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EXPERIMENTAL GASTROENTEROLOGY

ELEVACAO DOS NIVEIS SERICOS DE
LAMININA NA CIRROSE HEPATICA
INDUZIDA PELO TETRACLORETO DE
CARBONO

Lindalva Batista NEVES, Regina Maria CATARINO, Maria Regina Regis SILVA e Edison Roberto PARISE

RESUMO - Racional — Laminina sérica tem sido correlacionada com a hipertensdo portal e a capilarizagdo dos sinusoéides na doenga
hepatica cronica. Pouco é conhecido sobre sua dindmica nas doengas hepaticas. Objetivos — Estudar os niveis séricos de laminina e
correlaciona-los com graus de fibrose hepatica e hipertensdo portal em ratos tratados com tetracloreto de carbono. Material e Métodos
— Quarenta e nove ratos albinos Wistar foram mantidos como controles (n = 16) ou tratados com solugao de tetracloreto de carbono a 8%
(n=23). Entre a 6* ¢ 16* semana de experimento animais foram sacrificados apds cateterizagio da veia porta e medida da pressao portal.
Fragmentos de figado foram fixados em formol para microscopia Optica. A fibrose hepatica foi classificada em perivenular, septal
incompleta e completa e cirrose. Concentragdo de laminina circulante foi determinada pela técnica de ensaio imunoenzimatico com
anticorpo desenvolvido a partir de laminina isolada de tumor Engelbreth-Holm-Swarm e purificado em coluna de afinidade. Resultados
— A pressdo portal correlacionou-se com grau de fibrose hepatica (r = 0,82; n = 45) e seus niveis nos grupos fibrose septal (10,8 + 1,2
cm H,0) e cirrose (13,6 = 3,1 cm H,0) foram estatisticamente superiores aos observados no grupo-controle (7,9 + 1,5 cmH,0) e no
grupo com fibrose perivenular (9,1 + 0,8 cmH,0). A concentragio de laminina no sangue periférico dos cirréticos (40,0 + 18,7 pg/dL)
foi significativamente superior aos grupos-controle (13,8 + 12,1 pg/dL), fibrose perivenular (19,1 + 15,5) e fibrose septal (22,2 +
27,0 pg/dL). Laminina circulante correlacionou-se de maneira significativa com o grau de fibrose hepatica (r = 0,59; n = 49) e com os
niveis de pressdo portal (r = 0,29; n = 45). Conclusées -— Na intoxicagdo cronica experimental pelo tetracloreto de carbono, niveis
circulantes de laminina correlacionam-se mais com o grau de fibrose hepatica do que com os niveis de hipertensio portal.

DESCRITORES — Laminina. Tetracloreto de carbono. Matriz extracelular. Hipertensdo portal. Cirrose hepatica experimental. Ratos.
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INTRODUCAO

Niveis elevados de laminina, glicoproteina da matriz
extracelular (MEC), tém sido observados na circulagio
periférica de portadores de cirrose hepatica, correlacionando-
se com o grau de hipertensdo portal nesses pacientes®®?. Essa
elevacao dos niveis séricos tem sido creditada a maior deposigdo
dessa glicoproteina no espago de Disse, acompanhando a
capilarizagdo dos sinusdides hepaticos observada na cirrose
hepatica®. Estudos em humanos” e em modelos expe-
rimentais'®!'" demonstram aumento na deposi¢do dessa
glicoproteina no tecido hepatico, mais especificamente ao longo
do espago de Disse, a medida que progride a fibrose no figado.
Por outro lado, niveis circulantes elevados dessa glicoproteina
tém sido observados em outras doengas ndo-cirrdticas que
cursam com fibrose hepatica e hipertensdo portal®”.

