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Sommario

Sommario

La rigenerazione epatica, processo fisiologicospensabile per la normale
omeostasi del fegato, & I'evento finale di un campb processo che implica
l'interazione di diversi tipi cellulari e segnali akecolari che compongono il
microambiente del fegato. Tra i segnali molecdiamnno un ruolo fondamentale gli
ormoni steroidei sessuali e le molecole infiammiator

Lo scopo di questa ricerca é stato quello di vaduita un modello murino di
danno epatico acuto (indotto con )Gt cronico (indotto con DEN) le alterazioni
molecolari e cellulari in animali di sesso masclélali sesso femminile. E stata
inoltre testata la Monocrotalina, un alcoloide dilecca la proliferazione degli
epatociti. Negli animali trattati si & osservato uwasso di mortalita
significativamente superiore rispetto ai non ttgttan quadro istologico piu
compromesso ed una maggiore attivazione delleleetiiellate, mentre non sono
state riscontrate differenze significative circattivazione delle cellule progenitrici
epatiche. Valutando la differenza della rispostasiesso maschile e femminile, il
presente studio ha rilevato un significativo dinsfo che riguarda
prevalentemente il tipo ed il grado della rispasfeammatoria suscitata dal danno
indotto con il medesimo agente tossico. Nei topeatiso femminile sembra esserci
una predominanza di citochine di tipo Thl (rappnéste dall'lFNy), mentre nei
fegati degli animali di sesso maschile predominafiimmazione di tipo Th2
(rappresentata da IL-4). E stato quindi evidenzite gli animali dei due sessi
rispondono attivando due vie di inflammazione deegper lo stesso stimolo nocivo.
Inoltre nei fegati degli animali di sesso maschélestata riscontrata una sovra-
regolazione del TNé& che secondo una recente ipotesi sembra esserttointddia
stimolazione dei recettori degli androgeni presentile cellule di Kupffer. La
produzione massiva di TNFpotrebbe spiegare la risoluzione piu lenta dehdan
epatico negli animali di sesso maschile e al coptetrelevato numero di cellule
macrofagiche presenti nell’animale maschio.

Dal presente studio & quindi emerso che in corgggdnerazione epatica il
microambiente epatico gioca un ruolo fondamentaleire particolare € emersa
limportanza della componente ormonale e inflammate della loro interazione
nell'intero processo. Il ruolo che gli ormoni sesspossono svolgere nel modulare
la risposta infiammatoria e quindi la capacita mgmtiva pud essere di
fondamentale importanza per la valutazione clineaterapeutica di diverse
patologie inflammatorie che presentano dimorfisesssale.



Abstract

ABSTRACT

The liver regeneration, an essential process fgsiplogical homeostasis of the
liver, is the final event of a complex process tiratolves the interaction of
different cellular and molecular signals of the &gpmicroenvironmeniThe most
important molecular signals are sex steroid horra@mal inflammatory molecules.
The aim of this research was to evaluate in a manedel the molecular and
cellular changes in response to acute (induced ®l)G&@nd chronic (induced by
DEN) hepatic injury. We also compared animals gdaand not treated with
Monocrotaline, an alkaloid that blocks the hepategyoliferation. Treated animals
showed a significantly higher mortality rate, histyy features were more impaired
with a greater activation of stellate cells compate non-treated animals, while
there were no significant differences concerning aletivation of liver progenitor
cells. Regarding the gender difference, a sigmtiadimorphism on the type and
degree of the inflammatory response to a damageedaly the same toxic agent
was seen in male and female. In female mice it agp® be a predominance of
Thl-type cytokines (mainly IFN, while in male mice the dominant inflammation
was Th2-type (IL-4). Animals of different genderspended by activating two
different pathways of inflammation for the samexa Moreover, we found the up-
regulation of TN, according to a recent hypothesis, suggestingtmttuced by
the stimulation of androgen receptors on Kupffdisda male livers. The massive
production of TNl could explain in male livers both the slower resioh of liver
injury and the high number of Kupffer cells.

This study showed that during liver regeneratidre hepatic microenvironment
plays a crucial role and, in particular, highlightine importance of hormonal and
inflammatory components and their interaction tigtoaut the process. The role
that sex hormones may play in modulating the inffatory response and thus the
regenerative capacity may be of fundamental impegdor the clinical evaluation

and therapy of inflammatory diseases with  sexual modphism.
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Introduzione

1. INTRODUZIONE

1.1 Rigenerazione epatica

La capacita del fegato di rigenerarsi € nota daca&pgmmemorabile come
dimostra il mito di Edipo degli antichi greci, ch@cconta del titano Prometeo che
coraggiosamente rubo il fuoco agli dei per donati uomini. Zeus, scoperto il
furto, lo condanno a essere incatenato per |'ééeanuna roccia sulle montagne del
Caucaso e dispose che ogni giorno un'aquila gigglhtdivorasse il fegato. Ogni
notte pero il suo fegato ricresceva, cosi che ilaqotesse tornare a divorarlo il
giorno seguente.

Il fegato si caratterizza nei mammiferi, infatterda sua peculiare capacita
di mantenere costanti le sue dimensioni, ancheguit a danno epatico di grave
entita che puod conseguire alla resezione chirurgit@n seguito a danno tossico,
ischemico o viraleTaub, 2004 La rigenerazione del fegato presumibilmente si &
evoluta per proteggere gli animali allo stato setea dagli eventuali danni
all'organo determinati da intossicazioni con tossatimentari dato che il fegato € il
primo “filtro” per tutte le sostanze assorbite tratto gastrointestinale.

La capacita rigenerativa del fegato é stata peritaa volta dimostrata da
Higgins e Anderson nel 1931 in un modello speriralenti epatectomia parziale
(Higgins, 193). In tale modello murino, alla rimozione chirurgidi 2/3 della
massa epatica conseguiva una rapida crescita gitiofeesiduo con rigenerazione
dell’'organo in circa una settimana dall'intervento.

La rigenerazione epatica e regolata da meccanisteéaolari ancora non del tutto

conosciuti, ma € noto che il fegato € in gradoeduperare le sue dimensioni sia
dopo perdita di massa che iperplasia. Il procedsogénerazione pud essere
definito un fenomeno di tipo compensatorio dato lehmassa finale del fegato che
ha rigenerato € in funziordelle necessitdell'organismoed una volta che la massa
originaria € stata ripristinata, la proliferaziortelle cellule coinvolte cessa

(Koniaris, 2003.



