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MARCASSO, R. A. Associacdo entre a presenca de Helicobacter spp., lesdes hepaticas,
proliferacdo celular e expressdo de E-caderina no figado de cées. 2011. 69f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

RESUMO

Em seres humanos a infecgdo por bactérias do género Helicobacter ¢ uma importante causa
de gastropatias, neoplasias gastricas e hepaticas. Caes sdo frequentemente infectados por
diversas espécies de helicobactérias, no entanto a associa¢do entre a infec¢do e a ocorréncia
de lesdes hepaticas e biliares ¢ controversa. Ainda hoje a maioria das hepatopatias em caes ¢
classificada como idiopatica. Os objetivos deste estudo foram i. avaliar a associa¢do entre a
ocorréncia de alteragdes histologicas no figado de cdes e alteragdes na proliferacdo de
hepatocitos e expressao de E-caderina; ii. avaliar a ocorréncia de Helicobacter spp. no figado
de caes e sua associacdo com alteracdes hepdticas, na proliferagdo celular e na expressao de
E-caderina. Foram selecionados 39 caes, entre outubro de 2008 a outubro de 2010, pacientes
do Hospital Veterinario da UEL, cuja necropsia pode ser realizada até¢ 30 minutos apds o
obito. Fragmentos de figado foram submetidos a andlise histopatologica, a determinagdo do
género Helicobacter pela PCR, a avaliacdo da proliferag¢do celular pelo método histoquimico
AgNOR e imunoistoquimico anti-Ki-67 e ainda, avaliacdo da expressdao de E-caderina.
Constataram-se alteragdes histologicas em 33 (84,6%) animais que foram classificadas como
discretas (10/39), moderadas (10/39) e graves (13/39). Seis amostras ndo apresentaram lesoes.
Aumento significativo na proliferacdo de hepatdcitos foi observado nos animais com lesao
hepatica, no entanto a expressao de E-caderina ndo diferiu entre os grupos com e sem lesdo.
Amostras de sete animais (7/39) foram positivas a PCR para o género Helicobacter. As
principais alteracdes histologicas nestes animais foram congestdo moderada (4/7),
desorganizacdo trabecular (6/7), degenera¢do vacuolar de hepatocitos (4/7), infiltrado
inflamatorio mononuclear periportal (6/7) e necrose (2/7). Verificou-se aumento significativo
na proliferacao de hepatocitos nos animais infectados quando avaliados pelo método AgNOR.
A expressdo de E-caderina ndo diferiu entre os animais infectados e ndo infectados. Assim,
concluiu-se que as alteracdes histologicas hepaticas sdo frequentes em cdes sem sinais
clinicos de hepatopatia, sendo os principais achados congestao, desorganizagao trabecular de
hepatocitos e infiltrado inflamatério crénico, havendo associacdo entre aumento da
proliferacdo celular ¢ a ocorréncia de lesdes. Os resultados sugerem que a presenca do
Helicobacter spp. no figado de caes propicia um meio inflamatoério que pode contribuir com o
aumento da prolifera¢ao celular e assim modular a carcinogénese hepatica.

Palavras-chaves: AgNOR. Imunoistoquimica. Ki-67. E-caderina. Proliferagdo celular



MARCASSO, R.A. Association between Helicobacter spp., hepatic injury, cellular
proliferation and expression of E-cadherin in the liver of dogs. 2011. 69p. Dissertation
(Master Degree in Animal Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

ABSTRACT

In humans, infection with bacteria Helicobacter spp. is an important cause of stomach
diseases, gastric and hepatic neoplasias. Dogs are often infected by several species of
helicobacter, but the association between infection and the occurrence of liver damage and
gallstones is controversial. Even today the majority of liver diseases in dogs are classified as
idiopathic. The objectives of this study were i. evaluate the association between the
occurrence of histological lesions in the liver of dogs and changes in hepatocyte proliferation
and expression of E-cadherin, and ii. evaluate the occurrence of Helicobacter spp. in the liver
of dogs and their association with liver, cell proliferation and expression of E-cadherin. It was
selected 39 dogs from October 2008 to October 2010, patients in the Veterinary Hospital of
the UEL, whose necropsy could be performed until 30 minutes after death. Liver fragments
were subjected to histological analysis, the determination of the genus Helicobacter by PCR,
the assessment of cell proliferation by AgNOR histochemical method and
immunohistochemistry anti-Ki-67 and also assessed the expression of E-cadherin.
Histological changes were noted in 33 (84.6%) animals that were classified as mild (10/39),
moderate (10/39) and severe (13/39). Six samples showed no lesions. Significant increase in
hepatocyte proliferation was observed in animals with liver injury, however the expression of
E-cadherin did not differ between groups with and without injury. Samples of seven livers (7 /
39) were positive to PCR for the genus Helicobacter spp. The main histological changes in
these animals were moderate congestion (4 / 7), trabecular disorganization (6 / 7), vacuolar
degeneration of hepatocytes (4 / 7), mononuclear periportal (6 / 7) and necrosis (2 / 7). There
was a significant increase in hepatocyte proliferation in infected ones as assessed by the
AgNOR method. The expression of E-cadherin did not differ between infected and uninfected
animals. Thus, it was concluded that the histological liver are common in dogs without
clinical signs of liver disease, the main findings congestion, trabecular disorganization of
hepatocytes and chronic inflammatory infiltrate, with an association between cellular
proliferation and the occurrence of injuries. The results suggest that the presence of
Helicobacter spp. in the liver of dogs provides an inflammatory environment that can
contribute to the increased cell proliferation and thereby modulate hepatocarcinogenesis.

KEYWORDS: AgNOR. Immunohistochemistry. Ki-67. E-cadherin. Cell proliferation
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1 REVISAO DA LITERATURA:

1.1 “HELICOBACTER SPP. E DOENCAS HEPATICAS EM CAES”

RESUMO: A infeccdo da mucosa gastrica de seres humanos por bactérias do género
Helicobacter ¢ importante causa de gastropatias e neoplasias géstricas. O Helicobacter pylori
induz a producdo de adesinas e citotoxinas que promovem a proliferagao celular e apoptose.
Diversos estudos sugeriram a interacdo entre a infec¢do hepatica por helicobactérias e o
desenvolvimento de cancer hepatico, biliar e pancreatico. No entanto, os fatores envolvidos na
colonizacdo do figado e vias biliares, bem como os mecanismos de patogenicidade destas
espécies ainda sdo pouco compreendidos. Em humanos, aproximadamente 15% das
neoplasias malignas estdo associados a infec¢des cronicas e tanto a infec¢do bacteriana como
a replicacao viral nos hepatocitos pode alterar o perfil das citocinas locais e as respostas de
proliferacdo celular ou apoptose das células infectadas. E interessante notar que ainda hoje a
maioria das hepatites primarias ¢ classificada como de origem idiopatica. A avaliacao da
proliferacdo celular através da imunoistoquimica com anticorpo anti-Ki-67 ¢ do AgNOR em
amostras de biopsias hepdaticas contribui para o diagnostico precoce e consequentemente,
estabelece um progndstico melhor para hepatopatias e neoplasias hepaticas. As caderinas sao
proteinas transmembrana dependentes do ion calcio e que compdem as jungdes de adesdo
celular, entretanto, a fun¢do da E-caderina no epitélio normal e o impacto de sua perda na
formacgdo e estabelecimento de neoplasias ndo estd totalmente elucidado. Assim, a deteccao e
a classificagdo das lesdes hepaticas e das alteragdes na proliferacdo celular em caes com
Helicobacter spp. fornecem informagdes importantes para o entendimento do papel desta
infeccdo na etiologia da neoplasia hepatica.

Palavras chaves: AgNOR. Imunoistoquimica. Ki-67. E-caderina. Proliferacdo celular

ABSTRACT: Helicobacter infection of the gastric mucosa in humans is an important cause
of stomach diseases and gastric neoplasias. Helicobacter pylori induces the production of
adhesins and cytotoxins that induce alterations in cell proliferation and apoptosis. Several
studies have suggested the interaction between helicobacter infection and the development of
liver, biliary and pancreatic cancer. However, the factors involved in colonization of liver and
bile ducts, as well as the pathogenic mechanisms of these species are still poorly understood.
Approximately 15% of malignant neoplasms are associated with both chronic infections and
bacterial infection such as viral replication in hepatocytes can alter the local cytokine response
and cell proliferation or apoptosis of infected cells. It is interesting to note that even today the
majority of primary hepatitis are classified as idiopathic. The assessment of cell proliferation
by immunohistochemical staining with anti-Ki-67 and AgNOR in liver biopsies contributes to
early diagnosis and therefore improves the prognosis of liver and hepatic neoplasms, which
incidence has been increasing and continue to be diagnosed in advanced stages. Cadherins are
transmembrane proteins of the calcium ion dependent and that comprise the cell adhesion
junctions, however, the function of E-cadherin in normal epithelium and understanding of
their loss in the formation and establishment of neoplasia is not fully elucidated. Thus, the
understanding of liver damage and alterations in cell proliferation present in dogs with
Helicobacter spp. provides essential information for understanding whether this infection
could be incriminated as a cause or a factor associated with risk of liver cancer.

Key words: AgNOR. Immunohistochemistry. Ki-67. E-cadherin. Cell proliferation
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Bactérias do género Helicobacter t€m sido observadas desde o final do
século XIX, infectando o estobmago de humanos e espécies animais como caes, gatos, furdes,
suinos, algumas espécies de macacos (HERMANNS et al., 1995), tigres, oncas pardas,
jaguatiricas e gatos do mato (CATTOLI et al., 2000; CAMARGO et al., 2011), golfinhos e
baleias (HARPER et al., 2000), ursos polares (OXLEY et al., 2005) e coelhos (VAN den
BULCK et al.,, 2005). A comprovagdao da patogenicidade do H. pylori na etiologia das
gastropatias em pessoas, levou-a categoria de moléstia infecciosa com grande impacto na
saude publica (BUCKLEY ¢ O’MORAIN, 1998), sendo em 1994 a primeira bactéria a ser
classificada como carcindégeno tipo I pela Internacional Agency for Research on Cancer
(PELLICANO et al., 2008).

A espécie H. pylori é sensivel ao pH 4cido do suco gastrico e uma das suas
caracteristicas mais marcantes ¢ a capacidade de produgdo da urease, capaz de catalisar a
uréia em amoOnia e bicarbonato, propiciando um meio alcalino, permitindo sua subsisténcia
em meio acido (MARSHALL et al.,, 1987). Seus flagelos lhe conferem motilidade e
capacidade de penetragdo no muco gastrico e migragdo para as juncdes intercelulares, local de
alta concentragdo de nutrientes, meio de microaerofilia e pH alcalino (HAZELL et al., 1986).

O H. pylori pode aderir & mucosa gastrica devido principalmente a BabA,
uma adesina presente na sua superficie, tornando viavel a penetracdo de produtos antigénicos
nas cé¢lulas da mucosa e dificultando a sua eliminagdo pelo individuo infectado, resultando em
resposta imune persistente (STABILE et al., 2005). O H. pylori ainda produz duas citotoxinas
relacionadas a sua patogenicidade, que sdo a cytotoxin-associated gene A (CagA) e a
vacuolating associated cytotoxin (VacA). A CagA induz a producdo de citotoxinas
(SHIMADA e TERANO, 1998), estimulando a proliferacdo celular, apoptose, motilidade
celular bacteriana e expressao de resposta imune (BLASER e ATHERTON, 2004). Ja a VacA
induz principalmente a vacuolizagdo (LEUNK et al, 1998), apoptose de células epiteliais
(GALMICHE et al, 2000) e imunomodulacio (BLASER ¢ ATHERTON 2004). Assim, a
infeccdo bacteriana pode levar a ruptura da barreira da mucosa géstrica e a indugdo de uma
variedade de mediadores inflamatdorios (TORRES et al., 2000) que intensificam a apoptose € o
renovagdo celular. A intensidade da inflamagdo gastrica por H. pylori em humanos ¢
decorrente de uma complexa interacdo entre as caracteristicas do hospedeiro e dos fatores de
viruléncia da helicobactéria, definindo dessa forma a extensdo da lesdo (DEL GIUDICE e
MICHETTI, 2004).

