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Resumo

O presente estudo tem como objetivo avaliar e verificar o potencial efeito toxicold-
gico hepatico agudo da administragéo oral de 20 mg/kg/dia, trés vezes por semana,
durante 4 semanas, do hidrocarboneto aromatico policiclico, DMBA, num modelo ex-
perimental com ratos, da estirpe Wistar, machos, de 8 semanas de idade. No fim do
protocolo experimental, todos os animais foram sacrificados e necropsiados. Do figado
e do tecido adiposo, foram recolhidos fragmentos para avaliagéo histologica e para ex-
tragdo e determinacgdo quantitativa da presenga do DMBA, através da técnica HPLC,
de forma a relacionar a intoxicagdo de DMBA com altera¢des morfoldgicas ao nivel do
figado e a presenca do DMBA nos tecidos hepatico e adiposo. Neste estudo, todos
os ratos em que se administrou DMBA apresentavam uma magreza em relagcdo ao
grupo controlo e observaram-se ligeiras a moderadas alteragdes histopatolégicas de
hepatotoxicidade. A andlise cromatogréfica quantificou a presenga de DMBA no tecido
adiposo dos ratos do grupo controlo. Este estudo da administragdo de DMBA mostrou
ter um ligeiro efeito toxicologico hepatico agudo, ao provocar alteragdes nos diferentes
parametros avaliados, que embora ndo sejam muito significativas, vdo de encontro aos
estudos que apontam para a hepatotoxicidade do DMBA.

Palavras-Chaves: Rato, figado, hidrocarbonetos aromaticos (HCA), 7,12-dimetilben-

zantraceno (DMBA).

XVII



XVl



Abstract

The present study aims to evaluate and verify the potential acute hepatic toxic effects
of oral administration of 20 mg/kg/day, three times a week for four weeks, the polycyclic
aromatic hydrocarbon, DMBA, an experimental model with rats, strain Wistar, male,
eight weeks of age. At the end of the experimental protocol, all animals were sacrificed
and necropsied. Liver and adipose tissue fragments were collected for histological eval-
uation and extraction and quantitative determination of the presence of DMBA by HPLC
technique, in order to relate the toxicity of DMBA morphological changes in the liver and
in the presence of DMBA liver and adipose tissues. In this study, all rats in which DMBA
was administered showed a thinness compared to the control group were observed
and mild to moderate pathological changes of hepatotoxicity. Chromatographic analy-
sis quantified the presence of DMBA in adipose tissue of rat in the control group. This
study of DMBA administration has shown a slight acute hepatic toxic effects by causing
changes in the different parameters evaluated, which although not very significant, go
against studies that point to the hepatotoxicity of DMBA.

Password: Rat, liver, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH), 7,12-dimethylbenzan-

tracene (DMBA).
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INTRODUCAO

Introducao

A localiza¢éo do figado no aparelho gastrointestinal facilita a
manuteng¢ao da sua homeostase interna. O sangue venoso proce-
dente do estdbmago e do intestino flui pela veia porta em diregédo
ao figado e em seguida ingressa na circulagéo sistémica. Deste
modo, o figado é o primeiro 6rgéo a ter contacto com os nutrientes,
as vitaminas, os minerais, as substancias quimicas e os téxicos do
meio ambiente, assim como, com os produtos do metabolismo das
bactérias que entram no sangue pelo sistema porta. Os processos
eficientes de captagao do figado retiram esses compostos absor-

vidos para o metabolismo, armazenamento ou excregao biliar [1].

As principais fungdes do figado podem ser alteradas pela expo-
sicdo a substancias toxicas. As células hepaticas expostas a con-
centragoes significativas dessas substancias, podem sofrer altera-
¢bes que levam a disfungao hepatica sem que ocorra uma apre-
ciavel lesao celular, a perda de fungdo por lesao celular e até a
faléncia do 6rgdo quando a exposigao crénica provoca substitui-

¢ao do tecido normal por tecido cicatricial[1].

O presente estudo pertende avaliar e verificar o potencial efeito
toxicoldgico hepatico agudo da administrag@o por gavagem, do hi-
drocarboneto aromatico policiclico (HAP), 7,12-dimetilbenz(a)an-

traceno (DMBA), num modelo experimental com ratos (Rattus no-

Figura 1: Figado de rato [50]
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vergicus albinus).

Para avaliar o potencial efeito toxicol6gico de um xenobiético
sobre o figado, é necessério saber reconhecer uma disfungao ce-
lular e uma lesé@o hepatica, sendo fundamental o conhecimento ge-
ral da anatomia, da organizagao estrutural, das fungdes basicas do
figado, assim como, dos processos envolvidos na eliminagao das
substancias do organismo e dos mecanismos que levam a lesdo
celular ou a leséo do 6rgéo [1].

O figado é o maior 6rgao glandular sélido, de coloragao verme-
lho acastanhado escuro, suave ao toque e de consisténcia friavel,
que existe em todos os animais vertebrados. A sua forma varia
consideravelmente nas diferentes espécies e é em grande parte
determinada pela disposi¢ao dos érgaos adjacentes. No rato, esta
localizado na porgéo cranial do abdémen, levemente deslocado
para a direita e caudal ao diafragma (Figura 2) . Representa aproxi-
madamente 5% do seu peso corporal total, enquanto nos seres hu-
manos adultos representa 2,5%. O peso varia consoante a idade,
0 peso corporal e a atividade metabdlica. Em ratos com peso cor-
poral entre 250 e 300 g, o peso médio do figado foi de 13,6 g [2],
(3], [4], [3], [6].[7]-

Na maioria dos vertebrados, o figado é multilobado. As cobras
s30 excegado a essa regra, porque a forma do corpo condiciona
o figado a uma forma simples e alongada [2]. O figado do rato é
constituido por quatro lobos de diferentes tamanhos, que terminam
em bordos agudos (Figura 3). Os dois grandes lobos designam-se
por lobo médio ou cistico (LM) e por lobo lateral esquerdo (LLE).
Os dois pequenos lobos designam-se por lobo lateral direito (LLD)
e por lobo caudado (LC) [4], [5], [6], [7], [10],[11],[12].

O lobo médio ou cistico (LM) é o maior e representa cerca de
35-40% do peso total do figado (Madrahimov, 2005). Apresenta
uma base ampla, a volta de quase metade da circunferéncia da

veia cava. Esta subdividido por uma fissura vertical profunda (fis-



INTRODUCAO

SN

s fT,f
Glandula salivar ¢
submaxilar < {

‘//r_,- Laringe
Traqueia\&hﬂ —Glandula tiroide
Timo vﬁ"_xl\\lfsufagu

Atrio esquerdo

Ventriculos

P
(;’(;,.._H_’_,_
Atrio direito '

Pulméo direito Pulmé&o esquerdo

Figura 2: Esquema representativo da localizacédo anatémica dos 6rgdos no rato. O figado
localiza-se caudalmente ao diafragma, na regido cranio-abdominal direita (Adaptado de [8].

sura principal, umbilical ou interlobular), num grande lobo médio
direito (LMD), com cerca de 2/3 do volume do lobo e nhum menor
lobo médio esquerdo (LME), com cerca de 1/3 do volume do lobo
(Martins, 2007). Tem uma localizagdo cranial no abdémen e esté
fixado a face caudal do diafragma e ao apéndice xifoide pelo liga-

mento falciforme, que se insere na fenda interlobular [14], [15].

O lobo lateral esquerdo (LLE) esta parcialmente coberto pelo
lobo médio em posigao dorso-caudal e estende-se para a esquerda,
cobrindo parcialmente o estdbmago (Figura 2). Em relagdo ao lobo
caudado e ao estdmago localiza-se em posigao cranio-ventral. Re-
presenta cerca de 30-35% do peso total do figado[14] e a sua su-
perficie superior é ligeiramente convexa, nao apresentando fissu-
ras [7]. Os ligamentos interlobares ligam o lobo lateral esquerdo

com o lobo caudado cranial [15].

Levantando ventro-cranialmente estes dois grandes lobos é pos-

sivel visualizar dorsalmente o lobo lateral direito (LLD) e o lobo
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Figura 3: Orientagdo dos lobos do figado na cavidade abdominal em posicéo ventro-dorsal e
em relagdo com os érgaos adjacentes. O figado relaciona-se cranialmente com o diafragma e
caudalmente com o estdbmago, o intestino delgado, o pancreas, o bago, o rim direito e a glandula
adrenal direita. LLE: lobo lateral esquerdo; LM: lobo médio; LME: lobo médio esquerdo; LMD:
lobo médio direito; LLD: lobo lateral direito; LLDCr: lobo lateral direito cranial; LLDCa: lobo
lateral direito caudal; LC: lobo caudado; LCCr: lobo caudado cranial; LCCa: lobo caudado
caudal (Adaptado de [13].

caudado (LC).

O lobo lateral direito (LLD) esta localizado no lado direito da
veia cava, sendo quase totalmente coberto pelo lobo médio. Re-
presenta cerca de 15% do peso total do figado e esta dividido par-
cialmente por uma fissura horizontal em dois sub-lobos, o cranial
(LLDCr) e o caudal (LLDCa) [7] O sub-lobo cranial esta fixado dor-
salmente por um amplo ligamento hepato-diafragmatico e o sub-
lobo caudal esté ligado dorsalmente ao diafragma e ventralmente
a veia cava [15].

O lobo caudado (LC), também chamado de Spiegel, é o mais
pequeno e localiza-se no lado esquerdo da veia porta e da veia
cava inferior. Representa 8-10% do peso total do figado [14] e esta
dividido em dois sub-lobos, o cranial (LCCr) e o caudal (LCCa), que
envolvem o eséfago (Figura 4) [5],[10],[11],[12]. O lobo caudado

cranial esta ligado ao lobo lateral esquerdo por um ligamento in-
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terlobular fino e estd completamente coberto pelo omento. O lobo
caudado caudal esté localizado dorsalmente ao estbmago, em es-
treita proximidade com o pancreas e o bago e esta coberto por uma
capsula fibrosa, fixando-se a face dorsal do omento [15].

O parénquima localizado entre o lobo lateral direito e o lobo
caudado é designado como sendo o processo caudado (PC) (Fi-
gura 4) [4].

Em decubito dorsal, o figado de rato tem trés superficies (Fi-
gura 2 e 3): cranial, caudal e dorsal. Embora o figado de rato seja
multilobado, as superficies sao bastante uniformes, pois os lobos
apresentam-se encostados uns aos outros. A Unica excegao é o
lobo caudado, que é separado do restante figado pelo estdmago.
A superficie cranial (parietal) como um todo é convexa e encaixa
sob a curvatura do diafragma. E constituida pela superficie cranial
do lobo medial e do lobo lateral esquerdo, que é completamente
coberta pelo peritoneu, exceto ao longo da linha de insergao do
ligamento falciforme, que divide o lobo médio em duas partes, di-
reito e esquerdo . A superficie caudal (visceral) é irregular e con-
cava e relaciona-se com o estdmago, duodeno, pancreas, bago,
rim direito e glandula adrenal direita (Figura 3 e 6). Esta superficie
€ quase completamente revestida pelo peritoneu, que na zona do
hilo hepatico (fissura transversal) envolve a artéria hepatico, a veia
porta, o ducto hepatico, os nervos e os vasos linfaticos. A super-
ficie dorsal ndo é coberta pelo peritoneu, estd em contacto direto
com o diafragma e a parede dorsal do abdémen, estendendo-se
obliguamente até ao lobo caudado. A veia cava caudal é total-
mente intra-hepatica [4].

O figado de rato estéa ligado a superficie caudal do diafragma
e a parede dorsal do abdémen por varios ligamentos, mas a prin-
cipal fixagao do figado é feita através da veia cava caudal (VCCa).
Esta veia extende-se cranio-caudalmente e divide-se em trés par-

tes: uma porgao cranio-hepatica (VCCa-Cr), que se localiza crani-

Figura 4: Lobos do parénquima he-
patico do rato e processo caudado
(zona ponteada). LM: lobo médio
(LMD: lobo médio direito; LME: lobo
médio esquerdo); LLE: lobo late-
ral esquerdo; LLD: lobo lateral di-
reito (LLDCr: lobo lateral direito cra-
nial; LLDCa: lobo lateral direito cau-
dal); LC: lobo caudado (LCCr: lobo
caudado cranial; LCCa: lobo cau-
dado caudal); PC: processo caudado
(Adaptado de [4].
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Figura 5: Principais ligamentos do

figado de rato. LF: ligamento falci-
forme; LTD ligamento triangular di-
reito; LTE: ligamento triangular es-
querdo; LM: lobo médio; LLE: lobo
lateral esquerdo; LLDCr lobo late-
ral direito cranial; LC: lobo cau-
dado; VCCa-Cr: veia cava cau-
dal cranio-hepética; VCCa-Ca: veia
cava caudal caudo-hepatica (Adap-
tado de [4]).

Figura 6: O hilo hepatico é exposto
deslocando cranialmente o lobo mé-
dio (LM) e para a esquerda o lobo la-
teral esquerdo (LLE) e o duodeno. R:
rim direito; VCCa-Ca: veia cava cau-
dal caudo-hepética; P: pancreas [16]
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almente ao figado e caudalmente ao diafragma, uma porgdo mé-
dia ou intra-hepatica (VCCa-IH), uma vez que é completamente
rodeado pelo parénquima hepético e uma porgao caudal ou caudo-
hepatica (VCCa-Ca), que se localiza caudalmente ao figado e cujo
limite caudal é estabelecido pela drenagem da veia renal direita
(Figura 5 e 6). As pregas peritoneais colaboram com a veia cava
caudal na fixagéo do figado, que formam os ligamentos que o ligam
e sustentam ao abdémen e as visceras adjacentes. O ligamento
falciforme (LF) (Figura 6) é o ligamento mais cranial e é constituido
por uma dobra peritoneal fina, que se estende a partir da face cau-
dal do diafragma e do apéndice xifoide até a superficie convexa
do LM, formando a fenda interlobular . O ligamento coronario con-
siste de uma camada superior e uma camada inferior. A camada
superior também liga o figado a superficie inferior do diafragma
(Martins et al., 2007). Os ligamentos triangulares (LT) constituem
um reforgo lateral da parede peritoneal. O da esquerda é longo e
localiza-se no lado dorsal do LLE, formando o ligamento triangular
esquerdo (LTE). O direito é curto e localiza-se na vertente dorsal
do LLDCr. Um ligamento interlobar fino liga o LLE ao LCCr. O li-
gamento redondo é um cordao fibroso resultante da obliteragcdo da
veia umbilical . O figado também esta ligado a pequena curvatura
do estdbmago, pelo ligamento hepatogastrico e no duodeno atra-
vés do ligamento hepato-duodenal. Por dltimo, o omento contém
o ducto biliar comum, a artéria hepatica e a veia porta. Este é o
ligamento mais caudal do figado e tem vasos linfaticos e nervos
independentes [4], [7], [14], [15].

O parénquima hepatico esta contido num invélucro especial
sem interrupgdo de tecido conjuntivo, a capsula de Glisson, que
na parte mais préxima do hilo hepético envolve a artéria hepatica,
a veia porta e a via biliar (Figura 6 e 8). Estes trés elementos for-
mam a triade portal, que se ramificam pelo estroma. Nela estao

também presentes vasos linfaticos e nervos. Embora o tecido he-
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patico seja muito friavel, a capsula que o recobre é extremamente
resistente e diminui a possibilidade de lesées traumaticas [2].

O sistema circulatério do figado (Figura 7) é diferente do ob-
servado em qualquer outro 6rgdo, porque recebe através da zona
hilar um duplo fluxo sanguineo, sendo 25% de sangue arterial rico
em oxigénio proveniente da artéria hepatica e 75% de sangue ve-
noso rico em nutrientes provenientes da veia porta, que resulta
da drenagem do estémago, bacgo, pancreas e intestino [17]. Esta
particularidade permite ao figado controlar as substancias que sao
absorvidas em todo o intestino e determinar quais delas vao en-
trar e como vao entrar na circulagdo sistémica. No parénquima
hepatico, o sangue arterial e venoso misturam-se quando entram
nos sinusoides, que sdo canais vasculares fenestrados limitados
por células endoteliais, que se situam entre as células hepaticas
(hepatocitos). Deste modo, os hepatécitos estdo comumente ex-
postos ao sangue venoso portal, mas também a sangue arterial.
Todo o sangue distribuido ao figado é colhido por um dnico con-
junto de veias, das quais as veias centrais dos l6bulos hepaticos
s80 os ramos iniciais da veia hepética. Estas acabam por formar
a veia hepatica que se abre na veia cava caudal, que atravessa o
parénquima hepatico e distribui os nutrientes do metabolismo he-
patico para todo o corpo. A bilis é produzida no figado e drenada
através do trato biliar extra-hepatico para o intestino (Figura 7) [18]
[19].

Veia Cava Caudal
Veia Hepatica

Figura 7: Vascularizagao hepatica e trato biliar extrahepatico do rato (adaptado de [17]
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Figura 8: Anatomia do hilo hepatico
em rato. Vascularizagdo venosa por-
tal (azul), arterial (vermelho) e dre-
nagem biliar (amarelo). Ducto biliar
ventral a artéria hepatica. Artéria he-
patica ventral a veia porta [5].

e

Figura 9: Veia porta no rato. VMS:
veia mesentérica superior; VE: veia
esplénica; VP: veia porta; VGD: veia
gastro-duodenal; VGE: veia gastrica
esquerda; VPi: veia pilérica; Es:
estdbmago; D: duodeno; VCCa: veia

cava caudal (Adaptado de [4]).

Figura 10: Vascularizagdo arterial
hepatica em ratos. A: aorta; EC:
eixo celfaco; AHC: artéria hepatica
comum; AHP: artéria hepatica pro-
pria; AGE: artéria gastrica esquerda;
AE: artéria esplénica; AHE: artéria
hepatica esquerda (adaptado de [4].
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Os lobos hepéaticos no rato tém vascularizagédo portal e arterial
independentes e circulagao biliar separada. No hilo hepatico, o
ducto biliar é ventral aos ramos da artéria hepatica, assim como,
os ramos da artéria hepatica em relagdo aos ramos da veia porta
(Figura 8) [5], [20].

A veia porta (VP) (Figura 9) é formada pela confluéncia das
veias mesentérica superior (VMS) e esplénica (VE). A VE é menor
do que a VMS e em ratos com peso corporal de 250 g tem cerca de
1 mm de didmetro. A VP tem cerca de 5 mm de didmetro e recebe
a veia gastro-duodenal (VGD) que resulta da confluéncia das veias
gastrica direita, pilérica (VPi) e pancreatica-duodenal superior [4].

A primeira ramificagcdo lobar da veia porta vai para o LLD, a
segunda para o LC, em seguida, ramificam-se em dois ramos, que
vascularizam o LM e ainda é emitida uma ultima ramificagao para
o LLE. O PC recebe pediculos secundarios dos ramos portais do
LLD e do LC (Figura 9). Assim, os LLD, LLE e LC tém apenas um
ramo portal principal, ao passo que o LM tem dois ramos portais
[4] [5].

O figado de rato é irrigado por duas artérias, a artéria hepatica
prépria (AHP) e artéria hepatica esquerda (AHE) (Figura 10). A
artéria hepatica comum (AHC) divide-se em VGD e na AHP, que
se origina no eixo celiaco (EC). A AHC vai ventralmente na parte
dorsal do omento. Existem fortes aderéncias entre a VP e a AHP.
Esta artéria passa ventralmente a VP entre o ducto biliar e a veia.
A AHE é um ramo da artéria gastrica esquerda (AGE) [4].

