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RESUMO: Os mastocitos sao células distribuidas pela maior parte do corpo e sdo reguladores importantes da resposta inflamatdria. Nesse
estudo o objetivo foi quantificar os mastdcitos presentes em figado humano normal, com esteatose e com cirrose. Foram utilizadas pegas de
figado humano do Laboratorio de Patologia Geral da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, onde selecionaram 16 pegas anatomicas,
dividindo-se em trés grupos: figado normal (controle), com esteatose e com cirrose. Realizou-se a confec¢do de 32 laminas, as quais foram
submetidas a duas colorag¢des, sendo HE para andlise histopatologica, e Azul de Toluidina para quantificagdo de mastdcitos. Realizou-se
analise estatistica ¢ a confeccdo de grafico, composto pelo nimero de mastocitos por campo em cada grupo. Observou-se que o aumento
da quantidade de mastocitos presentes ¢ diretamente proporcional ao agravo da doenga, sendo que a maior populagdo foi encontrada no
processo cronico de cirrose hepatica. Portanto, subentende-se que exista uma relagdo intrinseca entre a presenca dos mastdcitos e, conse-
quente, agravo do processo fibrotico em humanos, de tal modo que uma célula influencie no funcionamento da outra. Torna-se necessario
a realizacao de mais estudos para esclarecerem de forma detalhada tal interagao.
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QUANTIFICATION OF MAST CELLS IN REVERSIBLE AND IRREVERSIBLE HUMAN LIVER LESIONS

ABSTRACT: Mast cells are distributed in most tissues of the human body and are key regulators of the inflammatory response. The
aim of the study was to quantify the presence of mast cells in healthy human livers and diseased human livers presenting steatosis and
cirrhosis. Human liver samples were obtained from the General Pathology Laboratory at the Federal University of Tridngulo Mineiro.
Sixteen samples were divided into three groups: normal liver (control), steatosis, and cirrhosis. A total of 32 slides were prepared, which
were submitted to two stainings, the hematoxylin and eosin (HE) for histopathological analysis, and Toluidine Blue (TB) for mast cell
quantification. Statistical analysis and a graph composition were performed, presenting the number of mast cells per field in each group.
It was observed that the increase of mast cells is directly proportional to the disease burden, and the greatest increase was found in the
population with chronic liver cirrhosis. Therefore, it is understood that there is an intrinsic relationship between the presence of mast cells
and the consequent aggravation of the fibrotic process in humans, in such way that one cell influences the functioning of the other. Further
studies area necessary in order to clarify such interaction.
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Introducao

O figado ¢ o segundo maior 6rgdo e a maior glandu-
la do corpo humano, pesa aproximadamente 1.500g em sua
fisiologia normal. Os hepatocitos sdo as células funcionais do
figado e constituem cerca de 67% da sua massa total. Essas
células epiteliais encontram-se agrupadas em placas interli-
gadas, formando unidades funcionais, as quais da-se o nome
de 16bulos hepaticos (GEERTS et al., 1989; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013; TREFTS; GANNON; WASSERMAN,
2017).

As células hepaticas estdo radialmente dispostas
nos lobulos, como se fossem tijolos em uma parede. As pla-
cas celulares formadas direcionam-se da regido periférica
para o centro do o6rgdo, compondo um labirinto. Existem
no meio das placas hepaticas capilares denominados sinu-
soides, os quais a separam entre si. Em seres humanos, os
l6bulos encontram-se conectados uns aos outros durante a
maior parte de seu cumprimento, o que torna dificil o deline-
amento exato de cada um. Nas periferias desta estrutura ha
presencga de tecido conjunto envolvendo: vasos sanguineos,
vasos linfaticos, ductos biliares e nervos, o que se chama de
espagos porta. O figado possui de 3 a 6 espagos porta por 16-

DOI: 10.25110/argsaude.v23i2.2019.6790

bulo hepatico (FOX, 2007; GERBER; THUNG, 1987; ITO;
SHIBASAKI, 1968).

Esse orgdo se localiza na cavidade abdominal,
logo abaixo do diafragma, ao lado direito do corpo humano
(FOX, 2007), e desempenha uma série de fungdes vitais para
0 organismo, tais como: metabolismo de nutrientes que sdo
absorvidos pelo trato digestivo, processamento ¢ armazena-
mento, formagao e secre¢@o da bile, sintese de proteinas, me-
tabolismo e excrecao de diversas substancias toxicas, além
das fungdes enddcrinas e imunoldgicas (MARTELLI, 2010).
Quando estimulado por células inflamatérias, como neutro6-
filos, granulécitos e macrdéfagos, o figado reage as citocinas
liberadas com a produgdo de proteinas de fase aguda, ou seja,
em resposta a inflamacdo. Essa resposta ¢ chamada de res-
posta de fase aguda (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI 2015).

