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RESUMO

O desenvalvimento de fibrose € um ponto fundamenial na formacéo da
cirrose hepdtica & sua compreensée € essencial para o 'enterzdimento da
fisiopatologia da cirrose e da conseqz‘}.ente hipertensdc portal, Assim, o©
desenvolvimento de um modelo experimental adequado de fibrose hepatica ¢ util
para o entendimento das enfermidades que podem evoluir para a cirrose hepatica.

A colchicina tem sido usada em pacientes com cirrose hepatice -
efeitos ndo sdo totaimente conhecidos. Este estuydo teve como Gijwu..
desenvolvimento da fibrose hepatica pela administragdo de tetracloreto de carbono
{CCls) por via intragastrica e o de avaliar o efeito da administragao de coichicina
neste modslo.

Para este estudo foram utilizados 37 coelhos machos da raca Mo 7o ofoe?
(2,73 + 0,05 Kg), os quais receberam agua e rago ad libifum ao ... |
periodo de experimentacéo. Estes animais foram divididos em & grupos.

Catorze dias apds o comeco do tratamento com fenobarbital os animais
comegaram a receber semanalmente o CCly (dose inicial de 20 mg diluido enrdleo |
de milho a 10 %) por via intragastrica. A dose fol aju__stada de acordo com controles
bioguimicos indicativds de lesdo hepdtica (aspartato aminotransferase [AST] e
alanina aminotransferase [ALT], visando—ée manter tais niveis plasmaticos entre 400
e 800 UA). Amostras de sangue dos animais foram coletadas 24 h apo0s cada
administracdo de CCl;, para dosagem de aminotransferases (AST e ALTY,
bilirubinas (total e indireta), gama giutamil transpeptidase (v-GT), proteinas e
albumina.

Além dos controles bioquimicos, 0s animais foram pesados se. wroente.
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Para avaliar os efeitos do tratamento com fenobarbital e CCly sobre o fiuxo
sanguineo hepatico, foram determinadas as velocidades de depuracdo do verde de
indocianina ({0G) antes e apos o final do tratamento (aproximadamente 8 mglkg em
soiucao salina).

A colchicina foi administrada diariamente em 2 grupos de animais (a partir da
11% semana de tratamento com CCl; & em outro, desde o inicio do tratamento com
CCla).

Para este trabalho foram feitos 2 grupos controles, onde um dos grupos
recebeu doses digrias de fenobarbital durante todo © experimento (controle
fenobarbital) e o outro grupo apenas foi tratado com racdo e &gua ad libitum. <

Ao final do periodo de estudo os animais foram sedados e sacrificados com -
uma injecdo de ar iv. e foram retirados 3 fragmentos de cada lobo hepatico pars
analise histoldgica.

Um numerc maior de animais gue nac recebeu coichicing Gese, sy
cHTOSE, comparado com o grupo gue recebeu a droga (8/10 vs. 0110, p< 0.01), tendo
a fibrose sido menor nos animais fratados com colchicina (p<0.01). Coelhos com 16
_semanas de tratamento com colchicina tiveram, no final do experimento, ICG, y-GT,
hilirrubina e ganho de peso semelhantes aos dos grupos cotrole, ao contrario dos
animais gue naoe receberam.

A baixa letalidade e o elevado numero de animais gue desenvolveram Girrose
hepatica (8/10) leva a conciuir gue este tipo de modeio & eficaz.

O peso corporal dos animais n&o serve como parametro para o ajuste da
dose de tefracloreio de carbono, pois ndo houve alteragdo do mesmo durante ©

tratamento com CCOlL
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FPara o controle do desenvolvimentc da Ies@0 hepatica, apenas a

determinagao das aminotransferases @ suficiente.




1. INTRODUCAQ

1.1. Fibrose hepatica

A fibrose hepdtica ¢ uma importante caracteristica de muitas doengas
hepaticas e 0 estudo do processo do desenvolvimento da mesma & essencial para o
entendimento da etiopatogenia destas enfermidades (Buschmann et al. 1989,

Pode-se definir fibrose como um acimulo relativo OU  absOiL..
componentes da matriz extracelular, determinando um aumento na relacéo estroma /
celuta no Srgdo acometido (Parise. 1985},

Todas as células que rodeiam os sinusdides hepaticos respondem g3
alteragbes na composicdo da matriz extracelular. Modelos in vivo e em culturas tém
et"al, 1989). A composicdo do substrato pode afetar a forma da tevws ©
crescimento e a producdo da matriz extracelular. Por exempic, a deposicio
endotelial prematura de fibronectina pelas céiulas endoteliais sinusoidais provoca a
-ativagéo das células de ito (Jamagin et al 1994). Posteriormente. o acumuio de
fibril formina, originada da matriz, leva a perda da funcée de diferenciacio dos
hepatocitos (Bissel et al.. 1987), e reduz a porosidade das células sinusoidais
(McGuire et al., 1882),

A constante presenca de infiltrado de células mononucleares nos tecidos gue
evoluem para a fibrose ou para simples reparaco tecidual tem levado a0 estudo do
possivel papel regulador dos linfécitos & monécitos / macrofagos sobre as funchss
dos fibroblastos. Estes estudes tem demonstrado que tais celulaz. por meio da

iberagdo de fatores soliveis (as linfocinas e as monocinas), podem auvzmente



estimuiar ou inibir a profiferacdo. a sintess protéica & 3 movimentacdo dos
fibroblastos e das células efetoras dg fibrogénese, quer no sentido de estimular a
sintese de tecido conjuntivo, quer induzinde a sua degradacdo (fibrdlise). Entre os
fatores citados encontram-se o TGE 1 {fator de crescimento e tra'nsfsrmagéo B1), o
TNF {Tumor Necrosis Factor), as interleucinas, a fibronectina e o fator de
crescimento plaguetario. (Bissell at al., 1980; Czaja et al, 1988; Gressner et al
1981). O TGF B1 inibe a proliferacdo de hepatdcitos e parece ter um pars
importante na estimulacio da florogénese pelas células de o, produtors. .
componentes da matriz extracelular (Weiner et al | 18921,

As transformacbes iniciais no espaco de Disse, que ocorrem apés a lesdo
hepatica s30 importantes, devido a deposigdo de colageno formador de fibring (tipo
L e V). Os sinusdides s8o convertidos em capilares (capilarizag8o) com perda de
fenestras sinusoidais, impedindo as trocas metabdlicas entre ¢ sar—» 2 me
hepatdcitos. Experimentaimente. a capilarizag8o sinusoidal leva a u;.
resisténcia vascular hepatica & hipertensao portal. A progresséo da fibrose aiere

arquitetura hepatica levando 3 cirrose o 3 hipertens&o portal. (Shibayama et al

1989).

A formacio da cicatriz fibrosa é canseqil“enciaﬂ tanto da produc@o aumentada
quanto da degrada@éé reduzida da matriz extra celular. Ambos os processocs séo
compiexos. A fibrose em seus esta’giaé iniciais é reversiifei! mas a cirrose com
nGdulos regenerativos ndo o & (Ahmed et al., 1984; Atterbury et al., 1982).

A matriz extracelular hepatica & composta por 3 grandes grupos de
macromoleculas. sendo eles os colégenos (intersticiais {t & If}, membrana basal e
imersticial (IVV eVl e glicosaminoglicanos, os proteoglicanos (sull” =" o~ (heparan,

dermatan e condroitim), ndo sulfatados {ac. hialurdnico e condroitim) ¢ rnacting)




e as glicoproteinas {(laminina e entactina ) (Roikind et al. 1882 Schuppsn et
al.,19490). No processo de fibrose hepatica, todos estes compostos encontram-se
com concentrac8o eievada, quer seja nos septos, quer na fibrose intersticial (Parise
et al,, 1982). Entretanto, estas modificagbes n&o sdo simples conseqiéncias do
processo, uma vez que as alteragbes desta matriz acabam por determinar
importantes mudangas fenotipicas das celulas, perpetuando o processo fibrético
(Bissell et al., 1990; Schuppan et al., 1980).

Um fator importante no acumulo de tecido fibroso & a degradacdo da matriz
proteica, que & reguiada pela familia de enzimas das metaloproteinases (Arthur et
al. 1894}, que sdo subdivididas em 3 principais grupos: colagenases, gelatnases
ftipo IV ) e estromalisinas. As colagenases (tipos 1. il e HI) degradam ¢ colageno
intersticial, As gelatinases (lipo V) atuam na membrana basal. As estromalisinas
degradam varios substratos, incluindo proteoglicancs, laminina, ¢
fibronectina. Estas enzimas 520 sintetizadas primeiramente pelas células de Kuiii-
e ativadas pelas células de lto. As metaloproteinases $8o inibidas pelos inibidores
teciduats das metaloproteinases (TIMPs). A ceiula de itc ativada secreta TIMP-1
(iredale et al., 1902} e, portanto. ccupa a principal posicdo em ambas as regulacdes,
“tanto da degradacio da matriz, como a da produgao do tecido fibroso, O TIMP esta
aumentado no soro de pacientes pré cirrdticos & em pacientes com cirrose alcodlica
{Kalian Multicentre Cooperative Project, 1994},

Em um plano secundario a alteracao anatbmica, ocorre um distirbio funcional
e hemodinamico. A cirrose resulta da inibic&o do sistema hepatico para restawar a
homeostase alterada por um dos muitos agentes conhecidos que causam [esao.
Esta fol recentemente definida como uma alteragéo funcional em que ™= 2 ula

gue componha ¢ sistema hepético, independente da morts celutar. Como -



para um sistema compiexo. dentro de certos limites, fodos esses elementos
permanecem constantes em termo da sua distribuicdo e guantidade. Contudo, ©
mecanismo de regulacdc necessario para manter o equilibrio do sistema ¢ feic
dentro do 6rgéo. Isto resulta em uma multipla interacdo entre as varias ciasses de
células hepaticas, bem como destas células com componeries da matriz extra-
celular (Rokind et al., 1988) Quando qualguer um destes mecanismos 8std
alterado, ¢ organismo tenta restaurar a homeostase e produzir fator de crescimento
e citocinas. Estes podem ser os mesmos fatores de crescimento e citocinas que s&.
normalmente produzidoes, ou podem incluir um novo fator, presente somente na
resposta & lesdes que intensifica 0 processe de reparo. Se a lesdo e simples. de
pequena intensidade e de curla duracdo, a restauragdc ocorrera e somente
mecanismos locais serdo ativados. Quando o agente agressor persistir ou for de
média intensidade, o agente local podera ser insuficiente para reparsr ~ nrorasen,
Nestas condicbes, a resposta geral do organismo para O processo fiv..