Introduzione

Le principali cellule coinvolte nel processo diarggrazione sono gli epatociti che si
dispongono a formare la principale unita funziondés fegato, il lobulo epatico
(Mall, 1906. Il lobulo epatico ha forma esagonale delimitatwertici dalle triadi
portali che sono costituite da una diramazioneadedina porta, una diramazione
dell'arteria epatica ed in un dotto epatico testriettamente uniti da degli epatociti
che formano la cosiddetta lamina limitante (Fid)1ll sangue perfonde il lobulo
dalla vena porta e dall’arteria epatica attraversmusoidi fino alla vena che si

trova al centro del lobulo (vena centro lobulare).
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Fig. 1.1 Il lobulo epatico

Il turn-over cellulare degli epatociti & relativame lento, la vita media di un
epatocita si aggira, infatti, intorno ai 200-30@rgi (Bucher., 197} e per tale
motivo il fegato viene definito un organo stabile.caso di danno epatico pero, gli
epatociti escono dalla fase GO del ciclo cellukageiniziano a replicare al fine di
recuperare la massa persa. Dopo epatectomia garindtti, la proliferazione dei
compartimenti principali epiteliali (epatociti e langiociti), seguita dalla
proliferazione delle cellule mesenchimali (cellstellate), ripristina velocemente la
massa epaticdbnder, 199% Nei roditori, il fegato puo ripristinare il sumlume
originale in seguito alla rimozione di 2/3 del paskima epatico in circa 10 giorni.
(Michalopoulos, 1997; Fausto, 20p4
Condizioni di danno epatico cronico causato da &mimvirus e tossine possono
perd ostacolare la proliferazione degli epatociti. tali condizioni, & stato

comprovato che un ruolo essenziale nella rigenenazepatica € giocato da una
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Introduzione

popolazione di cellule staminali residenti nel fegahe prendono il nome di
“cellule progenitrici epatiche” o “cellule ovali’eh modello murino, termini usati
indistintamente a seguire nel testo. Tali cellubsgono essere considerate vere e

proprie cellule staminali adulte o somatiche.

1.2 Le cellule staminali adulte

In base alle conoscenze attuali, in molti e forsautti gli organi dei mammiferi
sono presenti delle cellule staminali adulte chierirengono nei normali processi di
turn-over cellulare e nei processi di riparazionerdeventuale danno.

In passato si riteneva che soltanto i tessuti dtiggeontinuo ricambio (sangue ed
epiteli) possedessero cellule staminali, necesgmiesostituire con nuove cellule
differenziate le cellule perdute quotidianamenteadte tutta la vita dell'individuo.
Oggi e stato dimostrato, in modo incontrovertibitde cellule staminali sono
presenti in molti organi e tessuti, tra cui il agdtg (Reynolds, 1992 muscolo
scheletrico Quinn, 1984 e cuore Beltrami, 200}. In genere, vi € un humero molto
esiguo di cellule staminali in ogni tessuto, chmantiene pero stabile nel numero e
nella qualita grazie alla particolare divisioneldelre delle cellule staminali la
cosiddetta divisione asimmetrica.

Quando una cellula si divide da luogo, normalmeatdue cellule figlie identiche
(divisione simmetrica). Nella divisione asimmetriéavece, le cellule staminali
generano una cellula identica alla cellula madre ww piu differenziata
(progenitore di transito) capace di un numero Baitdi cicli prima di dare origine
a cellule mature del tessuto. In tal modo, indigegnemente dal numero di cicli
asimmetrici compiuti, il numero di cellule staminaebsi generate rimane costante
(Dominici, 2006 (FIG 1.2).

11
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1.2.1 Cellule progenitrici epatiche

Nel fegato, I'esistenza di cellule staminali era gtata postulata alla fine
degli anni ‘50 quando Wilson e Leduc ebbero l'ingsiene che le cellule dei
colangioli distali dei dotti biliari fossero resabili del ripristino della massa
epatica di roditori dopo danno indotto mediantesraltioni nutrizionali I(educ,
1954. Il primo studio che dimostra l'esistenza di piec cellule epiteliali
indifferenziate nel fegato adulto & stato effettudt FarberRarber, 1956, che
tratto ratti con diverse sostanze cancerogene, cetiomina e 2- e 3-metil-4-
dimetilaminobenzene. In questi studi, Farber naoploliferazione di cellule
epiteliali poste nella regione periportale caratizate da scarso citoplasma basofilo
e dal nucleo di forma ovale, alle quali diede ldirdeione di “cellule ovali”.
Ulteriori evidenze bibliografiche di queste celldietrovarono poi nel 1978 in uno
studio effettuato da Shinozuka circa la rispostalagica ad una dieta deficiente in
colina somministrata a rattShinozuka ., 19798 Le cellule progenitrici epatiche
sono cellule staminali bi-potenti presenti sia’nelno che negli animali capaci di
differenziare in epatociti o colangiociti (celludei dotti biliari) in seguito a stimolo
differenziativo adeguatd_{pbbrecht ., 2002; Roskams , 2Q00& particolare queste

cellule intervengono quando la normale proliferaeialegli epatociti € bloccata,

12



Introduzione

condizione che si verifica in alcune patologie w@&eguito alla somministrazione di
sostanze tossiche.

Tali cellule risiedono nei Canali di Hering che pagsentano la piu piccola e
periferica diramazione dell’albero biliare, che taegh comunicazione i canalicoli
biliari localizzati tra le superfici cellulari diug epatociti adiacenti con i dotti biliari
interlobulari @lison, 1996; Roskams, 2004 canali di Hering possono quindi
essere considerati a tutti gli effetti il collegarte anatomico e fisiologico tra gli

epatociti ed il sistema biliare (Fig. 1.3).

B I __
ses--¥lefeole]

l_... - — I’ --—--\'f- ._EJ__ 2

Hepatocytes — ' - Hepatic Stellate Cells
=/ Cholangiocytes & Kupffer Cells
Portal Tract ¥ Hepatic Progenitor Cells  -=- Endothelial Cells

Fig. 1.3 Localizzazione delle principali celluleagiche (daGaudio, 2009

All'analisi istologica le cellule progenitrici epahe sono difficili da
identificare esclusivamente dalla loro morfologiamentre sono individuabili
utilizzando specifici marcatori immunoistochimigoiti di epatociti e colangiociti
maturi. Le cellule progenitrici epatiche risultamafatti, positive alla marcatura con
citocheratine (CK), in particolare CK7 e CK19, filanti intermedi del
citoscheletro presenti anche nei colangiociti; aima e CK8 tipici invece degli
epatociti maturi; alfa-fetoproteina tipica degliaggblasti e CD133 e c-kit tipici
marcatori delle cellule staminali ematopoietichaficino, 2007; Shafritz, 20D6
La presenza nelle cellule progenitrici epaticheatatteristiche proprie delle cellule
ematopoietiche midollari ha fatto emergere I'ipgte®n ancora confermata, che

gueste cellule possano derivare da cellule cir¢oldinorigine midollare, ma al
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momento la loro origine non & ancora stata idewatifi con chiarezza&Pétersen,

1999; Oh, 200¥.