Ha evidéncias de que 67 a 100% de caes sadios albergam pelo menos uma

espécie de Helicobacter gastrico (NEIGER e SIMPSON, 2000). Os tipos de lesdes gastricas
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mais frequentes listados em caes infectados com Helicobacter spp. sdo a degeneragao
glandular com actimulo de linfocitos e neutréfilos, fibrose e edema de lamina propria,
presenga de foliculos linfoides e de infiltrados inflamatérios (HERMANS et al., 1995). Em
seres humanos, a espécie H. pylori tem sido considerada a principal causa de gastrite, ulceras
pépticas, e ainda esté relacionada a neoplasias gastricas como o adenocarcinoma ¢ o linfoma
do tipo MALT (MORGNER et al., 2000).

A busca por maiores conhecimentos a respeito destas bactérias levou ao
descobrimento de novas espécies que colonizam a mucosa gastrica, ¢ outras localizadas no
intestino, no trato biliar e no figado, tanto de homens como de animais. Assim, varios estudos
tentaram desvendar se as diferentes espécies de Helicobacter podem estar envolvidas na
formag¢dao de célculos vesicais e no desenvolvimento de outras doencgas hepatobiliares,
incluindo neoplasias.

Aproximadamente 15% dos neoplasmas malignos em humanos estdo
associados a infecgdes cronicas, como por exemplo o carcinoma hepatocelular e os virus da
hepatite B e C, o adenocarcinoma géstrico e a bactéria Helicobacter pylori e o carcinoma
colangiocelular e o trematddeo Opisthorchis viverrini (COUSSENS e WERB, 2002).
Algumas bactérias sao documentadas infrequentemente em hepatites caninas, como a Yersinia
pseudotuberculosis, Samonella spp. e raramente Clostridium piliforme. Bactérias entéricas
gram negativas sdo os microorganismos mais comumente isolados de cdes com colecistite
(FOX et al., 1996).

Tanto a infecgdo bacteriana como a replicagdo viral nos hepatdcitos podem
alterar as citocinas locais e as respostas de proliferagdo celular ou apoptose das células
infectadas. A resposta imune as proteinas virais pode resultar em um estado de inflamagao
cronica (COUSSENS e WERB, 2002) e, segundo Rogers et al. (2004) a carcinogénese
hepatica pode estar relacionada a progressdo da hepatite cronica. Rocha et al. (2005)
observaram a existéncia de associacao entre a hepatite C e presenga de Helicobacter no figado
de pessoas com cirrose.

O mecanismo pelo qual certas espécies de Helicobacter colonizam o figado
¢ desconhecido, entretanto especula-se que possa ser por meio da transloca¢do direta do
intestino ou pela circulacao hepatica (FOX et al., 1996). A presenca de Helicobacter spp. foi
descrita no figado de humanos e de caes e tem sido sugerida uma associacao entre a bactéria e
o desenvolvimento de cirrose em humanos (PELLICANO et al.,, 2008) e do carcinoma
hepatocelular em ratos (ITO et at., 2008). Lin et al. (1995) detectaram DNA de H. pylori na

bile de pacientes com cancer pancredtico ¢ Fox et al. (1998), em um estudo com pacientes
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portadores de colecistite cronica, sugeriram a participagdo das espécies H. bilis, “Flexispira
rappini” e H. pullorum no cancer de vesicula biliar. Huang et al. (2004) observaram bactérias
semelhantes a H. pylori em pacientes humanos com carcinoma hepatocelular e sugeriram que
a presenca da bactéria no figado provavelmente estaria ligada ao processo de carcinogénese
hepatica. No entanto, a rota patogé€nica gastrica e enterohepatica da Helicobacter spp. ainda
nao foi compreendida (PRACHASILPCHALI et al., 2007; RECORDATI et al., 2007).

Fox et al. (1996) isolaram H. canis a partir do figado de um cao com
hepatite necrotizante multifocal, sugerindo que esta bactéria poderia ser a causa de hepatites
idiopaticas em mamiferos. E interessante notar que ainda hoje a maioria das hepatites
primdrias ¢ classificada como de origem idiopatica (FAVIER, 2009).

Em experimentos com animais de laboratério foi demonstrada a associagao
entre infeccdo hepatica por H. hepaticus e H. bilis, hepatite ¢ desenvolvimento de cancer
hepatico (FOX et al., 1996; ITO et al., 2008). Estes animais quando infectados apresentam
lesdo hepatica multifocal progressiva com colangite e vasculite, que progredia para
hiperplasia de ductos biliares, hiperplasia de células redondas, proliferacao hepatocelular,
hepatoma ou carcinoma hepatocelular (FOX et al., 1997, ROGERS et al. 2004). Também foi
sugerido que a infecg¢do por Helicobacter spp. em ferrets poderia ser a causa de hepatopatia
observada nestes animais (GARCIA et al., 2002).

Em medicina sdo utilizadas técnicas histoquimicas e imunoistoquimicas
para a avaliacdo do efeito da infeccdo por H. pylori na proliferagdo celular de células
epiteliais gastricas (DE FREITAS et al., 2004). A técnica histoquimica Argyrophil Nucleolar
Organizer Regions (AgNOR) evidencia unidades funcionais do nucléolo onde estdo
localizados todos os componentes necessarios para a sintese do RNA ribosssomico (PLOTON
et al., 1986; BORZIO et al., 1998; MARTIN et al., 2005). Duas proteinas argirofilicas
(nucleolina e nucleofosmina) envolvidas no processo de transcrigdo do RNA ribossomico, de
18S a 28S, situados no nucléolo, estdo associadas a fase de interfase do ciclo celular. No
homem, estas regides correspondem a constri¢des secundarias e se localizam no brago curto
dos cromossomos acrocéntricos 13, 14, 15, 21 e 22 (OSHIMA ¢ FORONES, 2001). Como as
AgNORS estdo associados aos cromossomos acrocéntricos pensou-se inicialmente que
estivessem  relacionados a ploidia, entretando, comparando-os aos métodos
imunocitogenéticos, como a citometria de fluxo e a imunoreatividade com o Ki-67, descobriu-
se que as AgNORS estdo associadas principalmente a proliferagdo celular (OSHIMA e
FORONES, 2001).
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Ploton et al. (1986) padronizaram uma versao modificada da técnica de
coloragdo pela prata, realizando a rea¢do em uma so fase a temperatura ambiente (20°C) e
penumbra, o que permitiu que tais regides fossem vistas em cortes de tecido em parafina,
fixadas em formalina em células tanto em metafase como em intérfase. Em 1989, Crocker et
al. sugeriram que a técnica de AgNOR seria 1til para a demonstragao do potencial neoplasico
e para a avaliagdo prognostica e da agressividade de neoplasias malignas, sendo utilizada
como marcador da atividade celular e nucleolar.

Essas proteinas argirofilicas sdo facilmente marcadas pelo nitrato de prata,
promovendo a visualizagdo dessa fase a microscopia Optica, tanto nas preparagdes citoldgicas
quanto histopatologicas de rotina. O nimero dessas regides esta estritamente relacionado a
atividade de transcricdo das células em proliferagdo e daquelas que estdo sofrendo rapida
proliferacdo celular (DERENZINI, 2000). Sdo, portanto, mais numerosos em células em
proliferagao, aumentando durante a fase G1 e atingindo seu pico maximo na fase S e quanto
menor a duracdo do ciclo celular, maior a quantidade de AgNORs (MARTIN et al., 2005).

A andlise qualitativa (pardmetros morfométricos e morfoldgicos) das NORs
demonstra que em lesdes malignas, além de em maior numero, as AgNORS estdo diminuidas
de tamanho, dispersas pelo nucleo e com forma e contornos irregulares (CABRINI et al.,
1992). Esse método foi utilizado com sucesso por Steininger et al. (1995) que verificaram que
o niumero de AgNORs aumenta de acordo com a gravidade da lesdo gastrica (de mucosa
normal a crescentes graus de inflamagdo, metaplasia, displasia a adenocarcinoma), podendo
contribuir no estabelecimento do progndstico da doenga.

Além do aumento no numero de AgNORs ter sido observado em neoplasias
hepéaticas malignas, a atividade hepatica proliferativa aumenta progressivamente nas lesdes
intermediarias ndo cancerigenas que precedem o carcinoma hepatocelular (BORZIO et al.,
1998). Kitano et al. (2000), em um estudo de marcadores prencoplasicos na
hepatocarcinogénese de ratos, relataram que a forma e a area dos NORs refletem a taxa de
proliferacdo celular mais acuradamente do que seu nimero. Apesar de tumores hepatobiliares
primarios serem pouco freqlientes em cdes (THAMM, 2009), a hepatite cronica pode
apresentar uma prevaléncia de 12% em caes (WATSON et al., 2010). Considerando a
possibilidade de progressao de hepatites para tumores, a avaliagao de indices de proliferacao
celular poderia contribuir como fator prognostico. No entanto, ndo ha dados na literatura a
respeito de pardmetros de proliferacdo celular do parénquima hepatico em cdes e gatos

saudaveis utilizando a técnica de AgNOR.
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Um evento que ocorre na replicagdo do DNA, em tecidos normais € em
células alteradas, ¢ o surgimento do antigeno nuclear da proliferagdo celular (PCNA)
(MARTINS et al., 2008). O PCNA ¢ uma proteina nucleolar de proliferagdo altamente
conservada que se expressa principalmente na fase S do ciclo celular, indicando que a célula
esta em processo de divisdo ou em reparo do DNA (STROESCU et al., 2008). Ja o surgimento
do antigeno nuclear Ki-67, ¢ um evento que ocorre apenas em células em proliferacao, tanto
em células normais quanto em alteradas, e ¢ expressa nas fases G1, S, G2 e mitose, mas nao
se expressa na fase GO do ciclo celular, indicando que a célula estd em processo de divisdao do
DNA (STROESCU et al., 2008). O Ki-67 apresenta meia vida menor do que uma hora
(BRUNO e DARZYNKIEWICZ, 1992).

No carcinoma hepatocelular, a expressdo do Ki-67 apresenta uma relagdo
direta com a taxa de crescimento tumoral (STROESCU et al., 2008). Deste modo, a avaliagao
de alteragdes da atividade proliferativa dos hepatdcitos contribui para o diagndstico precoce e
consequentemente, com melhor progndstico em hepatopatias neoplésicas e ndo neoplasicas,
cyja incidéncia vem aumentando e continuam a ser diagnosticadas ja em estagios avangados
(KREMER-TAL et al., 2007).