A AHP emite primeiro dois ramos, um direito para o LLD e um
esquerdo para o LC. Segue em direcgdo cranial, na qual a AHE
drena. Tem dois ramos direitos para o LMD e para o LME, respec-
tivamente, e um ramo esquerdo para o LLE. Os pediculos arteriais
secunddrios vascularizam o trato biliar extra-hepatica, bem como
o PC [4].

No rato, as vias biliares extra-hepaticas sao o elemento mais
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superficial do hilo hepatico e a caracteristica mais importante é a
nao-existéncia de vesicula biliar (Figura 6, 8 e 11). O trato biliar do
rato tem muitas variagdes anatémicas. Cada lobo é drenado pelo
seu préprio ducto biliar. O LLE pode ter um (30%), dois (62,5%) ou
trés (7,5%) ductos biliares hepaticos. A drenagem do LM faz-se por
um ou quatro ductos biliares do LMD, sendo esta ultima a morfolo-
gia mais frequente, e por um do LME. Também tem sido observado
que existe normalmente uma confluéncia dos ramos resultantes do
LME e do LLE. Existem outros ductos biliares do PC que drenam
para os ductos biliares hepaticos do LLD e do LC, assim como,
a existéncia de uma rede biliar extra-hepatica. Os ductos biliares
hepaticos de cada lobo unem-se para formar o ducto biliar comum
(DBC). A origem deste ducto é considerada como sendo o fim da
extremidade mais distal do ducto biliar hepatico, que corresponde
em 40% dos casos ao ducto biliar hepatico do LLD e em 22,5%
ao ducto biliar hepético do LC. Nos restantes casos, corresponde
a drenagem biliar de ambos os lobos simultaneamente ao nivel do
PC. O DBC tem aproximadamente 30 mm de comprimento € 1 mm
de diametro, descendo a esquerda da artéria hepatica e da VP na
superficie do PC, atravessando a primeira parte do duodeno e pas-
sando pelo pancreas. O ducto biliar comum recebe os 2 a 8 gran-
des ductos principais, que drenam as glandulas acinares do pan-
creas exdécrino, formando o ducto hepato-entérico (DHE) que ter-
mina através do esfincter de Oddi na segunda porgao do duodeno
a cerca de 25 a 30 mm de disténcia do piloro (Figura6 e 11) . As
espécies sem vesicula biliar apresentam esfincter de Oddi menos
desenvolvido, permitindo um fluxo continuo da bilis hepatica para
o duodeno (Figura 12.A). Desta forma, a bilis ndo é concentrada
e armazenada na vesicula biliar como nos outros roedores (por
exemplo, no murganho (Figura 12.B) [4],[71,[10], [11],[12],[21],[22].

O tecido hepatico esta constituido por células parenquimato-

sas (hepatocitos) e células nao parenquimatosos (do ducto biliar,
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Figura 11: Distribuicdo mais frequente dos ductos biliares hepaticos nos lobulos no rato. DBC:
ducto biliar comum; DP: ducto pancreéatico; DHE: ducto hepato-entérico; E: eséfago; ES: esto-
mago; D: duodeno; LLE: lobo lateral esquerdo; LM: lobo médio; LLD: lobo lateral direito; LC:

lobo caudado (adaptado de [4]
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Figura 12: Sistema biliar esquematico de espécies sem vesicula biliar (A) e com vesicula biliar
(B), respectivamente (Adaptado de cite20.

do endotélio, de Kupffer, de Ito e de miofibroblastos). A sua micro-
arquitectura bidimensional pode ser vista a partir de varias perspe-
tivas. Segundo os histologistas, ha trés conceitos da arquitectura
do I6bulo do figado. O conceito classico de l6bulo hepatico, que
€ baseado em parametros estruturais, o conceito de I6bulo portal,
que é baseado na drenagem da secregao biliar a partir de l16bu-
los adjacentes em direccdo ao mesmo ducto biliar e o conceito de
acino hepatico, que é baseado no gradiente de oxigenacao a par-
tir dos sinusoides situados em lébulos adjacentes (Figura 13) [21],
[23], [24] .

Numa perspetiva anatémica, o parénquima hepatico é dividido
por meio de uma pequena quantidade de tecido intersticial em 16-
bulos classicos que sado idénticos e que constituem a unidade mor-

folégica hepética (Krinke, 2000). O I6bulo hepético cléassico é ge-
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ralmente descrito como uma estrutura poliédrica que varia conso-
ante o nimero de espagos porta, com uma veia central da qual
irradiam os hepatocitos (Figura 14). Apresenta-se como uma uni-
dade estrutural hexagonal bem definida nalgumas espécies como
no porco, camelo, urso polar e foca, porque é delineada por seis
espagos porta e por uma elevada quantidade de tecido conjun-
tivo fibroso perilobular. Nas outras espécies, ndo existe uma de-
finicdo estrutural to nitida, porque ndo ha uma separagao de te-
cido conjuntivo entre os I6bulos, de modo que as trabéculas de um
I6bulo parecem continuar-se com as vizinhas. Nos seres huma-
nos e nos primatas ndo-humanos, esta organizagdo geométrica é
pouco definida, porque o tecido conjuntivo perilobular ndo é abun-
dante. No entanto, o reconhecimento dos componentes do espago
porta, ajudam na determinagao dos limites do I6bulo hepatico, po-
dendo ser delineados fazendo uma linha imaginaria entre os espa-
¢os porta que se dispdem ao redor de uma veia central. No figado
humano, trés a seis espagos portais podem ser vistos por |6bulo
[19],[211,[24],[25],[26],[27].

Ramo da veia porta hepatica
Ducto biliar Triade Portal

Ramo da artéria hepatica

Hepatocitos

‘Veia central Hepatocitos

Sinusdide hepatico

— Ducto biliar

Sinusoides
hepaticos

Ramo da veia
porta hepatica

Ramo da artéria
hepética

Ducto biliar

Canaliculo biliar
Sinusoide
hepatico

Figura 14: Estrutura basica de um lébulo hepatico classico, com setas a indicar o sentido da

circulagao do sangue e da bilis (Adaptado de [28]).
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Os hepatocitos sao bastante uniformes em termos morfoldgi-
cos e estao organizados em trabéculas ou placas hepatocelulares,
que tém normalmente espessura formada por dois hepatécitos (Fi-
gura 14 e 15). Sao as principais células funcionais do figado, que
executam um nimero surpreendente de fungbes metabdlicas en-
dbcrinas e exdcrinas. Apresentam-se como células grandes poli-
gonais, com nucleos distintamente redondos e um ou dois nucléo-
los proeminentes. A maioria tém um Unico ndcleo, mas os hepa-
tocitos binucleados sdo comuns. Ocasionalmente os nucleos séo
polipléides (contém mais do que um conjunto de cromossomos).
O citoplasma dos hepatocitos é bastante acidofilo por conter mui-
tas mitocdndrias e algum reticulo endoplasmatico liso (REL), com
areas de basofilia que corresponde ao reticulo endoplasmatico ru-
goso (RER). O RER e o aparelho de Golgi estao relacionado com
a sintese de proteinas, tais como a albumina, fibrinogénio, globu-
lina e protrombina. O REL est4 associado com o metabolismo das
hormonas esteréides e também é responsavel pelos processos de
oxidagcao, metilagdo e conjugacao necessarios para a inativacao
ou a desintoxicagao de varias substancias antes da sua excregao
pelo organismo [21],[24],[29].

As trabéculas estao dispostas radialmente ao redor da veia
central, que se localiza no meio de cada I6bulo e é o ramo inicial
da veia hepatica. A periferia do I6bulo encontram-se os espacos
porta ou triade portal (Figura 15) posicionados nos angulos da es-
trutura poliédrica, constituidos por ramo da artéria hepatica (rico
em sangue oxigenado), ramo da veia porta (rico em nutrientes),
ducto biliar (através do qual circula a bilis), nervos e vasos linfati-
cos [21],[29].

Entre os hepatdcitos adjacentes, encontram-se pequenos ca-
naliculos biliares (Figura 14 e 15), que se fundem para formar os
dictulos biliares ou canais de Hering, permitindo a excregao da

bilis pelos ductos biliares do espago porta. Entre as trabéculas
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cursam os sinusoides sanguineos hepéaticos (Figura 14 e 15), que
sdo espagos delimitados por células endoteliais com poros e fe-
nestragdes, que respondem a estimulos para aumentar ou diminuir
o fluxo sanguineo. Nestes espagos sinusoidais, estdo ancorados
macréfagos residentes do figado, designados por células de Kupf-
fer (Figura 16), que tém a capacidade de fagocitar bactérias, detri-
tos, eritrdcitos velhos e fragmentos celulares presentes na corrente

sanguinea [21],[29],[30],[31].

Sinusoides Placas de Hepatocitos
Espaco de Disse i . Células de Kupffer
Linfaticos \

terminais \

Ducto

hepatica

Ducto
biliar

Figura 15: Estrutura basica de um I6bulo hepatico, mostrando as placas hepatocelulares, os va-
s0s sanguineos, o sistema coletor da bilis e o sistema de fluxo linfatico, composto pelo espago
de Disse e pelos ductos linfaticos [29].

O endotélio dos sinusodides é muito fenestrado, com membrana
basal reduzida e modificada, o que permite o livre acesso do plasma
e da albumina as microvilosidades dos hepatécitos, facilitando a
passagem de moléculas ligadas a albumina para dentro da célula
hepatica (Figura 16) [21],[29].

Entre o endotélio sinusoidal e os hepatdcitos existe o espago
de Disse ou espago perissinusoidal (Figura 15 e 16). O plasma
que sai dos sinusoides tem livre acesso a este espago, que se
interliga com os vasos linfaticos do espago porta, permitindo que o
excesso de liquido seja removido. Os hepatécitos ndo entram em
contacto com a circulagdo sanguinea, em vez disso, 0 espago de

Disse age como um compartimento intermediario entre eles, onde
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Figura 16: Diagrama esquematico de
um sinuséide hepatico, do espago de
Disse, dos hepatdcitos e da localiza-
¢ao das células de Kuppfer e das cé-
lulas estreladas (Adaptado de [32].
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as microvilosidades dos hepatdcitos ocupam grande parte desse
espago, o que facilita a troca de substancias [21],[29],[34]

As células de lto (Figura 16), também conhecidas por célu-
las estreladas ou lipécitos hepaticos, estédo localizadas no espago
de Disse e armazenam lipidos e vitaminas lipossoluveis no orga-
nismo, como a vitamina A sob a forma de esteres de retinol. Estas
células segregam fatores de crescimento necessarios a formagéao
de novos hepatécitos. Quando a fungao hepatica estd comprome-
tida, os hepatécitos libertam o fator de crescimento tumoral § e, em
resposta, as células de armazenamento de gordura podem dividir-
se, alterando o seu fenétipo, comegando a sintetizar e a libertar
colagénio para o espago de Disse. Deste modo, forma-se tecido
conjuntivo fibroso que substitui os hepatécitos lesados pela agao
de toxinas. Quando necessério, estas células diferenciam-se em
miofibroblastos, que controlam o fluxo de sangue para 0s sinusoi-
des. Na cirrose hepatica, a fibrose perisinusoidal deposita-se de
forma excessiva [30],[31],[33],[34].

No espaco de Disse, observam-se também células semelhan-
tes a grandes linfécitos denominadas de células Pit, que apresen-
tam curtos pseudoépodos e granulos citoplasmaticos, que se acre-
dita que sejam células Natural Killer, que destroem células tumo-
rais, bem como células necrosadas. Elas possuem um nivel ele-
vado de citotoxicidade contra uma variedade de linhas de células
tumorais. A morte das células tumorais é reforcada quando as
células Pit atuam sinergicamente com as células de Kupffer . A
proporgao de células Pit em relagdo as células de Kuppfer é de
2:10 [30],[33],[34],[35].

No l6bulo hepatico, o sangue flui centralmente dos respetivos
ramos da triade portal, atravessando os sinuséides até a veia cen-
trolobular, que é o ramo inicial da veia hepatica (Figura 17). O san-
gue sai do figado através da veia hepatica até a veia cava. Como

0 sangue flui através dos sinusoides, uma quantidade considera-
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vel de plasma é filtrada para dentro do espago entre o endotélio
e os hepatécitos (espago de Disse), contribuindo para a formagao
de uma fracdo importante da linfa do organismo. A linfa proveni-
ente diretamente do espaco de Disse apresenta sentido retrégrado
para o espago porta e dai para o hilo hepatico (Figura 15). A bilis &
segregada pelos hepatdcitos para o espaco de Disse e é drenada
perifericamente para dentro dos canaliculos biliares e finalmente
para os ductos biliares na triade portal (Figura 17). Obviamente,
este conceito morfoloégico tem falhas, porque o sangue dos espa-

¢os porta na realidade flui em todas as diregbes [21],[28],[29].

Ramo da veia porta

Ducto biliar Canaliculus biliares Sinusoides )l

Hepatocitos Veia central

Ramo da artéria hepatica

Figura 17: Circulagdo do sangue e da bilis num Iébulo hepatico. O sangue arterial (seta ver-
melha) e venoso (seta azul) entra no I6bulo hepatico através dos vasos do espago porta, passa
através dos sinusoides hepaticos (seta roxa) e deixa o I6bulo através da veia central (seta azul).
A veia central converge para a veia hepatica que transporta o sangue venoso do figado. A bilis
é secretada pelos hepatécitos para os canaliculos biliares (seta verde), que drenam para os
ductos biliares do espago porta (Adaptado de [28]).

Numa perspetiva funcional de secrecdo exdcrina da bilis, o pa-
rénquima hepatico é dividido em I6bulos portais (Figura 18). Em
corte histolégico, o I6bulo portal é definido como uma regiao tri-

angular centrada em torno de um espacgo porta e cuja periferia é
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delimitada por linhas retas imaginarias unindo as trés veias cen-
trais, que formam os trés apices do triangulo. Contém porgoes de
trés l6bulos hepaticos classicos e é definido em termos de fluxo
biliar. Este conceito permite uma descrigdo da estrutura do pa-
rénquima hepatico comparavel ao de outras glandulas exdcrinas,
pois o conceito de uma secregdo exdcrina fluindo para a perife-
ria de um l6ébulo nao é consistente com a situagado dos acinos da
maioria das glandulas, nas quais a secre¢ao vai para o limen no
centro do acino. Por isso, os histologistas sugeriram que todos os
hepatécitos, que langam a sua bilis num ducto biliar interlobular de-
terminado, constituem um Iébulo, denominado I6bulo portal. Neste
conceito de lobulagdo do figado, o ducto biliar esta no centro do
I6bulo cite30, [24],[25],[31].

Numa perspetiva funcional da actividade metabdlica e do fluxo
sanguineo, o parénquima hepatico é dividido em acinos hepaticos
(acinos de Rappaport) (Figura 19), que representam as unidades
funcionais hepéticas. Cada uma destas unidades funcionais esta
centrada sobre a linha que liga dois espagos porta e estende-se
para fora, para as duas veias centrais adjacentes, com a forma
semelhante a uma elipse ou a um losango, englobando duas sec-
¢Oes triangulares de dois I6bulos hepaticos classicos adjacentes.
O sangue flui dos espacos porta pelos sinusoides até as duas veias
centrais e a bilis flui do canaliculos biliares para o ducto biliar do
espago porta. Esta representagdo é mais precisa quanto a fungao
do figado, porque é orientada a volta do sistema vascular aferente,
mas é mais dificil de definir histologicamente. Serve também como
unidade de secregao para o transporte de bilis [21],[24],[30],[33].

Os acinos simples sao agrupados em &cinos complexos, que
s&0 por sua vez agrupados em aglomerados acinares (Figura 20).
A estrutura geral destes aglomerados assemelha-se a um cacho
de uvas (Figura 20), mas na realidade é apenas um agrupamento

funcional do parénquima hepatico, que é uniforme, liso e continuo.
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Estes sao abastecidos por um ramo da veia porta e um ramo da
artéria hepética [33].

Considera-se o parénquima hepatico do acino dividido em trés
zonas concéntricas mal definidas (Figura 19 e 21), que recebem
sangue sinusoidal com determinada sequéncia, resultando numa
variacdo do gradiente de oxigénio, da atividade metabdlica e da
distribuicdo das enzimas dos hepatocitos. Este conceito, de grande
importancia fisiopatolégica, explica o aparecimento de alteragdes
histopatoldgicas que ocorrem no figado e a ordem na qual os he-
patécitos degeneram apds uma agressao téxica ou por hipoxia. E
importante para a descricao e para a interpretagdo dos padroes
de degenerescéncia, de regeneracdo e dos efeitos téxicos espe-
cificos no parénquima hepatico. A distribuicao das lesdes no fi-
gado como resultado da isquémia e da exposi¢do as substancias
toxicas podem ser explicadas utilizando esta interpretagao zonal
[24],[25],[30].

A zona 1 (periportal) (Figura 19 e 21) é a mais préxima do es-
pago porta e os hepatécitos desta zona recebem o sangue que
acabou de fluir dos ramos da veia porta e da artéria hepatica,
tendo acesso as maiores concentragoes de diversas substancias,
tanto boas (oxigénio e nutrientes) como prejudiciais (farmacos e to-
xinas) absorvidas pelo aparelho gastrointestinal. Recebendo san-
gue mais oxigenado, estes hepatécitos tornam-se menos sensiveis
a lesao isquémica e estando sujeitas a elevadas concentragdes de
substancias téxicas diretas séo os que sofrem o maior impacto.
Os hepatécitos da zona 1 sdo os mais sensiveis as lesdes oxi-
dativas, porque sao ricos em mitocondrias e sdo especializados
nas fungdes oxidativas do figado, tais como a gliconeogénese, a
B-oxidagéo dos acidos gordos, a sintese do colesterol e a desinto-
xicagdo da amobnia em ureia. Sendo estas células as primeiras a
receber oxigénio, nutrientes e toxinas do sangue sinusoidal, sdo as

primeiras a mostrar alteragdes morfolégicas apds oclusao do ducto
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biliar (estase biliar). Sdo também as Ultimas a morrer se a circula-
¢ao for prejudicada e as primeiras a serem regeneradas (Ross et
al., 2006). A zona 3 (pericentral) (Figura 19 e 21), localizada perto
da veia central, € a mais distante e recebe sangue com menor
quantidade de oxigénio e de substancias diretas (nutrientes, far-
macos e toxinas absorvidos pelo trato gastrointestinal). A menor
quantidade de oxigénio recebida por esta zona torna-a mais sus-
cetivel a lesdo isquémica (necrose centrolobular) em situagdes de
perfusao reduzida, sendo a primeira a mostrar acumulagao de gor-
dura. Estes hepatocitos sao os ultimos a responder a substancias
toxicas diretas e a estase biliar e sdo os mais importantes para a
glicdlise, a lipogénese e a desintoxicagao de substancias baseadas
na proteina do citocromo P-450, pois € onde se encontram os ni-
veis mais elevados desta enzima no acino. Os hepatécitos da zona
3 sdo 0s que recebem as maiores concentragdes de produtos do
metabolismo hepatico, que sao libertados na corrente sanguinea
pelos hepatécitos das outras zonas. As substancias téxicas gera-
das em consequéncia deste metabolismo hepatico causam mais
lesdes nos hepatdcitos da zona 3, devido a atingir ai maiores con-
centragdes. Entre as duas zonas descritas anteriormente, situa-se
a zona 2 (de transigao) (Figura 19 e 21), que tem caracteristicas
funcionais e morfolégicas intermédias. [25],[33],[36],[37].