Non del tutto chiaro e definito risulta essere andhpattern di marcatori delle
cellule progenitrici epatiche, che rimane ancora ltonocontroverso. Tale
considerazione potrebbe far pensare all’'esistenzan goool eterogeneo di cellule

diverse tra lorol{owes, 2008

1.2.2 Larisposta duttulare

Come abbiamo visto, quando il danno epatico e daleompromettere le
capacita rigenerative degli stessi epatociti, vigttiwato il compartimento di cellule
staminali allocato a livello dei Canali di Herinfggiologicamente presenti in stato
quiescenteAlison, 1996. Questa risposta, chiamata “risposta delle celbvali” o
nelluomo “reazione duttulare”, si esprime sia in aumento della popolazione
biliare che nella differenziazione epatocitafBofdon, 2000a; Gordon, 200Db

La risposta delle cellule ovali si puo dividere 4 fasi: attivazione,
proliferazione, migrazione e differenziament&rker, 200§. Molteplici tipi
cellulari sono presenti durante I'attivazione de#élule progenitrici epatiche tra cui
cellule epiteliali, ematopoietiche e mesenchimaticora non & ben noto il pattern
di informazioni molecolari coinvolte, né i tipi ¢elari responsabili della secrezione
e della ricezione di tali segnali. | segnali molacioche fanno partire la cascata di
attivazione delle cellule ovali possono agire sigetthmente, agendo sulla loro
proliferazione, sia indirettamente tramite la stimatmone di cellule non endoteliali
che a loro volta inviano segnali molecolari allellide progenitrici epatiche
bersaglio. Sara quindi indispensabile che gli studuri, oltre a descrivere la
tipologia cellulare coinvolta nell’attivazione dellcellule progenitrici epatiche,
siano mirati ad esaminare i segnali molecolarigline la sequenza temporale con

Cui vengono inviati.
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In seguito all'attivazione, le cellule ovali praifano nella regione
periportale e con la progressione del danno epatiagrano infiltrandosi nel
parenchima lungo i canalicoli biliari.

La differenziazione delle cellule progenitrici ephe verso epatociti maturi o
colangiociti &€ caratterizzata dalla comparsa duteicon fenotipo intermedio, che
rappresentano una trans-amplificazione della pepmie. In particolare, durante la
differenziazione verso epatociti maturi, i progenitdanno luogo a epatociti
intermedi, cellule poligonali con una dimensioneimedia tra quella delle cellule
progenitrici epatiche e degli epatociti maturi I @tesso modo, la differenziazione
verso colangiociti determina la comparsa di colacigi immaturi dalle
caratteristiche istologiche intermedie. La matwaei delle cellule progenitrici
epatiche verso la linea colangiocitaria potrebbeveaire attraverso la
differenziazione in piccoli e poi grandi colangimciche passano dal canale di
Hering fino ai dotti biliari piu grandi. Tali evitkee sono state riscontate solo nei
roditori (Roskams, 2003; Mancino, 2007; Roskams, 2006; P24Q4).

1.3 Modelli animali di attivazione delle cellule progeitirici epatiche

Wilson e Leduc l(educ, 1958 furono i primi a descrivere l'attivazione di un
compartimento di cellule staminali nel topo, dopawj lesioni indotte tramite la
dieta. Successivamente, sono stati descritti vadethi della cosiddetta "reazione
delle cellule ovali" nei roditori. Questi modelliilizzano principalmente potenziali
agenti cancerogeni per inibire la proliferazionegldespatociti maturi seguiti
dall'induzione di un danno che stimola la rigenévae.

| principali metodi utilizzati per indurre la prédrazione delle cellule ovali
negli animali sono:

» Dieta modificata deficiente in colina e con I'aggta di etionina nell'acqua di
abbeveraggio dholine-deficient, ethionine-supplemented-CDE digBkhurst,

2001). Le cellule ovali appaiono circa al terzo giorn@r ppoi espandersi

15
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rapidamente fino al 14° giorno di trattamento ameo ad un plateaQuesto
protocollo e tra i piu utilizzati nel ratto e nepb negli ultimi anni.

e somministrazione di 2-acetylaminofluorene (AAF)etrorsina oppure
Monocrotalina seguita da stimoli mitogeni quali gtomia parziale (PHx) o
danno con epatotossine (come il tetracloruro doaaio (CClh) e alcool allilico).
L’AAF (Alison, 1998, retrorsina l(aconi, 1999)e Monocrotalina $ong, 2004
vengono convertiti in metaboliti attivi con attizititotossica e antiproliferativa dal
citocromo p450, tipico degli epatociti maturi. Lassa espressione del citocromo da
parte delle cellule ovali le rende resistenti asfjoieeffetto tossico e sono quindi in
grado di proliferare. Il forte stimolo proliferatvindotto dall’epatectomia o dalle
epatotossine induce la proliferazione delle cellali entro le 48 ore successive
all'intervento Arai, 2004.

* somministrazione di 3,5-diethoxycarbonyl-1,4-dieollidina (DCC) da 3 a 6
settimane. Gli eventi principali sono apoptosi €rasi degli epatociti e in 3-4
settimane dopo l'inizio del trattamento si evidaniipicco della proliferazione
delle cellule ovalilPreisegger, 1999

» Modelli animali di malattia del fegato grassonmaOb/Ob-mice o PARP1 mice (-
/-) sono caratterizzati da inibizione della repticme degli epatociti maturi, causata
dallo stress ossidativo, e mostrano un’elevatissireposta delle cellule ovali.
(Roskams, 2003 Yang, 2004

1.4 Cellule progenitrici epatiche nelle patologie deldgato umano

La reazione duttulare ha una importante rilevariraca per la sua frequente
comparsa in diverse malattie del fegato nell’'uof@oasi tutte le patologie epatiche
sono infatti caratterizzate da un certo grado dinda perdita 0 compromissione
della rigenerazione degli epatociti e/o delle vigab a cui consegue l'attivazione
delle cellule progenitrici epatiche. Tale attivamo viene descritta in varie
condizioni tra cui insufficienza epatica fulminané@atiti croniche virali, epatopatie

alcoliche, steatosi epatica non alcolica, colangfiepe patologie epatiche di natura
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ereditaria Roskams, 1991, Roskams, 2003, Roskams, 2003agwskik 2003;
Roskams, 200Q3La significativa attivazione delle cellule prajgeici epatiche che
si osserva nelle fasi avanzate della maggior petie malattie epatiche croniche
nel'uomo puo essere probabilmente ricondotto ad progressiva perdita della
capacita proliferativa degli epatociti per I'acdarnento dei telomeri determinata
dai molti anni o decenni di malattidaViemann,2002 Marshall, 2005). Nelle
patologie acute, invece, I'importante proliferazodel comparto progenitore puo
essere ricondotta alla massiva necrosi degli eppiaéoalla conseguente riparazione
del danno mediante attivazione delle cellule pragen(Katoonizadeh, 2006