especifico, chamada de resposta de fase aguds (RFA). ira ocorrer. A protiui...
sistémica das citocinas por mondcitos da circulacde sanglinea induz febre,
leucocitose e alterac&o no nivel plasmético de um grupo de proteinas hepaticas
chamadas de proteinas de fase aguda (PFA). Em adic8o, as citocinas circulatorias
podem induzir ou alterar a pmc‘ﬁ;z;éo de citocinas e dos fatores de crescimento pelas
célias do figado, bem como pelas células inflamatérias gque ocorrem nos sitios
inflamatdrios. Em geral, a fase aguda é transitdria e, uma vez gue a 1esao esteja sob
controle, ou ¢ agente agressor eliminade, a reag&o sistémica cessa, e somente
svarntos locais persistem até a lesdo ter sido reparada. Sob estas condigbes. ndo
peorre formacdo de cicatrizes, ou tendo esta sido formada, sera remossiada, de tal

forma a ndo ser detectado nenhum sinal no tecido iesado. Contudo, = um evento



simples de baixa mntensidade ¢ repetido  intermitentemente per  periodos
prolongados, ¢ processo de reparo leva a uma formacéo de cicatriz e evolui até que
a quantidade de tecido conectivo depositado atinja valores de 5 a 10 veres maiores
que os niveis normais. Por razées desconhecidas, a quantidade de colageno por
grama do figado nunca ultrapassa de 30 & 35 mg de colageno/g (Rojkind et al.,
1979). Isto & possivel, porgus sob condicdes de fesdo cronica de baixa intensidade,
o estimulo para regeneracdo € pequeno ou o tecido ndo se estd dando o tempo
necessario para remodelar a cicatriz, quando um segundo ou terceiro estimulo para
fibrogéneses € imposto. O dano cronico diminui ou elimina o mecanismo envalvido
na remodelagem do tecido. tal como o da producdo de colagenase e outras
metaloproteinases (Monfort et al., 1990). Quando a intensidade da lesso & suficiente
para comprometer significativamente a fungéo, os mecanismos que predominam sao
0s necessarios para aumentar a massa funcional do figado (Mourelie et == =7
Es§as alteracdes serdo seguidas por excesso de deposicdo de coldgeno (i, .
al., 1883y

Tanto as celulas parengquimatosas como as sinusoidais apresentam potencial
de sintese para todas as proteinas da matriz extraceiular. Assim, colageno,
proteoglicanos, fibronectina e laminina podem ser sintetizadas in vitro pelos
hepatc}cito.:s, pelas céiulas de lto, células de Kupffer, célutas endoteliais e células
epiteliais dos ductos hiliares. No entanto, em que pese essa potencialidade
fibrogénica das celulas hepaticas, as evidéncias disponiveis os estudos empregando
dosagem do RNAm para colagenc e lamining, indicam gue as ceélulas nao
parenQuUIMmatlosas Sa0 as principais produtoras da matriz extracelular na fibrose
hepatica(Milani et al., 1988). Denfre essas, muita atencdo tem sido dedicada nos

gitimos anos ao pa;ﬁef das células de lo. Ao lado da sua participacdo no



metabolismo da vitamina A essas células tém sido encaradas como fibroblastos em
Fepouseo que, com o estimulo fibrogénico. transformam-se em celulas transicionais e
posteriormente em fibroblastos ou em miofibroblastos: como os fibroblasios,
apresentam uma capacidade de producio de matriz extracelular superior as células
parenguimatosas do figado. E possivel que a lesdo hepética ou o proprio agente
etiologice da lesdo possam atuar diretamente sobre as células efetoras do processo
fibrogénico (Gressner et al., 1991},

As reacbes do figado & necrose sdo limitadas; a mais importaris -
desorganizagéo dos lobulos hepaticos, formacéo de fibrose difusa e reorganizacao
dos hepatécitos. Assim, independentementa da etiologia, o modelo histopatoiogico
basico do figado é semelhante. A redistribuicdo das células mortas a fibrose levam a
formagéo de nddulos que alteram a arquitelura hepatica, desviando o sangue portal
para a periferia, ocasionando insuficiéncia vascular no centro dos nddidos fzans M
Esta se mantém persistente na cirrose, mesmo depois da causa ter ...

O tecido conectivo anorma deposita-se no espaco de Disse. impedindo 8 truce
metabdlica com as células hepaticas. Novos fibroblgstos formam-se ao redor das
células hepaticas necrosadas. A fibrose (colageno) progride de um estado inicial
reversivel para um estado ireversivel e g formac&o dos septos fibrosos é a
resultante finat da formagéo excessiva de colagenc, da reducdo da degradacio e da
granulagde da matriz extracelular. Uma maior compreensao deste processo ira
permitir 0 desenvoivimenta de noves tratamentos, mas para tanto, se far necessario
o desenvoivimento de modelos experimentais de cirrose hepatica (Mincis et al

1997, Friedman et al., 1993},




1.2. Modelos experimentais

Os modelos de cirrose hepatica podem variar conforme o tipo eticlogico da
enfermidade que se busca estudar, mas devem ter, preferencialmente, as seguintes
Caracteristicas (Propper et al., 1978 Rubin et al., 1967
1. imitacdo dos aspectos morfologicos encontrados na doenca em humanos:

2. progressao gradual e discreta das aiteracbes patoiégicas;
3. alta reprodutibilidade e baixa tetalidade;
4. reversibilidade e irreversibilidade da fibrose desenvoivida

3. desenvolvimento de seqglelas fisiopatologicas.

Os modelos de fibrose hepatica sdo divididos, com base nos fatores
etioldgicos, em toxico, nutricional, imunologico, biliar, alcodlico e genstien Eatas
classes ndo sdo mutuamente exclusivas e os modelos de fibrose ai..
por exemplo, serem considerados aoc mesmo tempo, Oxicos, nutricionais . .
imunolégicos (Tsukamoto et al . 1990).

Durante as Ultimas décadas, varios modelos experimentais de cirrose Bm
‘sido caracterizados (Bomzon et al., 1980). Dentre os modelos mais estudados estéo
0s que utilizam a ligacdo cronica do ducto biliar em ratos e caes (Lee et al., 1986,
Willems et al., 1886) ou a administraco de agentes hepatotoxicos como o etanol
(Keegan et al.. 1995) e o tetracioreto de carbono (CCly) em ratos (Vorobioff et af
1984. Reichen et al., 1988) que produzem dano hepatico cronico, evoluindo para a
CITOse.

Para a produgéo experimental de cirrose sdo necesséarias renetidas doses do

agente hepatoidxico, ndo importando a via de administracao. Além 2o~ n intervalo



entre cada dose ndo deve ser muito extenso. para que ndo haja tempo das celulas
lesadas se recuperarem, tornando os efeitos do agente lesivo ndo cumulativos
(Dupin et al., 1994).

Os animais mais utilizados para o desenvolvimento de fibrose e cirrose
hepatica sédo os ratos. As vantagens de se utilizar estes animais como modelo
experimental s&o a sua facil manutenc&o. a possibilidade de se trabalhar em grupos
e pelo fato do modelo de cirrose hepatica nos mesmos ja estar bem estabelecido.

Ha varias décadas Cameron e Karunaratne (1936) descreveram um mode .
de cirrose hepatica em ratos utilizando o tratamento com o tetracloreto de carbono,
por via subcutanea. Contudo, devido a uma grande variagdo na resposta ao CCla.
nao fol possivel produzir uma cirrose consistente e satisfatoria (Cameron et al.,
1936; Rubin et al., 1963). Além disto, foi frequentemente observado uma regresséo
das alteracdes apds interromper o tratamento com CCls (Moon et al., 1934° 7 i=n ot
al., 1965).

O modelo de Proctor e Chatamra (1983) € outro exemplo de cirrose hepatica
em modelo animal bem estabelecido. Neste modelo. o tratamento concomitante com
fenobarbital e CCls (por via intra gastrica) em ratos, aumentou a eficacia da indugéo
da lesdo hepatica (McLean et al.,, 1969).Foi também introduzida a utilizacdo das
alteragbes do peso corporal dog animais, como parametro para ajustar as doses de
CCl4 (Proctor et al., 1983). Os estudos de Rozga et al. (1991) foram baseados na
observacéo de que a estimulagdo com fenobarbital dependente da hidroxilagcdo
microssomal do sistema enzimatico no figado, aumenta a hepatotoxicidade do CCl,
(McLean et al., 1966). Observaram também que a suspensao do tratamento com
fenobarbital resulta, ao longo do tempo, em uma notavel atrofia hepatica e em

reduzida capacidade do figado de se regenerar (Rozga et al., 1991).
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{0 mecanismo da lesfo ceiular causada peic CCle inicia-se no reticulo
endoplasmatico guando este composto & bioativado peio citocromo P-450, gerando
o radical fivre -CClz (Koch et al. 1974 Siater. 1987} que. posteriormente, se
converte no radical peroxido CCI;Os, (Slater, 1987),

Q radical livre pode. ent&o, se ligar covalentemente a diferentes esiruturas
moleculares, principalmente aocs lipidios das membranas do reticuio endoplasmatico.
Alem do mais, os radicais livres podem também participar do processo de
peroxidacao, atacando os &cido graxos (Munoz et al., 1988: Rao et al., 1997