Esta distribuigéo funcional por zonas aplica-se apenas aos pro-
cessos realizados na presencga de substancias difusiveis. No en-
tanto, o figado também esta envolvido em numerosas vias que par-
ticipam na captagédo de substancias mediadas por recetores e por
transporte ativo, que sao incapazes de sofrer livre difusdo nas cé-
lulas. Essas substancias penetram em qualquer hepatécito que
tenha transportadores apropriados, independentemente da zona
em que se encontra. O mesmo acontece para as substancias alta-
mente ligadas a proteinas transportadoras, para as quais o figado

nao possui recetores [36].
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Figura 21: Representagao esquematica das zonas de um &cino hepatico [32].

Algumas caracteristicas do figado, como o peso, a atividade mi-
tética, o contetido de glicogénio e de lipidos podem variar devido
ao ritmo circadiano dos animais. Alteragdes comuns do figado,
como a presenga do pigmento de lipofuscina e de hemossiderina
nos hepatécitos e nas células de Kupffer, variagdes na poliploidia
dos hepat6citos e formagao de corpos de pseudo-inclusao intranu-
cleares, podem ser associadas a idade. A poliploidia é uma ca-
racteristica morfolégica comum no animal adulto e o nimero de
células binucleares aumenta com a idade. Além disso, o envelhe-
cimento é frequentemente associado com colangiofibrose e forma-
¢ao ocasional de quistos biliares, especialmente em fémeas [21].

A semelhanca do pancreas, o figado é classificado como uma
glandula mista, mas ao contrario, a mesma célula do figado (hepa-
técito) € responsavel pela componente exdcrina ao produzir bilis,
que é excretada para o duodeno e pela componente enddcrina,
porque a maioria dos seus produtos sdo libertados na corrente
sanguinea [19],[26].

O figado do rato desempenha inimeras fungbes essenciais
inter-relacionadas para manter o ambiente interno do organismo,
realizando diversos processos quimicos como parte do metabo-
lismo normal. O metabolismo, conjunto de transformagdes que as
substancias quimicas sofrem no interior dos organismos vivos, é

constituido por reagdes anabdlicas ou de sintese e reagdes cata-
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bélicas ou de decomposigao. As reagdes anabdlicas sao reagdes
quimicas que produzem nova matéria organica nos seres vivos,
sintetizando novos compostos (moléculas mais complexas) a par-
tir de moléculas simples, com consumo de energia sob a forma
de trifosfato de adenosina (ATP). As reacgdes catabodlicas sao re-
acoes quimicas que produzem grandes quantidades de energia
(ATP) a partir da decomposicao ou degradacao de moléculas mais
complexas (matéria orgénica). Quando o catabolismo supera em
atividade o anabolismo, 0 organismo perde massa, 0 que acontece
em periodos de jejum ou doenga, mas se 0 anabolismo superar o
catabolismo, o organismo cresce ou ganha massa. Se ambos os
processos estao em equilibrio, 0 organismo encontra-se em home-
ostase [38].

O figado é o 6rgao que apresenta maior taxa metabdlica, sendo-
Ihe atribuido fun¢des metabdlicas dos hidratos de carbono, protei-
nas, lipidos, hormonas e substancias estranhas, para manter o ba-
lango entre a produgédo e a eliminagao de substancias endégenas
(sais biliares, bilirrubina e hormonas) e exégenas (nutrientes, dro-
gas e toxinas). Normalmente, metaboliza substancias Uteis para o
organismo, tais como a glicose na forma de glicogénio, amino&ci-
dos, lipidos e vitaminas, mas também tem um papel fundamental
na biotransformacao de substancias estranhas, que nao sao en-
contradas naturalmente no organismo e que tanto podem ser be-
néficas ou prejudiciais, os designados xenobidticos, tais como, pro-
dutos industriais, farmacos, téxicos, aditivos de alimentos e com-
postos inorganicos. O termo biotransformagéo tem sido utilizado
para expressar todas as transformagdes quimicas que ocorrem so-
mente com os compostos considerados xenobibticos, reservando
a expressao metabolismo para indicar as reagbes quimicas que
ocorrem com os compostos endégenos ou exdgenos essenciais a
vida [11],[12],[39].

O figado é 6rgao central da homeostase da glicose, respon-
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dendo rapidamente as flutuagdées dos seus niveis sanguineos, o
que o torna importante para a manutengédo de uma concentragéo
normal de glicose no sangue. Os glucidos ingeridos sao transfor-
mados em moléculas de glicose, que é a principal fonte de energia
das células. No estado prandial, o excesso de glicose no sangue
€ desviado para o figado para ser armazenado sob a forma de
glicogénio e durante o jejum a glicose sanguinea diminui abaixo
do normal, sendo estabilizada pelos hepatécitos que hidrolisam o
glicogénio em glicose, processo denominado de glicogendlise. O
excesso de glicogénio no figado pela continua ingestdao de glu-
cidos leva a sua transformacgdo em triglicerideos (lipogénese) e
acumulagao nos tecidos. Os hepatécitos também podem sinteti-
zar glicose de outros agucares, como a frutose e a galactose, ou
de compostos nao pertencentes ao grupo dos glucidos, como os
aminoacidos, o lactato e o glicerol, por um processo denominado
neoglicogénese hepdtica, ajudando assim a manter uma concen-
tragdo relativamente normal de glicose no sangue, quando neces-
sario [29],[33],[40],[41].

O organismo nao pode dispensar a contribuicao do figado para
o0 metabolismo das proteinas, pela sua capacidade de sintetizar
aminoacidos e outros compostos quimicos importantes a partir des-
tes. Os aminoéacidos ndo essenciais podem ser todos sintetizados
no figado. Para serem utilizados para produzir energia ou serem
convertidos em glucidos ou lipidos é necessaria a sua desami-
nagao, processo que ocorre essencialmente no figado. Uma pe-
quena quantidade da desaminagé@o pode ocorrer noutros tecidos
do corpo, sobretudo nos rins, mas esta é muito menos importante.
Grandes quantidades de amoénia sao formadas pelo processo de
desaminagado e quantidades adicionais sdo continuadamente for-
madas no intestino por agdo de bactérias e em seguida absorvidas
pelo sangue. Uma das fungdes essenciais do figado é a elimina-

¢ao de amédnia do sangue por conversao em ureia, que € muito
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menos toxica e é excretada pela urina. Se o figado nao formar a
ureia, a concentragdo de amoénia no plasma sobe rapidamente e
resulta em encefalopatia hepética e eventual morte [40],[41].

Os hepatdcitos também sintetizam a partir dos aminoécidos a
maioria das proteinas plasmaticas, cerca de 90%, tais como al-
bumina, alfa e beta globulinas (excepto as gama globulinas que
sé@o no tecido linféide), fatores de coagulagéo (fibrinogénio, pro-
trombina), proteinas transportadoras de ligagao especifica (ferro,
cobre e vitamina A), proteinas transportadoras de hormonas (pro-
teinas de ligacéo de esteroides e de hormonas da tiréide) e protei-
nas necessarias para as reagoes do complemento. A diminuigéo
das proteinas plasmaticas provoca uma elevada taxa de mitoses
das células hepaticas, provocando o crescimento do figado. Este
efeito esta associado com uma rapida produgao de proteinas, de
forma a permitir que a concentragao no plasma volte ao normal. A
albumina é a principal fonte de pressao oncética do plasma. A sua
diminuigao nas doengas cronicas do figado leva a edema e ascite.
O figado tem também um papel importante na manutengao da ho-
meostase, pelo papel importante na coagulagao e no sistema fibri-
nolitico. A coagulagdo sanguinea requer a produgao continua de
fatores de coagulagao, a maioria dos quais, incluindo protrombina
e fibrinogénio, sdo produzidos pelos hepatécios. A vitamina K é
necessaria nos processos metabolicos do figado para a formagao
de varias dessas substancias, especialmente a trombina e os fac-
tores VII, IX e X. Na auséncia de vitamina K, as concentracdes de
todas essas substancias diminuem acentuadamente, o que quase
impede a coagulacao do sangue [19],[29],[33],[36],[40],[41].

Embora a maioria das células do corpo metabolizem os lipidos,
certos aspetos do seu metabolismo ocorrem principalmente no fi-
gado. As suas funcbdes especificas no metabolismo dos lipidos
incluem a oxidagdo dos acidos gordos para fornecer energia para

as outras fungdes corporais, a sintese de grandes quantidades de
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colesterol, fosfolipidos, da maioria das lipoproteinas e a sintese
de lipidos a partir de hidratos de carbono e proteinas. Para obter
energia a partir dos lipidos, eles sdo primeiramente desdobrados
em glicerol e acidos gordos. Os acidos gordos sdo divididos por
beta-oxidagao, formando a acetil-coenzima A (acetil-CoA), que ao
entrar no ciclo do acido citrico e ao ser oxidada liberta grandes
quantidades de energia. A beta-oxidagdo pode ocorrer em todas
as células do corpo, mas ocorre de forma particularmente rapida
nas células hepaticas. O figado em si ndo pode usar toda a acetil-
CoA que é formada, sendo esta é convertida em &cido acetoa-
cético pela condensacao de duas moléculas de acetil-CoA. Este
acido é altamente sollvel, que passa das células hepaticas para
o fluido extracelular e é transportado ao longo do organismo para
ser absorvida pelos diversos tecidos. Estes tecidos reconvertem o
acido acetoacético em acetil-CoA e, em seguida, oxidam-na para
ser utilizada. No processo de controlo dos niveis de colesterol no
organismo, o figado segrega e capta varias particulas de lipopro-
teinas. Algumas dessas particulas de lipoproteinas de densidades
muito baixa (VLDL) servem para distribuir os lipidos no tecido adi-
poso para armazenar na forma de gordura ou noutros tecidos para
uso imediato. Durante essas fungdes, a estrutura das particulas
das VLDL é modificada pela perda de componentes lipidicos e pro-
teicos. As particulas resultantes de lipoproteinas de baixa densi-
dade (LDL) retornam ao figado, em razao da sua afinidade por um
recetor especifico, o recetor de LDL, presente na superficie de va-
rias células do organismo, incluindo os hepatdcitos. Os fosfolipidos
sao também sintetizados no figado e transportados principalmente
pelas lipoproteinas. O colesterol e os fosfolipidos sdo usados pe-
las células para formar as membranas, as estruturas intracelulares
e varias substancias quimicas que sao importantes para a fungao
celular. Qutras particulas de lipoproteinas de alta densidade (HDL)

sao sintetizadas e segregadas pelo figado e eliminam o excesso de
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colesterol e de triglicerideos de outros tecidos e da corrente san-
guinea, que retornam ao figado, onde sao excretados. A maioria
do colesterol sintetizado no figado é convertido em sais biliares,
que sao excretados para a bilis. Por conseguinte, tanto a secre¢éao
de HDL quanto a remogao de LDL sdo mecanismos pelos quais o
excesso de colesterol é removido da circulagao [29],[36],[40],[41].

O figado é um importante lugar de armazenamento de glicogé-
nio, triglicerideos, vitaminas lipossoluveis, ferro e cobre. Os gluci-
dos no figado séo armazenados sob a forma de glicogénio e cons-
tituem uma fonte importante de reserva de glicose no organismo.
Os lipidos também sdo armazenados no figado sob a forma de
triglicerideos. A vitamina armazenada em maior quantidade no fi-
gado é a vitamina A, mas as vitaminas D, B12, E e K também
estdo presentes em quantidades substanciais. O figado contém
reservas destas vitaminas suficientes para impedir a sua deficién-
cia durante bastante tempo. O ferro esta presente na hemoglobina
do sangue, sendo também armazenado no figado, sob a forma de
ferritina. Os hepatécitos contém grandes quantidades de uma pro-
teina chamada apoferritina, que é capaz de se combinar de forma
reversivel com o ferro. Quando o ferro esta disponivel em excesso
no sangue, combina-se com apoferritina para formar ferritina e é
armazenado sob esta forma nas hepatocitos até ser necessario.
Quando o ferro atinge um nivel baixo na circulagdo sanguinea, a
ferritina liberta o ferro. Outras fungdes do figado em relagdo ao
metabolismo do ferro é a formagéo de glébulos vermelhos. Junta-
mente com a medula dssea e o bago, o figado participa na produ-
¢ao de células sanguineas. Por ser um grande 6rgao passivel de
expansao, o figado tal como o bago, tem a capacidade de arma-
zenar grande quantidade de sangue nas veias e nos sinusoides.
E um importante reservatério de sangue em épocas de volume
sanguineo excessivo, sendo capaz de fornecer quantidades adici-

onais de sangue em situagdes de redugao do volume sanguineo
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[191,[29],[41].

A concecao do sistema hepatico é de tal forma que todo o san-
gue que flui através do tubo digestivo, bago e pancreas, chega até
ao figado através da veia porta, passando pelos sinusoides, dei-
xando o figado através das veias hepaticas e da veia cava para a
circulagéo geral. Este fluxo de sangue através do figado, antes de
se esvaziar para a veia cava, permite que as células reticuloendo-
teliais que revestem os sinusoides (células de Kupffer) fagocitem
as bactérias e outras particulas que podem entrar no sangue a
partir do trato gastrointestinal, prevenindo o transporte direto de
agentes potencialmente nocivos. Por isso, o figado € um érgao
essencial para a filtragem de contaminantes a partir do sangue
[19],[29].

Apesar do figado nédo ser considerado um 6rgao do sistema en-
docrino tem também a capacidade de transformar importantes hor-
monas e vitaminas numa forma mais activa. Destaca-se a hidro-
xilacao inicial da vitamina D, a desiodinizacao da tiroxina (T4) em
triiodotironina (T3) e a sintese de fator de crescimento semelhante
a insulina tipo 1 (IGF-1) em resposta a hormona de crescimento
produzida na hipéfise. Para além disso, tem também um papel im-
portante na degradacéao de diversas hormonas segregadas pelas
glandulas enddcrinas, tais como a tiroxina e todas as hormonas es-
teroides (estrogénio, cortisol e aldosterona) que sao quimicamente
alteradas e excretados pelo figado. A agressédo do figado pode
levar a acumulacdo excessiva de uma ou mais dessas hormonas
nos fluidos corporais, podendo causar hiperatividade dos sistemas
enddcrinos [29].

O principal produto de excre¢do do figado é a bilis, uma mis-
tura aquosa de bilirrubina conjugada, acidos biliares, fosfolipidos,
colesterol e eletrdlitos, cuja funcao vital é emulsionar os lipidos do
sistema digestivo, para torna-los mais facilmente absorvidos, per-

mitindo também eliminar produtos do catabolismo do grupo heme
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(bilirrubina), toxinas, carcinogénios, medicamentos, metabdlitos,
célcio e cobre [33],[40],[41].

Embora o figado seja, em termos quantitativos, o érgdo mais
importante na biotransformagéo dos xenobiéticos, outros tecidos
do corpo também sdo capazes de biotransformar os xenobidticos.
Os locais particularmente ativos incluem a pele, pulmées, rins e
aparelho gastrintestinal. A capacidade do figado e de outros teci-
dos extra-hepdticos biotransformarem os xenobibticos, produzindo
metabdlitos inativos, menos ativos ou mais ativos antes de alcan-
garem a corrente sanguinea, € denominado efeito pré-sistémico de
primeira passagem [39],[42].

Os xenobiobticos apresentam graus variaveis de hidrossolubili-
dade e lipossolubilidade. Os hidrossollveis sdo substancias pola-
res e ionizaveis nos valores fisiolégicos de pH dos diversos com-
partimentos do organismo, que atravessam as membranas biolégi-
cas com grande dificuldade, estando presentes no filtrado glome-
rular e sendo facilmente excretadas. Os lipossollveis sdo subs-
tancias nao polares e nao ionizaveis nos diversos compartimentos
do organismo, atravessando rapida e eficazmente as membranas
biolégicas, especialmente por difusdo passiva. Embora sejam fil-
trados nos glomérulos renais, sdo prontamente reabsorvidos nos
tubulos renais, na fase reabsortiva de formacao da urina, retor-
nando a circulagao sistémica. A mesma propriedade quimica que
aumenta a biodisponibilidade destas substancias, também pode di-
ficultar a sua excregao renal, visto que a depuragao pelo rim exige
que se tornem mais polares e hidrofilicas, de modo a poderem
ser dissolvidas na urina aquosa e excretadas. Por isso, 0os xeno-
biodticos lipossollveis necessitam de passar por um processo de
biotransformacao para produzir compostos mais polares e hidrofi-
licos, passiveis de serem excretados por via biliar ou renal. Este
processo é o principal responsavel pela concentragdo sanguinea

e tecidual de todos os compostos quimicos que foram introduzidos
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no organismo. Desta forma, os xenobidticos absorvidos podem ser
eliminados sem biotransformagao ou sob a forma de metabdlitos
biotransformados [39].

Para realizar as suas fungdes, os hepatécitos contém uma gran-
de quantidade de enzimas com fungdes oxidativas e redutiveis, en-
tre as quais se encontram o sistema do citocromo da proteina 450
(P-450), flavina-monooxigenases, peroxidases, hidroxilases, este-
rases e amidases. Outras enzimas também presentes sao as glico-
roniltransferases, sulfatransferases, metilases, acetiltransferases e
tioltransferases. Os sistemas enzimaticos envolvidos nas reagdes
de biotransformagao hepética dos xenobidticos estao localizados
em diversos compartimentos do hepatécito, como 0s microsso-
mas, mitocéndrias, citosol, peroxissomas e lisossomas. Todas es-
tas enzimas tém grande importancia na biotransformagéao dos xe-
nobidticos, porque podem alterar essas substancias de varias ma-
neiras, tornando-as benéficas, prejudiciais ou simplesmente inefici-
entes. No caso dos farmacos, substancias utilizadas para modular
fungbes corporais com fins terapéuticos, o fdrmaco ativo pode ser
convertido em farmaco inativo ou num metabdlito ativo ou téxico,
assim como, um pré-farmaco inativo pode ser convertido num far-
maco ativo e um farmaco nao excretavel pode ser convertido num
metabdlito passivel de excrec¢do por via biliar ou renal. Quando se
trata de substancias téxicas, nalguns casos, a sua biotransforma-
¢ao converte-as em substancias menos téxicas ou nado téxicas de
facil excregao, exercendo o figado fungbes de desintoxicagdo do
organismo. Por vezes, resulta na produgdo de um metabdlito que
€ mais toxico que o composto original, denominando-se este pro-
cesso de bioativagao. Este efeito lateral indesejavel da biotransfor-
magao ocorre quando se produzem espécies quimicas muito re-
ativas, usualmente compostos electrofilicos com grande afinidade
para os nucledéfilos (DNA, proteinas e lipidos), que modificam es-

sencialmente as macromoléculas celulares, resultando em efeitos
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toxicos e carcinogénicos. A lesdo é sempre consequéncia da al-
teragdo da estrutura, seja da membrana celular ou secundaria a
alteracdes diretas de enzimas ou de transportadores vitais para a
célula [26],[39],[42],[43],[44],[45],[48].

Acredita-se que a maioria dos agentes carcinogénicos induzem
neoplasias malignas alterando direta ou indiretamente o ADN, es-
pecialmente o ADN associado com a sintese ou a regulagao de
proto-oncogenes e genes supressores de tumores [46].

O processo de carcinogénese envolve uma série de etapas de-
finiveis e reprodutiveis, sendo teoricamente definidas como inicia-

¢ao, promogao e progressao (Figura 22).

Célula Célula Lesdo Cancro
normal iniciada pré-neoplasica
Reparo Apoptose Apoptose ‘..
e% 000
00,
o * [ ] r I e
p— —_— ——— [ ] 1 [4]
'“.
Dano ac DNA Froliferacio Proliferacdo L
Iniciagao Promogao Progressao

Figura 22: Etapas da carcinogénese [37].