Tipicamente, l'attivazione delle cellule progewitri epatiche correla
positivamente con i parametri clinici di gravitaldemalattia, come il MELD ed |l
grado di fibrosi e pud influenzare la prognosi diesta condizione patologica
(Katoonizadeh ; 2006 Libbrecht , 2000

Esistono inoltre alcune malattie del fegato nellalgl'attivazione delle cellule
progenitrici epatiche non ha luogo. E il caso, adnepio, dell’'ostruzione biliare
extraepatica piu comunemente causata da calcw@ribila proliferazione dei dotti
che si verifica in questa condizione e fondamenrgabe diversa dalla reazione dei
dotti in altre malattie del fegato, in quanto é&idultato della proliferazione dei
colangiociti maturi, senza il coinvolgimento detlellule progenitrici. Al contrario,
una partecipazione di primo piano delle cellulegergtrici epatiche é stata descritta
in malattie croniche delle vie biliari come la osr biliare primaria, anche se sono
disponibili poche evidenze per quanto riguardaoiblruolo durante I'evoluzione

clinica e patologica di questa malattiRoEkams 2003
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1.5 1l microambiente

Il microambiente cellulare pud essere definito cdlimsieme dei componenti
cellulari e molecolari che interagiscono con lalwal al fine di mantenerne
'omeostasi. Il ruolo fondamentale svolto dal mamabiente viene dimostrato, ad
esempio nel fegato, dall’osservazione che gli eg@toche hanno un enorme
potenziale di crescita vivo, sono molto difficili da mantenere vitali e difeaziati
guando isolati e messi in coltura, a sottolinedmmplrtanza delle cellule e

dell’ambiente extracellulare che li circonda fisigicamente.

1.5.1 La nicchia staminale

Il microambiente assume un’ulteriore importanzangigasi parla di cellule
staminali o progenitrici. Per tale motivo si padanicchia staminale, che viene
definita come il microambiente cellulare ed exthatare che sostiene le cellule
staminali e contribuisce a mantenere la loro capatiiauto-rinnovamentdoore,
2006. La nicchia staminale gioca un ruolo fondamentalerpantenere lo stato di
guiescenza, ma e in grado di fornire segnali diaattone e proliferazione in caso di
necessitagdhang, 2008; Naveiras, 2006; Crosnier, 2D06

Nel fegato, la nicchia delle cellule progenitripiagiche si trova a livello dei
canali di Hering e si compone di numerose celllerde, quali miofibroblasti e
cellule stellate epatiche, cellule endoteliali, tepdi, colangiociti, cellule di Kupffer
e cellule inflammatorie. Tutte queste cellule iatgscono tra loro e con le cellule
progenitrici epatiche influenzandone i processi lifgativi e differenziativi
attraverso numerosi segnali all'interno della niz¢Alison, 2009.

Di seguito vengono riportate le caratteristiche dlie popolazioni cellulari
indispensabili nella nicchia staminale delle cellpkogenitrici epatiche: le cellule

stellate e le cellule di Kupffer.

18



Introduzione

1.5.2 Cellule stellate

Le cellule stellate epatiche nel fegato normalditascono circa 1/3 della
popolazione cellulare non parenchimale del fegatoappresentano il 5-8%
dell'intera popolazione cellulare epaticagerts, 2001l Esse si localizzano a livello
dello spazio perisinusiodale noto come spazio @is®j a stretto contatto con gli
epatociti e le cellule endoteliali che delimitaricsinusoide epatico. Ogni cellula
presenta lunghe estroflessioni che si estendon@atplb cellulare e avvolgono i
sinusoidi, da qui il loro nome di cellule stellatta principale caratteristica
morfologica delle cellule stellate nel fegato nolena la presenza di goccioline
lipidiche citoplasmatiche contenenti vitamina Attedorma di retinolo palmitato.
Nel fegato normale, le cellule stellate sono dé&scrcome in uno stato di
guiescenza. In caso di danno epatico invece lealeghlassano ad uno stato attivato
caratterizzato da proliferazione cellulare, trasfazione in miofibroblasti con
conseguente acquisizione di facolta contrattiliaeslccessiva chemiotassi. La
quantita di vitamina A diminuisce progressivameniaizia la sintesi e deposito di
matrice extracellulare, responsabile della fibmgiella cirrosi nel lungo termine.
Le cellule stellate sono, infatti, la principalente cellulare epatica per la
produzione di proteine della matrice extracellula@me il collagene di tipo I, Il e
IV. Recenti studi hanno pero sottolineato il ruabeportante che possono avere
cellule estranee al fegato, quali le cellule statnitel midollo osseoRusso, 2006
E ormai chiaro che vi & uno stretto scambio mokeeotra le cellule progenitrici e
le cellule stellate epatich&#&ntoni-Rugiu, 2005; Kuwahara, 2008; Sanchez-Munoz
2007). Le cellule stellate sono una fonte importantdattiori di crescita, come |l
TGFa (Transforming Growth Factor alpha) e 'HGF (Hemate Growth Factor).
Le cellule progenitrici possono essere direttameetgponsabili dell'attivazione
delle cellule stellate o, viceversa, le cellulellate attivate potrebbero favorire
I'espansione delle progenitrici e guidare la loiffecenziazione. Un recente studio
su modelli animali di Van Hul(Van Hul, 2009 sembra indicare che le cellule
progenitrici epatiche necessitino di una matrice sdstegno, presumibilmente

rappresentata da miofibroblasti/cellule stella&r, la migrazione e l'ancoraggio, al
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fine di differenziare e ripopolare il fegato dangedo. Questa osservazione
rafforza lipotesi di un ruolo fondamentale dellacchia staminale nella

proliferazione e differenziazione delle cellule geaitrici.

