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RESUMO

BETA-CAROTENO E VITAMINA A MODULAM A PROLIFERAGAO DE
CELULAS OVAIS E A EXPRESSAO GENICA PARA CONEXINA 43 EM
MODELO /N VIVO DE DIFERENCIACAO CELULAR HEPATICA

Avaliaram-se os efeitos do p-caroteno e da vitamina A sobre o processo de
proliferacédo de células ovais em modelo de diferenciacdo celular hepatica.
Para tanto, ratos machos Wistar foram tratados com p-caroteno (grupo BC —
70 mg/kg de peso corpoéreo [pc]), vitamina A (grupo VA — 10 mg/kg pc) ou
oleo de milho (CO— grupo controle) por via intragastrica e em dias alternados,
durante 4 semanas consecutivas. Apds este periodo, os animais foram
submetidos ao modelo AAF/PH (6 x 20 mg AAF [2-acetilaminofluoreno] / kg pc
e hepatectomia parcial) e sacrificados em diferentes dias ap6s a cirurgia (HP).
Foram colhidas amostras de figado para determinagédo das concentragbes de
B-caroteno, retinol e palmitato de retinila (por CLAE — cromatografia liquida de
alta eficiéncia); para analises histoldgica (hematoxilina e eosina) e imuno-
histoquimica (com anticorpos anti-GST-P), bem como para avaliagdo das
expressoes génicas (por northern blot) para as conexinas (cx) 43 e 32.
Observou-se, através das analises histologica e imuno-histoquimica, que o
pico de proliferacdo das células ovais foi deslocado para dias mais tardios
apos HP, de forma analoga nos grupos BC e VA, quando comparados ao
grupo controle. Além disso, foi constatado que o pico de expressao génica
para cx 43 foi também deslocado para dias mais tardios pés-HP, de forma
similar nos grupos BC e VA, e que houve um aumento na expressao génica
para cx 43 entre o 10° e 16° dias apés HP no grupo VA, em relagdo ao
controle. Nao foi observada diferengca na expressao génica para cx 32 entre
0s grupos. Conclui-se que o B-caroteno modulou a proliferacdo de células
ovais € a expressao génica para cx 43, retardando ambos os fendbmenos, e
que esta agao foi mediada em parte via retindides ativos. Ainda, o carotendide
mostrou uma tendéncia em induzir, de forma intrinseca, a diferenciacao das

células ovais em hepatécitos.
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1. INTRODUCAO

1.1. ASPECTOS GERAIS

As evidéncias epidemioldgicas que fundamentam um papel do j-
caroteno na quimioprevencao do cancer tém sido confirmadas, sobretudo em
estudos experimentais, tanto in vitro quanto in vivo. Neste ultimo caso,
constatou-se uma atividade inibitéria do carotendide sobre lesbes pré-
neoplasicas, através de modelos de hepatocarcinogénese como o do
hepatdcito resistente (modelo RH), entre outros (Naves & Moreno,1998).

Nos modelos in vitro, como no sistema de células C3H10T1/2, de

fibroblastos de camundongos, por sua vez, o B-caroteno tem se revelado um
agente anticarcinogénico capaz de inibir a transformacao neoplasica. Este
efeito € em parte mediado via inducdo da formagdo de comunicagdes
intercelulares juncionais tipo hiato (gap junctions intercellular communication -
GJIC), que funcionam como uma rede de comunicacgao direta entre células,
veiculando fatores que controlam a diferenciacdo e proliferacao celulares,
capazes de inibir ou mesmo suprimir o processo de carcinogénese (Yamasaki
et al.,1995, Goodenough et al.,1996). Sugere-se que esta acao sobre as
jungoes tipo hiato resulta de uma possivel atividade do carotendide em nivel
gendmico, através da modulagao da expressdo do gene que codifica para a
conexina 43, uma proteina estrutural das GJIC nas células C3H10T1/2
(Bertram & Bortkiewicz,1995).

Por outro lado, postula-se que no figado do animal adulto, as
denominadas células ovais (pequenas células com nucleo ovédide), que
proliferam durante as etapas iniciais da hepatocarcinogénese, séo células-
mae que podem dar origem a hepatocitos, bem como ao céncer hepatico
(Thorgeirsson,1996). Tem-se observado uma atividade inibitéria do B-
caroteno sobre a populagao de células ovais no modelo RH, achado indicativo
de uma acao do carotendide na diferenciacao celular hepatica, o que poderia
explicar seu papel protetor contra lesdes pré-neoplasicas no figado (Moreno
et al.,1995a, Rizzi et al.,1997, Dagli et al.,1998).

Assim, no presente estudo objetivou-se investigar os efeitos da
administracdo de p-caroteno a ratos submetidos a modelo de diferenciacéo

celular hepatica, sobre o processo de proliferacdo de células ovais, no sentido
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de contribuir para um maior entendimento do papel do carotendide na

diferenciacao celular e, por conseguinte, na quimioprevencao do cancer.

1.2. BETA-CAROTENO E QUIMIOPREVENGAO DO CANCER

Tem-se acumulado na literatura, por mais de vinte anos, evidéncias de
que o B-caroteno pode desempenhar um papel relevante na quimioprevengao
do cancer (Peto et al.,1981, Mathews-Roth,1985, Krinsky,1991, Gerster,1993,
Gerster,1995, Ziegler et al.,1996a, Burri,1997, Naves,1998). Contudo, a
investigacao nesta area e a interpretagao dos resultados tém sido dificultadas
pelo fato de que o cancer é o desfecho de um processo de multiplas etapas
(em geral dispostas em trés estagios definidos por iniciagdo, promogao e
progressao), que envolve um periodo de varios anos ou mesmo décadas
(Pitot & Dragan,1996), gerando grandes limitagcbes nos estudos
epidemiolégicos nutricionais (Langseth,1996, Doll,1996) e na definicdo de
protocolos experimentais.

Os resultados promissores obtidos neste campo de investigagéo, por
sua vez, tém despertado grande interesse nos mecanismos biologicos de
acao do carotendide como agente quimiopreventivo. Assim, tem-se
evidenciado que o p-caroteno esta envolvido em diferentes processos
bioldgicos, de diversos modos. Para tanto, Olson (1989) sugere distinguir as
propriedades bioldgicas dos carotendides em trés categorias - fungdes,
associacdes e acgdes. Nesta secdo o assunto sera abordado segundo esta
perspectiva.

A fungdo pro-vitaminica A constitui, até o momento, a unica fungao
biolégica comprovada do B-caroteno em humanos (Olson,1996). Cerca de

70 % do aporte de vitamina A da dieta humana é derivado dos carotendides,

presentes nas frutas e vegetais, especialmente do p-caroteno (FAO & WHO,
1988). A absorcdo, bioconversdo a retinol e metabolismo em geral do
carotendide tém sido alvo de intensa investigagao, gerando a publicagéo de
diversas revisdes sobre o assunto, embora muitos pontos ainda necessitam
de esclarecimentos (Wang,1994, Parker,1996, van Vliet,1996, Furr & Clark,
1997, Silveira & Moreno,1998).
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1.2.1. Associagoes Epidemioldgicas

A associagao entre B-caroteno e cancer tem sido bastante investigada
através de estudos epidemiologicos observacionais, tipo caso-controle e
coorte; de forma mais especifica a partir do trabalho de revisdo de Peto et al.
(1981), e da evolugdo dos métodos de analises quimicas e bioquimicas de
diferentes tipos de carotendides. Estes autores especularam que o -caroteno
seria o fator, relacionado a ingestédo de vegetais verdes e de vitamina A,
responsavel pelo efeito protetor contra o cancer. Desde entdo, tem-se
pesquisado esta hipotese em inumeros estudos epidemiolégicos (revisado
por Naves,1998).

No entanto, até o momento, a associacdo mais consistente que se
pode evidenciar dos estudos observacionais é uma relagdo inversa entre

consumo de frutas e vegetais (em especial os de cor verde-escuro e amarelo-

alaranjado), ou nivel sanglineo de B-caroteno (soro ou plasma), e risco de
alguns tipos de canceres, tais como de pulmao e de estdmago (Ziegler,1991,
Block et al.,1992, van Poppel & Goldbohm,1995, Doll,1996). Assim, uma dieta
rica em frutas e vegetais reduz o risco de cancer de pulmao em cerca de duas
vezes (Ziegler et al.,1996a).

N&o se pode estabelecer uma relagdo exclusiva entre B-caroteno e
cancer, através dos dados disponiveis de estudos epidemioldgicos
observacionais, uma vez que a maioria dos trabalhos ndo analisa o0 consumo
do carotendide separadamente. Dados de estudos antigos, reanalisados,
sugerem que um baixo consumo de B-caroteno pode implicar em maior risco
de cancer de pulm&o, embora em menor propor¢ao que o consumo reduzido
de vegetais fontes de carotendides (Le Marchand et al.,1993, Ziegler et al.,
1996Db).

Além disso, os estudos ndo exploraram convenientemente a influéncia
relativa de variaveis da dieta tais como outros tipos de carotendides, outros
componentes das frutas e vegetais (vitaminas, fibras, outros fitoquimicos) ou,
ainda, outros itens da dieta como colesterol, carne e alcool. Por outro lado, a
concentragdo de B-caroteno no sangue pode refletir apenas o consumo de
frutas e vegetais, e ser afetada por diversos fatores que nédo foram
adequadamente controlados na maioria dos estudos, como por exemplo, o
tabagismo (Ziegler et al.,1992, Koo,1997).
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Pode-se, ainda, concluir destes relatos que o p-caroteno, se protetor,
seria efetivo em quantidades fisioldgicas, normalmente encontradas em uma
dieta rica em frutas e vegetais, ou seja, cerca de 4 a 6 mg/dia (Shekelle et al.,
1981, Ziegler et al.,1992, Ziegler et al.,1996b). Além disso, os estudos
prospectivos, tipo coorte, por serem de longa duragao (em geral mais de uma
década), sugerem que o carotenoide, se protetor, teria agdo nos estagios
iniciais da carcinogénese (Stahelin et al.,1991, van Poppel & Goldbohm,
1995).

1.2.2. Agoes em Modelos in Vitro e in Vivo

Estudos em modelos in vitro tém revelado uma agéo inibitoria do B-
caroteno nas transformacdes neoplasicas (Krinsky, 1993). Assim, por
exemplo, constatou-se, no sistema de células C3H/10T1/2, de fibroblastos de
camundongos, inibicdo da produgéo de focos de células transformadas, com
[-caroteno em concentragdes de cerca de 10 uM, aplicado apés a iniciagéo
(inducdo quimica ou fisica), ou com outros carotendides sem atividade pré-
vitaminica A, tais como cantaxantina e licopeno (Pung et al.,1988, Bertram et
al.,1991, Kennedy & Krinsky,1994).

Além disso, observou-se agao citotoxica seletiva do [-caroteno,
quando presente em altas concentracbes no meio de cultura (70 uM),
resultando em inibicdo da proliferacdo de células de diferentes neoplasias
humanas (Schwatz & Shklar,1992). Mais recentemente constatou-se efeito
semelhante (lftikhar et al.,1996), empregando o carotenéide em concentra-
¢des bem menores (cerca de 3 ou 6 uM), em células de cancer de colon. Em
outro estudo (Levy et al.,1995), entretanto, observou-se uma agao citotdxica
seletiva do licopeno muito mais evidente que a do p-caroteno, na inibicao da
proliferacdo de células de canceres humanos (endometrial, mamario e
pulmonar). Assim, esta acdo, se houver, parece independente da
concentragdo e da atividade pré-vitaminica A do carotendide, sendo
necessarios mais estudos para esclarecer o papel do p-caroteno na
proliferacdo de neoplasmas, sobretudo in vivo, bem como para elucidar os
mecanismos envolvidos.

A acdo quimiopreventiva do B-caroteno em modelos animais, foi

primeiro constatada de forma controlada, por Epstein (1977), em carcinomas
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de pele. Mathews-Roth e seu grupo (Mathews-Roth,1982, Mathews-Roth,
1985, Mathews-Roth & Krinsky,1987) confirmaram estes achados em varios
estudos, através da indugao (quimica e/ou fisica) de cancer de pele em
camundongos suplementados com [-caroteno em altas concentragdes na
ragcao, bem como investigaram a agao de outros carotendides sem atividade
pro-vitaminica A. Da mesma forma, foi evidenciada acao inibitéria do f-
caroteno em canceres da cavidade oral, induzidos na mucosa da bolsa facial
de hamsters (Suda et al.,1986, Gijare et al.,1990), bem como em outros tipos
de canceres, especialmente os de origem epitelial ( revisado por Gerster,
1993).

Estudos em diversos modelos animais tém revelado um potencial
anticarcinogénico do B-caroteno, sobretudo nas etapas de iniciagdo ou de
promogao precoce do processo neoplasico, inibindo a formacao de lesdes
pré-neoplasicas. Além disso, apontam ainda que o carotendide € capaz de
proteger em estagios mais avancados do processo, retardando ou
bloqueando a formagado de lesdes neoplasicas nos animais (revisado por
Gerster,1995, Naves,1998). Porém, neste ultimo caso, devido a limitagdes
nos protocolos experimentais utilizados, ndo se pode definir com exatidao em
que fase do processo o -caroteno atuou (Naves & Moreno,1998) .

O figado tem sido também alvo de estudos do processo de
carcinogénese, através de diferentes modelos, entre os quais, o do hepatdcito
resistente (RH), um modelo bem definido que permite melhor resolugéo e
sincronizagdo das diferentes etapas do processo (Solt & Farber,1976).
Moreno e seu grupo introduziram o estudo da agao quimiopreventiva do -
caroteno no modelo RH modificado (Semple-Roberts et al.,1987), avaliando
seu potencial modulador nas etapas de iniciacdo e de selegao/promocéo.
Desse modo, constataram acao inibitéria do carotendide no desenvolvimento
de lesdes hepaticas pré-neoplasicas, em ratos Wistar, nas fases de iniciacédo
e de promogao precoce (Moreno et al., 1991, Moreno et al.,1995a, Rizzi et al.,
1997, Dagli et al.,1998, Fiorio, 1998). Estes achados tém sido confirmados em
relatos de grupos de pesquisa distintos, através de estudos envolvendo
inclusive outros carcinégenos e ratos de diferentes linhagens (Sarkar et al.,
1994, Sarkar et al.,1995, He et al.,1997, Gradelet et al.,1998).

Vale acrescentar que o uso de retindides (naturais ou sintéticos) em

varios modelos animais de carcinogénese, ao contrario do 3-caroteno, sugere
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uma acao inibitdéria na promogado ou progressao, mais que na iniciagao,
sobretudo na carcinogénese de pele e das glandulas mamarias,
respectivamente. No caso da hepatocarcinogénese quimica experimental, os
relatos disponiveis evidenciam resultados contraditérios (revisado por
Moon et al.,1994, Lotan,1996). Entretanto, em estudo recente, a
administracdo de vitamina A (acetato de retinila) por oito semanas
consecutivas, reduziu a incidéncia de cancer hepatico na fase de progressao,

em ratos Wistar submetidos ao modelo RH (Silveira,1998).

1.2.3. A¢oes em Humanos

A suplementacdo com [-caroteno tem se mostrado eficaz na reversao
da leucoplaquia oral, considerada uma lesdo pré-neoplasica do cancer da
cavidade oral (Garewal & Shamdas,1991), o qual constitue um dos seis mais
frequentes tipos de canceres no mundo, e cuja causa principal € o tabaco
(Parkin et al.,1993).

Esta acdo foi primeiramente constatada em estudo conduzido na india
com mascadores de fumo ou de noz de areca (Stich et al.,1988).
Posteriormente, varias pesquisas mostraram uma reversdo ou supressao de
50 a 60 % dos casos de leucoplaquia, em suas formas iniciais, em individuos
tratados com cerca de 30 a 60 mg/dia de B-caroteno, por aproximadamente
seis meses (revisado por Garewal,1995). Resultados bem promissores foram
alcancados em estudo mais recente (Barth et al.,1997), com reducgao
significativa do numero e grau de displasia da mucosa oral, em 97,5 % dos
casos tratados com [B-caroteno, associado as vitaminas E e C, durante 12
semanas. Além disso, os efeitos quimiopreventivos destes antioxidantes
foram mais evidentes quando o consumo de alcool e tabaco foi interrompido.
Contudo, nao se conhece a importancia relativa destes achados na incidéncia
de céancer da cavidade oral.

No caso de estudos clinico-epidemiolédgicos, no inicio da década de
oitenta, instituicbes e pesquisadores foram motivados a conduzir estudos de
suplementacao farmacoldgica crénica com o carotendide, coordenados pelo
Instituto Nacional do Cancer (NCI) dos EUA, para esclarecer a relagao causal
entre B-caroteno e cancer, hipotetizada a partir dos achados epidemiolégicos
(Peto et al.,1981), e constatada em estudos experimentais entdo disponiveis
(Mathews-Roth,1985).
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No momento atual ja foram concluidos quatro estudos epidemiolégicos

de intervencdo (de grande porte), utilizando o B-caroteno na prevengao
primaria do cancer. Os estudos foram realizados em milhares de individuos, a
partir de quarenta anos de idade, suplementados com doses farmacolégicas
cronicas do carotendide (15 a 30 mg/dia), isolado ou associado a outros
micronutrientes (revisado por Burri, 1997, Naves,1998). No estudo de Linxian
(Blot et al.,1993), o B-caroteno foi benéfico para individuos de populacdes

com baixo consumo de micronutrientes e com concentragdes plasmaticas

reduzidas do carotendide (0,11umol/L), associado a vitamina E e selénio.
Entretanto, seu efeito foi nulo para individuos aparentemente saudaveis e
bem nutridos, no estudo PHS (Physicians' Health Study) (Hennekens et al.,
1996). Além disso, o carotendide foi prejudicial a grupos de populagbes de
alto risco para cancer de pulmao, aumentando em 18 e 28 % a incidéncia de
cancer de pulméao, nos estudos ATBC (Alpha-tocopherol, Beta-carotene
Cancer Prevention Study) (Alpha-tocopherol...,1994) e CARET (Beta-
Carotene Retinol Efficacy Trial) (Omenn et al.,1996), respectivamente. Nestes
estudos constataram-se niveis basais de B-caroteno no soro de 0,3 pumol/L,

compativeis com os encontrados em diferentes populagdes, ou seja, 0,2 a 0,6

umol/L (Burri, 1997). Ao final das intervengbes, comprovou-se que houve uma
suplementacao efetiva do carotendide, resultando em niveis dez vezes acima
do basal.

Diversas hipéteses tém sido aventadas para explicar o efeito negativo

do B-caroteno, constatado nesses estudos. Uma delas baseia-se no fato de
que estes individuos, com idade a partir de cinquenta anos, apresentavam
historia antiga de exposi¢gao ao tabaco ou ao asbesto, podendo ja estar em
Curso um processo carcinogénico no inicio do estudo. Dessa forma, o
carotendide estaria sendo administrado tardiamente no processo (fase
promocional avangada), uma vez que o [-caroteno parece proteger nos
estagios iniciais da carcinogénese, como sugerido nos estudos coorte
(revisado por van Poppel & Goldbohm,1995) e em modelos animais (revisado
por Naves & Moreno,1998). Este fato, associado as doses elevadas do
carotendide (20 ou 30 mg/dia, que representavam no minimo dez vezes o
consumo habitual dos individuos pesquisados), tém orientado nas analises

disponiveis sobre estes achados inesperados (Ziegler et al.,1996a, De Luca &
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Ross,1996, Mayne,1996, Erdman Jr. et al.,1996, Rautalahti et al.,1997, Potter,
1997, Albanes et al.,1997).