A primeira etapa da carcinogénese consiste num processo ra-
pido e irreversivel resultante da agdo mutagénica de um carcino-
génio. Os carcinogénios quimicos e fisicos que estabelecem liga-
¢oes covalentes com o ADN e formam adutos levam a alteragdes
genéticas (mutacdes e delecdes) e sdo conhecidos como agentes
iniciantes ou iniciadores. A iniciagédo torna-se definitiva quando a
lesdo do ADN nao é corrigida ou reparada completamente antes
da sintese do ADN e da divisao celular. A célula iniciada pode
permanecer estatica, nao proliferando ou pode adquirir mutagdes
incompativeis com a viabilidade e/ou fungdes normais, podendo
assim, ser eliminada por mecanismos apoptoéticos ou ainda a cé-
lula pode iniciar o ciclo de divisao celular e proliferar [37].

A segunda etapa da carcinogénese envolve a expansao clo-

nal das células iniciadas para o desenvolvimento de lesdes pré-
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neoplasicas, por meio de agentes promotores que atuam por diver-
s0s mecanismos envolvendo alteragdes na expressao génica que
estimulam a proliferagao celular e inibem a apoptose. A promogao
é reversivel quando se remove o estimulo promotor e as lesdes
pré-neoplasicas podem entado regredir a células Unicas iniciadas
[37].

A progressdo envolve a conversao de lesdes pré-neoplasicas
em neoplasicas. Nesta etapa, ha um aumento da sintese de ADN
e da proliferacgéo celular das lesdes pré-neoplasicas e podem ocor-
rer outros eventos genotoxicos, como aberragdes cromossomicas
e translocagoes, que resultam em mais lesées do ADN. A etapa de
progressao é irreversivel na formagao de neoplasias, sejam benig-
nas ou malignas. As células param de responder aos estimulos de
controlo de crescimento e ocorre proliferagao celular auténoma. A
progressao espontanea pode ocorrer a partir de alteragdes cario-
tipicas espontaneas que ocorrem em células mitoticamente ativas
iniciadas durante esta etapa [37],[48].

Os xenobidticos que iniciam e promovem a formacédo de tumo-
res sdo agentes carcinogénicos completos. Outros apenas tém a
capacidade de iniciar a sua formagao, sendo considerados agentes
carcinogénicos incompletos, que necessitam da contribuicao de
outros xenobibticos com agao promotora para o desenvolvimento
de neoplasias [47].

Sao exemplos representativos de varios xenobibticos especifi-
€os que sao ativados metabolicamente em carcinogénicos e txi-
cos, os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP’s), compos-
tos nitrogenados (nitrosaminas, arilaminas, arilamidas, compostos
nitro e hidrazinas), compostos halogenados e compostos sulfura-
dos [47],[48].

As reagbes quimicas envolvidas na biotransformagao hepatica
dos xenobioticos sdo categorizadas, ndo somente pela natureza

envolvida, mas também pela sequéncia normal com que elas ocor-
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rem. Estas reac¢des catalisadas pelas enzimas biotransformado-
ras de xenobidticos sdo classificadas em reagdes de fase | (ou
pré-sintéticas) e reacdes de fase Il (sintéticas ou de conjugacéo)
[39],[43],[44],[45].

As reacdes pre-sintéticas ou de fase | sdo essencialmente de
oxidagao, redugéo e hidrélise. Sao reagdes catabolicas, que in-
troduzem ou modificam um grupo funcional polar na substancia
original, como o hidroxilo (-OH), a amina (-NH2), o carboxilo (-
COOH) ou o tiol (-SH), resultando num pequeno aumento da hi-
drofilia. Com frequéncia, esses metabdlitos podem ser excretados
sem qualquer modificagao adicional. Outras vezes, as reagoes oxi-
dativas da fase | sdo o passo inicial da biotransformagéo dos xeno-
biodticos e as reagoes da fase Il seguem-se as de fase I. Nesse pro-
cesso, 0s seus metabdlitos sdo convertidos em componentes mais
hidrossoluveis, que podem ser mais facilmente eliminados pela bi-
lis ou pelos rins. A maioria das reagbes oxidativas sdo mediadas
pelas isoenzimas do citocromo P450 (Figura 23), existentes no mi-
crossoma celular, parte integrante do reticulo endoplasmatico liso
das células, e pela associagao da enzima NADPH-citocromo P450
redutase. O xenobidtico combina-se com o citocromo P450+3 oxi-
dado para formar o complexo xenobiético-citocromo P450+3. Este
complexo é entdo reduzido para o complexo xenobiético-citocromo
P450+2, catalisado pela enzima NADPH-citocromo P450 redutase.
O complexo reduzido combina-se com o oxigénio molecular para
formar intermediarios oxigenados. Um oxigénio molecular combina-
se com dois d&tomos de H+ e um electrdo para forma uma molé-
cula de agua. O outro atomo de oxigénio permanece ligado ao
complexo xenobibtico-citocromo P450+3 e é transferido para o ci-
tocrome P450+3 da molécula do xenobibtico. O xenobidtico com
um oxigénio molecular incorporado é libertado do complexo. O
citocromo P450+3 é libertado, podendo ser reciclado para a oxida-

¢ao de outras molécula de xenobidtico [39],[43],[44],[45],[49].
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As reagoes de fase I, também designadas por reagdes de con-
jugagao, sao de natureza sintética e mais rapidas que as reagdes
de fase |. Estas incluem as reagdes de glucuronidagao, sulfata-
cao, acetilagcdo, metilacdo e conjugacdo com compostos endége-
nos como os aminoacidos (glicina e taurina) e sulfatos, para for-
mar glucuronideos, acetatos e outros adutos, que séo inativos, al-
tamente polares, hidrossollveis e faciimente excretveis pela bilis
e pelos rins. As reagbes de fase Il seguem-se as de fase | (Fi-
gura 23), mas poderao ainda ocorrer antes da fase | ou simultane-
amente. As reagdes de fase Il aumentam a hidrossolubilidade dos
xenobidticos para facilitar a eliminagao renal. A maioria das enzi-
mas de conjugagao, como a sulfotransferase e a S-transferase, es-
tao localizadas no citosol, excepto a UDP-glucuronosiltransferase,
que € uma enzima microssomal [39],[43],[44],[45],[49].

Fase | Fase ll
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Figura 23: llustragao das reacdes de fase |, mediadas pelas isoenzimas do citocromo P450 e

das reagdes de fase Il (adaptado de [49].

Como consequéncia das fungdes de biotransformagao desem-
penhadas, o figado torna-se um 6rgéo alvo de toxicidade e de
carcinogénese, mas apresenta uma capacidade regenerativa su-
perior a outros 6rgaos. A regeneracdo hepatica representa um
mecanismo de protecdo organica contra a perda de tecido hepa-
tico funcional por lesdo induzida por compostos quimicos (toxinas),

agentes infeciosos (virus da hepatite B) ou mecénicos (trauma ou
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hepatetomia parcial) [29],[40].

A regeneracao hepatica ocorre através da proliferagao organi-
zada de todos os tipos de células residentes, através da hiperpla-
sia e hipertrofia celular, resultando na regeneracéo da sua arquite-
tura, do seu tamanho e no restabelecimento da sua fungéo. Nao ha
propriamente uma reconstituicao da estrutura prévia a lesdo, mas
sim um crescimento compensatério, que leva ha formagédo de uma
nova anatomia lobar, ndo havendo na realidade uma reconstitui-
¢ao da anatomia inicial (Figura 24). Os défices de tecido hepatico
sao pronta e rapidamente restabelecidos em apenas uma ou duas
semanas nos roedores, mesmo quando ocorre uma extensa perda
da sua massa. Durante a regeneragao do figado, os hepatécitos
séo estimulados a replicarem-se e depois do tamanho e volume
do figado original ser alcangado, os hepatécitos revertem ao seu
estado de repouso normal [29].

Este mecanismo de regeneracao é ainda pouco conhecido, mas
sabe-se que é controlado por fatores de transformagao de cresci-
mento, tais como o fator de crescimento dos hepatécitos (HGF),
fator de crescimento da epiderme e interleucina-6. O fator de cres-
cimento dos hepatdcitos parece ser o fator mais importante que
causa a divisdo e o crescimento das células e é produzido por
células mesenquimentosas no figado e noutros tecidos, mas néo
pelos hepatocitos. Os niveis sanguineos do HGF sobem significa-
tivamente ap6s uma hepatectomia parcial, mas as respostas mi-
togénicas sao normalmente encontrados apenas no figado, o que
sugere que o HGF s6 é ativado no préprio 6rgao. Outros fatores,
como o fator de crescimento da epiderme e as citocinas, tais como
o factor de necrose tumoral e a interleucina-6, também podem es-
tar envolvidos na estimulagdo da regeneragao de células do figado
e sao libertados pelas células de lto, situadas no espacgo de Disse.
Na maioria dos casos, a capacidade de replicagdo dos hepatdci-

tos restantes é responsavel pela regeneragdo. Quando a lesédo
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hepatotoxica é demasiadamente grande, a regeneragao do figado
ocorre pela atividade mitética das células ovais dos colangiolos e
dos canais de Hering [29],[49].

O crescimento do figado é regulado por um sinal desconhecido,
relacionado com o tamanho do corpo, de modo que a propor¢éo do
peso do figado em relagdo ao peso corporal € mantida para uma
fungdo metabdlica ideal. Depois do figado voltar ao seu tamanho
original, o processo de divisdo celular hepatico é terminado. Mais
uma vez, os factores envolvidos nao sao bem compreendidos, em-
bora o factor de crescimento transformante-f5, que é uma citocina
segregada por células hepaticas, € um potente inibidor da prolife-
racao celular do figado e tem sido sugerido como o principal termi-
nador da regeneragao hepatica [29],[49].

Nas agressoes continuas ou repetidas aos hepatdcitos durante
um longo periodo de tempo, a multiplicacao de células do figado é
seguida por um aumento acentuado da quantidade de tecido con-
juntivo. Nestas situagdes, os hepatdcitos libertam o fator de cres-
cimento tumoral g e, em resposta, as células de lto alteram o seu
fenétipo, dividem-se e comegam a sintetizar colagénio para o es-
paco de Disse. Deste modo, forma-se tecido conjuntivo fibroso
que substitui os hepatécitos danificados. O excesso de tecido con-
juntivo perisinusoidal resulta na desorganizacdo da estrutura do
figado, tornando-se num processo progressivo e irreversivel, que
leva a uma insuficiéncia hepatica [29],[30],[31],[33],[34].

Neste estudo, utilizou-se o hidrocarboneto aromatico policiclico
(HAP), 7,12 -Dimetilbenz(a)antraceno, também conhecido como
7,12-DMBA ou DMBA (Figura 25), com o objectivo de avaliar o
seu potencial efeito toxicoldgico hepético agudo.

Os HAP’s sdo um grupo de compostos organicos que na sua
constituicdo contém apenas atomos de carbono e hidrogénio, for-
mando dois ou mais anéis aromaticos de benzeno fundidos ou

agrupados entre si e organizados sob a forma linear ou angular,
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o que lhes conferem diferentes propriedades. Neste caso especi-
fico, o DMBA ¢é constituido por quatro anéis aromaticos organiza-
dos de forma angular e dois grupos metil (Figura 26). E um HAP
de massa molecular 256,34 g/mol e ponto de fusdo de 122 a 123
°C [51],[52],[53],[54],[55],[56],[57].

A estrutura quimica do DMBA deriva do antraceno (molécula
com uma organizagao linear), pela adi¢cdo de dois grupos metilo a
regiao L e pela adi¢cdo do nicleo benzénico a regido K (Figura 27).
Esta particularidade confere a molécula maior efeito carcinogénico,

que mais adiante sera caracterizada [55].

Regigo L

| CHg ‘
+ 2CH, + @ — OOO

RegidoL  Regigo K CH3

Antraceno + 2 Metilo + Benzeno ——» DMBA

Figura 27: Formagdo do DMBA a partir de uma molécula de antraceno (adaptado de [55],[57]

Na literatura podemos encontrar para 0 nome quimico da subs-
tancia 7,12-Dimetilbenzantraceno, uma variedade de sinénimos,
tais como: Dimetilbenzantraceno; 7,12 - Dimetilbenzantraceno; 7,
12- Dimetilbenz(a)antraceno; 7,12- Dimetilbenzo(a)antraceno; 7,12
-Dimetil-1,2-benzantraceno; 7,12-Dimetil-1,2-benz(a)antraceno; 1,
4-Dimetil-2,3-benzofenantre-no; 6,7-Dimetil-1,2-benzantraceno; 9,
10-Dime-tilbenzantraceno; 9,10-Dimetil benz(a)antraceno; 9,10-Di-
metil-1,2-benzantraceno; 9,10-dimetil-1,2-benz(a)antraceno [56].

O DMBA ¢é um composto muito pouco hidrosoluvel, mas ¢ al-
tamente lipofilico, sendo por esta razao, rapidamente absorvido e
distribuido no organismo. E soltvel na maioria dos solventes or-
ganicos (tolueno, cloroférmio, diclorometano, etanol, éter dietilico,
n-octanal) [56],[58],[59].

O DMBA, como todos os HAP’s, é conhecido por ser um con-
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(a) (b)

Figura 28: Principais vias de exposicdo ao DMBA ([64], [65]).

taminante ambiental ubiquo e é considerado como um dos fatores
etiolégicos de neoplasias malignas em humanos. Esta presente
no fumo do cigarro, do carvao, da madeira queimada, do alcatréo
de carvao e dos motores a gasolina e a diesel (Figura 28). Desta
forma, ele pode estar presente no ar e nalguns alimentos grelha-
dos a carvéo. Pode ser absorvido através da pele, do aparelho
respiratéria e do aparelho gastro-intestinal, mas a principal via de
exposi¢cao humana é pela inalagdo do fumo do cigarro e do cha-
ruto. Na experimentacdo animal, pode ser administrado por via
intravenosa (IV), intraperitonial (IP), subcutanea (SC), oral (gava-
gem) e inalatéria. Calcula-se a dose letal para 50% dos animais
(LD50), a dose da substancia que produz a morte de 50% dos ani-
mais. A LD50 é de 340 mg/kg por via oral em murganhos, de 327
mg/kg por via oral na ratazana e de 54 mg/kg por via intravenosa
em ratos [56],[57],[58],[60],[611,[63].

Tem-se-lhe atribuido varios efeitos toxicoldgicos, imunotoxicos,
mutagénicos, teratogénicos e carcinogénicos. Induz a transforma-
¢ao maligna nos sistemas de transformagao de células iin vitro,
sendo mutagénico para as bactérias e para as células dos mami-
feros. Por todos estes efeitos, este composto quimico é utilizado
na investigagdo médica e farmacéutica e tem sido alvo de muitos
estudos experimentais. No Laboratério, o DMBA é utilizado em ex-

perimentagao animal nos modelos experimentais, como um indutor
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e promotor de neoplasias, independentemente da via de adminis-
tracdo. E descrito como um potente carcinogénico completo, pois
age tanto na iniciagdo como na promogao, o que justifica a sua
ampla utilizagdo no estudo da oncogénese quimica, visto que ga-
rante o desenvolvimento de todo o processo sem a necessidade
de outras substancias coadjuvantes [56],[58],[61],[62],[66].

A biotransformagéo do DMBA e de outros hidrocarbonetos po-
liciclicos € um passo essencial para o inicio da carcinogénese. A
conversao do DMBA nos seus metabdlitos finais carcinogénicos
€ conseguido principalmente pelas enzimas da familia 1 do cito-
cromo P450 (CYP). Em particular, as isoformas CYP1A séo res-
ponsaveis pela sua bioativagao no figado, o 6rgao principal do me-
tabolismo do DMBA, ao passo que as enzimas CYP1B exercem
a sua atividade predominantemente em tecidos extra-hepaticos,
como por exemplo na glandula mamaria. O figado desempenha
um papel central na produgao de agentes mutagénicos que podem
ser transportados para outros tecidos, onde podem também ser
metabolicamente ativados em metabdlitos reactivos com o ADN.
Os metabolitos toxicos do DMBA incluem epéxidos-diol que sado
capazes de se ligar a residuos de adenina do ADN, provocando
lesdes cromossémicas, induzindo neoplasias em diversos tecidos
alvo [67],[68].

Experimentalmente, o DMBA tem sido utilizado para a indugao
de tumores orais em hamster. O modelo experimental para o es-
tudo do carcinoma da boca, que imita a nivel morfolégico, histolo-
gico e molecular o tumor oral humano, foi estabelecido por Salley,
através da utilizagdo de uma solugdo de DMBA a 0,5%, aplicada
na bolsa da bochecha de hamsters, trés vezes por semana. O
DMBA medeia a carcinogénese em hamsters induzindo a inflama-
¢ao croénica, gerando um excesso de stresse oxidativo, que preju-
dica a defesa antioxidante e as enzimas de desintoxica¢do que sao

importantes na activagao e excregcao dos carcinogénicos e seus
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metabdlitos [66],[69],[70] .

No estudo experimental para induzir neoplasias das glandulas
salivares, tém sido utilizados como animais de pesquisa 0 murga-
lho, o rato, o hamster e coelho. O carcinogénico quimico mais utili-
zado tem sido o DMBA. Nestes estudos, é necessaria a exposi¢ao
cirlrgica das glandulas salivares para inserir o DMBA na forma de
implantes em esponjas, na forma de pellet ou ainda injectado na
forma de solugéao em diferentes veiculos como vaselina e acetona.
O seu uso por outra via, que nao a implantagao direta ou a injegao
no parénquima glandular, somente provoca neoplasias noutros lo-
cais anatémicos. No entanto, as alteragdes descritas pelos véarios
autores tém sido conflituais e ndo consistentes, porque divergem
quanto aos modelos animais e, as vezes, quanto as lesdes causa-
das no mesmo modelo, utilizando-se a mesma metodologia. Essas
discrepancias sugerem que a carcinogénese nas glandulas saliva-
res é de dificil reprodutibilidade [71].

No estudo da neoplasia maligna da mama humano, o DMBA
também tem sido utilizado para induzir quimicamente a carcino-
génese mamaria em modelos experimentais com fémeas de ra-
tos da estirpe Sprague-Dawley. Nesta estirpe, ocorre o apareci-
mento espontaneo de tumores mamarios, verificados em estudos
de envelhecimento. Além disso, as suas glandulas mamarias séo
suscetiveis a transformacao induzida por este agente carcinogé-
nico quimico. Este modelo foi desenvolvido a partir dos trabalhos
de Huggins, que demonstrou a capacidade do DMBA em produ-
zir adenocarcinomas mamarios hormono-dependentes em estir-
pes de fémeas de ratos selecionadas, pela administragdo de uma
dose Unica de 30 mg (em 6leo) por via oral ou 5 mg por via en-
dovenosa (emulsao lipidica). Além de induzir tumores mamarios,
também provocou necrose massiva da supra-renal. Quando admi-
nistrado em varias doses com intervalos de poucos dias, aumen-

tou a quantidade de neoplasias. Russo & Russo aprimoraram este
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modelo através da administragdo do DMBA por gavagem em dose
Unica de 2,5 a 20 mg, para induzir tumores com laténcias que va-
riaram geralmente entre as 8 e as 21 semanas, com uma incidén-
cia de tumores finais de quase 100%, quando existiu tempo sufici-
ente decorrido antes da necrépsia. O uso do DMBA como indutor
de carcinoma mamario demonstrou ter a vantagem de ser efetivo
ap6s administragdo de uma dose Unica comparada com protocolos
de doses mudltiplas com outros carcinogénicos. No tecido mama-
rio, o DMBA é convertido em ep6xidos, que sao metabdlitos ativos
com uma capacidade de lesar a molécula de ADN, que € o princi-
pal evento na iniciagdo da carcinogénese [72],[73],[74],[75].