Nos hepatocitos lesados pelo CCls, a sintese protéica é deficiente, refistindo
em uma sintese diminuida das lipoproteinas hepaticas. Este processo leva a um
acurmulo de lipidios neutros no figado, com conseqiente infiltracdo lipidica {Koch et

al.; 1974),

1.3. COLCHICINA

Extraida da cofchicum autumnale, este sicaldide apresenta-se como 0o
amarelo-palido, hidrossoltvel, gue escurece por exposigao a luz (Korolkovas, 1988).
Desde a antiglidade. a humanidade procura encontrar meios para aliviar a dor | 2
fepre, a artrite ¢ outros disturbios similares. A colchicina foi muito provavelments
uma das primeiras drogas utilizadas para tal finalidade. Preparacées com base nesta
planta s&o usadas desde o inicio deste século. Foi chamada de hermodactilo (dedos
de hermes) e aficuiortm (alma das juntas), devido ao seu efeifo no alivic g2 dores
de origem articutar, Em 1783, von 8idrek introduziu o produto para tratemenio 3

gota. Em 1820, os farmacéuticos franceses Pelletier ¢ Caventou isolaram o
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alcaldide. Em 1945 Dewar propés sua estrutura guimica. que foi posteriormente
confirmada em 1959, quando foi sintetizada pela primeira vez por van Talemen e
colaboradores (Korolkovas. 1988},

Mais recentemente, seus efeitos benéficos foram estabelecidos no tratamento
€ na prevencao de alaques da febre femiliar do Mediterraneo (Levy et al.. 1897).
Adicicnalmente. o tratamento com colchicina tem sido experimeniado com sucesso
variavel em varias doencas. incluindo a doenca de Behget (Tafi et al.,, 1987). cirrose
{Kaplan et al 1986; Kershenobich et al. 1988) esclerose sistémica progressivo
{Alarcon-Segovia et al., 1979) e amiloidose (Ravid et al. 1877 Levy et al, 1991).

Ha muito tempo vem se estimulando o emprego de diversos agentes
farmacologices, com o propodsite de prevenir e modificar a fibrose (Popper et al.,
1978 Rokind et al., 1979). Dentre eles, a colchicina tem mostrado ser uma droga
efetiva para impedir ¢ actimulo do colégeno hepatico {Rokind st =

A colchicina vem sendo utitizada para prevenir 0 desenvon e we
hepatica e da cirrose, tanto em nivel experimental quanto clinico (Rojkind et al. 1975
Jang et al, 19921 A colchicing pode melhorar a funcéo hepatica ¢ diminuir o
contetdo de hidroxiprolina hepética e os niveis séricos de PHINP no figado de ratos
com fibrose. Keshenobich e colaboradores (Kershenobich et al,, 1980)
demonstraram que os efeitos inibitdrios da c&iéhicina no figado fibrdtico é
relacionado com suas agbes em mondcitos anormais e em linfécitos. Durante o
curse da fibrogénese hepatica, mediadores que s&o constantemente secretados

pelas células inflamatbrias estimuladas podem reguiar a modulagdo nas interagbes
célula-célula e célula-matriz, bem como aumentar o NUMec e 3 atividade dos

fibrobiastos nestes sitios de lesdo.
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A colehicina € capaz de inibir a secrecao de colagenc por fibroblastos in vitro.
por meio da quebra de microttbuios. uma das organelas do citoesqgueleto
(Diegelmann et al., 1972; Ehrlich et al., 1974) Tem sido sugerido que a droga atue
como hepatoprotetor por reduzir 2 formacdo dos microtdbulos citoplasmaticos, ©
movimento transcelular do colageno (Ehrfich et al., 1972), estimulando a produgéo
de colagenase em culturas de tecido sinovial (Harris et al., 1974) e exercer um efeito
estabilizante nas membranas dos hepatdcitos (Yahuaca et al . 1985). Ela previne ¢
reverte cirrose hepalica induzida por CCl, em ratos (Mourelle et al., 19981 Leoni et
al.. 1980). bem como inibe a sintese e a deposicdo de colageno em ratos
cronicamente tratados com CCly (Rojkind et al.. 1973). Quando administrada em
pacientes cirroticos, a colchicina melhora as condigbes clinicas. os niveis séricos de
bilirubina e albumina. encurtando também o tempo de protrombina {Kershenobich et
al., 1988).

Em seus estudos, Cedilio e colaboradores observaram que a coichin. .
preverniu e reverteu parcialimente os efeitos da diminuico da atividade da membrana

2

plasmatica Ca *° ATPase apds a intoxicacio com CCls {Cedifio et al., 10986}

Demonstraram também que a colchicing teve um efeito benéfico sobre o figado,

“preservando e restaurando parciaimente o ghicogénio hepatico (Cedilio et al., 1996).

Alem disso. demonstrou-se que a droga ¢ capaz de prevenir 0 aumento de colageno
hepatico em cirrose induzida por CCls (Kershenobich et al.. 1979 Tanner et al.. 1981)
ou por ligadura do ducto biliar (Poo et al, 1993) em ratos. Quitros mecanismos
potenciaimente envolvidos nesta agéo seriam o estimulo & secregfo de colagenass
por macrofages (Gordon et al,, 1976), inibicdo de mitose (Taylor et al 1985) & a
inibicao da sintese de mediadores de inflamagso por monécitos (¥ =~~=nbich et al.,

1890).
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A colchicing 2 rapida. mas provavelimente Louce absorvida psio trato
gastrintestinal quando da sua administracéo oral (Halkin et al.. 1980; Wallace et al
1973). Picos de concentragdo ocorrem de 0.5 g 2 horas depois da administracdo. A
droga e 0s seus metabolitos scfrem extensamente a recirculacéo enterohepatica,
com a concentragdo plasmatica de colchicina e seus metabolitos declinando de 1 2 2
horas apds a ingestao e aumentando apos isso (Walaszek et al 1860). A colchicing
fica concentrada nos gldbulos brancos (Wallace et al., 1973} e é também distribuida
nos rins, figado, baco, e tubo digestivo. A colchicina parece nac se concentrar no
coragao, musculo esquelético ou cérebro. Sey volume de distribuicdo é de cerca de
21 Kg ™' (Halkin et al.. 1980),

Pela administrac8c intravenosa g meia vida plasméatica da droga pode
alcancar entre 10 e 60 minutos, sendo por mais tempo na insuficiéncia renaf (Halkin
etal, 1980 Wallace et al 1970).

A colchicina € em parte desacetilads e desmetilada no figace o .
lentamente metabolizada em outros tecidos. Entre 5 e 50 % da dose intravenosa &
gliminada na bile dentro de 48 horas. Em varias espécies, o maior componente da
droga na bile tem sido demonstrado como sendo colchicina inalterada. com varidveis
percentagens de desmetil colchicina, desmetil colchicing glucoronida, e metabdlitz:
polares ndo especificos (Hunté;“ez al., 1975). Depois da circulagdo enterohepétics. .
maioria da droga absorvida é excretada como metabdlito inativo nas fezes, mas no
individuo normal, uma fracBo de 10 a 20 % & excretads inalterada na urina
(Walaszek et al.. 1960; Tarnavska et al. 1978

Estudos em animais 1@m indicado que a secrecao biliar ativa da colchicing e

dos seus metabdlitos é a maior rota de eliminagée, mas a importancia desta vig para
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& disposicao total da colchicing varia muito entre as diferentes espécies (Hunter at
al., 1975},

A excrecéo biliar ativa da colchicina ©. em um menor grau. sua excrecio
urinaria sdo consideradas as principais via de eliminacdo (Sabouraud et al., 1982
Em ratos, a disposicéo de compostos ariginados diretamente do sistema biliar e dos
rins tem sido recentemente avaliades e relatados para aproximadamente 30 e 16

respectivamente do total do clearance da colchicina {Speeg et al., 1992; Speeg ot

al., 1992,

1.4. CITOCROMO P450

Os citocromos P450 constituem uma familia de hemoproteinas, I~
mgmbrana do reticulo endoplasmatico (Colin et af 1892). Séo classificadus, ..
base na sequéncia homologa de aminoacidos. em familias designadas por numeros
arabicos {ex.. CYP |, CYP 2..) e subfamilias designadas por letras maitsculas (ex..
CYP ZA. CYP 2B..). Membros de diferentes familias do citocrome tém menocs de
diferente; subfamilias possuem entre 35% a 685% de semelhanca. Componentes
individuais de uma subfamilia tdm mais de 65% de semelhanca e s&o estas
designadas por nimeros arabicos {sx.. CYP 2A1. CYP 2AZ.. ) (Nebertetal 1991 )

Os citocromos P450 estdo envolvidos no metabolismo oxidativo de
esterdides, acidos graxos, prostaglandinas, leucolrienns, aminas biogénicas
{compostos endogenos), drogas e carcinognios quimicos (COMpOStos exdgenos).

Repressntam a classica “fase 1" do metabolismo, onde o substrato & oxigenado
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{Nerbert et al. 1987) As reacdes de oxidagdo requersm a hemoproteina do
citocromo P450, a NADPH citocromo P450 redutase, o NADPH e o oxigénio
molecular (Nerbert et al., 1987). O substrato xenobidtico reage com a forma oxidada
(F&*") do citocromo P450 para formar um complexo enzima-substrato. A citoc%omo
P450 redutase aceita um elétron do NADPH gue, por sua vez. reduz o complexo
oxidado citocrome  P450-xenobidtico: €ste, por sua vez reage com o OXIgenio
molecular @ com um oulro elétron do NADPH, doado por meic da mesma
flavoproteina redutase, para formar um oxigénic ativado. Nas etapas finais desta
reacdo, um atomo de oxigénio é liberado como H0 e ouiro é transferido para o
substrato. As biotransformages oxidantes. catalisadas pelas monooxigenases do
citocromo P450. incluem g hidroxilag&o da cadeig aromatica bitateral, a N-oxidaggo,
a8 sulfoxidacdo, a N-hidroxilagdo, a desaminacéo, a desalogenizacis e a
dissulfuragdo. InUmeras reacdes redutoras também s&o catalisadas por enzimas do
citocromo P450, geralmente, em condigdes de baixa tensdo de oxigénio {Nebert et
al., 1987).