Os mecanismos celulares e moleculares possivelmente envolvidos
com o efeito deletério de doses farmacoldgicas crdnicas de B-caroteno, para
tabagistas inveterados, foram por nds explorados em trabalho de revisdo
publicado recentemente (Naves & Moreno,1998). A esse respeito discute-se
que, uma provavel agao pro-oxidante crénica do B-caroteno potencializou o
estado oxidativo presente nos pulmdes dos tabagistas em fase promocional
avancada do processo de carcinogénese, sendo a referida agao gerada no
ambiente celular a partir da interagéo entre varios fatores, incluindo a tenséo
de oxigénio, a concentragdo do carotendide e a disponibilidade de outros

antioxidantes (Naves & Moreno,1998, Palozza,1998).

1.2.4. Possiveis Mecanismos de Ag¢ao contra o cancer

Tém-se proposto varios mecanismos que podem estar, possivelmente,
envolvidos com a agao quimiopreventiva do B-caroteno. Apesar do grande
esforco que se tem dispensado na investigacao dos mesmos, existem muitos
relatos conflitantes, pouco se sabendo, conclusivamente, a respeito do
assunto.

Além da fungao pré-vitaminica A do B-caroteno, alguns fatos levaram
0s pesquisadores a suspeitar de outros mecanismos de acéo, intrinsecos a
molécula intacta do carotendide. Tém-se como exemplos disso, as seguintes
constatagdes: o p-caroteno poderia se acumular em diversos tecidos do
organismo (Shapiro et al.,1984); outros carotendides sem atividade pro-
vitaminica A conhecida em mamiferos, como a cantaxantina, apresentavam
acao anticarcinogénica (Mathews-Roth,1982); a ingestao de vitamina A pré-
formada, ao contrario dos carotenos, nao foi associada ao risco de cancer de
puméo (Peto et al,1981). Posteriormente, observou-se acéao
quimiopreventiva do carotendide, per se, através de estudos in vitro (Stich &
Dunn,1986, Pung et al.,1988, Zhang et al.,1992) e in vivo (Moreno et al.,
1995a, Rizzi et al.,1997, Dagli et al.,1998).

A bioconversao do B-caroteno a retindides e sua ag&o antioxidante,
constituem os mecanismos de protecdo mais aventados na literatura. Estes e
alguns outros propostos mais recentemente, estdo revisados no trabalho por
nos realizado, citado no item anterior (Naves & Moreno,1998).
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A conversdo metabdlica do B-caroteno a retindides ocorre através de
clivagem central e/ou excéntrica da molécula, nas células do intestino e do
figado, e possivelmente em outros tecidos (Wang et al.,1991), gerando, em
ultima analise, acidos retindicos (todo-frans e 9-cis) que podem atuar em nivel
gendmico, modulando as expressdes de genes que controlam a diferenciagéo
e proliferagcao celulares. Esta acido se da através da interagdo com receptores
nucleares especificos, os assim chamados RARs e RXRs, com seus
respectivos subtipos a, 3 e y, 0s quais se ligam, como dimeros, a sequéncias
préprias de nucleotidios presentes nos elementos de resposta de seus genes-
alvo (Mangelsdorf,1994, Silveira & Moreno,1998).

Vale esclarecer que o termo retindides inclui a vitamina A (retinol) e
seus metabdlitos naturais (retinal e acido retindico), bem como seus
derivados sintéticos (Sporn & Roberts,1985). Sabe-se que a vitamina A
(retinol) exerce funcgdes biologicas diversas incluindo a participagdo no
desenvolvimento fetal, na visdo, reprodugdo, bem como age sobre a
diferenciacao e proliferacao celulares, sobretudo na forma de acido retindico
(Ross & Ternus,1993). Além disso, os retindides exibem atividade
quimiopreventiva, tanto em modelos de carcinogénese experimental, como
também em alguns tipos de canceres em humanos (Lotan,1996).

Por outro lado, o B-caroteno como parte do sistema antioxidante do
organismo pode, sob condi¢cdes definidas, atuar como potente neutralizador
de espécies reativas de oxigénio e sequestrador de radicais livres, sobretudo
a baixas pressodes parciais de oxigénio, encontradas na maioria dos tecidos
em condigdes fisioldgicas (iguais ou menores que 150 torr ou 20 kPa), e em
baixas concentragdes (Burton & Ingold,1984). Desse modo, pode inibir a
peroxidacgao lipidica no interior de membranas, reagindo preferencialmente
com o oxigénio molecular singlet ('O;) e com o radical peroxila (ROO"),
bloqueando a propagacédo das reagbes de oxidacdo na cadeia lipidica,
mantendo assim a integridade e fluidez de membranas (Burton,1989,
Rousseau et al.,1992). Além disso, o carotendide, como modulador do
balanco oxidativo no organismo, pode inibir inUumeros processos oxidativos
ligados a carcinogénese, em especial nas etapas de iniciagdo e promogao do
processo, evitando inclusive dano oxidativo no DNA (revisado por Palozza &
Krinsky,1992, Naves & Moreno,1998).
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Até o momento existe pouca evidéncia sobre o papel do -caroteno em
nivel gendbmico. Tem-se relatado agédo do carotendide na expressao do gene
que codifica para a conexina 43, uma proteina estrutural das juncdes
intercelulares tipo hiato (GJIC), em fibroblastos de camundongos e humanos
(Zhang et al.,1992, Zhang et al.,1995). Essas comunicacdes ceélula-célula
servem como um canal condutor de sinais regulatorios do crescimento, entre
outros, capazes de inibir a proliferacdo tanto de células normais quanto
neoplasicas (Loewenstein & Rose, 1992). Na carcinogénese, observa-se
reducéo dessas jungdes (Krutovskikh et al.,1995). Além disso, Moreno et al.
(1995b) constataram, em modelo in vivo, que o B-caroteno é capaz de inibir,
através de mecanismos pds-transcricionais, a expressao do gene que codifica
a enzima 3-hidroxi-3-metilglutarii coenzima A (HMG-CoA) redutase
(EC1.1.1.34), cuja atividade é considerada limitante na sintese endégena de
colesterol. Sabe-se que a referida sintese (e a dos demais produtos derivados
do mevalonato) esta associada com a proliferagao celular e a transformacgao
neoplasica (Soma et al.,1992, Bennis et al.,1993).

Discute-se ainda que o B-caroteno poderia modular a atividade de
enzimas envolvidas com a metabolizagdo de xenobioticos (Basu et al.,1987,
Edes et al.,1989, Edes et al.,1991, Manorama et al.,1993, Sarkar et al.,1994),
a resposta imune (Bendich,1989, Bendich,1991, Krinsky,1991), e mais
recentemente, a diferenciagéo celular (Nikawa et al.,1995, Gross et al.,1997,
Biesalski & Schaffer,1997). Este ultimo caso baseia-se em dados obtidos em
modelos in vitro, embora se suspeite que pelo menos parte do efeito
observado seja devido a conversao (enzimatica ou quimica) a retindides
ativos. Sendo assim, sdo necessarios mais estudos, especialmente in vivo,

para definir o real papel do carotendide, per se, na diferenciagao celular.

1.3. GJIC, CONEXINAS, CARCINOGENESE E BETA-CAROTENO

Conexdes intercelulares juncionais tipo hiato (GJIC) constituem a unica
estrutura conhecida que permite a comunicagdo citossolica direta entre
células. Através das GJIC sao veiculados fatores de importancia fundamental
para a manutengao da homeostase dos tecidos e controle da diferenciagao e
proliferacdo celulares. Sao formadas por canais transmembranosos

denominados conexons (hemicanal), que por sua vez sao constituidos por
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seis subunidades de proteinas (conexinas) ao redor de um poro central.
Conexons de células opostas se conectam formando um canal completo
(Beyer et al.,1990).

Este tipo de comunicagao celular parece ter um papel importante na
carcinogénese (Yamasaki et al.,1995). Sugere-se que as GJIC permitem
manter a célula “iniciada” (com dano irreversivel no material genético) em
comunicagao juncional com as células nao transformadas do tecido
adjacente. Assim, as GJIC funcionam como um canal condutor de sinais que
regulam a proliferagdo, da célula normal para a célula ‘“iniciada”,
provavelmente suprimindo sua transformacédo neoplasica (Yamasaki, 1990,
Bertram, 1994).

O pB-caroteno, bem como outros carotendides sem atividade pro-
vitaminica A, induzem a formacgao de GJIC, avaliada através de microinjegao
de corante fluorescente, em células C3H10T1/2 em cultura (Zhang et al.,
1991). Esta agao parece ser mediada pela modulagdo da expressao do gene
que codifica para a proteina conexina 43, a mais abundante proteina das
jungdes tipo hiato em varias células de mamiferos, incluindo as células
C3H10T1/2 (Zhang et al., 1992).

1.3.1. Estrutura e Fungao das GJIC

As conexoes intercelulares tipo hiato sdo encontradas na membrana
citoplasmatica formando placas ou aglomerados de varios canais juncionais.
Conexons (hemicanal) de membranas adjacentes se unem através de
ligagcdes ndo covalentes, em meio a um espacgo intercelular muito estreito —
hiato (de 35 A), para formar canais juncionais completos. Subunidades de
proteinas (conexinas) oligomerizadas e arranjadas de forma hexagonal,
compdem a estrutura do hemicanal, que pode ser homomeérico (formado por
apenas um tipo de proteina) ou heteromérico (que contém mais de um tipo de
conexina) (Beyer et al., 1990, Kumar & Gilula, 1996).

Conexina (cx) corresponde a um termo genérico usado para designar
uma familia de proteinas, constituida de pelo menos treze membros ja
caracterizados em diversos tecidos de roedores, e com muitos genes
homdlogos identificados em outras espécies de vertebrados. Distingue-se os

diferentes membros da familia de conexinas através de sufixo numérico, que
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designa a massa molecular estimada em kilodaltons (kDa), e que de uma
forma geral varia entre 26 a 56 kDa (Bruzzone et al., 1996).

A expressao génica de conexinas € tecido-especifica, com a maioria
dos tecidos expressando mais de um tipo de conexinas. Assim, por exemplo,
a cx 43, identificada primeiramente no musculo cardiaco (Beyer et al.,1987), é
encontrada em varios outros tecidos como musculo liso, fibroblasto, epitélios
da cornea e cristalino do olho, bem como em células hepaticas nao-
parenquimatosas (Neveu et al.,1994); cx 46 encontra-se nos rins e coragao;
cx 31 nos rins e pele; cx 32 e ¢cx 26 no figado, pancreas e mucosa intestinal
(Bruzzone et al.,1996). A primeira conexina a ser clonada foi a cx 32 (Paul,
1986, Kumar & Gilula, 1986), a mais abundante das GJIC dos hepatdcitos,
onde também se identificou a cx 26 (clonada por Zhang & Nicholson, 1989),
que estd presente em menor proporcdo que a cx 32 (relagao 1:10,
respectivamente, no figado de ratos) (Nicholson et al., 1987). No figado
adulto, a cx 32 € expressa nos hepatocitos distribuidos ao longo dos acinos
hepaticos, e a cx 26 se restringe aos compartimentos periportais (Rosenberg
et al.,1992).

Conexinas apresentam similaridade estrutural entre si, variando entre
35 e 65%. Por exemplo, a homologia entre cx 32 e cx 26 é de 62%. Estudos
topoldgicos mostram que oligbmeros hexaméricos de conexinas se dispdem
na membrana citoplasmatica com regides mais conservadas voltadas para a
superficie extracelular (na forma de duas algas), sugerindo a existéncia de
jungdes tipo hiato heterotipicas (conexons adjacentes formados por conexinas
diferentes). Ao contrario, as sequéncias de aminoacidos dos segmentos da
molécula que séo voltados para a superficie citoplasmatica (uma alga central
e as extremidades N- e C-terminal) variam significativa- mente entre
conexinas diferentes (Goodenough et al., 1996, Bruzzone et al., 1996).

Conexoes intercelulares tipo hiato foram descritas previamente como
canais nao-seletivos, que permitem a troca citossdlica de ions e pequenas
moléculas com um didmetro maximo de 1,5 nm e com massa molecular de
até 1-2 kDa (Simpson et al.,1977). Entretanto, estudos em diferentes tecidos
revelaram a existéncia de uma familia multigénica de conexinas, com
propriedades fisico-quimicas especificas (segundo o tamanho, carga ou
conformacdo da molécula), que determinam uma diversidade potencial

enorme de composi¢cdo dos canais, gerando caracteristicas diversas de
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condutibilidade, permeabilidade e regulacdo. Assim, canais formados por
diferentes conexinas podem ter permeabilidades distintas que permitem, por
exemplo, a discriminagao de mensageiros secundarios tais como cAMP (AMP
ciclico), Ca** ou IP; (inositol 1,4,5-trifosfato), podendo modificar as respostas
aos sinais de transdugéao intercelulares (Paul, 1995, Kumar & Gilula, 1996,
Bruzzone et al.,1996).

Sabe-se que GJIC sao essenciais para o comportamento coordenado
de células em tecidos e 6rgaos de organismos multicelulares. Desta forma,
desempenham papel critico na sincronizagéo de atividades celulares como na
contragdo coordenada dos musculos cardiaco e uterino, sendo igualmente
essenciais na nutricdo de tecidos avascularizados, como a cérnea e o
cristalino do olho. Além disso, existem evidéncias que sugerem um papel
deste tipo de comunicagao intercelular na regulacdo da morfogénese no
embrido, e no controle da diferenciagéo e proliferagédo celulares (revisado por
Yamasaki, 1990, Goodenough et al.,1996). A possibilidade de transmissao de
sinais que controlam a proliferacdo celular através das GJIC (hipotese
proposta por Loewenstein,1981), gerou outra hipotese de que a capacidade
de comunicagdo reduzida resultaria em uma proliferagdo celular
descontrolada, como ocorre na carcinogénese. Os resultados promissores
alcancados ultimamente nesta area, associados a descoberta de doencas
ligadas a mutagdes genéticas em genes que codificam para conexinas (Paul,
1995), indicam um potencial relevante das GJIC na prevengdo e controle
destas doencgas (Kumar & Gilula, 1996).

Contudo, ainda existem muitas questdes a serem elucidadas sobre a
funcéo e regulacdo dos canais intercelulares de conexinas. Os detalhes e a
sequéncia temporal das multiplas etapas que envolvem a formacgido das
placas juncionais tipo hiato, ndo estdo totalmente esclarecidos (Laird, 1996,
Goodenough et al., 1996). Faz-se necessario esclarecer, por exemplo, os
mecanismos envolvidos na sintese de conexinas e oligomerizagdo em
conexons, e outras modificacbes que estas proteinas devem sofrer, antes da
chegada a membrana citoplasmatica e formacao de canais na superficie
celular (Laird, 1996, Kumar & Gilula, 1996). Além disso, tem-se explorado a
possibilidade de modulagcdo da expressao génica de conexinas, nos niveis
transcricional e pds-transcricional (Kumar & Gilula, 1996), como um meio

efetivo de regular a formagao de GJIC.
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1.3.2. GJIC e Carcinogénese

A relacdo entre GJIC e carcinogénese ficou estabelecida a partir das
publicacbes de Loewenstein & Kanno (1966 e 1967), que relataram redugéao
destas conexdes entre células neoplasicas, sugerindo que jungdes
intercelulares deficientes poderiam levar a proliferacéo celular desordenada
observada no cancer. Desde entdo, tem-se gerado um consideravel corpo de
conhecimentos nesta area, através do uso de diferentes modelos in vitro e in
Vivo.

Por um lado, sabe-se que as GJIC desempenham papel crucial no
controle da homeostase dos tecidos, mantendo os sinais regulatorios da
proliferacédo em equilibrio entre as células conectadas (Yamasaki,1996). Por
outro, a promog¢ao da carcinogénese caracteriza-se por uma expansao clonal
de células “iniciadas” ou proliferacdo desordenada de células potencialmente
neoplasicas (transformadas), consequente a perda do controle homeostatico
(Trosko et al.,1990, Yamasaki & Naus,1996). De fato, o corpo de observagdes
existentes evidencia uma forte associacao entre proliferacao celular durante o
processo de carcinogénese e inibicdo de GJIC (Yamasaki et al.,1993, Trosko
et al.,1994).

Assim, até o presente momento, existem algumas linhas de evidéncias
que sustentam o papel essencial das GJIC alteradas na carcinogénese. Séao
elas: reducdo das GJIC em células transformadas ou neoplasicas e, mais
especificamente, falta seletiva de GJIC entre células transformadas e células
normais do tecido adjacente; inibicdo das GJIC por agentes quimicos
promotores de cancer ou por oncogenes ativados, e ao contrario, restauragéo
do acoplamento celular por inibidores de carcinogénese (Trosko et al.,1990,
Krutovskikh et al.,1991, Mehta et al.,1991, Yamasaki & Naus,1996).

A primeira evidéncia da relacdo entre GJIC alterada e carcinogénese
refere-se a observacao de que quase todos os canceres soélidos apresentam
capacidade anormal de comunicagao intercelular (revisado por Yamasaki ,
1990). Além disso, sabe-se que nao apenas células derivadas de diferentes
canceres, mas também células (de roedores e humanos) transformadas  in
vitro apresentam uma abilidade reduzida em estabelecer GJIC (Yamasaki &
Katoh,1988, Krutovskikh et al.,1994, Cesen-Cummings et al.,1998).

No entanto, em alguns casos a transformagado neoplasica nao esta

associada a uma redugéo substancial de GJIC homdlogas (acoplamento entre
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células normais ou células transformadas), mas com uma perda seletiva de
GJIC heterdlogas (jungdes entre células transformadas e células normais
adjacentes). Estes achados advém de estudos in vitro, em diferentes
linhagens de células transformadas co-cultivadas com suas correspondentes
normais (Yamasaki et al.,1987, Mesnil & Yamasaki,1988, Esinduy et al.,1995),
bem como in vivo, em lesbes hepaticas pré-neoplasicas e neoplasicas (em
ratos e humanos) (Krutovskikh et al.,1991, Krutovskikh et al.,1994).
Constatou-se, ainda, que a proliferacao de células transformadas pode ser
suprimida na presenca de células normais, através do estabelecimento de
GJIC heterdlogas (Mehta et al.,1986, Yamasaki & Katoh,1988, Esinduy et al.,
1995). Assim, acredita-se que a supressdo de GJIC heterdlogas é
fundamental para a manutencao e proliferacédo de fendtipos transformados
durante o processo de carcinogénese (Yamasaki, 1990). Contudo, ndo esta
claro se a interrupcdo nas comunicagdes intercelulares € uma consequéncia
ou causa da carcinogénese (Yamasaki,1996).

Outra linha de evidéncias sobre o papel das GJIC na carcinogénese
baseia-se na constatacdo de que agentes quimicos promotores de cancer
inibem GJIC, tanto in vitro quanto in vivo, inclusive na carcinogénese hepatica
(revisado por Yamasaki & Naus, 1996). Neste ultimo caso, Krutovskikh et al.
(1995) observaram redugado progressiva das GJIC durante a progressao da
hepatocarcinogénese em ratos, induzida por quatro diferentes agentes
promotores de cancer hepatico. Em estudo recente (Ren et al.,1998),
constatou-se inibicdo de GJIC tecido-especifica e dependente de proteina-
quinase C, por acdo de 12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato ou de
fenobarbital, em células epiteliais de figado de rato ou em cultura de
hepatdcitos. O bloqueio da comunicagéo constitui, portanto, um mecanismo
importante de agcdo da maioria dos promotores de cancer, favorecendo o
processo de expansao clonal de células potencialmente neoplasicas. Sendo
assim, tem-se proposto o indice de formagdo de GJIC como um método
eficaz de deteccgdo e caracterizacdo de carcindgenos nao-genotoxicos (Baker
et al.,1995, Yamasaki,1996).