Neste trabalho procurou-se avaliar os valores séricos de
laminina na intoxicagdo cronica experimental pelo tetracloreto
de carbono (CCl,) e sua correlagdo com fibrose experimen-
talmente induzida, uma vez que esse modelo pode possibilitar
estudos mais amplos sobre o metabolismo da laminina e os

fatores que determinam sua elevag@o na cirrose hepatica.
MATERIAL E METODOS

Quarenta e nove ratos machos adultos da linhagem Wistar
foram divididos em dois grupos: um grupo-controle,
constituido de 16 animais submetidos a gavagem orogastrica
com 6leo mineral, na dose de 0,5 mL semanal, e um grupo
tratado com CCl, composto por 33 animais, que foram
submetidos a gavagem com solugdo de CCl, a 8% em 6leo

mineral, com dose inicial de 0,5 mL semanal e doses
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subseqiientes calculadas de acordo com o ganho ou a perda de peso,
seguindo modelo previamente descrito®. Entre a 62 ¢ a 16* semana
de experimento, semanalmente, um rato do grupo-controle e quatro
ratos da mesma idade, mas tratados com CCl,, foram sacrificados,
apos cateterizagdo da veia porta com medida da pressdo portal em
coluna liquida contendo solugdo salina 0,9%. Amostras de sangue
foram coletadas na veia femoral, centrifugadas e armazenadas a -20°C,
até a determinagdo da laminina sérica.

Fragmentos de tecido hepatico foram fixados em solugdo de
formol 10% tamponado para analise histologica apds coloragdes pelos
métodos de hematoxilina-eosina (HE), tricromio de Masson,
reticulina, picrus sirius e prata de gomori. A fibrose hepatica foi
classificada de forma semi-quantitativa em cruzes, onde:

(0) = auséncia de fibrose, (+) = fibrose perivenular, (++) = fibrose
septal incompleta, (+++) = fibrose septal completa e (++++) = cirrose,
de acordo com classificagdo utilizada previamente®!>.

A determinagdo da concentragdo de laminina circulante foi
realizada pela técnica de ensaio imunoenzimatico (ELISA) de duplo
anticorpo®?, utilizando-se anticorpo antilaminina (0LNM),
desenvolvido a partir de laminina isolada de tumor de camundongo
Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)®?. Os anticorpos foram purificados
em coluna de afinidade Sepharose CNBr 4B ativada, utilizados na
titulagdo de 1/100. As determinacdes séricas foram realizadas em
triplicatas e a leitura da reagdo realizada em espectrofotometro em
comprimento de onda de 492 nm e os valores expressos em pg/dL.

O protocolo foi previamente analisado e aprovado pelo Comité
de Etica da Universidade Federal de S3o Paulo, Escola Paulista de
Medicina. Os valores das concentragdes séricas de laminina foram
expressos como médias + desvios padrdes (média + DP). Para analise

comparativa dos valores de laminina nos diferentes grupos estudados,
empregou-se a analise de varidncia ndo-paramétrica para postos de
Kruskal-Wallis, complementada pelo teste de Dunn. A correlagdo
entre valores de laminina e dos niveis de pressdo portal com e os
diferentes graus de fibrose hepatica foi feita pelo indice de correlagdo
de Spearmann, enquanto o indice de Pearson foi utilizado na
correlagdo entre valores de laminina e de pressdo portal®.

RESULTADOS

No grupo CCI, (n=33) houve aumento progressivo do tecido fibroso
hepatico, iniciando-se pela fibrose perivenular, até cirrose. A cirrose foi
observada (Figura 1) nos animais sacrificados a partir da 122 semana.

Para avaliagdo comparativa dos valores séricos de laminina entre
os grupos e pelo fato de apenas trés animais terem apresentado fibrose
septal incompleta, e seus valores de laminina ndo diferirem
significativamente dos observados no grupo com fibrose septal
completa, esses dois grupos foram unidos em um s6, que recebeu a
denominagdo de fibrose septal. Assim compostos os grupos,
observou-se que os valores médios da concentragdo de laminina no
sangue periférico do grupo com cirrose hepatica (40,0 + 18,7 pg/dL)
foi significativamente superior a média dos valores obtidos nos demais
grupos: grupos-controle (13,8 + 12,1 pg/dL), fibrose perivenular (19,1
+ 15,5 pg/dL) e fibrose septal (22,2 +27,0 ng/dL) (Tabela 1). Houve
uma correlagio significativa entre os niveis de laminina e o grau de
fibrose hepatica (rs = 0,59; P <0,01; n=49; Figura 2). Houve também
correlagao significativa dos niveis de pressdo portal com os diferentes
graus de fibrose hepatica (rs = 0,82; P < 0,001; n = 49; Figura 3) e
com o0s niveis séricos de laminina (r = 0,29; P < 0,05; n =45; Figura 4).