A indugéo de tumor mamario pelo DMBA depende também do
estado hormonal do animal, que se observa na resisténcia a in-
ducao de tumores nos machos adultos e nas fémeas ovariectomi-
zadas. Esta resisténcia parece ser devida em parte, a auséncia
das hormonas ovaricas na promog¢ao do tumor. Um possivel me-
canismo para a agado das hormonas ovéricas é o efeito sobre o
metabolismo da substancia carcinogénica. E amplamente aceite
que a transformacéao metabdlica do DMBA e de outros hidrocarbo-
netos policiclicos € um passo essencial para o inicio da carcino-
génese. Demonstrou-se que o epitélio mamario tem a capacidade
de metabolizar o DMBA, no entanto, a possivel importancia do me-
tabolismo hepatico no processo de iniciagdo do cancro nao deve
ser subestimado, porque o figado é um dos principais 6rgaos onde
ocorre 0 metabolismo e a distribuigao in vivo de xenobidticos. Além
disso, as alteragdes no metabolismo hepatico podem afetar o equi-
librio entre os niveis dos produtos de desintoxicagao e dos metabd-
litos carcinogénicos. O metabolismo hepatico no rato é conhecido
por ser influenciado também pelas hormonas sexuais. Os maiores
niveis de citocromo P-450 e NADPH-citocromo P-450 redutase no
figado sdo encontrados mais em ratos machos do que em fémeas.

Existe também diferencas sexuais no perfil do citocromo P-450 no

38



INTRODUCAO

figado de rato [68].

Os tumores mamarios em ratos surgem no epitélio da extre-
midade do botédo terminal (Terminal End Buds - TEB) (Figura 29),
que sao estruturas comparaveis as unidades lobulares ductais ter-
minais (Terminal Ductal Lobular Unit - TDLU) no tecido mamario
humano. O grau de diferenciagao lobular é de extrema importan-
cia na suscetibilidade a carcinogénese. O DMBA atua nas células
intermédias da extremidade do botao terminal (TEB) e é a par-
tir desta estrutura que se desenvolve a proliferagao intraductal, o
carcinoma in situ e o carcinoma invasivo. A fase da organogé-
nese ativa do tecido mamario e do elevado indice de proliferagao
das TEB, corresponde a idade de inicio da maturagao sexual, que
ocorre entre os 45 e os 60 dias de idade. E nesta fase que se deve

realizar a administragédo do DMBA [72],[75].

Figura 29: Esquema representativo da glandula mamaéria de uma fémea de rato com 55 dias
de idade. A glandula esta dividida em trés zonas: a zona A, é proximal ao mamilo (n) e contém
a maioria dos I6bulos do tipo 1 (lob); a zona B, é mediana e contém o ganglio linfatico (LN); a
zona C, é distal ao mamilo e contém a maioria do crescimento ativo dos TEB e também estédo

presentes botdes alveolares (AB) e ductos terminais (TD) [76]

O epitélio mamario dos animais e dos seres humanos esta in-
corporado numa massa de tecido adiposo, que serve como um

reservatorio eficaz para a libertagao lenta e sustentada do carcino-
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géneo lipofilico e dos seus metabdlitos, com pouca hipétese de de-
sintoxicagao por conjugagao. Esta particularidade pode contribuir
para uma maior susceptibilidade do DMBA para a carcinogénese
mamaria [77].

Apesar da sua origem ndao humana, este modelo experimen-
tal, tem sido amplamente utilizado, pois reflete varios aspectos da
biologia do cancro da mama. De acordo com a literatura, a es-
trutura histolégica predominantemente ductal dos tumores mama-
rios dos ratos assemelham-se aos dos humanos. No entanto, de
acordo com Murad e von Haam, nos ratos a proliferagao de cé-
lulas epiteliais e mioepiteliais ocorre em proporgdes relativamente
iguais, enquanto que nos carcinomas da mama humanos, a proli-
feracdo ocorre quase exclusivamente em células epiteliais. Estes
autores utilizam este argumento para justificar a auséncia de me-
tastases tumorais nos ratos, sendo esta a principal desvantagens
do modelo de indugao de neoplasias mamarias pelo DMBA. Ape-
sar desta objecao, ndo deixa de ser uma ferramenta Util para o
estudo da patogénese da neoplasia maligna e dos mecanismos
moleculares envolvidos na iniciagao e progressao do processo ne-
oplasico [72],[73],[75],[78],[79].

A neoplasia maligna da pele, sendo a forma mais comum de
cancro diagnosticado no ser humano, evolui através de trés fa-
ses distintas, a iniciacdo, a promogao e a progressdo. Comeca
pelas lesdes pré-cancerosas e na iniciagdo da carcinogénese as
toxinas ambientais desempenham um papel crucial. Por isso, na
experimentagao animal, tém sido realizados varios estudos rela-
tivos a indugdo com DMBA de tumores da pele em murgalhos
albinos Swiss. Estd demonstrado, que podem ser induzidos no
modelo de carcinogénese completa, que requer multiplas aplica-
coes tépicas de DMBA, que funciona como iniciador e promotor,
ou por um modelo de carcinogénese de duas fases, em que se ini-

cia por uma dose de DMBA subcarcinogénica, seguida por varias
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aplicagdes a longo-prazo de um promotor de tumores, tal como o
12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) ou o 6leo de créton. O
modelo de carcinogénese de duas fases, provoca a formagao pre-
dominante de tumores benignos (papilomas) e também de alguns
carcinomas, enquanto que no modelo de carcinogénese completa
leva ao desenvolvimento de uma proporgao muito mais elevada de
carcinomas [80],[81],[82],[83],[84],[85].

O DMBA requer ativagdo metabdlica para induzir a sua car-
cinogenicidade na pele dos murganhos. Esta ocorre nas células
pela acdo do CYP1A1 CYP1B1 da enzima CYP450 do citocromo,
que origina o metabdlito carcinogénico final 1,2-epdxido-3,4-diol
DMBA, responsavel pela formagao de adutos com o ADN. Os adu-
tos levam a mutagoes, que sao pré-requisitos para o desenvolvi-
mento de tumores (figura 30). Além disso, medeia o processo car-
cinogénico pela indugao de inflamagao cronica e excessiva produ-
¢ao das espécies reativas de oxigénio (ROS), desencadeando a le-
sao oxidativa do ADN (Figura 30). Os promotores tumorais estimu-
lam a produgéo de peréxido de hidrogénio (H202), de superdxido
(O2-) e de 6xido nitrico (NO) nas células de Langerhans, macréfa-
gos e células nao fagociticas. O stresse oxidativo desempenha um
papel determinante na ativacao e ampliagao do processo de pro-
mogcéao de tumores, ao induzir a peroxidacao lipidica e a quebra na
cadeia de ADN através da modulagdo das diferentes expressdes
génicas das vias metabdlicas [86],[87],[88].

A grande aplicagao dos modelos da carcinogénese na pele tem
sido no estudo do potencial quiomiopreventivo de substancias na-
turais e sintéticas, que é considerado atualmente como uma das
estratégias mais importantes para o controlo do cancro. Pretende-
se com a quimioprevengao evitar os eventos de iniciagao e de pro-
mogao que ocorrem durante o processo de desenvolvimento ne-
oplasico, visando modular diretamente os passos especificos no

processo carcinogénico. Desta maneira, bloqueia-se o efeito mu-
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Figura 30: Via metabdlica do DMBA [86].

tagénico dos carcinogénios, evita-se a les@o no ADN por radicais
livres, suprime-se a diferenciacéo de células epiteliais e a apoptose
[60],[811,[86].

O DMBA além de ser um potente carcinogénico, também pode
provocar uma extensa necrose hormono-dependente do cértex da
glandula adrenal do rato. A sua acg¢éo adrenocorticolitica foi des-
coberta durante estudos carcinogénicos, proporcionando um dos
primeiros modelos animais da necrose adrenal. A sua aplicacao
como um medicamento adrenocorticolitico nao tem sido ampla-
mente utilizado por causa do seu efeito carcinogénico. Huggins
demonstrou que uma unica dose de DMBA dissolvida em éleo de
sésamo, administrada por via endogdstrica (gavagem) em ratos da
estirpe Sprague-Dawley, com idade de 50 dias, provocava apople-
xia e necrose maciga da glandula adrenal. Submeteu varios gru-
pos de 10 ratos a doses crescentes de 10 a 100 mg e verificou que
todos os ratos que receberam uma dose igual ou superior a 60 mg

de DMBA morreram em 7 dias ou menos. A LD50 calculada foi de
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27 mg/100 g para uma Unica administragdo endogastrica, em ratos
machos da estirpe Sprague-Dawley. Quando administrou a dose
de 20 mg (12 mg/100 g), produziu necrose adrenal em 79% dos
ratos fémeas da estirpe Sprague-Dawley, com idade de 50 dias.
A dose optima de DMBA para a indugao de necrose adrenal por
uma Unica administragdo endogastrica foi de 30 mg (18mg/100g),
porque nenhum rato morreu apds esta dose e todos os animais
desenvolveram hemorragia e necrose da glandula adrenal, apesar
de ter sido observado uma diarreia leve em todos eles. A mesma
experiéncia foi efetuada por via intravenosa, com doses graduadas
de DMBA, de 1 a 20 mg. A LD50 de DMBA por via intravenosa
em ratos machos da estirpe Sprague-Dawley foi de 4,75 mg/100
g- A dose 6ptima para a indugdo da necrose adrenal sob estas
condicoes foi de 5 mg (3 mg/100g). Nenhum rato injectado com
esta quantidade morreu, todos desenvolveram hemorragia e ne-
crose da glandula adrenal e desenvolveram uma diarreia ligeira no
dia 2 [89],[90],[91].

A indugéo quimica de adenocarcinomas pancreaticos em mo-
delos animais também tem sido usada na investigacdo da neo-
plasia maligna pancreatica humana. Os primeiros modelos foram
desenvolvidos na década de 1979 em ratos usando o DMBA, a
azaserina e o N-nitroso-bis (2-oxipropil) amina, através da injecgéao
intraperitoneal. No entanto, estes modelos também desenvolveram
efeitos fora do érgao alvo, nomeadamente tumores nos pulmdes e
no figado, devido a livre difusdo das substancias cancerigenas por
todo o organismo. Para evitar este efeito, passou-se a implantar
directamente no proéprio 6rgao dos ratos e dos murganhos através
de uma laparotomia mediana, conforme descrito por Dissin e cols,
Bockmen e cols e Rivera e cols. Apenas 0 modelo usando o DMBA
teve éxito na indugéo do adenocarcinoma ductal, com caracteristi-
cas histolégicas semelhantes ao cancro pancreatico humano, sin-

tetizando a progressao da doenga humana. As outras substancias
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cancerigenas classicas mostraram-se ineficientes. Este modelo
com DMBA ¢ utilizado na investigagao da carcinogénese para es-
tudar a progressao molecular das lesdes precursoras até ao ade-
nocarcinoma [92],[93],[94],[95],[96].

No figado, diversos estudos demonstraram que o DMBA induz
lesdes toxicas e carcinogénicas. Num estudo, com ratos em que
foi administrado intraperitonealmente uma dose Unica de 40 mg/kg
por peso corporal de DMBA, foram encontradas lesdes hepato-
celulares, nomeadamente desorganizagao estrutural, cirrose he-
patica, congestao dos vasos sanguineos, hemorragia intercelular,
nucleos picnéticos dos hepatdcitos, ativagdo das células de Kupf-
fer e dilatagao dos sinusoéides sanguineos. Na matriz extracelular
foi observado uma excessiva deposi¢éo de colagénio ao redor dos
capilares sanguineos venosos, caracteristica da fibrose e cirrose.
Estas alteragdes estdo de acordo com o encontrado por muitos ou-
tros investigadores e séo atribuidas a maior produgao de espécies
das enzimas anti-oxidantes. O DMBA produz uma concentragcao
muito mais elevada de radicais livres do que os compostos nao
carcinogénicos. Estes radicais livres podem resultar em ligagdes
cruzadas do ADN, proteinas e lipidos ou les@o oxidativa de diferen-
tes grupos funcionais de importantes macromoléculas, causando
lesdes moleculares e celulares. Além disso, os metabolitos toxi-
cos do DMBA incluindo o epéxido-diol no tecido hepético sao ca-
pazes de se ligarem a residuos de adenina do ADN, provocando
lesdes cromossdmicas. Em 2011, Jesus efetuou um trabalho ex-
perimental com ratos Wistar que utilizou metade da dose referida
anteriormente (20 mg/Kg, trés vezes por semana, durante quatro
semanas) e encontrou igualmente alteracdes histopatolégicas he-
paticas relacionadas com o DMBA [55],[61],[67].
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Objectivos

Tendo como base os fundamentos expostos, procurou-se ava-
liar a reprodutibilidade dos efeitos toxicoldégicos hepaticos agudos
da administragdo de DMBA por gavagem, na dose 20 mg/kg de
DMBA, trés vezes por semana, pela analise histopatologica das
amostras recolhidas do figado dos ratos sujeitos ao protocolo ex-
perimental e pela quantificagdo do DMBA no tecido hepatico e adi-

poso por Cromatografia Liquida de Alta Pressao (HPLC).
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Materiais e Métodos

O presente estudo in vivo foi realizado em colaboragdo com o
Servigo de Patologia Experimental e o Biotério Central da Facul-
dade de Medicina da Universidade de Coimbra (FMUC) do Pélo |
e o Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias e Tecno-
logias da Universidade de Coimbra, no &mbito da Tese de Disser-
tacao Final de Mestrado em Patologia Experimental, apresentado
a FMUC e teve em conta todas as normas legais e éticas na expe-

rimentagdo animal, em vigor em Portugal.

Foram utilizados 18 animais saudaveis da espécie Rattus no-
vergicus albinus, da estirpe Wistar, machos, com idade média de
8 semanas, provenientes do biotério Charles-River de Barcelona
(Espanha) e transferidos para o Laboratério de Experimentagéao
Animal Il (LEA 1) (Figura 1), do Biotério Central da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra (FMUC) do Pélo I, onde fo-
ram mantidos em regime experimental sob condigbes de manuten-
¢ado e manipulacdo padrdo e idénticas. Todos os animais foram
submetidos a um periodo prévio de quarentena de sete dias, com
a finalidade de aclimatizagao e de exclusdo de qualquer tipo de
patologia, de forma a garantir o mesmo estado de saude.

O alojamento e a manutengao destes animais em regime expe-
rimental foi realizado de acordo com as condi¢des padronizadas de
climatizagao e controladas permanentemente pelos técnicos qua-

lificados do biotério através da monitorizagao e do registo de me-
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Figura 31: Laboratério de Experimentagao Animal Il

dicdes diérias, de forma a manter os valores nos intervalos reco-
mendados (temperatura de 20-24°C, humidade relativa de 45-65%
e luminosidade com ciclos de 12h de luz e 12h de escuro). A ma-
nutengao das condig¢des ideais para o alojamento e produgao de
animais, permite garantir a reprodutibilidade, a comparabilidade, a
possibilidade de fazer generalizagdes e consequentemente, a vali-

dacéo cientifica da investigagao experimental.

Os animais foram alojados de forma aleatéria em grupos de
dois, em gaiolas rectangulares transparentes de policarbonato tipo
I, de dimensbes padronizadas para ratos, colocadas em estantes
(Figura 32). Sao gaiolas leves, de facil limpeza e auto-clavaveis,
que tém tampas de arame de ago galvanizado com espagamento
de 7 mm, possuindo uma superficie plana e uma superficie mais
baixa com inclinagao de 45° e uma diviséria interna amovivel para
a ragao e o bebedouro. Tém tampas filtrantes ou microisoladoras
para manter um microambiente adequado. Utilizou-se corola de
milho como material de cama, com a funcdo de absor¢éo da urina
e da 4gua derramada do bebedouro, proporcionando um ambiente
confortavel no periodo estabelecido entre as trocas. Colocou-se
papel na gaiola como enriquecimento ambiental, permitindo ao
animal brincar, escavar e esconder-se, expressando tanto quanto

possivel 0 seu comportamento normal.
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Figura 33: Ragdo comercial peleti-

zada para ratos.

MATERIAIS E METODOS

(A)

Figura 32: Gaiola rectangular completa (A), com base, tampa de arame, tampa filtrante ou
microisoladora e bebedouro [9]. Tampa de arama (B) possuindo uma superficie plana (1) e
uma superficie mais baixa com inclinagdo de 45° e uma diviséria interna amovivel para a ragao
e o bebedouro (2). Base da Gaiola (C) [97].

As gaiolas foram higienizadas, limpas e autoclavadas trés ve-
zes por semana, de maneira a que 0s animais se mantivessem
limpos e secos e que a concentragao de poluentes, tais como o
amoniaco, estivessem abaixo dos niveis irritantes para as muco-
sas. O substrato da cama, a ragdo e a agua foram removidos e

substituidos por materiais frescos.

Os animais foram mantidos e alimentados com agua e ragao
comercial peletizada (Figura 33) de manutencao para ratos (Re-
feréncia 4 RF21) oferecida ad libitum por meio de bebedouro e
comedouro suspensos na tampa de arame da gaiola (Figura 34),
verificados diariamente de forma a permitir que os animais tives-
sem sempre agua e ragao disponiveis. A agua foi tratada com
acido cloridrico (HCI) diluido para se obter um pH entre 2,5 e 3,2,

evitando-se o crescimento bacteriano.

Todas as gaiolas foram identificadas com uma placa, consti-
tuida por um cartdo plastificado, onde se inserem as seguintes
informagdes: cddigo da experiéncia, nimero da gaiola, grupo, nd-
mero de animais na gaiola, espécie, estirpe, data de nascimento,

data de entrada, data de saida e utilizador (Figura 35).
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Figura 34: Ratos machos da estirpe Wistar na gaiola, com bebedouro e ragdo comercial pele-
tizada suspensos na tampa de arame. Cama constituida de carolo de milho e papel utilizado

como enriquecimento ambiental.

Os animais nas gaiolas foram identificados por marcagéo na
cauda, através de uma marca individual temporaria (trago na base
da cauda), realizada com uma caneta de tinta n&o toxica (Figura
36).

Diariamente, os animais foram examinados quanto ao seu es-
tado de salde e bem-estar e quanto a eventuais alteragdes pa-
tolégicas ao longo do estudo, de forma a reduzir a gravidade e
a duragao da dor e do sofrimento infligido. Sendo assim, todos os
animais que chegam aos limites humanamente aceitaveis (“human
endpoints”), isto é, que sejam expostos a sofrimento extremo em
que nao é possivel ser aliviado, devem ser sacrificados antes do
término do estudo experimental.

Constituiram-se aleatoriamente dois grupos experimentais com

quatro animais cada:

e O grupo | correspondeu ao Grupo Controlo (C), que consistiu
em animais mantidos sem qualquer manipulagéo experimen-
tal, aos quais nao foi administrado o téxico (DMBA). Foram
observados diariamente e pesados semanalmente. O sacri-
ficio e a necropsia foram efectuados aos 42 dias (d) (n=9)

(Figura 37).

e O grupo Il correspondeu ao Grupo Teste (T), que consis-
tiu em animais submetidos durante o periodo experimental

a administragao por gavagem de 20 mg/kg de DMBA, trés
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Figura 35: Cartado de identificagdo

das gaiolas.

