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Resumo

O figado desempenha papel homeostatico fundamental no equilibrio de numerosos processos biologicos.
Cirrose hepatica ¢ uma sindrome, na qual convergem algumas doengas hepaticas cronicas, ocorrendo lesdo
hepatocelular seguida de deposicdo exacerbada de tecido fibroso ocasionando desorganizag@o da arquitetura
tecidual. O figado esta sujeito a lesdo potencial por uma grande quantidade de agentes farmacologicos, toxicos
e/ou microbioldgicos. Para o estudo de possiveis tratamentos para a cirrose, ¢ necessario o estabelecimento de
modelos animais de indug@o de cirrose, principalmente em roedores de laboratdrio que mimetizem o processo
cirrético encontrado em animais e homem, que tenham alta reprodutibilidade, homogeneidade ¢ baixa mortalidade.
Sendo assim, a indugdo de cirrose hepatica torna-se primordial para investigar doengas hepaticas cronicas,
como também para testar possiveis tratamentos terapéuticos para posterior utilizacdo na clinica veterinaria e
humana. Tetracloreto de Carbono- CCl,, Tiocetamida — TAA e Dimetilnitrosamina — DMN tém sido as drogas de
elei¢do para a indugdo da cirrose experimental em ratos, e sdo os modelos analisados neste trabalho. O modelo
cirrotico com a TAA se mostrou ser o mais promissor pelos seguintes motivos: produz padrdo histologico mais
préximo ao da cirrose humana, com menor mortalidade, maior reprodutibilidade e seguranga, apesar do periodo
de indugdo ser maior (14 semanas).

Unitermos: cirrose hepatica, indugao, modelos experimentais, rato, tioacetamida

Abstract

Experimental models for induction of liver cirrhosis in animals: a review. The liver plays a key role in
the homeostatic balance of many biological processes. Cirrhosis is a syndrome in which chronic liver diseases
converge, leading to hepatocellular injury, the exacerbated deposition of fibrous tissue, and eventually the
disruption of the tissue architecture. The liver is subject to potential injury by a large quantity of pharmacological
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agents, toxic and/or microbiological. For the study of possible treatments for cirrhosis, it is necessary to establish
animal models of induction of cirrhosis, especially in laboratory rodents which mimic the cirrhotic process
found in animals and humans, that have high reproducibility and uniformity, with a low mortality rate. Thus,
the induction of liver cirrhosis becomes essential to the investigation of chronic liver diseases, as well as to test
possible therapeutic treatments for subsequent use in human and veterinary clinics. Currently, experimental
studies have been conducted to collect data about the various hepatotoxic drug effects. Carbon tetrachloride
-CCl4, Thioacetamide —TAA and dimethylnitrosamine -DMN were the drugs of choice for cirrhosis induction
in experimental models in this study. The model using cirrhotic TAA seems to be the best model for the reason
that it produces a histological pattern closest to that of human cirrhosis, leading to lower mortality with higher
reproducibility and security, despite the longer period of induction (14 weeks).

Key words: experimental models, induction, liver cirrhosis, rats, thioacetamide

Introducao

O figado ¢ o principal 6rgdo de detoxificacdo do
corpo (Pouton e Hayanes, 2005). O figado cirrotico €
caracterizado por deformagao nodular do parénquima,
fibrose e hiperplasia de ductos biliares. A cirrose ¢ um
processo difuso de fibrose e conversdo da arquitetura
normal do figado em 16bulos estruturalmente anormais
(Carlton e McGavin, 1998; Stalker e Hayes, 2007).
A fibrose hepatica caracteriza-se por um aumento no
acimulo de proteinas na matriz extracelular, excesso
de colageno, ativacdo e aumento do numero de células
estreladas hepaticas (Garcia et al., 2002).

A cirrose hepatica ¢ a sétima causa de morte no
mundo nos EUA, causando mais de 25.000 obitos a
cada ano. No Brasil, sdo notificadas em média 12.800
mortes/ano (Ministério da satde do Brasil, 2000). Nos
cdes a incidéncia desta doenga é de 15% (Stravitz et
al., 2009).

