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A cirrose hepatica esta entre as principais causas de morte no mundo todo,
podendo ser provocada por diversas condigdes, tais como o alcoolismo, hepatite cronica,
obstrugdo biliar, hemossiderose e outras doencas mais raras. Em criangas, a atresia de vias
biliares constitui importante causa de cirrose hepatica, sendo responsavel por mais de 50 %
dos transplantes hepaticos, nessa faixa etaria. Apesar de apresentar toxicidade clinica,
quando administrada cronicamente, a vitamina A tem sido implicada como fator de
protegdo hepatica contra o surgimento de cirrose em modelos experimentais com
tetracloreto de carbono, dimetilnitrosamino, e na cirrose induzida por soro heterélogo em
ratos. Foi demonstrado também, que a privagdo da vitamina A resulta em piora da fibrose
hepatica nesses modelos experimentais. Com o propdsito de determinar se a vitamina A
pode interferir no processo de fibrose hepatica por colestase, a mesma foi administrada a
ratos submetidos & obstrugdo biliar, e comparados com ratos submetidos ao mesmo
procedimento cirdrgico sem vitamina A adicional. O presente estudo tem como objetivo a
estimativa da fibrose hepética por meio da quantificacdo estereoldgica do coldgeno e
bioquimica da hidroxiprolina tecidual do figado de ratos, submetidos a obstrugdo biliar que
receberam vitamina A adicional.

Foram utilizados 40 ratos, divididos em 3 grupos: Grupo Obstrugdo Biliar
(OB): submetidos a obstrugdo do ducto biliar comum:; Grupo Obstrugdo Biliar + Vitamina
A (OV): submetidos a obstrugio do ducto biliar comum e que receberam injegdes
subcutaneas de vitamina A nos periodos pré ¢ pés — operatérios; Grupo Operagdo Simulada
- sham (OS): submetidos & laparotomia e manipulagdo suave das vias biliares apenas.
Foram feitas analises bioquimicas dos indices de hidroxiprolina hepatica e histologicas do
colageno total em fragmentos hepéaticos e também dosagens séricas bioquimicas de
fosfatase alcalina, bilirrubinas, GGT, transaminases e eletroforese de proteinas, dentro de 5
semanas do periodo pds-operatério. Os ratos colestaticos que receberam vitamina A
apresentaram indices de hidroxiprolina (ug /100 mg de tec. hepatico seco) e volumetria do
colageno (%) menores que seus controles que nfo receberam vitamina A, sendo as médias
* EPM, respectivamente, do grupo OB: 330,25 + 28,23 e 12,86 + 0,86; do grupo OV:
209,38 + 14,47 (p < 0,001), € 8,72 + 1,26 (p <0,01). Ndo houve diferenga entre os niveis
séricos de fosfatase alcalina, bilirrubinas e gamaglutamil transferase dos animais obstruidos
que receberam ou ndo a vitamina A (p < 0,05). Os niveis séricos de alanina
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aminotransferase e aspartato aminotransferase foram maiores nos ratos obstruidos que
receberam vitamina A do que em seus controles obstruidos que ndo a receberam (p < 0,05,
e p < 0,05, respectivamente).

Em vista dos resultados obtidos, conclui-se que a administragdo de vitamina A
diminui de forma significativa a fibrose hepatica em ratos submetidos a este modelo de
obstrucdo biliar.
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O conjunto de fungdes do figado compreende a manuten¢do da homeostase
metabdlica do organismo, incluindo o processamento dos aminoécidos, carboidratos,
lipidios e vitaminas; fagocitose de particulas materiais da circulagdo esplancnica, sintese de
proteinas séricas, biotransformagdo de metabélitos circulantes, detoxificagdo e excrecdo na
bile de produtos catabélicos endégenos e poluentes xenobiticos (CRAWFORD, 1994).
Entre os corddes de hepatdcitos estdo localizados os sinusbides vasculares, de forma que os
hepatécitos tém os dois lados banhados pelo sangue portal e arterial. Os sinuséides sdo
revestidos por células endoteliais fenestradas e descontinuas, com alta capacidade de
endocitose. Além deste tipo particular de célula endotelial, existem outros tipos de células
no estroma hepatico: célula de Kupffer, célula estrelada (de Ito), “pit cell”, células
mesenquimais do tecido perivascular e do tecido conjuntivo capsular (BHUNCHET &
WAKE, 1992, WISSE ef al., 1985, WISSE et al., 1996). Discretas quantidades de material
semelhante a uma Jamina basal com colégeno tipo IV estdio presentes, (WISSE ef al., 1985,
WISSE et al, 1996), formando um arcabougo de sustentagdo mecanica tecidual e um
microambiente para hepatécitos e células do espago de Disse (OHTANI, 1988).

As células de Ito sdo as principais células de armazenagem de vitamina A no
organismo (HENDRIKS, BROUWER, KNOOK, 1987; BATRES & OLSON, 1987;
BLOMHOFF & WAKE, 1991) além de serem também as principais produtoras de matriz
extracelular hepatica (BLOMHOFF & WAKE, 1991; CASU, CANEPA, NANNI, 1994;
HAUTEKEETE & GEERTS, 1997). Estas células mesenquimais estdo localizadas no
espago perisinusoidal de Disse e sdo dotadas de longos processos citoplasméticos
ramificados, com propriedades contréteis, que envolvem e circundam as células endoteliais
dos sinuséides (BLOMHOFF & WAKE, 1991, KAWADA, 1997). Regulam assim o
didmetro destes vasos, controlando o fluxo sanguineo e, do mesmo modo, o calibre e o
fluxo dos canaliculos biliares (CASU et al., 1994).

A matriz extracelular (MEC) ¢ constituida por macromoléculas organizadas em
estrutura tipo intersticial ou membrana basal e sua funcdo ndo é sé de sustentagio da
célula, mas também a media¢do de citocinas e de fatores de crescimento, que agem como
sinais de interagSes inter-celulares e da célula com a prépria matriz. Estas interagdes
ocorrem para proliferacdo, diferenciagio e migragio da célula (ALBERTS & BRAY,
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1997). Em geral, os principais componentes da MEC hepatica sdo os varios tipos de
colageno, as glicoproteinas estruturais, os proteoglicanos ¢ a elastina (BISSEL et al., 1990;
REIF ef al., 1990; CASU et al., 1994). As células de Ito, ao serem ativadas in vitro (DE
LEEUW et al., 1984; GEERTS et al., 1989, WEINER et al., 1990; BARONI ef al., 1998),
ou em situagdes de sofrimento ou dano tecidual hepéatico (MAK, LEO, LIEBER, 1984;
MAK & LIEBER, 1988; FRENCH ef al., 1988; GEERTS et al., 1991), diferenciam-se em

miofibroblastos e tornam-se responsaveis pela superprodugdo do colageno.

Estas células de Ito transativadas e transformadas em miofibroblastos
caracterizam-se pela auséncia de gotas lipidicas citoplasmaticas e pela expressdo da
proteina o-actina de misculo liso (SCHMITT-GRAFF et al., 1991; YAMAOKA et al,
1993). Exibem nessa condigio um alto indice de proliferagdo e sintetizam um amplo
espectro de componentes de matriz extracelular que se acumulam no figado. Segundo
TSUKAMOTO, 1999, o processo de transativagio e as propriedades mitogénicas
subsegiientes sdo estimulados por mecanismos paracrinos e autécrinos, envolvendo
citocinas, com propriedades mitogénicas (que estimulam a proliferagdo celular) e
fibrogénicas (que induzem & formagdo de proteinas matriciais). O mesmo autor relata
também que os macrofagos hepaticos, células endoteliais, células do epitélio biliar,
linfocitos, plaquetas, hepatécitos e células hepaticas estreladas (de forma autocrina) s3o
fontes celulares de citocinas em potencial. A TGFf é a principal citocina implicada na
patogénese da fibrose hepatica e cirrose, pois leva a ativagdo das células de Ito (OKUNO et
al,1997), e altera a degradagdo da matriz extracelular suprimindo a produgdo de

colagenase.

O estresse oxidativo, radicais livres derivados do oxigénio e peroxidagdo
lipidica, tém também sido apontados como causa de fibrose hepatica (BRITTON &
BACON, 1994; LEE et al., 1995; TSUKAMOTO et. al., 1995; PAROLA et al., 1993;
BARONI et al., 1998), e as células de Ito podem ser ativadas por radicais livres, assim
como pelo malondialdeido, um produto da peroxidagdo lipidica (LEE et al., 1995). Foi
demonstrado que a ativagdo das células de Ito pelo colageno tipo I é bloqueada por
antioxidantes, sugerindo que a peroxidagdo lipidica ¢ importante no mecanismo de
hepatofibrogénese (LEE et al., 1995). A extensdo da deposigdo de proteinas da matriz €
modulada pela atividade da metaloproteinase no local da fibrogénese (ARTHUR, 1997).
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Em suma, a fibrose hepatica é, em grande parte, o resultado da ativacdo da
célula de Ito, cujo principal efeito é a substituicdo da matriz extracelular hepética normal,
de baixa densidade, por uma matriz extracelular cicatricial com acumulo de seus
constituintes (FRIEDMAN, 1999).

A formagio de bile é uma fungio vital e o seu actimulo hepiético por drogas ou
infecgdio, problemas auto-imunes, mecdnicos, metabolicos ou genéticos, resulta em
sindrome comumente denominada de colestase. A secregdo biliar depende da fungio de um
namero de sistemas de transporte de membrana em hepatécitos e colangidcitos, e da
integridade funcional e estrutural do aparelho secretor biliar (TRAUNER, MEIER,
BOYER; 1998).

Na colestase extra-hepética ocorre uma distensdo do sistema de canaliculos
biliares com proliferagéo ductal (SLOTT, LIU, TAVOLINI, 1990), solu¢do de continuidade
da zbnula de oclusdo que compartimentaliza a bile e passagem de seus constituintes para a
circulagdo sistémica (METZ et all., 1977). Segundo CASTRO E SILVA JR. et all., 1998, a
retengdo de 4cidos biliares, lecitina e bilirrubinas no parénquima hepatico, produz efeitos
toxicos no meio intracelular. Na colestase extra-hepatica, ocorre também queda do fluxo
sangiiineo portal, que leva a uma isquemia funcional. A diminuigdo dos niveis hepéticos da
vitamina E, a isquemia funcional e a impregnacdo hepética pelos sais biliares e bilirrubinas
levam a um aumento dos niveis de substincias oxidantes (como o malonaldeido) e redugio
de enzimas anti-oxidantes (como a glutationa, a glutationa peroxidase e a glutationa
transferase) implicando num aumento tecidual de radicais livres, altamente lesivos is
membranas hepatocelulares pela peroxidagéo lipidica que produzem.