Figura 36: dentificagdo temporaria
dos ratos nas gaiolas: rato sem trago
na base da cauda (0TC) e rato com
um trago na base da cauda (1TC)
(98]
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vezes por semana (segunda-feira, quarta-feira e sexta-feira),
durante quatro semanas. Foram observados diariamente e
pesados trés vezes por semana. O sacrificio e a necrépsia

foram efectuados aos 42 dias (d) (n=9) (Figura 38).

| Quarentena| Pausa | Periodo Experimental | |
I 1 1 1 1 ’
do d7 d14 Mantidos sem manipulacéo d42 Tempo
Recepgédo Inicio da Sacrificio  Estudo  ©M dias
dos animais experiéncia Necrépsia histologico
ecolheita  gyo0a0
do DMBA

Figura 37: Organigrama temporal do protocolo experimental do grupo controlo.

| Quarentena| Pausa | Periodo Experimental | |
I 1 1 1 1 ’
do d7 d14 Inducéo da toxicidade com DMBA d42 Tempo
Recepgédo Inicio da Sacrificio  Estudo M dias
dos animais experiéncia Necropsia histolégico
ecolheita  gyiacao
do DMBA

Figura 38: Organigrama temporal do protocolo experimental do grupo teste.

O DMBA utilizado na experimentagao foi adquirido no estado
sélido, na forma de pé e de cor amarelo claro, que é comercializado
pela Sigma-Aldrich (Figura 39), uma companhia de alta tecnologia
e de ciéncias da vida, que possui diversos produtos e kits quimi-

cos e bioquimicos, que sdo usados na investigacéo cientifica, na

biotecnologia, no desenvolvimento farmacéutico e no diagnéstico

de doengas [57], [99].

Figura 39: O DMBA em p¢ foi pesado numa balanga analitica.

O DMBA ¢é muito pouco hidrofilico e é altamente lipofilico. Por

esta razdo, a solugdo de DMBA foi preparada dissolvendo-se o
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DMBA em azeite por agitagao a temperatura ambiente, com a ajuda
de magnetes e uma placa de agitador magnético (Figura 40). Esta

solugdo tem a vantagem de ser rapidamente absorvida e distri-

buida no organismo.

Figura 40: Preparacéo da solugdo de DMBA com a ajuda de magnetes (A) e uma placa de

agitador magnético (B).

A solugdo de DMBA em azeite foi administrada por gavagem,
na dose de 20 mg de DMBA por quilograma de peso corporal (20
mg/kg). Por esta via, consegue-se administrar a dose exacta do
téxico directamente no estdmago e em tempo certo. Ha também
a garantia que a solugao nao é expulsa por vomito, porque o esé-
fago do rato entra no estémago pela pequena curvatura através da
dobra da prega limitante, que separa a por¢ao nao glandular da
porgao glandular do estémago, impossibilitando o rato de vomitar.
A dose individual de cada rato foi calculada em fungéo do peso
corporal, o que obrigou a pesagem dos animais do grupo teste (Fi-
gura 41) e a preparagdo adequada da solugdo durante o regime
experimental, trés vezes por semana [10].

Para execucao desta administracao € necessaria a contencao
apropriada do animal, pois é feita com os animais conscientes,
ndo anestesiados, tendo a vantagem de se aproveitar o reflexo
de deglutigdo e diminuir o risco da administragdo inadvertida na
traqueia. Embora esta técnica possa parecer bastante simples, é
necessario destreza e pratica para domina-la.

A contengdo do rato é feita com uma méao abordando-o dor-
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Figura 41: Pesagem dos animais
com o auxilio de uma balanga digital
e de um recipiente de plastico.



Figura 42: Administragdo da solugao
de DMBA por via endogastrica (ga-

vagem).

MATERIAIS E METODOS

salmente no sentido craneo-caudal. O indicador e o dedo médio
sa0 posicionados em ambos os lados atrds da mandibula e os de-
dos polegar, anelar e minimo s@o colocados ao redor do térax.
Desliza-se o dedo polegar para a frente dos membros anteriores,
que sdo unidos e cruzados anteriormente, restringindo assim o
movimento da cabecga. Para melhorar a contengao, pode-se usar
0 dedo minimo para imobilizar um membro posterior juntamente
com a cauda.

Para a administragdo da solugdo recorre-se a sondas meta-
licas endogastricas rigidas com ponta arredondada acopladas a
uma seringa de 1 ml. A escolha da sonda faz-se pela medicao
ao longo do corpo do animal, para calcular a medida que tera que
ser introduzida para atingir o estémago (Figura 42). Introduz-se
a sonda na cavidade oral, através do diastema (espago entre os
incisivos € molares). Utilizando o préprio reflexo de degluticao a
sonda é passivamente introduzida com a forga necessaria cautelo-
samente ponderada, que permite passar duas eventuais zonas de
resisténcia, a faringe e o cardia. Nestes pontos um movimento su-
ave no sentido ventrodorsal e vice-versa permite mais facilmente a
sua passagem. O conteldo da seringa é administrado lentamente.
O volume maximo que pode ser administrado é de 10 ml/kg ou 1
ml/100 g de peso vivo (p.v.) de rato. Todas as administragdes fo-
ram registadas numa folha de registo individual para cada um dos
animais do Servigo de Patologia Experimental (SPE) [100].

No final do protocolo experimental, todos os ratos foram eu-
tanasiados e necropsiados. A eutandsia obedeceu ao principio
de “morte humanamente aceitavel’, isto é, processo rapido sem
stresse, sofrimento ou dor, que leva a perda de consciéncia, pa-
ragem respiratéria e cardiaca e da funcédo cerebral. A escolha
do método obedeceu aos critérios da espécie animal em causa,
do tamanho, da idade, do niUmero de animais a serem sacrifica-

dos, tendo ainda em conta o protocolo experimental e as condi-
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¢Oes técnicas existentes no Servico de Patologia Experimental.
Aproveitou-se o protocolo existente entre o Centro Hospitalar Uni-
versitario de Coimbra (CHUC) e a FMUC, para o fornecimento de
farmacos anestésicos.

Para a realizagdo da eutanasia preparou-se uma solugao anes-
tésica de 12 ml com ketamina (Ketalar® 500mg/10ml, Pfizer) e
Cloropromazina (Largatil® IV 50mg/2ml, Laboratérios Vitéria). A
dose de administragao foi de 0,1 ml por 100 g de p.v. de rato, por
via intraperitoneal (IP) (Figura 43). O método utilizado foi a sobre-
dosagem anestésica, seguida de deslocamento cervical. Teve-se
sempre a preocupagao de confirmar a morte do animal, através da
auséncia dos movimentos respiratorios, dos batimentos cardiacos
e da perda dos reflexos.

A via IP tem a vantagem de apresentar velocidade de absor-
¢ao elevada, que a torna uma alternativa viavel a via intravenosa
em animais de pequeno porte. E uma via de facil utilizagéo e exe-

cugéo.

Figura 43: Anestesia administrada por via intraperitoneal no quadrante abdominal inferior es-

querdo.

A necropsia foi realizada numa sala prépria com seguranga bi-
oldgica, sem a presenga de outros animais. O operador usou bata,
mascara, touca e luvas como material de proteccdo. Este proce-
dimento foi executado criteriosamente para cada animal com uma

planificagdo, programagao e preparagao prévias, para que as ta-
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refas da necropsia fossem realizadas sequencialmente, de forma
a minimizar a existéncia de falhas que pudessem comprometer o
trabalho de investigagéo.

Para cada necrépsia, montou-se um conjunto completo com-
posto por material de registo (ficha de registo de nimeros de ne-
cropsia no SPE, ficha de necrépsia, ficha de blocos histoldgicos),
material de acondicionamento e reagentes (cassetes histoldgicas,
tubos de Eppendorf para acondicionamento a -20°C, contentor com
formol tamponado a 10% e contentor com soro fisiolégico), mate-
rial de apoio a necrépsia (placa fria, placa para efectuar os cortes,
alfinetes, elasticos, balanga de precisdo, régua (15 cm), fita mé-
trica, craveira digital e compressas) e material para dissecgao (te-
soura, pinga de dissecgao, cabo de bisturi com lamina descartavel

e alicate para cranio) (Figura 44).

Figura 44: Mesa de necrépsia, com o rato colocado em decubito dorsal e fixo na placa fria.

Preencheu-se a tinta vermelha uma ficha de necroépsia por rato,
onde consta o codigo de referéncia do estudo (ABCD:00), nUmero
(n°) de série do animal no estudo (1 a n), grupo experimental (Con-
trolo ou Teste, n°), data de sacrificio, referéncia do nimero de en-

trada no SPE/ano, espécie, estirpe, idade, sexo (M — macho ou F
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— fémea), identificagao da gaiola, referéncia do rato na gaiola (0TC
ou 1TC), sala onde foram alojados no biotério, administragdes ou
exames pré-necrépsia (Figura 45), peso apo6s o sacrificio e com-

primento focinho-anus e focinho-ponta da cauda.

SOVICe de PHOIOG EXPermentsl — TOEICOI0gH - DMEA E1

Necrépsia n® |__|__I__|__H_|__l-l__I__l__|__| Sexos: MI__I FI_I
Cédigo: |__I__I__|__1_| ANIM: |__|__|__| Espécie:1_I|_|

Estirppe: ____ Grupo: CI_1_I-TI_1_1

AZUL ENCARNADO } AMARELD { VERDE I LARANJA |l BRANCO |
Referéncia: |1 1__|__M__ || Pesanosactficie:_I_1_II_I 1 g
Sacrificio em jejum fisioldgico: sim |__| nédo |__I Grupo :
Inicio do Jejum ___h ___ min dia més hora do sacrificio: h min
Gaiola: 1_1_1_ Releréncia na Gaiola : Sala:
Administragio de BdUr: doss mgd____m_ a h min

Comprimento focinho - ponta da cauda (cm): 11 LI 11
Comprimento focinho - &nus (em): |I_I_I,1_I__| Esferg-sangue perif. 1_|
Esfergago - medula dssea: |__| Placas de Peyer -contagem

Figura 45: Inicio da folha de necrdpsia.

Apéds a pesagem do animal sacrificado (Figura 46), procedeu-
se a observagao do habito externo, avaliando a condi¢do corporal
(caquexia, magreza ou excesso de peso), a condigao do pélo, da
pele (alopécia, aumento da densidade do pélo ou presenca de fe-
ridas) e unhas, o tecido subcutdneo e mamario por palpagao (tu-
mores), as mucosas e orificios naturais do corpo (feridas, secre-
¢Oes no pavilhdo auricular, narinas, anus e genitais). Nas fémeas,
sdo examinadas as glandulas mamarias e nos machos os testicu-
los. As alteragbes visiveis foram registadas e descritas na folha
de necrépsia e documentadas fotograficamente, assim como, as
eventuais colheitas de fragmentos das zonas alteradas.

Para facilitar os restantes procedimentos da necrépsia, o rato
foi colocado em decubito dorsal sobre uma placa fria, com os qua-
tro membros fixos através de elasticos e alfinetes. Obteve-se a
medida do comprimento focinho-anus e focinho-ponta da cauda,
utilizando uma fita métrica (Figura 47).

Uma incisdo mediana ventral desde o mento até ao pubis (Fi-

gura 48) foi executada para permitir a observagao do habito in-
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Figura 46: Pesagem do animal sacri-
ficado.

Figura 47: Determinagdo do com-
primento do focinho-anus e focinho-

ponta da cauda do rato.

Figura 48: Incisao desde o mento até
ao pubis através da linha média ven-

tral e alargamento para os membros.



Figura 49: Exposigédo do tecido sub-
cutaneo e das musculaturas cervical,

torécica e abdominal.

Figura 50: Abertura da cavidade ab-
dominal através de uma inciséao me-
diana abdominal sobre a linha alba,
com rebatimento do peritoneu e ex-

posigao das visceras.

Figura 51: Cavidade toracica
aberta através de dois cortes
para-esternais, com remocao do
esterno cranialmente e exposicéo
das visceras (timo, coracdo e

pulmdes).
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terno, que expds inicialmente todo o tecido subcutaneo e as mus-
culaturas cervical, toracica, abdominal e dos membros, através da
dissegao do tecido conjuntivo (Figura 49). Isto permitiu examinar
a aparéncia do tecido subcutaneo, dos ganglios linfaticos superfi-
ciais, do tecido mamario (difuso) e da musculatura.

Efectuou-se a abertura das cavidades abdominal (Figura 50) e
toracica (Figura 51), para expor as visceras. Avaliou-se a sua pre-
senga ou auséncia, posigao, tamanho, coloragao, superficie, con-
sisténcia e estruturas estranhas ou anormais (massas e fluidos).

Procedeu-se depois a remocgao dos varios érgaos (timo, co-
racdo, pulmodes, bago, figado, rins, gordura peri-renal, génadas,
prostata e cérebro), que foram pesados e, no caso do coragao
e do baco, efectuou-se também a medicao das suas trés dimen-
sdes (comprimento/largura/espessura). Todas estas informagoes,
assim como, as alteragdes macroscopicas identificadas foram re-
gistadas na folha de necrdpsia (Figura 52) e documentadas foto-

graficamente.

Macr: ia, Peso e dimensdes d dos:
Figado(g): I_I_Ll_I_1 Bago(g): e _RT__- )
PulmdoDTO(g): 11111 | PulmdoESQ(g): |__1__I1__1__|
Rim DTO (g) : I__J__1Ll__I__1 RmESQ(g): (S T
GénadaDTA(g):  IL_J__LI__|__| GénadaESQ(g): I_I_LI__I_|
Parétida DT (g) I_I__Ll_I__1 ParétidaES (g) —JL_J_)
Préstata/V (g): I__J__Ll_1__1 Prastate/TT (g): O T R -
Timo (g): I | 1 L L;Itg[p (9): 1) 1l | I
Coragdo (g) : I___|__Ll_I__| Coragéo VH: 1
I I I I

P4 peri-renal D (g): P4 peri-renal E (g):

Caracfio (mm): X X Bago (mm): _x x

Figura 52: Registo do peso e das dimensdes dos érgaos colhidos na folha de necrépsias.

De cada um destes 6rgaos, recolheu-se para estudo histol6-
gico de rotina, um pequeno fragmento de 0,5 cm de espessura
para cassete histoldgica, que foi imediatamente fixado em formol

tamponado a 10% durante um tempo minimo de 24 horas a tempe-
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ratura ambiente, com o objectivo de preservar a morfologia celular
e tecidular, evitando a autélise imediata. Das lesdes encontradas
recolheram-se também fragmentos idénticos, mas com o cuidado
de englobar tecido sdo. No ambito do nosso trabalho, selecciona-
mos apenas as colheitas do figado (Figura 53, fragmento B). Tam-
bém foram recolhidos fragmentos de figado, gordura peri-renal e
cérebro para congelagao a -20°C, para extragdo e determinagéo
quantitativa da presenca do DMBA e dos seus metabdlitos, atra-
vés da técnica de cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC)

(Figura 53, fragmentos A e C).

Frasco com Formol a 10%

Camara frigorifica a -20°C

N A LI ]
N\
‘“\\\\ ‘.

Figura 53: Representacdo dos cortes efectuados no lobo lateral esquerdo do figado e dos

fragmentos obtidos para o exame histopatolégico e para extracgdo e quantificagdo do DMBA.

Todos os fragmentos recolhidos foram devidamente identifica-
dos no material de acondicionamento com a referéncia do nimero
de entrada no Servigo de Patologia Experimental por ano e o c6-
digo de referéncia topografica usada no Laboratério de Patologia
Experimental, constituido por uma letra e um nimero e eventual-
mente mais um nimero. Os 6rgaos pares (alguns) sao identifica-
dos com as letras “A” para a porcao direita e “B” para a porgéao
esquerda. As excepgdes sdo para o figado e para o bago que
sao 6rgaos impares, identificados respectivamente com A3 e B3
(Figura 54).

No final da necroépsia, todo o material foi tratado e eliminado

como residuo hospitalar perigoso de risco bioloégico. As luvas e
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(B)

Figura 55: Contentor verde do grupo
Il (a) e contentores amarelo e ver-

melho do grupo IV (b).

Figura 56: Processador automatico
de tecidos do SPE (Shandon Citadel
1000).
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(A 2)
i N
S (09)

y o~ (1,... n)
A1 Pulmio Direito B4 Pulmio Esquerdo
A2 Rim Direito B2 Rim Esquerdo
A3 Figado B3 Baco
AB Glandula Salivar Direita B& Glandula Salivar Esquerda
A3 Olho Direito B3 Olho Esquerdo

C2 Instesting Delgado
C3 Intestine Grosse
C4 Estfago

C5 Estdmago

C9 Pancreas

D9 Coragdce

Figura 54: Coédigo de referéncia topografica.

compressas contaminadas foram introduzidas no contentor verde
(Figura 55.A) pertencente ao grupo Il (risco biol6gico), que pode-
rao ser sujeitos a um método de tratamento fisico (autoclavagem)
ou quimico (desinfecgdo quimica) ou ainda a incineragao. Depois
de pré-tratados estes residuos podem ser eliminados como resi-

duos nao perigosos.

O material cortante e perfurante (agulhas e laminas de bisturi)
foi acondicionado em contentores imperfuraveis amarelos do grupo
IV (risco especifico) e as carcagas dos animais foram acondiciona-
das em sacos plésticos introduzidos em contentores de cor verme-
lha do grupo IV (risco especifico) e mantidas em camaras frias a
-20°C, até a sua recolha (Figura 55.B). Todos os residuos do grupo

IV sdo de incineragao obrigatoéria.

O tecido hepatico fixado em formol tamponado a 10% foi su-
jeito a um processamento histolégico utilizando um programa de
20 horas no processador automatico de tecidos (Shandon Citadel
1000) do SPE (Figura 56).

Este processamento consistiu na passagem das cassetes his-
tolégicas por banhos sucessivos nas diferentes solugdes (formol 1,

formol 2, alcool a 70°, alcool a 90°, alcool a 100° 1, alcool a 100°

58



MATERIAIS E METODOS

2, alcool a 100° 3, xilol 1, xilol 2, xilol 3, parafina 1, parafina 2) du-
rante um periodo de tempo determinado, de forma a executar as
etapas de fixacdo, desidratacao, diafaniza¢éo e impregnacgéo pela
parafina fundida (Tabela I).

Tabela I: Protocolo de processamento das amostras para histologia.

Etapa Passos Solugio Duragdo (hora)
Fixagio Passo 1 Formol 1 02:00 h
Passo 2 Formaol 2 02:00 h
Desidratagéio Passo 3 Alcool 70 % 01:00 h
Passo 4 Alcool 30 % 01:00 h
Passo 5 Alcool 100 % 1 01:00 h
Passo 6 Alcool 100 % 2 02:00 h
Passo 7 Alcool 100 % 3 02:00 h
Diafanizagdo FPasso 8 Xilel 1 01:00 h
Passo 9 Xilol 2 01:30 h
Passo 10 Xilol 3 01:30 h
Impregnagao Passo 11 Parafina 1 02:00 h
pela parafina
fundida Passo 12 Farafina 2 03:00 h

Na etapa de fixacdo, as cassetes histolégicas foram imersas
em formol tamponado a 10%, que funciona como um fixador que
impede além da autdlise, também a actividade e a proliferagao bac-
teriana, preservando as estruturas o mais semelhante a situacéo
in vivo. Visa ainda endurecer os tecidos, tornando-os mais resis-
tentes e favoraveis as etapas subsequentes da técnica histoldgica,
aumentando a afinidade das estruturas celulares para os corantes
citolégicos.

