do
CCL4 As colunas azuis representam a média + EPM dos grupos sacrificados na 22, 42
62 e 82 semana apds o inicio do tratamento com o CCL4 (n= 4 a 6 coelhos). As colunas
vermelhas representam a média + EPM dos controles (n=16). B representa a média =+
EPM dos resultados da contagem basal de todos os animais tratados e néo tratados
com CCLs *p<0,05 em relagdo aos respectivos grupos controles e as contagens
basais.



4.6.2 - Quimiotaxia /in vitro dos neutréfilos

O efeito do CCL4 sobre a quimictaxia dos neutréfilos, foi verificado no sangue
periférico obtido dos coelhos sacrificados em diferentes periodos. A administracéo do
CCL4 provocou elevagdo significativa da resposta quimiotdtica dos neutrofilos,
observada entre a 22 e a 82 semana (p<0,05), quando comparada com seus
respectivos controles e com a resposta quimiotatica basal (FIGURA 5). Os coelhos
controles, ndo apresentaram alteracdes significativas ao longo do periodo de 8
semanas (FIGURA 5).
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FIGURA 5 — Efeito do tratamento com o CCL, sobre a guimiotaxia in vitro de
neutréfilos, obtidos dos coelhos sacrificados em diferentes periodos (2, 4,6 e 8
semanas). Nos animais tratados com a droga, ¢ sangue foi coletado 24 horas apds a

administracdo do CCLs As colunas representam a média + EPM dos grupos
sacrificados na 22, 42 62 e 8 semana ap6s 0 inicio do tratamento com 0 CCL4 (n=4 a6

coelhos). A linha representa a média £ EPM dos controles (n=16). B representa a
média + EPM dos resultados da resposta quimiotatica basal dos animais tratados e nao
tratados com CCL4. *p<0,05 em refacdo aos respectivos grupos controles € a resposta
quimiotatica basal.
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4.6.3 - Analise histologica dos figados dos coelhos tratados durante diferentes

periodos

Nas tabelas de 4 a 7, observamos os resultados das analises histologicas dos
figados dos animais sacrificados em diferentes periodos de tratamento com o CCLs O
sacrificio destes coelhos para a retirada do figado, foi realizado 48 horas apos a ultima
administragdo do CCL4.

A andlise histologica dos figados dos animais sacrificados apos 2 semanas de
tratamento com o CCLs4 (TABELA 4), mostrou gue de quatro animais, um desenvolveu
fibrose (leve e definida), necrose, macro esteatose e septos delgados de maneira leve.
Podemos observar a auséncia de septos espessos em todos 0s animais. Trés animais
desenvolveram micro esteatose que variou de leve a moderada. No infiltrado
inflamatério nao observamos plasmacitos. Ao confrario, os linfécitos foram verificados
em todos os infiltrados inflamatérios, enguanto que a presenca dos neutrdfiios variou
de ausente a moderada. Os histidcitos e eosindfilos foram observados em 1 infiltrado
inflamatério de modo leve. Todos os coelhos desenvolveram hepatite que variou de
leve (n=3) a moderada (n=1).

Na TABELA 5 verificamos os resultados das analises histolégicas, dos coelhos
submetidos a 4 semanas de tratamento com o CClLs De quatro animais, trés
desenvolveram hepatite leve (75%) e um desenvolveu hepatite moderada {25%). Trés
coelhos desenvolveram fibrose leve, que variou de leve a moderada, dois coelhos
desenvolveram necrose, que variou de leve a moderada, e ndo houve desenvolvimento
de fibrose definida. Todos os animais apresentaram macro € micro esteatose. Em um
coelho, houve a formacgao moderada de septos delgados e nao houve formacao de
septos espessos. No infiltrado inflamatério, n&o foram observados plasmécitos. Os
histiocitos foram observados no infiltrado inflamatério de trés coelhos, os linfocitos em
todos e os neutréfilos e eosinéfilos em dois.