No figado humano, foram identificados apeio menos 12 enzimas do sisiema
citocromo P450 (Nebert et al.. 19913, sendo que cada uma delas € codificada por um
unico gene {Watkins, 1890). Cada enzima do citocromo P450 possui um Unico sitio
de ligacdo com o substrato e um mesmo citacmmo. P450 pode metabolizar varias
drogas. Isto pode gerar competicdo entre duas ou mais drogas para a oxidacéo pela
mesma enzima, © que pode diminuir o metabolismo de um dos agentes (Murray,
?992), Os membros das familias CYP 1, 2 e 2 s&o os predominantemsnte
envelvidos com o metabolismo de drogas no homem & sua expressan e modulada
por horménios, citocinas, fatores geneticos, bem como pode s« zfziada por

diferentes doencas (George eof al, 1985). O CCl: é metabolizado -~ reticulo
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endoplasmatico sendo bioativado pelo citocromo P-450, gerando o radical livre +CCls
{Koch et al., 1974: Siater, 1887) que, posteriormente, se converte no radical peréxido
CClz0+; (Slater, 1087),

Em 1897, Tateishi e colaboradores fizeram a identificacéo do citocromo P450
3A4 (CYP3A4) como sendo a principal enzima responsavel pela biotransformaco

da coichicina (Tateishi et al . 1997),

1.5, Verde de indocianina

A determinacac do clearance hepatico de uma variedade de xenobidticos tem
sido utilizade para avaliar o0 metabolismo de drogas, medir a perfuso hepatica,
determinar o prognostico de diversas doencas do figado, bem rome oneif e o
resposta ao tratamento (Jurg Reichen, 1895},

O verde de indocianina (cardio green ou Fox green) € uma tintura .
tricarbocianina, a primeira desenvolvida para uso em emuisao colorida. Por causa do

espectro de absorgio caracteristico, esta propriedade fisiologica fol minuciosamente

[investigada e isto tem sido extensivamente utilizado como um indicador em técnicas

de diluigao de tintura para a medida do rendimento cardiaco (Fox et al., 1957 Fax &
Woody, 1957; Merriman et al., 1958). Wheeler Cranston e Meltzer (1958) mostraram
que, em injecdes intravenosas em caes, a tintura se liga a albumina e & rapidamente
distribuida no plasma circulante.

U verde de indocianina € excretado inalterado na bile (Cherrick et al., 1960).
A determinacho de seu clearance sistémico tem sido utilizada ha muitos ancs oM

um teste de func&o hepatica (Brody & Leicher, 1679). Devido & sua meadia de
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extracao elevada, pode ser utilizado como um marcador de fluxo hepatico (Caesar e
al., 1961). Sua extracdo média encontra-se diminuida em pacientes com CirTose
hepatica (Skak & Keideng. 1987),

Medidas da taxa de retencdo plasmatica do verde de indocianina (ICG) em 15
minutes, da taxa de desaparecimento plasmatico (Leevy et al. 1967 Leevy st al.
1979}, ou a taxa de remocdo maxima (Rmex) do IGC (Paumgartner et al., 1970,
Martin et al, 1976) obtidos depois de uma administragéo intravenosa, tem sido
utilizada para avaliar a funcéo hepatica. Em adicdo, 0 ICG & utiizado tambam para
medida de fluxo sangiineo hepatico, caiculado da razdo hepatica de aviracio obfida
com o uso do metodo de infusdo constante (Caesaretal, 1967, ..

A toxicidade do ICG em animais & relativamente baixa. Nenhum eiw..
significante foi encontrado em humanos com aitas doses, da ordem de 5 mg/Kg de
peso corporal (Paumgartner et al., 1975).

Depois da injecdo i.v., 0 ICG é rapida e completamente ligado as proteinas
plasmaticas. Um estudos demonstrou que, em caes, 90% do ICG e no soro em
humano 80% estéo ligados as globutinas (Baker et al., 1966}

G ICG é efiminado do Sangue quase que exclusivamente pelo figado, A
captacao do ICG por tecidos periféricos. rins ou pulmdes & insignificante (Cherricy -
al., 1958, Leevy et &l 1963 Fé.;papart et al. . 1858 Reubi st al., 1966) & nenhuiia
excrecdo pelos rins pade ser demonstrads {Cherrick et af., 1960; Hunton et al , 1960;
Ketterer et al., 1859, Lesvy st al | 1963, Rapaport et al., 1959},

O ICG pode ser determinado em fluidos biolégicos por espectrofotometria
direta, ou depois da precipitaco das proteinas utilizando-se acetona (Gudowski et
al., 1967, Porstmann et al., 18965). Em virtude do fato que a absorcdo maxima do

ICG no soro ou plasma ocorre na faixa de 795 a 803nm, a influéncia da hemogiobina
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ou da bitirubing na sua leitura optica & peguena. Isto tem facilitade o registro das

curves de desaparecimento de todo ICG sanglineo pelo uso de um autoanalizador

{Begon et al., 1965}



2. OBJETIVOS

Este trabatho teve como obietivos:
I avaliar a viabilidade do desenvolvimento do modelo de producéo de cirrose
hepatica em animais de médio porte, como o coaiho:
H. avaliar o efeitc da administracdo de colchicina em coelhos gue foram submetidos

a fibrose guimicamente induzida.




3. MATERIAL E METODOS

3.1, Amimais

Foram utilizados 37 coelhos machos, da raca New Zealand, com idade de
aproximadamente de 100 dias e com Peso inicial de 273 = 0.05 Kg. Os animais
receberam agua e racdo ad /ibitum ao longo de todo o periodo de experimentacio. A
racao fornecida foi constituida de farelo de fenos de gramineas. mitho, farglo de
arroz solvente. sorgo, farelo de arroz oru. farelo de casca de arroz, farelo de s0ia,
farelo de gliten de milho. Caulium, carbonato de calcio, melaco liquido. sal, premix
mineral e vitaminico e fosfato bicaicia

Os animais foram divididos em 5 arupos conforme apresentado no guadro L.
Os grupos foram denominados: controle, controle fenobarbital, CCl, + fenobarbital
(0s animais que somente sofreram les8o hepatica), sendo que ¢~ e
receberam fratamentos didrios de colchicing em tempos diferentes do tratésiie.

(Quadro ).
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Quadro I Esquemas da constituicso dos grupos de estudo.

CONTROLE (n=3)

CONTROLE
'FENOBARBITAL
{50mg/dia) (n=4)

mnellp
|

CCl, (20 mg) +
FENOBARBITAL
{50mg/dia) (n=10)

—

COLCHICINA (5pg/Kg)
DESDE O INICIO DE
cCly (n=10)

COLCHICINA (5ug/Kg)
APOS 112 SEMANA DE
CCly (n=10)

| el (racao e agua ad libtum “ll

18 semanas de Fenobarbital

18 semanas de Fenobarbital + 18
semanas de CCly

18 semanas de Fenobarbital + 18
semanas de CCl; + 16 semanas
gde COLCHICINA

18 semanas de Fenobarbital + 16 |
semanas de CCl,; + 5 semanas
COLCHICINA

3.2. Modslo de desenvolvimento de cirross em coelhos.

3.2.1. indugdo do metabolismo hepdtico pela administragdo de fenobarbital p.o.

Apos periodo de adaptacéo (7 dias), os animais receberam fenobarbital p.o.

adicionado & agua de beber {concentragdo: 167 mg/l). Levando-se em consideragso

a ingestdo diana média estimada de agua, esta solugdo deve fornecer

aproximadamente 50 mg de fenobarbital por animal.
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3.2.2. Administracdo de CCl,

Catorze dias apés o inicio do tratamento com fencbarbital os animais
comecaram a receber semanalmente o CCls na dose inicial de 0.2 mi de solucdo de
CCls diluida em Slec de milho a 10%. Esia solugdo foi administrada por via
intragéstrica, sende a dose ajustada de acorde com controles bioguimicos
indicativos de les80 hepatica {aspartato aminotransferase [AST] e alanina
aminotransferase [ALT]. Neste ajuste da dose visou-se marnter 0s niveis plasmaticos
destas enzimas entre 400 e 800 Ul/dl.

Ao final do periodo de estudo de 18 semanas os animais foram sedados com
sagatal® e sacrificados com uma injecdo de ar Lv.(levando a morte por embolia

gasosa). ApOs exposiclo do figado, foram retirados 3 fragmentos de cada iobo

hepatico para andlise histopatolégica,

3.2.3. Administracéo de colchicina

A colchicina fol administrada por via intragastrica em dois grupos de animais,
em doses didrias de Sug por Kg de peso por animal durante 5 dias da semana. O
primeiro grupo de animais iniciou o tratamento com a colchicing & partty da 122
semana de CCly e 0 segundo grupo recebeu a droga desde ¢ inicio do tratamento

com CCls.

3.2.4. Controle semanal de Peso corporal dos animais
Alem dos controles bioquimicos, os animais foram pesados semanalments,

antes de cada experimento, sempre no mesmo horario e pela mesma Dessoa.
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3.2.5. Dosagens bioguimicas

Amostras de sangue foram coletadas antes do inicio da administragdo de
fenobarbital, anteriormente ao tratamento com CCls e a partir deste, 24 h apds cada -
administracéio, para dosagem de aminotransferases (AST e ALT), bilirubinas (totat e
indireta), gama giutamil transpeptidase (v-GT) e albumina. As dosagens foram feitas
automaticamente em analisador automatico marea Cobas modelo Mira pius {Rache,

Suiga).

3.3 Determinacéo da taxa de depuragéo plasmética do verde de indocianina

Para avaliar os efeitos do tratamento com fenobarbital e CCly sobre o fluxo
sanglineo hepatico, foram determinadas as velocidades de depuracio do verde de
indocianina antes do comego e no final do tratamento. Os animais receberam uma
injegdo iv. de verde de indocianina (Sigma Chem. Co, EUA; aproximadamente 8
mg/kg em solugdo salina). Amostras de sangue (3 mi) foram coletadas em tubos
contendo EDTA nos tempos 0, 2, 4, 8 15, 20 e 30 min. As amostras de sangue
foram centrifugadas (2000 g, 4 min} e o plasma separado e congelado a -20°C. As
concentragdes plasmaticas de verde de indocianing foram determinadas por
espectrofotometria a 800 nm.