As caderinas sdo proteinas transmembrana dependentes do ion célcio e que
compdem as jun¢des de adesdo celular. Estas proteinas desempenham importante fun¢do na
comunicagio entre células, na sinalizagdo e diferenciagdo celular (SIMECKOVA et al., 2009;
ZUCCARI et al.,, 2008). A diminui¢do na expressdo de caderinas tem sido associada a
neoplasias malignas com maior potencial de invasdo e metastase (GUO et al., 2008).
Entretanto, a expressao alterada da E-caderina também pode ser consequéncia da perda da
ponte citoplasmatica entre as proteinas (MOHAMET et al., 2010). Tem-se observado que a
perda da expressdo da E-caderina em células tronco embrionarias resulta em localizagdo
alterada na superficie celular de proteoglicanos, fator importante na formagdo da membrana.
E ainda, tais efeitos nao estdo confinados apenas a adesao celular e motilidade, mas também a
processos metabdlicos primarios, catabolismos, apoptose e diferenciagdo (MOHAMET et al.,
2010). Ha poucos estudos sobre a expressdo da E-caderina em células epiteliais normais in
vivo ou in vitro; e que geralmente avaliaram as alteragdes na expressdo das caderinas em
neoplasias ou linhagens celulares tumorais (GUO et al., 2008; MOHAMET et al., 2010).
Assim, a funcdo da E-caderina no epitélio normal e o entendimento de sua diminui¢cdo na
formagéo e estabelecimento de neoplasias nio esta totalmente elucidado. E provavel que nio
apenas a perda da expressdo, mas também a expressdo de E-caderina aberrante esteja

associada ao potencial maligno e metastatico (MOHAMET et al., 2010).
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Assim, a detec¢ao e identificacdo das lesdes hepaticas e a avaliagdo do
indice proliferativo em cades com Helicobacter spp. fornece informacdes fundamentais para o
entendimento de se esta infec¢do pode ser incriminada como causa e/ou um fator associado ao

risco de neoplasia hepatica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Associar a presenga de Helicobacter spp. com alteragdes histoldgicas,

proliferacdo e adesao celular do figado de caes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar histologicamente alteracdes do parénquima hepatico de
caes na presenca ou ndo de Helicobacter spp.;

e Comparar os indices de proliferacdo celular de hepatocitos de cades na
presenga ou ndo de Helicobacter spp. utilizando métodos histoquimico AgNOR e
imunoistoquimico anti-Ki-67;

e Analisar E-caderina pelo método da imunoistoquimica as alteracdes na
adesao celular do parénquima hepatico de caes na presenca ou nao de Helicobacter spp.;

e  Comparar os indices de proliferacao celular de hepatocitos de caes com
diferentes graus de lesdes histologicas através dos métodos histoquimico AgNOR e
imunoistoquimico anti-Ki-67;

e Analisar E-caderina pelo método da imunoistoquimica as alteragdes na
adesdo celular do parénquima hepatico de cdes na presenca de diferentes graus de lesdes

histologicas.
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3 ARTIGOS PARA PUBLICACAO

3.1 “ASSOCIACAO ENTRE LESOES HISTOLOGICAS, PROLIFERACAO CELULAR E EXPRESSAO DE E-
CA-DERINA NO FIGADO DE CAES”

RESUMO: Lesdes hepaticas agudas e cronicas podem progredir para insuficiéncia hepatica
fatal em animais e seres humanos. Tanto a infeccdo bacteriana como a replicagdo viral nos
hepatocitos podem induzir a producdo de citocinas locais que irdo modular a proliferacao e/ou
apoptose das células infectadas. O objetivo do presente estudo foi associar diferentes graus de
lesdes histoldgicas hepdaticas com alteragdes na proliferacdo celular e na expressdo de E-
caderina no figado de caes. Fragmentos de figado de 39 cées foram colhidos e submetidos a
preparacdo histologica pela hematoxilina-eosina. As alteragdes histologicas foram
classificadas e quantificadas em um indice de alteragdo histoldgica. A proliferacdo celular foi
avaliada por meio do método histoquimico AgNOR e imunoistoquimico com o anticorpo anti-
Ki-67. A expressdo da E-caderina foi avaliada por meio do método imunoistoquimico com o
anticorpo anti-E-caderina. Alteracdes histoldgicas foram constatadas em 33 animais, sendo a
intensidade discreta em 10, moderada em 10 e grave em 13. As principais lesdes observadas
foram congestdo, desorganizagao trabecular e infiltrado inflamat6rio mononuclear. Constatou-
se aumento significativo na proliferacio de hepatdcitos nos animais com alteragdes
histologicas em relagdo ao grupo sem alteragdes. A expressdo de E-caderina foi semelhante
nos animais com e sem lesdes hepaticas. Assim, concluiu-se que as alteragdes histoldgicas
hepéaticas sdo frequentes em cdes sem sinais clinicos de hepatopatia e que o aumento da
proliferacdo de hepatocitos esta associado as alteragdes microscopicas.

Palavras Chaves: AgNOR. Imunoistoquimica. Ki-67. Histologia. Biomarcadores

ABSTRACT: Acute and chronic liver injury may progress to fatal liver failure in animals and
humans. Both bacterial and viral replication in hepatocytes may induce local production of
cytokines that will modulate the proliferation and / or apoptosis of infected cells. The aim of
this study was to associate different degrees of liver histological lesions with alterations in
proliferation and cell adhesion in the liver of dogs. Liver samples were collected from 39 dogs
without signs of liver disease that died for various diseases. Aiming to quantify the
histological liver lesions, the intensity of changes such as congestion, trabecular
disorganization, inflammatory infiltration, degeneration and necrosis was evaluated and
graded on a score of 1 to 4, and thus, the histological sections of liver were classified into four
groups: no changes (G1), mild changes (G2), moderate (G3) and severe (G4). For analysis of
cell proliferation, it was used the modified AgNOR histochemical method in 38 (38/39) dogs
by assessing the number and area of NORS in a total of 200 hepatocytes and
immunohistochemistry anti-Ki-67 in 39 dogs counting cells immunoreagents in 800
hepatocytes. Cell adhesion was evaluated by immunohistochemistry anti-E-cadherin in 39
liver samples. In AgNOR was observed a significant increase in the NORs of the groups with
mild to moderate changes comparing to the group without changes. Immunoreagents cells to
Ki-67 had a significant increase with increasing severity of the injury. In the anti-E-cadherin
immunohistochemistry it was no difference between the groups. Thus, it was concluded that
histological liver are common in dogs without clinical signs of liver disease and its main
findings in animals with moderate to severe histological lesions were chronic inflammatory
infiltration and necrosis, beyond the increase in cell proliferation.

Key words: AgNOR. Immunohistochemistry. Ki-67. Histology. Biomarkers
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3.1.1 Introducao

Lesdes hepaticas agudas e cronicas podem progredir para insuficiéncia
hepatica fatal em animais e seres humanos. Hipdxia, toxinas, bactérias, virus, medicamentos,
distarbios metabdlicos e nutricionais sdo alguns dos agentes que podem causar lesdo aos
hepatdcitos. O conhecimento dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento das lesdes e no
subsequente reparo pode contribuir para ampliar estratégias terapéuticas e melhorar o
prognostico de pacientes com hepatopatias (INGH et al., 2006).

No homem, diversos agentes infecciosos foram associados ao
desenvolvimento de neoplasias hepdticas, como o virus da hepatite B e o trematddeo de vias
biliares Opisthorchis viverrini. Estima-se que 15% dos tumores malignos estejam
relacionados a inflamagdo cronica induzida por agentes infecciosos (COUSSENS ¢ WERB,
2002). Tanto a infecg¢do bacteriana como a replicagdo viral nos hepatdcitos podem induzir a
producdo de citocinas locais que irdo modular a proliferacio ou apoptose celular. A
continuidade deste processo pode resultar em uma neoplasia hepatica (ROGERS et al., 2004).

As regides organizadoras de nucléolos (NORs) sdo alcas de DNA
localizadas nos cromossomos acrocéntricos que participam da transcrigdo do RNA
ribossdmico e estdo associadas a varias proteinas (nucleolina e nucleofosmina) com
propriedades argirofilicas. A técnica histoquimica Argyrophil Nucleolar Organizer Regions
(AgNOR) evidencia as proteinas associadas a estas unidades funcionais do nucléolo como
pontos negros no nucleo. Devido a estas caracteristicas, a analise morfométrica das NORs
pode ser relacionada ao ciclo celular e reflete a atividade proliferativa de células neoplasicas e
hiperplasicas (TRERE, 2000). A relacio entre a expressio das proteinas AgNOR e a
hepatocarcinogénese tem sido demonstrada em modelos animais e no homem (AOKI et al.,
1994; BORZIO et al., 1998; KITANO et al., 2000)

Um evento que ocorre na replicagdo do DNA, em tecidos normais € em
células alteradas, ¢ o surgimento do antigeno nuclear Ki-67, expresso principalmente nas
fases G1, S, G2 e mitose. No carcinoma hepatocelular, a expressao do Ki-67 apresenta uma
relacdo direta com a taxa de crescimento tumoral (STROESCU et al., 2008). Deste modo
pode-se avaliar alteragdes da atividade proliferativa dos hepatdcitos por meio de bidpsias e
contribuir para o diagnostico precoce e, consequentemente, para a melhora do progndstico,
inclusive de neoplasias hepaticas, cuja incidéncia vem aumentando e continuam a ser

diagnosticadas em estagios avangados mesmo em humanos (KREMER-TAL et al., 2007).
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As caderinas sdo proteinas transmembrana dependentes do ion célcio e que
compdem as jun¢des de adesdo celular. Estas proteinas desempenham importante fun¢do na
comunicagio entre células, na sinalizagdo e diferenciagdo celular (SIMECKOVA et al., 2009;
ZUCCARI et al.,, 2008). A diminui¢do na expressdo de caderinas tem sido associada a
neoplasias malignas com maior potencial de invasao e metastase (GUO et al., 2008). Ha
poucas informagdes sobre a expressdo da E-caderina em hepatdcitos normais in vivo ou in
vitro; a maioria dos trabalhos avalia alteracdes na expressdo das caderinas em neoplasias ou
linhagens celulares tumorais (MOHAMET et al., 2010). Assim, a fun¢do da E-caderina em
c¢lulas normais e o entendimento de sua perda na formacao e estabelecimento de neoplasias
ndo esta totalmente elucidado. E provavel que nio apenas a perda da expressdo, mas também
a expressdo de E-caderina aberrante esteja associada ao potencial maligno e metastatico
(MOHAMET et al., 2010).

Lesdes hepaticas em caes relacionadas a agentes etiologicos diversos sao
bem documentadas na literatura (INGH et al., 2006). No entanto, nem sempre os achados
histologicos revelam a causa da lesdo, sendo possivel apenas estimar o grau de
comprometimento hepatico e a provavel evolucdo. Considerando que processos cronicos
podem contribuir com a carcinogénese hepatica, a busca por biomarcadores que indiquem
essa transformacdo tem recebido atencdo. Deste modo, o objetivo deste estudo foi investigar
alteracdes na proliferacdo celular e na expressdo de E-caderina no figado de caes com lesdes

nao neoplasicas.

3.1.2 Material e Métodos

Apo6s prévia aprovagdo pelo comité de ética, selecionou-se 39 cdes, no
periodo de outubro de 2008 a outubro de 2010, pacientes do Hospital Veterinario
Universitario da Universidade Estadual de Londrina (HVU — UEL), que morreram ou foram
submetidos a eutanasia devido a doenca priméria. Foram incluidos apenas os cdes cuja
necropsia pode ser realizada até 30 minutos apds o obito. Os prontudrios dos animais foram
examinados posteriormente para determina¢ao do quadro clinico principal.

Os animais foram submetidos a necropsia padrao. O figado foi removido
para analise macroscopica. Foram colhidas duas amostras de 0,5 cm de didmetro do figado de
cada animal da regido central dos lobos hepaticos.

Os fragmentos foram fixados em solu¢do de formalina 10% tamponada

durante 24 horas, e depois mantidos em dalcool 70% até o momento do processamento
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histoldgico. Seguiu-se a desidratagdo em série crescente de alcoois, diafanizacdo em xilol e
inclusdo em parafina. Cortes de 5 um de espessura foram corados pelo método de
hematoxilina-eosina para avaliacdo das alteragdes. A intensidade das lesdes foi classificada
em escores de 1 a 4 para o qual foram consideradas a presenga de congestdo, desorganiza¢ao
trabecular, infiltrado inflamatério, degeneragao e necrose, ¢ o percentual de area do corte
alterada. Com o objetivo de quantificar as lesdes histologicas hepaticas a intensidade das
alteracdes foi classificada por escores: (1) auséncia de alteragdes; (2) discreta (menos de 25%
do corte); (3) moderada (de 25 a 50% do corte) e (4) grave (mais de 50% do corte). Animais
com diagndstico de neoplasia hepatica primaria ou metastatica foram excluidos do estudo.

Cada alteragdo histologica foi considerada com peso diferente de acordo
com o impacto que exerce sobre a manutencao da fun¢do do 6rgdo. Um indice de alteracao
histologica hepatica foi calculado utilizando a seguinte formula (adaptado de SILVA, 2004):

IAH = 10°Z(a+b)+10'S(c+d)+10%(e)

Onde:

IAH = indice de alteragdo histologica

a = congestao

b = desorganizagao trabecular

¢ = células inflamatorias

d = degeneragdo de hepatdcitos

€ = necrose

Com o resultado do TAH estabeleceu-se o fator de severidade que se
relaciona ao aspecto geral do 6rgdo, considerando-se a seguinte pontuagao:

- (122 a 128): figado normal (G1);

- (129 a 158): figado com alteragdes discretas (G2);

- (159 a 188): figado com alteragdes moderadas (G3);

- (>189): figado com alteracdes graves (G4).