A localizagdo do figado, assim como sua anatomia,
o tornam um dos 6rgdos primarios em respostas imunologi-
cas contra processos infecciosos. A defesa imunoldgica ¢ rea-
lizada por meio de interagdes entre células parenquimatosas,
ou hepatocitos, assim como células que apresentam antige-
nos e células funcionais do sistema imune inato e adaptativo
(BULFONE-PAUS; BAHRI, 2015; FRANCESCHINI et al.,
2000).
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Além disso, este 6rgdo possui células que fazem
parte do Sistema Reticulo Endotelial (SRE): as células de
Kuffer. O SRE ¢ composto por trés tipos de células: os neu-
tréfilos, os monocitos e macrofagos (células do sistema fa-
gocitario mononuclear), ¢ os fagocitos orgio-especificos do
encéfalo, dos pulmdes, linfonodos, bago e do figado. Assim,
as células de Kuffer do figado sdo células fixas que se loca-
lizam na parede dos sinusoides e fagocitam corpos estranhos
a medida que passam pelo fluxo sanguineo dos capilares
(BLESER et al., 1994; FOX, 2007, MINATO; HASUMU-
RA; TAKEUCHI, 1983).

O figado ¢ capaz de regenerar-se quando se trata de
lesdes agudas. Os hepatocitos maduros podem retornar ao ci-
clo celular e passar por varias divisdes celulares para formar
novamente a massa hepatica. Porém, quando o figado passa
por um processo de agressdo continua, subsidiando um dano
hepatico cronico, a capacidade regenerativa dos hepatdcitos
¢ perdida e a consequéncia mais grave ¢ a insuficiéncia hepa-
tocelular (FORBES, 2008).

Pode ocorrer pela destrui¢do sucessiva dos hepato-
citos associados a um processo inflamatorio cronico, ou por
dano individual repetitivo ao parénquima. E menos comum,
porém eventos de injuria podem se desenvolver de maneira
repentina e maciga (como a hepatite viral ou pelo uso de dro-
gas). Em suma, cerca de 80% a 90% da capacidade funcional
hepatica deve estar comprometida para que ocorra insufici-
éncia do figado, pois a reserva funcional deste 6rgao é imen-
sa (FOX, 2007; IIDA et al., 2005).

Em um contexto geral, quando essas células sdo
submetidas a estresse, ou quando sao incapazes de se adaptar
aos estimulos nocivos, desenvolve-se a lesdo celular. Dentro
de alguns limites, sendo esta lesdo leve e transitoria, ela se
torna reversivel ¢ a célula é capaz de retomar um modo esta-
vel. Todavia, uma injuria grave, constante ¢ de inicio subito,
ocasiona as lesdes irreversiveis e a morte celular das células
afetadas. Pode ocorrer por necrose ou apoptose, mas inde-
pendentemente da maneira que acontega, ¢ um dos eventos
mais marcantes no desenvolvimento ¢ agravo das doencas
hepaticas (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).

Tem-se como exemplo de lesdo reversivel as de-
generagdes celulares, decorrentes de alteragdes bioquimicas
com actimulo de substancias no interior da célula. Em tal
ocasido, exemplifica-se a degeneragdo celular hepatica por
acumulo de lipidios, ou esteatose, mais encontrada no figado,
porque ele € um 6rgao envolvido no metabolismo da gordura.
Pode ocorrer secrecao prejudicada de lipoproteinas, aumento
da sintese de lipidios, ou até mesmo catabolismo periférico
aumentado de gorduras, processos que sentenciam o figado
ao acimulo de triglicerideos dentro dos hepatdcitos (UNI-
CAMP, 2018).

Dentre diversas etiologias, o consumo de alcool jun-
tamente com uma dieta rica em lipideos pode elevar os tri-
glicerideos e ocasionar o acimulo de lipidios no parénquima
hepatico (DULY, et al. 2015). Além disso, diversas toxinas,
a desnutricdo proteica, o processo de hipdxia, assim como a
obesidade e disturbios metabolicos genéticos também podem
propiciar a esteatose hepatica (PINTO et al., 2012).

O actimulo gorduroso intra-hepatico desencadeia
uma série de eventos bem especificos, como acumulo de ra-
dicais livres derivados do oxigénio, estresse oxidativo, dis-
fun¢ao das mitocondrias, produgao ¢ a liberagao excessiva de
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citocinas pro-inflamatdrias, assim como a ativagao da respos-
ta imune inata, mediada por padrdoes moleculares associados
ao dano (BEIER; ARTEEL; MCCLAIN, 2011; DAY, 2010).
Em condig¢des normais, as células do figado ndo produzem
citocinas ou produzem minimamente. Porém, quando ha in-
terferéncia nessa fisiologia, os hepatdcitos sdo induzidos a
produzir estas moléculas mediadoras da inflamagdo (MAR-
RA; BERTOLANI, 2009).

