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Resumo: A fibrose hepética é uma doenga causada por uma grande variedade de doencas crénicas que afetam
o figado apds diferentes agressées, cujo Unico tratamento é o transplante de figado. A patogénese da fibrose
engloba uma complexa interacdo entre as células e a matriz extracelular do tecido hepatico, interagbes estas
mediadas por citocinas que modulam a progressdo da fibrose. O objetivo do trabalho foi analisar quantitativamente
o perfil de citocinas pro-inflamatdrias (IL-6 e TNF-¢) e anti-inflamatdria (IL-10) no figado de ratos, com diferentes
graus de fibrose, induzida pela ligadura do ducto biliar (LDB). Vinte ratos foram submetidos ao procedimento da
LDB e eutanasiados apds 2, 4 e 6 semanas da indugdo da fibrose para a remogao do figado e quantificagdo das
citocinas pro e anti-inflamatdrias pelo método de ELISA sanduiche. Foi observado o aumento na concentracao de
todas as citocinas apds 4 semanas da LDB e diminuigdo dessas concentragbes na 62 semana. Dentre as citocinas
pré-inflamatdrias, o TNF-a mostrou aumento e diminuicdo estatisticamente significantes, respectivamente, na 42 e
62 semana, quando comparado a IL-6, a qual ndo apresentou significancia estatistica em nenhuma semana apds
a LDB. A IL-10, mostrou-se, significativamente, elevada na 42 semana, seguida de uma diminuigdo moderada na
62 semana. Esses resultados indicam que o TNF é a principal citocina na progessdo da fibrose biliar,
principalmente, durante sua fase intermedidria. Ao mesmo tempo, a IL-10 atua nessa fase, limitando a produgéo
da citocina pré-inflamatéria TNF-a, na tentativa de um controle endégeno da progress&o da doenca.
Palavras-chave: fibrose hepatica; ligadura do ducto biliar; citocinas; ELISA sanduiche.

Abstract: Hepatic fibrosis is a disease caused by a wide variety of chronic diseases that affect the liver after
different insults, and the only treatment is liver transplantation. The pathogenesis of liver fibrosis involves complex
interaction between cells and the extracellular matrix of the liver tissue, which is mediated by cytokines that
modulate the progression of fibrosis. The aim of this study was to quantitatively analyze the profile of pro-
inflammatory (IL-6 and TNF-¢) and anti-inflammatory (IL-10) cytokines in the liver of rats with different degrees of
fibrosis induced by bile duct ligation (BDL). Twenty rats were subjected to BDL procedure and euthanized after 2,
4, and 6 weeks of fibrosis induction for removal of liver and quantification of cytokines by sandwich ELISA method.
After 4 weeks, an increase of all cytokines was observed, and after 6 weeks, all these cytokines were reduced.
Among the pro-inflammatory cytokines, the TNF-a showed a statistically significant increase and decrease,
respectively on the fourth and sixth week, when compared to IL-6, which was not statistically significant in any week
after BDL. The IL-10 was significantly elevated on the fourth week, followed by a moderate decrease on week six.
These results indicate that TNF-« is the main cytokine in biliary fibrosis progression mainly in the intermediate
stage. In addition, the IL-10 acts at this stage by limiting the production of the pro-inflammatory cytokine TNF-¢ in
an attempt of an endogenous control of the disease progression.
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1. INTRODUCAO

A fibrose hepética é uma doenga causada por uma grande variedade de doencas
crbnicas que afetam o figado apds diferentes agressdes, dentre elas: infecgao viral (hepatite
B e C), alcoolismo, doencgas auto-imunes, desordens metabdlicas, toxicas ou biliares, como
as colestases causadas por célculos biliares ou compressao do ducto biliar por tumores (LI;
CRAWFORD, 2004). Ap6s sucessivas agressoes, o figado sofre um processo de inflamagéao
cronica e remodelagao tecidual, que tem como principal caracteristica o acimulo de proteinas
da matriz extracelular, decorrente do desequilibrio entre sintese e degradacido de seus
componentes, principalmente o colageno tipo | e Ill, o que modifica a arquitetura do
parénquima hepético por meio da formacédo de septos fibréticos, que é o tecido cicatricial
(BATALLER; BRENNER, 2005; HENDERSON; FORBES, 2008).