Para a andlise da proliferacdo celular utilizou-se o método histoquimico
AgNOR modificado (CROCKER E SKILBECK, 1987). Esta anélise foi realizada em 38
amostras. Uma das amostras hepaticas ndo totalizou 200 hepatdcitos na contagem dos NORs
e por isso nao foi incluida na andlise. O nimero de NORs foi contado em um total de 200
hepatocitos com a objetiva de 100x, utilizando registro fotografico com camera digital
MOTICAM® 2000 2.0 M Pixel USB 2.0. A mensuragdo da area das NORs foi realizada por
meio do programa MOTIC® Images Plus 2.0 M.L.
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Para avaliar a proliferagao celular e a adesdao entre hepatdcitos utilizou-se o
exame imunoistoquimico com anticorpo anti-Ki-67 e anti-E-caderina, respectivamente. Os
cortes histologicos em laminas previamente silanizadas foram desparafinizados e submetidos
a recuperagdo antigénica. Para os cortes submetidos ao anticorpo anti-Ki-67 utilizou-se
solucao Tris-EDTA pH 9,0 em forno de microondas; para o anticorpo anti-E-caderina utilizou-
se solucdo tampao citrato pH 6,0 em banho-maria. Posteriormente seguiu-se o bloqueio da
peroxidase enddgena e incubagdo com os anticorpos primdrios anti-Ki-67 (clone 7B1I,
Zymed) ou anti-E-Caderina (clone 4A2C7, Zymed), ambos na dilui¢do de 1:50 em camara
umida refrigerada por 18 horas. Em seguida, procedeu-se a incuba¢do com anticorpo
secundario (HRP polymer, Zymed) durante 20 minutos em temperatura ambiente e revelagdo
com a solugdo cromdégena DAB® (Zymed). Seguiu-se a contra-coloracdo com hematoxilina
de Harris e montagem da lamina com resina comercial. Controles positivos ¢ negativos foram
utilizados em todas as reagdes de acordo com as recomendacdes do fabricante (epitélio
escamoso para E-caderina; carcinoma mamadrio para Ki-67).

Para a avaliacdo da proliferagdo celular foi contado o numero de células
marcadas com anticorpo anti-Ki-67 em 800 hepatocitos (10 campos) na objetiva de 40x. Para
avaliar a marcacao com anti-E-caderina, fez-se a avaliagdo de todo o corte separando-se os
animais em dois grupos: marcagdo forte e homogénea e marcacdo fraca e heterogénea. A
expressdo forte e homogénea foi considerada quando a membrana dos hepatocitos em toda a

sua extensao apresentava imunoreagdo ao anticorpo anti-E-caderina.

3.1.2.1 Analise estatistica

O teste Exato de Fisher e o teste de Wilcoxon de Mann-Whitney foram
utilizados, respectivamente, para avaliar se a intensidade de marcacdo na E-caderina e o
numero de células imunoreagentes ao Ki-67 estava associada com o indice de alteragdes
histologicas. O indice de alteragdo histoldgica entre os grupos foi avaliado pelo teste de Dunn.
Para comparar a prolifera¢ao celular do AgNOR nos diferentes grupos foi utilizado o teste de

analise de varidncia (ANOVA). Considerou-se um nivel de significancia de 5%.
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3.1.3 Resultados

3.1.3.1 Animais

A idade média dos caes utilizados neste estudo foi de 8,3 anos, variando
entre trés meses a 19 anos. Em relagdo ao sexo, 19 eram machos (48,7%) e 20 fémeas
(51,3%). Vinte caes eram de raga definida (51,28%), sendo poodle a mais frequente (5/20). As
causas primarias que levaram ao Obito estavam relacionadas a hepatopatias em seis animais.
Nos demais (33/39), as principais causas de doencas foram neoplasias extra-abdominais e

cinomose.

3.1.3.2 Exame histopatologico

Os cortes histologicos foram avaliados e graduados de acordo com um
escore lesional que considerou a intensidade das alteragdes histoldgicas e sua interferéncia
com a homeostasia hepatica. Seis animais ndo apresentaram altera¢des histologicas (G1), 10
apresentaram discretas (G2), 10 alteragcdes moderadas (G3) e treze alteragdes graves (G4). As
principais alteracdes observadas foram infiltrado inflamatério mononuclear, congestdo e
desorganizacdo trabecular. O numero de amostras em cada grupo e a intensidade das
alteracdes estio dispostos na Tabela 1. O indice de alteragdes histoldgicas (IAH) foi calculado
para cada animal ¢ a média dos grupos foi estabelecida, constatando-se aumento significativo

do IAH nos grupos com lesdo discreta a grave em relagdo ao grupo sem alteracdes (Figura 2).
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Figura 1 —Fotomicrografias de tecido hepatico de caes. A) Tecido hepatico normal (G1). HE.
Objetiva de 20x. B) Presenca de infiltrado inflamat6rio moderado periportal (seta),
(G2). HE. Objetiva de 40x. C) Degeneragdo vacuolar grave (cabecas de setas),
(G3). HE. Objetiva de 20x. D) Necrose centrolobular (circulo), (G4). HE. Objetiva
de 20x. Londrina, 2011.

Quadro 1 — Alteragdes histologicas hepaticas segundo escore de intensidade de lesdes

presentes nos grupos de caes classificadas pelo HE. Londrina, 2011.

Escore de intensidade de altera¢oes

IAH . Infiltrado Desorganizagao Degeneragéo
Congestdo . L. Necrose
inflamatorio trabecular I
Escore vacuolar

1 2 3 4|1 2 3 4|1 2 3 4|1 2 3 4 1 2 3

G1- Normal (n=6) 1 3 1 1(4 2 6 6 6

G2- Alt. discretas(n=10) 1 1 6 2|4 5 1 5 3 2 6 3 1 10

G3- Alt. moderadas (n=10) 5 1 4 1 3 4 2 2 7 1 4 5 1| 10
G4- Alt. graves (n=13) 4 3 4 2 3 4 6 4 6 3|1 2 5 5 1 5 6

Escore de intensidade das alteragdes: (1) — auséncia; (2) — discreta (3) moderada; (4) — grave.




34

Figura 2 —Indice de alteragdes histologicas (IAH) no figado de cies com diferentes graus de
lesdao. G1 — figado sem alteragdes, G2 — figado com alteragdes discretas, G3-
figado com alteragcdes moderadas, G4 — figado com alteragcdes intensas. Letras
diferentes, significancia estatistica: G1xG2 p = 3,64E-03; G1xG3 p = 1,14E-06;
G1xG4 p=4,11E-11. Londrina, 2011.

Gl IAH

Classificacdo das lesdes

3.1.3.3 Exame histoquimico

As NORs de forma geral eram irregulares, sem formato definido e
multiplas, muitas com areas reduzidas formando pontos ao lado de uma NOR com uma érea
um pouco maior (Figura 3). Em poucos casos eram regulares formando esferas. O resultado
da morfometria das NORs esta disposto na Tabela 2. Constatou-se aumento significativo na
area das NORs dos grupos com alteragdes discretas a moderadas em relagcdo ao grupo sem

alteracoes.
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Figura 3 —Fotomicrografia de figado de cao. Observa-se as NORs dos hepatocitos (setas), na
maioria deles com dois ou mais pontos impregnados pela prata. AGNOR, objetiva
de 100X. Londrina, 2011.

Tabela 1 —Quantificagdo da prolifera¢ao celular no figado de caes classificados nos grupos 1
a 4, utilizando método histoquimico de AgNOR (valores de médias + desvio
padrao). Londrina, 2011.

Valores de média (* desvio padrdo) de proliferacdo celular

Parametro
Gl G2 G3 G4
ndmero nors 1,54 +0,75° 1,44 +0,69° 1,27 +0,53° 1,29 +0,60°
area nor/grupo 2,05 +1,02° 2,53 +1,49° 2,23 +1,29° 2,04 +1,10°
média 4rea nor/hepatdcito 2,23 +0,93° 2,66 + 1,40° 2,37 £1,25° 2,22 +1,05°

Onde: NUMERO NORs equivale ao nimero total de NOR por hepatdcito no grupo avaliado; AREA NOR/GRUPO
equivale a 4rea de cada NOR dentro do grupo avaliado; MEDIA AREA NOR/HEPATOCITO equivale a média das areas
das NOR de cada hepatocito dentro do grupo avaliado. G1: figado normal; G2 figado com alteragdes discretas; G3
alteracdes moderadas e G4 alteragdes graves. ANOVA: letras diferentes na mesma linha, significancia estatistica com
p<0,05. Namero NORS: G1xG2 p = 0,246E-14; G1xG3 p = 0,104E-27; G1xG4 p =0,315E-22; G2xG3 p = 0,332E-15;
G2xG4 0,821E-12. Area NOR/ grupo: G1xG2 p = 0,100E-32; G1xG3 p = 0,100E-7; G2xG3 p = 0,358E-13; G2xG4 p =
0,385E-34; G3xG4 p = 0,209E-8. Média area NOR/hepatocito: G1xG2 p = 0,356E-21; G1xG3 p = 0,936E-3; G2xG3 p
=0,741E-11; G2xG4 p = 0,171E-24; G3xG4 p = 0,230E-3.
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3.1.3.4 Exame imunoistoquimico

Para avaliar a proliferacdo celular utilizou-se a marcacdo com o anticorpo
anti-Ki-67 pelo método imunoistoquimico. O numero de células imunoreagentes foi
significativamente maior nos grupos com lesdo moderada e grave do que nos grupos com
lesdo discreta ou sem lesdo (Figura 4). O nimero de células imunoreagentes/800 hepatocitos

em cada grupo de alteragdes esta apresentado na Figura 5.

Figura 4 —Fotomicrografia de figado de cdo (G4). Observa-se hepatocitos imunoreagentes ao
anticorpo anti-Ki-67 (setas). Imunoistoquimica, objetiva de 40x. Londrina, 2011.
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Figura5 —Numero de hepatdcitos imunoreagentes ao anticorpo anti-Ki-67 no exame
imunoistoquimico. Londrina, 2011.
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1,2, 3 e 4 correspondem aos grupos classificados histologicamente no HE respectivamente em G1, G2, G3 e G4.
Teste de Wilcoxon de Mann-Whitney: letras diferentes equivale a significancia estatistica com p < 0,05, sendo:
G1xG3 p=0,004; G1xG4 p=0,000023; G2xG4 p=0,02; G3xG4 p=0,03.

A expressdo de E-caderina forte ¢ homogénea foi considerada quando a
membrana dos hepatocitos em toda a sua extensdo apresentava imunoreagdo ao anticorpo
anti-E-caderina (Figura 6A). Expressdo fraca e heterogénea foi observada em areas com
predominio de degeneracdo vacuolar de hepatdcitos (Figura 6B). Nao houve diferenga

significativa entre os grupos na expressao desta proteina (Figura 7).

Figura 6 —Fotomicrografia de figado de caes. A) Hepatocitos imunoreagentes ao anticorpo
anti-E-caderina com padrao forte e homogéneo. Imunoistoquimica, objetiva de
40x. B) Hepatécitos imunoreagentes com marcacdo fraca e heterogénea ao
anticorpo anti-E-caderina, principalmente na area com degenera¢do vacuolar
(seta). Imunoistoquimica, objetiva de 40x. Londrina, 2011.
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Figura 7 —Demonstragdo das porcentagens de marcac¢do na imunoistoquimica anti-E-caderina
em figado de cdes. G1 sem alteragcdes histologicas, G2 alteragdes histologicas
discretas, G3 alteragdes histologicas moderadas e G4 alteragdes histologicas
graves. Marcagdo forte e homogénea: G1 50%; G2 40%; G3 80%; G4 73% e
marcacao fraca e heterogénea: G1 50%; G2 60%; G3 20% e G4 27%. Londrina,
2011.

100%

90%

80%

70%

60%

50%  fraca e heterogénea

40% =forte e homogénea

30%

20%

10%

0%

3.1.4 Discussao

O figado ¢ o principal 6rgdo responsavel pela regulagdo do metabolismo de
nutrientes, xenobidticos e detoxificagdo, e a conservagdo da integridade morfoldgica ¢
essencial para a manutencdo da fungdo hepatica (INGH et al., 2006). Neste estudo
constatamos que 84,6% cdes (33/39) apresentavam algum grau de lesdo hepatica, sendo que
clinicamente apenas 15,3% (6/39) dos animais apresentavam doencas hepaticas. Em 32,5%
(13/39) dos caes avaliados as lesdes foram classificadas como graves, acompanhadas de
necrose de hepatocitos e infiltrado inflamatorio cronico. As hepatopatias nem sempre sao
identificadas clinicamente ou por meios laboratoriais. Freqiientemente ¢ necessario o
diagnostico histopatologico em biopsias hepaticas que podem ndo ser representativas da lesao
em curso.