Nas analises histoldgicas dos figados dos animais submetidos a 6 semanas de
tratamento com o CCL4 (TABELA 6), observamos que todos desenvolveram micro

esteatose e macro esteatose, que variou de leve a abundante e fibrose leve, que variou
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de leve a moderada. De cinco animais, quatro desenvolveram fibrose definida, que
variou de leve a moderada. Dois animais desenvolveram necrose e um animal
desenvolveu septos delgados e espessos. Quanto ao infiltrado inflamatorio notamos a
presenga de neutrdfilos e linfécitos na maioria dos infiltrados, auséncia de plasmécitos,
e os eosinofilos e histidcitos variaram de ausente a leve. O diagnostico foi de cirrose
para um coeiho (20%), dois animais desenvolveram hepatite moderada (40%) e dois
desenvolveram hepatite leve (40%).

As andlises histolégicas dos figados dos coelhos sacrificados apos 8 semanas
de tratamento com o CCLs (TABELA 7), mostraram que todos os anmimais
desenvolveram fibrose (leve e definida) e esteatose (micro e macro), apenas 1 animal
nao desenvolveu necrose e 2 animais néo desenvolveram septos delgados e espessos,
0s outros animais desenvolveram necrose e septos (delgados e espessos) que
variaram de leve a moderado. Foi verificada a presenca de neutréfilos e linfocitos em
todos os infiltrados, auséncia de plasmocitos, presenca dos histibcitos que variou de
ausente a leve e a presenca dos eosindfilos em um infiltrado. Dos seis animais, quatro
desenvolveram cirrose hepatica (66,6%) e dois animais desenvolveram hepatite

moderada (33,4%).
Os resuliados das analises histoldgicas dos coelhos controles, mostraram que

todos os itens analisados foram considerados ausentes. Portanto, todos os coelhos

controles apresentaram diagnéstico considerado normal.



TABELA 4 — Efeito do tratamento com o CCL,; sobre o figado, nos coelhos
sacrificados apdés 2 semanas de administracdo da droga. Os resultados
representam a andlise histolégica dos figados, retirados 48 horas apds a administracao
da dltima dose de CCl, dos animais tratados por 2 semanas (n=4). As diferentes
lesbes hepaticas foram graduadas de O a (+++) sendo que, O=ausenie, (+)=leve,
(++)=moderado e (+++)=abundante.

Esteatose | Necrose | Inflamagéao Fibrose Diagnostico
] Leve (+) Hepatite

Macro ) Neutrofilos (++) Definida (+) moderada

(+) Linfocitos (+) Septos delgados
*+)

Micro Neutrofilos {+) H?g\?élte
{(++) Linfocitos (+)

WMicro Linfocitos (+) Heiga(telte
(++) v

Eosindfilos (+) i

Micro Linfocitos (+) Hetgfttalte

{+) Histidcitos (+)




TABELA 5 — Efeito do tratamento com o CCL, sobre o figado, nos coethos
sacrificados apés 4 semanas de administracio da droga. Os resultados
representam a andlise histologica dos figados, retirados 48 horas apos a administragao
da ultima dose de CCL,, dos animais tratados por 4 semanas (n=4). As diferentes
lesdes hepéticas foram graduadas de 0 a (+++) sendo que, O=ausente, (+)=leve,

(++)=moderado e {(+++)=abundante.