A vitamina A tem sido implicada na manutencso, diferenciag@o e proliferagdo
celular de diversos tecidos (GOODMAN, 1984). Embora, quando administrada em grande
quantidade e por tempo prolongado apresente toxicidade sistémica e hepatica (RUSSELL,
BOYER, BAGHERI, 1974; MALLIA, SMITH, GOODMAN, 1975: LEO et al., 1982;
GOODMAN, 1984; LEO & LIEBER, 1988), evidéncias do beneficio de sua utilizagfo tém
sido obtidas em diversos modelos experimentais de fibrose hepética. Segundo BLANER &
OLSON, 1994, o retinol derivado do intestino é incorporado aos quilomicrons apés
esterificagdo para retinil ésteres. Apés absorgdo e liberacdo para a circulagio, estes
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quilomicrons com retinil-ésteres sdo captados pelos hepatdcitos, convertidos a retinol,
transferidos ao reticulo endoplasmatico, e ligados a proteina de ligagdo ao retinol, sendo
entdio a maior fragio deste complexo captada pelas células de Ito, e ai reconvertidos a
retinil-éster. Assim, as células de Ito sdo caracterizadas por grandes quantidades de
retinil-éster estocado em gotas lipidicas citoplasmaticas, em sua forma quiescente. Quando
grandes doses de vitamina A sdo administradas, o mimero € tamanho das goticulas de
gordura aumentam consideravelmente, e as células de Ito tornam-se maiores € mais

proeminentes histologicamente (WAKE, 1980).

Em muitas doengas e situagdes de lesdio hepatica, como na intoxicagdo por
etanol (SATO & LIEBER, 1981; LEO et al., 1982), por CCL4 (YAMANE et al, 1993;
SEIFERT et al., 1994) e na cirrose, ocorre uma redugdo da vitamina A total ( LEO, SATO,
LIEBER, 1983). Os mecanismos envolvidos parecem ser a deplegdo das clulas de Ito ao se
tornarem ativadas (CASU et al., 1994) e as alteragdes do metabolismo desta vitamina.
Sabe-se também, que a colestase cronica leva 2 ma absorgdo de vitamina A, com baixos
niveis hepaticos desta (ANDREWS et al., 1981; AMEDEE-MANESME et al., 1987;
KAUFMAN et al., 1987; AMEDEE-MANESME et al., 1988; FUKUI er al., 1993;
BORGES, BRAGA, PETROIANU, 1998), e redug@o da sintese de proteinas que realizam o
seu transporte no plasma (IMAMINE et al., 1996). Foi demonstrado in vitro que o retinol e
a matriz extracelular podem influenciar a produgo e o fen6tipo de coldgeno pela célula de
Tto (DAVIS, PRATT, MADRI, 1987). Muitos estudos (SHIRATORI et al., 1987; DAVIS
& VUCIC, 1988) tém demonstrado que a adigdo de retindide pode levar a diminui¢do da
sintese de coldgeno ¢ de varios outros componentes da matriz extracelular pelas células de
Ito isoladas e submetidas ao processo de transdiferenciagdo in vitro. Ainda mais
significativo, é a reversdo do fenétipo miofibroblastico aquele de lipécito em cultura celular
acrescida de vitamina A (DAVIS, KRAMER, DAVIDSON, 1990; MARGIS &
BOROIJEVIC, 1989).

SENOO & WAKE, 1985, administraram vitamina A, na forma de palmitato de
retinil, em altas doses, a ratos que receberam CCL4 ou soro heterélogo de porco.
Verificaram que houve supressdio da fibrose hepatica, porém sem ago protetora contra a
hepatotoxicidade causada pelo tetracloreto de carbono. As células de Ito dos ratos que
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receberam vitamina A tiveram uma tendéncia a manter seu fenétipo quiescente, repletas de
gotas lipidicas no citoplasma, nfo assumindo o fenétipo de miofibroblasto. Assim,

sugeriram que esse efeito antifibrogénico se deva a acdo da vitamina A sobre as células de
Ito.

CHEHTER et al., 1988, verificaram que a administrag@o prévia de vitamina A
em ratos, em que a fibrose hepética foi induzida por CCL4, resultou em significativa
redugdo dos valores de colageno hepatico e na fibrose hepética histologicamente avaliada.

PARISE et al.,, 1992, verificaram que o tratamento prévio com palmitato de
retinil reduz o depésito de coligeno hepatico e modifica a deposicdo de
glicosaminoglicanos sulfatados no figado, e pode inibir ou retardar o desenvolvimento de
cirrose hepética em ratos tratados cronicamente com CCL4.

Ha importante correlagdo entre a vitamina A total hepética e a inducdo da
fibrose hepética. YAMANE et al., 1993, demonstraram que na fibrose hepética induzida
por CCLA4 ocorre uma diminui¢do progressiva do contetdo total de vitamina A no figado,
com aumento proporcional dos niveis de retinol e redugéo dos niveis de palmitato de retinil,
correlacionados a elevagdo do conteudo de colageno. SEIFERT et al., 1994, em estudo
experimental, demonstraram que o status da vitamina A no figado tem um efeito modulador
sobre a indugdio da fibrose hepética por CCL4. Nos ratos com baixos niveis hepaticos de
retindides, a fibrogénese foi acelerada e intensificada, comparada aos ratos com niveis
normais de retindides.

Visando o beneficio do uso dos retindides e para contornar o problema da
toxicidade de seu uso excessivo, SEIFERT e? al., 1995, evidenciaram o mesmo efeito
antifibrogénico no figado de ratos que receberam CCL4 e tratados com beta-caroteno oral,
sem os inconvenientes da toxicidade da vitamina A em sua forma ativa. Demonstraram
também que a administragio de PB-caroteno poderia prevenir a perda prolongada de
retindides pela lesdo hepatica por CCLA4. Neste estudo, nenhum efeito téxico significativo
por beta-caroteno, como previamente foi encontrado com o uso de retinil-ésteres
(SEIFERT er al., 1989) foi observado, sugerindo que essa forma de pré-vitamina A tem um
potencial terapéutico para reduzir a fibrose hepatica sem apresentar a toxicidade da
hipervitaminose A.
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Sobre o mecanismo de agdo antioxidante da vitamina A, MIZOBUCHI et al.,
1998, verificaram que o tratamento com palmitato de retinil prévio ou posterior a
administragdo de dimetilnitrosamino ou soro heterélogo de porco inibiu a peroxidacdo
induzida na mitocdndria do figado de rato, evitou o aumento dos niveis hepaticos de
malondialdeido e do niimero de células de Ito ativadas, suprimindo a produgéo de colageno
e da fibrose hepatica, sugerindo que, a0 menos em parte, isto se deva a inibi¢do da ativagdo
dessas células.

Segundo MAVIER & MALLAT, 1995, vérias intervengdes farmacolégicas
podem ser aplicadas a diferentes niveis da cascata fibrogénica do figado:

1) inibigfo da transativagdo da célula de Ito;

2) inibigéo da proliferagdo dos miofibroblastos derivados das células de Ito e da
sintese da matriz extracelular;

3) estimulagio da degradagdio da matriz protéica;
4) inativagdo de citocinas pro-fibrogénicas.

Segundo esses autores, os retindides poderiam ser Uteis na inibicdo da cascata
fibrogénica, inibindo a transativagdo da célula de Ito, uma vez que ocorre a perda da

vitamina A estocada durante esse processo, porém consideram ndo estar clara ainda essa

relagdo.

Est4, assim, bem demonstrado, na literatura, a supresséo da sintese de colageno
pela vitamina A, administrada em modelos experimentais de indugdo de cirrose hepitica,
como a intoxicagio de ratos por tetracloreto de carbono, administragdo de
dimetilnitrosamino, ou de soro heterélogo (de porco) em ratos. Em outros modelos
experimentais, como na infestagdo de ratos por Schistosoma mansoni, a administragdo de
vitamina A ndo alterou o processo da fibrose (BARBOSA JUNIOR, PFEIFER,
ANDRADE, 1993). LEO et al., 1982, verificaram que a combinagfo da vitamina A em
altas doses e etanol resultou em lesdes hepéticas marcantes, com mitocondrias gigantes,

contendo inclusdes paracristalinas e depressdo do consumo de oxigénio no hepatdcito.
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Estudos associando administragdo crénica de Etanol juntamente com vitamina A,
produziram resultados controversos como acentuagio da hepatotoxicidade, inducdio de
fibrose hepética e cirrose no rato (LEO & LIEBER, 1983) ou inconclusivos, atribuindo-se
as divergéncias as diferentes susceptibilidades das ragas utilizadas (BOSMA et al., 1991;
SEIFERT et al., 1991). Na intoxicagio por vitamina A ocorre hipertrofia e proliferagio das
c€lulas hepéticas estreladas e de células similares aos miofibroblastos, que podem levar “a
hipertensdo portal nfo cirrética, fibrose e cirrose hepaticas (RUSSEL et al, 1974;
JACQUES, BUSCHMANN, LAYDEN, 1979; LEO & LIEBER, 1988; HORSMANS,
RAHIER, GEUBEL, 1995; HAUTEKEETE & GEERTS, 1997). Como a hipervitaminose
A pode induzir fibrose hepética em seres humanos, mais estudos sdo necessarios para

investigar o emprego da vitamina A em pacientes com doenga hepatica cronica.

Em criangas, uma das principais causas de cirrose hepética é a colestase extra-
hepética, secundéria 3 atresia de vias biliares (ROWE et al., 1995; PUIGDEVALL &
D’AGOSTINO, 1998). Esta patologia, de etiologia nio bem definida, é curavel,
cirurgicamente, em até 30 % dos casos. No entanto, mais de 70 % ainda irfio necessitar de
transplante hepatico em alguma época da vida, em razdo da fibrose hepética progressiva e
da cirrose terminal. A atresia de vias biliares extra-hepética constitui mais de 50 % das
indica¢des de transplante hepatico na faixa etdria infantil. Em adultos, a cirrose biliar pode
ser primdria ou causada por muitas condigdes patolégicas, como a litiase biliar, neoplasias,
iatrogenia e colangite esclerosante. Muitos pacientes, no mundo todo, aguardam em longas
listas & espera de um doador de figado, enquanto ocorre a piora progressiva da fibrose,
piora da hipertensdo portal e da insuficiéncia hepatica. Grandes desafios Impdem-se para
bloquear a progressdo da fibrose hepitica, e assim tem sido estudado o potencial de
hepatoprote¢do de muitas drogas.

Néo encontramos, até o momento, relato na literatura, descrevendo a influéncia
da vitamina A em modelo experimental de fibrose hepatica por indugdo de colestase no

rato.

Considerando-se o efeito de protegdo hepitica contra a fibrose hepatica nos
referidos modelos experimentais, o presente trabalho analisa a influéncia da vitamina A
sobre o contetido de coldgeno hepatico durante a colestase por obstrugdo biliar, bem como
altera¢des bioquimicas produzidas nesse modelo experimental.
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Os modelos com CCL4, soro heterélogo e dimetilnitrosamino nio simulam o
processo de cirrose humana de forma tdo adequada como a cirrose biliar induzida pela
obstrugdo das vias biliares. Assim, foi concebido testar a agdo da vitamina A em modelo de
inducdo da fibrose hepética por colestase, pela obstrugéo do ducto biliar comum.
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2. OBJETIVO



O objetivo ¢ estudar a influéncia da vitamina A sobre a fibrose hepatica
induzida por obstrugao biliar em ratos.