Segue-se a etapa de desidratacdo, em que a peca foi sub-

metida a banhos sucessivos em alcoois de graduagao crescente
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Figura 57: Maquina de inclusédo de

blocos de parafina.

Figura 58: Moldes com material que

foi incluido. Blocos de parafina.
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(70%, 90% e 100%), que visa retirar gradualmente a agua dos
tecidos para que estes nao fiquem retraidos, permitindo a impreg-
nagao da pega com parafina.

Subsequentemente iniciou-se a etapa da diafanizagao, pela im-
pregnacgéo da peca em xilol, que permite remover completamente
0 alcool do interior dos tecidos, preparando-os para a impregnagao
da parafina. A remocao do alcool é de extrema importancia, pois a
parafina nao se mistura com o alcool. Dessa forma, é fundamental
a completa remogao do alcool para que a parafina possa penetrar
completamente no interior dos tecidos. Conforme o xilol impregna
no tecido, em substituicdo do alcool, o material torna-se mais claro
e transparente. Por essa razao, esta etapa é também denominada
clarificagéo.

Por Gltimo, procedeu-se a impregnacao pela parafina fundida
do tecido completamente cheio de xilol, que permite por um pro-
cesso de osmose sair todo o xilol e entrar a parafina, conferindo ao
fragmento uma certa dureza.

Apos este processamento automatico, fez-se a inclusao dos
fragmentos em blocos de parafina (Figura 57), com a passagem
da pega para um molde retangular metalico contendo parafina fun-
dida, tendo sempre a atengao de colocar a superficie do fragmento
a ser seccionada pelo micrétomo para baixo. Depois de solidifi-
cada a parafina na placa de frio periférica, foi desenformada dando
origem ao bloco de parafina com o material incluido (Figura 58),
que foi armazenado a temperatura ambiente.

O bloco de parafina com o material incluido foi utilizado na
etapa seguinte de microtomia para se obterem cortes histolégicos
seriados, sendo encaminhado para o congelador para se obter um
bloco duro, que permita ao micrétomo (Figura 59) efectuar cortes
com a minima espessura (entre 3 a 4 um), para poderem serem
montados em laminas, corados e observados ao microscopio.

Os cortes provenientes da microtomia apresentam-se enruga-
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dos, tornando-se necessario proceder a etapa de extensao, atra-
vés de um banho-maria de 4gua morna (Figura 59). O estendi-
mento dos cortes da-se a superficie da agua, de onde séo retira-
dos para uma lamina de vidro, que é transferida para uma estufa
a 60°C (Figura 59), para retirar o excesso de parafina e melhorar
a adeséo do corte a lamina, sendo esta identificada a lapis com o

namero de registo de cada animal, ano e 6rgao.

Figura 59: Placa fria, micrétomo e banho-maria na bancada de trabalho.

Para permitir a observagao dos cortes histolégicos ao micros-
coépio, procedeu-se a coloragao das laminas, porque as células e
0 material extracelular dos cortes provenientes da microtomia sao
habitualmente transparentes. As técnicas de coloragdo tém a fina-
lidade de dar contraste aos componentes das células e da matriz

extracelular, melhorando a sua visualizagdo ao microscépio de luz.

Para a coloragdo de tecidos que foram previamente fixados
usam-se os chamados corantes nao vitais. Os corantes sdo com-
postos quimicos com determinados radicais acidos ou basicos que
possuem cor, e apresentam afinidade de combinagao com estru-
turas basicas ou acidas dos tecidos. A técnica de coloragao usada
foi a coloragdo de rotina de Hematoxilina e Eosina de Mayer (HE),
por apresentar como principais vantagens o facto de ser vitalicia,
de permitir a visualizagao dos constituintes celulares mais relevan-
tes, de apresentar um baixo custo e ser de facil realizagdo. Esta

coloragao reune dois corantes, a hematoxilina e a eosina. A hema-

61



MATERIAIS E METODOS

toxilina comporta-se como um corante basico, que se liga aos ra-
dicais acidos dos tecidos, tais como os acidos nucleicos presentes
nos nucleos, dando um tom azul-parpura. A estes componentes
tecidulares que se combinam com corantes basicos sdo chama-
dos basdéfilos. A eosina & um corante acido que tem afinidade por
radicais basicos dos tecidos, como o citoplasma e as fibras de co-
lagénio, corando-o de réseo a vermelho. Os componentes que se
combinam com corantes acidos sao chamados acidoéfilos.

O procedimento geral da técnica de coloragao de HE é consti-

tuido por:

A. Desparafinizagdo, que consiste na eliminagcdo da parafina

por meio de banhos sucessivos em xilol.

B. Hidratacéo, que é gradativa, realizada através de banhos su-
cessivos em alcoois de concentragdes decrescentes (&lcool

100%, 95%, 70%), para evitar o rompimento dos tecidos.

C. Coloragao dos cortes, que sao corados inicialmente com he-

matoxilina e em seguida com eosina, por imersao.

D. Desidratagao, através de banhos em alcool de teor crescente
(alcool 70%, 95% e 100%), que visa retirar a agua, a fim de
permitir a perfeita visualizagdo dos tecidos, porque a agua
possui indice de refracgéo diferente do vidro. Previne ainda

a difusdo dos corantes.

E. Diafanizagéo, que é feita com xilol, a fim de tornar os cortes

perfeitamente transparentes.

F. Montagem, que é a etapa final da preparagao da lamina para
analise ao microscépio de luz. Consiste na colagem da la-
mela sobre o tecido, com Balsamo do Canada, que é soluvel
em xilol e insollvel em agua. A lamela impede que haja hi-

dratacao do corte pela humidade do ar ambiente, permitindo
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entao que as laminas se mantenham estaveis por tempo in-
definido. Ap6s a montagem, levam-se as laminas a estufa,

para secagem do balsamo do Canada.

Esta técnica de coloragdo encontra-se resumida na Tabela Il.

Tabela Il: Resumo da técnica de coloragéo de rotina de Hematoxilina e Eosina de Mayer (HE)

(min - minuto; N.A. - Nao aplicavel).

Etapa . . Duragie
Passos Acgio [ Selugie
{min.)
1. Desparafinizagdo Passo 1 Kilal 1 10 min.
em Xilof Passo 2 Xilol 2 10 min.
Z. Hidratagdo em Passo 3 Alcool 100 % 5 min.
il isd
alcools de Passo 4 Alcool 95 % 5 min.
gradagio
decrescente Passo 5 Alcool 70 % 5 min.
Passo & Lawvar em dgua corrente 1 min.
3. Coloragido H&E Passo 7 Hematoxilina Harris 2 min.
Passo & Lavar em dgua corrente 1 min.
Passo 9 Eosinaa 1% 1 min.
4. Desidratagdo em Passo 10 Alcool 70 % 5 min.
dlcools de Passo 11 Alcool 95 % 5 min.
gradacio
crescente Passo 12 Alcool 100 % 5 min.
5. Diafanizagao Passo 13 Xilal 1 5 min.
Passo 14 Xilol 2 5 min.
6. Montagem do Colagem da |lamina e da
corte histoldgico Passoc 15 lamela gsobre o tecide, com M.A,
Balsamo do Canada

i W
a5 A
Por fim, todas as laminas foram rotuladas com o numero de paLaL e
referéncia no SPE, a coloragao histolégica (HE), o cédigo de re- ,
feréncia topografica, o codigo de referéncia do estudo e o grupo /
a que pertencem na experiéncia através da marcagdo com cores
diferentes (Figura 60).
Apresenta-se na Figura 61, a sintese dos diversos atos por or- Figura 60: Laminas rotuladas.

dem sequencial do material e método utilizado na preparagao das

laminas histologicas.
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DA =
1. Recolha do material 2. Corte em pegas 3. Colocagao em cassetes 4. Fixagao
histologicas {Formol)
Fixagio Desidratagiio
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1 ] % 0% 1 | 100 100%
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8. Extensdo dos cortes em banho-maria,
transferéncia para a lamina e secagem
em estufa ou em mesa térmica

6. Inclusao em parafina 7. Microtomia
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Desparafinizagiio Hidratagio Coloragio
L L | | L L
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9. Coloragao e gem do corte histologi

Figura 61: Diversos atos utilizados na preparagdo das laminas histolégicas (adaptado [101],

[102] e [103]).
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O estudo das laminas histoldgicas do tecido hepatico foi reali-
zado com o auxilio de um microscépio de luz Nikon coolscope (Fi-
gura 62) com ampliagdes de 5x (200um), 10x (100um), 20x (50um)
e 40x (25um). A observacéo dos tecidos foi documentada em texto
e imagem, selecionando-se as imagens mais elucidativas.

No seguimento deste trabalho, procedeu-se a extragao do DMBA
e dos seus respectivos metabdlitos em dois tecidos, figado e gor-
dura peri-renal. E uma extragdo liquido-liquido, que envolve a
particdo do analito entre duas fases liquidas imisciveis, sendo os
solventes utilizados, o cloroférmio (CHCI3) e o metanol (CH30H),
na relagcdo de duas partes para uma. Nas extracgdes para com-
postos hidrofilicos usa-se PBS (solugao tampéao de fosfato) como
solvente, enquanto para composto lipofilicos usa-se uma solugéo
de cloroférmio/metanol (2:1). Devido ao caracter lipofilico DMBA,
usou-se como solvente a solugao de cloroférmio/metanol (2:1) [55].

Este procedimento comeca pela preparagao do solvente, agi-
tando bem num frasco de vidro de boca estreita, 50 ml de clorofér-
mio e 25 ml de metanol, (Figura 63). Para cada amostra, é retirada
uma quantidade de 2 ml (volume inicial), que é colocada num tubo

de ensaio de vidro e tapado com parafilme até a sua utilizagao.

I i

—_— — — U
Solvente
| |
— J
50 ml de 25 ml de Frasco de vidro ucio
srmi Solugéo de
Cloroférmio +  Metanol de boca estreita CHc|3g+ CH;OH

(CHCI3) (CH;0H)

Figura 63: Preparagéo do solvente, cloroférmio e metanol (2:1).

Para cada amostra, efectuou-se a pesagem do fragmento con-
gelado a -20°C e colocou-se no tubo do homogeneizador manual

tipo Cruscher (Figura 64), onde por meio de vacuo, provocado pe-
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los movimentos descendentes e rotativos do émbolo, se desfez
progressivamente (Figura 65). Em seguida, adicionou-se 1/3 dos 2
ml do solvente e homogeneizou-se novamente. Verteu-se 0 homo-
geneizado num tubo novo com o ndmero correspondente (Figura

66). Repetiu-se este passo até utilizar o volume total de solvente

(trés vezes).

( STARGLASS
( —
—_— v

Figura 64: Homogeneizador manual tipo Cruscher, constituido por um tubo e um émbolo de

vidro.

N/
i g
— 0% [\ £
lmw 1
< 1
Amestra Pesagem Homogeneizador Homogeneizagdo com movimentos
a-20°C manual descendentes e rorativos

Figura 65: Procedimento de pesagem e homogeneizagdo do fragmento da amostra.

I3 J
f
] i
_— 1] ! .
e ] S
ey :
{
/ ¥, -’7
/  — ( ey
J |
) /
i U
Adigdo de 1/3 do solvente Homogeneizacdo Colocagdo do homogeneizado
num tubo novo
Repetir 3 x

Figura 66: Homogeneizagdo com solvente.

Os tubos com o homogeneizado de cada amostra foram a cen-

Figura 67: Centrifuga de bancada
(Gettichliniversallllz trifugar na rotagdo méxima, durante 10 minutos (Figura 67). No

final, com uma micropipeta de 2 pl retirou-se o sobrenadante e a
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fase inferior para dois tubos de eppendorfs de 2 ml. Mediu-se o
volume final em cada eppendorf. Estes tubos foram novamente
centrifugados a 12000 rpm, durante 15 minutos (Figura 68). Por
fim, retirou-se 0,2 ml de cada tubo, e adicionou-se 0,2 ml de ace-
tronitrilo (estes volumes podem ser alterados consoante a quanti-
dade existente de fase inferior). Uma vez ocorrida a centrifugagao,
retiram-se os tubos de eppendorf para um suporte apropriado e

colocam-se no frigorifico até ser realizada o HPLC. Este procedi-

mento foi baseado em métodos internos do laboratério.

" mom=9 R

Figura 68: Microcentrifuga de bancada (Sigma 1-15).

As solugdes preparadas foram analisadas por cromatografia li-
quida de alta pressao (HPLC). Esta andlise foi realizada nas se-
guintes condigdes: injector automatico (Shimadzu, Sil-20AHT/20
ACHT), uma coluna de fase reversa Zorbar ODS (4.6 mm ID x
250mm, 5 um), com um detector UV-VIS (Shimadzu, SPD-20A/SPD-
20AV) e um detector de fotodiodos UV-VIS (Shimadzu, SPD-M20A).
Utilizou-se um gradiente 50:50 acetonitrilo:dgua até 100% de ace-
tonitrilo em 30 minutos, com um fluxo de 1 ml/min. A temperatura
da coluna foi mantida a 40°C em todas as leituras experimentais
[55].
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Resultados

No grupo controlo e no grupo teste, todos 0s animais sobrevi-
veram até ao término da experiéncia, tendo sido efectuada a euta-
nasia e a necropsia a totalidade dos animais que iniciaram o proto-
colo experimental (n=18). Os ratos de ambos os grupos foram ob-
servados diariamente quanto ao seu estado de saude, bem-estar e
eventuais alteragdes patoldgicas, nao se registando alteragoes sig-
nificativas. Foram também registadas as pesagens, efetuadas se-
manalmente no grupo controlo e trés vezes por semana no grupo
teste, durante o protocolo experimental e no sacrifico.

Verificou-se um ganho de peso corporal significativo (104,06 +
17,46g) em todos os ratos do grupo controlo (C0O1). No entanto,

houve uma diminuicdo do peso corporal ao sacrificio (Figura 69).

500 ——Rt1

450

—Rt2
400

Rt3
350
300 —Rt4

250 Rt3

PESO (g)

200 Rt
150 —_—Rt7

100
—Rt 8
—PRt g

12 sem. 22 sem. 32 sem. 42 sem. Sac.
TEMPO EXPERIMENTAL

Figura 69: Variagcdo do peso corporal dos ratos do grupo controlo ao longo do tempo experi-

mental.
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No grupo teste (T01), existiu uma variagdo dos pesos dos ra-
tos, néo seguindo todos a mesma linha de tendéncia (Figura 70).
A maioria dos ratos apresentaram oscilagdes de ganho e de perda
de peso corporal, traduzindo-se num ganho de peso pouco sig-
nificativo. A excepgao foi o rato 13, que ao longo do protocolo
experimental até a 102 administracéo, que corresponde a 12 admi-
nistragdo da 42 semana, evidenciou um ganho de peso progres-
sivo, sendo mais significativo entre a 92 e a 10?2 administragéo,
seguindo-se uma perda de peso acentuada até ao sacrificio. Os
ratos 10, 11 e 12 apesar de nao terem tido um ganho de peso signi-
ficativo até a 102 administragcao, evidenciaram também um ganho
de peso muito significativo entre a 92 e a 102 administracao, tor-
nando a perder peso acentuado até ao sacrificio. Os ratos 12 e 15
foram os Unicos que ao sacrificio apresentavam pesos corporais

inferiores aos da primeira pesagem.

—Rt 10

—Rt1l

Rt 12

—Rt 13

5
[=] Rt 14
@A
&

Rt 15
—Rt 16
— Rt 17

—Rt13

12 sem. 22 sem. 32 sem. 42 sem. Sac
TEMPQ EXPERIMENTAL

Figura 70: Variagdo do peso corporal dos ratos do grupo teste ao longo do tempo experimental

Uma vez que houve uma diminuicdo do peso ao sacrificio no
grupo controlo, ndo se podem comparar os valores da 12 pesagem
com os valores ao sacrificio e optou-se por fazer a diferenga entre

a primeira pesagem e 0 peso registado na Ultima administragao,
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para determinar o ganho ou a perda de peso vivo (Figura 71). Em
ambos 0s grupos, verificou-se um ganho de peso vivo, que foi mais
expressivo no grupo controlo, com um ganho médio de 104,06 +
17,46 g. No grupo teste, esse ganho foi de apenas 19,84 + 19,94

g, que pode estar relacionado com os efeitos toxicos do DMBA.
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Figura 71: Ganho de peso médio dos ratos do grupo controlo e do grupo teste.

Foram efetuadas um total de 18 necrdpsias, correspondendo 9
ao grupo controlo e 9 ao grupo teste. Na observagéao do habito ex-
terno, nao se encontraram alteragdes nos dois grupos. Realizou-se
a medigao do comprimento do animal pela determinacdo do com-
primento do focinho-anus (CFA) e focinho-ponta da cauda (CFPC)
do rato. A média do CFA e do CFPC do grupo controlo foi de 23,73
+ 0,99 e de 43,00 + 1,73 cm, respetivamente e no grupo teste,
foi de 22,89 + 1,17 e 42,10 + 1,05 cm. Estes valores estdo re-
presentados na Figura 72. Verificou-se que os ratos apresentavam
valores muito semelhantes quanto a este paradmetro, nos dois gru-
pos.

Com o célculo do indice de Lee, obteve-se um indice de massa
corporal, que relaciona o peso do rato com o comprimento do

focinho-anus, através da razdo da raiz cubica do peso (em gra-
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Figura 72: Comprimento dos ratos a necrépsia do grupo controlo e do grupo teste.

mas) sobre o comprimento (em centimetros) (Figura 73). Este
indice foi calculado para cada rato, sendo o valor médio de refe-
réncia de 0,3, dos nove ratos do grupo controlo encontraram-se
quatro acima desse valor. Um apresentou valor inferior ao de re-
feréncia. Nos quatro restantes o indice foi coincidente com o valor
de referéncia. Ao analisar o grupo teste, verificou-se um indice
muito inferior que oscilou entre 0,16 € 0,18, o0 que representa uma
magreza em relagdo ao grupo anterior.

Na andlise macroscépica dos tecidos e 6rgaos, sé se obser-
varam alteracdes nos pulmdes dos ratos 8 e 9. Identificaram-se
diversas vesiculas de ar, com paredes finas e transparentes dis-
persas por todos os pulmdes. Estas alteragdes macroscépicas,
por pertencerem a ratos do grupo controlo ndo foram registadas
por imagem, pois obviamente ndo estao relacionadas com os efei-
tos do DMBA. Estes ratos in vivo ndo apresentaram qualquer sin-
tomatologia de patologia respiratéria.

Todos os 6rgaos e tecidos colhidos foram pesados, nomeada-
mente pulmdes (A1 e B1), rins (A2 e B2), figado (A3), bago (B3),
gonadas (A7 e B7), coragao (D9) e gordura peri-renal (P4WD e

P4WE). O peso médio para cada 6rgdo com os valores extremos
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e sem os valores extremos significativos para o grupo de controlo
e 0 grupo teste estao apresentados na Tabela lll. Verificou-se que
0 peso médio dos 6rgaos do grupo teste foi ligeiramente inferior ao

do grupo controlo.

Tabela IlI: Valores médios da pesagem (g) dos 6rgéos recolhidos na necrépsia dos ratos.