Da mesma forma, muitos genes envolvidos com a proliferacao
descontrolada do tecido neoplasico, denominados oncogenes, que codificam

para fatores de crescimento ou seus receptores na superficie celular (ligados
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a comunicacado humoral extracelular), também inibem as GJIC (Trosko et al.,
1990, Jou et al.,1995).

Ao contrario, observou-se que agentes quimiopreventivos induzem a
formacdo de GJIC, como por exemplo, o acido retindico, em células
transformadas in vitro (Yamasaki & Katoh,1988), bem como in vivo, em
carcinoma humano (Elias et al.,1980). No entanto, estudos posteriores, em
diferentes tipos de células de roedores e humanos, mostram que retindides
(retinol, acido retindico ou analogos sintéticos) podem tanto inibir quanto
estimular as GJIC, em funcdo da concentracido do retindide e/ou tipo de
célula, e que a cinética dos efeitos observados é tipo celular-especifica
(Mehta et al.,1989, Brimmer et al.,1991, Guo et al.,1992, Mercier et al., 1993).
Estes achados sugerem que a acéao de retindides nas GJIC pode ser mediada
por diversos mecanismos.

Por outro lado, a modulagdo das GJIC durante a carcinogénese pode
se dar em multiplos pontos do processo de formacado e acoplamento dos
canais juncionais intercelulares. Tém-se identificado mecanismos genéticos e
epigenéticos, tais como: mutagdes em genes que codificam para conexinas,
expressao génica anormal de conexinas, expressao reduzida das proteinas
conexinas, localizagado anormal (citoplasmatica) de conexinas, ou auséncia de
moléculas de ades&o celular na membrana citoplasmatica (revisado por
Yamasaki ef al.,1995, Yamasaki,1996).

Nesse sentido, tem-se observado que Ilesdes hepaticas pré-
neoplasicas ou neoplasicas apresentam um decréscimo expressivo de RNA
mensageiro (MRNA) da cx 32, detectado através da técnica northern blot
(Beer et al.,1988, Fitzgerald et al.,1989, Krutovskikh et al.,1991, Neveu et al.,
1994, Tsuda et al.,1995). Além disso, foi constatada uma expressdo
significativa do gene que codifica para a cx 43 em varios neoplasmas
hepaticos (Oyamada et al., 1990, Neveu et al.,1994), e expressao da proteina
cx 43 em carcinoma hepatocelular humano (Wilgenbus et al.,1992).
Entretanto, Yamasaki e seu grupo, em outros experimentos, ndo constataram
qualquer alteragdo nas expressdes das conexinas 32 e 43, em canceres
hepaticos humanos ou em figado de ratos tratados com agentes promotores
de cancer, mas observaram uma localizagdo anormal (intracitoplasmatica)
destas proteinas (Krutovskikh et al.,1994, Krutovskikh et al.,1995). Vale

acrescentar que o gene da cx 43 nao é normalmente expressado nos
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hepatdcitos, mas apenas nas seguintes células nao-parenquimatosas: células
epiteliais biliares, células endoteliais e células ovais do figado (Neveu et al.,
1994, Neveu et al.,1995). Estes relatos evidenciam a existéncia de varios
mecanismos de regulacdo da expressao génica para conexinas durante o
processo de hepatocarcinogénese.

Por fim, outro achado que reforca o papel das GJIC na carcinogénese
refere-se a capacidade de suprimir crescimento e/ou carcinogenicidade, apos
transfeccdo e subseqliente superexpressdo de genes de conexinas, em
células transformadas in vitro (Mehta et al.,1991, Rose et al.,1993) ou de
carcinoma humano (Zhang et al.,1998). Isto, associado ao fato de que
diferentes canceres apresentam inibicédo transcricional de genes de conexinas
(Lee et al.,1992, Yamasaki et al.,1993, Fitzgerald et al.,1994, Cesen-
Cummings et al.,1998), caracterizam estas proteinas como produtos de genes
denominados supressores de cancer ou antioncogenes, da classe Il, que
refere-se ao gene que nao esta perdido ou mutado, mas inibido (Lee et al.,
1992, Yamasaki et al.,1995).

1.3.3. GJIC e Beta-Caroteno

O papel dos carotendides na formacdo das GJIC comecou a ser
investigado como um eventual mecanismo de acgdo na inibicdo da
transformacado neoplasica, propriedade exibida por estes compostos em
estudo prévio in vitro (Pung et al.,1988). Nesta mesma linha de investigagao,
Bertram e seu grupo haviam constatado que a agdo de retindides como
inibidores de transformacao, em células C3H10T1/2, estava correlacionada
com a abilidade em estimular as GJIC (Hossain et al.,1989). Dentre os

carotendides, focalizou-se a acg¢ao do p-caroteno sobretudo por apresentar
maior atividade proé-vitaminica A, gerando a hipotese de que o carotendide,
como o retinol ou o acido retindico, poderia agir na inibicdo neoplasica
através da expansao da comunicacéo intercelular dependente de conexinas.
De fato, Bertram e seu grupo observaram que o p-caroteno aumentou
as GJIC entre fibroblastos em cultura, de forma dose- e tempo- dependente, e
com maior intensidade que outros carotendides (Zhang et al.,1991). Além
disso, constataram que para provocar um efeito semelhante aos retindides
era necessario mais tempo e maior concentragao (10° M versus 107 M para

carotendides e retindides,respectivamente), achado sugestivo de conversao
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metabdlica de carotendides a retindides ativos. No entanto, também
carotendides sem atividade pré-vitaminica A conhecida em mamiferos, tais
como cantaxantina e licopeno, estimulam a comunicagao juncional in vitro.

Em trabalho mais recente, evidenciou-se que a acao dos carotendides
sobre as GJIC era dependente da presenca de um anel de seis atomos de
carbono na molécula (Stahl et al.,1997), sugerindo a ocorréncia de
bioconversao (enzimatica ou quimica) a retindides ativos, mesmo para

aqueles compostos ditos sem atividade pro-vitaminica A (Sies & Stahl, 1997).

No caso do B-caroteno, demonstrou-se que pelo menos parte da agao sobre
as GJIC é mediada via retindides (Acevedo & Bertram,1995).

Além disso, evidenciou-se que a agdo do [B-caroteno e de outros
carotendides in vitro, sobre as GJIC, é efetuada através da inducédo da
expressao da cx 43, no nivel transcricional, em fibroblastos de camundongo
(Zhang et al.,1992), bem como no nivel pods-transcricional, em fibroblastos
humanos (Zhang et al.,1995) e em fibroblastos de camundongo e
queratindcitos humanos (King et al.,1997), de maneira analoga ao acido
retindico. Nesse sentido, existem relatos prévios da acédo de retindides sobre
a expressao da cx 43, tanto in vitro, em fibroblastos de camundongo (Rogers

et al.,1990), quanto in vivo, na pele humana (Guo et al.,1992). Contudo,

ainda nao se conhece a agao do B-caroteno, ou outros carotendides, sobre a
expressao de conexinas in vivo, nem sequer em modelo animal. O unico
relato disponivel a esse respeito, ndo evidenciou uma acgado efetiva do
carotendide na expressdo génica para cx 43, em amostras da mucosa do

célon de individuos normais e portadores de lesdes pré-neoplasicas ou

neoplasicas, tratados com p-caroteno (30 mg/dia) durante trés meses
(Frommel et al.,1994).

1.4. DIFERENCIAGAO CELULAR, CELULAS OVAIS E HEPATOCARCINOGENESE

Diferenciagéo celular constitui um processo biolégico complexo e vital,
uma vez que regula a expressao de um grande numero de genes ligados a
funcbes tecido-especificas e controla a proliferagcdo celular. Compreende
diversas etapas programadas geneticamente, incluindo a proliferacdo de
células progenitoras ou células-tronco (stem cells), imortais e responsivas a

estimulo mitogénico; a ativagdo e/ou repressdo de inumeros genes; a
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expressao de proteinas de determinadas linhagens, que mediam funcdes
bioldgicas especificas; a repressao progressiva da responsividade a fatores
mitogénicos; e por fim, a diferenciacdo terminal completa, com perda
irreversivel do potencial proliferativo e imortalidade (revisado por Scott, 1997).

A carcinogénese, por sua vez, € um processo longo e complexo,
caracterizado pela producao de clones de células com alteracdes genéticas e
epigenéticas, comumente associadas com a expressao e fungado anormais de
proto-oncogenes e/ou antioncogenes, que resultam, sobretudo, em perda do
controle sobre a diferenciacédo e proliferacao celulares. Estes clones exibem
propriedades tipicas de células que nao sofreram diferenciagdo terminal
completa, ou seja, mantém a imortalidade e capacidade de responder a
estimulo proliferativo. Segundo esta perspectiva, considera-se o cancer uma
doencga de diferenciacdo (Markert,1968, Wille & Scott,1986, Trosko et al.,
1990, Scott,1997).

Vale acrescentar que o figado contém dois tipos principais de células
epiteliais diferenciadas: os hepatdcitos, que estao localizados no parénquima
hepatico e representam cerca de 60% das células desse 6rgéo, e as células
epiteliais biliares, localizadas nos ductos biliares. A unidade estrutural e
funcional do parénquima hepatico é o acino, organizado em formato de roda,
sendo o aro delimitado por um conjunto de seis triades ou espagos portais
(vénula portal, arteriola hepatica e ducto biliar) e o eixo central representado
pela veia central ou vénula hepatica terminal. Os raios da roda sao formados
por placas de hepatdcitos, dispostas em corddes delimitados por sinusoides
fenestrados. Os acinos séo divididos em trés zonas: zona 1, ou periportal,
zona 2 ou mediozonal (regido intermediaria) e zona 3, adjacente a veia
central (Sigal et al.,1992). Postula-se que as placas sinusoidais sejam
linhagens de células hepaticas em processo de maturagéo, partindo-se de
células progenitoras periportais (zona 1) para células maduras ou
completamente diferenciadas (zona 3), com aspectos morfoldgicos,
expressdes génica e antigénica, e potenciais proliferativo e diferenciativo,
dependentes da idade ou posi¢ao ao longo da placa (Sigal et al.,1992, Sell,
1993).
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1.4.1. Células Ovais e Hepatocarcinogénese

Célula oval constitui um termo genérico usado para designar uma
populacédo de células epiteliais ndo-parenquimatosas, de pequeno tamanho
(volume aproximado de 2/5 do hepatdcito maduro), com citoplasma escasso e
nucleo ovoide, que proliferam, no figado de um organismo adulto, a partir da
regiao da triade portal e a seguir invadem o parénquima, durante as etapas
iniciais da hepatocarcinogénese experimental e humana, ou na regeneracéo
hepatica apds exposi¢ao a agentes toxicos (Hixson et al.,1990, Lemire et al.,
1991, Faris et al.,1991, Hsia et al.,1992, Factor et al.,1994, Anilkumar et al.,
1995).

As células ovais foram descritas primeiramente por Opie (1944) e a
terminologia “células ovais” introduzida por Farber (1956). Desde entéo, a
presenca destas células tem sido relatada em diferentes modelos de
hepatocarcinogénese quimica experimental (Hixson et al.,1990).
Particularmente, ha cerca de duas décadas se tem postulado um papel das
células ovais na regeneragao e carcinogénese hepatocelulares, o que ainda
persiste como uma questao de consideravel controversia (Sell & Leffert, 1982,
Sell & Dunsford, 1989, Sigal et al.,1992, Sell & Pierce, 1994, Ponder, 1996).

A origem das denominadas células ovais também constitui um assunto
polémico. Todavia, evidéncias sugerem que no figado de roedores adultos, as
células ovais sdo derivadas de um compartimento de células progenitoras
(stem cells), possivelmente localizado nos canaliculos biliares terminais
designados canais de Hering e/ou nas regides periductulares (Sell &
Dunsford,1989, Sell,1990, Lemire & Fausto,1991, Sigal et al.,1992, Factor et
al.,1994).

As stem cells (células-tronco) sdo células progenitoras, multipotentes,
responsaveis pela reposicao celular em determinado érgéo, com capacidade
de se dividirem para produzir duas novas células — uma permanece como
stem cells, enquanto a outra expressa um fenotipo mais diferenciado (Sell,
1993). Existem evidéncias da existéncia de células progenitoras multipotentes
no figado, que podem ser recrutadas para proliferacdo e subsequente
diferenciacdo em varias linhagens hepatocelulares, apds injuria severa do
figado ou exposicao a carcinégenos (Sell, 1990, Thorgeirsson,1996). Acredita-
se que as células ovais, por sua vez, constituam o primeiro estagio de

diferenciacao das stem cells hepaticas (Sigal et al.,1992).
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Sendo assim, as células ovais compreendem uma populagdo de
células imaturas, que expressam caracteristicas de fenotipos antigénicos
tanto de hepatocitos quanto de células do epitélio biliar, apesar de
morfologicamente lembrarem estas ultimas (Germain et al.,1988, Radaeva &
Steinberg,1995, Tee et al.,1996, Hixson et al.,1997). Um achado bastante
interessante refere-se ao fato de que as células ovais constituem uma
populacdo heterogénea, que contém linhagens celulares em estagios
distintos de diferenciacdo (Hixson et al.,1990), na qual algumas células
podem funcionar como células-mae, com potencial para se diferenciar em
hepatdcitos e células epiteliais biliares (Evarts et al.,1987, Germain et al.,
1988, Evarts et al.,1989, Lemire et al.,1991, Factor et al.,1994, Golding et al.,
1995), e podem agir como precursoras de carcinomas hepatocelulares e
colangiocarcinomas (Sell & Dunsford,1989, Faris et al., 1991, Sell,1993,
Ponder,1996).

Postula-se a existéncia, no figado de mamifero adulto, de células ovais
e células parenquimatosas em diferentes estagios do processo de
diferenciacdo. Neste modelo, os hepatdcitos menos diferenciados tenderiam a
se localizar nas proximidades da regido periportal (zona 1), e os hepatécitos
completamente diferenciados, os quais n&o s&o, via de regra, responsivos a
estimulo mitogénico, ficariam arranjados proximos ao centro do acino
hepatico (zona 3) (Sigal et al.,1992, Sell,1993).

A reposicao do parénquima hepatico, apdés hepatectomia parcial, é
feita basicamente por meio da proliferagcdo dos hepatécitos remanescentes
(hiperplasia compensatéria); porém quando ocorre injuria severa com perda
substancial da massa celular, como no caso de exposicdo a
hepatocarcinébgenos quimicos, o figado recruta as ceélulas progenitoras
sobreviventes (Sigal et al., 1992, Thorgeirsson, 1996). Sugere-se que as
células ovais sejam resistentes a carcinégenos, que por sua vez Sao
citotoxicos (citostatico e/ou necrosante) para os hepatdcitos diferenciados,
induzindo uma resposta regenerativa crénica das ceélulas progenitoras, bem
como das precursoras intermediarias dos hepatocitos maduros, responsivas
ao estimulo proliferativo. Este estado proliferativo cronico favoreceria a
transformacdo destas células imaturas, que interrompem o processo de
diferenciacdo em curso, tornando-se potencialmente neoplasicas (Hixson et
al.,1990, Sigal et al.,1992, Sell &Pierce,1994).
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Segundo esta perspectiva, o cancer se origina de células imaturas
transformadas, que detém potencial proliferativo e imortalidade por bloqueio
irreversivel do processo de diferenciagao, em contraposicéo a teoria de que o
cancer se desenvolve em consequéncia da “desdiferenciacdo” de células
maduras (completamente diferenciadas). Esta visdo alternativa da origem
celular do cancer baseia-se no conceito de ontogenia bloqueada, proposto
por Pierce & Johnson (1971), a partir da observacdao de que células
neoplasicas expressam fendtipos representando estagios da ontogenia
normal. Recentemente este conceito foi confirmado por Hixson et al.(1997),
através do uso de marcadores fenotipicos em imuno-histoquimica: as células
ovais e carcinomas hepatocelulares primarios expressariam fendtipos que
simulam estagios do desenvolvimento normal do figado, e que células ovais
transformadas e células de carcinomas sido incapazes de completar a
diferenciacao para hepatdcitos ou células epiteliais biliares.

Durante  aproximadamente trés décadas, o estudo da
hepatocarcinogénese quimica experimental concentrou-se na analise de
lesdes pré-neoplasicas (focos e nddulos de hepatdcitos), assumindo-se que
carcinomas hepatocelulares sdo provenientes de noédulos que persistem
meses apOs exposicao a agentes carcinogénicos.

Contudo, tem-se acumulado um consideravel corpo de evidéncias a
favor da hipotese alternativa de que o carcinoma hepatocelular e o
colangiocarcinoma nao se originam por “desdiferenciacédo” de hepatdcitos
maduros ou de células epiteliais biliares, respectivamente, mas por um
processo anormal de diferenciagdo das células ovais (Sell & Dunsford, 1989,
Hixson et al.,1990, Sell,1990, Sell & Pierce,1994, Ponder, 1996, Scott,1997).
As evidéncias que fundamentam esta hipotese incluem: as células ovais
apresentam expressao aumentada de oncogenes (Nagy et al.,1988, Braun et
al.,1989, Imai et al.,1996); células ovais sdo capazes de se diferenciar em
hepatdcitos e células do epitélio biliar, in vitro e in vivo (Evarts et al.,1987,
Germain et al.,1988, Lemire et al.,1991); células ovais apresentam fenotipos,
tais como os antigenos OV-6 e OC.2, que sao observados também em lesdes
pré-neoplasicas e neoplasicas, em modelos de hepatocarcinogénese (Hixson
et al.,1990, Goyette et al.,1990, Evarts et al.,1990, Faris et al.,1991, Steinberg

et al., 1994); alguns protocolos experimentais de hepatocarcinogénese
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induzem a proliferacdo de células ovais sem proliferagcdo aparente de
hepatdcitos (Hixson et al.,1990).

Mais recentemente, entretanto, relatos de estudos realizados por
grupos de pesquisa distintos, em modelos de animais transgénicos, indicam
que hepatécitos maduros tém um grande potencial proliferativo, e que
hepatdcitos ndo migram ao longo do acino hepatico (Rhim et al.,1994, Bralet
et al.,1994, Kennedy et al.,1995), em oposi¢cdo a migragdo compensatoéria
existente no sistema de linhagem celular, postulado para a reposi¢éo celular
hepatica (Sigal et al.,1992). Além disso, relatos sugerem que tanto
hepatdcitos quanto células ovais podem se desenvolver para carcinoma
hepatocelular ou colangiocarcinoma, bastando para tanto o acumulo de um
numero suficiente de mutacdes genéticas (revisado por Ponder, 1996). Para
ilustrar o quanto o tema é controverso, Anilkumar et al.(1995) constataram
que focos e nddulos foram derivados de hepatdcitos resistentes, e ndao de
células ovais, que aparentemente se desenvolveram de forma independente
das lesdes pré-neoplasicas, no modelo do hepatdcito resistente de

carcinogénese experimental.