1.5.3 Cellule di Kupffer

Le cellule di Kupffer costituiscono il 15% circa witte le cellule del fegato
e si trovano ancorate ai sinusoidi. Sono cellulepagignenti al sistema
monocitico/macrofagico ed il loro sviluppo inizi@lmmidollo osseo, con la genesi
di promonociti e monoblasti e con la successivaunaztone in monociti del sangue
periferico, completando la loro differenziazione aallule di Kupffer una volta
localizzati all'interno del fegatd3ale, 1978; Naito, 1997).
Le cellule di Kupffer risiedendo all'interno dehhe dei sinusoidi del fegato, sono le
prime cellule ad essere esposte al materiale assatal tratto gastrointestinale
(Mrass, 2008 Sono dotate di potere fagocitario verso elemestranei come
batteri e virus e fungono da cellule presentaatitigene. Sono inoltre in grado di
sintetizzare varie sostanze, tra cui citochinejdossli azoto e intermedi reattivi
dell'ossigeno. Questi fattori oltre ad autoregolégestesse cellule di Kupffer,
modulano I'azione di altre cellule immunitarie dlde&ellule epaticheSeki, 200D
Le cellule di Kupffer sono, infatti, coinvolte nellpatogenesi del danno epatico
attraverso il rilascio di sostanze biologicameritiv@ che svolgono un ruolo chiave
nella modulazione delle altre cellule. Le celluleKdipffer attivate in seguito a
contatto con sostanze pro-infiammatorie, come I'loR8odotti batterici, secernono
citochine pro-inflammatorie (TNk; IFN-a), chemochine (MCP-I, IL-8) e specie
reattive dell'ossigeno e dellazoto che contribomsr al danno epatico. In
particolare, le cellule di Kupffer secernono chemlmpe per richiamare cellule
inflammatorie circolanti e citochine quali lintetichina-6 (IL6) e TNFe, che
attivano le cellule stellate che a loro volta seoap fattori di attivazione per gli
epatociti ed in alcuni casi per le cellule progegitepatiche. In seguito a danno

epatico le cellule di Kupffer sono inoltre respdrmbBadell’attivazione di una
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risposta profibrogenica attraverso la produziond @F{§3, metalloproteinasi della
matrice, PDGF (piastrine-derived growth factor)@3R(Tacke, 2009

L'attivazione sembra essere necessaria per il nerfmazionamento fisiologico del
fegato, come la rimozione o la tolleranza agli dgestogeni, come pure in corso di
danno epatico acutd\ick, 2002

Comprendere il ruolo delle cellule di Kupffer inagte risposte diverse € una chiave

per comprendere i meccanismi della fisiologia ®logjia del fegato.

1.6. Inflammazione e rigenerazione

La rigenerazione epatica € un processo molto casple che e
accompagnato da una rete altamente controllataednasi che comprende

comunicazione intercellulare e intracellulare (AI@).
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Fig. 1.4 Complessa rete di segnali molecolari pra@citi (HPC), cellule di
Kupffer (KC), cellule ovali (OC) e cellule stellafed SC) durante un danno
epatico e conseguente rigenerazionel@aes, 2008

Le lesioni al fegato provocano cambiamenti sigativ dell’espressione e

dell'attivita di una serie di mediatori del segnpledotti dalle cellule epatiche e
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delle cellule inflammatorie endogene (cellule dipffar) ed esogene (linfociti e
cellule dellimmunita innata). Tali segnali possanere effetti opposti sulle cellule
implicate nella rigenerazione quali gli epatocitieecellule progenitrici epatiche.
Uno dei temi emergenti, infatti, circa I'attivaziulelle cellule progenitrici epatiche
e che le citochine inflammatorie hanno effetti ogtpsugli epatociti e sulle cellule

progenitrici.

1.6.1 Interferon gamma (IFNy)

L'IFN-y viene liberato dalle cellule Natural Killer e deafociti T e ha come
bersaglio gli stessi linfociti T, i linfociti B emacrofagi; I' IFNe viene liberato dai
linfociti T e B ed agisce sulle cellule normali canone antivirale.

Diverse linee di ricerca hanno dimostrato I'impore dell’interferone gamma nel
processo di attivazione delle cellule ovali. Tognsgenici con deficit di IFN
hanno dimostrato avere una risposta delle cellubdi @ttenuata un, 2004 Al
contrario, l'aggiunta di IFlNe TNF (Tumor Necrosis Factor), fattori di crescita
presenti anche durante lo sviluppo del fegato, roete l'arresto della
proliferazione degli epatociti in coltura, ma pramee |'attivazione delle cellule
ovali (Brooling, 2009.

1.6.2Tumor necrosisfactor (TNFa)

Il fattore di necrosi tumorale. (TNF o) € il principale iniziatore della
risposta inflammatoria agisce sui vasi della zona colpita aumentando la
permeabilita  vascolare, faciltando la fuoriuscitaverso la  zona
dell'immunoglobuline, dei fattori del complementigj fattori chemiottatici, ecc. A
livello epatico e stato dimostrato che [inibiziomel TNF indotta mediante
somministrazione di desametasone inibisce totakenlenproliferazione delle cellule

ovali in seguito a danno da AAF seguito da epateigoparziale agy 1998.
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Inoltre, studiin vitro hanno dimostrato che il TNF stimola la prolifeca® di una
linea cellulare immortalizzata di cellule ovalialigine murina (LE/6). Questi studi
hanno sottolineato l'importanza della famiglia d@lF nella attivazione delle
cellule ovali. Anche se una parte della produzideleTNF pud essere attribuito alla
infiltrazione di cellule inflammatorie, la maggiparte del TNF epatico prodotto

durante la rigenerazione del fegato € derivantie dallule di Kupffer.

1.6.3 Transforming growth factor g (TGF )

Il TGF B & una molecola multifunzionale che svolge un rdofedamentale
nello sviluppo embrionale, nella genesi dei tumoeilla guarigione delle soluzioni
di continuo, nei processi fibrotici e di recentestata dimostrata anche un'attivita
immunoregolatrice di tale citochina. Il TG svolge nei processi infiammatori
un‘attivitd chemotattica per i monociti in un prinstadio, mentre in una fase
successiva attiverebbe le stesse cellule peagaib di altri mediatori.

A livello epatico € riportato che il T@F ha un effetto regolatore
differenziale sugli epatociti maturi e sulle ceffudvali. Il TGP e, infatti, in grado
di indurre I'apoptosi negli epatociti maturi, manrgulle cellule ovali o sull’epitelio

biliare Jung , 2008

1.6.4 Interleuchina 6 (I1L-6)

L’IL-6 viene liberata da linfociti e macrofagi edjiace sugli stessi linfocit T e
linfociti B determinandone l'attivazione. A livellepatico essa sembra regolare
l'attivazione e la proliferazione delle cellule bydunzione evidenziata in topi
knock-out per I'IlL-6 i quali mostrano una ridottatigazione delle cellule
progenitrici in risposta ad una dieta carente dineo(Matthews, 2004 Gli stessi
dati sono stati confermati dopo aver somministclgsametasone in topi sottoposti

ad epatectomia parzialsldgy, 1993
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1.7 Inflammazione e cancerogenesi