Grupo Controlo Grupo Teste
Média* Média** Média* Média**
Al 1,23+0,19 1,19+ 0,16 A1 1,13+ 0,24 1,06 + 0,13
B1 0,63+0,14 0,63+0,14 B1 0,50 + 0,06 0,50 + 0,06
A2 1,29 £ 0,20 1,29 £ 0,20 A2 1,13+ 0,08 1,13+ 0,08
B2 1,24 £ 0,32 1,34 £ 0,13 B2 1,10 £ 0,09 1,10 0,09
A3 13,34 + 2,06 13,34 + 2,06 A3 11,69 + 1,90 11,69 + 1,90
B3 0,74 £ 0,14 0,74 £ 0,14 B3 0,46 + 0,08 0,46 + 0,08
AT 2,21+ 0,68 2,21+ 0,68 AT 2,00 + 0,89 2,00+ 0,89
B7 2,18 £ 0,64 2,18 + 0,64 B7 2,01+0,95 2,01+095
D9 1,19+ 0,16 1,19+ 0,16 D9 1,05+ 0,13 1,05+ 0,13
P4WD 1,98 + 1,13 1,98 £1,13 P4AWD | 1,14 £0,132 1,14 £ 0,32
P4WE 2,03+1,00 2,03+ 1,00 P4WE 1,29 £ 0,36 1,294+ 0,36

* Média com os valores extremos; ** Média sem os valores extremos significativos.

A presencga de possiveis valores extremos das pesagens dos
Orgaos, foi analisada pelo Teste de Grubbs, utilizando o Software
GraphPad (2004). Quando n&o existem valores extremos no con-
junto de dados, a hipotese é nula (HO) e quando existe pelo menos
um valor extremo, a hipdtese ¢ alternativa (Ha). Os valores extre-
mos podem ser considerados como manifestacdes da variabilidade
aleatéria inerente aos dados, a alteragdes patoloégicas ou apenas a
um erro no registo dos dados da amostragem. Este teste baseia-se
no célculo numérico amostral (estatistica), que é comparado com
um valor critico baseado na teoria de amostras aleatérias, para
decidirmos se existe ou ndo uma observagdo considerada valor
extremo. Para cada érgao o valor de Z critico tabelado (referente a
um nivel de significancia de 0,05, para n=9) foi igual a 2,2150. Pela
interpretacdo dos resultados do teste observou-se que no grupo
controlo, o rato 8 apresentava um valor extremo elevado do pul-

mao esquerdo. Este € um dos dois ratos (rato 8 e rato 9) em que
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foram identificadas alteragées macroscoépicas nos pulmdes. Ainda
neste grupo, o rato 5 apresentava um valor extremo baixo do rim
esquerdo. Relativamente aos outros 6rgaos aceitou-se a hipétese
nula. No grupo teste, no pulméo direito foi detetado um valor ex-
tremo elevado no rato 14 e nos outros 6rgaos aceitou-se também
a hipétese nula.

No caso do coragéo e do bago, efectuou-se também a medicao
em trés dimensodes, comprimento (a), largura (b) e espessura (c),
para calcular o seu volume através, das formulas do volume de um
cone (Figura 74) e do volume de uma elipsoide (Figura 75), respe-
tivamente. Verificou-se que o volume médio dos érgaos do grupo
teste (Coragdo: 1561,90 = 708,30 e Bago: 4162,08 + 1129,71)
foi ligeiramente inferior ao do grupo controlo (Coragao: 1877,26 +

230,74 e Bago: 5741,97 + 1508,78).

Vzgnrzh Vzgrr(a.b.c)
Cone Coragao

Figura 74: O coragédo apresenta uma forma semelhante a um cone invertido, com as respetivas
férmulas do volume. V: volume; 7t: pi (3,14); r: raio; h: altura; a: comprimento; b: largura; c:

espessura

O indice do Peso do Figado foi obtido dividindo o peso do res-
pectivo érgao pelo peso do corpo, no mesmo momento (ao sacri-
ficio). Verificou-se que ndo houve diferengas significativas dos in-

dices nos dois grupos, embora o grupo teste apresente um média
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4
V= 3 w (a.b.c)

Elipsdide Baco

Figura 75: O bago apresenta uma forma elipsoide, com a respetiva féormula do volume. V:

volume; m: pi (3,14); a: comprimento; b: largura; c: espessura.

ligeiramente superior (0,037 + 0,004) a do grupo controlo (0,035 +
0,004).

O estudo histoldgico efetuado ao tecido hepatico dos animais
pertencentes ao grupo controlo ndo apresentou alteragdes com
significado patoldgico, estando de acordo com o esperado, na me-
dida em que neste grupo de ratos ndo se administrou o téxico e
foram mantidos durante o protocolo experimental sem manipula-
géao (Figuras 76, 77 e 78).

O tecido hepatico dos ratos pertencentes ao grupo teste apre-
sentram alteragdes histopatolégicas ligeiras, caracterizadas por au-
mento do espago entre as trabéculas nas zonas periportal e centro-
lobular, hepatécitos com nucleos muito basoéfilos, degenerescéncia
dos hepat6citos da zona centrolobular e tumefagédo turva dos he-
patdcitos (Figuras 79, 80 e 81 e 82). Estas alteragbes sao sinais

de hepatoxicidade.
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Figura 76: Corte histolégico do figado de um rato do grupo controlo com um lobulo hepético
classico delineado. Estrutura poliédrica com a veia central (V) da qual irradiam os hepatécitos

e com os espacos porta (EP) a periferia (HE, ampliagdo 5x do original).

Figura 77: Corte histolégico do figado de um rato do grupo control com os hepatécitos centro-
lobulares bastante uniformes e organizados em trabéculas. Predominancia de hepatécitos com
um Unico nucleo redondo, com um (1) ou dois (2) nucléolos proeminentes e alguns hepatécitos

binucleados (3). Células de Kupffer visiveis (4) (HE, ampliagdo 20x do original).
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Figura 78: Corte histolégico do espaco porta ou triade portal de um rato do grupo control.
Ramo da artéria hepatica (AH), ramo da veia porta (VP) e ducto biliar (DB) (HE, ampliagdo 20x

do original).

Figura 79: Corte histolégico do figado de um rato do grupo teste, com aumento do espago entre
as trabéculas e respetiva desorganizagédo dos hepatécitos na regido periportal e centrolobular,

compativel com edema (HE, ampliacéo 5x do original).
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Figura 80: Corte histolégico do figado de um rato do grupo teste, com aumento do espago entre

as trabéculas e hepatdcitos com nlcleos muito basdfilos (HE, ampliagéo 10x do original).

Figura 81: Corte histolégico do figado de um rato do grupo teste, com degenerescéncia da
zona centrolobular. Hepatdcitos com aspeto palidos e sem contornos definidos (HE, ampliagéo
20x do original).
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Figura 82: Corte histolégico do figado de um rato do grupo teste, com tumefagao turva dos he-
patdcitos. Citoplasma diluido e aspeto rendinhado, devido a formagao de vactolos de contorno
imprecisos. Nucleo permanecendo em posigédo central (HE, ampliagao 40x do original).

Para a andlise quantitativa do DMBA no tecido hepatico e no
tecido adiposo, foi necessario realizar primeiro a extragao liquido-
liquido para extrair o DMBA das amostras biologicas, como des-
crito no material e métodos. As solugdes resultantes das extra-
¢Oes foram posteriormente submetidas a cromatografia liquida de
alta pressao (HPLC), que é uma técnica cromatogréfica utilizada
de forma ampla para separar, identificar e determinar componen-
tes quimicos em misturas complexas. A analise do registro grafico
(cromatograma) permite visualizar a separagao dos componentes
da mistura, os tempos de retencao, as areas dos picos e deteminar

a concentagao de cada susbstancia na mistura.

Experimentalmente, confirmou-se com uma solugéo padréo con-
trolo que era possivel quantificar o DMBA. O cromatograma da Fi-
gura 83 representa a analise da solugéo padrao controlo, onde é
detetado o pico do tempo de retencao referente ao DMBA (tr=29
min).

Na analise dos cromatogramas das extragdes dos figados de
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DMBA

Figura 83: Cromatograma da solugao padrdo controlo. Presenga do pico do tempo de retencéo
referente ao DMBA (tr ~ 29 min).

ratos do grupo controlo (Figura 84), o pico do tempo de retengéo
referente ao DMBA (ir ~ 29 min) ndo foi detetado. Em termos
quantitativos, a concentragdo do DMBA determinada pelo HPLC
nos figados do grupo controlo foi de 0 mg de DMBA por 1 g de
figado.
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Figura 84: Cromatograma de uma amostra de figado de um rato do grupo controlo em que nao
foi quantificado o DMBA. Auséncia do pico do tempo de retengéo referente ao DMBA (tr ~ 29

min).

Nos cromatogramas das extragdes dos figados de ratos do
grupo teste (Figura 85), o pico do tempo de retengéo referente ao
DMBA (tr = 29 min) foi detetado apenas no rato 17, em que a con-
centracdo do DMBA determinada pelo HPLC nesse figado foi de
4,54 x 10-4 mg de DMBA por 1 g de figado.

Foi ainda possivel quantificar o DMBA no tecido adiposo de
quatro ratos do grupo controlo e de cinco ratos do grupo teste. Nos
cromatogramas das extragoes do tecido hepatico destes ratos, o
pico do tempo de retencéo referente ao DMBA (ir = 29 min), ndo

apareceu nos ratos do grupo controlo (Figura 86), sendo detetado
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Figura 85: Cromatograma da amostra do figado do rato 17 do grupo teste onde foi quantificado

o DMBA. Presenca do pico do tempo de retengéo referente ao DMBA (tr ~ 2 min).

em todos os ratos do grupo teste (Figura 87). As concentragdes do
DMBA determinadas pelo HPLC no tecido adiposo desses ratos
esta registada na e estdo compreendidas entre 2,75 x 10-3 mg e

6,04 x 10-3 mg de DMBA por 1 g de tecido adiposo.
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Figura 86: Cromatograma de uma amostra de tecido adiposo de um rato do grupo controlo.

Auséncia do pico do tempo de retengéo referente ao DMBA (tr ~ 29 min).
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Figura 87: Cromatograma de uma amostra do tecido adiposo de um rato do grupo teste. Pre-

senca do pico do tempo de retengéo referente ao DMBA (tr ~ 29 min).

Os resultados obtidos nos tecidos, hepatico e adiposo, dos ra-
tos do grupo controlo, estao de acordo com o protocolo experimen-

tal, pois a estes ratos ndo foi administrado o DMBA por gavagem.
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Quanto a quantificagdo do DMBA nos tecidos, hepatico e adiposo,
nos ratos do grupo teste, observou-se uma diferenga significativa
dos resultados obtidos. No tecido hepatico do grupo teste, apenas
se quantificou o DMBA num rato (rt 17), numa pequena concen-
tracdo (4,54 x 10-4 mg de DMBA por 1 g de figado). No tecido
adiposo do grupo teste, quantificou-se 0 DMBA em todos os ratos,
numa grande concentracao (2,75 x 10-3 mg e 6,04 x 10-3 mg de
DMBA por 1 g de tecido adiposo). Esta diferenca pode estar relaci-
onada com a fungéo do figado em biotransformar os xenobiéticos
e com o carater lipofilico do DMBA.

Ao comparar os valores das concentragdes obtidas com a dose
de DMBA administrado (20 mg / Kg), observa-se que a concentra-
¢ao obtida corresponde a uma percentagem inferior a 1% da dose

administrada.
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Discussao e Conclusao

O estudo da administragao de DMBA por via oral de 20 mg/kg/
dia, trés vezes por semana, durante quatro semanas, no modelo
experimental com ratos (Rattus novergicus albinus), da estirpe Wis-
tar, machos, de 8 semanas de idade, mostrou ter um ligeiro efeito
toxicol6gico hepatico agudo. Todos os ratos sobreviveram até ao
término da experiéncia, o que leva a concluir que a dose adminis-
trada ndo € letal para este modelo animal. Na literatura, encontram-
se descritos trabalhos que usaram uma dose Unica intraperitoneal
de 40 mg/kg de peso corporal de DMBA, que provocaram um efeito
toxicolégico hepético mais pronunciado e com fenémenos de leséo
crénica hepatica [67].

Estes resultados sao corroborados pelas pesagens ao longo do
protocolo experimental e ao sacrificio. Verificou-se um ganho de
peso corporal em ambos 0s grupos, que foi muito mais expressivo
no grupo controlo, em relagdo a um ganho muito pouco significa-
tivo no grupo teste. Ao analisar a condi¢do corporal dos ratos de
ambos 0s grupos, conclui-se que os ratos do grupo teste apresen-
tavam uma magreza em relagdo ao grupo controlo. Também na
pesagem dos 6rgaos, o peso médio no grupo teste foi ligeiramente
inferior ao do grupo controlo, tendo-se verificado o mesmo no vo-
lume do coragédo e do bago. Contudo, a média do indice do Peso
do Figado apesar de ndo apresentar diferengas significativas nos

dois grupos, foi ligeiramente superior no grupo teste. Este aumento
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pode ser consequéncia de uma compensagao por um processo re-
generativo hepatico apds o efeito tdéxico agudo do DMBA. Nos ratos
em que se administrou DMBA observaram-se ligeiras a moderadas
alteracdes histopatoldgicas de hepatotoxicidade. A analise croma-
tografica quantificou a presenga de DMBA no tecido adiposo, ape-
sar da percentagem detetada ter sido inferior a 1% da dose ad-
ministrada, o que pode estar relacionado com o carater lipofilico
do DMBA, que o torna rapidamente absorvido e distribuido no or-
ganismo. No tecido hepatico, o DMBA sé foi quantificado apenas
num anico rato do grupo teste, o que pode estar relacionado com
a funcédo do figado em biotransformar os xenobiéticos nos seus
metabdlitos. Desta forma, o DMBA que em principio poderia ser
quantificado no tecido hepatico, ao ser biotransformado nos seus
metabdlitos é eliminado deste tecido. Assim, para se realizar um
completo estudo da presencga deste tdxico nos tecidos, hepatico e
adiposo, devia-se identificar e quantificar também os seus meta-
bélitos. A inexisténcia de curvas de calibragdes referentes a cada
metabdlito torna impossivel quantifica-los e dificulta a sua possi-
vel qualificagado, pelo que um estudo complementar de HPLC esta
em curso no laboratério. A eventual andlise do material orgénico
excretado (fezes e urina) podera ser também um complemento do
estudo da presenca do DMBA e seus metabdlitos [55].

Em suma, podemos dizer que a dose de DMBA administrada
provoca alteragdes nos diferentes parametros avaliados, que em-
bora ndo sejam muito significativas, comprovam os estudos que
apontam para a hepatotoxicidade do DMBA.

Na continuagao deste estudo interessa agora aprofundar a acu-
mulagao deste xenobibtico em diversos 6rgaos do corpo e relacio-
nar esta acumulagdo com algumas fungdes organicas e o estado
geral do organismo.

Parece-nos importante perceber se a alimentagédo pode ter al-

guma intervengdo no acumular deste toxico e como algumas afec-
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¢oes podem aumentar ou reduzir a sua acumulagdo. Interessa
perceber se alguns alimentos que apresentam componentes que
podem estimular ou inibir a fungcao de desintoxicagao hepatica po-
dem intervir, 0 mesmo com alguns farmacos. Também a avaliagdo
funcional de alguns 6rgao como por exemplo o figado, pode trazer
dados importantes para a acumulagao deste toxico.

Um aspeto que necessita de uma maior pesquisa é o da re-
moc¢éo do DMBA no tecido adiposo. Hoje existem teorias que tém
como ponto de partida para explicar as doengas o acumular de t6-
xicos do organismo. No entanto existe uma forte pressdo para a
desintoxicacdo pela toma de produtos que sao anunciados como
capazes de retirar os toxicos dos tecidos e para isso é muito impor-
tante estudar as condig¢des de retirar téxicos dos tecidos e avaliar
as possiveis consequéncias deste ato.

Propomos para a continuagao do estudo a utilizagao de ani-
mais repartidos por grupos segundo o sexo e a idade, ainda com
condigOes alimentares diferenciadas e submetidos a administracéo
cronica de alguns farmacos.

Numa fase seguinte propomos testar produtos indicados para
remover os toxicos do organismo e acompanhar a toma destes
produtos com doseamento no sangue, na urina, nas fezes e no

tecido adiposo.
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A Aorta

Acetil-CoA Acetil-Coenzima A
ADN Acido Desoxirribonucleico
AE Artéria Esplénica

AGE Artéria Gastrica Esquerda
AHC Artéria Hepatica Comum
AHE Artéria Hepatica Esquerda
AHP Artéria Hepatica Propria

ATP Trifosfato de Adenosina ou Adenosina Trifosfato (Adenosine

Triphosphate)
CHUC Centro Hospitalar Universitario de Coimbra
cm Centimetro(s)
d Dia(s)
D Duodeno
DBC Ducto Biliar Comum
DMBA Dimetilbenzantraceno (Dimethylbenzanthracene)
DHE Ducto Hepato-Entérico
DP Ducto Pancreético
EC Eixo Celiaco
E Esoéfago
Es Estdbmago
F Fémea

HGF Fator de Crescimento dos Hepatdcitos (Hepatocyte Growth

Factor)
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FMUC Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra

g Grama(s)

h Hora(s)

HDL Lipoproteinas de Alta Densidade (High Density Lipoprotein)

HAP Hidrocarboneto Aromatico Policiclico (Polycyclic Aromatic Hy-
drocarbon — PAH)

HE Hematoxilina e Eosina

HPLC Cromatografia Liquida de Alta Pressao (High Pressure Li-
quid Chromatography)

IGF-1 Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (Insulin-

like growth factor 1)
IP Via Intraperitonial
IV Via Intravenosa
kg Kilograma(s)
LC Lobo Caudado
LCCa Lobo Caudado Caudal
LCCr Lobo Caudado Cranial
LD50 Dose Letal para 50% dos animais
LDL Lipoproteinas de Baixa Densidade (Low Density Lipoprotein)
LEA Il Laboratério de Experimentacao Animal Il
LF Ligamento Falciforme
LLD Lobo Lateral Direito
LLDCa Lobo Lateral Direito Caudal

LLDCr Lobo Lateral Direito Cranial
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LLE Lobo Lateral Esquerdo

LM Lobo Médio

LMD Lobo Médio Direito

LME Lobo Médio Esquerdo

LT Ligamentos Triangulares

LTD Ligamento Triangular Direito
LTE Ligamento Triangular Esquerdo
m Més

M Macho

mg Miligrama(s)

ml Mililitro(s)

min Minuto(s)

mm Milimetro(s)

N.A. N&o aplicavel

P Péancreas

P-450 Proteina 450

PC Processo Caudado

pH Potencial de Hidrogénio

p.v. Peso Vivo

R Rim Direito

REL Reticulo Endoplasmatico Liso

RER Reticulo Endoplasmatico Rugoso

ROS Espécies Reativas de Oxigénio (Reactive Oxygen Species)

87



LISTA DE ACRONIMOS

rpm Rotagdes por minuto

Rt Rato

Rts Ratos

s Segundo(s)

SC Via Subcutanea

SPE Servigo de Patologia Experimental
T3 Triiodotironina

T4 Tiroxina

TC Trago na base da cauda

TDLU Unidades Lobulares Ductais Terminais (Terminal Ductal Lo-
bular Unit)

TEB Extremidade do Botao Terminal (Terminal End Buds)
tr Tempo de Retencéo

VCCa Veia Cava Caudal

VCCa-Ca Veia Cava Caudal Caudo-Hepatica

VCCa-Cr Veia Cava Caudal Cranio-Hepatica

VCCa-IH Veia Cava Caudal Intra-Hepatica

VE Veia Esplénica

VGD Veia Gastro-Duodenal

VGE Veia Gastrica Esquerda

VLDL Lipoproteinas de Densidades Muito Baixa (Very Low Den-
sity Lipoprotein)

VMS Veia Mesentérica Superior
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VP Veia Porta

VGD Veia Gastro-Duodenal

VPi Veia Pilérica
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