A presenca de infiltrado inflamatério, com predominio de células
mononucleares, pode ser observada em 85% (34/39) dos cdes. A inflamagdo cronica,
independentemente do estimulo que a originou, induz a produ¢do de mediadores quimicos.
Fatores de crescimento epitelial e angiogénicos s3o sintetizados e lancados no local para
promover o reparo tecidual (VAKKILA e LOTZE, 2004). No entanto, a cronicidade do
processo facilita a ocorréncia de erros que podem resultar em transformacgdo celular e

desenvolvimento de neoplasias. Considerando que aproximadamente 60% (23/39) dos
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animais apresentaram lesdes moderadas a graves acompanhadas por inflamagdo crdnica,
propds-se a investigar se estas lesdes induziam alteracdes na proliferagdo de hepatocitos e
expressao de E-caderina.

Na andlise da proliferagdo celular por AgNOR, constatou-se redugao
estatisticamente significativa no nimero de NORs (Tabela 2), principalmente nos grupos com
lesdo moderada e grave. Em relacdo a 4rea, os grupos com lesdo discreta e moderada
apresentaram aumento significativo em relacdo ao grupo sem lesdo. O aumento no tamanho
das NORs foi correlacionado a maior marcagdo com BrdU, um indicador de proliferagao
celular, no figado de ratos (LEEK et al., 1991). Kitano et al. (2000) também constataram que
o aumento da drea das NORs estava associado ao estabelecimento de focos hepaticos pré-
neoplasicos em ratos. Os resultados indicam que lesdes discretas e moderadas induzem um
aumento na proliferacdo de hepatdcitos. No caso das lesdes graves, provavelmente a
ocorréncia de necrose em 92% (12/13) das amostras afetou os resultados da morfometria,
visto que estas células foram contadas proximas a area de necrose onde as células ndo exibem
as NORs satisfatoriamente.

O método imunoistoquimico com anticorpo anti-Ki-67 também foi utilizado
para avaliar a proliferagdo celular. Os grupos com lesdo hepatica moderada e grave
apresentaram aumento significativo no nimero de hepatdcitos imunoreagentes em relacdo aos
animais sem lesdo, no entanto ndo houve diferenga entre este grupo e o grupo com lesdes
discretas (Figura 5). Também ndo se observou diferenga entre os grupos de lesdes discretas e
moderadas. Ao analisarmos apenas os grupos com lesdo, constatamos que hd uma associacao
positiva entre o aumento no nimero de células imunoreagentes e a gravidade das lesdes. Ha
aumento em relagdo as células imunoreagentes ao Ki-67 no G4 que ndo se observou na
morfometria do AgNOR. Essa diferenga, possivelmente, foi em consequéncia ao nimero de
células avaliadas na imunoistoquimica (800) ser quatro vezes maior do que no AgNOR (200),
0 que possibilitou um distanciamento maior em relacdo as areas de necrose e
consequentemente a analise de dreas com mais estimulo a proliferagdo celular. Yoshimoto et
al. (1997) relataram que a imunomarcagdo do Ki-67 ¢ significativamente maior em hepatites
cronicas e cirrose quando comparado a figados normais, assim como em hepatdcitos de areas
nao neoplasicas de pacientes com carcinoma hepatocelular. Rudi et al. (1995) relataram que a
proliferacdo celular ¢ maior nos estagios iniciais de cirrose biliar primaria. No carcinoma
hepatocelular, a expressao do Ki-67 apresentou uma relagdo direta com a taxa de crescimento

tumoral (STROESCU et al., 2008).
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Alteragdes nos complexos de adesdao celular levam a alteracdes na
polaridade celular, proliferagdo, motilidade e diferencia¢do. A reducdo na expressdo da E-
caderina devido a mutacdes foi observada em uma variedade de neoplasias (mamdrias,
gastricas, hepaticas) associada a perda da inibi¢do por contato e maior potencial de invasdo e
metéastase (TRETIAKOVA et al., 2009). No presente estudo, ndo foi observada diferenga
significativa na marca¢do da E-caderina entre os grupos (Figura 7). A maior parte dos dados
disponiveis na literatura relaciona alteragdes na expressdo da E-caderina com neoplasias
hepaticas, ainda que eventualmente controversas (ZHAI et al., 2008; ILHARA et al., 1996).
Cortes de figados normais ou com hepatomas apresentam expressao forte ¢ homogénea de E-
caderina, enquanto que nos figados com hepatocarcinoma héd uma reducdo na expressao
(TRETIAKOVA et al., 2009). Entretanto, Brunetti e colaboradores (2003) relataram que uma
expressdo mais intensa da E-caderina pode ocorrer em metastases para o estabelecimento da
arquitetura tecidual no novo ambiente de fixacdo. Assim, podemos supor que a presenca de
lesdes teciduais como a desorganizagdo trabecular e necrose com regeneracdo mimetiza essa
necessidade em se aderir ao “novo” tecido, resultando em uma expressdo mais intensa da E-
caderina, como observado nos grupos com lesdes mais intensas. Na analise das amostras deste
estudo pode-se observar claramente que quando hé vacuolizagdo citoplasmatica com aumento
de volume dos hepatdcitos, ndo ocorre a marcacao de E-caderina.

Constatamos neste trabalho que alteragdes histologicas no figado de caes
sdo freqiientes em animais sem sinais clinicos de hepatopatia. Os principais achados nos
figados com lesdo moderada a grave foram infiltrado inflamatorio cronico e necrose. As
lesdes tiveram associacao significativa com o aumento da proliferacdo de hepatdcitos, mas

ndo alteraram significativamente a expressao de E-caderina.
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32 “ASSOCIACAO ENTRE A PRESENCA DE HELICOBACTER SPP. E ALTERACOES HISTOLOGICAS

NO FIGADO DE CAES”

RESUMO:A infec¢do da mucosa gastrica por bactérias do género Helicobacter spp. em seres
humanos ¢ importante causa de gastropatias e neoplasias gastricas. Alguns estudos sugeriram
a interagdo entre a infeccao por helicobactérias e o desenvolvimento de cancer hepatico, biliar
e pancreatico. No entanto, os fatores envolvidos na colonizagdo do figado e vias biliares, bem
como os mecanismos de patogenicidade destas bactérias ainda sdo pouco compreendidos.
Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia de alteracdes histologicas no
figado de cdes na presenga e auséncia de Helicobacter spp. com &énfase na proliferacio e
adesdo celular. Amostras hepaticas de 39 caes foram submetidas a avaliacdo de PCR para o
género Helicobacter spp., ao exame histopatoldgico para determinacgao do indice de alteragao
histologica, a analise da proliferacdo celular pelo método histoquimico AgNOR e
imunoistoquimico anti-Ki-67 e a andlise da expressdo de E-caderina. Apos as analises pelo
PCR e histopatologia os animais foram divididos em trés grupos: cdes PCR negativos e sem
alteracdes histologicas (G1), cdes PCR positivos e com alteragdes histologicas (G2) e caes
PCR negativo e com altera¢des histologicas (G3). O niimero de animais em cada grupo foi
respectivamente, seis, sete e 26. As principais alteragdes histologicas observadas foram
congestdo moderada, desorganizagdo trabecular, degeneragdo vacuolar de hepatdcitos,
infiltrado inflamatorio mononuclear periportal e necrose, sendo a intensidade discreta (10/39),
moderada (10/39) e grave (13/39). Constatou-se aumento significativo na area das NORs nos
hepatécitos dos animais infectados e com lesdo em relagdo aos ndo infectados e sem lesdo. O
nimero médio de hepatdcitos imunoreagentes ao anticorpo anti-Ki-67 foi de 3,0 para o GI,
7,14 para o G2 e 15,35 para o G3. A expressdo de E-caderina nao diferiu entre os grupos. Os
resultados deste estudo sugerem que a presenca de Helicobacter spp. no figado de caes
propicia um meio inflamatorio que pode contribuir com o aumento da proliferacdo celular e
assim modular a carcinogénese hepatica.

Palavras-chave: AgNOR. Imunoistoquimica. Ki-67. E-caderina. Proliferacdo celular

ABSTRACT:The infection of the gastric mucosa by Helicobacter spp. in humans is an
important cause of stomach diseases and gastric neoplasias. Some studies have suggested the
interaction between helicobacter infection and the development of liver, biliary and pancreatic
cancer. However, the factors involved in colonization of liver and bile ducts, as well as the
mechanisms of pathogenicity of these bacteria are still poorly understood. Thus, this study
aimed to evaluate the occurrence of histological lesions in the liver of dogs in the presence
and absence of Helicobacter spp. with emphasis on proliferation and cell adhesion. Liver
samples of 39 dogs underwent evaluation of PCR for the genus Helicobacter spp.,
histopathological exam to determine the rate of histological changes, analysis of cell
proliferation by AgNOR histochemical method and anti-Ki-67 immunohistochemistry and
expression analysis of E-cadherin. After analysis by PCR and histopathology, the animals
were divided into three groups: negative PCR dogs and no histological changes (G1), dogs
with positive PCR and histological changes (G2) and dogs with negative PCR and
histological changes (G3). The number of animals in each group was respectively six, seven
and 26. The main histological changes observed were moderate congestion, trabecular
disorganization, vacuolar degeneration of hepatocytes, mononuclear periportal necrosis and,
with a mild intensity (10/39), moderate (10/39) and severe (13/39). It was found a significant
increase in the NORs in the hepatocytes of infected animals with lesions compared to
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uninfected and without injury. The average number of hepatocytes immunoreagents to anti-
Ki-67 was 3.0 for G1, 7.14 for G2 and 15.35 for G3. The expression of E-cadherin did not
differ between groups. The results of this study suggest that the presence of Helicobacter spp.
in the liver of dogs provides an inflammatory environment that can contribute to the increased
cell proliferation and thereby modulate hepatocarcinogenesis.

Key words: AgNOR. Immunohistochemistry. Ki-67. E-cadherin. Cellular proliferation

3.2.1 Introdugao

A infeccdo por bactérias do género Helicobacter em seres humanos ¢
considerada como importante causa de gastropatias e neoplasias gastricas (BUCKLEY e
O’MORAIN, 1998; MORGNER et al., 2000). O Helicobacter pylori é a principal espécie a
infectar o homem e sua patogenicidade ¢ atribuida a fatores, como a produgdo de adesinas e
citotoxinas que induzem altera¢des na proliferacdo celular e apoptose (GALMICHE et al,
2000; BLASER ¢ ATHERTON, 2004; STABILE et al., 2005). Assim, a infec¢ao bacteriana
pode levar a ruptura da barreira da mucosa gastrica e a inducdo de uma variedade de
mediadores inflamatorios (TORRES et al., 2000) que intensificam a apoptose e a renovacao
celular.

A busca por maiores conhecimentos sobre Helicobacter spp. levou ao
descobrimento de outras espécies na mucosa gastrica ¢ em outras localizagdes. A presenga de
H. hepaticus, H. bilis, H. canis, “Flexispira rappini” ¢ H. pullorum foi relatada no figado de
seres humanos e animais (FOX et al., 1996, 1998; ITO et al., 2008), sendo associada a cirrose
em seres humanos (PELLICANO et al., 2008) e a processos inflamatorios hepatobiliares em
ratos (FOX et al., 1996, 1998, GARCIA et al., 2002; ROCHA et al., 2005). Diversos estudos
sugeriram a interagdo entre a infec¢do por helicobactérias ¢ o desenvolvimento de cancer
hepatico, biliar e pancreatico (LIN et al., 1995; FOX et al., 1998; HUANG et al., 2004; ITO et
at., 2008). No entanto, os fatores envolvidos na coloniza¢do do figado e vias biliares, bem
como os mecanismos de patogenicidade destas espécies ainda sdo pouco compreendidos
(PRACHASILPCHAI et al., 2007; RECORDATI et al., 2007).