L’inflammazione gioca un ruolo indispensabile neitgenerazione epatica e piu
in generale nella risposta a danno epatico, maaenair noto che vi sono altri
risvolti. L'infiammazione cronica € alla base dogessi patologici per la maggior
parte delle neoplasie uman8a(kwill, 200]). Circa il 25% delle neoplasie sembra
essere associato ad uno stato di inflammazioneicerdn quasi tutti i distretti
corporei Perwez Hussain, 20071l ruolo dell'inflammazione nella cancerogenesi
stato per la prima volta proposto da Rudolf Virchoel 1863, quando noto la
presenza di leucociti nei tessuti neoplastici. Dallg prime osservazioni molti altri
studi hanno accumulato dati a sostegno della ted@ai tumori possono avere
origine presso i siti di infezione o inflammazioa®nica Mueller, 2004. Infatti,
nonostante la risposta inflammatoria sia una fodmdifesa contro le infezioni o le
lesioni e sia soprattutto un processo autolimitalateisoluzione inadeguata di una
risposta inflammatoria spesso conduce a varie tmalatroniche tra cui
potenzialmente anche il canciatkson, 2006; Schottenfeld, 2D0&d esempio, lo
sviluppo di carcinomi dello stomaco, del fegatdjadeolecisti, della prostata e del
pancreas é stata attribuita a inflammazione gasinidotta da Helicobacter pylori,
epatite cronica, colecistite, atrofia inflammatomlla prostata e pancreatite
cronica, rispettivamenté&ghottenfeld, 2006; Matsuzaki, 2007; Philpott, 2004

L'inflammazione cronica € coinvolta in tutte le ifadella carcinogenesi.
L’inflammazione agisce, infatti, come un fattoregotatore nell’iniziazione
determinando instabilitd genomica causata dallssiga produzione di ROS
(Perwez Hussain, 2007, Lu, 2Q00&’infammazione agisce poi come regolatore
fondamentale della promozione e progressione dehote tramite diversi
meccanismi tra cui l'accelerazione del ciclo callele quindi della proliferazione
cellulare, I'evasione dalla morte cellulare prograata o apoptosi e la stimolazione
della neovascolarizzazione tumordarhilip, 2004; Surh, 2001
Tra i principali attori molecolari coinvolti nellsse infiammazione-cancro, si

annoverano citochine, chemochine, prostaglandi@®e
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1.8 Cellule staminali tumorali

E noto che il cancro si sviluppa a partire da téssarmali attraverso I'accumulo di
alterazioni genetiche che agiscono di concertocpeferire fenotipi maligni. Ad
0ggi si conoscono molti geni che quando mutati sesponsabili della formazione
e della progressione di tumori ma ancora non cftezea per la maggior parte dei
tumori umani circa l'identita della popolazione lotdre che subisce tali eventi
genetici. Le cellule differenziate, a lungo impetatome origine della massa
tumorale presenterebbero delle caratteristiche nipeaibili con tale ruolo. Ad
esempio, le cellule differenziate, specialmentalgouni distretti corporei come gli
epiteli, raramente proliferano e vengono rapidamesustituite, di conseguenza la
probabilita che in una singola cellula si accumuliona serie di mutazioni
necessarie per la formazione di un tumore € mass. Inoltre, la maggior parte
dei tumori sono eterogenei, composti da cellule olastrano diversi gradi di
differenziazione e di trasformazione, che rendgailg capire come una cellula ben
differenziata sia in grado di dare luogo a molw@Epliipi di cellule meno
differenziate, anche considerando la possibilita thprocesso di trasformazione
induce un certo grado di dedifferenziamento. Aéfah spiegare queste incoerenze,
negli ultimi anni si sta sempre piu affermandodaria delle “Cancer Stem Cell”
(CSC), secondo la quale le cellule staminali satemute all’origine del processo
neoplastico, date le proprie caratteristiche dif“senewing” illimitato e la loro

emivita, superiore rispetto a tutte le altre celldifferenziate (Fig. 1.5).
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Fig. 1.5 Teorie sulla cancerogenesi. a) Teoriassatassecondo la quale la massa
tumorale nasce da cellule differenziate; b) Tedabe cellule staminali tumorali
(CSC)
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L’implicazione piu importante di questa teoria éplassibilita di sviluppare
una terapia antiblastica che vada a colpire diredtge le cellule staminali alla base
dello sviluppo neoplastico. Infatti, I'inefficacargeting verso questa popolazione di
cellule all'interno del tumore spiega fallimentigeeutici e la ricorrenza di malattia
(Al-Hajj, 2004. La maggior parte degli agenti chemioterapiootaissici presenta
infatti come bersaglio le cellule in rapida praoldgione, suggerendo che le cellule
staminali del cancro possono sopravvivere a tattamenti grazie al loro tasso di
proliferazione molto piu lento.

Alcune importanti evidenze sperimentali sembranonfermare |l
coinvolgimento delle cellule ovali nel processdrdsformazione neoplastica anche
nell'epatocarcinoma, una delle neoplasie piu défusel mondo. Nonostante la
presenza di cellule ovali durante il processo dticagenesi epatico sia ormai
stabilita, non si conoscono ancora i meccanismuleel e molecolari con cui
gueste cellule partecipano al processo di trasfoiona neoplastica, né la loro
interazione con altre cellule tipiche del tessufmatieo (es. cellule stellate,

fibroblasti, epatociti, ecc).
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1.9. Dimorfismo fisiopatologico del danno epaticoei due sessi

Nelluomo e nota una sostanziale differenza nedldenza delle malattie
epatiche croniche, in particolare dellHCC, nei olasrispetto alle femmine. Si
stima infatti che HCC é 3-5 volte piu comune neglmini che nelle donnddpsch,
2009 e nell’'epatocarcinogenesi sperimentale, si spdupiu frequentemente negli
animali di sesso maschile rispetto a quelli di gdemminile.

Alla base di tale differenza si possono riconduredla specie umana cause
prettamente di tipo sociologico (ad esempio maggarsumo di alcol e diverso
stile di vita nell’'uomo rispetto alla donna) e iglid fisiologico. La causa fisiologica
principale € da ricercare nell'azione svolta dagihoni sessuali, in particolare gli
estrogeni. Il fegato e, infatti, un organo sensilabli effetti degli estrogeni e le
differenze nel livello di ormoni sessuali circola,t nellespressione epatica dei
recettori degli ormoni sessual gkoyama, 200Q5si ritiene che sia responsabile del
dimorfismo nella fisiopatologia epatica nei duesse& questo proposito, numerosi
studi sperimentali sono stati condotti per chialeéfetto degli ormoni sessuali in
corso di danno epatico sia nel miglioramento, slapeggioramento della lesione
epatica.