Como agravo da esteatose hepatica, a continuidade
de um estimulo nocivo ndo cessante propicia a morte celular
consecutiva de hepatocitos, com extravasamento de compos-
tos celulares que causam uma reag@o inflamatoéria aguda no
orgdo, culminando com a resposta imune as células mortas.
O processo inflamatdrio se torna cronico, ha substituicdo
das células hepaticas normais por nodulos parenquimatosos
provenientes de novas células hepaticas geradas a partir de
células-tronco, ¢ de hepatdcitos sobreviventes. Os hepato-
citos regenerativos formam nddulos esféricos delimitados
por septos fibrosos, que substituem a arquitetura normal do
orgdo. Assim, ha deposicdo excessiva de matriz extracelular
em praticamente todo o 6rgdo e, consequente, fibrose difusa
como processo cicatricial. A esse evento da-se o nome de cir-
rose (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).

Dentre as diversas causas da cirrose, como agravo
de doengas primarias, estdo: as hepatites cronicas (virais e
autoimunes), doengas de ordem metabolica, vascular ou bi-
liar, além do alcoolismo (IIDA, et al. 2005).

Alguns acontecimentos sdo essenciais para a pato-
genia da cirrose, como a morte das células hepaticas, a re-
organizagdo vascular, e a deposicdo excessiva de matriz ex-
tracelular (MEC), sendo esta tltima a base da formagdo da
fibrose. Durante o desenvolvimento da cirrose, 0 processo
de fibrose ¢ dindmico e envolve a produgdo de MEC, assim
como deposi¢do e reabsorcdo de componentes (KUMAR;
ABBAS; ASTER, 2013).

Ha evidéncias de mastdcitos desempenhando papel
importante no desenvolvimento da fibrose hepatica (CLA-
MAN, 1985). Primeiramente esta célula imunologica era
vista apenas como um mediador de reagdes alérgicas, assim
como colaboradora da cicatrizagdo de feridas. Porem, os
mastocitos podem estar envolvidos em varias outras reagoes,
além da inflamagdo, infec¢do e também outras disordens
(BEAVEN, 2009; BOYCE, 2004).

Atualmente os mastocitos sdo reconhecidos como
células primordiais na resposta imunologica, capazes de sin-
tetizar e secretar diversos mediadores pro-inflamatdrios e
anti-inflamatdrios. Em sua deficiéncia, os processos de recru-
tamento de linfocitos T e macrofagos para areas lesionadas,
como no figado, sdo atenuados (SMITH et al., 2012).

Em animais, a histamina (amina presente nos mas-
tocitos) eleva a sintese de colageno nos fibroblastos. E ainda,
o aumento dos niveis de histamina no figado ¢ diretamen-
te proporcional a fibrogénese (BOUCEK; NOBLE, 1977;
RUSSELL; RUSSELL; TRUPIN, 1977, UMEZU; YUASA,;
SUDOH, 1985). Assim, as altera¢des de quantidade de mas-
tocitos presentes no figado, e também as mudangas de sua
atividade, podem contribuir com o processo de formacdo da
fibrose hepatica (FARRELL ef al., 1995).

No Brasil, a prevaléncia das hepatopatias na popu-
lagdo ndo ¢ bem conhecida, ¢ os estudos no pais sobre Doen-
¢a Hepatica Gordurosa Nao Alcoolica sdo limitados (MAT-
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TEONI et al., 2011). O mecanismo de agdo dos mastocitos
e seu envolvimento na fisiopatologia das doengas hepaticas,
ainda que na fibrose, ¢ pouco abordado. Os estudos que com-
provam a interag@o desta célula na esteatose hepatica, e em
situagdes cronicas como na cirrose, estdo em sua maioria de-
satualizados, raramente foram desenvolvidos com anatomia
humana e poucas vezes os mastocitos foram quantificados.
Existem lacunas ainda ndo evidenciadas, o que pode contri-
buir com o agravo das doengas hepaticas. Por esses fatos,
justifica-se a importancia deste estudo.

O objetivo do presente estudo foi quantificar os
mastocitos presentes em figado humano normal, com estea-
tose e com cirrose. E, especificamente: analisar a populago
de mastocitos presentes nos figados normal e patologicos,
observando a relagdo da quantidade de células presentes com
o desenvolvimento das doengas.

Material e Métodos
Aspectos éticos

A pesquisa obedeceu as recomendagdes da Re-
solugdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude e do
Comité de Etica em Pesquisa, sendo aprovada no Co-
mité de Ftica em Pesquisa com o numero de CAAE
78709617.0.0000.5154.

Amostras de figado

Foram utilizadas pegas de figado humano do Labo-
ratério de Patologia Geral da Universidade Federal do Tri-
angulo Mineiro, adivindos do servigo de necrdpsia do Hos-
pital de Clinicas. Foram selecionadas 16 pegas anatdmicas,
e divididas em trés grupos: figado normal (controle), com
esteatose e com cirrose.

Foram utilizados como critérios de escolha das pe-
cas anatomicas a disponibilidade dessas no arquivo da Pa-
tologia Geral; a idade dos pacientes que foram a obito ser
maior ou igual a 18 anos; e ainda figados que apresentavam
apenas esteatose ou cirrose.