Varias drogas afetam o figado por estresse oxidativo.
A exposicao do tecido hepatico a tais agentes quimicos
constitui um importante risco a saude, causando injaria
pela producédo de radicais livres que iniciam 0 processo
de lipoperoxidacdao ou por deple¢do de componentes
endogenos de antioxidantes glutationicos (Pawa e Ali,
2004).

Uma variedade de medicamentos € suspeita ou
confirmada por causar hepatoxicidade. A doenca hepatica
cronica induzida por medicamentos pode resultar em
cirrose, fibrose, esteatose, neoplasia ou hepatite cronico-
ativa (Johnson, 1997 apud Laleman et al., 2006).

O principal objetivo do presente trabalho foi,
obter por meio de revisdo da literatura, um modelo de
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cirrose hepatica intenso, com alteragdo significante da
morfologia parenquimal e dos marcadores sanguineos de
lesdo hepatica. Neste estudo, analisaram-se as principais
drogas utilizadas para indugdo de cirrose hepatica, sdo
elas: tetracloreto de carbono (CCl,), tiocetamida (TAA)
e dimetilnitrosamina (DMN) (Pawa e Ali, 2004). Através
destas analises sera possivel avaliar de forma fidedigna
os efeitos dos tratamentos anticirroticos a serem testados,
enfatizando os riscos e efeitos que essas drogas podem
ocasionar na saide do homem.

Material e Métodos

Os dados obtidos sao referentes a pesquisa e
consulta ao tema por levantamento bibliografico em
artigos cientificos, revistas especializadas e livros. A
cirrose hepatica esta entre as dez causas de morte mais
comuns no mundo, sendo seu estudo essencial para a
saude humana ¢ animal (Laleman et al., 2006).

Consideracdes éticas limitam procedimentos em
seres humanos, sendo necessarios modelos animais que
reproduzam o quadro patologico da cirrose (Laleman et
al., 2006).

Nos experimentos analisados ratos foram
submetidos a indugdo das seguintes drogas: CCl,
DMN, TAA, em diferentes doses e frequéncias, sendo
eutanasiados, necropsiados € seus aspectos macroscopios,
microscopicos e bioquimicos mensurados, avaliados e
comparados. Alguns trabalhos empregam, ainda, a
ligacdo de ductos biliares, como método de indugao,
porém, em virtude da invasividade do procedimento
e da alta mortalidade, esse modelo ndo sera abordado
nesta revisao.
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Modelos cirréticos experimentais

As diferentes substancias utilizadas para a indugao
da cirrose agem sob variaveis de tempo, dosagens e
condigOes ambientais que, experimentalmente, devem
ser controladas a fim de se otimizar os estudos em
laboratorio. Os modelos experimentais procuram, de
maneira rapida e eficiente, reproduzir as consequéncias
do quadro patologico.

Cirrose experimental induzida por te-
tracloreto de carbono

A hepatoxicidade do CCI, depende do seu
metabolismo pelo citocromo P450 dos hepatdcitos. A
metabolizagdo da molécula de CCl, produz radicais
livres que lesionam o tecido, levando a peroxidagao
lipidica e lesdo de membrana. (Shi et al., 1998; Sun
et al., 2001). Diaz-Gil et al. (1999), em modelo de
cirrose experimental induzido por CCl,, verificaram
aumento significativo da atividade das transaminases
(ALT, AST) e fosfatase alcalina (FA). Observaram
também, diminuicdo dos niveis séricos de proteina
total, albumina e hematocrito (Diaz-Gil et al., 2009).
Macroscopicamente, verifica-se a presenca de nddulos
fibroticos pos cicatriciais com distribuicao difusa e
microscopicamente infiltrado inflamatério (Kanno et
al., 2003), esteatose, necrose, fibrose, proliferacao de
ductos biliares e reorganiza¢do parenquimal nodular
(Stalker e Hayes, 2007).