Apesar de tumores hepatobiliares primarios serem pouco freqiientes em caes
e gatos (THAMM, 2009), a hepatite cronica pode apresentar uma prevaléncia de 12% em caes
(WATSON, 2010). Atualmente a maioria das hepatites primdrias ¢ classificada como
idiopatica (FAVIER, 2009). Fox et al. (1996) isolaram H. canis do figado de um cdo com
hepatite necrotizante multifocal que inicialmente foi classificada como idiopatica.

Considerando a prevaléncia elevada de hepatites cronicas em cdes e a possibilidade de
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progressao para tumores, a pesquisa de causas para as hepatites classificadas como idiopaticas
¢ necessaria para possibilitar o tratamento das mesmas e retardar sua progressdo. Assim, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia de alteracdes histologicas no figado
de cdes na presenca e auséncia da Helicobacter spp. com énfase na proliferagdo celular e

expressao de E-caderina.

3.2.2 Materiais ¢ Métodos

3.2.2.1 Amostras

Ap0s prévia aprovagao pelo comité de ética, foram selecionados 39 caes, no
periodo de outubro de 2008 a outubro de 2010, pacientes do Hospital Veterinario
Universitario da Universidade Estadual de Londrina (HVU — UEL), que morreram ou foram
submetidos a eutanasia devido a doenca priméria. Foram incluidos apenas os cdes cuja
necropsia pode ser realizada até 30 minutos apds o obito. Os prontudrios dos animais foram
examinados posteriormente para determinac¢ao do quadro clinico principal.

Os animais foram submetidos a necropsia padrao. O figado e vesicula biliar
foram removidos para analise macroscopica. Foram colhidas quatro amostras de figado e duas
de vesicula biliar de cada animal. Para tanto, a vesicula biliar foi incisada pelo seu eixo maior.
Fragmentos de 0,5 cm de diametro foram colhidos de pontos eqiiidistantes da vesicula e da
regido central dos lobos hepaticos. As duas amostras da vesicula e duas de figado foram
destinadas as avaliagdes moleculares e as outras duas amostras de figado a analise histoldgica.
As amostras para a reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) foram acondicionadas em
microtubos livres de RNAse ¢ DNAse, e mantidas em freezer a -20°C até o momento do

processamento.

3.2.2.2 Reagdo em cadeia pela polimerase (PCR)

Na andlise molecular, as amostras de figado e vesicula biliar foram
submetidas a digestdo enzimatica separadamente, utilizando-se 25 ul. de proteinase K
(20mg/mL), adicionado de 200 xL de tampao de lise pH 8 (100 mM de cloreto de sodio, 100
mM de EDTA e 0,5% de dodecil sulfato de sddico), sendo entdo agitado em aparelho vortex e
incubados em banho-maria a 56°C durante 3 horas. O DNA foi extraido a partir de 500 pL do

material resultante da digestao de acordo com Barreiros et al. (2004).
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Para reacdo de amplificacdo todas as reagdes foram preparadas em volume
final de 25 uL, sendo 5 uL. de mix de DNA (1 4L do DNA extraido, 3,0 uL de 4gua e 1 uL de
cada primer a 20 pM) e 20 L do mix da reagdo contendo 11,75 uL 4gua, 0,4 mM de cada
dNTP, 1X tampao de PCR (20 mM Tris —HCI pH 8,4 ¢ 50 mM KCl), 1,25 U de Taq platinum
DNA polimerase e 1,5 mM de MgCl, (Invitrogen™™ Life Technologies, USA).

A seqiiéncia dos primers para Helicobacter spp. (Gene 16S rRNA) foi (f) 5’
AAC GAT GAA GCT TCT AGC TTG CTA 3’ e (r) 5 GTG CTT ATT CST NAG ATA CCG
TCA T 3°, com produto amplificado de 399 pares de base (GERMANI et al., 1997). Os
primers foram produzidos pela GIBCO BRL PRODUCTS - Life Technologies do Brasil Ltda.
A reagdo de amplificagdo foi executada em termociclador modelo PTC-100"™ (MJ Reserch
INC), com a temperatura de desnaturacdo de 95°C por cinco minutos, a de anelamento de
65°C e a de extensdao de 72°C, com 40 ciclos por 1 minuto e extensdo final a 72°C por 10
minutos. Foi utilizado como controle negativo da extracdo de DNA a 4gua ultra-pura estéril.

Os produtos amplificados foram analisados em eletroforese em gel de
agarose a 2,5% adicionado de brometo de etidio (0,5 xg/mL) em tampao de TEB pH 8,4 (89
mM Tris HCI, 89 mM 4cido boérico, 2 mM EDTA), submetidos a eletroforese, em voltagem
constante 100 V por aproximadamente 40 minutos e visualizado em trans-iluminador sob luz
ultravioleta. O registro fotografico foi realizado utilizando sistema digital Kodak (cupula

Kodak EDAS e KODAK digital cAmera DC290 ZOOM — EASTMAN KODAK COMPANY).

3.2.2.3 Exame histopatologico

Os fragmentos hepaticos destinados a avaliacdo histologica foram fixados
em solucdo de formalina 10% tamponada durante 24 horas, e depois mantidos em alcool 70%
até o momento do processamento histoldgico. Seguiu-se a desidratacdo em série crescente de
alcoois, diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina. Cortes de 5 um de espessura foram
corados pelo método de hematoxilina-eosina. Com o objetivo de quantificar a intensidade das
lesdes histologicas hepaticas foi estabelecido o seguinte escore:

- (1): auséncia de alteragdes;

- (2): alteracdes de intensidade discreta (menos de 25% do corte);

- (3): alteracdes de intensidade moderada (de 25 a 50% do corte);

- (4): alteracdes de intensidade grave (mais de 50% do corte).

As alteragdes histologicas avaliadas para compor o escore foram congestao,

desorganizacdo trabecular, infiltrado inflamatoério, degeneracdo e necrose. Cada um desses
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itens foi classificado de 1 a 4, de acordo com a graduagdo acima, formando assim um escore
lesional para cada alteracdo. Animais com diagndstico de neoplasia hepatica foram excluidos
do estudo.

O peso dado a cada alteracdo histolégica diferiu de acordo com sua
importancia na manutencao da funcdo do orgdo, considerando a seguinte formula (adaptado
de SILVA, 2004):

IAH = 10°Z(a+b)+10'Z(c+d)+10%(e)

Onde:

IAH = indice de alteracao histologica

a = congestao

b = desorganizac¢ao trabecular

¢ = células inflamatodrias

d = degeneragao de hepatocitos

€ = necrose

Assim, como o resultado do IAH, estabeleceu-se o fator de gravidade que se
relaciona ao aspecto geral do 6rgao, sendo considerada a seguinte pontuacao:

- (122 a 128): figado normal;

- (129 a 158): figado com alteragdes discretas;

- (159 a 188): figado com alteragdes moderadas;

- (>189): figado com alteracdes graves.

Para a andlise da proliferagdo celular utilizou-se o método histoquimico
AgNOR modificado (CROCKER E SKILBECK, 1987). A avaliacdo foi quantitativa
contando-se o nimero de regides organizadoras de nucléolos (NORs) em um total de 200
hepatocitos com a objetiva de 100x (AOKI et al., 1994), utilizando registro fotografico com
camera digital MOTICAM® 2000 2.0 M Pixel USB 2.0, e o programa MOTIC® Images Plus
2.0 M.L. para mensurac¢do da area de cada NOR.

3.2.2.4 Exame imunoistoquimico

Para avaliar a proliferagao celular e a adesdao entre hepatdcitos utilizou-se o
exame imunoistoquimico com anticorpo anti-Ki-67 (clone 7B11) e anti-E-caderina (clone
4A2C7), respectivamente. Os cortes histologicos em laminas previamente silanizadas foram
desparafinizados e submetidos a recuperacdo antigénica. Para os cortes submetidos ao

anticorpo anti-Ki-67 utilizou-se solu¢ao Tris-EDTA pH 9,0 em forno de micro-ondas; para o
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anticorpo anti-E-caderina utilizou-se solug¢do tampao citrato pH 6,0 em banho-maria.
Posteriormente seguiu-se o bloqueio da peroxidase enddgena e incuba¢do com os anticorpos
primarios anti-Ki-67 (7B11, Zymed) ou anti-E-Caderina (4A2C7, Zymed), ambos na diluigdo
de 1:50 em camara umida refrigerada por 18 horas. Em seguida, procedeu-se a incubagdo com
anticorpo secundario (HRP polymer, Zymed) durante 20 minutos em temperatura ambiente e
revelacdo com a solu¢do cromdégena DAB® (Zymed). Seguiu-se a contra-coloragdo com
hematoxilina de Harris e montagem da ldmina com resina comercial. O niimero de células
marcadas com o anticorpo anti-Ki-67 foi contado em 800 hepatocitos (10 campos) na objetiva
de 40x para determinar o nimero de células marcadas. Para avaliar a marcagao com anti-E-
caderina, fez-se a avaliacdo de todo o corte separando-se as amostras em dois grupos:
marcagdo forte e homogénea e marcacao fraca e heterogénea. Controles positivos e negativos
foram utilizados em todas as reagdes de acordo com as recomendagdes do fabricante (epitélio

escamoso para E-caderina; carcinoma mamario para Ki-67).

3.2.2.5 Analise estatistica

O teste Exato de Fisher e o teste de Wilcoxon de Mann-Whitney foram
utilizados para avaliar se a intensidade de células marcadas, respectivamente para anti-E-
caderina e anti-Ki-67, estava associada com a presen¢a do Helicobacter spp. Na avaliagdo do
indice de alteracgdo histologica foi feito o teste de Dunn. Para comparar a proliferagdo celular
do AgNOR nos caes infectados ou ndo por Helicobacter spp. foi utilizado o teste de analise de

varidncia (ANOVA). Considerou-se o nivel de significancia estatistica de 5%.

3.2.3 Resultados

3.2.3.1 Quadro clinico

As causas primarias que levaram ao Obito estavam relacionadas a

hepatopatias em seis animais. Nos demais (33/39), as principais causas de doengas foram

neoplasias extra-abdominais e cinomose.
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3.2.3.2PCR

Amostras de sete animais, dos 39 avaliados, foram positivas para o género
Helicobacter. Das amostras positivas, quatro eram de figado, duas de vesicula biliar ¢ uma de

ambos os tecidos.

3.2.3.3 Exame histopatologico

As 39 amostras de figado coradas em HE foram analisadas e graduadas de
acordo com o escore lesional. Seis amostras foram classificadas como normais, sendo que as
demais apresentavam algum grau de alteracao histologica.

As amostras consideradas normais foram também negativas a PCR (n = 6),
sendo entdo utilizadas como grupo controle (G1). Dentre os animais com lesdes hepaticas,
sete eram positivos 2 PCR, constituindo desta forma o grupo 2 (G2). Os outros 26 animais
foram negativos a PCR e apresentavam alteragdes histologicas em diferentes graus, formando
assim o grupo 3 (G3).

As principais alteragdes observadas no G2 foram congestao moderada (4/7),
desorganizacdo trabecular (6/7), degeneragdo vacuolar de hepatocitos (4/7), infiltrado
inflamatorio mononuclear periportal (6/7) e necrose (2/7) (Figura 1). Os valores dos escores

de alteragdes histologicas dos grupos estao apresentados na Figura 2.
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Figura 1 —Fotomicrografia de figado de cdo. A) Congestdo em toda a area. HE. Objetiva 40x.
B) Desorganizagdo trabecular (area delimitada por setas). HE. Objetiva 40x. C)
Degeneracdo vacuolar intensa em hepatdcitos (drea delimitada por estrelas) e
infiltrado inflamatorio mononuclear (cabeca de seta). HE. Objetiva 20x. D)
Necrose centrolobular (circulo). HE. 40x. Londrina, 2011.

Figura 2 —Média do indice de alteragdes histologicas hepaticas (IAH) em caes. GI(IAH =
123,5); G2 (IAH = 193,4); G3 (IAH = 227,2). Teste de Dunn: letras diferentes,
significancia estatistica: G1xG2: p < 0,05; G1xG3: p < 0,001. G1 = grupo nao
infectado e sem alteragdes histologicas, G2 = grupo infectado e com alteragdes
histoldgicas; G3 = grupo nao infectado e com alteragdes histoldgicas. Londrina,
2011.
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3.2.3.4 Exame histoquimico € imunoistoquimico

A morfometria das NORs foi utilizada para avaliar a proliferacdo de
hepatocitos (Figura 3). Os resultados estdo apresentados na Tabela 1 em que se observa

diferenca estatisticamente significativa entre os grupos em todas as varidveis analisadas.