Foram excluidos os materiais com outras doengas,
se ndo esteatose ou cirrose hepatica, como figado cardiaco e
com neoplasias. Também amostras de individuos cuja morte
ocorreu com idade inferior a 18 anos.

Confec¢ao de laminas

As amostras de figado foram incluidas em parafina.
Cortes histologicos de 5 um foram obtidos e corados com
2 coloragdes: hematoxilina eosina (HE), e azul de toluidina
(AT), sendo a primeira para avaliacdo histopatologica, assim
como confirmacdo da doenga, ¢ a segunda para visualizagido
e consequente quantificagdo dos mastocitos.

Foram coradas 32 laminas, sendo que para cada
uma das coloragdes acima foram submetidas 16 cortes.

Analise histopatologica
A desparafinizacdo das laminas foi realizada em va-

rias etapas. Primeiro, os cortes foram levados para uma estu-
fa a 45°C por 40 minutos; ap6és mergulharam-se as laminas
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em primeiro soluto, Xilol I e também Xilol II, 10 minutos em
cada um. A hidratagio foi feita no Alcool Etilico 100%:; ap6s
em concentragdes de 80% ¢ 70%, cada um por 5 minutos.
Todo o material foi lavado em agua corrente por aproximada-
mente 7 minutos. Deu-se inicio a coloragdo mergulhando as
laminas na Hematoxilina por 3 minutos, ap6s foram lavadas
em agua corrente por 3 minutos. A préxima coloragdo foi a
Eosina, em que as laminas ficaram mergulhadas por 7 minu-
tos e novamente foram enxaguadas em agua corrente por 2
minutos. A desidratagdo foi feita primeiramente no Alcool
Etilico a 70%, ap6s 80%, cada um por 5 minutos, por ulti-
mo em Alcool Etilico 100%, por 3 minutos, e 100% II por 5
minutos. A fixagdo do corante e conserva¢ao do material foi
feita com o mergulho no Xilol I por 5 minutos e novamente
no Xilol II por 10 minutos. Apos, teve fim com a colagem de
laminas sobre o lado do corte das laminas.

A leitura no microscopio foi feita somente apos a
secagem das laminas, que ocorreu aproximadamente 24 apds
a confec¢dao quando conservada ao ar livre.

Microscopia

Para obten¢do dos resultados foram utilizadas fer-
ramentas de microscopia Optica e eletronica, com método
de varredura. A analise morfologica foi realizada em um
microscopio denominado Zeiss Axiolab (Carl Zeiss GmbH,
Alemanha) equipado com uma camera DFC280 (Leica Mi-
crosystems GmbH, Alemanha), e usou-se a objetiva de 20x.

Coloracio azul de toluidina

Para o preparo da solugdo foi utilizado o corante
Azul de Toluidina 0,1%, com 0,1 grama de azul de tolui-
dina, Iml de 4cido acético e 100ml de agua destilada, apds
ajustou-se o pH para 2,8. Como protocolo de coloragao, fo-
ram utilizadas a solucdo de vermelho congo ¢ a de azul de
toluidina. Primeiro foi feita a desparafinizagdo ¢ hidratagio
das laminas, em seguida adicionou-se o vermelho congo ¢
deixou agir por 40 minutos. Apos, lavou-se em agua desti-
lada, adicionando permanganato de potassio a 0,5% por 2
minutos. O proximo passo, apds a nova lavagem em agua
destilada, foi adicionar metabissulfito de potassio a 2% por
1 minutos, lavou-se em agua corrente por 3 minutos e, em
seguida, em agua destilada duas vezes. Acrescentou-se a so-
lugdo de azul de toluidina com o pH ajustado para 2,8, por
aproximadamente 7 minutos. Por tltimo, foram lavadas em
agua destilada 2 vezes e desidratadas. Assim como o proce-
dimento anterior, teve fim com a colagem de laminas sobre o
lado do corte das laminas. A leitura no microscopio foi feita
somente apos a secagem das laminas.

Quantificacdo de mastdcitos

Primeiro selecionou-se uma regido com auséncia de
defeitos, como por exemplo areas onde ndo haviam desco-
lamento do material, e ap6s foram fotografados cortes se-
guidos de cada lamina, esquivando-se do espago porta. Pelo
tamanho extenso das laminas, padronizou-se a quantidade de
15 cortes para cada uma. Apds, um grafico do tipo boxplot
foi confeccionado a partir da quantificagdo de mastdcitos em
cada campo fotografado, e realizou-se a analise estatistica.
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Analise estatistica

As diferengas entre os grupos, em relag@o as varia-
veis do estudo, foram avaliadas por meio da analise de vari-
ancia ANOVA unicaudal. Quando as amostras ndo apresen-
taram distribuicdo normal, foram submetidas a analise de va-
riancia ANOVA unicaudal de postos, pelo teste de Kruskal-
-Wallis. Quando houve diferenga, os grupos foram compa-
rados entre si com corre¢do de Student-Newman-Keuls para
variaveis paramétricas e correcao de Dunn para varidaveis nao
paramétricas. Os resultados foram apresentados com média
+ desvio padrdo, para variaveis paramétricas, ¢ sob a forma
de mediana e faixa de variagdo para variaveis nao paramétri-
cas. As diferengas foram consideradas significativas quando
o valor de p foi menor que 0,05.