1.4.2. Modelo AAF/PH de Diferenciagao Celular Hepatica

Existem trés modelos experimentais, através dos quais foi possivel
demonstrar, em animais adultos, a diferenciacdo de células ovais em
hepatocitos (Evarts et al.,1987, Lemire et al., 1991, Factor et al.,1994). Dois
desses modelos consistem na administracdo de um carcinébgeno quimico,
combinada com hepatectomia parcial de 2/3, para promover a ativacao,
proliferacao e diferenciagdo das denominadas células ovais. Sao eles: o
modelo de hepatocarcinogénese induzida em camundongos pela droga
alquilante dipina (1,4-bis [N,N' - di (etileno) - fosfamida] - piperazina) (Factor
et al.,1994), e o modelo AAF/PH ( 2-acetilaminofluoreno / hepatectomia
parcial) (Evarts et al.,1987). O terceiro modelo, n&o-carcinogénico,
compreende a administragcdo de dose hepatotéxica de D-galactosamina, em
ratos (Lemire et al.,1991).

Estes sistemas experimentais baseiam-se no principio segundo o qual,
0 processo de regeneragdao hepatica via células ovais ocorrera, se os
hepatdcitos remanescentes estiverem funcionalmente comprometidos e/ou
forem incapazes de responder a estimulo proliferativo. Nestas condicées,

células que se encontram normalmente inertes no compartimento de stem
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cells, sdo ativadas para produzir as células ovais descendentes, bem pouco
diferenciadas ou imaturas. As células ovais proliferam extensivamente,
gerando uma grande populagdo de células que migram através do
parénquima, local em que progénies de linhagens hepatocitarias se
diferenciam em hepatdcitos maduros, contribuindo para restaurar a massa
celular hepatica (Thorgeirsson,1996). Por outro lado, observa-se que apenas
um estimulo proliferativo, mesmo sendo potente como a hepatectomia parcial
a 70%, nao promove a proliferagéo significativa de células ovais, o que se
consegue associando a cirurgia, a administragdo de drogas citotdxicas.

O modelo AAF/PH corresponde ao modelo do hepatdcito resistente
(modelo RH) de hepatocarcinogénese (Solt & Farber,1976) modificado
(Semple-Roberts et al.,1987), sem exposicdo ao agente iniciante (dietil -
nitrosamina). Compreende, portanto, a administracdo de AAF a ratos
isogénicos da linhagem Fischer 344 (com peso aproximado de 150 g), por via
intragastrica, em nove doses (9 mg AAF/rato) distribuidas por duas semanas
consecutivas, com hepatectomia parcial a 70% (entre a primeira e segunda
semanas) (Evarts et al.,1987). O efeito antimitético do AAF sobre os
hepatécitos maduros, combinado com o estimulo proliferativo provocado pela
perda macica do parénquima hepatico, induz a uma ativacdo do
compartimento de células-tronco hepaticas. Assim, células ovais aparecem
inicialmente nas areas periportais cerca de dois dias apds a hepatectomia
parcial, e gradualmente invadem o acino hepatico. O pico de proliferagdo de
células ovais € observado no periodo de 7 a 11 dias apds a cirurgia. As
células ovais se diferenciam em pequenos hepatodcitos, e a regeneragéao do
parénquima se completa por volta do 16° dia apds a hepatectomia
(Thorgeirsson et al.,1993, Nagy et al.,1994).

Observa-se ainda, no modelo AAF/PH, a formagdao de uma rede de
ductos jovens (neoformados) que se difundem por todo o acino hepatico, bem
como a presencga esporadica de lesdes pré-neoplasicas (focos de hepatdcitos
fenotipicamente alterados) (Evarts et al.,1987, Evarts et al., 1989).

Tatematsu et al. (1984), ao utilizarem o modelo AAF/PH (originalmente
descrito por esses autores), relataram um efeito antimitético potente do AAF
sobre os hepatdcitos remanescentes, que persistiu até uma semana apos o
término da administracdo do AAF. Entretanto, os autores n&o evidenciaram a

diferenciacao das células ovais em hepatdcitos. Posteriormente, Thorgeirsson
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e seu grupo de pesquisadores, do Instituto Nacional do Cancer (NCI) dos
EUA, demonstraram in vivo, através deste modelo, uma relagdo precursor-
produto entre as células ovais e os hepatdcitos (Evarts et al.,1987). Assim,
relataram que a marcagao por timidina tritiada (administrada ao 6° dia apés a
hepatectomia) foi incorporada primeiramente pelas células ovais, e que, a
partir do 9° dia apds a cirurgia, foi transferida para pequenos hepatdcitos
presentes proximos aquelas, concluindo que a radioatividade observada nos
hepatdcitos foi derivada das células ovais. Estes resultados foram confimados
por outro estudo, onde se associou técnicas de marcagdo com timidina
tritiada, e hibridizagdo in situ com sondas (RNA) para albumina e o-feto-
proteina marcadas com **S (Evarts et al.,1989).

Outro achado interessante, observado pela equipe de Thorgeirsson,
através do uso de técnicas de imuno-histoquimica e hibridizagdo in situ,
refere-se ao fato de que a proliferagdo de células ovais (positivas para o
antigeno OV-6) na regiao periportal, e subsequente infiltracdo no parénquima
hepatico, € acompanhada por proliferagdo simultdnea das células de Ito
(células estelares, perisinusoidais, positivas para o antigeno desmina), que
inclusive sao células de depdsito de vitamina A (Evarts et al.,1990). Mais
ainda, constataram, de forma concomitante com o processo proliferativo, que

as células de Ito apresentam aumento na expressao de fatores de

crescimento, tais como TGF-a e -f1 (fator de transformagéo do crescimento)
e HGF (fator de crescimento de hepatdcitos), envolvidos na regeneragao
hepatica, sugerindo participagdo destes fatores na proliferacédo e
diferenciacado das células ovais (Evarts et al.,1990, Evarts et al.,1993, Hu et
al.,1993).

Contudo, estudos relativamente mais recentes ndo evidenciaram a
diferenciacao de células ovais a hepatocitos no modelo AAF/PH, cujos dados
sugerem reposicdo do parénquima hepatico através da proliferagdo dos
hepatdcitos remanescentes (Gerlyng et al.,1994), ou a partir de células
epiteliais de estruturas semelhantes a ductos (formam-se por todo a acino

hepatico), que podem se diferenciar em hepatdcitos (Golding et al.,1995).

1.5. BETA-CAROTENO, CONEXINAS E CELULAS OVAIS

A diferenciacdo das células ovais em hepatécitos, anteriormente
demonstrada por Evarts et al. (1987, 1989) no modelo AAF/PH, foi
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posteriormente investigada, através da analise da expressao de conexinas,
por meio da técnica northern blot, combinada com a analise da localizagao
celular de transcritos (MRNA de conexinas), por hibridizagao in situ (Zhang &
Thorgeirsson,1994). Desse modo, os autores observaram que a proliferagéo
das células ovais ocorre concomitantemente com o aumento na expressao da
conexina 43, presente nas GJIC destas células, e que a cx 43 reduz a medida
que as células ovais se diferenciam em hepatécitos. Isto ocorre
simultdneamente com a normalizagao da expressao génica para  c¢x 32, no
16° dia apdés a hepatectomia. Neveu et al. (1995), também utilizaram a
expressao de conexinas para estudar o processo de diferenciacéo fenotipica
das células ovais em hepatdcitos, obtendo resultados consistentes com
aqueles relatados por Zhang & Thorgeirsson. Nesse sentido, os autores
constataram que os pequenos hepatocitos, provavelmente derivados das
células ovais e que apareceram no 11° dia pds-hepatectomia, expressam
ambas as conexinas 32 e 26, e que houve uma transicdo na expressao da
conexina 43 para as conexinas 32 e 26, durante o processo de diferenciacio
das células ovais.

Por outro lado, Moreno e colaboradores, em seus estudos de
hepatocarcinogénese no modelo RH, observaram, por meio de analise
histolégica (hematoxilina e eosina - HE), reducéo na populagdo de células
ovais concomitante com um efeito inibitério sobre lesdes hepaticas pré-
neoplasicas, em animais tratados com p-caroteno, quando em comparagéo
com ratos-controle ou tratados com vitamina A (Moreno et al.,1991, Moreno
et al,1995, Rizzi et al.,1997). Estas observac¢des foram confirmadas em
outros trabalhos do grupo, por meio de analises imuno-histoquimicas,
utiizando-se anticorpos anticitoqueratinas (AE1/AE3) e anti-GST-P
( glutationa S - transferase, em sua forma placentaria) para marcagao e
quantificacdo das células ovais (Dagli, 1994, Fiorio,1998, Dagli et al.,1998).
Estes achados sugerem um papel do -caroteno na diferenciagcao das células
ovais, como um eventual mecanismo de acdo quimiopreventiva do
carotendide sobre o processo de carcinogénese no figado, uma vez que as
células ovais podem dar origem ao cancer hepatico.

Contudo, até o momento pouco se sabe sobre o papel do B-caroteno
na diferenciacao celular. Sendo assim, este estudo foi desenvolvido com o

propdsito de investigar os efeitos do carotendide sobre o processo de
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proliferacdo de células ovais (por marcagao imuno-histoquimica com
anticorpos anti-GST-P) e a expressdao dos genes que codificam para as
conexinas 43 e 32 (por northern blot), no sentido de contribuir para um maior

entendimento do papel do B-caroteno na diferenciagao celular. Para tanto,

ratos Wistar foram tratados com p-caroteno ou vitamina A (como controle
positivo) e submetidos ao modelo AAF/PH.

A hipoétese principal que norteou este estudo € a seguinte: o B-
caroteno favorece o processo de diferenciacdo das células ovais em
hepatécitos, aumentando a expressao da conexina 43, o que poderia induzir
a comunicacao intercelular e a diferenciagdo terminal completa de células
ovais ativadas, como um mecanismo de acdo quimiopreventiva intrinseca do

carotendide na hepatocarcinogénese experimental.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar e comparar os efeitos do B-caroteno e da vitamina A sobre o
processo de proliferacdo das células ovais, em modelo in vivo de

diferenciacao celular hepatica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Padronizar o modelo de diferenciacao celular hepatica descrito por
Evarts et al. (1987) para ratos F-344 (modelo AAF/PH), adaptando-o para
ratos Wistar.

— Caracterizar a cinética de proliferacdo das células ovais no modelo
AAF/PH adaptado para ratos Wistar, através de andlises histolégica
(hematoxilina e eosina) e imuno-histoquimica (com anticorpos anti-GST-P).

— Analisar a agdo do B-caroteno e da vitamina A, na cinética da
proliferacéo de células ovais, por meio de analises histolégicas (HE) e imuno-
histoquimicas (GST-P), no modelo AAF/PH.

— Avaliar as expressdes dos genes que codificam para as conexinas
43 (de células ovais) e 32 (de hepatdcitos), através da técnica northern blot,
em figado de ratos tratados com p-caroteno ou vitamina A, e submetidos ao

modelo de diferenciag&o de células ovais em hepatocitos (modelo AAF/PH).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados 156 ratos (Rattus norvegicus) machos,
linhagem Wistar,var. albinos (Rodentia mammalia), pesando entre 47 e 70 g
(peso médio inicial de 58,6 + 7,83 g), provenientes do setor de criagdo do
biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o
Paulo. Os animais foram mantidos em uma sala especifica para
experimentagao, localizada no referido biotério, sob as seguintes condi¢des
ambientais controladas: iluminagdo — ciclo claro/escuro de 12 h (controlado
por timer); temperatura — 23 + 2 °C (mantida através de aparelho de ar
condicionado); ventilagdo — circulagéo forgada de ar (por meio de exaustor).
Os ratos foram alojados em caixas de polipropileno, em numero de no
maximo 4 por caixa, e consumiram agua destilada e racdo balanceada
(Labina - Purina Nutrimentos Ltda.) ad libitum, por dois dias em que foram
mantidos em adaptacao, e no decorrer de todo o experimento. Os animais
foram pesados em dias alternados, durante todo o ensaio biolégico, e o
controle do consumo de racéo foi efetuado semanalmente, no periodo que
precedeu a hepatectomia parcial. As pesagens foram realizadas em balanca

eletrénica digital (marca Acatec, modelo BED 5000, com precisé&o de 0,1 g).

3.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais foram submetidos ao modelo de diferenciacéo de células
ovais em hepatdcitos (modelo AAF/PH), descrito por Evarts et al. (1987), que
corresponde ao modelo do hepatocito resistente (modelo RH) de
carcinogénese, modificado (Semple-Roberts et al.,1987), adaptado para ratos
Wistar (Moreno et al,1991), sem a administracdo do agente iniciante,
conforme esquema ilustrado na figura 1.

Ao inicio do experimento, os animais foram distribuidos em trés grupos
(52 ratos / grupo), utilizando-se a técnica de delineamento por blocos
casualizados, em funcao do peso dos animais, e a partir de entao, tratados,
por via intragastrica e em dias alternados, durante todo o experimento (até
sete semanas, conforme o dia do sacrificio), com [-caroteno - grupo

BC (trans-beta-carotene type |, Sigma, 70 mg/kg de peso corporeo, dissolvido
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em 6leo de milho) , ou com vitamina A - grupo VA (acetato de retinila, Merck,
10 mg/kg em 6leo de milho), ou com dleo de milho - grupo CO (grupo
controle) que recebeu 6leo nas mesmas quantidades que os ratos dos
grupos BC e VA, ou seja, 2,5 mL/kg de peso corporeo. Quatro semanas apos
o inicio do experimento, administrou-se, por via intragastrica, o 2-
acetilaminofluoreno (2-AAF, Sigma A-2269), dissolvido em dimetilsulfoxido
(DMSO, Sigma) e em 6leo de milho, na dosagem de 20 mg/kg de peso
corpoéreo, por quatro dias consecutivos. No dia seguinte a quarta dose de
AAF, os animais foram submetidos a hepatectomia parcial (HP) a 70%. No
segundo e quarto dias apés a HP, foram administradas mais duas doses de
AAF, totalizando seis doses (6 x 20 mg/kg de peso) por animal (Figura 1).

Por ocasiao da hepatectomia parcial os animais foram distribuidos, ao
acaso (delineamento por blocos casualizados), dentro de cada grupo
experimental, em 13 subgrupos, para o sacrificio, conforme os dias 0, 3, 6, 7,
8,9,10,11,12,13, 14, 15 e 16 apds a HP (Figura 1), contendo 4 animais por
subgrupo. Os ratos foram sacrificados sempre no periodo da manha, apos
jejum de 12 h, por exsanguinagao sob anestesia com éter. Ao sacrificio, foram
colhidas amostras de figado de cada animal para anadlises histologicas e
imuno-histoquimicas, bem como para a extracao de RNA e determinacao das
concentragdes hepaticas de B-caroteno e vitamina A. Nestes dois ultimos
casos, fragmentos de cerca de 1 g do lobo anterior direito do figado, foram

imediatamente congelados em nitrogénio liquido, e a seguir, estocados a
—70°C.
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DIAS

HP - hepatectomia parcial (a 70%)
AAF - 2-acetilaminofluoreno, 6 x 20 mg/kg de peso corpéreo (via intragastrica)
T - tratamento (via intragastrica, em dias alternados) :
mmmm  grupo controle (CO) - 6leo de milho (2,5 mL/kg de peso corporeo)
=== grupo B-caroteno (BC) - B-caroteno (70 mg/kg de peso corporeo)
mm=mm  grupo vitamina A (VA) - vitamina A (10 mg/kg de peso corpoéreo)
S - dias de sacrificio, apés HP

Ficura 1. Representacao esquematica do protocolo experimental

3.3. DETERMINAGAO DAS CONCENTRAGOES DE BETA-CAROTENO E
VITAMINA A

As concentragbes hepaticas de B-caroteno e vitamina A (retinol e
palmitato de retinila) foram determinadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), baseando-se na técnica descrita por Arnaud ef al. (1991),
sendo utilizados solventes grau-HPLC. Para tanto, as amostras foram
extraidas dos fragmentos de figado (cerca de 1g), conforme procedimento a
seguir, adaptado de Stahl et al. (1993): homogeneizagdo em agitador
mecanico, com 2 mL de etanol por 2 min; agitacdo em agitador de tubos
acrescentando-se 2 mL de n-hexano, durante 2 min; centrifugagdo a 10 000
rom por 10 min (centrifuga Sorvall, modelo RC5C, rotor SS34); secagem do
sobrenadante em atmosfera de nitrogénio; resuspensao na fase movel.

A analise das amostras foi realizada em cromatégrafo (Shimadzu,
modelo LCY9A) com sistema de bombeamento para multisolventes, auto-
injetor (SIL-6B) e detector UV-VIS (SPD-M6A), utilizando-se coluna de fase
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reversa C18 (CLC-ODS; 5 um, 6 mm ID x 15 cm) protegida por uma coluna
de guarda (CLCG-ODS). O detector foi ajustado em 450 nm para detecgéo de
[-caroteno, e em 325 nm para detecgdo de retindides. Aliquotas de 20 uL de
amostra foram injetadas no cromatoégrafo e os compostos (p-caroteno e
vitamina A) foram eluidos ( fluxo de 1,5 mL/min) usando-se a mesma fase
movel — acetonitrila : diclorometano : metanol ( 20:20:10). O tempo de

retencao foi de 12,5 min para B-caroteno, 2,9 min para retinol e 13,1 min para
palmitato de retinila.

O pB-caroteno e os retindides foram identificados por comparagao dos
tempos de retengdes com aqueles dos respectivos padroes, sendo
quantificandos através das areas dos picos. A pureza dos padrdes (Merck) foi
verificada por meio de espectrofotometro (Beckman, modelo DU70), obtendo-
se taxas de recuperagao em torno de 91 %, 95 % e 93 % para o p-caroteno,

retinol e palmitato de retinila, respectivamente.

3.4. ANALISE HISTOLOGICA

3.4.1. Preparo do Material

Fragmentos com aproximadamente 5 mm de espessura,
representativos de cada lobo hepatico, foram colhidos e em seguida
colocados em solugdo metacarn ( metanol 60%, cloroformio 30% e acido
acético glacial 10%, P.A.) para fixacdo do material, por 48 h. Apos este
periodo, os fragmentos foram submetidos as técnicas rotineiras de
desidratacao, diafanizacdo e inclusdo em parafina. A partir desse material
foram preparados cortes de 5 um de espessura, que foram aderidos em
laminas histoldgicas previamente desengorduradas, e entdo corados pela
hematoxilina de Harris e eosina (HE).

3.4.2. Avaliagao Morfolégica

Apds secagem dos cortes e montagem com resina histologica, as
laminas foram analisadas em microscopio Optico (Olympus, Japao),
observando-se a presenca das células ovais, segundo a localizagdo e a
cinética da proliferagao, nos diferentes tempos e tratamentos considerados no

protocolo experimental (Figura 1).
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3.5. ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

3.5.1. Preparo do Material
As técnicas utilizadas para a obtengao e fixagdo dos fragmentos de
figado e para o preparo e adesao dos cortes histolégicos em laminas foram

as mesmas descritas previamente no item 3.4.1.

3.5.2. Marcagao com GST-P

A enzima GST-P (glutationa S-transferase, em sua forma placentaria),
amplamente utilizada em imuno-histoquimica para identificar lesées pré-
neoplasicas, € expressada nas células ovais, podendo, por conseguinte, ser
usada como um marcador imunolégico destas células (Satoh et al., 1985,
Evarts et al.,1990, Imai et al.,1997). Nesse sentido, foram utilizados os
procedimentos descritos a seguir, adaptados daqueles relatados por
Tatematsu et al. (1988). Cada procedimento foi intercalado com lavagem da
lamina em solugdo salina, tamponada com tampao sodio-fosfato (PBS).

— Os cortes histolégicos foram desparafinados em xilol, hidratados em
sequéncia de alcoois (absoluto, a 95% e a 70%) e lavados em agua destilada.