A fibrose induzida por Ligadura do Ducto Biliar (LDB) gera um estresse biomecanico no
epitélio biliar, desencadeando uma intensa proliferacdo compensatéria de suas células, com
consequente expansao dos ductos biliares. Apds essa fase mitogénica epitelial, a obstrucao
crbnica das vias biliares causa uma grande ativacdo de miofibroblastos na regido periductal
e, finalmente, resulta em fibrose biliar (EZURE et al., 2000). Se nao tratada adequadamente
e a tempo, a fibrose progride e os septos fibréticos comecam a envolver nédulos de
hepatécitos em regeneragao, caracterizando a cirrose hepatica, que é o estagio final da
doenca (BATALLER; BRENNER, 2005; HENDERSON; FORBES, 2008). Os pacientes com
cirrose tém um elevado risco de desenvolver hipertensao portal, falha irreversivel do figado
ou carcinoma hepatocelular, sendo este 0 5° cancer mais frequente no mundo e a 32 causa
de morte por cancer (SCHUTTE et al., 2009). No Brasil, durante os anos de 2001 e 2010, a
cirrose foi a principal causa, nao sé de hospitalizagao, mas também a oitava causa de morte.
Além disso, a carga de doencgas do figado é ndo apenas significativa, mas progressiva, pelo
menos em termos de internagdes e mortalidade (NADER et al., 2014).

A patogénese da fibrose hepatica engloba uma complexa interagéo entre as células e a
matriz extracelular do tecido hepético (BATALLER; BRENNER, 2005). Diversos estudos tém
demonstrado que a célula-chave na producéo da fibrose no figado é a célula estrelada de lto,
situada no espaco de Disse, que é o local que separa os capilares sinuséides dos hepatécitos.
Essa célula é o principal reservatério de vitamina A no corpo humano (ANDRADE, 2005).
Durante o desenvolvimento da fibrose hepatica, todas as células hepaticas sofrem alteracdes
especificas. Os hepatocitos sao lesionados e sofrem apoptose. O macréfago residente no
figado, a célula de Kupffer, é ativado e produz uma grande variedade de quimiocinas e
citocinas, que sao as responsaveis pelo recrutamento dos linfocitos que irdo infiltrar no figado
lesionado e contribuirdo para o desencadeamento da inflamagao. Consequentemente, as
células estreladas de Ito, que no figado normal estao em repouso, apds varias lesdes, sofrem
alteracdes fenotipicas e, dessa forma, sdo ativadas (BRENNER, 2009; OSTERREICHER;
OSTERREICHER; TRAUNER, 2011); isto &, diferenciam-se sob acdo de citocinas
fibrogénicas (TNF-a, TGF-B, PDGF e outras) em miofibroblasto e fibroblasto, por intermédio
da sintese dos elementos da matriz: colagenos, elastina, proteoglicanas e proteinas de
constituicao (ANDRADE, 2005).
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As citocinas sado proteinas secretadas pelas células da imunidade natural e adquirida,
modulando a fungao de células vizinhas. As citocinas sao importantes no controle das células
do sistema imune e de outros sistemas, exercendo diversos efeitos em vérias células, ou até
em um mesmo tipo celular. Elas possuem a capacidade de causar mudancas na proliferacao,
diferenciacdo e migracgao celular (ABBAS; LITCHMAN; PILLAI, 2008). Algumas citocinas podem
agir no controle da expressao dos miofibroblastos, inibindo-os, como o interferon-gama (IFN-y),
interferon-alfa (IFN-a), fator de crescimento dos hepatécitos (HGF) e IL-10, ou ativando-os,
como ocorre com o fator de crescimento de necrose tumoral (TNF-a) (LOUIS et al., 1998).

O TNF-a é uma citocina produzida, principalmente, por macréfagos, porém células
Natural Killer (NK), células T e mast6citos também sdo capazes de produzir essa citocina e
tem, como principal acao biolégica, de estimular as células do endotélio vascular a produzirem
moléculas de adesao que facilitem a adesédo dos neutréfilos (BORGES, 2008). O TNF-q,
estimula as células hepaticas a produzirem proteinas séricas; dentre elas, o fibrinogénio e a
proteina C reativa; a combinagdo dessas substancias resulta na resposta aguda a um
processo inflamatério (ABBAS; LITCHMAN; PILLAI, 2008).