Foram construidas as curvas de concentracao plasmatica em fungdo do
tempo, e a partir destas curvas foi derivado o parametro farmacocinético da taxa de

depuracdo plasmatica (Cl).

3.4. O trabalho foi aprovado pelo comité de pesquisa da Universidade Sao

Francisco.
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3.5. Anélise histopatoldgica

Os animais foram sacrificados e foram retirados fragmentos do figado que
foram conservados em solucdo de formaiina a 10%.

Apos a fixaglo das amostras, foram feitos cortes histologicos, onde foram
realizados 0s seguintes procedimentos: 1) desidratagdo da amostra; 2) clarificacéo
da amostra 3) impregnacgéo da amostra: 4) microtomia.

Apds a realizacdo do corte histolégico, as laminas foram coradas com
tricromio de Masson e hematoxilina e eosina.

As analises histopatoldgicas das laminas foram feitas utilizando-se o sistema
semi-guantitative de Scheuer (Scheuer et al, 1991 ), onde as diferentes aiteracgies
hepaticas foram graduadas de 0 a 4 conforme exprassa o quadro il. As analises
histopatologicas foram feitas pelo mesmo patologista, que desconhecia a

procedéncia da amostra analisada em relac@o aos diferentes grupos de estudo,
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(Juadro Ii: Sistema semi-quantitativo de Scheuer para analise histopatologica do
figado.

{Gran | Atividade Atividade lobular [Fibrose
portal/periportal
0 Nenhuma ou minima  |nenhuma nenhuma
inflamagdo portal
1 Inflamacdo portal Inflamagfio sem | Trato portal fibrético
NECrose aumentado
2 Necrose leve Necrose focal ou | Periportal ou septo
corpos acidofilos  |porta-portal, mas com
a arquitetura intacta
3 Necrose moderada Les#o celular Fibrose com
focal severa desorganizacio da
arquitetura, mas sem
CitTOSe
4 Necrose abundante Lesfio incluinde | Cirrose provéavel ou
pontes de necrose | definida
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3.6.Andlise estatistica

Os resultados estéo apresentados como média + erro padrio das meédias
(EPM) de n experimentos. Diferencas estatisticas significantes foram determinadas
utilizando-se analise de varianca (ANOVA) teste t de Student néo pareado, teste de
Tukey para comparacdes muiltiplas e teste do Qui-Quadrado. Valores de p< 0,05

foram considerados indicativos de diferenca estatistica significante.
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4. RESULTADOS

4.1. EFEITO DO TRATAMENTO COM CCi, SOBRE A MORTALIDADE E O
GANHO PONDERAL

4.1.1. Mortalidade

Dos ftrinta e sete animais utilizados nesta pesquisa, trinta e quatro
completaram o periodo de estudo de 18 semanas de tratamento de fencbarbital
assocladas a de 16 semanas de CCly com posterior analise histologica. Trés
animais morreram devido a causas nao relacionadas com o experimento: em 2
animais, houve a quebra de uma das patas infericres e em um terceiro animal
observaram-se alteracdes na musculatura do pescogo, de causa também
desconhecida.

Os 3 animais mortos pertenciam aos grupos tratados (grupo CCls e os 2

grupos tratados com CCls e colchicina), sendo um animal de cada arupa.

4.1.2. Ganho ponderal

Como mostrade na figura 1, a administragdo do CCls aos coethos impediu o
ganho de peso corporal durante as 18 semanas do tratamento completo para
inducdo da cirrose hepatica. Ao contrario, tanto rios animais controles {(que nio
receberam qualquer tipo de droga) como nos animais que 80 recsberam o
fenobarbital (controle do fenobarbital) foi observado ganho ponderal significativo

{(p<0.05) quando comparado com o seus pesos iniciais (figura 1).
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De maneira semelhante aos animais controles, os animais gue receberam o
tratamento com a colchicina desde o inicio ou apos onze semanas de administracio

do CCly apresentaram ganho de peso significativo ao final de 19 semanas (figura 1).

PESO (Kg)

apds 11 semana

fencbarbital

Lolchicina

CCly
fenobarbital

Figura 1 Peso corporal dos animais de diferentes grupos, obtidos antes (colunas
azuis) e apos 18 semanas de fratamento total {colunas vermelhas). O grupo controle
{n=3} ndo recebeu gualquer tipe de droga, enquanto o controle fenobarbital (r=4}
recebeu esta droga (50mg/dia) por 18 semanas. No grupo CCly (n=10) & droga (20
mg/semana) foi administrada por 16 semanas, Os resuttados representam a média +
EPM de n animais. * p<0,05 comparando-se com ¢ basal do mesmo Qrupo.



4.2. Resuitados jaboratoriais

Os resultados dos testes bioquimicas. (Tabeia 1) mostram que o tratamento
com o CCly provocou um aumenta significative (p<0,01) nos niveis séricos das
enzimas aspartato aminotransferase [AST] e alanina aminotransferase TALT] quando
comparado com as dosagens basais destes animais. Do mesmo modo, as dosagens
sericas da gama glutamii transpeptidase (v-GT) e da bilirrubina total mostraram um
aumenio de 65% e 146%, respectivamente, apos tratamento com o CCl4 {Tabela 1).
Nos coelhos controles nao foi observada nenhuma alteracdo significativa entre as
dosagens biogquimicas basais e finais {Tabela 1).

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram que ndo houve alteracio
nos nivels séricos finals da proteina total e da aibumina nos animais dos grupos nao
tratados ou tratados com o CCl4, em réiagéc as dosagens basais.

Quando comparados os niveis séricos basais e finais dos coelhos que
receberam somente o fenobarbital durante o periodo de 18 semanas (controle
fenobarbitaly ndo foram observadas quaiguer alteracBo significativa nas dosagens
bioquimicas das enzimas AST e ALT {38,750 = 7,660 e 38,250 + 7,320, 76,25 +
13,580 e 72750 £ 17.75, respectivamente). O mesmo ocorrau em relacdo aoc v-GT &
& bilirubina total (7,25 + 250 e B850 + 1,85, 006 = 002 e 009 + 0,05
respectivaments)., assim como com a proteina total e albuming (8,45 + 0.350 e 5,80

+0,11: 430,080 4,68+024 respectivaments).
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Tabela 1. Pardmetros bioquimicos em coelhos controles e animais tratades com

COla
CONTROLES ANIMAIS TRATADOS P
COM CCl
BASAL FINAL BASAL FINAL
ALT (UM 77 +17 .15 7467 +602 162680+580 11450 +419* p<0,01
AST (L 2567 + 3 87 2450 +558 [3980+4,80 (248830 + p<0,01
541,20
BILIRRUBINA 0,07 +0.02 0131004 0,13 10,01 0,32+£005* p>0,05
TOTAL mgidi)
w7 (UM 7+ 1,51 6,30+ 1,00 810+ 110 (8280+1210* [p<0.01
ALBUMINA 443 +0,34 4,17 + 0,07 4,50+0,10 1420+ 020 =005
{grdh )
PROTEINA 8,83+052 6,67 +0.20 650010 1850+020 >0 08
 TOTAL {g/di

AST — aspariato aminotransferase, ALT - atanina aminofransferase, v-GT ~ gamma

glutamil transpeptidase. Os resuftados representam a média + EPM de 7 controles

10 coelhos tratados. * p<0,05 comparando-se com o basal do mesmo Qrupo.
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4.3. EFEITO DO TRATAMENTO COM A COLCHICINA

4.3.1. Dosagens bioquimicas

A Figura 2 mostra que tanto os coelhos que receberam tratamento com a
colchicina ao longo da administracéo do CCl4 como os que receberam este
ratamento apds a décima primeira semana apresentaram niveis séricos das
enzimas ALT e AST superiores aos respectivos niveis basais. Estes resuitados s&o

semelhantes a0s cobservados nos animais tratados com o CC4 e que nac

receberam a coichicina (Figura 2).
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fenobarbital

Figura 2. Concentrages séricas de alanina aminotrasferase (ALT, grafico A) e
aspartato aminotransferase (AST, grafico B) dos animais de diferentes grupos,
obtidos antes (colunas azuis) e apds 18 semanas de tratamento total (colunas
vermelhas). O grupo controle (n=3) ndo recebeu qualquer tipo de droga, enquanto o
controle fenobarbital (n=4) recebeu esta droga (50mg/dia) por 18 semanas. O CCl4
(20 mg/semana; n=10) foi administrado apds o periodo de 2 semanas de
administracdo do fenobarbital (50mg/dia). Alguns animais receberam colchicina
(5ug/Kg/dia) desde o inicio do tratamento com CCls (n=10) e outros apés a 112
semana (n=10). Os resultados representam a média + EPM de n animais. * p<0,05
comparando-se com o basal do mesmo grupo.

e e e
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As duas diferentes formas de tratamento com a colchicina também nao
alteraram significativamente os niveis de bilirrubina sérica (Figura 3).
Com relacéo & y-GT, observou-se que a administracdo da colchicina desde o inicio
do tratamento com CCls foi capaz de evitar alteracées significativas nos niveis
sericos desta enzima, de maneira semelhante ao observado anteriormente com o
grupo controle (Figura 3). No entanto, se o tratamento com a colchicina inicia-se
apos 11 semanas, os resultados das dosagens de v-GT sdo semelhantes aos do

grupo tratado somente com o CCly, (Figura 3).