— Para bloquear a peroxidase enddégena, as laminas foram incubadas
por 30 min em metanol (P.A.) contendo 50% de perdxido de hidrogénio 30
volumes (P.A.).

— Os cortes foram entdo incubados com os anticorpos primarios, ou
seja, anticorpos policlonais anti-GST-P de coelho (MLB,Japdo), durante uma
noite a 4 °C, em camera umida. Os anticorpos primarios foram utilizados na
diluicdo 1 : 4 000, tendo sido diluidos em solugdo contendo soro-albumina
(albumina bovina fragdo V [Sigma A-2153]) a 5% em agua destilada
(1,25 mL), azida sédica (P.A.) a 5% em agua destilada (2,5 mL), e PBS (59
mL).

— A seguir, incubou-se os cortes com anticorpo secundario anti-
imunoglobulinas de camundongo/coelho (Strept ABComplex /HPR, Duet,
mouse/rabbit, DAKO K0492, Dinamarca), conjugados a biotina, durante 30
min, seguindo-se a aplicagdo do conjugado estreptoavidina-biotina-
peroxidase (incubacao por 30 min), de acordo com método descrito por Hsu

et al. (1981). Nos dois casos utilizou-se diluicao 1:400, em PBS.
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— Ap0s, aplicou-se sobre os cortes solugado de substrato de peroxidase
(peroxido de hidrogénio a 0,02% e diaminobenzina [3,3'- diamino-benzine,
Sigma] a 0,1% diluidos em PBS), preparada imediatamente antes da
utilizagao.

— Os cortes foram lavados rapidamente em PBS e em agua destilada,
e em seguida contracorados pela hematoxilina, desidratados, diafanizados e

montados com resina histolégica.

3.5.3. Avaliagao Morfométrica

Para a avaliagdo morfométrica de estruturas periportais (células ovais)
positivas para a GST-P, utilizou-se o sistema computadorizado de analise de
imagem do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da USP. Este compreende um microscopio optico (Olympus,
Japdo) acoplado a uma camera de video, que se conecta a um
microcomputador AT-486 equipado com uma placa digitalizadora e com o
programa Bioscan Optimas (Copyright Aldus Corp., versao 4.1, 1987-1993).
As células ovais foram quantificadas mediante a técnica de estimativa do
volume celular por pontos coincidentes, adaptada de Weibel (1963). Para
tanto, acoplou-se a tela do monitor uma folha transparente contendo 100
pontos, plotados distantes 2 cm um ponto do outro. Em cada lamina analisou-
se 15 regides periportais consideradas como areas de proliferacdo de células
ductulares, em espacos-porta alternados, e no corte referente ao lobo anterior
direito, computando-se os pontos coincidentes com estruturas periportais
(células ovais) positivas para GST-P. Os resultados foram expressos em
fracdo de volume celular (%) de zonas periportais, conforme descrito por
Dagli et al. (1998).

3.6. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR NORTHERN BLOT

A técnica northern blot foi utilizada para avaliacdo das expressdes dos
genes das conexinas 43 e 32, através da analise do mRNA (RNA
mensageiro) ou transcritos desses genes, 0s quais constituem marcadores
moleculares de células ovais e hepatdcitos, respectivamente. Esta técnica,
que € derivada do southern blot (analise de DNA) (Southern, 1975),
compreende um grande numero de procedimentos, que podem ser

agrupados em duas etapas principais, ou seja, obtencao e preparo do RNA
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total (extragdo, separacao, transferéncia e fixagdo em membrana) e
hibridizagdo — da sonda com o mRNA contido na membrana (preparo e
marcacgao de sondas, pré-hibridizacao, hibridizacao e revelagéo). Cada etapa
foi cuidadosamente padronizada através da adaptagao de técnicas descritas
por Chomczynski & Sacchi (1987), para extracdo de RNA total, e por
Sambrook et al. (1989). A padronizacao foi entdo redigida na forma de um
manual, para ser usado na rotina do Laboratério de Dieta, Nutrigdo e Cancer
do Departamento de Alimentos e Nutrigdo Experimental da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP.

Todos os procedimentos descritos neste item foram realizados
tomando-se o cuidado necessario com a limpeza do ambiente e dos materiais
(esterilizados a seco [ forno a 200 °C por 8 h] ou a vapor
[ autoclavagem a 121 °C por 20 min]) e com a pureza dos reagentes (grau -
biologia molecular) e das solugdes, bem como das amostras, sempre
mantidas sob refrigeracdo durante a execugao das técnicas, evitando-se
assim a contaminacgao e degradagao do RNA. Toda a manipulagdo envolveu
o uso de luvas cirurgicas, que eram trocadas frequentemente, e toda agua
utilizada, em solugdes e procedimentos em geral, era ultrapura, esterilizada e
tratada com DEPC (dietil pirocarbonato, Sigma D-5758) a 0,1%.

3.6.1. Obtencao e Preparo do RNA Total
Esta etapa inclui a extracido do RNA total, separacao por eletroforese e

transferéncia e fixagdo do RNA em membrana, conforme descricéo a seguir.

3.6.1.1. Extracdo do RNA total

O RNA total foi isolado de acordo com o método AGPC (Chomczynski
& Sacchi,1987), ou seja, extragdo com tiocianato de guanidina, fenol e
cloroférmio. Para tanto, cerca de 500 mg de figado, pesados em balanga
eletrénica digital (marca Acatec, modelo BCM 1100, com precisao de 0,001g)
foram triturados em agitador mecéanico (FANEM / Tecnal, modelo 256) com 5
mL de solugdo de tiocianato de guanidina (tiocianato de guanidina [Sigma
G-9277] - 50 g; citrato de sodio [Sigma C-8532] 0,75 M, pH 7,0 - 3,52 mL;
lauroilsarcosil [Sigma L-9150] a 10 % - 5,28 mL; agua com DEPC - 58,6 mL) e
mercaptoetanol (Sigma M-3148) a 0,7 %. Apds, adicionou-se 0,5 mL de
acetato de sodio (Sigma S-2889) 2 M, pH 4,0; 5 mL de fenol (Sigma P-1037)
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saturado em agua; e 1 mL de solugéo de cloroférmio:alcool isoamilico (Sigma

1-9392) (49:1); centrifugou-se a 9 500 rpm por 30 min a 4°C (centrifuga
Sorvall, modelo RC5C, rotor SS34), coletando-se o sobrenadante. O RNA
contido no sobrenadante foi entdo precipitado com etanol absoluto (Merck,
P.A.), e o precipitado, obtido apds dois ciclos de centrifugagéo, foi lavado com
etanol a 75 %, e resuspendido com solugdo de SDS ( duodecil sulfato de
sédio [Sigma L-4390]) a 0,5 %, até volume maximo de 400 pL. A
concentragao final de RNA nas amostras foi estimada através de leitura em
espectrofotdbmetro (Hitachi, modelo U-3410) no comprimento de onda de
260 nm, em que 1 OD2 corresponde a 40 ug de RNA. A integridade do RNA
foi monitorada mediante separagao por eletroforese em mini-gel de agarose
(Sigma A-9539) a 1 %, usando-se como padrdao RNA ribossomal (18 S e 28 S,
Sigma R-0889).

3.6.1.2. Separacgao do RNA total por eletroforese

O RNA total foi separado por eletroforese, conduzida sob uma tensao
de 20 V, por cerca de 10 h, em gel de agarose a 1 %, sob condigbes
desnaturantes (gel contendo formaldeido [ Sigma F-87751a 17,7 % ), em
sistema de recirculagdo de tampao MOPS 1X ( MOPS 10 X - MOPS [3-{N-
morfolino} acido propanosulfénico, Gibco 11345-022] 200 mM; acetato de
sodio 50 mM; EDTA [Gibco 15576-028] 10 mM). Aliquotas de 15 uL de RNA

foram previamente aquecidas em banho-maria a 65 °C por 20 min; diluidas
em solugao contendo MOPS 1 X, formaldeido a 17,7 % e formamida (Sigma
F-7508) a 50 %; aquecidas novamente a 55 °C por 15 min e em seguida,
pipetadas no gel. Usou-se como padrdao RNA Ladder (0,24-9,5 kb, Gibco
15620-016).

3.6.1.3. Transferéncia e fixacdo do RNA total

Apds a eletroforese o gel foi lavado em banhos (sob agitagéo),
conforme sequéncia a seguir: agua com DEPC, durante 10 min (por duas
vezes); solugdo de NaOH (NaCl 0,15 M e NaOH 0,05 N), por 30 min; solugéo
de Tris ( NaCl 0,15 M e Tris [ trizma base - tris {hidroximetila} aminometano -
Sigma T-8524] 0,1 M, pH 7,5 ), por 30 min; agua com DEPC, por 10 min;
solugdo de SSC 20 X (citrato de sédio [82,2 g] e cloreto de sddio [175,3 g] em
1 000 mL de agua com DEPC) pH 7,0 , durante 45 min. Para a transferéncia,
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o gel foi colocado em contato com a membrana de nitrocelulose com suporte
(Sigma, W-8248), que foram dispostos entre papeis 3mm para cromatografia
(Whatman 3030917), e acima deste conjunto, montou-se uma “torre” com
guardanapos de papel, mantidos sob pressdo (com auxilio de um peso de
500 g) durante aproximadamente 16 h. Apds este periodo, o RNA foi fixado
por incubagao da membrana a 80 °C por 2h, em estufa a vacuo (presséao - 25
mmHg). A membrana foi armazenada sob refrigeragado (cerca de — 4 °C) para
posterior hibridizacdo, apds separacdo do RNA padrao. Este foi corado com
azul de metileno 0,04 % em tampéao de acetato de sddio 0,5M (pH 5,2), para
revelagdo do mesmo, que foi usado para identificacdo dos transcritos
hibridizados.

3.6.2. Hibridizacao

Este item compreende as seguintes etapas: obtencdo e marcagao das
sondas de cDNA (DNA complementar dos genes em estudo) com *P, pré-
hibridizacéo e hibridizacao do RNA imobilizado em base sélida (membrana de

nitrocelulose com suporte), e revelagao por auto-radiografia.

3.6.2.1. Obtencao e marcagao das sondas de cDNA

Os cDNAs das conexinas 32 (inserido no plasmidio pGEM-3) e 43
(inserido no plasmidio BSKS+) foram fornecidos gentilmente pelo Dr. David L.
Paul, do Departamento de Neurobiologia da Faculdade de Medicina de
Harvard, Boston, EUA (Paul,1986, Beyer et al.,1987). Os cDNAs foram
isolados de acordo com os seguintes procedimentos : digestdo do plasmidio
com enzima de restricdo Eco RI (incubagao a 37 °C por 16 h); separagao do
digerido por eletroforese (a 70 V por cerca de 2 h) em gel de agarose a1 % e
sistema de recirculagado de tampao TPE (trizma base 0,36 M;NaH.PO, 0,3 M;
EDTA 0,1 M); lavagem com cloroférmio e fenol:cloroférmio (1:1); extracdo
com acetato de sodio 3 M, pH 5,2 e etanol absoluto ; e por fim resuspensao
do precipitado em tampéo TE (tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM, pH 8,0),
pH 7,6. Estimou-se a concentracdo da solugao final de cDNA através da
comparagédo da banda da amostra em relagdo as bandas do padrdo (DNA
Hind Ill, Pharmacia), apos separacgao por eletroforese em mini-gel de agarose
al%.
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As sondas (cerca de 100 ng de cDNA da cx 32 e da cx 43) foram
marcadas com *P - dCTP (Amersham AA0075), utilizando-se o conjunto de
marcacgao multiprime DNA labelling system (Amersham RPN.1601Z) contendo
iniciador (primer), nucleotidios e enzima. Apds incubagdo por uma noite a
temperatura ambiente, as sondas marcadas com *P foram purificadas
utilizando-se colunas descartaveis (Nick column, Sephadex G-50, Pharmacia /
Biotech 17-0855-02), e tampao TE, pH 7,6. A segunda fracdo eluida da
coluna, correspondente a sonda marcada com 3P, foi reservada para
posterior hibridizagdo, depois da retirada de uma aliquota de 2 uL para
contagem da radioatividade contida nesta fragdo, em cintilador liquido (Tri-

Carb 1600 TR, Packard). Considerou-se atividade especifica satisfatoria a

partir de 1 x 10° cpm/ug de sonda.

3.6.2.2. Pré-hibridizagao

A membrana foi submetida a um banho em solucéo de pré-hibridizacao
(formamida [Sigma F-7508] a 50 %; SSC 6X; denhardt 5X [denhardt 50X =5 g
de ficoll { Pharmacia 17-0400-01}, 5 g de polivinil- pirrolidona {Sigma P-5288},
5 g de albumina bovina fragdo V, diluidos em 500 mL de agua ultra-pural;
SDS a 0,5 % e Na,HPO, [Sigma S-3264] 0,1 M) a 42 °C durante uma noite,
em forno de hibridizacdo (Hybridiser HB-2D, Tecne/UNN Uniscience do
Brasil). Acrescentou-se ao banho de pré-hibridizacdo, uma solugdo de DNA
(Herring Sperm DNA, Gibco 15634-017), na concentragao final de 750 pug/mL
de solugédo, para bloquear a membrana contra ligagbes inespecificas da

sonda de hibridizacao.

3.6.2.3. Hibridizacao
Apds a pré-hibridizacdo, procedeu-se a hibridizacdo da membrana,
acrescentando-se a solugao de pré-hibridizacdo, a solugao contendo a sonda

(apés 10 min de fervura). A hibridizacdo foi conduzida em forno de

hibridizacao, a temperatura constante de 42 °C por cerca de 50 h.

3.6.2.4. Revelagao por auto-radiografia
Em seguida a hibridizagdo, a membrana foi submetida a banhos (sob
agitacao) com diferentes capacidades de estringéncia, para retirar 0 excesso

de radioatividade, sem prejudicar a hibridizacdo das sondas de cDNA com o
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MmRNA contido na membrana. Para tanto, usou-se a solugédo | (SSC 2X e
SDS a 0,5 %) e Il (SSC 2X e SDS a 0,1 %) a temperatura ambiente, por 5 e
15 min, respectivamente . Apds, conforme a radioatividade remanescente na
membrana, medida através de um contador Geiger (Victoreen, modelo 190), a
mesma era submetida a um ou mais banhos com a solugao IIl (SSC 0,1X e
SDS 0,5 %) a 52 °C, durante 2 a 10 min. A seguir, a membrana, envolvida em
filme de PVC, foi exposta (em camera escura) a filme de raio-X (Kodak X-
OMAT, 6497903) em chassi radiografico (X-ray exposure holder,
Kodak/Sigma E-9010) contendo tela intensificadora, a —70 °C durante um
tempo variavel ( 1 a 2 dias para cx 32 e 3 a 4 dias para cx 43). Apos a
exposicao, os filmes de raio-X foram revelados (em camera escura) usando-
se revelador e fixador Kodak-GBX. Os sinais identificados por auto-
radiografia, correspondentes as areas da membrana hibridizadas com as
sondas de cDNA, foram analisados em sistema de analise densitométrica do
Laboratério de Quimica e Bioquimica de Alimentos, do Departamento de
Alimentos e Nutrigdo Experimental da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da USP. O referido sistema consiste em um densitdmetro (Bio-Rad, modelo
GS-700), conectado a um microcomputador equipado com o programa
Molecular Analyst (Bio-Rad's Image Analysis Systems, verséo 1.4).

As areas da membrana hibridizadas com as sondas de cDNAs das
conexinas 32 e 43, reveladas por auto-radiografia, foram identificadas através
de comparagdo com o RNA padréao (corado com azul de metileno conforme
descrigéo no item 3.6.1.3), e o cDNA de B-actina (Oncor P 7000, USA) foi

usado como um controle da quantidade de amostra hibridizada.

3.7. METODOLOGIA ESTATISTICO-EXPERIMENTAL

Na presente investigacao, o delineamento experimental foi o de blocos
casualizados, compreendendo 3 tratamentos, 13 pontos por tratamento, e 4
repeticdes por ponto e tratamento, conforme descrito no item 3.2. Os
resultados obtidos a partir de dados quantitativos estdo expressos sob a
forma de média e desvio-padrao da média (média + D.P.). Quando indicado,
os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e Teste F. Para
avaliar a significancia estatistica das diferengas entre médias, empregou-se o
Teste t de Student para amostras ndo-pareadas (Gad & Weil, 1989). Os
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calculos estatisticos foram efetuados em microcomputador AT-486 equipado
com o programa INSTAT (GraphPad Software , versdo 2.01 , 1990-1992).

3.8. PADRONIZAGAO DA FORMA DE APRESENTAGCAO DESTA TESE

As caracteristicas gerais de formatagéo (formato da pagina de rosto e
do sumario, configuragdo de pagina e numeracao, formato e tamanho de
letra, espagamento entre linhas), utilizadas no presente documento, baseiam-
se nas diretrizes estabelecidas pela Comisséo de Pds-Graduagao (CPG) da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.

As citagdes bibliograficas indicadas no corpo do relatério estdo de
acordo com a norma NBR-10520/1988 (Apresentacdo de citagcbes em
documentos), da ABNT (Associagao Brasileira de Normas Técnicas), e a lista
de referéncias bibliograficas foi redigida conforme a norma NBR-6023/ 1989
(Referéncias bibliograficas)/ABNT. Os titulos dos periddicos listados nas
referéncias bibliograficas foram abreviados segundo o Chemical Abstracts
Service Source Index (CASSI, 1995, ISSN 0001-0634), e a grafia das
unidades de medidas indicadas no texto, segue as diretrizes estabelecidas no

S| (Systeme Internatinal d'Unités), conforme descrito por Young (1990).
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4. RESULTADOS

4.1. EVOLUGAO DE PESO E CONSUMO DE RAGAO

Os trés grupos de animais constituidos para o ensaio bioldgico,
apresentavam, ao inicio do estudo, pesos medios semelhantes, de 59 g
(58,6 + 7,89 g; 58,7 + 7,97 g; 586 + 7,79 g, para CO, BC e VA,
respectivamente). Da mesma forma, a evolugdo do peso dos animais no
decorrer do experimento, evidencia curvas de peso similares entre os grupos
de ratos, conforme o grafico mostrado na Figura 2. Esses dados sao relativos
a 52 animais por grupo experimental, até a hepatectomia; apos, o numero de
animais € variavel e gradativamente menor conforme o sacrificio de 4 ratos/
tempo (dias pdés-HP) / tratamento. Por ocasido da primeira dose de AAF, os
animais pesavam em meédia 201,9 + 23,36 g (203,38 + 21,04 g; 203,92 +
24,45 g e 196,37 + 25,20 g; para os grupos CO, BC e VA, respectivamente).
Observa-se que no periodo compreendido entre a primeira e a ultima dose de
AAF - durante as intervengdes relativas ao modelo AAF/PH (administragao da
droga e cirurgia com resseccao de 2/3 do figado), o crescimento foi
desacelerado, resultando em manutencdo de peso nesta fase. Apds as
referidas intervengbes, os animais voltaram a ganhar peso, retomando o
crescimento durante o periodo de sacrificio (entre o zero e 16 ° dias apds
hepatectomia), de forma similar entre os grupos experimentais (Figura 2).