E noto che gli ormoni estrogeni presentano unanpetazione mitogena che
favorisce la proliferazione cellulare. Accanto aespo concetto bisogna pero
considerare anche che il meccanismo responsalie digersa risposta a stress
epatici nei due sessi puo essere ricondotto ad dimersa modulazione della
risposta infiammatoria. Infatti, sebbene il mecsar responsabile di un danno
epatico e diverso per ogni tipo di stress che lesaaci sono meccanismi comuni,
quali Tl'attivazione di processi infiammatori Kgrshenobich, 2003 Ia
sovrapproduzione di specie reattive dell'ossigdrakéyama, 1992 le alterazioni
del microcircolo Yollmar, 1996. Inoltre, l'attivazione delle cellule di Kupffer
(Tsukamoto, 2002¢ I'aumento delle molecole di adesione per i leiic¢Ohki,
1998 sono stati proposti come possibili meccanismi.

Gli estrogeni sono in grado di agire sui divergi ttellulari del fegato

contribuendo a preservare la funzione epatica mdizoni di stress. Queste azioni
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comprendono la promozione del processo di rigemmrazdegli epatociti, la
riduzione delle citochine pro-inflammatorie e d#hscio di radicali dell’ossigeno
da parte delle cellule di Kupffer, l'attenuazionelld risposta contrattile e la
produzione di collagene da parte delle cellulelaelepatiche, e I'up-regulazione
della ossido nitrico sintetasi endoteliale (eNO8&lJencellule endotelialiYokoyama
et al, 200%. Tuttavia, il preciso meccanismo responsabilgatii differenze tra

maschi e femmine rimane ancora da stabilire cotezrza.
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2. SCOPO DELLO STUDIO

Obiettivo principale dello studio e stato la vakitee della diversa risposta
cellulare, bioumorale e molecolare in topi di emtba i sessi a danno epatico acuto
e cronico, potenzialmente carcinogenico. E statpariicolare analizzato il ruolo
delle cellule ovali e del microambiente cellulareinrfiammatorio in corso di
patologia epatica acuta e cronica e durante laugpd dell’'epatocarcinoma in
modelli in vivo. L’analisi & stata condotta valutando la proliféoaz delle cellule
ovali e delle cellule stellate, valutando lI'enti@lla risposta inflammatoria e i
valori degli indicatori bioumorali di funzionali&necrosi epatica.

La ricerca si e articolata pertanto nei seguernitipu

* Analisi della risposta cellulare e molecolare cgusnte all’induzione di
danno epatico, in animali maschi e femmine;

» Valutazione della presenza di cellule ovali in mbdaurini di patologie
epatiche acute, croniche e di natura neoplastica,

» Valutazione del coinvolgimento di altre cellule ullule stellate e cellule

di Kupffer nel processo di danno epatico.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Modelli animali

Tutti gli esperimenti con animali sono stati condatel rispetto delle
normative vigenti (L. 116/92). Per tutta la durakgli esperimenti gli animali
hanno avuto libero accesso a cibo ed acqua e gaharentenuti a temperatura
costante di 20°C e con cicli luce/buio di 12 ora.dtabulazione & stata mantenuta
presso lo stabulario semi-barrierato con barridP& ESpecific Pathogen Free) di
Scienze Farmaceutiche dell’'Universita di Padova. dgtieesperimenti sono stati

utilizzati topi del ceppo Balb/c.

3.1.1 Primo esperimento di danno epatico acuto

Il primo modello di danno epatico acuto chimicaneemdotto e stato
allestito al fine di indurre la proliferazione deltellule ovali in topi Balb/c di 8
settimane all'inizio del trattamento e di entramibsessi. A tal fine é stato
modificato un protocollo classico di induzione grevede lo stimolo che blocca la
proliferazione degli epatociti endogeni, seguito danno che induce la
rigenerazione e quindi la proliferazione delle wellprogenitrici.

Il blocco degli epatociti endogeni € stato indattediante somministrazione
di due dosi da 50 mg/kg in soluzione fisiologicavtbnocrotalina (Sigma-Aldrich)
mediante iniezione intraperitoneale con intervaliadue settimane tra una dose e
I'altra. La Monocrotalina € un alcaloide pirrolirito derivato da numerose piante
del genere Crotalaria che induce il blocco dellaifarazione degli epatociti (FIG.

3.1). La Monocrotalina viene biotrasformata a livetpatico mediante ossidasi in
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una forma bioattivata (Monocrotaline pirrolo) chgisge come agente alchilante di
proteine e DNA interferendo quindi con il ciclo lcédre (amé, 2005, Butler,

1970.

HQ OH
HSCH&‘_’\\\CHS

HC*OJ V_O Fig. 3.1 Struttura chimica della Monocrotalina
O\

A 15 giorni dall'ultima dose di Monocrotalina é &tandotto danno epatico
acuto mediante somministrazione di singola dose, @ ml/Kg in olio d'oliva di
tetracloruro di carbonio (CglSigma-Aldrich) mediante iniezione intraperitoreeal
I CCls € un composto sintetico epatotossico che si acleumel parenchima
epatico dove subisce la trasformazione CitocromsORHipendente, che determina
la formazione di un metabolita altamente reattivoadicale libero CGP. Questo
provoca la perossidazione dei fosfolipidi delle nbeame cellulari epatiche con
conseguente necrosi a livello della zona 11l dddulo epatico. Ne consegue una
risposta inflammatoria inizialmente dovuta all'asizione delle cellule di Kupffer
che secernono citochine, chemochine ed altri fgpt@-infliammatori, i quali, oltre
ad avere effetti citotossici diretti, attraggonoattivano altri monociti, neutrofili e
linfociti dal torrente circolatorio che contribumm all'instaurarsi del danno
epatico.

In tutti i gruppi di trattamento gli animali sontas sacrificati a 24 ore e ad
8 giorni dall'induzione del danno. Ad ogni end-plosono stati sacrificati 6 maschi
(di cui 4 trattati e 2 controlli sani) e 6 femmi@ketrattate e 2 controlli sani).
Tale modello animale di trattamento con Monocratale CCJ (gruppo A) é stato
confrontato con animali trattati esclusivamente €@l, (Gruppo B) al fine di
valutare l'effettiva azione di blocco della proldeione indotto dalla

Monocrotalina. Anche in questo caso gli animalisaetati sacrificati a gruppi di 6
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animali maschi e 6 femmine (4 trattati e 2 contnpér ogni gruppo) a 24 ore e 8
gironi dal danno.

La valutazione di eventuali effetti indotti dallala Monocrotalina & stata
effettuata su animali maschi e femmine trattatlisseamente con Monocrotalina e
sacrificati a 2 settimane dalla seconda e ultinmrsmistrazione (Gruppo C). Nella
Tabella 3.1sono riassunti i gruppi di trattamento.