A)

0.3

0.2+

0.1

BILIRRUBINA (mg/dl)

0.0-
Controle controle CCl4 Ini cio apés 11° sem.

fenobarbital

Colchicina
CCl,

fenobarbital

75+
B)

50

y-GT (U/)

Controle controle CCl4 Ini cio ap6s11° sem.
fenobarbital
Colchicina
CCl;

fenobarbital

Figura 3. Niveis séricos de bilirrubina total (A) e de gama glutamil transpeptidase (B)
dos animais de diferentes grupos, obtidos antes (colunas azuis) e ap6s 18 semanas
de tratamento total (colunas vermelhas). O grupo controle (n=3) ndo recebeu
qualquer tipo de droga, enquanto o controle fenobarbital (n=4) recebeu esta droga
(50mg/dia) por 18 semanas. O CCls (20 mg/semana; n=10) foi administrado apds o
periodo de 2 semanas de administragao do fenobarbital (50mg/dia). Alguns animais
receberam colchicina (5ug/Kg/dia) desde o inicio do tratamento com CCls (n=10) e
outros apés a 112 semana (n=10). Os resultados representam a media + EPM de n

animais. * p<0,05 comparando-se com o basal do mesmo grupo.



As concentracbes sericas de proteinas totais ndo apresentaram diferencas
significativas entre os niveis basais ou finais (apds as 18 semanas de tratamento
total), tanto nos animais que receberam somente o CCls como nagueles submetidos
ao tratamento com a colchicina desde o inicio ou apods a décima primeira semana
(Figura 4). Com relacéo as dosagens de albumina, ndo foram também observadas

diferencas significativas no soro dos animais dos diferentes grupos (Figura 4).

tratados.
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Figura 4. Concentragbes séricas de albumina (A) e proteina total (B) dos animais de
diferentes grupos, obtidas antes (colunas azuis) e apds 18 semanas de tratamento
total (colunas vermelhas). O grupo controle (n=3) n&o recebeu qualquer tipo de
droga, enquanto o controle fenobarbital (n=4) recebeu esta droga (50mg/dia) por 18
semanas. O CCls (20 mg/semana; n=10) foi administrado apés o periodo de 2
semanas de administracdo do fenobarbital (50mg/dia). Alguns animais receberam
colchicina (5ug/Kg/dia) desde o inicio do tratamento com CCls (n=10) e outros apds
a 11% semana (n=10). Os resultados representam a meédia + EPM de n animais. *
p<0,05 comparando-se com o basal do mesmo grupo.
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4.3.2.Clearance do verde de indocianina

A taxa do desaparecimento plasmatico do verde de indocianina apos a
administragdo intravenosa da droga (8 mg/kg/coelho) mostrou resultados
semelhantes nos animais controles, quando verificados antes e apds o periodo de
18 semanas (Figura 5). No entanto, o tratamento dos animais com o CCl; foi capaz
de provocar uma diminui¢cdo do clearance do verde de indocianina. Este efeito foi
significantemente revertido pelo tratamento com a colchicina desde o inicio, mas néo

quando esta foi administrada somente apds a décima primeira semana (Figura 5).

20+
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CONTROLE controle CCl, desde oini cio ap6és11? semana

fenobarbital colchicina
CCly
fenobarbital

Figura 5. Efeito do tratamento com a colchicina nos animais tratados com CCly:
sobre os parametros farmacocinéticos do clearance do verde de indocianina. A
determinacéo foi feita no inicio (colunas verdes) e apds 18 semanas (colunas
vermelhas) do tratamento total. O grupo controle (n=3) nao recebeu qualquer tipo de
droga, enquanto o controle fenobarbital (n=4) recebeu esta droga (50mg/dia) por 18
semanas. No grupo CCls (n=10) a droga (20mg/semana) foi administrada por 16
semanas. Neste grupo, alguns animais receberam colchicina (5ug/Kg/dia) desde o
inicio do tratamento com CCls (n=10) e outros apdés a 112 semana (n=10). Os
resultados representam a média + EPM de n animais. * p<0,05 comparando-se com
0 basal do mesmo grupo.



4.3.3.ANALISE HISTOPATOLOGICA

Na Tabela 2 estdo apresentados os resuitados das analises histopatologicas
dos figados dos coelhos submetidos ao tratamento com CCl. Do numero total
composto de dez animais, oito apresentaram cirrose hepatica, um fibrose e em outro

fol detectada esteatohepatite.

No grupo de coelhos nos quals a colchicing foi administrada apos a 11°
semana de tratamento com o CCl4 ocorreu a formagéo de cimose hepatica em 20%
dos animais tratados, enguanto que nos outros 80% encontrou-s& um quadro de
fiprose {Tabela 3). No entanto, quando os animais foram tratades com a colchicina
desde o inicio observou-se uma auséncia de formacdo de cirrose, sendo que 20%
dos animais apresentaram estudo histoldgico normal (Tabela 4). Alem dis*~
uma diminuicdo de 62% na formacso de fibrose. Neste mesmo grup. . e
histologico encontrado em 30% dos coelhos foi de hepatite. sendo que 10% dos

animais apresentaram hepatite acompanhada de fibrose (Tabela 4).
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Tabela 2. Resultados das andlises histopatoldgicas dos figados dos coelhos
submetidos ao tratamento com CCls. Os ndmeros enire parénteses indicam o grau de
les@o pela escala de Scheuer.

Animal N° INFLAMACAOD FIBROSE Diagnostico

1 inflamagéo {+} c. septos espessos (4) CIRROSE

HEPATICA

2 Esteatose (++) ] ESTEATC
inflamacio () HEPATITE

3 Esteatose {(++) : CIRROSE
inflamagao (¥} c. septos delgados (4) HEPATICA

4 Esteatose {(+4) CIRROSE
inflamacdo (++) o. septos delgados (4) HEPATICA
irflamacao aguda {*]

5 Estegtose (++) CIRROSE
inflamagio (¥) c. septos espessos (4) HEPATICA

& Esteatose (++) ¢. septos espessos (4) CIRROSE
Necrose {(+4+4) HEPATICA
inflarnacio (+)

7 Esteatose (+) fibrose leve (1) FIBROSE
inflamacio {(+)

8 Esteatose (+) CIRROSE
Necrose {+) c. septos espessos @) HEPATICA
inflamacio {(++}

g Esteatose (++) ¢. septos espessos (4) CIRROSE
Necrose (+++) HEPATICA
inflamagéo ()

10 Esteatose {++) c. septos espessos (4) CIRROSE
Necrose {+) HEPATICA

inflamac8o (+)
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Tabela 3. Resultados das analises histopatoldgicas dos figados dos coelhos
submetidos ao tratamento com CCly e colchicing apds a 11° semana de administragac
do CCla Os numercs entre parénteses indicam o grau de lesdo pela escala de

scheuer
Animat N INFLAMACAQ FIBROSE Diagnéstico

1 Esteatose [+) c. 5eptos espessos (4) CIRRDSE
Necrase (+) HEPATICA
inflamacac (+)

2 Esteatose (+) fibrose definida (3) FIBROSE
Necrose (#+)
inflammacio (+)

9 Esteatose {++) fibrose definida (3} FIBROSE *
Necrose (+) !
inflamacéo (%)

4 Esteatose (++) fibrose leve (1) FIBROSE |
frflamacéo (+)

5 Esteatose (+ finrose definida (3} | FIBROSE .
inflamacéo cronica (+)

g Esteatose (+) C. Septos espessos @) CIRROSE
inflamacio (+) HEPATICA

7 inflamagao (+) fibrose leve (1) FIBROEE

8 inflamacéo (+) fibrose leve (2) FIBRUCE

] Inflamagao (++) fibrose leve (2) FIBROSE i

;
10 Inflamacao {++) fibrose leve (2) FIBROSE 1




Tabela 4. Resullados das analises histopatologicas dos ﬁqadm r*’r:; ¢
submetidos ao tratamento com CCly e coichicina desde 0 INiCio da awmima
CCl.. Os nUmeros entre parénteses indicam o grau de fes&o pela escaia o mneuer

4}

| Animal N° INFLAMAGAD [ FIBROSE Diagnostico
1 tnflamagac (+) fibrose leve {2} HEPATITE +
FIBROSE
2 Normal 3 NORMAL i
3 Esteatose (+) fibrose definida (3) FIBROSE
Necrose (+++)
inflamacgio (+)
4 inflamacao (++) fibrose leve () FIBROSE
A Normal 0 ;’
& Inflamagao (+) fibrose leve (2) Fisiuo.
7 inflamacio (+) 0 HEPATITE
8 Inflamacao {+ fibrose leve (1) HEPATITE - ;
g inflamacko crénica (++) firose teve (1) FIBROSE 5
i
10 inflaracao {+) fibrose leve (2) FIBROSE ;
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5. Discussao:

A inducao de cirrose hepatica por CCly & um modelo experimental largamente
utilizado para o estudo de fibrose hepdtica, por reproduzir muitas das aiteraghes no
metabolismo do colédgeno, de forma semslhante as alteracbes descritas no homem
(Perez-Tamoyo et al..1983: Tsukamoto et al., 1970}

Em 1983, Proctor e Chatamra estabeleceram um modelo de cirrose hepatica
em ratos. Em seu estudo. que consistiu em tratamentos concomitantes de
fenobarbital e CCls {por via intra gastrica), foi utilizada a variacao do peso corporal
dos animais como parametro para ¢ ajuste as doses de CCls (Proctor et -al,, 1983}
Neste estudo, nos adaptamos para coethos o modelo de curose hepatica
desenvolvido por Proctor e Chatamra.

A0 contrario do observado por Proctor & Chatamra, com relaglo & ner-s -2
peso corporal em rafos, 08 NOsSSOS resultados sugerem que nao & possis ..
dose de CCls pela mesma varidvel, quando coelhos séo utilizados como modelo
experimental (Figura 1), pois nos grupos tratados n&o houve varacao de peso
corporal significativa. Assim, adotamos 0s niveis séricos das aminotransferases
(AST e ALT) para o ajuste da dose semanal de CCls. As doses de CCla foram
adaptadasmvisando manter os niveis séricos das aminotransferases dentro dos
imites de 400 e 800 UA. As dosagens séricas destas enzimas mostraram sef
melhores indicadores de leséo hepatica, quando comparadas com  oulros
indicadores, possibilitando a manutengdo dos animais por todo o pericdo de
tratamento (18 semanas) com formagéo de uma Cirrose consistente. Us niveis de
AST & ALT elevados, mesmo com ¢ uso de colchicina, indicam a nao etuacao da

mesma na inibigdo da lesdo celular.