Esteatose | Necrose | Inflamagao Fibrose Diagnostico
Micro Leve (+4) Hepatite
*) (++) Neutrdfilos (++) | Septos delgados moderada
Macro Linfocitos {+) (++)
{+++)
Micro o Hepatite
(# Linfécitos (+) leve
Macro Histiocitos (+)
{+++)
Micro Neutrofilos (++) Hepatite
(++) (+) Eosindfilos (+) Leve (+) leve
Macro Linfocitos (+)
(++) Histiocitos (+)
Micro Eosinéfilos (+) He a‘hte
+) Linfdcitos (+) Leve (t) lepve
Macio Histiécitos (+)
()




TABELA 6 — Efeito do tratamento com o CCL, sobre o figado, nos coelhos
sacrificados ap6s 6 semanas de administracdo da droga. Os resultados
representam a analise histologica dos figados, retirados 48 horas ap6s a administracéo
da dltima dose de CCL,, dos animais tratados por 6 semanas (n=5). As diferentes
lesGes hepaticas foram graduadas de O a (+++) sendo que, O=ausente, (+)=leve,
(++)=moderado e (+++)=abundante.

Esteatose | Necrose Inflamagdo Fibrose Diagnostico
Leve (++)
Micro Definida (+) irros
(+) {(++) Neutrofitos (++) | Septos delgados h((:; éti:a
Macro Linfocitos (+) {+) P
(+++) Septos espessos
()

Micro Neutrdfilos (+) ati
{+) Eosindfilos (+) Leve (+) rrl;le dp ]tg
Macro Linfocitos (+) Definida (++) oderada

(+++) Histiocitos (+)

Micro Hepatite
(+) ) Linfociios (+) Leve (++) Ig\?;

Macro Definida ()

{+++)

Micro Hepatite
+) Neutrofilos (+) Leve (++) mo dpe rada

Macro Linfécitos (+) Definida (++)

{(++1)

Micro Hepatite
+) Neutréfilos (+) Leve (+) Ig e[t

Macro Linfocitos {++) i
(++)
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TABELA 7 - Efeito do tratamento com ¢ CCL, sobre o figado, nos coelhos
sacrificados ap6s 8 semanas de administragdo da droga. Os resultados
representam a analise histologica dos figados, retirados 48 horas apos a administracao
da Gltima dose de CCL4, dos animais tratados por 8 semanas (n=6). As diferentes
lesBes hepaticas foram graduadas de 0 a (+++) sendo que, O=ausente, (+)=leve,
(++)=moderado e (+++)=abundante.

Esteatose | Necrose | Inflamag&o Fibrose Diagnéstico
Leve (++)
Micro Definida (+) i
) @#4) | Neutrfiios (++) | Septos delgados h%"g;?:a
Macro Linfocitos (+) (+4) P
(+++) Septos espessos
()
Leve (++)
Micro Definida (+) Cirrose
{+) (++) Neutrofilos (++) | Septos delgados hepatica
Macro Linfdcitos {+) (+1) P
(+++) Septos espessos
{+)
Leve (++)
Micro Definida (++} Cirrose
) (+4) Neutrofilos (++) | Septos delgados hepatica
Macro Linfacitos (+) (++) P
{(++) Septos espessos
)
Leve {++)
Micro Neutrofilos (++) Definida (+) Cirrose
(+) {(++) Eosindfilos (+) Septos delgados hepatica
Macro Linfocitos (+) {+) P
++) Septos espessos
(++)
Micro N_eu!r(?ﬁlos (+) Hepatite
(&) {+) Linfocitos (++) Leve (++) moderada
Macro Histidcitos (+) Definida {+)
(++)
Micro i
) Neutrdfilos (+) Leve (+) n!"loe d%argt:a
Macro Linfocitos (+) Definida (++)
(++)
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FIGURA 6 - Corte histolégico do figado do coelho controle. Coloragéo
Hematoxilina-eosina (HE), 40X.
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FIGURA 7 - Cortes histol6gicos de figados retirados dos animais tratados com
CCLs. A - observamos quadro de cirrose ja estabelecida. B - notamos quadro fibrético
de intensidade moderada. Tricrdmico de Masson, 65X.
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FIGURA 8 — Cortes histologicos de figados retirados dos coelhos tratados com o
CCLs. A — infiltrado inflamatério. Coloragédo HE, 100X. B - infiltrado inflamatério.

Coloragao HE, 400X. Notar a presenca de neutrofilos ( T).