A indugido da cirrose com CCl, se da por via
intraperitoneal, em geral, trés aplicacdes por semana,
na concentragdo de 0,15ml/100g de peso vivo, durante
periodos varidveis. Li et al. (2002), apds administragdo
de CCl, por oito semanas em ratos, conseguiram fibrose.
No entanto, Simile et al. (2001) e Diaz-Gil et al. (1999)
administraram CCl, por 14 ¢ 11 semanas respectivamente
e diferente do estudo anterior que obtiveram apenas
fibrose, estes conseguiram cirrose.

Cremonese et al. (2001) observaram que quando
animais sdo submetidos a inalagdo de CCl, em diferentes
intervalos de administragdo (5%, 7%, 9%, 12* ¢ 15 semana),
verificaram o estabelecimento de cirrose em 100%
dos animais entre a 12* ¢ 15* semanas de inalagdo. A
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partir da 5% semana, houve o aparecimento de necrose
hepatica difusa associada a esteatose hepatocelular,
havendo deposi¢cdo progressiva de colageno e fibrose
subsequente, atingindo-se o estagio de cirrose hepatica
micronodular na 15% semana de inalagao.

Contudo Pawa ¢ Ali (2004), induziram cirrose
hepatica em ratos pela associagdo entre CCl, e CHCI, por
via intraperitoneal nas dosagens de 1,5ml/kg e 1,0ml/kg,
respectivamente. Os resultados obtidos demonstraram
que ambas as drogas foram hepatotoxicas, tendo ocorrido
aumento das enzimas hepaticas, necrose hepatocelular
e faléncia hepatica fulminante. A necrose hepatocelular
foi a principal lesdo ocasionada pela indugao por CHCI..
A hepatoxicidade induzida pelo CCl, em ratos gerou
nddulos hepaticos e aumento significativo das provas
de funcao hepatobiliar.

Yongping et al. (2009) utilizaram o CCl, na
dosagem de 3ml/kg intradermicamente na primeira
aplicagdo, seguida de duas aplica¢des semanais de 2ml/
kg por 12 semanas e induziram cirrose em 80% dos
ratos estudados.

Cirrose experimental induzida por di-
metilnitrosamina

A dimetilnitrosamina (DMN) também
conhecida como N-metil-N-nitrosometilamina ou
N-Nitrosodimetilamia ¢ um composto hepatotodxico,
mutagénico e carcinogénico, com aspecto liquido oleoso
de cor amarela, podendo ser absorvido por ingestdo
ou inalagdo (Keiichi et al., 2005). Usado em modelos
de lesdo hepatica, causa grande taxa de mortalidade
quando fornecido em altas doses. Doses menores, em
intervalos de aplicagdo prolongados ndo induzem cirrose
hepatica de modo eficaz. DMN causa ascite nos animais,
assim como a elevagdo da quantidade de bilirrubina,
FA, y-glutamiltrasferase, ALT, e redug@o dos niveis
de proteina total, albumina e globulina plasmatica.
Normalmente a cirrose hepatica com DMN ¢ induzida
por aplicagdes intraperitoneais em 3 dias consecutivos
durante quatro semanas na dosagem de 10pg/kg (Tanaka
et al., 2009).

Embora a DMN seja classicamente usada para
a inducdo de cirrose hepatica em ratos, sua alta
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mortalidade, necrose e inflamacdo grave com sinais
evidentes, induzem a um quadro que ndo reflete a maioria
dos casos de cirrose em humanos e animais (Schuppan
et al., 1998; Sato et al., 2000; Watson, 2004).

Cirrose experimental induzida por tio-
cetamida

Em 1948, descobriu-se que a administra¢ao cronica
da TAA levava a cirrose hepatica e hepatocarcinomas
(David etal., 2002). ATAA reduz a atividade antioxidante
e acentua a peroxidagao lipidica no figado, estabelecendo
uma condicao de estresse oxidativo que leva a necrose
celular (Tunez et al., 2005). A toxicidade da TAA
leva a destrui¢do do parénquima com rompimento
de endomembranas e perda da matriz citoplasmatica
(Muiioz et al., 1991; Karantonis et al., 2009).