Nosses resultades concordam com os dados de Ugazio e colaboradores
(1985, a respeito da auséncia de ascite nos animais que desenvolveram cirrose.

A ~+GT sérica mostrou um padrao semelthanie de evolugdo no grupo tratadoe
com colchicing desde 0 Inicic quando comparado com o controle '(Figura 3. Tabels
14,

A bilirrubina total apresentou alleracéo quando comparada com a dosagem
hasal dos Mesmos grupes, em todos 0s grupos estudados. Ja 05 nivels séricos de
proteina total & albumina ndo apresentaram alteracbes significativas. 0 que tambem
foi relatado por Ugazio et al., 1985,

(s resultados apresentados na Figura 8 sugerem gue © fratament”
soncomitante dos coelhos com fenobarbital & CCly provoca uma importar
do fluxo plasmatico hepético, evidenciado pela diminuigéo significativa da taxa de
depuracao do verde de indocianina (Cl). Estes resultados s8o consistentes com 08
achados de Dupin et al. (1994), a respeito de disponibilidade do verde de
indocianina em ratos cirroticos.

Ja esta bem estabetécido gue a colchicina inibe a secrecéo de colagenc em
fiproblastos in vitro pela quebra dos microtibulos (Diegeimann et al., 1972, Ehrlich e
al., 1874). In vivo, o colageno & produzido pelos hepatdcitos e pelas celulas n&o-
parenquimatosas, apesar da contribuigio de cada um .dos dois tipos de cétulas ainda
esiar sendo debatida (Chojkier et al, 1988: Ogata et al 1981). A colchicina atua
inibinde a formagdo de microtGbulos, mas sem nenhum efeito celular especifico.
Tem sido demostrado que a droga previne o aumento do colageno hepatico em
ratos cirrdticos (Rojkind et al., 1973; Rojkind et al., 1975, Tanner et al., 19811

A colchicinag atua no colageno por outros mecanismos, bem como na

estimulacao da secrecdo da colagenase por macréfagos (Gordon et 2l 1978), a
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inibicae da mitose (Taylor et al. 1985} ¢ pela inbicdo da biossintese de varios
mediadores inflamatérios pelos monocitos em pacientes com cirrose biliar primaria
{Kershenobich et al., 1990). E também capaz de inibir a producdo de fatores de
crescimento de fibroblastos pelas células de Kupffer (Armendariz-Borunda et al.,
1989},

Oitenta por cento dos animais n&o tratados com colchicina (grupo CCla)
apresentaram cirrose hepética. kste numero caiu para 20 % no grupo tratado com
coichicing apos a 11° semana de CCly Em nenhum animal no grupo tratado com
colchicinag desde o infcio teve formacio de cirrose hepatica ¢ apenas 10 % destes
animais formaram fibrose. No grupo de amimais tratados com colchicina apos a 11°
semana de tratamento com CCls a proporgdo de animais com fibrose hepatica foi ge
80 %. Nos grupos de animais utilizados para este estudo a mortalidade foi muito
baixa (3/37).

Em nosso estudo a colchicina mostrou-se capaz de reduzir a fibrose hepa...
e inibir & formacé&o de cirrose hepatica (Tabelas 1. 2 e 3). Lin et al. (1996) sugerem
que a colchicina poderia inibir 0 Processo inflamatério que leva a formacao de
cirrose. Nao encontramos diferenga no infiltrado inflamatorio hepatico dos 3 grupos.
“Assim, se a coichicina atuar reduzindo © processo inflamatério, esta aca@o nao seria
no numero de celulas envolvidas neste processo, mas sim na liberacéo de agentes
pré inflamatorios pelas mesmas.

Com base nestes resultados, podemos afirmar que © tratamento i
colchicing inibe o desenvolvimento de fibrose e reduzindo também a formacéo de
cirose hepatica, sugerindo o seu possivel uso em doencas hepaticas que evoluem

com a formacao de fibrose nepatica.



A colchicing, quando administrada desde o inicio do tratamento com GGl
mostrou ser eficaz inibindo a cirrose hepatica e diminuindo a fibrose em coelhos.

Apesar destas conclusdes, acreditamos que outros estudos devem ser
realizados buscando determinar seu mecanismo de acdo. tanto em células
inflamatorias, bem como céjulas relacionadas com & formacéo de fibrose hepatica,

como por exemplo, as cejulas de lto.




6. Conclusoes

A baixa letalidade e o numero de animais que desenvolveram cirrose hepatica
leva a concluir que este tipo de modelo € viavel.

O peso corporal dos animais N0 serve como parametro para o ajuste da
dose de tetracloreto de carbono.

Para o controle do desenvolvimento da lesdo hepatica, apenas a
determinacdo das aminotransferases e suficiente.

A colchicina mostrou-se eficaz na prevencdo da cirrose hepatica, nibiu a
formacao de fibrose, e impediu as alteracdes do fluxo hepatico gue ocorreram nos

animais nao tratados com a mesma.
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7. SUMMARY

The fibroses development is a fundamental poirt in the formation of the hepatic
cirrhosis, and s comprehension s essential for the understanding of the
physiopatology of the cirrhosis and the consequent portal hﬂypertension\ The
deveiopment of an adapied experimental model of hepatic fibroses is useful for the
study of the ilinesses that may develop the hepatic eirrhosis.

The colchicine has been used in patients with hepatic cirhosis, but its effects
are not totally known. The aim of this study was 10 evaiuate the colchicing eftects in
the hepatic cirrhosis chemicaily developed and to evaiuate if the Proctr
Chatamra model s suitable to apply in rabbits.

Thirty seven male New Zealand rabbtis were used (2.73 = 0.05 Kg), Group A
(n= 103, Group B (n= 10}, Group C (n=10) and 7 controls animals. Group A was
given only carbon tetrachroride (CCls) and phenobarbitone (FB), Group B received
the same treatment as Group A with the addition of colchicine (100 ugidaiiyffive
days a week 16 weeks) and Group C received the as Group B but had the
colchicing treatment for a longer period of time, They were given phen~ "
dissolved in drinking water (approximately 50 mg/day/animal) and a8 WEeaeK ..
treatment (10% solution in corn oil; 20 mg/animal/week) concomitant with PBThe
CCle dose was adiusted weekly in order to obtain serun AST and ALT levels
petween 400 U/ and 800 U/l The iﬂdoci.anine green (ICG) pharmacokinetics were
determined after injecting the ICG (Bmg/Kg. i.v.) and collecting plasma samples at
suitable ime points for the ICG quantifcation.

At the end of the experiment, animals were sacrificed, and 3 fragments of

each liver sent to histology examination.



47

A higher propartion of arimals which did not receive colchicine developed
cirrhosis compared {o those which received the drug {8/10 vs. 0710, p.0.01), the hver
florosis was also reduced (p.0.01). Rabbits that had been through the 16 week
treatment had at the end of expenment, ICG, v-GT, bilirrubin and weight gamn simdar
to conirols.

The serum enzymes and the elimination rate of 1CG (before and after 16
weeks of treatment) in the CCly group were: ALT: 82.6 = 170.87 U/l; AST: 3940 =
0.36861 miimindkg, respectively.

The low mortality and the quantity of the animals wich deveioped liver cirrhosis

conduce to conclude with that model is suitable.

The body wight is not suitable to regulate the CCli doses. Only the
aminotransferases measurement is necessary for control of the liver development.

The coichicine reduces the development of liver fibrosis and cirrhosis in 2
experimental model of chronic toxic fiver damage, supporting its potentiai ..

therapy of liver diseases,
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SQIMMARY

The aim of this study was to develop an experimental model of liver cirrhosis in
rabbits, using CCL4 intoxication and enzymatic induction with phencbarbital.
Material and Methods: Seventeen male New Zealand white rabbits were used.
Seven rabbits served as controls, and 10 were were ftreated with CClLa
Phenobarbital was included in the drinking water (50 mg/daily} throughout the
study. After 14 days on phenobarbital, the first dose of CCls in comn oil was
administered intragastrically. The time between doses was 7 days, and the
duration of treatment was 16 weeks. Subsequent doses of CCLs were calculated to
maintain the AST/ALT levels between 400-800 U/, Standard laboratory tests,
including ALT, AST, GGT, albumin, bilirubin and IGC clearance were performed at
pre-determined times. Al the end of the experiment, animals were sacrificed and
thres fragments of each liver lobe processed for histological examination, A s
guantitative score was used 1o evaluate the development of fibrosis.

Results: Eight of 10 rabbits from the experimental group developed cirrhosis.
Rabbits treated with CCLs did not gain weight, in contrast to the controls (40%
weight gain, p<0.05). A significant reduction of ICG Cl was observed in CCLy -
treated rabbits at the end“"“;}f the experimen, when compared with the
corresponding basal values or with final values for the control group {(p<C.05 for
both comparisons), The AST, ALT, Bilirubin and GGT levels were elevated in
CClLstreated rabbits.

Conclusion: This model was successful in producing liver cirrhosis and may
be useful in studies investigating metabolic, immunological or biochemical changs:

during the evolution of chronic liver disease.
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INTRODUCTION

A reproducible animal model of liver cirrhosis 15 highly desirgble for
appropriate metabolic and therapeutic studies (1). The criteria for an ideal animal
model vary, but should include duplication of the morphological features observed
in human disease, a gradual progression of pathologic changes, high
reproducibility and low mortality, reversible and irreversible fibrotic changes and
the development of pathophysiclogical sequelae (2).