PAULO, B. E. de; ROCHA, L. B.

Resultados
Dados epidemiologicos

Foram incluidos 16 pacientes ao todo, dentre eles, 5
compunham o grupo com esteatose, 7 compunham o grupo
com cirrose, ¢ 4 compunham o grupo controle. Os resultados
obtidos referentes a analise da popula¢ao, demonstram que,
dentre os pacientes que tinham esteatose hepatica, a maioria
era do sexo masculino (60%), e tinham idade média de 45
anos. Nos pacientes com cirrose, 0 grupo era composto em
sua maior parte por mulheres (57,14%), e média de 44 anos
de idade. E, no grupo controle, a populagdo predominante
também era do sexo feminino (75%), apresentou idade média
de 42 anos. Em todos os grupos prevaleceram pacientes que
se autodeclaravam de coloragdo branca (dados obtidos dos
prontudrios).

Tabela 1: Dados epidemiologicos da populagdo analisada. A tabela mostra, além dos dados epidemioldgicos, a média, a me-
diana e o desvio padrdo referente a analise da populagdo do estudo.

ESTEATOSE CIRROSE CONTROLE
Idade Peso  Peso do Idade Peso  Peso do Idade Peso  Peso do
Lamina Sexo (anos) Cor corporal figado | Limina Sexo (anos) Cor corporal figado | LAmina Sexo (anos) Cor corporal figado
(kg) ®) (kg) ® (kg) ®
n 4205 M 36 Branca 65 3,700 | n4104 M 26  Branca 51 1,580 | n4153 F 46  Branca 40 1,770
n 4226 M 58  Branca 109 2,730 | n4194 F 44  Branca 66 1,150 | n4311 M 60  Branca 53 2,050
n 4229 M 47  Branca 65 1,950 | n4207 M 65  Branca 70 2,250 | n4319 F 35 Branca 60 1,500
n 4307 F 37 Branca 72 1,880 | n4235 F 53  Branca 84 1,350 | n4326 F 25 Branca 60 1,440
n4338 F 48 Parda 90 1,150 | n4248 M 34  Branca 63 1,450
n 4253 F 54  Branca 74 1,130
n 4264 F 29  Branca 55 2,170
Média 45 80 2,282 | Média 44 66 1,583 | Média 42 53 1,690
Mediana 47 72 1,950 | Mediana 44 66 1,450 | Mediana 41 57 1,635
Desvio 9,04 1907 097 | Desvio 14,55 1125 046 | Desvio 15,02 9,43 0,28
Padrio Padrio Padrao

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Analise histopatologica

Os mastocitos encontrados nas laminas foram iden-
tificados pela presenga de granulos metacromaticos, geral-
mente de formato circular e colorac¢do arroxeada.

Nas laminas de material hepatico ausentes de pato-
logia os mastocitos se encontravam dispersos pelo parénqui-
ma hepatico proximo aos hepatocitos, no tecido conjuntivo
de vasos e adjacentes ao canal porta-hepatico, porém em
quantidade minima. Além disso, essas células faziam parte
da fisiologia normal do 6rgdo, ja que estes ndo apresentava
nenhuma doenga.

Ja nas laminas de figado com esteatose, observou-
-se distribui¢do difusa dos vactolos lipidicos no parénquima
hepatico (hepatdcitos). A quantidade de mastocitos se elevou
de maneira consideravel, sendo que estas células estavam es-
palhadas entre os vactiolos no parénquima hepatico em me-
nor quantidade; e em sua maioria se apresentavam tanto no
infiltrado inflamatorio do 6rgao, quanto ao redor dos vasos
do canal porta-hepatico.

Em relag@o as laminas de figado com cirrose, no-
tou-se perda da morfologia lobular normal e aparecimento
pseudolobulos, separados por septos de tecido fibroso com
infiltrado inflamatério cronico. Pode-se observar a presenga
de maior quantidade de mastocitos comparada as demais.
Eles se localizavam nos septos de fibrose, no infiltrado in-
flamatorio cronico e bem proximos ao canal porta-hepatico,
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circundando os vasos.