O tratamento com B-caroteno ou vitamina A também nao influenciou o
consumo de ragao, uma vez que este foi semelhante entre todos os grupos
experimentais, e gradativamente maior com a evolugdo do tempo de
experimento (Figura 3). Observa-se que durante a quinta semana do ensaio
biolégico, no periodo em que foram administradas as quatro primeiras doses
de AAF (antes da hepatectomia), o consumo de ragao estabilizou-se, ou foi
ligeiramente reduzido. Constatou-se um consumo médio diario de ragéo por
rato de 10,79, 14,0g, 18,19, 21,1 ge 20,4 g, respectivamente na primeira,
segunda, terceira, quarta e quinta semanas do experimento.
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Ficura 2. Evolugdo do peso de ratos Wistar tratados com 6leo de milho (CO — controle),
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caroteno (BC) ou vitamina A (VA), e submetidos ao modelo AAF/PH de diferenciagéo celular

hepética. AAF: 2-acetilaminofluoreno. HP: hepatectomia parcial.
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Ficura 3. Consumo de ragéo de ratos Wistar tratados com éleo de milho (CO), p-caroteno (BC)

ou vitamina A (VA), e submetidos ao modelo AAF/PH de diferenciagao celular hepatica. AAF:

2-acetilaminofluoreno.

4.2. CONCENTRAGOES HEPATICAS DE BETA-CAROTENO EVITAMINAA

Na Tabela 1 estao apresentadas as concentragdes hepaticas de

B_

caroteno, retinol e palmitato de retinila, de ratos Wistar submetidos ao modelo

AAF/PH de diferenciagdo celular, e tratados durante todo o experimento

(minimo de cinco semanas consecutivas, conforme o dia do sacrificio), por

via intragastrica, em dias alternados, com 6leo de milho (grupo CO -
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controle), B-caroteno (grupo BC) ou vitamina A (grupo VA). Determinaram-se
as concentragdes de p-caroteno, retinol e palmitato de retinila nos figados dos
animais sacrificados nos tempos zero, 7°, 11° e 16° dias pds-hepatectomia.

Observa-se que o grupo BC apresentou concentragdes hepaticas de 3-
caroteno significativamente maiores (p< 0,01) que aquelas dos demais grupos
experimentais (cerca de vinte vezes em relagdo ao grupo CO e de dez vezes
em relagdo ao grupo VA), em todos os tempos de sacrificio considerados,
conforme ilustragao grafica na Figura 4. Além disso, o conteudo de B-caroteno
do grupo VA foi significativamente maior que aquele do grupo CO, nos
tempos zero (p< 0,05) e sétimo dia apés HP (p< 0,01).

Por outro lado, o grupo VA apresentou concentragdes hepaticas de
vitamina A (retinol e palmitato de retinila) significativamente maiores (p<
0,01) que aquelas dos grupos CO e BC (p < 0,05 para palmitato de retinila no
grupo BC aos 11° e 16° dias), conforme Tabela 1. Estes valores estédo
representados graficamente nas Figuras 5 e 6. Além disso, os conteudos
hepaticos de retinol e de palmitato de retinila, no grupo BC, foram
significativamente maiores que aqueles do grupo controle (p < 0,05 para os
tempos zero e 7° dia, e p< 0,01 para 11° e 16° dias).

Nao foi constatada nenhuma diferenga significativa nas concentragées
hepaticas de B-caroteno, retinol ou palmitato de retinila, entre os diferentes
momentos do sacrificio em um mesmo grupo experimental, ou seja, o tempo
de sacrificio (dias apds HP) ndo afetou o acumulo destas substancias no

figado dos animais.
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TaseLa 1. Concentracdo de B-caroteno, retinol e palmitato de retinila (ug/g de
tecido)*, por tratamento e tempo de sacrificio (dias apds hepatectomia
parcial), no figado de ratos Wistar tratados por via intragastrica e em dias
alternados, com 6leo de milho - controle (CO), B-caroteno (BC) ou vitamina A
(VA) e submetidos ao modelo AAF/PH de diferenciagao celular

TEMPO GRUPO/TRATAMENTO

DE

SACRIFICIO CO BC VA
B-Caroteno

Zero 0,10 + 0,03 254 + 0,72** t1 0,21 + 0,06*
70 dia 0,11 + 0,03 2,12 + 0,48** 11 0,27 + 0,07**
11° dia 0,172 + 0,03 2,23 + 0,71** 11 0,18 + 0,06

. 0,11 £ 0,04 2,58 + 0,76** 11 0,16 + 0,05
16° dia

Retinol

Zero 9,90 + 3,74 21,09 + 6,34* 11 72,20 + 24,04**
70 dia 9,34 + 5,50 20,32 + 6,01* 1t 79,00 + 29,30**
11° dia 8,93 + 1,68 26,28 + 4,82** 1t 70,07 + 19,36**

) 12,50 + 3,70 21,89 + 3,52** 1 71,80 + 21,82**
16° dia

Palmitato de Retinila

Zero 12,81 + 6,15 32,06 + 12,39* t1 138,17 + 31,54**
70 dia 16,13 + 4,93 28,62 + 8,62* tt 114,57 + 30,84**
11° dia 11,19 + 4,03 37,44 + 8,16** t 110,01 + 49,55**
16° dia 14,19 + 3,77 24,80 + 4,13** t 117,01 + 58,14**

* Valores sdo médias + D.P. para quatro animais.

Valores estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo controle (CO), pelo Teste t de
Student — * =p <0,05; ** =p < 0,01.

Valores estatisticamente diferentes em relacdo ao grupo vitamina A (VA), pelo Teste t de
Student — 1 =p<0,05; 1t =p< 0,01.
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Ficura 4. Concentragédo de 3-caroteno em figado de ratos Wistar (média + D.P. para quatro
animais) tratados com 6leo de milho (CO), R-caroteno (BC) ou vitamina A (VA), submetidos ao
modelo AAF/PH de diferenciagdo celular, e sacrificados em diferentes dias apds hepatectomia
parcial. Os simbolos localizados acima das barras de D.P. indicam concentragbes de R-
caroteno estatisticamente diferentes em relagéo ao grupo CO (*) e VA (+) (Teste t de Student ,
*=p<0,05;*e++=p<0,01).
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Ficura 5. Concentragdo de retinol em figado de ratos Wistar (média + D.P. para quatro
animais) tratados com 6leo de milho (CO), R-caroteno (BC) ou vitamina A (VA), submetidos ao
modelo AAF/PH de diferenciagao celular, e sacrificados em diferentes dias apés hepatectomia
parcial. Os simbolos localizados acima das barras de D.P. indicam concentragbes de retinol
estatisticamente diferentes em relagcao ao grupo CO (*) e VA (+) (Teste t de Student, * =p <
0,05; * e ++=p<0,01).
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Ficura 6. Concentragéo de palmitato de retinila em figado de ratos Wistar (média + D.P. para
quatro animais) tratados com 6leo de milho (CO), R-caroteno (BC) ou vitamina A (VA),
submetidos ao modelo AAF/PH de diferenciagdo celular, e sacrificados em diferentes dias
apos hepatectomia parcial. Os simbolos localizados acima das barras de D.P. indicam
concentragdes de palmitato de retinila estatisticamente diferentes em relagao ao grupo  CO
(*) e VA (+) (Teste t de Student, *e+=p<0,05;* e ++=p<0,01).

4.3. CINETICA DA PROLIFERAGAO DE CELULAS OVAIS

A cinética da proliferacdo de células ovais foi analisada através de
técnicas histologica (HE) e imuno-histoquimica (GST-P), em amostras de
figado de animais (submetidos ao modelo AAF/PH adaptado para ratos
Wistar) sacrificados nos tempos zero, 7°, 9°, 11°, 13° e 16° dias pos-

hepatectomia (4 ratos/tempo de sacrificio/tratamento).

4.3.1. Avaliagao Histolégica (HE)
Observou-se a seguinte cinética da proliferacdo de células ovais nos
figados dos ratos Wistar tratados com 6leo de milho (grupo controle),

conforme representado esquematicamente na Figura 7 (elaborada segundo

estimativa de um patologista): presenga moderada de células ovais no 7° dia

pos-hepatectomia nas regides periportais, que aumentou significativa- mente
ao 9° dia, proliferando em direcdo a zona 3 do acino hepatico; reducao
significativa da celularidade periportal ao 11° dia, que manteve-se neste nivel

no 13° e 16° dias pos-hepatectomia. No caso dos animais tratados com f3-
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caroteno (grupo BC), constatou-se um retardo no pico de proliferagao das
células ovais, observado aos 11° dia apdés HP, da mesma forma que para o
grupo VA, que também apresentou proliferagdo acentuada em dias mais
tardios em relagao a HP (11° e 13° dias).

Além das células ovais, foram observadas outras caracteristicas
fenotipicas, tais como a formacgéao de estruturas tipo ductos biliares por todo o
parénquima hepatico. Também neste caso, o grupo CO apresentou uma
presenca intensa de ductos neoformados precocemente (no 7° dia poés-
hepatectomia), em relagcdo aos demais grupos, e no grupo VA observou-se
maior presenca de ductos neoformados em relagao aos grupos CO e BC, a
partir do 11° dia pds-hepatectomia. Por outro lado, constatou-se com maior
frequéncia, a presencga de focos de hepatdcitos no grupo CO a partir do 11°
dia pés-hepatectomia, em relacdo aos demais grupos . A presenca de focos
de hepatdcitos foi observada, em todos os grupos experimentais, a partir dos
9° dia ap6s HP (Fig. 7). Em anexo encontra-se a Figura 8, constituida por
foto-micrografias que ilustram as caracteristicas fenotipicas observadas por
HE.

GRUPO / TEMPO POS-HEPATECTOMIA (dias)

coO BC VA
CARACTERISTICAS FENOTIPICAS
0O 7 9 11 13 16 0 7 9 11 13 16 0 7 9 11 13 16
CELULAS OVAIS ...ooeveveeee I
DUCTOS NEOFORMADOS

FOCOS DE HEPATOCITOS .......

|:| Presencga ndo observada D Presenca moderada

|:| Presenca discreta . Presenca intensa

Ficura 7. Representacdo esquematica dos resultados da analise histoquimica (HE) em figado
de ratos tratados com 6leo de milho (CO), B-caroteno (BC) ou vitamina A (VA), submetidos ao
modelo AAF/PH de diferenciagdo de células ovais, e sacrificados em diferentes dias apds
hepatectomia parcial. Os dados sao representativos de quatro animais.
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4.3.2. Avaliagao Imuno-Histoquimica (GST-P)

De uma forma geral, a cinética da proliferacdo de células ovais,
observada por HE, foi confirmada através da quantificagdo do numero de
células ovais positivas para GST-P. Na Tabela 2, onde estao apresentados os
resultados desta avaliagcéo, observa-se que a porcentagem de area periportal
ocupada pelas células ovais no tempo zero (a hepatectomia), € bastante
reduzida (cerca de 3%), e semelhante entre os trés grupos experimentais.
Aos 7° dia pdés-hepatectomia esta medida aumentou consideravelmente no
grupo controle (12,67 + 4,73 %), sendo maior que aquelas dos grupos-teste
(7,67 + 2,08 % para o grupo BC e 8,33 + 2,31 % para o grupo VA), embora
nao sejam diferengas significativas (p < 0,05). Porém, aos 9° dia pés-
hepatectomia, o grupo CO apresentou uma proliferagdo significativamente
maior de células ovais (p < 0,01) em relagado aos grupos BC e VA (26,67 +
1,53 %, 18,67 + 0,58 % e 16,25 + 3,30 %, respectivamente). Nos 11° dia pos-
hepatectomia a area ocupada pelas células ovais reduziu no grupo CO (15,33
+ 4,73 %), mantendo-se em proporgdes semelhantes nos dias subsequentes (
13° e 16°). Ao contrario, constatou-se uma presenca intensa de células ovais
entre os dias 11° e 13° apos HP, de forma semelhante nos grupos BC e VA,
e significativamente maior (p< 0,05) que o grupo CO no 13° dia pos-
hepatectomia (23,00 + 3,00 %, 22,67 £ 4,93 %, 14,00 + 2,94 %,
respectivamente). Nos 16° dia pos-HP, observou-se um maior numero de
células ovais nas regides periportais nos grupos CO e VA em relacdo ao
grupo BC: 15,25 + 3,86 %; 14,25 + 3,30 % e 10,00 + 2,45 %, respectivamente
(diferengas nao significativas para p < 0,05).

A cinética da proliferacdo de células ovais, evidenciada por marcagao
imuno-histoquimica com GST-P, encontra-se representada graficamente na
Figura 9, e ilustrada por meio de fotomicrografias apresentadas em anexo,

nas figuras 10,11 e 12.
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TaseLa 2. Volume (%)* de area ocupada por células ovais positivas para GST-
P, na zona periportal de figado de ratos tratados com 6leo de milho - controle
(CO), B-caroteno (BC) ou vitamina A (VA), submetidos ao modelo AAF/PH de
diferenciacdo de células ovais, e sacrificados em diferentes dias apos
hepatectomia parcial

TEMPO DE SACRIFICIO
GRUPO  ZERO 7° Qe 110 13 16°

CcO 2,75+ 0,96 12,67 +4,73 26,67+153 1533+473 14,00+2,94 1525+ 3,86
BC 3,00+ 0,71 7,67+ 2,08 18,67+0,58* 23331252 23,00+3,00* 10,00 +2,45

VA 325+189 833+231 1625330 1925+411 22,6+4,93% 1425+3,30

*Valores sdo médias + D.P. para trés ou quatro ( no caso dos sub-grupos CO-13° e 16° dias,
BC-16° dia e VA-9°,11° e 16° dias pds-HP) animais - analise de 15 regides periportais do lobo
anterior direito, em cortes de figado.

Valores estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo controle (CO), pelo Teste t de
Student - * =p <0,05; ** =p <0,01.

25 +

20 + —+—CO
—=—BC
15 + > ¢ VA

10 +

VOLUME (%) DE CELULAS OVAL:
(GST-P+)

TEMPO POS-HEPATECTOMIA (dias)

Ficura 9. Volume (%) de area ocupada por células ovais (GST-P +), em regides periportais de figado de
ratos Wistar (média para trés ou quatro animais) tratados com 6leo de milho (CO), 3-caroteno (BC) ou
vitamina A (VA), submetidos ao modelo AAF/PH de diferenciagdo de células ovais, e sacrificados em

diferentes dias apos hepatectomia parcial.



61

4.4. EXPRESSOES DOS GENES QUE CODIFICAM PARA AS CONEXINAS 43 E 32

A evolugao das expressdes dos genes que codificam para as
conexinas 43 e 32, nos diferentes dias pods-hepatectomia e tratamentos
considerados no protocolo experimental, esta ilustrada nas copias das auto-

radiografias apresentadas na Figura 13, que contém também os resultados
das hibridizagbes com o gene controle (B-actina). Estas auto-radiografias

ilustram o resultado de trés experimentos — RNA de figados de 3 ratos /
tempo de sacrificio / tratamento, totalizando 117 amostras. Observa-se, no
grupo controle (CO), que a expressao génica para a cx 43 (de células ovais),
foi maior nos primeiros dias apds a hepatectomia (entre o0 3° e 8° dias), € no
caso dos grupos-teste, nos dias mais tardios — BC , entre os dias 8 e 12, e
VA, entre o 10° e 15° dias pds-hepatectomia.

Na Figura 14 encontram-se os resultados da analise de imagem das
auto-radiografias correspondentes as hibridizagdes com o cDNA do gene para
cx 43, corrigidos pela quantidade de amostra hibridizada (ajuste por
comparagao com a expressao do gene controle), e relativos ao tempo zero.
Observam-se, em todos 0s grupos experimentais, dois picos de expressao
génica para a cx 43, sendo que o maior pico de expresséo, no grupo CO,
ocorreu no 7° dia pés-hepatectomia, e que nos grupos-teste, este momento é
deslocado para dias mais tardios — para o 11° dia no grupo BC, e para o 12°
dia no grupo VA. O grupo VA apresentou maiores niveis de expressao génica
para cx 43, em relagdo ao tempo zero (4,4 vezes maior ao 11° dia), sendo a
expressao maxima para o grupo BC de 2,5 vezes (ao 12° dia) e para o grupo
CO de 3,5 vezes (ao 7° dia). Além disso, constataram-se niveis de expresséo
maiores que aquele do ponto inicial (tempo zero) por mais tempo no grupo
VA, em relagdo aos demais grupos, a partir do 10° dia, permanecendo acima
do ponto inicial em todos os dias subsequentes. No caso dos grupos BC e
CO, ao 16° dia pds-hepatectomia foi observado menor expressao em relagéo

ao tempo zero (Figura 14).
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TEMPO APOS HEPATECTOMIA PARCIAL
(dias)
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Figura 13. Expressbes dos genes que codificam para as conexinas 43 (Cx 43) e 32 (Cx 32)

em figado de ratos Wistar tratados com 6leo de milho — grupo controle (CO), B-caroteno (BC)
ou vitamina A (VA), submetidos ao modelo AAF/PH de diferenciacdo de células ovais e
sacrificados em diferentes dias pds-hepatectomia. Cada auto-radiografia ilustra os resultados

de trés experimentos . B-Actina foi usada como um controle
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Ficura 14. Expressao do gene que codifica para a cx 43 (relativa ao tempo zero) em figado de
ratos Wistar tratados com d6leo de milho (CO), R-caroteno (BC) ou vitamina A (VA),
submetidos ao modelo AAF/PH de diferenciacao de células ovais, e sacrificados em diferentes

dias apos hepatectomia parcial.

Por outro lado, a expressdo génica para cx 32 (de hepatécitos) foi
relativamente constante durante todo o periodo pds-hepatectomia

considerado, em todos os grupos experimentais (Figura 13).
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5. DISCUSSAO

5.1. MODELO AAF/PH ADAPTADO PARA RATOS WISTAR

O modelo AAF/PH de diferenciacao celular hepatica, descrito pelo
grupo de Thorgeirsson (Evarts et al.,1987, Evarts et al.,1989, Evarts et al.,
1990), compreende o uso de ratos machos, da linhagem F-344 (isogénicos),
pesando entre 150 a 180 g ao inicio da administragdo do AAF, cuja dose total
€ de 9 mg/rato (9 x 1 mg/rato). Neste modelo, que constitui uma versao nao-
iniciada (com carcinogénico) do modelo do hepatécito resistente de
carcinogénese (Solt & Farber,1976), ocorre uma reposicao da massa celular
hepatica, segundo Evarts et al. (1987 e 1989), a partir da ativagao,
proliferacéo e diferenciacdo de células ovais (possiveis descendentes das
stem cells existentes no figado do animal adulto), as quais déo origem aos
hepatécitos, de forma semelhante ao processo de desenvolvimento que
acontece durante a vida fetal. O modelo AAF/PH é, portanto, de grande
utilidade para o estudo dos mecanismos envolvidos na diferenciagao celular
hepatica no animal adulto, através sobretudo da andlise da expressdo de
genes nas células progenitoras e respectivas progénies, e dos meios pelos
quais se poderia, eventualmente, modular este processo.

Por outro lado, o protocolo experimental do presente estudo envolveu o
uso de ratos machos da linhagem Wistar e a administracdo de 24 mg de
AAF/rato (6 x 20 mg/kg de peso corporeo, considerando-se 0 peso meédio no
periodo de aplicagdo do modelo de 200 g). A referida dose de AAF, bem
superior aquela utilizada no modelo AAF/PH em ratos F-344, € a mesma
empregada usualmente no modelo RH de hepatocarcinogénese adaptado
para ratos Wistar (Moreno et al.,1991,Moreno et al.,(1995a,Rizzi et al.,1997) e
foi previamente testada em ratos Wistar submetidos ao modelo AAF/PH,
através de um estudo-piloto.