Many agents have been used as hepatotoxins in experimental modeis. The
most commont method of producing experimental cirrhosis is by administering
multiple doses of carbon tetrachioride (CCLs) (3). As with chioroform  and
halothane, CCL4 requires activation by oxidases, involving hemolytic breakage of
the C-C! bond. This activation leads to the formation of irichlc;umetyi radice’
{CCLy), the reactive metabolite, and ocours in the hepatic endoplasmatic reticulum
through an enzyme system of electron transport from NADPH to oxygen. CCla
binds covalently to a series of molecular structures, particulary lipids of
endoplasmic reticulum menbranes, and initiates lipid peroxidation or reacts with
sulfhydryl groups of proteins. Since the acute toxicity of CCL4 is dependent upon
its metabolism by the microssomal hydroxylating hepatic system, inducers of
cytochrome P450 such ethanol or phenobarbitone can potentiate this toxicity (4-9}.
Using an association of intragastric CCLe and phenobarbitone in drinking water,
Proctor and Chatamra were able to induce liver cirrhosis in 72% of treated rats
within 8-10 weeks (10-11). In this study we adapted the model described by

Proctor and Chatamra (10-11) to rabbits, and studied the resulting cirrhosis.
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MATERIAL AND METHODS

The study was performed in 17 male New Zealand white rabbits (initial body
weight 2730 + 50 g, 100 days old). The animals were aliowed to adapt {o their
environment for one week, prior to use, with access to normat rabbit chow {Purina,
Campinas, Brazil) and tap water ad fibiftum. Seven rabbits served as controls, and
all received normal rabbit chow. Ten rabbits were used in the experimental group.
Phencbarbital {Rhodia, 380 Paulo, Braziljwas added to the drinking water {50
mg/day) aiming o increase cytochrome P450 activity The first dose of CCLs
{Merck ind, Quim, Rio de Janeiro, Brazil) in corn oit was given. after 14 days of
phenobarbital treatment. This study was approved by the S0 Francisco University
Research Committee and the standard criteria for care and use of laboratory
animails in research were foliowed.

CCLs was administered intragastrically route, using a cannula made from a
biunt-ended needle. The initial dose was 20 ng, diluted in corn oif {0.2 mi). The
time interval between doses was 7 days, and the duration of treatment was 18
weeks. The CCLy was aiways administered at the same time of day, by the same
person (CGB), after an accurate weighing of the animais. The subsequéni de
were calculated to maintain AST/ALT levels of 400;8{}{} iU/, Phencbarbital was
given in the drinking water until thmughout' the experiment.

Biochemical parameters were determined for all animals, before
phenobarbital administration, one week after initiating treatment, and 24 h after

gach CCL, dose, until the end of the experiment. The biochemical analyses were

done using heparinized blood on an auto analyser (Mira Cobas).
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indocyanine greeﬁ {ICG) clearance (Cl) as an index of fiver function (12-13)
was evaluated in all animals before and at the end of treatment by injecting a
single dose of freshly prepared ICG (8 mg/kg) (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA) freshly prepared in @ m of saline solution into an ear vein. Biood
samples (3 mi) were collected into EDTA-containing tubes before, 2, 4, 8, 15, 20,

and 30 min after ICG administration The blood sampies were cenirifuged at 2,000
g for 4 min and the plasma then separated and stored at -20°C until assayed. The

plasma concentration of ICG was determined using a Hitachi U 2001
spectrofotometer at 805 nm. The maximum plasma concentration {Cray and the
time taken to reach this concentration {fmex) were obtained from the individual time-
concentration curves. A first-order terminal elimination rate constant (k.) for 1ICG
was derived by log-inear regression of selected data points from the time-
concentration curves describing a terminal log-iinear decay phase. The hall-life
(ty,) was estimated from this rate constant (t. = In(2) / ke}. To determine the extent
of 1CG excretion, the respective areas under the time-concentration curves for ICG
" (AUCce) were calculated by the linear trapezoidal method. Extrapolation of AUCq
to infinity (AUCo.) was done, and the value AUCo. / i was calculated as an index

of ICG clearance (14).
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The rabbits were killed with an overdose of sodium pentobarbital {Rhone
Merieux, Ireland) anaesthesia at the end of experiment, and three fragments of
each liver lobe were prepared for light microscopy. The tissues were fixed in 10%
formatin and then embedded in paraffin. Serial sections were cut and stained with
gither hematoxilin-ecsin, Masson’s trichrome and reticulin. Histological evaluation
was performed blind, i.e. without knowledge of the treatment performed. The extent
of fibrosis, inflammation and necrosis was scored using the semi-quantitative

criteria suggested by Scheuer (15).
Statistical analysis

The results were sxpressed as the mean + SEM, unjess otherwise stated,
All the variables were analysed by one-way ANOVA foliowed by Student’s t test,
the Tukey test for multiple comparisons and the chi-square test. Differences were

considered significant when p<0.05.
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RESULTS

Eight of the ten rabbits. in the experimental group developed cirrhosis, one
animal developed fibrosis, and another, toxic hepatitis. One rabbit from each group
died, of causes unrelated to the experimental protocol. None of the cirrhotic
animals developed ascitis. Rabbils treated with CCLy4 ciid not gain weight, in
contrast to the controls (p<0.05, Figure 1 A). There was a significant reduction of
ICG Cl at the end of experiment in treated animals when compared with their basal
values or the final values of the control group {p<0.01 for both comparisons)
{Figure 1 B}.

The liver biochemistry tests confirmed the above mentioned findings with
increased AST, ALT, bilirubin and GGT levels in animais with CClLs-induced liver
disease compared to the controls. The plasma albumin and protein levets were
ur}changeci in both groups at the end of the study (Table 1). The liver histoiug,
demonsirated a well defined cirrhosis in most of the CCLs~treated rabbits (Figure

2).
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DISCUSSION

One of the main aims of experimental studies is to provide models of human
disease free of the many variables associated with clinical diagnosis and treatment
{11). We described here a model of hepatic fibrosis produced by the simultansous
administration of phenobarbital and CCl4 in rabbits.

CClLg has long been known to cause liver cirrhosis in rats {9). A reliable
experimental model for producing severe, decompensated micronodular cirrhosis
in rats was described by Proctor and Chatamra (10-11), based on a CClLs dosing
schedule evaluated by daily weight determinations. This model has a high
frequency of cirrhosis and a low death rate (10-11).

Although being well characterised, rat medels do not allow seris
determinations of liver damage markers because of the small size of the animal:.
A consistent animal model should also allow the study of metaboiic, immunological
and biochemical changes during the evolution of liver cirrhosis, and not just at the
end of the process. The information provided by such a model could improve our
understanding of the ongoing liver damage and regeneration, and thus provide a
more reliable model for studying pharmacakinatif;; therapeutic and metabolic
changes during chronic, progressive liver disease. Rabbits have been used as an
animal mode! for liver cirrhosis induced by endotoxins (16) and sinusoidal fibrosis
{(17-18). CClu-induced liver cirrhosis in rabbits has been described by Ugazio et al
(18) who suggested that microsomal induction by phenobarbital was not possible
because of the exireme sensitivity of rabbits o the initial dose of CCL4 used (120

ul). Furthermore, the time required for the development of established cirrhosis
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was long {6 months). As described above, we were able to obtain a microssomal
induction by including phenobarbital in the drinking water and by beginning with &
tower initial dose of CCL4 (20 pg) with a consequent reduction in the duration of
treatment (18 weeks). As in the study by Ugazio et al (19), the treated animals did
not gain weight {figure 1}, and therefore required another parameter for adjusting
the amount of hepatotoxin administered. Since aminotransferases are slevated in
many forms of liver disease, especially those associated with significant
hepatocyte necrosis such as acute viral hepatitis and chemical or ischemic injury,
we adjusied the CCL4 doses based on the AST and ALT levels determined Z24h
after CCL4 administration. If the levels were < 400 U/ the CCL4 dose was
increased and if they were > 800 U/l the CCL4 dose was reduced. The serial
determination of markers of hepatoceliular injury is necessary, because of the
variable sensitivity of rabbits t0 CCL4, as suggesied by the wide variation found in
plasma AST and ALT levels at the end of {reatment (Table 1).

A common feature was the absence of ascilis in the rabbits which developed
cirrhosis, despite the cccurrence of weli-defined cirrhosis (Figure 2). Wanless et al
17) and Mastai et al (18) reported ascitis in about 50% of rabbits in an
experimental model of liver disease, induced by extensive sinusocidal fibrosis,
instead of cirrhosis.

in conclusion, the model described above was successful in producing liver
cirrhosis in rabbits and may be useful in studies aimed to investigate metabolic,
immunological and biochemical changes during the evolution of chronic liver

diseasa,
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Figure Legend
Figure T:

Fanel A Body weight changes in control and CCls-treated rabbits did not gain
weight after 16 weeks, the opposite from controls. Asterisk denotes a
significant difference denotes a significant difference compared to the

correspondent basal value (p<0.05)

Panel B: Plasma indocyanine green clearance {ICG Cl) foliowing the intravenous
administration of 8 mg ICG/Akg mg in control and CClgtreated rabbits.
The results are expressed as the mean + s.e.m. ICG Clerance was
significantly reduced in animals with CCls-induced liver cirrhosis
compared to controls. Asterisks denote a significant difference compared
to the basal value and the cross indicates a significant difference
compared tc the final value for the controls (p<0.01 for both

COmMparisons). .



O, G BRANDAO et ol

Table 1 - Biochemical parameters in control and in CCls-rabbits,

CONTROLS CCly TREATED r

BASAL FINAL BASAL FINAL
ALT (U 76,6497 743174 626+58 1450 £ 419 p<0.01
AST (U 331161 30448 308148 24883 £ 6412 | p<0.0l
TOTAL 0.06 £ 0.01 G.11 +0.03 (.13 £ 0.01 0321003 p=0.0
BILLIRUBIN |
{mg/dl
G-GT (UA) 7.0+ 1.51 63+ 1.0 81211 2.8+ 121 p<0.01
ALBUMIN 44401 45+02 45101 42402 p>0.05
{g/dl}
TOTAL 6.5+027 6.8 0.1 0.5+0.1 6.5+0.2 p>0.05
PROTEIN
(g/dl)

AST - aspartate aminotransferase, ALT - alanine aminotransferase, GGT - gamma
giutamyl transpeplidase. The resulis are expressed as the mean % sem of 7 control and

10 treated rabbits
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Figure Legend

Figure 2:

Upper plate: normal liver, H.E. staining (100x).
Middle and lower plates: Liver cirrhosis, with a pseudolobe (H.E. and Masson's

Trichrome staining; 400x), in CCls-induced liver disease animals.