Objetivo



3. METODOLOGIA
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3.1. ANIMAIS E AMBIENTE DE EXPERIMENTACAO
3.1.1. Caracteriza¢io da amostra:

Foram utilizados para este estudo 50 ratos machos, Rattus norvegicus, linhagem

Wistar, peso inicial entre 100 e 180 g e com idade entre 43 e 47 dias, fornecidos pelo
Nicleo de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas.

3.1.2. Ambiente de experimenta¢io:

Todos os animais receberam os mesmos cuidados pré e pos-operatdrios, ou
seja, gaiolas coletivas abrigaram o 1.° 2.° 3.°, 4.° ¢ 5.° grupos, nas mesmas condigGes
ambientais, com ciclo dia-noite, temperatura e umidade do ambiente geral, sem regulagem
artificial. A alimentagdo constou de ragio rotineira para roedores, NUVITAL® -
NUVILAB CR-1, fabricada por Nuvital Nutrientes LTDA — Curitiba — PR.

Receberam agua ad libitum, sem nenhum acesso nutricional suplementar além
da vitamina A, determinada para os grupos especificos, conforme descri¢do abaixo, durante
todo o experimento. Nas 12 horas pré-operatérias, para a laparotomia e para o sacrificio, os

animais permaneceram em jejum absoluto.

Todos os procedimentos cirtirgicos foram realizados em ambiente limpo, nio
asséptico, no Laboratério de Transplante Hepético do Niucleo de Medicina e Cirurgia
Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

3.1.3. Delineamento experimental
3.1.3.1. Estudo Piloto

Objetivo: conhecer o efeito da vitamina A na dose a ser empregada, em ratos
normais. Foram distribuidos, aleatoriamente, 10 ratos em 2 grupos:

Grupo vitamina A (VA): 6 ratos que receberam 50.000 IU de palmitato de
retinil (Arovit; Roche. Sdo Paulo, Brasil) por via subcutinea, 2 vezes por semana, por 7

semanas, e sacrificados.

Metodologia



Grupo controle normal (C): 4 ratos que foram sacrificados, sem se submeterem

4 laparotomia ou ao tratamento com vitamina A adicional.

Os dados estio apresentados em Apéndice.

3.1.3.2. Distribuicio dos grupos:
Foram distribuidos, aleatoriamente, 40 ratos em 3 grupos:

Grupo obstrugdo biliar (OB): 12 ratos foram, inicialmente, submetidos a

laparotomia e 4 obstrugio do ducto biliar comum, € sacrificados 5 semanas ap0s a cirurgia.

Grupo operagdo simulada (OS): 15 ratos foram submetidos a laparotomia e a
dissecgdo limitada apenas do ducto hepético, sendo sacrificados 5 semanas apos a cirurgia.

Grupo obstrugio biliar + vitamina A (OV): 13 ratos, inicialmente, receberam
50.000 TU de palmitato de retinil (Arovit; Roche. S&o Paulo, Brasil) por via subcuténea, 2
vezes por semana, por 2 semanas, seguido de laparotomia e obstru¢do do ducto biliar
comum, com mesma dose de vitamina A de manutengdo, 2 vezes por semana, €

sacrificados 5 semanas apos a cirurgia.

3.2. ANESTESIA E PROCEDIMENTO CIRURGICO
3.2.1. Anestesia

Os animais foram submetidos & anestesia inalatéria com éter dietilico em
campanula fechada, sendo considerados anestesiados ao apresentarem flacidez de
musculatura esquelética, auséncia de reflexos de dor, respiragéo regular, boa perfusdo
capilar e oxigenagdo. O nivel satisfatério de anestesia foi mantido mediante inalagéo
continua de éter dietilico, embebido em chumago pequeno de algoddo, localizado no

interior de frasco de acrilico.
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3.2.2. Procedimento cirargico:

O grupo OS foi submetido apenas a laparotomia com manipula¢do suave do
ducto biliar, sem realizar obstrugdo, e os grupos OB e OV foram submetidos a obstrucdo de
vias biliares extra-hepaticas, segundo JORGE, 2000:

a) Imobilizagdo do animal anestesiado em decubito dorsal, sobre prancha

cirurgica apropriada, pela fixagdo de seus membros com esparadrapo;

b) Tricotomia abdominal anterior e anti-sepsia com solugdo de iodo
polivilpirrolidona 2 % (Industria Brasileira — Rio de Janeiro, RJ);

c) laparotomia mediana, com incisdo de cerca de 1,5 cm de extensdo, a partir
do apéndice xifoide;

d) Abordagem do hilo hepatico, seguido de identificagdo e isolamento do ducto
biliar, por disseccdo, a partir de | cm acima da jun¢do bileo-pancreatica, até
proximo a sua bifurcacdo;

e¢) Isolamento do ducto biliar na emergéncia justa-pancreatica, deixando-se,
aproximadamente, 1 cm de ducto livre, reparado com fio de polipropileno n.°
4-0 (Figura 1);

f) Exposi¢do e perfuracdo do apéndice xiféide com marcador de orelha de rato,

seguido de introdugdo de uma pin¢a hemostatica de microcirurgia através do

orificio e captura do fio de polipropileno n.° 4-0 e do ducto hepatico;

g) Exposicdo do ducto biliar através do orificio do apéndice xifdide,
formando-se uma alga com o ducto;

h) Introducdo de cateter Levine siliconizado n.° 8, seccionado numa extensdo
de 1,5 cm, sob a al¢a de ducto biliar;

i) Fixagdo das extremidades deste cateter a4 aponeurose abdominal com
polipropileno 4-0;

j) Laparorrafia, usando-se fio agulhado de polipropileno 4-0, com sutura
continua, deixando-se o ducto biliar sobre o cateter de Levine exposto sobre
a musculatura (Figura 2), e fechamento da pele por sutura continua com fio
de algoddo n.° 3-0;

) Demarcacdo do animal com perfurador de orelhas, para identificacdo.
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Figura 1: Ducto hepatico dissecado.

Figura 2: Ducto hepatico fixo por interposi¢do de cateter.
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3.2.3. Cuidados pos-operatorios

Apds o término do ato operatdrio, os animais foram recolocados em suas

respectivas gaiolas, com alimentagdo padronizada e ingesta de dgua ad libitum.

3.3. SACRIFICIO E COLETA DE MATERIAL PARA ANALISES

Do grupo OB foram sacrificados 2 ratos no 33.° dia pds-operatério, 4, no 34.°
PO, e 6, no 35.° PO.

Do grupo OS foram sacrificados 6 ratos no 30.° dia PO, 1, no 34.° PO, e 8, no
35.° PO. Todos os ratos do grupo OV (n = 13) foram sacrificados no 35.° PO.Os ratos
foram submetidos 2 mesma técnica de anestesia, fixagdo e preparo descritos para a
laparotomia, porém com incisdo ampla, arqueada, seguido de abordagem e dissec¢do da
artéria aorta abdominal e pungdo direta da mesma com GELCO, ¢ colheita de cerca de 6,0
ml de sangue, enviados para dosagens bioquimicas, e sacrificando-os por exsanguina¢do.O
figado foi removido e retirou-se um fragmento de 200 a 500 mg, do bordo esquerdo do lobo
mediano para andlise quantitativa do colageno, e, imediatamente, armazenado em
nitrogénio liquido a -80 graus. Foi retirado parte do lobo lateral esquerdo e colocado em

formol, seguido de inclusdo em parafina, para quantificagdo estereolégica do colageno.
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Figura 3: Aspecto do figado, 5 semanas apos obstrucdo biliar.

3.4. AVALIACAO BIOQUIMICA DO SANGUE (Local: Laboratorio de Bioquimica do
Departamento de Patologia Clinica do Hospital das Clinicas — UNICAMP).

A avaliacio bioquimica do sangue foi realizada através de dosagens da
fosfatase alcalina, bilirrubinas totais ¢ fragdes direta e indireta, gama glutamil transferase,
hematécrito, proteinas totais e fragdes al-globulina, a2-globulina, B-globulina, y-globulina

e albumina, aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase.

3.4.1. Fosfatase alcalina

Foi determinada através de equipamento automatizado (Mega — Merck) a 37°C,
utilizando calibrador, controles normal e patologico e reagentes fornecidos pelo fabricante
(Merck), no Laboratério de Bioquimica do Departamento de Patologia Clinica da
UNICAMP, expressa em U/L (BERGMEYER, 1972).
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3.4.2. Bilirrubinas total , direta e indireta

Foi determinada através de equipamento automatizado (Mega — Merck) a 37°C,
utilizando calibrador, controles normal e patologico e reagentes fornecidos pelo fabricante
(Merck), no Laboratério de Bioquimica do Departamento de Patologia Clinica da
UNICAMP, expressa em MG/DL (WEIGL, BACH, KRIEG,1975).

3.4.3. Gamaglutamil transferase (GGT)

Foi determinada pelo método cinético, com E-2250 Espectrofotometro CELM,
no Setor de Cirurgia Experimental e Técnica Cirtrgica da F.M.R.P.-U.S.P., expressa em
U/L (FUKE et al., 1976).

3.4.4. Proteina total e fracdes a1-globulina, a2-globulina, B-globulina, y-globulina

e albumina

Foram determinadas conforme descrito por GORNALL, BARDAWILL,
DAVID, 1949, com utilizacdo de cuba e fonte CELM para eletroforese e agarose, e
densitdmetro DS — 35 CELM, no Setor de Cirurgia Experimental e Técnica Cirtrgica da
F.M.R.P.-U.S.P., expressas em G/DL.

3.4.5. Hematocrito

Foi determinado no Laboratério Experimental da Unidade de Figado e
Transplante Hepatico do Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental, expresso em MM/1

Hora.
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3.4.6. Aspartato aminotransferase (AST)

Foi determinada através de equipamento automatizado (Mega — Merck) a 37°C,
utilizando calibrador, controles normal e patologico e reagentes fornecidos pelo fabricante
(Merck), no Laboratério de Bioquimica do Departamento de Patologia Clinica da
UNICAMP, expressa em U/ L (BERGMEYER, 1972).

3.4.7. Alanina Aminotransferase (ALT)

Foi determinada através de equipamento automatizado (Mega — Merck) a 37E,
utilizando calibrador, controles normal e patolégico e reagentes fornecidos pelo fabricante
(Merck), no Laboratério de Bioquimica do Departamento de Patologia Clinica da
UNICAMP, expressa em U / L (BERGMEYER, 1972).

3.5. QUANTIFICACAO ESTEREOLOGICA DO COLAGENO. (Local: Laboratério
de Morfologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba — Unicamp).

3.5.1. Coloracio pelo picrossirius (Sirius Red F3BA)

Para histomorfometria, cada amostra de tecido hepatico foi incluida em parafina
de onde se obtiveram cortes histologicos, com espessura padronizada de 6 micra e corados
pelo picrossirius, de acordo com JUNQUEIRA, BIGNOLAS, BRENTANI, 1979.

3.5.2. Histomorfometria.

A avaliagio quantitativa das fibras colagenas foi feita através do método da
volumetria por pontos (WEIBEL, KISTLER, SCHERLE, 1966) usando o sistema de
analise de imagens KS 400 (Kontron Eletronics, Germany).
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Com objetiva de 10X e luz polarizada foram captadas imagens de espacos porta
e parénquima adjacente, que foram superpostas com uma 4rea teste medindo 8 x 10° um’ e
160 x 10° pm’, e subdividida por um reticulo em 20 pontos. Cada ponto correspondeu a 4 x
10* ym’e 8 x 10° um’. O namero de pontos de impacto com fibras colagenas correspondeu

a sua densidade volumétrica:

V, = n.°de pontos ._8.10° um®

160.10° pm’

que, por maior facilidade, foi expressa em percentual, em relagdio ao volume da

area teste.