Sabe-se que variaveis tais como o sexo, idade e linhagem dos animais
sdo fundamentais na determinacdo de respostas bioldgicas em modelos
experimentais. Nesse sentido, ratos machos, jovens, e da linhagem F-344 sao
mais sensiveis a agao de carcinogenos em modelos de hepatocarcinogénese,
em relagdo a ratos fémeas e com mais idade (Dragan et al.,1997) ou da
linhagem Wistar (Irving,1975). Portanto, em nosso experimento foram

utilizados animais potencialmente mais resistentes a acdo do AAF (ratos
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Wistar, com cerca de 200 g por ocasidao da aplicacdo do modelo) em relagao
aqueles usados originalmente no modelo AAF/PH (ratos F-344, pesando
entre 150 e 180 g). Em contrapartida, administrou-se uma dose de AAF de
2,5 vezes maior, com o objetivo de produzir respostas bioldgicas similares
aquelas observadas em ratos F-344.

Segundo os resultados das analises histolégicas (HE) e imuno-
histoquimicas (GST-P), observou-se uma presenca marcante de células ovais
que invadiram o acino hepatico a partir da regido periportal, e uma redugao
gradativa da area ocupada por essas células a medida que a massa celular
hepatica foi sendo reposta, conforme descrito na literatura (Evarts et al.,1987,
Evarts et al.,1989, Evarts et al.,1990). Além disso, relata-se que no modelo
AAF/PH ocorre a formagao de uma rede de ductos jovens que se difundem
por todo o acino hepatico (Evarts et al.,1987), bem como a presenga
esporadica de lesdes pré-neoplasicas (Evarts et al.,1989), estruturas também
observadas em nosso experimento (Figuras 7 e 8).

Vale acrescentar que nos trabalhos originais realizados pelo grupo de
Thorgeirsson (Evarts et al.,1987, Evarts et al.,1989) estudou-se o processo de
diferenciacao de células ovais a partir dos dias zero, 3, 7, 9, 11 e 13 pos-
hepatectomia. No presente estudo, decidiu-se aumentar o numero de pontos
de observacgao, ou seja, treze momentos diferentes distribuidos entre o zero e
16° dia pos-hepatectomia (Figura 1), para ser possivel visualizar o processo
de proliferacdo das células ovais com mais detalhes, e consequentemente
identificar eventuais diferengas entre os grupos experimentais — BC em

relagdo aos grupos CO (controle negativo) e VA (controle positivo).

5.2. NiVEIS HEPATICOS DE BETA-CAROTENO E VITAMINA A

Varios relatos tém evidenciado que o B-caroteno, quando administrado
em doses farmacoldgicas cronicas (suplementado na ragdo ou por via
intragastrica) é absorvido intacto e acumula-se em diferentes 6rgéos de
roedores, especialmente no figado (Shapiro et al.,1984, Bianchi-Santamaria
et al.,1994, Jones et al.,1994). No presente estudo, as doses farmacoldgicas
de B-caroteno (70 mg/kg de peso corpdreo) e de vitamina A (10 mg/kg de
peso corporeo), administradas via intragastrica em dias alternados durante

cerca de cinco semanas consecutivas, foram definidas para ratos Wistar em
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trabalhos prévios do grupo de Moreno (Moreno et al.,1991, Moreno et al.,
1995a).

Conforme os resultados apresentados na Tabela 1, o tratamento com
-caroteno aumentou significativamente (p<0,01) a concentragdo hepatica do
carotenodide, bem como elevou cerca de duas vezes os niveis de vitamina A
(tanto o retinol quanto o palmitato de retinila), em relagdo aqueles do grupo
CO, confirmando a conversdo metabdlica do B-caroteno a retindides. A
grande quantidade disponivel do carotendide foi suficiente ndo apenas para
gerar um acumulo significativo do mesmo no figado, mas também para dobrar
as reservas hepaticas de vitamina A (na forma de palmitato de retinila), fato ja
evidenciado em outros estudos (Jones et al.,1994, Rizzi et al.,1997). O
aumento significativo do retinol hepatico (p<0,05 para os tempos zero e 7°
dia, e p<0,01 para os 11° e 16° dias), também foi relatado na literatura,
quando roedores foram tratados com doses farmacoldgicas crénicas de f-
caroteno (Astorg et al.,1996, lyama et al.,1996). Em conjunto, estes dados
indicam um potencial de agdo do carotendide tanto na sua forma intrinseca,
quanto na forma de retindides, particularmente como acido retindico (via
metabolismo oxidativo do retinol), o qual tem sido apontado como o retindide
responsavel pela maioria das fungdes exercidas pela vitamina A, como por
exemplo, sua fungdo na diferenciagao celular (Lotan,1996, Silveira & Moreno,
1998).

Conforme o esperado, o tratamento com vitamina A (acetato de
retinila) resultou em concentragdes hepaticas bem mais elevadas de retinol e
palmitato de retinila, em relagdo aos grupos CO e BC (valores
estatisticamente diferentes). Uma observagéao interessante é que o conteudo
hepatico de B-caroteno nos animais que receberam vitamina A foi maior que
aqueles do grupo CO (diferenga significativa para os tempos zero e 7° dia,
conforme Tabela 1). Este fato ocorreu provavelmente porque o organismo dos

ratos estava saturado em vitamina A e demais retindides, o que evitou a

conversao metabdlica do B-caroteno contido na ragdo comercial ingerida por
esses ratos, com consequente acumulo do carotendide intacto no figado dos

animais. Da mesma forma, em trabalho prévio do grupo de Moreno (Rizzi et
al., 1997), constatou-se um aumento na concentragcao hepatica de p-caroteno

(diferenga nao significativa para p < 0,05) em relagdo ao grupo controle, em
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ratos Wistar tratados com vitamina A por cinco semanas consecutivas durante
a etapa de promogao precoce de modelo de hepatocarcinogénese.

Por fim, o tempo de tratamento anterior a hepatectomia
(aproximadamente cinco semanas consecutivas) parece ter sido suficiente
para saturar os tecidos com B-caroteno ou vitamina A, uma vez que nao foi

constatada uma relacdo direta entre tempo de sacrificio (dias apos

hepatectomia) e niveis hepaticos de p-caroteno, retinol ou palmitato de

retinila.

5.3. PROLIFERAGAO DE CELULAS OVAIS

A diferenciacdo celular hepatica, induzida no modelo AAF/PH para
reposicao do parénquima hepatico no animal adulto, € caracterizada pela
ativacao de células progenitoras (células ovais), possivelmente originarias do
epitélio ductular, e também denominadas células ductulares, que proliferam a
partir da regido periportal ou zona 1 do acino hepatico. Relata-se que as
primeiras células a apresentar sintese de DNA (identificada por auto-
radiografia usando-se timidina tritiada) apds hepatectomia parcial, no modelo
AAF/PH, sédo as células ovais (caracterizadas por imuno-histoquimica
usando-se anticorpos contra o antigeno OV-6), e as células de Ito (células
estelares perisinusoidais), que expressam fatores de crescimento envolvidos
com a regeneragao do figado e estocam vitamina A (Evarts et al.,1993, Hu et
al.,1993).

Discute-se que o compartimento das células ovais €& bastante
heterogéneo, contendo células imaturas em varios estagios de diferenciacao
e com potencial para se diferenciar em pelo menos duas linhagens diferentes
de células — a linhagem hepatocitaria e a linhagem ductular. Segundo Hixon
et al. (1990), a populacéo de células ovais constitui um compartimento celular
fenotipicamente complexo, composto de pelo menos trés subpopulagcbes
antigénicas distintas que se assemelham a: (1) hepatoblastos fetais,
provavelmente bipotentes que expressam poucos antigenos ductulares e
hepatocitarios; (2) células fetais de “transigdo” com propriedades morfolégicas
e antigénicas proprias tanto de células fetais quanto de hepatécitos adultos, e
(3) células ductulares primitivas. Em modelo de hepatocarcinogénese, Tee et
al. (1996) constataram a existéncia de duas populacdes de células ovais —
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uma populagdo maior que expressava apenas marcadores de hepatocito
fetal, e uma populacdo menor expressando marcadores de hepatdcito fetal,
de hepatocito adulto e de célula do epitélio biliar. Além disso, através de auto-
radiografia usando timidina tritiada, estes autores mostraram que células
ovais e células tipo ductulares se diferenciaram em hepatdcitos.

Verifica-se no modelo AAF/PH que as células ovais, as quais
aparecem inicialmente nas areas periportais, dao origem a estruturas tipo
ductos que se disseminam por todo o parénquima hepatico. Sendo assim,
discute-se que durante o processo de restauragdo do 6rgdo, a nova
populagao de hepatdcitos originar-se-ia tanto das células ovais (Evarts et al.,
1987) quanto das células epiteliais dos pequenos ductos neoformados
(Golding et al.,1995, Tee et al.,1996), que por sua vez constituiriam progénies
daquelas (Tee et al.,1994). De acordo com os resultados de Tee et al. (1996),
as células ovais e as do tipo ductulares tém caracteristicas similares aos
hepatoblastos (presentes no feto durante o desenvolvimento do figado), isto
€, expressam marcadores tanto de hepatécitos quanto de células epiteliais
biliares e tém a capacidade de se diferenciar em hepatdcitos.

Antigenos associados as células ovais tais como OC.2, OC.3 e OV-6,
séo expressados também pelas células ductulares no rato adulto (Hixon et al.,
1990). Além dos anticorpos contra esses antigenos, anticorpos anti-
citoqueratinas (anti-ck 19, AE1/AE3) s&o também utilizados para marcar as
células ovais (Tee et al., 1996, Fiorio, 1998). Por outro lado, a GST-P, um
marcador de figado fetal e de lesdes hepaticas pré-neoplasicas, esta presente
também nas células ovais (Evarts et al.,1990, Faris et al.,1991). Por
conseguinte, tém-se caracterizado as células ovais através de marcagao
imuno-histoquimica com anticorpos anti-GST-P (Imai et al.,1996, Dagli et al.,
1998).

A cinética da proliferagao de células ovais constatada em ratos Wistar,
no presente trabalho, para o grupo controle (CO), foi similar aquela relatada
por Evarts et al. (1987) quando observaram in vivo (em ratos F-344), a
transferéncia de marcacdo com timidina tritiada, das células ovais para
pequenos hepatdcitos, ou seja, intensa proliferagdo de células ovais entre o
7° e 11° dias pds-hepatectomia, com redugao da area ocupada por essas

células nos dias subsequentes (Figuras 7, 10, 11 e 12 [13d e 16d)]).
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Os focos de hepatdcitos presentes com consideravel frequéncia
(presenga moderada, Figura 7) nos dias mais tardios pos-hepatectomia,
podem ser considerados nado apenas lesdes “espontadneas’, mas uma
conseqiéncia da dose de AAF (24 mg/rato), bem maior que a usada para
ratos F-344, embora o rato Wistar seja mais resistente a acao de
carcindgenos, como mencionado anteriormente. Quando Evarts et al. (1989)
aumentaram a dose de AAF para 21 mg/rato, em ratos F-344 submetidos ao
modelo AAF/PH, constataram a presencga de metaplasia intestinal, bem como
um maior numero de hepatdcitos atipicos, em relacdo aos animais que
receberam a dose convencional de AAF (9 mg).

O acumulo de B-caroteno ou vitamina A no figado dos animais do
grupo BC e VA, retardou, de maneira semelhante entre os dois grupos, a
proliferacdo de células ovais (Tabela 2 e Figura 9) e possivelmente, a
diferenciagao celular hepatica. De fato, verificou-se a presenga mais evidente
de ductos neoformados entre os dias 11° e 16° nos grupo BC e VA, enquanto
que no grupo CO isto ocorreu entre os dias 7 e 9 pds-hepatectomia (Figura
7).

Aos 16° dia apds HP observou-se uma menor celularidade nas regides
periportais no grupo BC, em relacdo aos demais grupos experimentais
(diferengas né&o significativas para p < 0,05), confirmando resultado prévio
obtido pelo grupo de Moreno, ao utilizar a GST-P como marcador de células
ovais, em ratos Wistar submetidos ao modelo do hepatdcito resistente (Dagli
et al.,1998). Verificou-se, ainda, no referido tempo, uma presenga
consideravel de células ovais, em todos os grupos experimentais, em relagéo
ao ponto inicial (tempo zero) (Tabela 2), indicando que o processo de
diferenciacao das células ovais ainda ndo havia se completado.

Os resultados obtidos mediante exames histolégicos e imuno-
histoquimicos revelam uma ag&o do B-caroteno sobre a proliferacdo de
células ovais, similar aquela observada nos animais tratados com vitamina A,
uma vez que nos dois grupos o pico de proliferacdo das células ovais foi
deslocado para dias mais tardios apds HP. Entretanto, foi observada uma
tendéncia no grupo BC em apresentar menor quantidade de ductos
neoformados (Figura 7) e de células ovais (aos 16° dia pés-HP) (Tabela 2),

em relagdo aos demais grupos experimentais, fatos que sugerem uma agéo

intrinseca do p-caroteno no sentido de induzir a diferenciagdo das células



70

ovais em hepatodcitos. Além disso, evidenciou-se uma presenga menor de
focos de hepatdcitos no figado dos animais tratados com o carotendide
(Figura 7), em relacao ao grupo CO e VA, achado consistente com os relatos
do grupo de Moreno (Moreno et al.,1991, Moreno et al.,1995a, Rizzi et al.,
1997, Dagli et al.,1998, Fiorio,1998). Considerados em conjunto, estes dados

indicam que a indugdo da diferenciacdo das células ovais poderia,

eventualmente, ser um dos mecanismos de agao quimiopreventiva do B-
caroteno sobre o processo de hepatocarcinogénese experimental.

Para elucidar uma possivel acéo intrinseca do carotendide sobre as
células ovais no modelo AAF/PH aplicado em ratos Wistar, sugere-se o uso
de doses relativamente menores de AAF (por exemplo, 18 mg, distribuidos
em 9 doses de 2 mg cada), no sentido de evitar possiveis interferéncias da
droga no processo de diferenciacéo das células ovais. Além disso, propde-se
a introducao de tempos de sacrificio apés o 16° dia (por exemplo, 20°, 24°, e
28° dias pds-hepatectomia), para verificar se persiste uma populagao residual
de células ovais apds a completa regeneragao do parénquima hepatico, bem
como esclarecer se o [-caroteno reduz, de forma significativa e mais
precocemente este contingente celular, em relacédo aos grupos VA (controle

positivo) e CO (controle negativo).

5.4. EXPRESSAO GENICA PARA CONEXINAS NO FIGADO

O estudo da expressdo de conexinas durante o processo de
carcinogénese justifica-se em fungdo do papel das GJIC no controle da
diferenciacdo e proliferacdo celulares, uma vez que o cancer caracteriza-se
pela producdo de clones de células nao-diferenciadas terminalmente ou
“‘desdiferenciadas” que mantém a imortalidade e a capacidade de responder a
estimulo proliferativo (Trosco et al.,1990, Yamasaki et al.,1995, Scott, 1997,
Hixon et al.,1997).

A expressdo de conexinas é tecido-especifica, o que sugere uma
relacdo entre os genes que codificam para essas proteinas e o programa de
diferenciacao celular nos diferentes tecidos. No figado de roedores, as unicas
proteinas das juncdes tipo hiato identificadas sdo as conexinas 32 e 26,
presentes nas GJIC dos hepatécitos, e somente quantidades-traco de mRNA

de cx 43 sao detectadas nesse 6rgao, em condi¢gdes normais. No entanto,
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Stutenkemper et al. (1992) constataram, in vitro, niveis de expressao génica
para cx 43 relativamente altos, e ao contrario, baixos niveis de expresséo de
cx 32 e cx 26, em linhagens de células hepaticas que se tornaram
“desdiferenciadas” (que perderam o fendtipo caracteristico de hepatdcitos).
Da mesma forma, durante a regeneracéo do figado in vivo, quando células
ovais (nao-diferenciadas) sao recrutadas, detectam-se altos niveis de
expressao de cx 43 (Zhang & Thorgeirsson,1994, Neveu et al.,1995). Esta
proteina estrutural de GJIC é expressa também em outras células hepaticas
nao-parenquimatosas, como células do epitélio ductular, células endoteliais e
células de Ito (Neveu et al.,1994, Neveu et al.,1995).

De uma forma geral, observou-se, no presente experimento, uma
tendéncia similar entre a expressao génica para cx 43 (Figura 14) e a cinética
da proliferacdo de células ovais (Figura 9), onde os valores mais elevados
das referidas curvas, no grupo CO, tenderam a ficar mais a esquerda dos
graficos (entre os 7° e 9° dias pds-hepatectomia). Nos grupos BC e VA, os
mais altos niveis de expressdo génica e maior populagdo de células ovais
foram detectados em tempos mais tardios (entre os 11° e 13° dias apos HP).
Os achados relativos aos grupos-teste (BC e VA) sdo consistentes com os
relatos de Zhang & Thorgeirsson (1994) e Neveu et al. (1995), que
investigaram a expressao génica para conexinas em ratos F-344 submetidos
ao modelo AAF/PH — os primeiros autores constataram niveis mais elevados
de transcritos de cx 43 e maior proliferacao de células ovais entre o0 8° e 13°
dias pos-hepatectomia, e Neveu e colaboradores identificaram niveis
aumentados de expressao de cx 43 aos 2°, 4°, 8° e 14° dias apos HP, periodo
de proliferacéo das células ovais. Ressalta-se que, em ratos Wistar, o periodo
(apdés HP) de maior expressédo génica para cx 43, no grupo controle,
ocorreu em dias anteriores aqueles observados para ratos F-344 (Zhang &
Thorgeirsson,1994).

Constataram-se, em todos o0s grupos experimentais, oscilagbes nos
niveis de expressao da cx 43, tendo sido observado, em todas as curvas,
quedas nos niveis de expressao entre os picos, fato também relatado por
Neveu et al. (1995), e que pode estar associado a proliferacdo das células
ovais e fase S (de sintese de DNA) do ciclo celular, com consequente inibi¢gao

da transcrigao génica.
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Os efeitos do p-caroteno sobre a expressao génica para cx 43 foram
qualitativamente similares, e quantitativamente menores, que aqueles da
vitamina A. Assim, observou-se uma tendéncia semelhante entre as curvas
de expressao génica para cx 43 relativas aos grupos BC e VA, onde os picos
de expressao estdo deslocados para tempos mais tardios apds HP (Figura
14), e maiores niveis de expressao no grupo VA em relagédo aos grupos BC e
CO (aumento total da expressdao em relagdo ao tempo zero de 25, 15 e 14
vezes, respectivamente), o que sugere uma agdo do carotendide via
retinoides.

Sabe-se que o acido retindico pode regular a transcricdo génica
ligando-se a receptores nucleares (RAR e RXR), os quais ativam a
transcri¢cao interagindo com sequéncias especificas de nucleotidios presentes
nos elementos de resposta de seus genes-alvo (Mangelsdorf, 1994). Rogers
et al. (1990), demonstraram, em células C3H10T1/2, que um analogo sintético
do acido retindico induziu a formagao de GJIC através de um aumento na
expressao da cx 43 e do mRNA correspondente. Bex et al. (1995), entretanto,
constataram em células epiteliais de figado de rato, que o acido retindico foi
capaz de melhorar a comunicagao intercelular com conexinas somente
através da regulagédo da expressao da cx 43, em nivel de proteina (avaliada
por western blot e imunofluorescéncia), e ndo de seu mRNA. Portanto, os
retindides poderiam contribuir com a proliferacédo e diferenciacdo das células
ovais via indugao da expressao da cx 43, tanto em nivel transcricional quanto
pos-transcricional, favorecendo a comunicagéo intercelular homologa, néo
apenas entre as proprias células ovais, mas também entre essas e as células
de Ito, que acompanham o trajeto das células ovais durante a regeneragéo
hepatica, e secretam fatores de crescimento (Evarts et al.,1990, Evarts et al.,
1993, Hu et al.,1993).