A morfologia do figado normal, assim como em di-
ferentes processos patologicos (esteatose e cirrose) podem
ser visualizados a seguir (Imagem 1), e ainda a distribui¢@o
de mastocitos nas mesmas condigdes (Imagem 2).
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ESTRUTURA MORFOLOGICA
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Figura 1: Foto micrografias representativas do aspecto mor-
fologico de figados em diferentes processos: normal, com
esteatose e com cirrose. As setas mostram os vacuolos de
gordura caracteristicos de esteatose hepatica, assim como
os septos fibrosos, dividindo o figado em 16bulos hepaticos,
condicdo que ocorre na cirrose.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Figura 2: Aspecto microscopico da distribuigdo de masto-
citos em figado normal, com esteatose e cirrose. As setas in-
dicam mastodcitos nos diferentes processos do figado, assim
como em sua fisiologia normal.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Quantificacdo de mastdcitos

A analise do grafico quanto a quantificacdo de mas-
tocitos de figado normal (grupo 1), houve uma pequena dis-
persao dos dados quando se observa a diferenca de amplitude
entre o valor maximo e o valor minimo do niimero de mas-
tocitos por campo, variando entre 0 e 2. A mediana ndo esta
sendo demonstrada claramente, porém subentende-se que o
valor seja igual a 0, e a média dos dados, representada pela
cruz, encontra-se pouco acima de 0. Ainda, ha presenca de
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outliers, representados pelos pontos, o que significa que os
valores discrepantes do nlimero de mastocitos por campo sao
aproximadamente iguais a 1 (em maior quantidade) ¢ 2. Des-
sa maneira, os valores encontram-se assimetricamente distri-
buidos, sendo que 75% dos campos ou mais se apresentaram
sem mastocito algum.

Em relagdo aos figados com esteatose (grupo 2),
apresentaram valores de amplitude minimo ¢ maximo proxi-
mos de 1 e 3, respectivamente, indicando valor de dispersao
dos dados igual a 2, semelhante ao grupo 1. Porém, cerca de
50% dos dados apresentaram numero de mastocitos por cam-
po acima de valores iguais a 1, demonstrando um acréscimo
na quantidade de mastocitos quando comparada ao grupo
controle. Ainda, observou-se a mediana de maneira subjeti-
va, com valor préximo de 1, e a média com valor aproxi-
madamente igual a 1,5. Ndo houve presenga de dados com
valores atipicos neste grupo.

Em rela¢do ao grupo 3, referente aos orgdos com
cirrose, o grafico mostra a presenga dos maiores valores re-
ferente ao numero de mastdcitos por campo coletado. Além
disso, a variac@o os dados foi aproximadamente de 1 a 8, ten-
do valor de dispersdo igual a 7. Ademais, 50% dos campos
apresentaram valores de niimero de mastocitos por campo
entre 2 e 4, e 25% apresentaram niimero de mastocitos por
campo entre 4 ¢ 8, valor aumentado quando comparado com
os demais orgdos. Os dados encontram-se assimetricamente
distribuidos quando se observa a mediana, estando proxima
de valor igual a 2. A média tem valor proximo de 2,5, en-
quanto o valor de discrepancia ¢ visto igual a 8. Dessa ma-
neira, tem-se um grafico heterogéneo quando comparado aos
demais.

Houve diferenga estatistica significativa em todos
os grupos, em que o valor de p foi menor que 0,05. Tais dife-
rengas sdo indicadas no grafico a seguir.
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Figura 3: Distribui¢do do nimero de mastdcitos por campo
nos diferentes grupos estudados: figado normal, com estea-
tose e com cirrose. A média dos dados, em cada grupo, esta
representada pelas cruzes, os outliers, ou pontos discrepan-
tes, estdo representados pelos pontos e ainda, o asterisco
representa a andlise estatistica de variancia dos dados, com
diferencas significativas em todos os grupos.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Discussao

Quanto a localizagdo dos mastdcitos, este estudo
mostrou que nos processos patologicos reversiveis estas cé-
lulas estavam espalhadas entre os vacuolos presentes no pa-
rénquima hepatico, assim como no infiltrado inflamatorio do
orgdo, ¢ ao redor dos vasos do canal porta-hepatico. Ja nas
alteragdes irreversiveis, onde existia aumento do processo fi-
brético, se localizavam nos septos de fibrose, no infiltrado in-
flamatdrio cronico e circundando os vasos do canal hepatico.

Tal achado se repete em outra pesquisa, segundo
Farrell et al (1995) os mastodcitos estavam presentes no te-
cido conjuntivo dos espagos porta, ao lado dos fibroblastos,
assim como nas paredes dos capilares da veia porta. Pode-
-se observar que pelo menos 10% dos mastocitos estavam
revestindo os sinusoides, ¢ ainda, que estavam presentes nas
paredes das veias centrais.

Além disso, comprovou-se que a distribuicdo de
mastocitos muda de acordo com o progresso das doengas
hepaticas, especialmente em estagios avangados, como na
cirrose. Foram notadas alteracdes marcantes como a maior
quantidade de mastdcitos presentes nos sinusoides (cerca de
50%) e estas células foram observadas em maior nimero nas
paredes das veias hepaticas. Nos espagos porta, estavam pre-
sentes em direcdo as placas hepaticas, particularmente nos
septos fibrosos ¢ nas paredes dos vasos porta-hepaticos. Por
conta da sua distribuicdo, acredita-se que os mastocitos (ou
seus produtos) podem influenciar na perfusdo intra-hepatica,
controlando tanto a permeabilidade quanto o didmetro dos
vasos e sinusoides (FARRELL ef al., 1995).