O modelo de cirrose hepatica experimental pela
administragdo de TAA é amplamente utilizado para o
estudo do desenvolvimento do processo patologico e
para a pesquisa de alternativas para o seu tratamento. As
formas de administracdo mais empregadas sao: a oral
(através da dgua), por inalacdo, injecdes intraperitoneais
ou subcutaneas. O método de administragao oral nao
¢ invasivo, sendo de facil indugdo da cirrose para um
grande numero de animais, porém o inconveniente
esta na falta de controle na dosagem do farmaco
administrada por animal, tendo como consequéncia
a grande variagdo individual nas lesdes resultantes e
resultados heterogéneos durante o desenvolvimento
do quadro patologico, caracterizando-se como um

fator desfavoravel para a utilizagdo deste modelo. A
administracdo de TAA oral limita a toxicidade extra-
hepatica em contraste com aplicacdo de TAA por
inalacdo, injecdes intraperitoneais ou subcutaneas.
Contudo, a adocdo da injecdo intraperitoneal de TAA
uniformiza a quantidade de toxina que o animal recebera,
diminuindo a variabilidade observada na administragao
oral (Moreira et al., 1995; Fontana et al., 1996; George
etal., 2001; Li et al., 2003).

Laleman et al. (2006) realizaram um estudo com
a TAA, baseados em estudos prévios realizados por
Lee e Grozmann (1999), os quais a descreveram como
sendo uma hepatotoxina causadora de cirrose hepatica
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semelhante a que acomete humanos. Neste estudo,
ratos Wistar foram intoxicados oralmente com TAA
e divididos em trés grupos. Em dois grupos TAA foi
administrada por seis e 12 semanas, respectivamente,
enquanto no terceiro grupo a TAA foi administrada por
18 semanas. No inicio, a concentragdo foi de 0,03%
de TAA na agua dos animais para todos os grupos.
Posteriormente, as concentragdes foram sendo adaptadas
de acordo com o peso corpdreo. Estudo similar havia
sido realizado por Li et al. (2002), tendo ambos os
experimentos alcancado os mesmos resultados. Em
ambos, dados histologicos comprovaram que, somente
no terceiro grupo houve o aparecimento de um estado
cirrético verdadeiro e homogéneo, verificando a presenga
de alteragdes histoldgicas tipicas, como dano e morte de
células parenquimais, regeneracao parénquima-nodular
resultando em uma arquitetura hepatica distorcida com
septos fibrosos. Nos demais grupos, ratos intoxicados
por seis e 12 semanas demonstraram hepatite e fibrose
avangada, respectivamente. Em ratos intoxicados por
seis e 12 semanas ndao houve mortalidade e com 18
semanas a mortalidade foi de 16%.

Assim, o modelo realizado por Laleman et al.
(2006), onde houve 16% de mortalidade com 18 semanas
e maior homogeneidade em relagdo aos parametros
avaliados, condiz com os de Li et al. (2002), que sugerem
uma administragdo de TAA por mais de 12 semanas na
agua dos animais adaptando as doses, de acordo com o
peso semanal dos mesmos, resultando em um modelo
homogéneo e reprodutivel de cirrose. Tal protocolo
esta de acordo também com o verificado por Al-Bader
et al. (2000), onde a TAA foi administrada em ratos
Wistar na dose de 0.5g/L na dgua ou ragao pelo periodo
experimental de 12 semanas. Estes demonstraram
que, nesta concentragdo a droga ndo causou nenhuma
mortalidade, no entanto, mudancgas patologicas foram
manifestadas, como: aumento nos niveis de marcadores
enzimaticos de fungdes hepaticas, diminui¢ao nos niveis
de zinco e selénio plasmatico, decréscimo no peso dos
animais ¢ alteragdes em varios 6rgdos como bago e rim
(Soylu et al., 20006).