70



5 — DISCUSSAO

Neste estudo, apds duas semanas de tratamento apenas com o fenobarbital,
iniciou-se o periodo de administracdo concomitante do CCL4 e fenobarbital para o
desenvolvimento de cirrose hepaética, com posierior analise histoldgica, como ©
proposto previamente por Branddo et al. (2000). A administragdo concomitante do
fenobarbital potencializou o efeito hepatotdxico do CCL4, estimulando o citocromo P-
450 (Rao et al., 1997; Snyder, 2000).

Nossos resultados demonstraram que o tratamento somente com o fenobarbital
durante duas semanas, ndo afetou de maneira significativa os niveis séricos das
enzimas ALT e AST, o nimero total e diferencial dos leucécitos e a quimiotaxia in vitro
dos neutrdfilos, o que esta de acordo com Brandao et al. (2000), que utilizando o
mesmo modelo, descreveram que nao foram observadas quaisquer alteracdes
significativas nas dosagens séricas de ALT, AST, gama glutamil transpeptidase (y-GT),
bilirrubina total, proteina total e albumina apés 18 semanas de tratamento com o
fenobarbital. Rozga et al. (1991), utilizando ratos, descreveram que apds 10 semanas
de tratamento com o fenobarbital, os figados estavam diminuidos, porém nao foi
encontrada nenhuma anormalidade nas andlises feitas ac microscépio. Como o modelo
experimental para o desenvolvimento de cirrose hepatica, atraves da administracao
concomitante de CCL,4 e fenobarbital, ja estava bem estabelecido {Proctor & Chatamra,
1982: Nielsen et al., 1991; Rozga et al., 1991; Brandao et al., 2000), decidimos nao
realizar um controle somente com a administracao do fenobarbital durante 18 semanas.

Os resultados referentes aos niveis séricos das enzimas ALT e AST reforgam a
eficacia deste modelo para o desenvolvimento de cirrose hepatica, pois houve aumento
significativo dos niveis séricos destas enzimas em todas as semanas de tratamento
com a droga. De fato, Wang et al. (1997a) detectaram que os niveis de ALT e AST ja

se encontravam elevados 24 horas apés cada administracéo de CCL4
71



Estabelecido o modelo experimental, iniciamos, entdo, os estudos para
verificarmos alguns parametros relacionados com a resposta inflamatéria nos coelhos
com leséo hepética. Inicialmente, o nimero total e diferencial dos leucécitos € o estudo
da quimiotaxia in wvifro de neutrdfilos foram efetuados uma semana apds a
administragdo do CCl,. Quanto a contagem dos leucocitos totais, observamos
aumento significativo na 10° semana de tratamento, decorrente, principatmente, do
aumento no numero de neutrdfilos. A contagem dos mononucleares néo variou
significativamente durante as 16 semanas de tratamento. Ao contrario, vinte e quatro
horas apdés a administrac@o da droga, apesar de nao ter sido observada alteracao
significativa no numero dos leucdcitos totais, houve aumento na contagem dos
neutréfilos no sangue periférico, em todas as semanas de tratamento, sendo que
somente na quarta semana foi verificada uma diminui¢do significativa no nimero de
mononucleares. Estes aumentos nas contagens dos neutrdfilos obtidos em nossos
resultados estariam de acordo com Sheron et al. (1993) que descreveram na hepatite
alcodlica, com auséncia de infecgio bacteriana ou fungica, a contagem elevada dos
neutrofilos do sangue periférico. Varios estudos tém demonstrado que os neutréfilos
estao envolvidos em muitas doencas hepaticas, incluindo hepatite alcodlica, sepsis e
apbs exposicido a certos compostos quimicos (Lawson et al., 2000). Estudos do
namero de leucocitos periféricos relacionados com hepatopatias foram descritos em
pacientes por Campbeil et al. (1981), que ndo encontraram nenhuma modtficacao na
contagem de neutréfilos no sangue periférico de pacientes acometidos por diferentes
tipos de doencgas hepéticas.