No que se refere a populacdo existente de masto-
citos, no presente estudo observou-se que 0s processos pa-
toldgicos estudados alteram a quantidade destas células no
figado, sendo notado um aumento do nimero de mastocitos
ndo s6 em situagdes onde a lesdo ao hepatocito é considerada
reversivel, como no caso da esteatose, mas principalmente
nas alteragdes irreversiveis, como na cirrose hepatica. Foi
possivel perceber que o acréscimo de mastdcitos ¢ direta-
mente proporcional ao agravo da doenga, especialmente no
agravo da fibrose hepatica.

No entanto, mesmo que em diversos distirbios,
uma grande quantidade de mastdcitos esteja associada a um
agravo do fenotipo fibrotico (CLAMAN 1990; OVERED-
-SAYER et al., 2014), pouco se sabe sobre a regulagdo destas
células na fibrose (PINCHA et al., 2018). Acredita-se que o
sistema imune inato é um icone importante na ativagao dos
fibroblastos. Células imunologicas como neutroéfilos, macro-
fagos e mastocitos (CONESE et al., 2003; GRUBER, 2003;
OVERED-SAYER et al., 2014; WYNN; BARRON, 2010),
tém sido vistas cada vez mais como fontes de citocinas que
ativam fibroblastos, e também de quimiocinas (PINCHA et
al., 2018).

Em relagdo ao processo fibrotico na esteatose hepa-
tica, muitos fatores tém sido exemplificados como ofensivos
no desenvolvimento da doenga, assim como responsaveis
pelo aumento da inflamagdo e agravo da fibrose (JAMES;
DAY, 1999). Sao o caso das citocinas pro-inflamatdrias e
adipocinas, a disfungdo mitocondrial, o estresse oxidativo e
estresse do reticulo endoplasmatico, sendo que alguns des-
ses fatores podem ser ocasionados pelos mastdcitos (PARA-
DIES, 2014; TARIQ; GREEN; HODSON, 2014). Estas célu-

ISSN 1982-114X



Quantificagdo de mastocitos

las tém sido suspeitas de contribuir para o avango da doenga,
estando associados a diferentes etiologias hepaticas (FRAN-
CESCHINI et al., 2007). Considerando o ambiente inflama-
torio encontrado ao redor do tecido hepatico, ¢ cabivel supor
que os mastocitos interferem no processo patogénico de acu-
mulo gorduroso intra-hepatico (JARIDO et al., 2017).

Em estudo especifico (SMITH et al., 2012), foi ava-
liado o papel dos mastdcitos na progressdo da esteatose he-
patica, e obteve-se resultados demonstrando o envolvimento
direto dessas células no processo de agravo da doenca. Foi
visto que a quimase, protease mastocitaria, contribui para
a formagd@o de angiotensina Il e metaloproteinase de matriz
(MMPs), fatores que colaboram com a fibrose hepatica.

Em estudo com hamsters (TASHIRO et al., 2010),
onde teve-se experimento de inducdo da doenga hepatica
gordurosa e tratamento com um inibidor de quimase (TY-
51469), os autores relatam que o tratamento com o inibidor
diminuiu a concentragdo das enzimas hepaticas séricas, que
foram aumentadas apos dicta indutiva de esteatose, houve
reduc¢do do acimulo de gordura no figado, ¢ além disso a
fibrose presente foi também diminuida. Os mastocitos se
apresentaram em maior quantidade apos o consumo da die-
ta experimental, porém esses numeros foram reduzidos em
animais tratados com TY-51469. Este estudo torna evidente
a participagdo dos mastdcitos na progressdo da Doenca He-
patica Gordurosa niao Alcoolica (DHGNA), bem como de-
monstra a importancia da inibicdo das proteases presentes
nestas células.

No agravo da doenga hepatica e consequente for-
macdo de fibrose cada vez mais difusa, Franceschini et al
(2006), citam a existéncia de trés fases comuns que ocorrem
ao decorrer da lesdo: aumento da intensidade da inflamacéo,
producdo de matriz extracelular (MEC) e nova modelagdo
tecidual através de fibrogénese dinamica. Como resultado
de uma inflamagdo cronica, foi notado que os mastocitos
realizam func¢do importante na evolugdo da fibrose no figa-
do (KORUK et al., 2011). Especificamente, alguns autores
demonstraram que os mastocitos podem estar associados a
fibrose hepatica estimulando a ativagdo do crescimento de
fibroblastos e da sintese de colageno, podendo também ini-
bir a degradagdo da MEC por meio de enzimas chamadas de
inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) (FRAN-
CESCHINI et al., 2006).