Em estudo realizado por Lima (2008) utilizando ratos
fémeas Wistar, administrou-se inje¢do intraperitoneal
de TAA em todos os animais, trés vezes por semana
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durante 14 semanas, nas seguintes doses: grupo A
(200mg TAA/kg); grupo B (aumento de 20% aos
48 dias); grupo C (aumento de 10% a cada 24 dias);
grupo D (aumento de 15% a cada 24 dias) e grupo E
(solugao salina-controle). Macroscopicamente, a cirrose
hepatica foi desenvolvida em todos os grupos, sendo os
danos de funcdo hepatica verificados pelas alteracdes
significativas dos marcadores mais especificos de lesao
hepatica, observados pela analise bioquimica, mais
acentuados nos grupos em que houve aumento de dose. A
taxa de mortalidade registrada foi 5% nos grupos Ae B,
14,3% no grupo C, 44% no grupo D e zero no grupo E.
A mortalidade do grupo D foi elevada (44%) com baixo
rendimento do quadro patologico, ou seja, era esperado
que o quadro cirrético desenvolvido por este grupo fosse
mais acentuado do que nos outros grupos, entretanto,
0 que se observou foram valores de ganho de peso e
bioquimica sanguinea bastante proximos aos do grupo
B e C, com elevada mortalidade e cirrose macroscopica
pouco evidente, tendo este grupo apesar do aumento
maior na dose, resultados similares aos do grupo A (dose
constante) e alta mortalidade, selecionando animais
resistentes a droga.

Guerra et al. (2009) induziram uma cirrose
macronodular cronica em ratos Wistar, apds administracao
intraperitoneal de TAA por 14 semanas, trés vezes por
semana na concentracdo de 200mg/kg. Neste modelo,
apos a sétima semana de indugdo, a dosagem da TAA foi
acrescida em 20% para inibir o equilibrio metabdlico da
droga. Os animais apresentaram elevacao de transaminases
hepaticas, com aumento do colageno parenquimal, aumento
da expressdo génica de colageno al, TGFB1, TIMPI,
MMP2, assim como proliferacao de ductos biliares. Apesar
dessas caracteristicas, a mortalidade foi de apenas 4%. A
baixa mortalidade, além de ser caracteristica dos modelos
utilizando-se de TAA, parece estar relacionada ao fato
dos pesquisadores neste trabalho ajustarem a dose da
droga individualmente para cada animal de acordo com
seu peso, possibilitando uma menor mortalidade ¢ uma
maior homogeneidade. Esse modelo cirrético também foi
recomendado por Lima (2008).

A TAA por via intragastrica, assim como ocorre
com outras hepatotoxinas, geralmente incorre em
resultados heterogéneos durante o desenvolvimento do
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quadro patolégico, limitando a aplicagao desse modelo.
Ha certo grau de variacdo na sensibilidade hepatica
entre os animais e, apés um determinado periodo de
administragdo da substancia, o animal adquire resisténcia
a droga inclusive com retorno ao ganho de peso (Li et
al., 2002; Guerra et al., 2009). A sensibilidade hepatica
a TAA se reduz com o tempo, sugerindo que as doses
sejam ajustadas para cada animal de acordo com suas
variagoes de peso, aumentando o rendimento da indugao
do quadro cirrdtico em maior numero de animais e
reduzindo a mortalidade dos mesmos (Li et al., 2002;
Guerra et al., 2009).