Os resultados da quimiotaxia in vifro de neutrofilos ao fMLP, realizada uma
semana apds a administragdo do CCL4, demonstraram aumentos da quimiotaxia in
vitro entre a 22 e a 6° semana de tratamento.

Para verificar se a resposta quimiotatica apresentava alguma relacéo com o tipo
de lesao hepatica em desenvolvimento, os animais foram sacrificados ao longo do
tratamento com o CCL, (na 22, 43, 62 e 82 semanas). Entretanto, mesmo nestes grupos
de coelhos, cuja quimiotaxia foi estudada 24 horas ap6s a administragéo do CCL,, foi
verificado aumento desta resposta em todas as semanas de tratamento, ou seja, entre

a 2% e a 8° semana. Campbell et al. (1981) demonstraram que, a locomogac de
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neutréfilos in vitro ao plasma ativado com zimosan & diminuida em pacientes com
cirrose alcoodlica e cirrose cryptogénica. Este fendmeno foi atribuido a atividade de
algum componente do plasma destes pacientes, pois ndo fo: observada diminuigdo
quando se utilizou plasma de doadores sadios, onde a locomocao foi considerada
normal. Fiuza et al. {2000) utilizando pacientes cirréticos demonstraram que a migragao
de neutréfilos in vivo € significativamente diminuida em relacdo aos controles. Nossos
resultados contradizem aocs encontrados por estes pesquisadores, possivelmente, por
tratar-se de hepatopatia de etiologia diferente, isto &, provocada por CCL4.

O CCL4 induz a ativacio das células de Kupffer e de macréfagos do sangue,
efeito este que parece ser, pelo menos em parte, devido a libera¢do pelos hepatocitos
de fatores quimiotaticos para estas células. (Peleve & Kaplowitz, 1995). As células de
Kupffer e os hepatécitos podem sintetizar a IL-8 (Sheron et al., 1993), que € conhecida
como um fator quimiotético para neutréfilos, além de causar neutrofilia e liberacao de
enzimas lizossomais pelos neutréfilos (Hill et al., 1993). Durante a hepatite alcodlica
severa, 0s neutréfitos polimorfonucleares sdo ativados e migram do sangue em direc3o
as lesdes hepaticas onde participam do dano tecidual local (Taieb et al,, 2000). A
exposicdo aguda ao CCL,4 também induz uma reposta inflamatéria, acompanhada peila
inducdo hepatica de TNF-« e INF-y (Hom et al., 2000). Portanto, podemos sugerir que
em nossos animais, estas citocinas poderiam ativar os neutréfilos na circulacao
periférica, provocando o aumento da atividade migratérita destas celulas in vitro.

Confirmando ¢ modelo do tratamento proposto por Brandao et al. (2000), nossos
resultados das anélises histologicas dos figados dos animais sacrificados uma semana
apbs a administracdo do CCL4, demonstraram que dos oito animais, sete desenvoiveu
cirrose (87,5%), com a formacéo de septos delgados e espessos. Estes resultados
também estdo de acordo com os encontrados por Burns et al. {1995) que pela
administracdo semanal de CCL4 em coelhos, concomitantemente com pentobarbital,
descreveram o desenvolvimento de fibrose severa e a evidéncia de inflamac¢do aguda e
cronica. Do mesmo modo, o CCL, foi capaz de produzir necrose e esteatose uma
semana apos a Gltima administracéo de CCL4 (Zimmerman, 1993).