Semelhantemente, Satomura et a/ (2003), também
afirmam que a quimase desempenha papel fundamental no
desenvolvimento e progressdo da fibrose. Por ser encontra-
da nos granulos dos mastocitos, acredita-se que esta célula
desencadeia o desenvolvimento da fibrose mediante auxilio
na diferenciac@o do tecido conjuntivo, produzindo angioten-
sina II (All) a partir da angiotensina I (AI). A AIl é capaz
de promover a reagdo fibrética, induzindo a proliferagao de
células estreladas hepaticas e produg¢do de MEC. De acordo
com o estudo de Jarido ef a/ (2017), os mastocitos sdo res-
ponsaveis pela producdo de grande quantidade de quimase,
por isso estdo diretamente interligados a formagao da fibrose
hepatica pela liberagdo desta citocina. Assim, pressupde-se
que pode ser interessante bloquear a degranulagdo dos mas-
tocitos para evitar a liberagdo de quimase, a produgdo de All
¢ a subsequente célula estrelada hepatica ativando a produ-
¢do de MEC.

Alguns estudos mostram de maneira mais detalhada
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que, os mastocitos apresentam-se com mecanismos de defesa
bem especificos. Os granulos que essas células secretam sdo
preenchidos com uma grande variedade de compostos pré-
-formados. Quando os mastdcitos sdo ativados para degranu-
lar, esses compostos sdo liberados no ambiente extracelular
e podem causar efeito em diversos eventos fisiologicos ou
fisiopatologicos (GALLI; NAKAE; TSAIL 2005; METCAL-
FE; BARAM; MEKORI, 1997). De tal modo, quando se leva
em conta o impacto funcional da degranulag@o de mastdcitos,
¢ importante destacar que estes granulos tém um contetido
repleto de substancias bioativas e que todos os compostos de
granulos pré-formados sdo armazenados em sua forma ativa
(PALM; ROSENSTEIN; MEDZHITOV, 2012).

Ademais, Wernersson ¢ Pejler (2014), ilustram que
a degranulacdo de mastdcitos leva a uma poderosa respos-
ta pré-inflamatoria, em parte mediada pelos compostos de
granulos pré-formados, como histamina e varias citocinas,
como fator de necrose tumoral (TNF) e proteases especificas
de mastocitos, além da quimase, triptases ¢ carboxipeptida-
se A3 (CPA3). Os compostos de granulos, em particular as
proteases, podem ter efeitos extensivos na matriz extracelu-
lar (MEC). Por exemplo, as proteases de mastocitos podem
estimular a formagdo da fibrose, aumentando a deposigdo de
MEC pela ativagdo do receptor-ativador de protease (PAR2)
nos fibroblastos (induzindo assim a sintese de colageno), ou
ainda pela ativagdo do fator de crescimento transformador
pro-fibrotico (TGF-B).

Nos ultimos anos foi visto que, além das substan-
cias moleculares secretadas por mastocitos serem ativadoras
de fibroblastos (ARTUC; STECKELINGS; HENZ, 2002;
GARBUZENKO ef al., 2004), uma adesdo direta entre es-
sas duas células ¢ considerada um pré-requisito para a sua
ativagdo (KOMA et al., 2005; TRAUTMANN et al., 1998).
Porém, o mecanismo que subsidia o acréscimo da concentra-
¢do de mastdcitos no tecido fibrético, assim como o motivo
de sua adesdo aos fibroblastos e consequente agravo da fibri-
nogénese, esteve pouco descrito até entdo (PINCHA et al.,
2018).

Contrapondo, um estudo especifico (BRADDING;
PEJLER, 2018), evidenciou que os mastocitos podem execu-
tar papéis diferentes no desenvolvimento fibrético. Os dados
clinicos humanos e dados in vitro se inclinaram para um pa-
pel pro-fibrético desenvolvido por mastocitos, enquanto os
modelos animais foram inconsistentes. Os modelos animais
que inibiram a quimase, em particular, comprovaram que
esta protease desempenhou um papel pro-fibréotico em lesdes
fibréticas humanas, assim como os mastocitos expressando
tanto triptase quanto quimase. Aponta-se como um dos mo-
tivos principais para tal ocorréncia, o fato de que o objetivo
dos mastocitos residentes ¢ detectar lesdes e entdo iniciar um
programa coordenado de lesdo e reparo. Quando este cenario
¢ permitido progredir naturalmente, e o estimulo prejudicial
¢ de curta duragdo, os mastdcitos exercerdo, em geral, ativi-
dade antifibrotica, causando ai a discrepancia. Em contraste,
quando o estimulo prejudicial é cronico ou repetido, diver-
sos mediadores pro-fibréticos sdo liberados minuto a minuto
para causar danos e levar a fibrose tecidual.

Conclusao

Em humanos, torna-se claro que o aumento do nii-
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mero de mastocitos ¢ proporcional ao agravo da doenca he-
patica, tendo em vista que o processo inflamatdrio cronico
apresentou a maior quantidade de célula ja vistas. Dessa ma-
neira, subentende-se que existe uma relagdo intrinseca entre
a presenca dos mastocitos e, consequente agravo do processo
fibrotico, de tal modo que uma célula influencie no funciona-
mento da outra, exercendo um papel pro-fibrético. Torna-se
necessaria a realiza¢do de mais estudos com dados humanos,
para esclarecerem de forma detalhada tal interagdo.
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