Andlise comparativa dos modelos
cirréticos: vantagens e desvantagens

Sabe-se que, apesar do figado dos ratos apresentarem
uma aparéncia mais lobulada do que o da espécie
humana, ha uma correspondéncia entre os seus lobos
e os setores hepaticos do figado humano. Ambas as
espécies pertencem a Classe Mammalia e, portanto,
apresentam desenvolvimento embriologico semelhante
(Langsch et al., 2009), podendo assim, servir de modelo
experimental. Comparando os trabalhos realizados com
inducao de cirrose hepatica em roedores de laboratorio,
observa-se que a cirrose induzida por TAA em ratos
induz a uma mortalidade menor (maximo de 35%)
(Laleman et al., 2006; Guerra et al., 2009) em relagao
ao CCl, (30-50% ou mais) (Jeong et al., 2001; Li et
al., 2002) ou a DMN, a qual pode induzir a 100% de
mortalidade (Jeong et al., 2001). A fibrose hepatica
e os nddulos regenerativos pela cirrose induzida por
TAA s@o mais proeminentes macroscopicamente € o
padrao histoldgico € mais proximo ao da cirrose humana
(Laleman et al., 2006). Apesar da fibrose induzida
com TAA se desenvolver mais lentamente do que com
CCl,, o parénquima se torna completamente dividido
por septos fibrosos bem demarcados (Shea e Manseau,
1968; Al- Bader et al., 2000; Spira et al., 2002). Este
desenvolvimento tardio € visto como mais uma das
caracteristicas da TAA em reproduzir adequadamente o
estado cronico da doenga hepatica (Masumi et al., 1999).
Geralmente, sdo necessarios anos de exposi¢ao ao agente
toxico para que grau semelhante de cirrose hepatica se
desenvolva no homem.
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Em uma visdo geral, considera-se como vantagem
na indugéo por CCl, sua correlagdo com a cirrose
hepatica em relagdo as questdes morfofisiopatologicas,
como a insuficiéncia hepatica obtida (Zim et al., 2002;
Natarajan et al., 2006). Entretanto, desvantagens,
como a presencga de septos fibrosos, pouca proliferagao
ductobiliar e rapida regressao das lesdes dificultam o
estudo de tratamentos anticirrdticos em longo prazo
(Cremonese et al., 2001; Li et al., 2002; Muriel ¢
Escobar, 2003), devido a baixa reprodutibilidade e
homogeneidade do quadro cirrdtico (Laleman et al.,
2006) e alto indice de mortalidade encontrados durante
a inducdo (Jeong et al., 2001; Li et al., 2002; Laleman
et al., 2006; Lee et al., 2008). Yongping et al. (2009)
obtiveram uma porcentagem de 20% de ratos que ndo
apresentaram cirrose hepatica, esse dado, adicionado
a outros fatos supracitados, demonstra que o CCl, ndo
¢ totalmente eficaz na indugdo da cirrose. A cirrose
resultante também foi pouco homogénea, levando a
alta mortalidade, baixa semelhan¢a com a que acomete
humanos, ¢ a inalagao desta droga pode causar problemas
de satde ao pesquisador (Jeong et al., 2001; Laleman
et al., 2000).

Analogamente a TAA, a DMN ¢ uma hepatotoxina
com a vantagem de possuir um quadro cirrético bastante
semelhante ao do ser humano, com forte correlagdo entre
o quadro histologico e funcional, com rapida deposi¢ao
de colageno. Entretanto, possui como desvantagens
a elevada toxicidade, causando, em pequenas doses
necrose hepatica massiva e alta mortalidade, podendo ser
absorvida pela pele, mucosa, intestino e pulmao (Madden
et al., 1970; Lee et al., 2008). A TAA proporciona um
modelo experimental de cirrose hepatica reprodutivel,
com menor taxa de mortalidade, sendo menos perigoso
ao contato com os pesquisadores que as outras duas
drogas mencionadas (Akahoshi et al., 2002; Pawa ¢ Ali,
2004). Apesar dessas vantagens, a TAA necessita de um
periodo maior de administragcdo para induzir cirrose
hepatica e causar elevacdo das transaminases hepaticas
do que com a administragdo do CCl, e DMN (Guerra
et al., 2009).

A utilizagdo da TAA para induzir cirrose em
ratos é aconselhada, devido ao desenvolvimento de
quadro patologico semelhante a cirrose hepatica que

Revista Biotemas, 23 (2), junho de 2010

C. C. Passos et al.

acometem humanos e animais, menor mortalidade,
maior reprodutibilidade e seguranca de utilizacdo.
Maior eficacia é obtida com o ajuste da dose (20%)
durante indugdo, de acordo com o peso individual de
cada animal. Estas medidas minimizam a mortalidade ¢
proporcionam uma cirrose homogénea. Entretanto, ndo
ha alteragdo significativa de transaminases hepaticas,
exceto a Gama Glumatil Transferase (GGT). Desta
forma, se 0 modelo experimental necessita de avaliagdes
sorologicas seriadas, o modelo mais indicado poderia
ser o utilizando DMN.
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