Figura 3 —Fotomicrografia de figado de cdo. Observam-se circundadas as NORs dos
hepatdcitos e nos quadros, os respectivos perimetros e areas. AgNOR, objetiva de
100X. Londrina, 2011.
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Tabela 1 —Quantificagdo da proliferacdo celular (valores de média + desvio padrido) no figado
de cdes do grupo controle e dos grupos com lesdes hepaticas positivo e negati8vo a
PCR para Helicobacter spp., respectivamente, utilizando método histoquimico de
AgNOR. Londrina, 2011.

Valores de média (+ desvio padrdo) de proliferagdo celular

Para
aramefro G1 (n=6) G2 (n=7) G3 (n=26)
niimero NORs 1,54 +0,75° 1,47 £0,70° 1,27 +£0,57°
area NOR/grupo 2,05 + 1,02° 2,36+ 1,33° 2,17+ 1,17°
média area a b ¢
NOR/hepatéeito 2,23 +0,93 2,56 + 1,30 232+ 1,112

Onde: niimero NORs equivale ao numero total de NOR por hepatocito no grupo avaliado; area NOR/grupo
equivale a area de cada NOR dentro do grupo avaliado; média area NOR/hepatocito equivale a média das areas
das NOR de cada hepatdcito dentro do grupo avaliado. G1 = grupo ndo infectado e sem alteracdes histologicas,
G2 = grupo infectado e com alteragdes histologicas; G3 = grupo ndo infectado e com alteragdes histologicas.
Teste ANOVA: letras diferentes na mesma linha, significancia estatistica com p<0,05. Numero NORS: G1xG2 p
=0,115E-1; G1xG3 p = 0,259E-38; G2xG3 p = 0,637E-25; Area NOR/grupo: G1xG2 p = 0,292E-17; G1xG3 p
=0,104E-03; G2xG3 p = 0,202E-10; Média area NOR/hepatocito: G1xG2 p = 0,292E-17; G1xG3 p = 0,101E-
01; G2xG3 p =0,123E-11.

O numero de hepatdcitos imunoreageagentes ao anticorpo anti-Ki-67 pelo
método imunoistoquimico foi maior nos animais G2 (7,14) em relagdao ao G1 (3,0), embora a
diferenca ndo seja significativa. J& quando se comparou Gl ao G3 (15,35), foi

estatisticamente significativo (figura 4).

Figura 4 —Numero de hepatocitos imunoreagentes ao anticorpo anti-Ki-67 no exame
imunoistoquimico. Londrina, 2011.
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A expressao de E-caderina foi considerada forte e homogénea quando a
membrana dos hepatdcitos em toda a sua extensdo apresentava imunoreacdo ao anticorpo
anti-E-caderina. A expressdo de E-caderina foi semelhante nos trés grupos (P>0,05). (Figura

5).

Figura 5 —Demonstragao das porcentagens de marcag¢do na imunoistoquimica anti-E-caderina
em figado de cdes. G1 = grupo ndo infectado e sem alteragdes histologicas, G2 =
grupo infectado e com alteragdes histologicas; G3 = grupo ndo infectado e com
alteracdes histologicas.Teste de Fisher: G1xG2 p = 1,00; G1xG3 p=0,64; G2xG3 p
= 0,39. Marcacao forte ¢ homogénea: G1 50%; G2 43% e G3 65% e marcacao
fraca e heterogénea: G1 50%; G2 57% e G3 35%. Londrina, 2011.
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3.2.4 Discussao

Neste estudo constatamos por meio da reagdo em cadeia pela polimerase a
presenca de Helicobacter spp. no figado e vesicula biliar de cdes sem quadro clinico de
hepatopatia. Ao contrario das ocorréncias elevadas (91 a 94,6%) que sdo observadas na
mucosa gastrica de cdes e gatos (EATON et al.,, 1996; CAMARGO, 2002), no figado
observamos uma ocorréncia de 18% (7/39). Em um estudo retrospectivo em seres humanos,
constatou-se a presen¢a da bactéria em 4,2% dos pacientes controle, 3,5% dos pacientes com
hepatite C ndo cirrdtica, 68% dos pacientes com hepatite C cirrdtica e em 61% dos pacientes
com carcinoma hepatocelular (ROCHA et al., 2005). Nao ha dados na literatura sobre
freqiiéncia de infec¢do hepatica ou biliar por Helicobacter spp. em animais, sendo os relatos

escassos (FOX et al., 1996; FOX et al., 2002).
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Além de determinar a ocorréncia de Helicobacter spp. no figado e vias
biliares de cdes, objetivou-se avaliar a relagdo entre a presenga da bactéria e alteragdes
hepaticas microscopicas. Os caes infectados apresentaram lesdes hepaticas como infiltrado de
células inflamatorias, degeneragdo celular e necrose, no entanto, o indice de alteragdes
histoldgicas ndo diferiu entre o grupo de animais com lesdes hepaticas e nao infectados.
Apesar de ndo se poder afirmar que o Helicobacter spp. foi o agente causador das lesdes, hé
estudos que relataram lesdes em animais infectados. Hepatite necrética multifocal foi relatada
em um cdo infectado por H. canis (FOX et al., 1996) e em marmotas infectadas por H.
marmotae sp. nov. (FOX et al., 2002). Em ratos, a inoculacao de H. hepaticus ¢ H. bilis
induziu colangite e vasculite que progrediu para hiperplasia de ductos biliares, hiperplasia de
células redondas, proliferacdo hepatocelular, hepatoma ou carcinoma hepatocelular (ITO et
al., 2008).

A associagdo entre a infec¢ao hepatica por Helicobacter spp. € a indugdo de
cirrose ou neoplasias hepaticas foi demonstrada em diversos estudos (LIN et al., 1995; FOX
et al., 1998; HUANG et al., 2004; PELLICANO et al., 2008). Alteragdes na proliferagao
celular da mucosa gastrica foram constatadas em seres humanos e animais infectados por
Helicobacter spp. (De FREITAS et al., 2004, TAKEMURA et al., 2009). Considerando estes
estudos, investigou-se também no figado de cdes se a presenca de Helicobacter spp. estava
relacionada a alteragdes no ciclo celular dos hepatécitos e na adesdo entre as células. A
morfometria pelo método AgNOR revelou um aumento significativo na area das NORs nos
caes infectados, indicando que estes tinham uma atividade transcricional dos hepatocitos
maior do que os ndo infectados com e sem alteragdes (Tabela 1). No entanto, na analise da
prolifera¢do celular com o método de imunoistoquimica anti-Ki-67 ndo se observou diferenga
entre os animais infectados e nao infectados. Kitano et al. (2000), em um estudo sobre
marcadores preneoplasicos na hepatocarcinogénese de ratos, relataram que o aumento da area
dos NORs reflete a taxa de proliferagdo celular mais acuradamente que seu nimero. Na
infeccdo por H. pylori o aumento da proliferagdo celular estd relacionada a producdo de
citotoxinas como a CagA e a indu¢do de mediadores inflamatorios celular que intensificam a
renovagao celular (BLASER ¢ ATHERTON, 2004; TORRES et al., 2000). Assim, o aumento
da atividade da replicagdo celular maior nos caes positivos a PCR sugere que o Helicobacter
spp. pode estar envolvido na manuten¢gdo de um ambiente inflamatorio que cronicamente
intensifica o processo transcricional e pode influenciar na hepatocarcinogénese.

As caderinas sdo proteinas que compdem as jungdes de adesdo celular com

importante fun¢do na comunicagao entre células, na sinalizacdo e diferenciagdo celular
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(SIMECKOVA et al., 2009; ZUCCARI et al., 2008). Neste estudo observamos que nio houve
diferen¢a na expressao da E-caderina entre os hepatdcitos dos animais positivos e negativos a
PCR (Figura 5). A diminui¢do na expressdo de caderinas tem sido associada a neoplasias
malignas com maior potencial de invasdo e metastase (GUO et al., 2008). Um estudo in vitro
demonstrou que a infec¢ao por H. pylori CagA positivo induz alteragdes na expressao de E-
caderina e [-catenina que resultam no estimulo a apoptose e proliferacio celular
compensatoria, facilitando a aquisicdo de mutagdes nas células epiteliais gastricas
(MURATA-KAMIYA et al., 2007). Brunetti et al. (2003) relataram que uma expressao mais
intensa da E-caderina pode ocorrer em metastases para o estabelecimento da arquitetura
tecidual no novo ambiente de fixacdo. Assim, podemos supor que a presenca de lesdes
teciduais como a desorganizagado trabecular mimetiza essa necessidade em se aderir ao “novo”
tecido, resultando em uma expressdo maior da E-caderina, como observado no G3 (Figura 5).

Vakkila e Lotze (2004) e Rodaski e Pierkarz (2009) apresentaram dados
sobre a multiplicidade de mecanismos e vias que possivelmente contribuem para o processo
de carcinogénese em infec¢des cronicas. Helicobacter spp. tem sido considerado um fator de
risco para cirrose e o carcinoma hepatobiliar, principalmente em humanos jé& infectados pelo
virus da hepatite C, relatando-se um efeito sinérgico (PELLICANO et al., 2008). A
semelhanca, observamos que os animais com Helicobacter spp. apresentaram alteragdes
histolégicas. As diferencas na intensidade das lesdes podem ser decorrentes de multiplos
fatores como o tempo da infeccdo, variacdes de patogenicidade dentre as espécies infectantes
ou ainda a auséncia de agentes concomitantes que promovam efeito sinérgico como ocorre em
humanos que frequentemente apresentam mais de um agressor hepatico, como o virus da
hepatite B, C ou o alcoolismo.

Pouco se conhece sobre as principais espécies de Helicobacter que infectam
o figado de hepatopatas devido principalmente a dificuldade em isolar e cultivar estes
microrganismos (PELLICANO et al., 2008), o que tem levado ao questionamento se o agente
detectado através de biologia molecular ¢ ou ndo a responsavel pelas alteragdes hepaticas.
Dessa forma, ainda hoje a maioria das causas de hepatite priméria permanece como de origem
idiopatica (FAVIER, 2009).

Neste estudo detectamos a presenca de material genético de Helicobacter
spp. no figado de cdes sem quadro clinico de hepatopatia. Observou-se associacao
significativa entre a presenga da bactéria e a ocorréncia de alteragdes histologicas e aumento
no potencial proliferativo de hepatocitos. Estes resultados indicam que o Helicobacter spp.

deve ser considerado dentre as causas de hepatopatia em caes.
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Alteragdes histologicas no figado de cdes sdo frequentes mesmo em
animais sem sinais clinicos de hepatopatia.

Helicobacter spp. pode ser encontrado no figado e vesicula biliar de caes
sem sinais clinicos de hepatopatias.

A presenca da Helicobacter spp. no figado de caes altera a transcri¢ao
celular, podendo cronicamente, contribuir na hepatocarcinogénese.
Helicobacter spp. deve ser considerado dentre as causas de hepatopatia
em caes.