Pelo método de frequéncias acumuladas (CHALKLEY, 1943) estabeleceu-se
que 300 pontos por animal, examinados em 15 4reas testes, distribuidas por 3 a 5 cortes ndo
seriados de cada figado, seriam suficientes para analise.

3.6. DOSAGEM DE HIDROXIPROLINA HEPATICA (Local: Laboratério de Técnica
Cirurgica e Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia, Ortopedia e
Traumatologia do Hospital das Clinicas da FCM de Ribeirdo Preto — USP).

O processo de extragdo e dosagem da hidroxiprolina tecidual foi realizado
segundo STEGEMANN & STALDER (1967) modificada por MEDUGORAC (1980) e
utilizado por SOARES (1987), SOUZA (1989) e SILVA (1998).

3.7. ANALISES ESTATISTICAS.

Os dados foram tabulados e apresentados sob forma de média + EPM. As
comparagdes foram feitas, utilizando Andlise de Varidncia (ANOVA). Nos casos em que 0
valor de P foi menor que 5% (p <0,05), aplicou-se o teste de miltiplas comparagdes de
Tukey.
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4. RESULTADOS
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4.1. HIDROXIPROLINA

Os resultados das médias e EPM das dosagens de hidroxiprolina tecidual
hepatica de cada grupo estdo expressos na Tabela 1. As médias (+ EPM) estdo
representadas, em forma de gréfico, na figura 4.

Os dados da Tabela 1 e da Figura 4 mostram que o grupo submetido a
obstrugdo biliar e tratado com vitamina A (OV) apresentou niveis de hidroxiprolina
menores (p < 0,001) que o grupo obstruido nfo tratado (OB). Os 2 grupos submetidos a
obstrugdo biliar (OB e OV) apresentaram niveis de hidroxiprolina maiores que o grupo OS
(OB X 0S: p<0,001; OV X OS: p < 0,001).

Tabela 1: Valores de hidroxiprolina e coldgeno

Valor de P
OB (12) 0oV (13) 0S8 (15) OB/OV OB/0OS OVv/0S
HIDROXIPROLINA
(ng/ 100 mg tecido 330,25 +28,23 209,38 + 14,47 84,47 + 2,10 P<0,001 P<0,001 P<0,001
hepatico seco)
COLAGENO (%) 12,86 + 0,86 8,72 + 1,26 2,72 + 0,27 P<0,01 P<0,001 P<0,001
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Figura 4: Representagio grafica dos niveis bioquimicos de hidroxiprolina pg de
hidrox./100mg de tecido hepdtico seco) nos fragmentos hepéticos dos ratos
(MEDIA + EPM). OB = grupo obstrugdo biliar; OV = grupo obstrugdo biliar
+ vitamina A; OS = grupo operagéo simulada.

4.2. QUANTIFICACAO ESTEREOLOGICA DO COLAGENO

Os resultados do coldgeno quantificado estereologicamente de cada animal,
assim como as médias e EPM de cada grupo, estio expressos na Tabela 1. As medias
(+ EPM) estdo representadas, em forma de grafico, na figura 5.

Os dados da Tabela 1 e da Figura 5 mostram que o grupo submetido a
obstrugdo biliar e tratado com vitamina A (OV) apresentou percentuais de colageno
menores (p < 0,01) que o grupo obstruido nio tratado (OB). Os 2 grupos submetidos a
obstrugdo biliar (OB e OV) apresentaram percentuais de colageno maiores que o grupo OS
(OB X 0S: p<0,001; OV X OS : p < 0,001).
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Figura 5: Representagdo grafica da volumetria estereolégica do colageno hepatico,
expresso em percentuais de drea ocupada, nos fragmentos hepaticos dos ratos
(média + EPM). OB = grupo obstrug¢do biliar, OV = grupo obstrugdo biliar +
vitamina A, OS = grupo operacéo simulada.
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Figura 6: Aspecto microscopico do figado, em um animal do grupo OB. Nota-se acentuada
fibrose periportal e parenquimatosa. Aumento: 10 X. Coloragdo: Picrossirius.

Utilizada polarizacdo.

Figura 7: Aspecto microscopico do figado, em um animal do grupo OV. Nota-se moderada
fibrose periportal. Aumento: 10X. Coloragdo: Picrossirius. Utilizada polarizagdo.

Figura 8: Aspecto microscopico do figado, em um animal do grupo OS. Nota-se auséncia
de fibrose tecidual, com minima demarcagdo de colageno periportal e ao redor
da veia centro-lobular. Aumento: 10 X. Colorag@o: Picrossirius. Utilizada

polarizacdo.
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4.3. ANALISE BIOQUIMICA DO SANGUE

Tabela 2: Valores das dosagens bioquimicas do sangue

Valor de P

OB ov 0Ss OB/OV OB/OS OoVv/0s
ALT(@U/L) 78,45 + 8,91 130,72 + 18,89 42,75+ 2,90 P<0,05 P<0,05 P<0,001
AST(U/L) 375,82 + 43,69 567,36 + 71,62 165,67+ 18,02 P<0,05 P<0,01 P<0,001
FA(U/L) 103509 + 113,68 887,64 + 73,08 333,08 +27,56 ns* p<0,001 P<0,001
BT ( mg/dl ) 10,52 + 0,66 10,06 + 0,32 0,21 +0,01 ns* p<0,001 P<0,001
BD( mg/dl) 705 + 047 6,94 + 0,20 0,04 + 0,01 ns* p<0,001 P<0,001
BI( mg/dl) 3,46 + 0,22 3,13+0,14 0,17 +0,01 ns* p<0,001 P<0,001
GGT(U/L) 45,09 + 5,05 54,18 + 8,50 836 + 1,06 ns* p<0,001 P<0,001
PT (mg %) 6,98 +0,09 7,0 + 0,13 622 + 0,14 ns* p<0,001 P<0,001
ALB (mg %) 248 + 0,18 265 + 0,10 323 + 0,11 ns* p<0,001 P<0,01
a 1mg%) 1,02 + 0,06 1,18 + 0,07 0,89 + 0,05 ns* ns* P<0,01
a 2 mg %) 0,56 + 0,05 066 + 0,15 0,31 + 0,03 ns* ns* P<0,05
B (mg %) 1,87 + 0,05 1,62 + 0,10 1,06 + 0,05 p<0,05 p<0,001 P<0,001

Y (mg %) 1,04 + 0,13 0,86 10,07 0,69 + 0,05 ns* p<0,05 ns*

HTC (mm /h) 45,08 + 1,91 45,36 + 0,80 44,86 + 1,01 ns* ns* ns*

*ns = estatisticamente ndo significativo (p>0,05).

As médias e EPM de fosfatase alcalina, bilirrubinas total, direta e indireta,
gamaglutamil transferase, aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, proteinas
totais e fragdes e hematdcrito dos grupos OB, OV e OS estdo expressos na Tabela 2.

Os dados da Tabela 2 mostram que os grupos OV e OB nio tiveram diferencas
significativas entre si com relagdo aos niveis séricos de fosfatase alcalina, bilirrubinas
totais, direta e indireta e GGT. Mostram também que ambos os grupos submetidos a
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obstrugdo biliar (OB e OV) apresentaram niveis significativamente elevados de fosfatase
alcalina (OB X OS: p < 0,001; OV X OS : p < 0,001), de bilirrubinas totais (OB X OS: p <
0,001; OV X OS: p < 0,001) principalmente devido a fragdo direta (OB X OS: p < 0,001;
OV X 0S: p < 0,001), e de GGT (OB X OS: p < 0,001; OV X OS: p < 0,001), em relago
ao grupo OS em relagdio ao grupo OS, indicando colestase. Houve diferenca significativa
quanto a fragdo indireta das bilirrubinas entre os grupos OB € OV quando comparados com
o grupo OS (OB X 0S: p < 0,001; OV X OS: p <0,001).

Os dados também mostram que o grupo OV apresentou niveis mais elevados de
AST (p < 0,05) e ALT (p < 0,05) em relagdo ao grupo OB. Os grupos obstruidos OB e OV
apresentaram valores maiores de transaminases que o grupo OS (para os valores de AST,
OB X OS: p < 0,01; OV X OS: p < 0,001; e para os valores de ALT (OB X OS: p <0,05;
OV X OS: p < 0,001). Quanto aos niveis de hematocrito, ndo houve diferengas
significativas entre os grupos OB, OV e OS (p > 0,05).

Entre os grupos OB e OV, ndo houve diferenca estatistica entre os niveis de
proteinas totais, albuminas, a-1, a-2 € y. O grupo OB apresentou niveis mais elevados da
fragdo Bp < 0,05) do que o grupo OV.

Entre os grupos OB e OS, o primeiro apresentou niveis significativamente
maiores de proteinas totais (p < 0,001), B (p < 0,001) e y (p < 0,05); significativamente

menores de albumina (p < 0,001), sem diferengas significativas quanto a o-1 € o-2.

Entre os grupos OV e OS, o primeiro apresentou niveis significativamente
maiores de proteinas totais (p < 0,001), a-1 (p < 0,01), a-2 (p < 0,05) e B (p < 0,001),
significativamente menores de albumina (p < 0,01), e sem diferenga significativa quanto a

Y
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Os resultados obtidos com este modelo experimental mostram que ocorreu uma
significativa redugzo da fibrose hepatica com o emprego de retinil-palmitato antes e durante
a obstrucdo biliar. Considerando-se as medianas dos grupos estudados, o grupo obstruido
sem vitamina A adicional apresentou aumento do coldgeno total, em relagdo ao grupo
operagdo simulada, de 3,9 vezes, estimado pela dosagem de hidroxiprolina, ou de 4,8 vezes,
pela volumetria estereolégica, enquanto que o grupo obstruido tratado com vitamina A
apresentou aumento de 2,5 vezes (hidroxiprolina) ou de 2.8 vezes (volumetria
estereologica), em relagdo ao grupo operagio simulada, com o modelo de obstrugdo biliar
empregado. Esse efeito de supressdo ou retardo da fibrose hepatica pelo uso de vitamina A
estd em concordincia com os trabalhos da literatura em que foram empregados modelos
com CCL4, dimetilnitrosamino ou soro heterélogo de porco (SENOO & WAKE, 1985;
CHEHTER et al., 1988; DAVIS et al., 1990; OKUNO et al., 1990, PARISE et al., 1992;
YAMANE et al., 1993; SEIFERT et al., 1995, MIZOBUCHI et al., 1998).