A expressdo génica para cx 32, por sua vez, permaneceu
relativamente constante durante o periodo de proliferacédo e diferenciagcao das
células ovais, achado consistente com relatos de literatura (Zhang &
Thorgeirsson,1994, Neveu et al.,1995). Descreve-se ainda que a expressao
do gene que codifica para cx 32 oscila, sendo reduzida a niveis abaixo do
normal, até o 3° ou 4° dias apdés a hepatectomia, conforme o ciclo celular
(sintese de DNA), na auséncia de AAF (efeito antimitético sobre os

hepatdcitos), e que se estabiliza nos dias subseqlientes. Estes fatos sao
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sugestivos da existéncia de mecanismos pos-transcricionais de controle da
expressao da cx 32 durante a regeneragao do figado (Kren et al.,1993, Neveu
et al.,1995). Nesse sentido, Tsuda et al. (1995) observaram uma redugao na
expressao da cx 32 durante a proliferagao celular pés-hepatectomia parcial,
em figado de ratos Wistar submetidos a modelo de hepatocarcinogénese
isento de AAF.

No presente estudo, a agcdo modulatéria do pB-caroteno sobre a
expressao génica para a cx 43 foi confirmada pela cinética da proliferagéo de
células ovais, visto que ambos os fendbmenos ocorreram mais tardiamente no
processo de diferenciacdo das referidas células, em relagdo ao controle.
Estes achados sdo de relevancia consideravel, uma vez que os relatos
disponiveis sobre a expressdo génica para cx 43 no modelo AAF/PH (Zhang
& Thorgeirsson,1994, Neveu et al.,1995) nao incluem o estudo da cinética da
proliferacédo de células ovais, nem da agdo do B-caroteno no processo de
diferenciacao destas células in vivo.

Por outro lado, o tratamento com [-caroteno nao provocou um

aumento na expressao da cx 43. Relata-se, em modelos in vitro, que o B-
caroteno é capaz de aumentar a expressao da cx 43 através de regulagao
transcricional e/ou pos-transcricional, de maneira analoga ao acido retindico
(Zhang et al.,1992, Zhang et al.,1995, King et al.,1997, Stahl & Sies,1998).
Contudo, em estudo in vivo, nao foi evidenciada uma acdo indutiva do
carotendide sobre a expresséo génica para cx 43, avaliada através da técnica
RT-PCR ou RNA-PCR (reagédo da polimerase em cadeia), em amostras da
mucosa do colon de individuos normais e portadores de lesdes pré-
neoplasicas ou neoplasicas, tratados com B-caroteno (30 mg/d) durante trés
meses (Frommel et al.,1994).

Discute-se que o B-caroteno modula a expresséo génica para cx 43 in
vitro através de uma acdo via retindides, ou de uma acao intrinseca da
molécula do carotendide. Nesse sentido, sugere-se uma acado em nivel
gendmico mediada por receptores da familia RXR, com afinidade de ligagéo
tanto para retindides quanto para carotendides, ou até mesmo através de
uma nova classe de receptores nucleares, embora ainda ndo tenham sido
identificados receptores nucleares especificos para p-caroteno ou outros

carotendides (Zhang et al.,1992, Moreno et al.,1995a). Em contrapartida,

dispbe-se de um corpo de evidéncias indicando que a agdo do B-caroteno,
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bem como de outros carotendides sem atividade pré-vitaminica A, sobre a
expressdo da cx 43 e GJIC em células C3H10T1/2 é, pelo menos em parte,
mediada via retindides ativos formados por conversdao metabdlica
(enzimatica) ou durante a oxidagdo desses compostos (conversao quimica)
(Acevedo & Bertram,1995, Hanusch et al.,1995, Stahl et al.,1997, Stahl &
Sies,1998). Nesse ultimo caso, demonstrou-se que o acido 4-oxi-retindico
(produto da oxidagdo de carotendides e retindides) se liga a um receptor
nuclear especifico do acido retindico (RARp), com alta afinidade, similar a
evidenciada para o acido retindico todo-trans (Pijnappel et al.,1993).

Sabe-se que o processo de formagado das comunicagdes intercelulares
dependentes de conexinas envolve multiplos passos e que, portanto, pode
ser regulada em diferentes pontos do processo. Evidéncias sugerem que
retindides e carotendides induzem a expressao da cx 43 (MRNA ou proteina)
in vitro, conforme discutido anteriormente. Por outro lado, identificou-se uma
inibicdo na formacgao de GJIC no figado de ratos F-344 por acédo de agentes
promotores de cancer, consequente a uma localizacdo anormal de conexinas
(intracitoplasmatica) e ndo devido a uma inibicdo na expressao de conexinas
(Krutovskikh et al.,1995). Assim, mecanismos pos-traducionais tais como a
oligomerizagdo de conexinas, a jungao entre conexons, bem como o
transporte de aglomerados de conexons até a membrana citoplasmatica,
podem determinar o nivel de comunicacdo intercelular com conexinas
(Bruzzone et al.,1996, Yamasaki, 1996).

Neste contexto, faz-se necessario investigar uma eventual agdo (pos-
transcricional ou pos-traducional) do B-caroteno sobre a formagao de GJIC,
avaliando em conjunto a expresséo do gene para cx 43 (mMRNA), a expressao

da cx 43 (proteina) e a formacao de GJIC.

5.5. BETA-CAROTENO, DIFERENCIAGAO CELULAR E CARCINOGENESE

Os poucos relatos disponiveis sobre a agdo do p-caroteno na
diferenciacao celular referem-se a estudos em modelos in vitro, em células F9
de carcinoma embrionario (Nikawa et al.,1995) e células leucémicas HL-60
(Biesalski & Schaffer,1997, Gross et al.,1997). Tais estudos constataram que
o B-caroteno induziu a diferenciagéo celular, embora em menor intensidade, e
mais lentamente (no estudo de Nikawa et al.,1995), que o acido retindico,

mesmo estando o carotendide presente no meio de cultura em concentracéo
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dez vezes mais elevada que a do retinéide (10 uM e 1 uM, respectivamente),

fatos que sugerem bioconversao do pigmento a retindides ativos. Entretanto,

em dois desses trabalhos os autores sugerem uma acéao intrinseca do f-
caroteno na indugdo da diferenciagdo celular in vitro (Biesalski & Schaffer,
1997, Gross et al.,1997).

O B-caroteno pode ser convertido em vitamina A através de clivagem
central e/ou excéntrica da molécula por acdo da enzima 15,15-dioxigenase,
presente no citossol do enterdcito. No caso de clivagem central, a hidrélise se
da na regido central da molécula do B-caroteno, produzindo duas moléculas
de retinal que podem ser reduzidas a retinol (vitamina A) pela enzima retinal
redutase, ou podem ser oxidadas a acidos retindicos (Olson,1989, Wang et
al.,1991).

Sabe-se que acidos retindicos (todo-trans e 9-cis) ativam a transcrigéo
génica via receptores nucleares, sendo que o acido retindico todo-trans
possui afinidade de ligagdo pelo receptor RAR, enquanto que o &cido
retindico 9-cis exibe afinidade por ambos os receptores RAR e RXR
(Mangelsdorf,1994). Por outro lado, sabe-se que a regulagdo transcricional
em genes eucariotos se da, em grande parte, pela interagdo entre receptores
nucleares (ou fatores de transcrigéo) e sequéncias especificas de nucleotidios
presentes em regides promotoras dos genes (Bruzzone et al.,1996). No caso
dos receptores RAR e RXR, a interagdo com os genes-alvo se da em regides
denominadas RARE (elemento de resposta para o acido retindico) ou RXRE
(elemento de resposta para o retindide X) (Mangelsdorf,1994). A acdo de
acidos retindicos (todo-frans e 9-cis) sobre a diferenciacdo celular,
evidenciada em varias células em cultura (Kurie et al.,(1993, Nikawa et al,,
1995, Horn et al,1996), envolve portanto, a ativacdo de genes que
contenham pelo menos um dos elementos de resposta referidos acima.

Muitos pontos necessitam ainda ser esclarecidos sobre a relagao entre

B-caroteno, diferenciagédo celular e o processo de carcinogénese. Por
exemplo, a caracterizacdo de elementos regulatérios dentro de regides
promotoras de genes de conexinas esta apenas comegando, sendo que
nenhum RARE foi identificado no gene que codifica para a cx 43 (Sullivan et
al.,1993).

No presente trabalho, conforme anteriormente mencionado, constatou-

se uma tendéncia similar entre p-caroteno e vitamina A em modular o
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processo de proliferagéo das células ovais e a expressao génica para cx 43,
deslocando ambos os fendmenos para dias mais tardios apdés HP. No
entanto, o tratamento com vitamina A aumentou a expressao da cx 43
(Figura 14), enquanto que a administragao de -caroteno reduziu a populagéo
de células ovais aos 16° dia pos-hepatectomia (diferencas ndo significativas
para p < 0,05) (Figura 9). Estes resultados sugerem, por um lado, uma

possivel acao do carotendide na forma de acido retindico sobre a expressao

génica da cx 43, e por outro lado, uma eventual agao intrinseca do -caroteno
na indugao da diferenciagdo das células ovais. Ainda, o descompasso entre o
numero de células ovais (Figura 9) e o nivel de expressao da cx 43 (Figura
14) ao 16° dia pés-hepatectomia, constatado sobretudo nos grupos CO e BC,
nao sustenta a existéncia de uma relagao direta entre a expressao génica
para cx 43 e o processo de diferenciacdo das células ovais.

Para se chegar a um entendimento mais claro da ag&o biolégica do f3-
caroteno (e outros carotendides) sobre a diferenciacdo celular e
carcinogénese, sdo necessarios estudos que relacionem atividade-estrutura
quimica, investigando sua biotransformacédo (enzimatica e quimica) em
tecidos-alvo,particularmente no figado,em diferentes modelos experimentais
in vivo. Por fim, o papel do B-caroteno sobre as GJIC, e a relagdo destas
conexdes com a diferenciagdo celular e carcinogénese, necessitam ser
investigados em modelos in vivo, tais como o modelo AAF/PH usado no

presente estudo.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, as seguintes

conclusdes podem ser estabelecidas:

— A cinética da proliferacido de células ovais evidenciada em ratos Wistar do
grupo controle, conforme o protocolo experimental utilizado neste estudo,
foi similar a descrita para ratos F-344 submetidos ao modelo AAF/PH de

diferenciacao de células ovais.

— O acumulo de B-caroteno no figado de ratos Wistar, submetidos ao
modelo de diferenciacdo celular, retardou o pico de proliferacdo das
células ovais, de forma semelhante a vitamina A.

— O pB-caroteno, presente em quantidades elevadas no figado de ratos
Wistar, submetidos a modelo de diferenciacéo celular, retardou o pico de
expressao do gene que codifica para a conexina 43, de forma similar a

vitamina A.

— A administragdo de vitamina A intensificou a expresséo génica para CX
43, em figado de ratos Wistar submetidos ao modelo de diferenciagao

celular.

— O tratamento com B-caroteno néo estimulou a expressdo do gene que
codifica para cx 43, em figado de ratos Wistar submetidos a modelo de

diferenciagao celular.

— A administragao de p-caroteno ou vitamina A ndo modulou a expresséo do
gene que codifica para cx 32, em figado de ratos Wistar submetidos a

modelo de diferenciacao celular.

— O pB-caroteno modulou a proliferacdo das células ovais e a expresséo
génica para cx 43, em parte via retindides ativos, no modelo AAF/PH de

diferenciacao celular hepatica.

— O B-caroteno mostrou uma tendéncia em induzir, de forma intrinseca, a

diferenciacao das células ovais em hepatdcitos.
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Ficura 8. Fotomicrografias de cortes histologicos de figados de ratos tratados com f3-
caroteno (11d), 6leo de milho (16d) e vitamina A (16d'), submetidos ao modelo
AAF/PH de diferenciagcdo de células ovais e sacrificados em diferentes dias apoés
hepatectomia parcial : 11d = 11° dia pds-hepatectomia — a esquerda, visédo
panoramica de regides periportais contendo alta celularidade (estruturas coradas em
tons de lilas mais escuro) invadindo a zona 2 do acino hepatico, e presenga de
ductos neoformados (seta) (HE,165X), — a direita, detalhe das células ovais (seta)
na regido periportal (HE,560X); 16d = 16° dia p6s-hepatectomia — visdo panoramica
do parénquima hepatico com discreta celularidade nas regides periportais (tons de
lilds mais escuro) demarcando os acinos hepéticos (HE,66X); 16d' = 16° dia pds-
hepatectomia — visdo panoramica do parénquima hepatico, evidenciando a presenca
de ductos neoformados na zona 2 do acino hepatico (seta fina) e de foco de
hepatdcitos (seta grossa) (HE,66X).
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Ficura 10. Fotomicrografias de cortes histolégicos de figados de ratos tratados com
6leo de milho (grupo controle), submetidos ao modelo AAF/PH de diferenciacéo de
células ovais, e sacrificados em diferentes dias apds hepatectomia parcial: 0d =
tempo zero (a hepatectomia) — a esquerda, visdo panordmica do parénquima
hepatico evidenciando baixa celularidade nas regides periportais (seta) (GST-P +
hematoxilina, 66X), — a direita, espago-porta em detalhe, evidenciando células
epiteliais biliares (estruturas coradas em tons de castanho mais escuro) e presenga
ocasional de células ovais (seta) (GST-P + hematoxilina, 560X; 7d = 7° dia pos-
hepatectomia — a esquerda, visdo panoramica do parénquima hepatico evidenciando
regides periportais (seta) com celularidade aumentada (GST-P + hematoxilina, 66X),
— a direita, visdo panorémica de espagos portais e adjacéncias (GST-P +
hematoxilina,165X).
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Ficura 11. Fotomicrografias de cortes histoldgicos de figados de ratos tratados com
Oleo de milho (grupo controle), submetidos ao modelo AAF/PH de diferenciacéo de
células ovais, e sacrificados em diferentes dias apds hepatectomia parcial: 9d = 9°
dia pdés-hepatectomia  — a esquerda, visdo panordmica do parénquima hepatico
revelando intensa proliferacdo de células ovais a partir dos espacos portais,
invadindo o parénquima ("manchas" em tons de castanho mais escuro) (GST-P +
hematoxilina, 66X), — a direita, detalhe da intensa celularidade (pico de proliferagéo
das células ovais) na regiao periportal (GST-P + hematoxilina, 165X); 11d = 11° dia
pés-hepatectomia — a esquerda, visdo panordmica do parénquima hepatico
evidenciando reducdo na celularidade periportal em relagdo ao 9d (GST-P +
hematoxilina, 66X), — a direita, detalhe de espagos portais e adjacéncias com
celularidade reduzida e presenca de hepatécitos marcados (seta) (GST-P +
hematoxilina,165X).
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Ficura 12. Fotomicrografias de cortes histoldgicos de figados de ratos tratados com
6leo de milho (13d e 16d) e B-caroteno (13d'), submetidos ao modelo AAF/PH de
diferenciagédo de células ovais, e sacrificados em diferentes dias apds hepatectomia
parcial: 13d e 16d = 13° e 16° dias pos- hepatectomia — visdo panoramica de
parénquimas hepaticos com discreta celularidade nas zonas periportais,
evidenciando foco de hepatdcitos ( 13d, seta) e a arquitetura acinosa do figado em
16d (GST-P + hematoxilina,66X); 13d' = 13° dia pds-hepatectomia — a esquerda,
visdo panordmica do parénquima hepatico com intensa celularidade nas regides
periportais (coradas em tons de castanho) delimitando os acinos hepaticos (GST-P +
hematoxilina, 66X), — a direita, detalhe da proliferagdo de células ovais (coradas em
tons de castanho mais escuro), a partir da regiao periportal, invadindo o parénquima
(GST-P + hematoxilina,165X).
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SUMMARY

BETA-CAROTENE AND VITAMIN A MODULATE THE OVAL CELLS
PROLIFERATION AND THE CONNEXIN 43 GENE EXPRESSION AT IN
VIVO HEPATIC CELLULAR DIFFERENTIATION MODEL

The aim of this work was to investigate the -carotene and vitamin A effects in
the process of oval cells proliferation at hepatic cellular differentiation model.
Wistar male rats were treated with -carotene (BC group — 70 mg/kg body wt),
vitamin A (VA group — 10 mg/kg body wt) or corn oil (CO — control group)
administrated by gavage, on alternate days, during 4 consecutive weeks.
Since, the animals were submitted to a AAF/PH model (6 x 20 mg AAF [2-
acetylaminofluorene] / kg body wt and partial hepatectomy — PH) and sacrified
at different days after PH. Liver samples were picked for analysing -carotene,
retinol and retinyl palmitate concentration (by HPLC); for histology (HE) and
immunohistochemistry (with antibody anti-GST-P), and for evaluating
connexins 43 and 32 gene expression (by northern blot). Histological and
immunohistochemical analysis showed that the oval cells proliferation peak
was delayed to the late days after PH, by similar way in the BC and VA
groups, when compared with control group. Northern blot evaluation revealed
that the cx 43 gene expression was also delayed to the late days after PH, by
analogue way in the BC and VA groups, and vitamin A enhanced cx 43 gene
expression in the late days after PH. Connexin 32 gene expression did not
change among the experimental groups. Thereby, the -carotene and vitamin

A delayed the oval cells proliferation and the cx 43 gene expression.

Moreover, p-carotene showed a tendency to induce the oval cells

differentiation to hepatocytes.



	   AAF
	      AAF
	UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO
	FACULDADE DE CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS
	                                     Doutor
	São Paulo
	MARIA MARGARETH VELOSO NAVES
	TESE PARA OBTENÇÃO DO GRAU DE 
	DOUTOR


	COMISSÃO JULGADORA
	AGRADECIMENTOS
	Ao Prof. Dr. Fernando Salvador Moreno
	Aos professores Dr. Hélio Vannucchi (FM/USP-RP), Dr. João Roberto O. do Nascimento e Dra. Rosário Domingos C. Hirata (FCF/USP), Dra. Maria Lúcia Zaidan Dagli e Dr. José Luiz Guerra (FMVZ/USP)




	SEMANAS     
	Retinol
		Conforme os resultados apresentados na Tabela 1, o tratamento com -caroteno aumentou significativamente (p<0,01) a concentração hepática do carotenóide, bem como elevou cerca de duas vezes os níveis de vitamina A (tanto o retinol quanto o palmitato de retinila), em relação àqueles do grupo CO, confirmando a conversão metabólica do -caroteno a retinóides. A grande quantidade disponível do carotenóide foi suficiente não apenas para gerar um acúmulo significativo do mesmo no fígado, mas também para dobrar as reservas hepáticas de vitamina A (na forma de palmitato de retinila), fato já evidenciado em outros estudos (Jones et al.,1994, Rizzi et al.,1997). O aumento significativo do retinol hepático (p<0,05 para os tempos zero e 7º dia, e p<0,01 para os 11º e 16º dias), também foi relatado na literatura, quando roedores foram tratados com doses farmacológicas crônicas de -caroteno (Astorg et al.,1996, Iyama et al.,1996). Em conjunto, estes dados indicam um potencial de ação do carotenóide tanto na sua forma intrínseca, quanto na forma de retinóides, particularmente como ácido retinóico (via metabolismo oxidativo do retinol), o qual tem sido apontado como o retinóide responsável pela maioria das funções exercidas pela vitamina A, como por exemplo, sua função na diferenciação celular (Lotan,1996, Silveira & Moreno,1998).
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