A vacuolizagdo citoplasmatica de hepatocitos altera a expressdo da E-

caderina.
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ANEXO A:
LISTA DE REAGENTES E PRODUTOS

2-Mercaptoetanol (C;HgOs) P.M. 78,13 (Fluka®)

Acetona, P.A. (CH;COCH;) P.M. 58,08 (Dindmica®)

Acido acético glacial, P.A. (CH;COOH) P.M. 60,05 (Nuclear™)

Acido bérico (H;BO3) P.M. 61,83

Acido citrico P.A. — Anidro (Reagen®)

Acido cloridrico (HCI) P.M. 36,46 (Reagen®)

Acido etilenodiaminotetraacido Sal di-s6dico — EDTA, P.A. (C;oH4N,OgNa,2H,0) P.M.
372,24 (Reagen®)

Acido formico P.A. / ACS (Reatec”)

Agarose (Gibco BRL")

Alcool etilico absoluto (C;H,OH) P.M. 46,07 (Nuclear™)

Alcool isoamilico ((CH3),CHCH,CH,OH) P.M. 88,15 (Synth®)

Anticorpos (E-caderina e Ki-67) (Zymed®)

Azul de bromofenol (Sigma®™)

Bicarbonato de sodio P.A.(NaHCO3) P.M. 84,01 (Biotec®)

Cloreto de potassio, P.A. (KCI) P.M. 74,56 (Reagen®)

Cloreto de sodio, P.A. (NaCl) P.M. 58,45 (Reagen”)

Cloroférmio, P.A. (CHCl3) P.M. 119,38 (Dindmica®)

. DAB (Invitrogen Life Technologies™)

Didhiothreitol — DTT (Invitrogen Life Technologies™)

DNA Leadder (123 bp) (Invitrogen Life Technologies™)

dNTP Set (100 mM), 4 x 250 uL; 25 umol each (100 mM dATP Solution, 100 mM dCTP
Solution, 100 mM dGTP Solution, 100 mM dTTP Solution) (Invitrogen Life
Technologies™)

Dodecil sulfato de sodio — Lauril Sulfato de S6dio — SDS (C,,H;5NaO4S) P.M. 288,38
(Synth®)

EDTA

. Eosina (Nuclear®)

. Ethidium bromide (C5H20N3Br) P.M. 394,3 (Sigma®)

. Formaldeido P.A. (Vetec®)

. Fosfato de sodio dibasico anidro (Na,HPO4) P.M. 141,96 (Synth®)
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28. Fosfato de sodio monobasico (NaH,PO, . 2H,0) P.M. 155,99 (Reagen®)

29. Gelatina U.S.P. (Sinth®)

30. Glicina, P.A. (Nuclear®™)

31. Glicose

32. Guanidine isothiocyanate P.M. 118,16 (Gibco BRL")

33. Hidroquinona (Nuclear®)

34. Hematoxilina (Nuclear®™)

35. Hidroxido de Sodio, P.A. (NaOH) P.M. 40,00 (Dindmica®)

36. Hidroximetil amino metano — TRIS 99% P.M. 121,14 (Inlab")

37. Metanol, P.A. (CH;0H) P.M. 32,04 (Allkimia®)

38. M-MLV Reverse Transcriptase - 200 units/pL (Invitrogen Life Technologies®)

39. Nitrato de Prata (Sinth®)

40. PCR-buffer (10X) (200 mM Tris-HCI, pH 8,4, 500 mM KCIl) (Invitrogen Life
Technologies™)

41. Platinum Taq DNA Polymerase recombinant 500 units (Invitrogen Life Technologies™)

42. Proteinase K (Invitrogen Life Technologies™)

43. RT-Buffer (5X) (250 mM Tris-HCI pH 8.3, 15 mM MgCl,, 375 mM KCI) (Invitrogen
Life Technologies™)

44. Sacarose, P.A. — sucrose (Ci2H»,011) P.M. 342,31 (Reagen®)

45. Silicon dioxide (SiO,) P.M. 60,08 (Sigma®)

46. TripLE™ Express Stable Trypsin-like Enzyme (Gibco™)

47. Triton X-100 (Synth®™)

48. Tris (Nuclear®™)

49. Xileno P.A. (Nuclear™)
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ANEXO B
SOLUCOES E TAMPOES

e PBSpH7.2
- Misturar 1,98 g de Na,HPO,.7H,0 em 500 mL de agua MilliQ®
- Acrescentar 0,36 g NaH,PO4.H,0 ¢ 8.17 g de NaCl
- Adicionar 4gua MilliQ® q.s.p. 1.000 mL
- Ajustar solugdo para pH 7,2

e Triton X-100 a 0.5%
- Acrescentar 0,5 mL de Triton X -100 em 99,5 mL de PBS

e Solucdo A - Solucéo Coldide (Técnica de AQNOR)
- Aquecer 50 mL de dgua deionizada a 60°C
- Dissolver 1 g de gelatina
- Quando solu¢do a temperatura ambiente, adicionar 0,5 mL de &cido

foérmico

e Solucdo B — Solugdo de Prata (Técnica de AgNOR)
- Dissolver 50 g de nitrato de prata em 100 mL de agua destilada

e Hidratacdo da silica
- 60 g de silica (SIGMA®)
- Adicionar 500 mL de 4gua MilliQ"™ autoclavada
- Agitar lentamente e manter em repouso durante 24 h
- Por sucgdo, desprezar 430 mL do sobrenadante
- Ressuspender a silica em 500 mL de agua bidestilada
- Manter em repouso durante 5 h para sedimentar
- Desprezar 440 mL do sobrenadante
- Adicionar 600 uL de HCI (32% w/v) para ajustar pH para 2,0

- Aliquotar e autoclavar



Solucéo L6
- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN)
- 100 mL de TRIS-HC1 0,1 M pH 6,4
-22 mL de EDTA 0,2 M pH 8,0
- 2,6 g de Triton x 100

Solucéo L2
- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN)
- 100 mL de TRIS-HC1 0,1 M pH 6,4

Tampéao de Amostra
- Azul de bromofenol 0,25%

- Sacarose — sucrose (Ci2H2,011) 45%

Fenol / cloroférmio — alcool isoamilico (25:24:1)
- 24 mL fenol saturado
- 24 mL cloroférmio

- 1 mL 4lcool isoamilico

Tampéao citrato pH 6,0
- 2,1 g de acido citrico H;C¢Hs07.H,O
- 1000 mL de Agua destilada

Tampéo Tris-EDTA Tween20 pH 9,0
- 1,211 g de TRIS
- 0,372 gde EDTA
- 1000 mL de Agua destilada
-0,2ml de Tween20



ANEXO C
PROTOCOLO DE TECNICAS

AgNOR
- Desparafinizar a 1amina a temperatura de 80°C
- Reidratar a partir de xilol a alcool 70° GL
- Descanso em agua destilada por 10 min
- Colocar em imersao na solugao de Triton X 100 a 0.5% por 15 min
- Lavar em 4gua corrente por 20 min
- Colocar a lamina invertida no laminario
- Preparar solu¢ao de A+B na propor¢ao de 1A:2B
- Para cada lamina, 3 mL da solucdo A+B
- Estufa a 37°C por 25 min
- Lavar em agua corrente por 20 min

- Secar e montar

Extracdo do DNA
- Acrescentar 250 puL de dgua estéril em cada amostra de biopsia gastrica
- Adicionar 250 pL de solugao TENP
- Misturar em vortex
- Agitar por 10 min
- Acrescentar 50 puL de SDS 10% e 25 uL de Proteinase K
- Misturar em vortex
- Banho-maria a 56°C durante 2 h
- Agitar em vortex
- Adicionar 500 pL de fenol / cloroférmio — alcool isoamilico
- Banho-maria a 56°C durante 15 min
- Centrifugar a 10.000 g durante 10 min
- Recolher sobrenadante em outro microtubo
- Adicionar 500 uL de solucao L6
- Adicionar 30 pL de silica hidratada
- Homogeneizar em vortex

- Agitar durante 30 min em temperatura ambiente
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- Centrifugar a 10.000 g durante 30 s

- Desprezar sobrenadante em solu¢do contendo NaOH 10M
- Adicionar 500 uL de solucao L2

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 g durante 30 s

- Desprezar sobrenadante em solugdo contendo NaOH 10M
- Repetir 1 vez os quatro ultimos passos

- Adicionar 1 mL de etanol a 70%

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 g durante 30 s

- Desprezar sobrenadante

- Repetir 1vez os quatro ultimos passos

- Adicionar 1 mL de acetona P.A.

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 g durante 1 min

- Desprezar sobrenadante

- Secar o pellet em termo bloco a 60° C durante 2 min
- Adicionar 50 uL de agua DEPC

- Homogeneizar em vortex

- Banho-maria a 56° C durante 15 min

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 g durante 2 min

- Recolher sobrenadante em microtubos de 500 pL.

- Estocar a -20°C

Helicobacter spp. (forward): 5> AAC GAT GAA GCT TCT AGC TTG
CTA 3

Helicobacter spp. (reverse): 5° GTG CTT ATT CST NAG ATA CCG TCA
T3

Fragmentos: Género Helicobacter 399 pb
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PCR-MIX (para uma reacao)

PCR

Buffer 10x [Tris-HCI 200 mM (pH 8,4); KC1 500 mM]: 2,5 uL
MgCl, (50 mM): 1,5 pL

dNTP (0,1 mM): 4,0 uL

primer forward (20 pmol): 0,5 pL.

primer reverse (20 pmol): 0,5 puL

Platinum® Tag DNA Polymerase (5 U/uL): 0,25 uL

Agua estéril q.s.p. 24 pL

Amotra: 1 pL

- Género Helicobacter: ciclo inicial de desnaturagdo de 95°C por 5 min, 40

ciclos de 1 min a 95°C (desnaturacao), 65°C (anelamento) e 72°C (extensdo), ciclo de

extensao final de 72°C por 10 min, repouso a 4°C.

Eletroforese (Gel de agarose a 2%0)

- 1 g de agarose

- 50 mL TEB buffer (Tris 89 mM; acido borico 89 mM; EDTA 2 mM) pH
8,4

- 30 uL de brometo de etideo (0,5 pg/mL)

Amostra: 7,0 uL. do amplicom e 3,0 pL tampao de amostra

Corrida por aproximadamente 45 minutos a 100 V e 80 A

Visualizacdo em transiluminador de luz ultravioleta

Imunoistoquimica (E-caderina e Ki-67)

- Xilol 1 — 20min (em estufa)
- Xilol 2 — 15min

- Acool abs. 1 — 10min

- Alcool abs. 2 — 10min

- Alcool 90% 1 — 5 min

- Alcool 90% 2 — 5min

- Alcool 80% 1 — 5min

- Alcool 80% 2 — 5min
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- Alcool 70% 1 — 5min

- Alcool 70% 2 — 5min

- Lavar em 4gua corrente por 10min.

- Enxaguar duas vezes em agua destilada.

- Recuperagao Antigénica

- Para E-caderina: Colocar as laminas em recipiente metalico com solucdo
tampao citrato pH 6,0 e por em banho —maria (placa aquecedora) por 35 minutos apds iniciar
formacdo de bolhas. Ir controlando temperatura manualmente para ndo permitir fervura.
Deixar esfriar em temperatura ambiente, na solugdo tampao citrato pH 6,0, por 1 a 2 horas.

- Para Ki-67: Colocar as laminas em recipiente plastico com solu¢do tampao
Tris — EDTA pH 9,0 e por micro-ondas por 9 minutos, devendo sempre interromper quando
iniciar a formacdo de bolhas. Apds, deixar esfriar em temperatura ambiente, na solucao
tampao Tris-EDTA pH 9,0, por 1 a 2 horas.

- Lavar em é4gua corrente por 10min.

- Enxaguar duas vezes em 4gua destilada.

- Colocar as laminas em solugdo de metanol (140ml) + &gua oxigenada
20volumes (10ml). Deixar em camara escura por 20 minutos.

- Lavar em é4gua corrente por 10 minutos.

- Enxaguar duas vezes em 4gua destilada.

- Secar as laminas individualmente com papel absorvente e colocar uma
gota de anticorpo primario (E-caderina ou Ki-67) cobrindo todo o corte.

- Incubar em camara umida, deixando em geladeira por 18 horas.

- Lavar as laminas com solu¢do PBS pH 7,2 por Smin (repetir duas vezes).

- Secar as laminas individualmente e colocar uma gota do anticorpo
secundario, cobrindo todo o corte. Cobrir e deixar incubando em temperatura ambiente por
20min.

- Lavar as laminas com solucdo de PBS pH 7,2 por 5Smin (repetir duas
vezes).

- Cobrir o corte com 0 DAB e observar revelacao.

- Lavar as laminas em agua corrente por 10min.

- Enxaguar duas vezes com agua destilada.

- Contra-corar com hematoxilina (20 segundos).

- Lavar em agua corrente por 10min.

- Enxaguar em agua destilada duas vezes.



- Alcool 70% - Smin.

- Alcool 80% - 5min

- Alcool 90% - Smin.

- Alcool 100% - 10min.
- Xilol - 15min.

- Montagem das laminas.

69