O colageno total foi estimado, bioquimicamente, apds processo de extragdo e
dosagem da hidroxiprolina tecidual, segundo STEGEMANN & STALDER (1967),
utilizada para dosagens humorais, modificada por MEDUGORAC (1980), adaptando-a
para a dosagem tissular. Este processo foi utilizado também por SOARES (1987) para
dosar a hidroxiprolina (coldgeno) em miocérdio, por SOUZA (1989), em anastomoses de
intestino delgado e SILVA (1998), em cicatriz de pele de laparotomia de rato. A
hidroxiprolina dos organismos animais esti confinada quase exclusivamente as proteinas
estruturais do tecido conjuntivo, colageno e elastina. Em razio desta distribuigdo restrita, a
hidroxiprolina tem sido amplamente utilizada como indicador da presenca e do
metabolismo de coligeno (WOESSNER, 1961). A determinagdo de hidroxiprolina pode
proporcionar valores nfo totalmente exatos para a quantificagdo do colageno neoformado,
devido & presenga de outras proteinas que contém este aminoscido (como a elastina) e de
outros fenétipos de coldgeno com diferentes contetidos de hidroxiprolina. Apesar disso, é
justificavel postular que o aumento na concentragiio do referido amino4cido, encontrada no
tecido hepatico, corresponda a alteragdes quantitativas no conteido de coldgeno, as quais

sdo, provavelmente, secundérias a hiperprodugsio do mesmo.
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O colégeno presente nos cortes histolégicos foi da mesma forma avaliado, por
meio de coloragdo com Picrossirius (Sirius-red F3BA) e quantificagdo estereolégica sob luz
polarizada. O Picrossirius é um forte corante aniénico que impregna o colageno, reagindo,
via seus grupos 4cidos sulfdnicos, com os grupos bésicos presentes na molécula de
colageno. Essas moléculas corantes sdo alongadas e ficam unidas a fibra coldgena de tal
forma que seus longos eixos sdo paralelos, resultando em uma birrefringéncia aumentada.
Esta caracteristica é responsavel por imagens extremamente claras que permitem uma
acurada observagdo do colageno em varios tecidos (JUNQUEIRA et al., 1979). A
quantificagio do colageno tecidual correlaciona-se bem com medidas bioquimicas do

colégeno hepatico no rato e no homem (FRENCH ef al., 1988).

Possiveis mecanismos de agdo antifibrogénica da vitamina A, no figado com
colestase sdo:

a) Inibicdo da transativagdo da célula de Ito por replecéo celular;
b) A¢do antioxidante;

¢) Redugdo da inflamagdo hepética;

d) Inibi¢ao da TGFp;

e) Acdo em receptores nucleares.

A inibigdo da transativacdo da célula de Ito poderia ser explicada pela reple¢io
de seu citoplasma pela vitamina A esterificada, sua forma de estoque. Uma vez repleta,
permaneceria quiescente, inativa, sem proliferar e sem produzir proteinas. SHIRATORI
et al., 1987, compararam as células de Ito, isoladas, de ratos tratados com tetracloreto de
carbono, com palmitato de retinil, e de ratos normais. As primeiras apresentaram pequeno
nimero de gotas citoplasmaticas de gordura com reticulo endoplasmatico rugoso
aumentado, sintese de coldgeno elevada, e tiveram sua populagéo aumentada. J4 as tratadas
com vitamina A apresentaram grandes gotas de gordura no citoplasma e escasso reticulo
endoplasmatico rugoso, com supress3o da produgido do colageno e proliferacdo celular
reduzida. DAVIS & VUCIC, 1988, demonstraram que a proliferagdo de células estreladas
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hepiticas de rato ¢ efetivamente inibida, in vitro, adicionando-se 107 M retinol a0 meio.
MARGIS & BOROJEVIC, 1989, administraram retinol a células de tecido conjuntivo
derivadas de lesdes fibréticas hepaticas por esquistossomose de ratos ¢ obtiveram a
conversio das mesmas em fendtipo de células de Ito quiescentes, contendo gotas de
gordura. SENOO & WAKE, 1985, observaram que, nos ratos que receberam
palmitato de retinil e foram submetidos ao CCL4, as células de Ito permaneciam repletas de
gotas de gordura, em seu fenétipo quiescente, associado 4 diminuigdo ou 2 auséncia da
fibrose. Portanto, estes experimentos sugerem a possibilidade de que, prevenindo-se a perda
da vitamina A citoplasmdtica ou recompondo seus niveis celulares através da sua
administragdo exégena em doses mais altas, estaria sendo evitada a sua degranulagio e
transativagdo. No entanto, esta é apenas parte de um processo, com envolvimento de vérios

mecanismos ainda pouco elucidados.

SENOO & WAKE, 1985, acima citados, nfio encontraram relagio do grau de
hepatotoxicidade com o momento de administragio da vitamina A, concluindo que esta
reduziu a fibrose hepitica, quando administrada antes ou apés o CCL4 ou soro heterélogo.
Porém esta droga néo protegeu o figado contra a agéio toxica do CCLA4. Por outro lado,
SEIFERT e al., 1989, demonstraram que o palmitato de retinil dado antes ou durante a
administragdo de tetracloreto de carbono piorou a sua hepatotoxicidade, provocando uma
mortalidade superior a 50% dos animais. No entanto, quando o palmitato de retinil foi dado
apos o tetracloreto de carbono, nenhum animal morreu e a fibrose foi menos severa em
relagdo aos ratos que receberam somente tetracloreto de carbono. SEIFERT ef al., 1994,
verificaram que a deficiéncia de vitamina A potencializou a fibrose hepatica induzida pelo
tetracloreto de carbono, sem que houvesse alteragdo no grau de hepatotoxicidade,
secundério a essa deficiéncia. Sugeriram assim que “os retindides modulam a sintese € a
deposi¢édo do colageno independentemente do grau de necrose hepatocelular induzida pelo
tetracloreto de carbono”. Os mesmos autores (SEIFERT et al., 1995 ), utilizaram
B-caroteno, por via oral, em modelo experimental, com CCL4, obtendo efeito
antifibrogénico, quando administrado concomitante ao CCL4, tendo evitado a perda
hepatica de retindides sem apresentar a toxicidade hepitica ou sistémica da vitamina A,
encontrada em trabalho anterior. Revendo esses trabalhos, KNOOK, BOSMA, SEIFERT,
1995, ponderam que um elevado nivel de vitamina A, no figado, suprime a fibrogénese
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experimental, em fungdo de sua alta concentragdo nas células de Ito. No entanto, estes
niveis elevados podem potencializar a hepatotoxicidade de agentes como o CCL4, ou
através de interagdes metabolicas ou afetando as células de Kupffer. Sugerem também que
o dano hepatocelular reduzido, observado nos ratos tratados com CCL4 e que receberam
B-caroteno pode ser resultado da remogdo de radicais livres reativos. Por evitar a perda de
retinbides a longo prazo, o B-caroteno parece ter um papel terapéutico promissor na
prevengdo da fibrose hepatica. Contrariamente a isto, LEO & LIEBER, 1999, advertem
que, ao menos no grupo de pacientes etilistas, a suplementacdo de B-caroteno demonstrou
hepatotoxicidade.

Como verificado por MIZOBUCHI ef al., 1998, em modelos experimentais
com dimetilnitrosamino e soro heterélogo, a vitamina A poderia agir também de forma
antioxidante. Uma vez que o estresse oxidativo com a liberagio de radicais livres de
oxigénio, malondialdeido e a peroxidagdo lipidica levam os hepatécitos a estimular de
forma parécrina a proliferagio das células de Ito (LEE er al., 1995), o retinil-palmitato
suprimiu a fibrose hepdtica, restaurou os niveis de retinil-paimitato hepatico, evitou o
aumento dos niveis hepéticos de colageno e de malondialdeido (um produto da peroxidagdo
lipidica) e evitou o aumento do numero de células de Ito. Assim, inibiu a peroxidagdo
lipidica da mitocondria hepética demonstrando atividade radical de limpeza, varrendo 0s
radicais livres.

Ponto chave da transativagdo da célula de Ito ¢ o envolvimento de varias
cininas, sendo que a TGFB € a mais importante nesse processo (DAVIS et al., 1990).
Apesar das evidéncias benéficas da utilizacdo dos retindides em véarios modelos
experimentais, efeitos divergentes foram obtidos com o emprego do acido retinbico na
produgio da TGFB e do colageno. DAVIS et al, 1990, demonstraram que, in vitro, a
proliferagiio das células de Ito pode ser reduzida pela adicdo de 4cido retindico ao meio,
com redugfio da produgio da TGFB, e menor produgio de coldgeno intersticial. Quando
administrada a ratos, em condi¢des basais, levou a acentuada reducdo do RNAm do
colageno hepético tipo I. Ao contréario destas observagdes, KODA ef al., 1996, encontraram
evidéncias de que o 4cido retindico ndo apenas estimula as células estreladas a produzir
coldgeno, mas também suprime a fungfio dos hepatdcitos, reduzindo a produgdo de
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albumina pelos mesmos, através da indugdo da formagdo de TGFp. Sugeriram que o TGFB,
gerado pelas células estreladas, facilita o desenvolvimento da cirrose hepética pela inducio
da producdo dos componentes fibroticos e também piora a fungdo das células
parenquimatosas adjacentes. OKUNO et al. (1997), demonstraram que o 4cido retindico
leva a producéo ¢ induz a ativagdo do TGFp latente nas células de Ito ja ativadas, no 7.° dia
de cultura, com estimulo da sintese de coldgeno e suprimindo a produgé@o de colagenase. No
mesmo experimento, ao ser administrado o retindide aciclico (andlogo do éacido retinéico)
em ratos com inducdo de fibrose hepdtica por soro heterdlogo demonstrou-se exacerbagio
da mesma. Os mesmos pesquisadores obtiveram resultados opostos a estes (OKUNO ef al.,
1990), ao empregarem o retindide aciclico, em modelo experimental, com tetracloreto de
carbono, obtendo reducgdo da fibrose hepatica. Estes autores propdem que o emprego destes
retindides produzem efeitos diferentes, de acordo com o modelo experimental empregado, €
com ago bifdsica do 4cido retindico na célula de Ito in vitro. O modelo com CCL4 produz
reacdo inflamatoria intensa, e por isso € beneficiado pelo uso do retindide aciclico o qual
reduziria essa resposta. Ao contrario, a administra¢do desse retindide no modelo com soro
heterologo, que produz fibrose praticamente sem inflamacgdo, levaria a ativagdo do TGFpB
latente e piora da fibrose. BLOMHOFF (1997) sugere que mecanismos multifatoriais em
nivel de expressdo dos receptores nucleares do acido retindico que envolvem liberagdo e
bloqueio de fatores transcricionais de TGFP ainda pouco elucidados, podem estar
envolvidos. A expressdo desses receptores poderiam variar conforme a fase da ativagéo das
c€lulas de Ito. Existem 2 sub-familias (RAR ¢ RXR) compondo um total de 6 receptores
nucleares para os retindides, conhecidos até o momento, aos quais os metabdlitos ativos da
vitamina A se ligam e produzem uma diversidade de complexas respostas. OKUNO et al.,
1999, verificaram que o 4cido retindico transativou 0 RARa e provocou a sintese de
pré-colageno e TGFP nas células hepaticas estreladas, em ratos com modelo experimental
de soro heterélogo. Os niveis de &dcido retindico estavam aumentados tanto nas células
hepaticas estreladas in vitro quanto no figado fibrético, acompanhando a expressdo
aumentada de RARa e B, ativador de plasminogénio, TGFp e pro-coligeno in vivo.
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Portanto, ha uma discrepancia no papel da vitamina A, em relagdo ao processo
de fibrose hepética. Parece depender do modelo experimental utilizado, da dose e do
momento de sua administragdo, do tipo de andlogo e da etiologia da agressdo que leva a

fibrose.