A interleucina-6 (IL-6) € uma citocina secretada por diferentes células, como
macréfagos, linfécitos T e fibroblastos. Durante a fase inicial da regeneragéao hepatica, sao
secretadas pelas células de Kupffer, estimulando os hepatécitos a sintetizarem proteinas, que
controlam a fase aguda da inflamagéao (GEISTERFER et al., 1993). Durante a lesao cronica
do figado, como a induzida pela LDB, a IL-6, além de atuar na manuteng¢édo dos hepatocitos,
€ capaz de estimular a sintese de DNA nas células epiteliais biliares, assim como, inibir a
apoptose dessas células, contribuindo, assim, para a integridade e expansao da arvore biliar
(LIU et al., 1998; EZURE et al., 2000). Essas mesmas células, assim como as células de
Kupffer, também sao capazes de produzir TNF-oo e TNF-B, fatores que ativam os
miofibroblastos e inibem a sua apoptose, contribuindo para a continua e excessiva deposicao
de matriz extracelular por essas células, o que distorce, gradualmente, a arquitetura do
parénquima hepatico (SAILE et al., 1999; GRESSNER et al., 2002).

A interleucina-10 (IL-10) € uma citocina anti-inflamatéria, secretada por diversas
populacdes celulares, incluindo linfocitos T auxiliares, linfécitos B, mondcitos, macréfagos. O
efeito protetor da IL-10 foi verificado em diferentes modelos experimentais, dentre eles, a
fibrose induzida pela LDB e pela droga tetracloreto de carbono (CCls) (LOUIS et al., 1998).
Segundo Leija, Reyes e Rodriguez (2007) e Abbas, Litchman e Pillai (2008), a regulagao e
supressao da inflamacgao ocorre por meio da inibicao de citocinas pro-inflamatérias, como IL-
1B, IL-1a, IL-2, IL-6 e TNF-a, sendo este dltimo a citocina-“chave” no desenvolvimento da
hepatotoxidade. Wang et al. (1998) reportaram que, tanto in vitro, como in vivo, as células
estreladas ativadas (miofibroblastos) isoladas de figados de ratos, apds 10 dias da LDB, foram
capazes de secretar grande quantidade de IL-10, a qual, por mecanismo autécrino, reduzia a
producao de colageno e aumentava a producdo de enzimas colagenases, contribuindo para
o equilibrio entre deposicao e degradacao da matriz extracelular.

Segundo Leija, Reyes e Rodriguez (2007), apesar das pesquisas terem permitido
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avancgos no entendimento dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos no processo
da fibrose hepatica, e sua progressao para a cirrose hepatica, esses conhecimentos tiveram
muito pouco efeito no desenvolvimento de novas drogas para as doencas crdnicas do figado.

2. OBJETIVO

Analisar, quantitativamente, o perfil das citocinas pré-inflamatérias (IL-6 e TNF-a) e anti-
inflamatéria (IL-10), no figado de ratos, com diferentes graus de fibrose, induzida pela ligadura
do ducto biliar.

3. METODOLOGIA
3.1 Animais

Foram usados, neste estudo, 20 ratos machos albinos, da raga Wistar, com peso
aproximado de 200 a 250g. Os animais foram mantidos no Biotério de Passagem do Instituto
de Pesquisa & Desenvolvimento (IP&D), da Universidade do Vale do Paraiba, em gaiolas
adequadas, contendo quatro animais, em cada gaiola, com agua e ragao autoclavada, com
um ciclo de 12 horas de claridade e 12 horas de escuriddo e, em temperatura ambiente,
constante de 22+2°C. A limpeza das gaiolas foi realizada trés vezes por semana no mesmo
horario.