r=0,59

Laminina no SP (ug/dL)
(<2}
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Graus de fibrose hepatica

FIGURA 1 —Fotomicrografia de corte histologico de figado de rato
com intensa proliferagdo reticulinica, subversdo da
arquitetura e formagao de l6bulos andémalos. Prata de
Gomori (128x)
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FIGURA 2 —Correlagdo entre concentragdes de laminina no sangue
periférico (SP) e graus de fibrose hepatica em ratos
controles e tratados com CCl, (n = 49; P <0,01)

v. 40 — no. 3 — jul./set. 2003



Neves LB, Catarino RM, Silva MRR, Parise ER. Elevagao dos niveis séricos de laminina na cirrose hepatica induzida pelo tetracloreto de carbono

25+ 100+
r=0,82 r=0,29
20 %‘ 80
=
3 15 & 601
2 i 2
£ S £ 40
g ; —
o 4 —
57 20 -
0 T T T T T 1
0 1+ 2+ 3+ i % 5 10 15 20 25
Graus de fibrose hepatica Pressao na veia porta (cm H,0)

FIGURA 3 —Correlagio entre pressdes na veia porta e graus de
fibrose hepatica em ratos controles e tratados com CCl,
(n=49; P<0,001)

FIGURA 4 —Correlagio entre concentragdes de laminina sérica no
sangue periférico (SP) e pressdes na veia porta (cm
H,0) em ratos controles e tratados com CCI, (n = 45;
P <0,05)

TABELA 1 — Médias e desvios-padrdes das concentragdes séricas de laminina no sangue periférico de ratos controles e tratados com
tetracloreto de carbono, de acordo com os graus de fibrose hepatica

Controle (n = 16) Fibroseperivenular (n =7) Fibroseseptal (n = 10) Cirrose (n = 16)

13,8 + 12,1 pg/dL 19,1 + 15,5 pg/dL 22,2 +27,0 pg/dL 40,0 + 18,7 pug/dL

Teste de Kruskal-Wallis: H calc = 19,85; 3 gl; P < 0,001 (controle x cirrose = 20,94, P < 0,05; fibrose perivenular x cirrose = 19,03, P <0,05; fibrose septal x cirrose = 15,96, P < 0,05)

DISCUSSAO

O modelo experimental utilizado reproduz a fibrose hepatica que
ocorre em pacientes cirrdticos e apresenta alteragdes histologicas,
imunohistoquimicas e ultra-estruturais da matriz extracelular bem
caracterizadas(!!: 1216 18:27 O grande problema durante a inducdo da
fibrose e cirrose pelo CCl, nesses animais ¢ a variagdo de resposta a
toxina, em funcdo da idade e sexo do animal, além da via, tempo de
administragdo e dose da substéncia toxica'® 129 Por isto, além de
padronizar as condigdes do experimento, optou-se por agrupar 0s
animais estudados em fungao da fibrose hepatica observada a histologia
€ ndo pelo tempo de intoxicagdo ou mimero de injegdes de CCl,.

O CCl, leva a repetidos fendmenos necroinflamatérios no figado,
que evoluem com alteragdes fibroticas, inicialmente focais e
posteriormente difusas, resultando em aumento da deposi¢do de
elementos do tecido conjuntivo e da pressdo na veia porta®*2-3D,

A analise histologica do tecido hepatico mostrou as alteragdes
caracteristicas do modelo que validaram a classificagdo de fibrose
utilizada®* 16:1%:28),