Verifica-se, no presente experimento, que o tratamento com palmitato de retinil
dos ratos submetidos 2 obstrucdio biliar reduziu a ocorréncia de fibrose hepatica, embora
esse grupo tenha apresentado niveis mais elevados de transaminases, refletindo,
possivelmente, maior grau de hepatotoxicidade. Estes dados estfio de acordo com a idéia de
que os retinéides modulam a sintese e a deposi¢do de colageno, de modo independente do
grau de necrose hepatocelular. Embora o grupo OV tenha apresentado niveis
significativamente mais elevados de transaminases, em relagdo ao grupo OB, ndo foram
encontradas diferencas, nestes parimetros, no estudo piloto, envolvendo animais sem
obstruggo biliar. A colestase cronica extra-hepética apresenta niveis normais ou elevagdes
discretas de transaminases (ALT e AST), e altos niveis de fosfatase alcalina e gama-GT
(O’CONNOR, 1985, DE RITIS & COLTORTI, 1972, SOUZA et al., 1990). ALT e AST
sio sensiveis indicadores de lesdo celular hepdtica e tteis para detecgdo de doengas
hepéticas agudas. Na colestase extra-hepatica, por mecanismos ainda néo bem elucidados,
ocorre elevagdo dos niveis séricos de ALT, a partir de 30 minutos ¢ de AST, apés 120
minutos da obstruggio biliar, na auséncia de necrose hepatocelular (SOUZA et al., 1990).
Isto pode estar relacionado 2 estase biliar produzida pela obstrug3o, que leva a dilatagdo dos
canaliculos biliares e resulta em alteragdes estruturais das “tight junctions”, em areas em
intimo contato com os hepatdcitos. Estas &reas que, normalmente, sdo impermeaveis
tornar-se-iam entfio permeéveis na colestase. PATWARDHAN, SMITH, FARMELANT,
1987, referem elevagdes de transaminases ja nas primeiras 72 horas, apés obstrugéo do
ducto biliar. KOYAMA et al., 1975, relatam elevagdes de transaminases mais
acentuadamente na primeira semana, mantendo discreta elevagdo nas 5 semanas
subsegiientes. Verificaram também, na avaliagdo histolégica, que ocorreu discreto grau de
hiperplasia de ductos biliares periportais, com fibrose, mas sem colestase e degenerago ou
necrose de hepatdcitos. A medida que se prolongou a obstrugéo biliar, houve redugéo na
populagdo de hepatécitos e intensificagdo da hiperplasia biliar, com aumento gradual do
infiltrado celular e fibrose periductal; em 6 semanas, essas alteragdes tornaram-se ainda
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mais marcantes, com a caracteristica pseudolobulagdo da cirrose biliar presente em alguns
animais. No presente experimento, a elevagéo de transaminases poderia ser atribuida a um
maior grau de necrose hepato-celular, resultante da conjungdo entre a agressdo causada pela
colestase com a administragdo de altas doses de vitamina A, mas que nd3o demonstrou
hepatotoxicidade nos ratos do grupo VA do estudo piloto. Por outro lado, poderia ser
especulada a hipétese da existéncia de um maior nimero de hepatdcitos sobreviventes no
grupo OV que no grupo OB, relacionada a acfio antioxidativa da vitamina A. Assim,
embora vidveis, estariam produzindo niveis mais elevados de transaminases por estarem em
maior nimero, submetidos a colestase. A toxicidade da vitamina A pode ser avaliada
através de dosagens séricas de AST ¢ ALT, e de acordo com MALLIA er al., 1975, por
critérios clinicos (perda de peso, queda de pélos, irritabilidade, agressividade, reducdo do
apetite, sangramento nasal ocasional e fraqueza ou paralisia parcial dos membros). Nio
foram avaliados, sistematicamente, esses sinais clinicos acima descritos nos grupos
estudados, por se basearem em critérios subjetivos, pela dificuldade na avaliagdo, e pela
possivel confusdo em sc estabelecer se seriam decorrentes da colestase ou da administracio
da vitamina A.

Comparando-se os dois grupos obstruidos, a vitamina A ndo alterou o perfil
bioquimico de FA, GGT e bilirrubinas. Com relagfio as proteinas séricas, excetuando-se a
fracdo B o uso da vitamina A nfo alterou o perfil eletroforético. Os animais obstruidos
apresentaram diminuicdo da fragdio albumina, o que estd de acordo com a literatura
(KRAHENBUHL et al., 1995), sem ocorrer influéncia da vitamina A sobre este pardmetro.

O modelo de lesdo hepética com CCL4 é amplamente utilizado para o estudo
dos mecanismos de ativagdo das células de Ito, deposi¢io da matriz extra-celular e de
drogas anti-fibrogénicas (TSUKAMOTO, MATSUOKA, FRENCH, 1990), entre elas a
vitamina A (SENOO & WAKE, 1985; CHEHTER et al., 1988; DAVIS et al., 1990;
PARISE et al., 1992; YAMANE et al., 1993). Embora o método de produgdo experimental
de cirrose com multiplas doses de CCL4, pelas mais diversas vias, seja 0 método mais
utilizado, estd longe de ser o modelo ideal que simule a cirrose em humanos (TAMAYO,
1983; KONTOURAS, BILLING, SCHEUER,1984). As caracteristicas bioquimicas e
morfolégicas obtidas langam diividas quanto a adequagio do modelo em simular a doenga
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humana, em virtude da variabilidade de respostas dos animais ao tetracloreto de carbono
(TAMAYO, 1983; KONTOURAS et al.,1984). Assim, alguns animais mostram minima ou
nenhuma alteragdo fibrética, € outros a desenvolvem completamente, com tempo necessario
para produzir cirrose muito prolongado (12 — 15 semanas, segundo TSUKAMOTO et al.,
1990), e alta mortalidade. A Dimetilnitrosamina, utilizada por MIZOBUCHI et al., 1998, ¢
um agente carcinogénico, quando administrada em baixas doses e de forma cronica, mas,
em altas doses, provoca necrose hepatica e subseqiiente fibrose, semelhante a0 uso de
tetracloreto de carbono (TSUKAMOTO et al., 1990). O emprego de soro heterologo
(porco) em ratos, também utilizado por SENOO & WAKE, 1985, ¢ MIZOBUCHI et al.,
1998, induz a uma fibrose hepatica praticamente sem lesdo de parénquima, sendo util
quando se quer estudar o mecanismo fibrogénico na auséncia ou minimo grau de
hepatotoxicidade (BHUNCHET & WAKE, 1992 ). Segundo MILANI et al., 1990, a fibrose
biliar secundaria a obstrugéo do ducto biliar no rato é morfologicamente caracterizada pelo
aumento progressivo dos tratos portais, causada por acentuada proliferagdo de ductos
biliares e deposi¢do macica de colageno nos tratos portais e areas periportais associados
com sinais inflamatérios e necrose pouco intensos. A irritagdo quimica € a compressio
mecénica devidas a colestase sdo as maiores desencadeantes da fibrose, a qual se inicia na
zona I e progride para a zona III do I6bulo. Portanto, a ligadura biliar experimental do rato
proporciona um modelo adequado para o estudo da cirrose e fibrose biliar secundarias,
levando a um aumento de coldgeno de cerca de 6 vezes em 4 semanas (KOYAMA et al.,
1975). Segundo KONTOURAS er al.,1984, os ratos submetidos a obstrugéo biliar
desenvolveram cirrose no periodo de 1 més ou mais, e as alteragdes morfologicas sdo
comparaveis aquelas observadas em seres humanos. Segundo TSUKAMOTO et al., 1990,
o acamulo de bile nas vias biliares extra-hepiticas distensiveis associado com uma ligadura
muito distal do ducto biliar comum pode ocorrer. Assim, a colestase poderia ndo ser
semelhante ou uniforme em todos os animais, uma vez que o nivel da obstru¢do poderia
variar de um animal para outro, poupando o parénquima hepitico ou partes dele na
evolugio da lesdo. Assim, nos animais estudados, ndo se encontraram valores percentuais
individuais de coligeno que refletissem de forma uniforme e paralela os valores individuais
de hidroxiprolina, provavelmente pelas diferencas de comprometimento entre as diversas
regides do figado, no mesmo animal. Sobre a influéncia das idades, MEDEIROS,
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FREITAS, ANDRADE, 1988, estudando a histologia hepética de ratos jovens e adultos
submetidos a obstrugo biliar, observaram que os primeiros apresentaram maior tendéncia &
compartimentacdo nodular dos hepatécitos (cirrose biliar secundéria), e os Gltimos a uma
maior proliferagio ductal, com invasdo do parénquima, que acharam compariveis a
proliferagido neoplasica. ZIMMERMANN et al., 1994, compararam ratos jovens e ratos
mais velhos apés 4 semanas de obstrugdo biliar, concluindo que a susceptibilidade as
sequelas da colestase cronica dependem do estigio de desenvolvimento dos ratos. Nio
obtiveram diferengas significativas quanto aos niveis de ALT, mas a analise estereolégica
do tecido conjuntivo mostrou volumes de 7,7 + 2,4 %, média + DP (7 vezes maior que o
sham) nos ratos de 7 semanas e 18,7 + 4,8 % (23 vezes maior que o sham) nos ratos de 22
semanas. Assim, sugerem que a caracterizagdo dos grupos, nos experimentos com
obstrugdo biliar, fagam-se com o critério de idade bem definido.

A dose total de 70 X 10* UI de palmitato de retinil aqui empregada, pré e
pés-obstrugdo, foi relativamente elevada em relagdo as utilizadas na maioria dos trabalhos
citados em que se utilizou palmitato de retinil por via subcutinea: SENOO & WAKE,
1985, utilizaram 20 X 10* prévio ou 35 X 10* UI durante a administragdo de CCL4, em
ratos Wistar com peso inicial de 100 a 120 gramas; SEIFERT et al., 1989, utilizaram 10°
Ul de retinil-palmitato por 100 g de peso corporal, 2 vezes por semana por 4 semanas,
prévio, concomitante ou apés o CCL4; CHEHTER et al., 1988, utilizaram 20 X 10%, em
ratos Wistar com peso inicial de 49 - 71 gramas, antes da administragio de CCL4; PARISE
et al., 1992, utilizaram 20 X 10* em ratos Wistar com peso inicial de 50 - 70 gramas, antes
da administragdo de tetracloreto de carbono; MIZOBUCHI et al., 1998, utilizaram doses
totais de 2, 10 ou 20 X 10* UI em ratos Wistar com peso inicial de 200 gramas, em grupos
antes ou ap6s a administragdo de soro heterélogo (porco) ou dimetilnitrosamina. Uma vez
que a colestase leva a diminuigio do estoque hepético de vitamina A pela ma absorgio e
interferéncia em seu metabolismo (ANDREWS et al., 1981, AMEDEE-MANESME ef al.,
1987 ¢ 1988, KAUFMAN et al., 1987, FUKUI et al,1993 ), e dada 2 possibilidade dos
animais utilizados apresentarem baixos niveis iniciais de vitamina A estocada, optamos
pelo emprego pré e pos-obstrugdo para assegurar niveis hepéticos elevados da vitamina A,
durante todo o experimento. Por outro lado, a dose aqui utilizada pode ter sido excessiva,

com as conseqiiéncias de maior hepatotoxidade refletida nos niveis mais elevados de

Discussao
67



transaminases. Salienta-se porém que, apesar dessa possivel hepatotoxicidade, ja discutida

acima, a vitamina A protegeu o figado contra o surgimento de fibrose.