Depois de uma semana de aclimatizagao, os animais foram, aleatoriamente, divididos
em trés grupos: 1) grupo LDB 2s (n=4), no qual os animais foram submetidos ao procedimento
cirurgico da ligadura do ducto biliar e sacrificados apds 2 semanas da ligadura; 2) grupo LDB
4s (n=8), em que os animais foram submetidos a ligadura do ducto biliar e sacrificados apés
4 semanas da ligadura; e 3) grupo LDB 6s (n=8), em que os animais foram submetidos a
ligadura do ducto biliar e sacrificados apds 6 semanas da mesma.

3.2 Modelo experimental para inducdo da fibrose hepatica - Ligadura do Ducto Biliar
(LDB)

Os procedimentos cirtrgicos foram realizados pelo mesmo cirurgido e as técnicas,
totalmente assépticas. Os animais foram anestesiados com isoflorano a 3%, por via inalatéria,
em camara prépria. Para controlar as quantidades administradas de anestésico, foi utilizado
um vaporizador calibrado. Quando o animal estava imével e perdeu o reflexo de
endireitamento, ele foi pesado em uma balanga de precisdo e, depois, foi posicionado em
deculbito dorsal e imobilizado em mesa cirlrgica. A partir desse momento, a anestesia foi
mantida pela inalagdo de mistura de O: e isoflorano a 2,5%. A intervengao cirargica iniciou
com tricotomia e desinfeccao da regido abdominal, seguida de uma incisdo na linha mediana
e exposicao do ducto biliar comum, o qual foi duplamente ligado com fio de sutura Seda 4-0
(Ethicon — Johnson & Johnson). A primeira ligadura foi realizada da jungcdo dos ductos
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hepaticos e a segunda ligadura foi feita acima da entrada do ducto pancreatico, conforme
relatado por Chen et al. (2009). O ducto biliar comum foi, entao, seccionado entre as ligaduras.
A incisao abdominal foi fechada, em dois planos, com fio de sutura seda 4-0 e 3-0 (Ethicon —
Johnson & Johnson). Dessa forma, os animais tiveram total e permanente obstrugao biliar.

3.3 Eutanasia dos animais e Coleta das amostras bioldgicas

Apos 2, 4 e 6 semanas da inducao da fibrose, os animais foram pesados e anestesiados
para a remocgao do figado e realizacdo do preparo do homogeneizado e as analises das
citocinas proé-inflamatérias e anti-inflamatoérias, utilizando a técnica de ELISA. Os animais
foram eutanasiados com overdose do mesmo anestésico isoflorano.

3.4 Preparo das amostras de figado para a dosagem de citocinas

Apos a retirada do figado, este foi colocado numa placa de Petri e pesado. Em seguida,
o figado foi lavado com solucao fisiologica e os lobos caudados foram separados dos demais
lobos. Os lobos caudados foram colocados em uma placa de Petri limpa e pesados.
Posteriormente, esses lobos foram cortados em pedagos menores, com peso aproximado de
250 mg. Em um almofariz com nitrogénio liquido, o tecido foi triturado, manualmente, com
auxilio do pistilo, até ficar totalmente pulverizado. Em seguida, foi adicionado 2,5 mL de PBS,
contendo 5% de soro de cabra e 10 uL/mL de inibidor de protease (Sigma P8340). Apds
homogeneizagao completa, o material obtido foi centrifugado a 4°C por 30 minutos a 10.000
rpm, por 3 vezes. O sobrenadante foi, entao, aliquotado e estocado a -70°C até a dosagem
de citocinas.

3.5 Dosagem das citocinas por ELISA

As citocinas proé-inflamatérias (IL-6 e TNF-a), e anti-inflamatéria (IL-10) foram dosadas
por meio do método Elisa, do tipo sanduiche, segundo as orientagcbes do fabricante
(Invitrogen™). Foi utilizado um anticorpo monoclonal de captura, fixo a placa de 96 pocos,
outro anticorpo monoclonal de deteccdo biotinilado, a enzima peroxidase (HRP) e
estreptavidina e o peroxido de hidrogénio com tetrametilbenzidina (TMB) como revelador, de
acordo com as orientagdes do fabricante (Invitrogen™). A citocina recombinante foi diluida
para a curva padrao. As amostras foram quantificadas em espectrofotdbmetro a 450 nm (Quant
— Biotek®).