A despeito da ampla utilizagdo dos valores séricos de laminina
nas doencas hepaticas e da correlagéo entre niveis séricos e pressao
portal®-%9 resta saber a exata participagdo do figado na elevagao de
suas concentragdes ¢ a relacdo com a doenga hepatica. Diante da
grande distribuicdo de laminina nas membranas basais do organismo
e a pequena participagdo na MEC do figado, algumas questdes
necessitam ser investigadas e esclarecidas. A correlagao entre pressao
portal e niveis de laminina sérica na doenga hepatica cronica ndo
tem sido observada por todos os autoresV.
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No presente estudo utilizou-se anticorpo policlonal antilaminina
de camundongo (aLNM) que apresenta extensa reagdo cruzada com
a laminina de rato!* 29 A média das concentragdes de laminina
sérica nos ratos-controle foi préximo ao observado na literatura'*.
Esses valores aumentam em média, até quatro vezes em animais
com cirrose hepatica. Embora haja tendéncia a aumento progressivo
da laminina, com o grau de fibrose, apenas animais cirréticos
apresentam valores estatisticamente superiores aos controles. Houve
correlacdo estatisticamente significativa entre concentragdo de
laminina no sangue periférico e nivel de pressdo portal, porém com
baixo grau de inter-relagdo entre si (r>=0,09), pela grande dispersdo
de valores tanto no grupo-controle, como no grupo CCl,. Por outro
lado, a correlagdo entre a laminina no sangue periférico e graus de
fibrose hepatica, mostra melhor coeficiente de correlagio (rs = 0,59)
do que com a pressdo portal. Esses achados associados a excelente
correlagdo entre hipertensdo portal e grau de fibrose (rs = 0,82)
sugerem que niveis de laminina sérica circulante e de pressdo portal
ndo tenham relagdo causa-efeito e os valores de laminina sejam apenas
reflexo do grau de fibrose hepatica, fator este sim, determinante ou
mais diretamente relacionado com hipertensao portal.

Torna-se 6bvia a necessidade de avaliagdo do grau de deposigao
de laminina no figado desses animais tanto nos sinusoéides, quanto
nos septos fibrosos para avaliar se nesses animais ha correlagio
entre a capilarizagdo dos sinuséides e a deposigdo de laminina no
espago de Disse e se o “turnover ” alterado dessa glicoproteina seria
responsavel pela correlagdo entre seus valores séricos e a pressio
portal, como observado em portadores de fibrose e cirrose
hepaticas® > 13.22:29,
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Neves LB, Catarino RM, Silva MRR, Parise ER. Increased serum levels of laminin in the experimental cirrhosis induced by carbon tetrachloride. Arq Gastroenterol

2003;40(3):173-176.

ABSTRACT - Background — Serum laminin has been correlated with portal hypertension and sinusoid capillarization in chronic liver diseases. Little is

known about its dynamics in liver diseases. Aim — To investigate the levels of serum laminin in experimental cirrhosis induced by carbon tetrachloride, as
well as to correlate its level with the degree of hepatic fibrosis and portal hypertension. Material and Methods — Forty-nine albino Wistar rats were
studied. Twenty-three were treated with carbon tetrachloride solution at 8% and 16 were kept as controls. Between the 6™ and 16™ weeks, all animals were
sacrificed, submitted to measurement of portal pressure and blood sampling of the femoral veins. Liver fragments were fixed for light microscopic studies.
Hepatic fibrosis was classified as perivenular fibrosis, complete and incomplete septal fibrosis and cirrhosis. Determination of laminin concentration was
performed by ELISA with an antibody against laminin isolated from Engelbreth-Holm-Swarm tumor. Results — The portal pressure was correlated with
the degree of hepatic fibrosis (rs = 0.82; n = 45). Its levels in septal fibrosis (10.8 + 1.2 cm H,0) and cirrhosis (13.6 + 3.1 cm H,0) were statistically higher
when compared to control (7.9 + 1.5 cm H20) and perivenular fibrosis (9.1 + 0.8 cm H,0) groups. Peripheral blood laminin concentration in cirrhosis (40.0
+ 18.7 ug/dL) was significantly higher when compared to control (13.8 + 12.1 pg/dL), perivenular fibrosis (19.1 + 15.5 ug/dL) and septal fibrosis (22.2
+27.0 pg/dL) groups. The circulating laminin was correlated to the degree of hepatic fibrosis (rs = 0.59; n = 49) and to portal pressure (r = 0.29; n = 45).
Conclusions - In the chronic carbon tetrachloride intoxication, laminin levels are better correlated with the development of hepatic fibrosis than with
portal hypertension.

HEADINGS — Laminin. Carbon tetrachloride. Extracellular matrix. Hypertension, portal. Liver cirrhosis, experimental. Rats.
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