Segundo AMEDEE-MANESME et al., 1988, recém-nascidos apresentam uma
quantidade pequena de vitamina A armazenada no figado, comparando-se com os adultos,
e criangas com colestase cronica encontram-se em estado nutricional precario em razio da
baixa capacidade de formar estoques, mesmo que a vitamina A esteja presente na dieta,
uma vez que o problema ¢ absortivo. Apesar do acentuado dano histologico verificado na
atresia de vias biliares, a capacidade de estocar vitamina A ndo esta afetada, melhorando
com a administragéo parenteral. Porém, deve-se ter o cuidado de evitar os efeitos toxicos da
hipervitaminose A, monitorizando-se a concentragao sérica da mesma. FLOREANI et al.,
2000, demonstraram que pacientes adultos com colangite esclerosante priméria e cirrose
biliar priméria apresentam reduzidos niveis plasmaticos de antioxidantes, como retinol,
a-tocoferol e carotendides, em relagio a populagio geral. Encontraram também uma
correlagio negativa entre o total de carotendides, e as enzimas fosfatase alcalina e
gamaglutamil transferase, nos pacientes com cirrose biliar primaria. Concluem que, nos
pacientes colestaticos, os niveis de antioxidantes plasmaticos sdo baixos mesmo em
estagios precoces da doenga, por provéavel ma absorgdo de vitaminas lipossoluveis e outros
mecanismos pela deficiéncia da fungdo hepética e ressaltam a necessidade de uma
suplementagdo dietética cuidadosa. PRATICO et al., 1998, demonstraram que a
peroxidagdo lipidica est4 aumentada em pacientes com CirTose € sugerem que O estresse
oxidativo poderia contribuir para a deterioragio na doenga hepatica. WATSON et al., 1999,
em estudo-piloto, administraram compostos vitaminicos antioxidativos a pacientes com
cirrose biliar priméria e observaram redugéo de sintomas como fadiga e prurido, sugerindo

repetir o experimento com duplo-cego e grupo-controle.

As células armazenadoras de gordura, semelhantes as células hepaticas
estreladas (de Ito), existem também em posigdes perivasculares em outros tecidos,
particularmente nos pulmdes. Da mesma forma que em suas equivalentes hepaticas, a elas
sdo atribuidas propriedades de proliferagdo e fibrose pulmonar em resposta a estimulos
patolégicos. Foi demonstrado que a administragéo de vitamina A a prematuros de baixo
peso protege contra o surgimento de displasia broncopulmonar e aumenta a sobrevida dos
mesmos (ROSSI, VAZ, RAMOS, 1998; DARLOW & GRAHAM, 1999).
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A informagdo de que a administragdo da vitamina A inibe a fibrose hepatica,
originada por colestase, induz  elaboragio de novos experimentos nessa linha, empregando
esquemas diferentes daquele aqui utilizado, com doses menores, iniciadas apos a obstrugio
biliar, simulando a patologia humana, monitorando-se a vitamina A sérica e tecidual
hepatica, bem como o estudo da curva das transaminases ao longo do experimento. H4
necessidade também de ser realizado estudo histolégico da ativagio e proliferagio das
células de Ito, bem como se estudar a influéncia da TGFB e outras citocinas
pro-fibrogénicas, o papel dos radicais livres, influéncia da colangite, e andlise da
regeneracdo hepdtica, nesse modelo experimental, visando, posteriormente, a utilizagdo em

beneficio do ser humano.

Os resultados deste trabalho demonstram efeito antifibrogénico da vitamina A,
em vigéncia de obstrugdo biliar extra-hepatica e, embora havendo também elevagdo de
aminotransferases, a agfio antifibrogénica da mesma, neste modelo experimental, foi
confirmada. Assim, conclui-se que, por ser um modelo que melhor reflete a doenca
humana, mais estudos devem ser elaborados para uma maior compreensio de seus
mecanismos de agdo, e também para se estabelecer dose, forma de administragdo, emprego
de seus anilogos ou combinagdo de drogas, a fim de se eliminar a hepatotoxicidade e de
prevalecer o efeito hepatoprotetor.
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6. CONCLUSOES



Nas condi¢des utilizadas nesta investigagio experimental, os resultados obtidos

permitem concluir que:

a)AadministracﬁodavitamﬁlaAresuhouemdinﬁmﬂgﬁodaintensidadeda
fibrose hepética em ratos jovens, submetidos a obstrugéo biliar.

b) A administragdo da vitamina A, associada a obstrugdo biliar, esteve

relacionada a um aumento dos niveis de aminotransferases.

c)Aadminisn'aqéodavitaminaA,associadaéobstmgﬁo biliar, ndo levou a
alteragdes significativas dos niveis de fosfatase alcalina, gamaglutamil
transferase, bilirrubinas, hematdcrito, proteinas totais e frages al,a2, y e

albumina.
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7. SUMMARY
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Hepatic cirrhosis is one of the main causes of death in the world and is due to
diverse factors like alcoholism, chronic hepatitis, biliary obstruction, hemosiderosis and
other rare diseases. The most important cause of this disease in children is biliary atresia,
which is responsible for more than 50% of the liver transplants performed in this age group.
Although chronic administration of vitamin A has resulted in clinical toxicity in
experimental models with rats, it has proved to be a protective factor against cirrhosis
induced by carbon tetrachloride, dimethylnitrosamine, and heterologous serum. Depriving
these animals of vitamin A worsened hepatic fibrosis. In order to verify if vitamin A really
interfered in the hepatic fibrotic process resulting from cholestasis, this vitamin was
administered to rats that had undergone biliary obstruction and then compared with rats that
had undergone the same surgical process but without any additional vitamin A. The
purpose of this study was to estimate hepatic fibrosis in rats, that had undergone biliary
obstruction and had received additional vitamin A, based on the stereological quantification
of collagen and the biochemistry of the hydroxyproline liver tissue.

The study used 40 rats divided into 3 groups: Biliary Obstruction Group (OB) -
underwent common biliary duct obstruction; Biliary Obstruction + Vitamin A Group (OV)
- underwent common biliary obstruction and received vitamin A subcutaneously during the
pre and postoperative periods; Simulated Obstruction Group — Sham (OS) — underwent
laparotomy and discreet manipulation of the biliary ducts. During 5 postoperative weeks,
liver fragments were biochemically analyzed for hepatic and histological hydroxyproline
indices of total collagen, and also for biochemical serum doses of alkaline phosphatase,
bilirubins, GGT, transaminases and protein electrophoresis. The cholestatic rats that were
given vitamin A showed lower indices of hydroxyproline (pg /100 mg of dry hepatic tissue)
and volumetric collagen (%) than the controls. The respective mean +SEM for the OB
Group were 330.25 + 28.23 and 12.86 + 0,86; for the OV Group: 209.38 + 1447 (p <
0,001), and 8.72 + 1.26 (p < 0,01). There was no difference between the serum levels of
alkaline phosphatase, bilirubins and gammaglutamil transferase in the obstructed animals
that received vitamin A and those that did not (p<0.05).The serum levels of alanine
aminotransferase and aspartate aminotransferase were higher in the obstructed rats that
received vitamin A than in the obstructed controls that did not receive vitamin A (p < 0,05,

and p < 0,05, respectively).
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These results led to the conclusion that vitamin A significantly reduced the
hepatic fibrosis induced in rats by biliary obstruction.
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ANEXO 1

Valores de hidroxiprolina tecidual hepatica (expressos em pg / 100 mg de tecido hepatico seco) e de
coldgeno hepitico total (expressos em percentuais das dreas analisadas) individuais dos ratos com obstrucgdo
biliar (grupo OB), obstrugdo biliar + administragio de vitamina A (grupo OV), e sham (grupo OS), de

Hidroxiprol | Coldg | Hidroxiprol | Colag | hidroxiprol | Colag
total % total % total %
1 308 10,65 173 7 78 335
2 265 13,35 | 248 12,35 69 3.35
3 300 10 220 6,65 80 4,35
4 445 17,35 | 250 8 73 4.35
5 195 14,35 204 20,65 85 1
6 147 17.35 147 7.35 81 3,65
7 314 11,65 302 11,65 98 335
8 490 15,65 | 224 4,35 90 2,35
9 353 12,65 281 11 81 2,38
10 393 12,65 164 4.35 89 1,65
11 376 11.35 157 4,65 97 2,35
12 377 7,35 216 10 88 3
13 136 5,35 81 2,65
14 85 1
15 92 2
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ANEXO 2

Valores individuais das dosagens séricas da fosfatase alcalina (FA), bilirrubina total (BT), bilirrubina
direta (BD), bilirrubina indireta (BI), gamaglutamil transferase (GGT), proteina total (PT), fragdo albumina
(ALB), fragdo alfa-1 (al), fragdo alfa-2 (a2), fragdo beta (B), fragdo gama (y), aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT) e hematécrito (HTC) dos ratos do grupo OB (obstrugdo biliar),

colhidos na ocasido do sacrificio.

IRatrupo
i | ] U/l imgfdi mg/dl ‘mgfdl ]Un

g/dl | g/dl :gfdt! g/dl | g/dl
i i i | |

g/dl|U/1U/1| mm/1

ja—

OB 820 113 76 3,7 33 64 26 1,1 04 1,7 06 250 62 40

2 OB 1084 12 8 4 50 72 28 1,1 04 21 08 344 69 40
3 OB 815 106 7.4 32 50 7 24 12 04 19 1,1 284 4] 45
4 OB 1420 102 6,5 3,7 37 66 19 1 05 2 1,2 39 58 38
5 OB 1372 62 42 2 75 7 29 12 06 1,8 0,6 541 127 40
6 OB - - - - - - - - - - - - - 34
7 OB 587 12,6 8,6 4 46 74 39 08 03 1,8 06 568 112 50
8 OB 1003 126 8 46 28 67 2 07 07 19 14 205 69 52
9 OB 958 123 84 39 16 73 21 07 0% 21 16 318 70 52
10 OB 1856 6,9 42 27 42 7 1,8 1,1 0,7 1,6 1.8 429 98 55
11 OB 764 1,5 81 34 53 7,1 25 1,1 06 1,9 09 195 43 47
12 OB 707 95 66 29 66 71 25 1,2 07 1,8 08 604 114 48

6 OB acidente na colheita de sangue,

material insuficiente
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ANEXO 3

Valores individuais das dosagens séricas da fosfatase alcalina (FA), bilirrubina total (BT), bilirrubina
direta (BD), bilirrubina indireta (BI), gamaglutamil transferase (GGT), proteina total (PT), fracio albumina
(ALB), fracdo alfa-1 (al), fragdo alfa-2 (a2), fracdo beta (B), fragio gama (y), aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT) e hematécrito (HT C) dos ratos do grupo OV (obstrugdo biliar +

vitamina A), colhidos na ocasido do sacrificio.