A evoluc@o da lesdo hepdtica analisada pela observagéo histolégica dos figados

dos coelhos sacrificados em diferentes periodos, 48 horas apds a ultima dose da
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droga, mostrou que os coelhos sacrificados ap6s duas e 4 semanas de tratamento com
o CCL4, apresentaram ¢ mesmo diagnodstico, sendo que um coetho (25%) desenvoiveu
hepatite moderada e rés coelhos (75%) desenvolveram hepatite leve. No entanto, os
coelhos sacrificados na 42 semana diferiram dos coelhos sacrificados na 22, pelo maior
desenvolvimento de esteatose e necrose. O desenvolvimento de necrose descrito em
nossos resultados esta de acordo com Miao et al. (1990), gue descreveram que o CCL4
produz necrose dos hepatécitos e infiltragéio de células inflamatorias. Lesage et al.
(1999), descreveram que a administraggo, em rafos, de uma dose unica de CCL,,
causa necrose aguda dos hepatécitos. Jiang et al. {1992), por sua vez, descreveram
que apds quatro doses de CCL4 a necrose e a esteatose sfo as caracteristicas
predominantes no figado lesado, o qual também pode apresentar septc delgado em
grau leve.

O desenvolvimento de cirrose ocorreu entre a 6° (de cinco coelhos, um
desenvolveu cirrose) e a 8% semana de tratamento com o CCL4, sendo que, de seis
animais, quatro sacrificados na 8% semana (aproximadamente 66,6%) desenvolveram
cirrose com formacao de fibrose (leve e definida) e septos (delgados e espessos) € em
todos estes animais houve a presenca de neutrdfilos e linfécitos no infiltrado
inflamatorio.

A fase da cirrose estabelecida & descrita por Proctor & Chatamra. (1982) apds a
administracdo de 8 a 10 doses de CCL, concomitante ao fenobarbital e por Rozga et al.
(1991), entre a 102 e 18 semana de tratamento. Shimizu et al. (1999) descreveram que
a diferen¢ca na extensdo da fungio hepética pode afetar variaveimente as fungbes dos
polimorfonucleares e que elevados niveis de citocinas e alteragdo na funcao dos
polimorfonucleares, tém sido observados em pacientes com cirrose sendo que estas
anormalidades podem estar associadas a varias patofisiologias observadas nesta
doenca. Sheron et al. (1993) descreveram que, em casos severos a hepatite esta
associada com a presenca de neutrofilia.

Uma semana apds a administraggdo do CCL4 ndo observamos relac&o entre os
niveis séricos de ALT e AST e a resposta quimiotatica, pois enquanto os niveis das
enzimas continuaram elevados ao longo do tratamento, o que esta de acordo com ©

descrito por Brandao et al. (2000), a resposta quimiotatica sé variou entre a 2% e a 62
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semana. Ao contrario, 24 horas ap6ds a administra¢éo do CCL4, pudemos observar uma
relacdo entre o aumento da quimiotaxia in vitro, o aumento da contagem dos
polimorfonucleares do sangue periférico, 0 aumento das enzimas (ALT e AST) e a
presenca de neutrdfilos em aproximadamente 73,6% dos figados dos coelhos
sacrificados em diferentes periodos. Estes resuitados podem estar relacionados a

ativacdo e ao recrutamento destas células inflamatorias para o figado, devido a

formacg&o da les&o hepatica.



6 - CONCLUSOES

¢ A resposta quimiotatica in vitro dos neutrdfilos verificada uma semana apds a
administragio da droga, mostrou aumento enire a 2* e 6% semana de tratamento.
Quando verificada 24 h apés a droga, a quimictaxia apresentou elevacéo a partir da
22 gté a 8® semana de fratamento.

+ Neste mesmo periodo (22 até 8° semana), 24 h apos a droga, observou-se também
aumento no numero dos neutrofilos do sangue periférico. Estes resultados podem
estar relacionados & ativacdo e ao recrutamento destas células para o figado,
devido & formacgéo da les&o hepatica provocada pelo CCL4.

¢ A presenga de neutrdfilos no figado dos animais com cirrose, associada com 0
aumento da quimiotaxia in vitro de neutréfilos durante a administragao do CCL,,
sugere que estas células tém importante fungdo no desenvolvimento do dano

hepético causado pelo CClLa
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