3.6 Analise Estatistica

Os dados obtidos das dosagens das citocinas pré e anti-inflamatérias foram analisados,
estatisticamente, por intermédio do programa GraphPad InStat 3.0, sendo p<0.05 considerado

Revista Univap — revista.univap.br
S&do José dos Campos-SP-Brasil, v. 20, n. 36, dez.2014. ISSN 2237-1753



59

diferenga significativa. As diferencas entre os grupos foram analisadas pela andlise de
variancia (ANOVA) fator Gnico, seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey. Para
o TNF-q, foi utilizado o teste t de Student, para a comparacao de 2 amostras independentes.

4. RESULTADOS
4.1 Macroscopia

Ap0s a eutanasia dos animais, o figado foi analisado, macroscopicamente, observando-
se diferencas em relagdo ao aspecto macroscopico do figado dos animais submetidos a LDB,
apoés 2, 4 e 6 semanas, como mostra a Figura 1.

O figado dos ratos, apés 2 semanas da LDB (Figura 1A), apresentou superficie
levemente rugosa e opaca, com coloragdo vermelha clara e consisténcia endurecida e o
tamanho um pouco aumentado.

O figado dos animais de 4 e 6 semanas, apés a LDB (Figura 1B e 1C), apresentou
superficie rugosa, opaca com coloragdo verde-amarelada e consisténcia endurecida.
Também, apresentou um aumento no tamanho do figado, quando comparados aos animais
eutanasiados ap6s 2 semanas de LDB.

Figura 1 - A: Figado apds 2 semanas de LDB; B: Figado com 4 semanas ap6és LDB; C: Figado
com 6 semanas apos LDB.

4.2 Dosagem das citocinas
Os resultados das dosagens das citocinas pré e anti-inflamatérias estao apresentados
nas Figuras 2, 3 e 4.
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Figura 2 - Médias da citocina proé-inflamatéria IL-6 no figado dos animais apds 2, 4 e 6 semanas
da inducao da fibrose, nos grupos experimentais LDB2s, LDB4s e LDB6s, respectivamente.
ns = n3o significativo.

Os valores médios da citocina IL-6 nao apresentaram diferencgas significativas entre os
grupos estudados. Houve um discreto aumento de IL-6 da 22 para 42 semana, e uma discreta
diminuicdo da 42 para a 62 semana.

5500 % TNF-a
N
2000 \
2 1500 \ -
& 1000
500
LDB4s LDB 6s

Figura 3 - Médias da citocina pré-inflamatéria TNF-a no figado dos animais apés 4 e 6 semanas
da inducao da fibrose, nos grupos experimentais LDB4s e LDB6s, respectivamente.
* p < 0,05 (LDB4s x LDB6s).

A média de TNF-a na 42 semana apos LDB, foi elevada e de, aproximadamente, 2400
pg/mL, enquanto que, na 62 semana, a média diminuiu significativamente e atingiu valores de,
aproximadamente, 1000 pg/mL. O comportamento do TNF-o, nos grupos tratados, foi
bastante diferente do observado para IL-6.
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Figura 4 - Médias da citocina anti-inflamatoria IL-10 no figado dos animais ap6s 2,4 e 6
semanas da indug¢ao da fibrose, nos grupos experimentais LDB2s, LDB4s e LDB6s,
respectivamente.

* p <0,05 (LDB2s x LDB4s).

A média da citocina anti-inflamatéria IL-10 foi de, aproximadamente, 290 pg/mL apés 2
semanas de LDB. Apdos 4 semanas, a concentragdo dessa citocina elevou-se
significativamente (~520 pg/mL). J&, apds 6 semanas, o valor da IL-10 diminuiu, entretanto
permanecendo acima dos valores encontrados no grupo LDB2s.

5. DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos apds a analise macroscopica notou-se que houve
alteragdes na pigmentagéo, tamanho e aspecto do figado. Segundo Quaresma et al. (2003),
a obstrucao extra-hepatica acarreta alteragbes que modificam o aspecto macroscépico do
figado, em relagdo a pigmentagcdo do 6rgdo, mudando de vermelho escuro para verde-
amarelada, e a sua superficie, tornando-se endurecida e rugosa. De acordo com Osterreicher,
Osterreicher e Trauner (2011), as lesbes hepaticas provocam um crescimento na proliferagéo
de ductos biliares, o que acarreta no aumento do tamanho do figado. O endurecimento do
figado ocorre, pois, na fibrose hepatica, as células estreladas de lto estdo ativadas, sendo
estas as responsaveis pela maior produg¢ao de coladgeno na maioria das doengas hepaticas.

Segundo Tsukamoto (1999), as citocinas e fatores de crescimento constituem a principal
classe de mediadores envolvidos na fibrogénese, tanto durante o processo normal de reparo,
quanto na deposicao excessiva de colageno, o que induz a presenca de cicatrizes, seja no
figado ou em qualquer outra doenca fibroproliferativa, como, por exemplo, a fibrose pulmonar
ou artrites.

Em nosso modelo experimental, a analise do perfil das citocinas, durante a fibrose biliar,
demonstrou ser a 42 semana apos a LDB, o auge da inflamagéo, o que esta de acordo aos
achados de Schierwagen et al. (2013). Esse estudo relatou que o periodo entre a 12 e a 42
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semana apds a LDB corresponde as fases inicial e intermediaria da fibrose, fases em que a
inflamagéo é maior do que o acumulo excessivo de matrix extracelular (~fibrose), o contrario
do periodo entre a 42 e a 62 semana, o qual reflete a fase avangada da fibrose, fase na qual
a fibrose se sobrepde a inflamacao. O auge da inflamacéao, também, é comprovado em nosso
estudo pela elevacao das citocinas pro-inflamatérias, IL-6 € TNF-a, na 42 semana ap6s a LDB,
especialmente a citocina TNF-a (Figuras 2 e 3). Estes resultados estdo de acordo com
Fernandez-Martinez et al. (2006) e Tahan et al. (2010), os quais também verificaram, em ratos,
que 4 semanas de obstrucdo do ducto biliar elevam, tanto as citocinas proinflamatérias,
quanto a citocina anti-inflamatéria, IL-10.

Embora o aumento e dimuicdo de IL-6 ndo seja significativo (Figura 2), a média da
citocina TNF-a foi, estatisticamente, significativa apés 4 e 6 semanas da LDB (Figura 3),
colaborando para uma inflamacéao severa na 42 semana, e sugerindo ser o TNF-a a citocina
mais atuante durante as fases inicial e intermediaria da fibrose biliar, quando comparada com
a IL-6. Essa sugestdao pode ser suportada pelo fato do TNF-o ser um dos principais
componentes produzido em resposta a uma injuria hepatica (LEIJA; REYS; RODRIGUEZ,
2007) por células que predominam na fase inicial ou fase inflamatéria da fibrose, como os
monacitos e células de Kupffer (BORGES, 2008) e, também, por células epiteliais biliares
(TSUKAMOTO, 1999). O fato da citocina IL-6 nao mostrar diferenca significativa entre os
grupos experimentais do nosso estudo indica que ela atua de forma mais ou menos continua
durante todas as fases da fibrose biliar. Esse fato pode ser suportando por Fernandez-
Martinez et al. (2006), o qual, também, observou que a IL-6 ndo apresenta diferenga
significativa entre os grupos sem e com fibrose na 42 semana apds a LDB, além da sua
diminuicdo na fase avancada da fibrose, argumentando que a IL-6 tende a diminuir,
moderadamente, na cirrose hepatica.