L un ’g!dl | g/dl g/dl gfdl'g,_'dlzgldl U/1|U/1 mm/1h

OV 1020 9,5 7 2.5 79 /- ¥ 1,1 0,7 1,4 0,7 931 192 50

1

2 ov 1067 11,2 7.4 3,8 48 72 29 1,6 04 1,6 0,7 582 193 48
3 oV 976 104 6,9 3.5 42 69 29 1 04 2 06 671 157 43
4 ov 597 11 7,4 3,6 66 7,1 27 1 0,6 2 08 463 78 47
5 OV 1461 8,7 6 2.7 41 79 3,1 LI 05 2 1,1 947 210 46
6 oV - - - - - - - - B - - - - -

7 ov 807 96 6,6 3 28 6,7 25 L1 0,7 1,4 1 778 208 47
8 oV 849 10,7 7.6 3.1 49 69 24 09 06 1,9 1,1 460 112 41
9 ov 678 11,3 7,7 3,6 17 62 2,1 L2 05 12 12 287 43 43
10 OV - - - - - - - - - - - - - -

11 OV 794 87 62 25 103 6,7 26 1,1 04 1,6 09 441 82 43
12 OV 863 86 59 2,7 28 74 23 1,5 2,1 1,1 04 261 64 45
13 OV 652 11 7.6 3.4 95 7 26 14 04 1,6 09 420 99 46

6 OV acidente na colheita de sangue,
material insuficiente

10 OV acidente na colheita de sangue,
material insuficiente
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ANEXO 4

Valores individuais das dosagens séricas da fosfatase alcalina (F A), bilirrubina total (BT), bilirrubina
direta (BD), bilirrubina indireta (BI), gamaglutamil transferase (GGT), proteina total (PT), fragdo albumina
(ALB), fragdo alfa-1 (al), fragdo alfa-2 (a2), fracdo beta (B), fragdo gama (y), aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT) e hematdcrito (HTC) dos ratos do grupo OS (sham — operagio
s:mulada) colhidos por ocasido do sacrificio.

Rato| grupo | FA | BT | BD BI |GGT | BT ALBfaI «2] B g yAST‘AL’I‘ Hc |
; ’ Ufllmg/di !mgfdl meg/dl | U/] g/di g/di \g;dl gfdl‘ g/dl |g/dl [U!liU!ig-mﬂhl

L

j

1 OS 421 0,2 0 0,2 8 53 28 07 02 1,1 0,5 129 60 39
2 OS 255 0.2 0 0,2 19 63 34 08 0,3 1 0,6 76 48 40
3 (0 - - - - 10 67 37 09 05 1,1 0,5 - - 46
4 OS 473 0,2 0 0,2 13 67 31 09 05 1,2 i. 103 357 40
5 oS - - - - 10 68 33 08 04 14 09 - - 41
6 () - - - - - - - - - - - - - -
7 OS 502 0,2 0 0,2 4 59 27 I 93 §5 05 153 52 41
8 OS 268 0,2 0 0.2 9 53 28 07 02 1,1 05 144 37 47
9 OS 349 0,2 0,1 0,1 4 64 37 I 02 09 06 132 34 49
10 OS 349 02 01 01 6 64 34 09 03 09 0.8 242 39 48
11 OS 205 0,2 0 0,2 8 55 26 1 02 09 0,7 222 30 48
12 OS 338 02 01 o1 6 65 4 06 02 09 08 156 32 47
13 oS 220 02 0,1 01 5 67 33 1 03 1,3 0,8 281 49 48
14 OS 269 03 0,1 0.2 8 61 31 13 02 09 05 226 37 45
15 OS 348 0,2 0 0,2 7 65 33 09 05 09 09 124 38 49

3OS perda parcial / material insuficiente
5  OS perda parcial / material insuficiente
6  OS acidente na colheita de sangue, material insuficiente
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ANEXO 5

Idades e pesos dos animais do grupo OB, nas ocasides da laparotomia e do sacrificio. Sinais clinicos.

rato Grupo | Idade Peso Idade Peso ictericia, coldria
(dias) | (gramas) | (dias) | (gramas)

1 OB 43 130 77 226
2 OB 43 140 77 239
3 OB 43 123 77 230
4 OB 43 145 i) 180
5 OB 44 100 77 215
6 OB 44 109 77 230
7 OB 47 124 82 233
8 OB 47 114 82 163
9 OB 47 116 82 166
10 OB 47 110 82 125
11 OB 47 115 82 189
12 OB 47 116 82 204
Média| OB | 45,17 | 120,17 79,50 200

EPM OB 0,56 3,76 0,75 10,30
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ANEXO 6

Idades e pesos dos animais do grupo OV, nas ocasides da laparotomia e do sacrificio. Sinais clinicos.

Sacrificio

Sinais clinicos

Rato | Grupo | Idade | Idade Peso Idade Peso
(dias) | (dias) | (gramas) | (dias) | (gramas)

1 ov 33 47 135 82 223

2 ov 33 47 150 82 233

3 ov 33 47 151 82 243

<+ ov 33 47 140 82 190

5 ov 33 47 144 82 217

6 ov 33 47 125 82 186

7 ov 33 47 146 82 169

8 ov 29 43 142 78 234

9 ov 29 43 130 78 200

10 ov 29 43 139 78 201

11 ov 29 43 115 78 198

12 ov 29 43 133 78 211

13 ov 29 43 127 78 224
Média | OV 31,15 | 45,15 136,64 80,15 209,92

EPM ov 0,58 0,58 2,94 0,58 5,99

ictericia, coluria

* - Idade a 1.? injegdo de vitamina A.
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ANEXO 7

Idades e pesos dos animais do grupo OS, nas ocasides da laparotomia e do sacrificio. Sinais clinicos.

laparom ia
Rato Grupo | Idade Peso ldade Peso sem anormalidades
(dias) | (gramas) | (dias) | (gramas)
1 OS 47 150 77 260
2 oS 47 133 77 260
3 0s 47 175 77 255
4 0OS 47 175 77 270
5 oS 47 180 77 273
6 (0 47 175 F 74 250
7 0s 43 113 77 230
8 (0 43 122 78 254
9 oS 43 113 78 240
10 oS 43 124 78 239
11 OS 43 110 78 230
12 oS 43 108 78 258
i3 OS 43 129 78 269
14 OS 43 117 78 235
15 (O] 43 101 78 205
Média | OS 4.6 135 77,53 248,53
EPM 0S 0,52 7,30 0,13 4,80
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ANEXO 8

ESTUDO PILOTO

Valores individuais, das médias e EPM de hidroxiprolina tecidual hepatica (expressos em pg / 100 mg
de tecido hepético seco) e de coldgeno hepdtico total (expressos em percentuais das areas analisadas) dos
ratos submetidos a administragdo de vitamina A (grupo VA) e dos ratos do grupo-controle (grupo C) de

1 115 2,65 73 2
2 108 2,65 83 2,35
3 91 1 63 3,35
4 101 3,65 69 0,65
5 127 1,65
6 124 2
| Meédia 111 2,27 72 2,09
. EPM 5,63 0,38 4,20 0,56
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ANEXO 9

ESTUDO PILOTO

Valores individuais, das médias e EPM das dosagens séricas da fosfatase alcalina (FA), bilirrubina
total (BT), bilirrubina direta (BD), bilirrubina indireta (BI), gamaglutamil transferase (GGT), proteina total
(PT), fragdo albumina (ALB), fracgo alfa-1 (al) fragdo alfa-2 (a2) fragdo beta (B) fragdo gama (y), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e hematocrito (HTC) dos ratos do grupo VA

(vitamina A), colhidos na ocasido do sacrificio.

a2 |

mg/dl g/di g/dl | g/di U/

mg/dl 1mgldl

U/l |\ mm/1h

l i

|
|
|

1 VA 454 02 01 0,1 9 359 | 31 06 04 1,1 07 150 35 51

2 VA 346 02 01 0,1 19 61 32 07 04 12 06 183 36 44

3 VA 284 02 01 0,1 16 64 31 1,1 04 1 09 193 34 53

4 VA 267 02 01 0,1 19 53 33 08 05 1 0,7 149 31 50

5 VA 284 02 01 0,1 6 56 28 08 03 08 08 128 27 53

6 VA 294 02 01 0,1 8§ 56 28 09 03 08 08 98 39 50
Média VA 3215 02 o1 0,1 12,83 5,82 3,05 0,82 0,38 0,98 0,75 150,17 33,67 50,17
EPM VA 2869 0 0 o 239 0,16 0,08 0,83 0,03 0,07 0,04 1429 1,71 1,35
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ANEXO 10

ESTUDO PILOTO

Valores individuais, das médias e EPM das dosagens séricas da fosfatase alcalina (FA), bilirrubina
total (BT), bilirrubina direta (BD), bilirrubina indireta (BI), gamaglutamil transferase (GGT), proteina total
(PT), fragdo albumina (ALB), fragdo alfa-1 (al) fragdo alfa-2 («2) fragdo beta (B) fragdo gama (), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e hematécrito (HTC) dos ratos do grupo C

(controle), colhidos na ocasido do sacrificio.

i — |[ - G — ...... ............................

| imgldl mg/di imgldl’ un )g/dl g/dl ! g/dl g;dl}-g;d:;g/m!vn

U/l |mm/h
[0 02 01 01 6 62 33 08 03 L1 06 123 34 43
228 02 0 02 5 59 26 13 03 1 08 119 4 43
295 02 0 02 8 63 33 11 04 1 06 113 47 42

C
L&
C
4 C 203 0,2 0 0,2 8 6 33 09 03 09 05 83 34 45
C
C

Média 264 0.2 0,03 0,8 6,75 6,1 3,13 1 032 1 0,63 109,5 39,75 42,5
EPM 29,35 o 0,03 0,03 0,75 0,09 0,18 0,11 0,03 0,04 0,06 9,07 338 0,29
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ANEXO 11

ESTUDO PILOTO
Idades e pesos dos animais do grupo VA, nas ocasides da 1. inje¢do de vitamina A e do sacrificio.

Comentarios (evolug#o; intercorréncias).

1.2 sacrificio Sinais clinicos
injecao™
RATO | GRUPO | Idade | Idade Peso Sem anormalidades
(dias) | (dias) | (gramas)
1 VA 27 75 259
2 VA 27 75 242
3 VA 27 75 253
4 VA 27 75 237
5 VA 27 75 261
6 VA 27 75 245
Média VA 27 75 249,5
EPM VA 0 0 3,95

* - Idade a 1.? injecdo de vitamina A.
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ANEXO0 12

ESTUDO PILOTO

Idades e pesos dos animais do grupo C, na ocasifio do sacrificio. Sinais clinicos.

Sinais clinicos

RATO | GRUPO Idade Peso
(dias) (gramas)

1 c 82 236

2 c 82 234

3 C 82 249

-+ C 82 258
Meédia C 82 244,25

EPM C 0 5,66

sem anormalidades
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