Segundo Liu et al. (1998) e Ezure et al. (2000), durante a lesao crdénica do figado, como
a induzida pela LDB, a IL-6, estimula a sintese de DNA nas células epiteliais dos ductos
biliares, assim como inibe a apoptose dessas células, contribuindo para a integridade e
expansao da arvore biliar. Por outro lado, as células epiteliais biliares, quando estimuladas
por outras citocinas pro-inflamatérias, podem, também, produzir e secretar IL-6, que atua
como um fator de crescimento autdcrino, intensificando a proliferagdo da arvore biliar
(MATSUMOTO et al., 1994; YASOSHIMA et al., 1998; YOKOMURQO et al., 2000). Além dessas
funcoes, a IL-6 sintetizada pelos ductos biliares, ativa os miofibroblastos, os quais, na fibrose
biliar, estdo em intimo contato com os ductos em expansdo (DRANOFF; WELLS, 2010;
OSTERREICHER; OSTERREICHER; TRAUNER, 2011). Adicionalmente, segundo Saile et
al., 1999; GRESSNER et al., 2002), os ductos biliares, também, produzem TNF-a e TGF-j,
0s quais contribuem para a ativagao dos miofibroblastos e a continua e excessiva deposi¢ao
de matriz extracelular por essas células, distorcendo, gradualmente, a arquitetura do
parénquima hepatico. Sant'/Anna et al. (2011), utilizando o mesmo modelo experimental que
0 nosso estudo, porém avaliando os aspectos microscopicos da fibrose, ao invés das
citocinas, demonstraram que, da 22 para a 42 semana apés a LDB, o nimero de ductos
biliares, assim como o de miofibroblastos aumentou significativamente. Juntos, os estudos
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acima suportam a hipétese de que o aumento das citocinas pro-inflamatérias IL-6 e TNF-a
verificado em nosso estudo (Figuras 2 e 3), pode estar fortemente relacionado com o papel
das mesmas na expansdo dos ductos biliares e ativacdo dos miofibroblastos, sinais
microscépicos caracteristicos da fibrose biliar.

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria importante na regulacdo da resposta
inflamatéria, por meio de varios mecanismos, incluindo a redugao da expressao do antigeno
de leucécito humano Il (HLA classe 1), diminuicao da secrecdo de IL-2 pelas células T, e
reducao de IL-10, IL-1B, TNF-a e IL-8 pelos mondcitos e macréfagos ativados durante a
inflamagcao (LEIJA; REYES; RODRIGUEZ, 2007). Fernandez-Martinez et al. (2006),
estudando a fibrose biliar, apdés 4 semanas da LDB, verificaram que o aumento da IL-10,
durante a fibrose, foi responsavel pela redugéo da citocina proé-inflamatéria, IFN-y no mesmo
grupo, indicando que, também na fibrose hepatica, o aumento das citocinas pré-inflamatérias
€ equilibrado pelo aumento das anti-inflamatérias. Assim também, Louis et al. (1998)
verificaram que a IL-10 diminuiu, significativamente, a citocina TNF-a e, moderadamente, a
IL-6, confirmando ser a IL-10 anti-inflamatéria e anti-fibrética, uma vez que, também
encontraram diminuigdo no TGF-fB, importante citocina na perpetuagao da fibrose hepatica,
por manter a excessiva deposi¢ao de matriz extracelular. Baseados nesses estudos, podemos
vincular a diminuicdo do TNF-o. da 42 para a 62 semana (Figura 3) ao fato da producéo elevada
de IL-10, também na 42 semana (Figura 4), provavelmente para controlar a exacerbada
producao de TNF-a, culminando, assim, com a reducao desta Ultima na 62 semana. Em
seguida, a IL-10 também reduziu, moderadamente, e segundo Fernandez-Martinez et al.
(2006), esta reducao pode ser a razao pela qual seus efeitos anti-inflamatério e antifibrético
nao sdo capazes de reduzir a fibrose severa, mas apenas modularem a fase inflamatéria que
antecede aquela.

Assim, acreditamos que 0 nosso estudo podera auxiliar para aumentar o entendimento
do complexo mecanismo de regulacao das citocinas, o qual permitira o desenvolvimento de
terapias que atuem, especificamente, nas células e/ou nas citocinas produzidas por elas, na
tentativa de estabelecer uma terapia preventiva ou de reducdo da progressdao da
fibrose/cirrose biliar.

6. CONCLUSAO

Dentro das condi¢des experimentais deste trabalho, com base nos resultados obtidos,
conclui-se que o TNF é a principal citocina na progessao da fibrose biliar, principalmente
durante sua fase intermediaria. Ao mesmo tempo, a IL-10 atua nessa fase, limitando a
producdo da citocina pré-inflamatéria TNF-a, na tentativa de um controle endégeno da
progressao da doenga.
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