Al momento del sacrificio tutti gli animali soncatitanestetizzati mediante
anestesia gassosa (miscela di ossigeno e fluoeghé)stato eseguito un prelievo
ematico mediante puntura intracardiaca. Gli anirsalo stati quindi sacrificati
mediante dislocazione cervicale ed € stato predeitadiegato processato poi per

I'inclusione in paraffina e le successive anaksbiogiche.

Tabella 3.1Sintesi dei gruppi di trattamento del primo esperito di danno acuto

Gruppo Trattamento Sacrificio n° trattati  n° controlli

A Monocrotalina + CCl, 24 ore 43+4Q 23+29
8 giorni 43+4Q 283+29

B CCly 24 ore 43+49 23+29
8 giorni 43+49 283+29

C Monocrotalina 2 dosi  15gg da ultima 43 +49Q 23 +29
dose

3.1.2 Secondo esperimento di danno epatico acuto

Al fine di completare il quadro di progressione d#dnno e della
conseguente riparazione e rigenerazione I'espetonerstato ripetuto in animali
maschi e femmine trattati con unica dose di [JJ0I75 miI/Kg in olio d’oliva) e
sacrificati a 48 ore, 5 giorni, 8 giorni e 12 giodalla somministrazione. Ad ogni
end-point sono stati sacrificati 6 maschi (di cutrdttati e 2 controlli sani) e 6

femmine (4 trattate e 2 controlli sani) per unl®td 48 animali.
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Allo stesso modo, al momento del sacrificio gli mali sono stati
anestetizzati mediante anestesia gassosa e sdittapolievo ematico mediante
puntura intracardiaca.

Dopo il sacrificio per dislocazione cervicale, g#ghto e stato rimosso
totalmente e processato in parte per I'inclusionpdraffina per I'analisi istologica
e immunoistochimica e in parte congelato in azimgoidio e conservato a -80°C per

I'analisi molecolare.

3.1.3. Danno epatico cronico potenzialmente cance®no

Un terzo modello animale é stato allestito per tzakiil ruolo delle cellule
ovali e delle differenze nei due sessi durante dacmonico con una sostanza
cancerogena, la Dietilnitrosamina (DEN). La DEN re nitrosoderivato con note
proprieta cancerogene in modelli animali, sommiatst attraverso diverse vie si e,
infatti, rivelata cancerogena in tutte le speciemah trattate producendo tumori
benigni e maligni del fegato, del rene, della Gavitasale, del polmone, della
trachea, dell'esofago. | metaboliti derivanti dala biotrasformazione indotta dal
citocromo p450 (&ethyldeoxyguanosine e “Oe F-ethyldeoxythymine) sono
sostanze promutagene in grado di iniziare il precel carcinogenesi nei distretti
coinvolti (Fig. 1.6).

La DEN é stata somministrata ad un totale di 48 Bab/c di 8 settimane di
entrambi i sessi. La DEN é stata dissolta nellacqli abbeveraggio, alla
concentrazione di 50 parti per milione (50 ppm). DEN €& una sostanza
fotosensibile di conseguenza sono stati utilizabbeveratoi per roditori oscurati e
'acqua é stata cambiata due volte a settimanaar@tali controllo hanno ricevuto

acqua non trattata posta in abbeveratoi oscucatn®iata due volte a settimana.
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Figura 1.6 Struttura molecolare della DEN (A) e meccanismo di
biotrasformazione (B)

Il trattamento con DEN é stato prolungato per 13 8,5 mesi. Ad ogni end-
point sono stati sacrificati 6 maschi (di cui 4t e 2 controlli sani) e 6 femmine
(4 trattate e 2 controlli sani). Al momento detrsizcio tutti gli animali sono stati
anestetizzati mediante anestesia gassosa (midce$sideno e fluorene) ed e stato
eseguito prelievo ematico mediante puntura intchaaa. Dopo il sacrificio per
dislocazione cervicale, il fegato e stato rimosdaltnente e processato in parte per
I'inclusione in paraffina per I'analisi istologica immunoistochimica e in parte
congelato in azoto liquido e conservato a -80°Cl’pealisi molecolare. Sono stati

prelevati inoltre rene, milza e un tratto di piezaitestino per I'analisi istologica.
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3.2 Analisi istologica

3.2.1 Inclusione in paraffina

Gli organi subito dopo il prelievo sono stati presati per l'inclusione in
paraffina. Al prelievo e seguita la riduzione inzpedi piccole dimensioni e la
fissazione per almeno 24 ore in soluzione di fomaal(Sigma-Aldrich) al 4% in
acqua milliQ. Al termine della fissazione i pezestino stati sciacquati in acqua
distillata per eliminare i residui di formalina chmotevano interferire con la
successiva colorazione e quindi disidratati medigaissaggi successivi in soluzioni
di etanolo ed acqua distillata a concentrazionemadenti. In particolare sono stati
eseguiti passaggi di due ore in etanolo al 70%,cdeen etanolo al 80%, due ore in
etanolo al 90%, una notte in etanolo al 95%, 2ioretanolo al 100%. Ha fatto
seqguito la diafanizzazione mediante passaggio @irann soluzione di xilene ed
etanolo assoluto (1:1, v/v) e quindi in xilene petulteriore ora. Al termine della
disidratazione i pezzetti sono stati posti in plamafpreriscaldata a 60°C per almeno
2 ore al fine di impregnare tutto il tessuto digfina e quindi inclusi e lasciati
raffreddare a temperatura ambiente.

Al microtomo (Histoslide 2000, Reichert-Jung), s@tate ottenute sezioni
dello spessore di 4um, che sono state fatte aderire su vetrini portatigg

SuperFrost Plus (Menzel-Glaser).

3.2.2 Colorazione ematossilina eosina

Sulle sezioni di 4um ottenute al microtomo é stata eseguita la coionaz
ematossilina-eosina secondo i comuni protocolli. kezioni  sono state
preventivamente deparaffinate tramite due passaggjene, ciascuno di 5 minuti e

idratate tramite passaggi di 5 minuti ciascuno ima uscala discendente di
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concentrazioni di etanolo in acqua distillata: etarassoluto, etanolo 95%, etanolo
80% ed etanolo 70%. L’idratazione si € conclusadjuion un passaggio di almeno
10 minuti in acqua distillata. In seguito ciascwsezione € stata trattata con il
colorante ematossilina (Merk) che colora di bluletim i nuclei per 3 minuti, lavata

2 volte velocemente in acqua distillata e conttagp@r 3 minuti in acqua di fonte.

Quindi e seguito il trattamento con eosina (Mena&) 1,30 minuti e lavata ancora
velocemente in acqua distillata.

Il montaggio & stato eseguito con HistochBidounting Media (Amresco)
previa disidratazione con passaggi rapidi in e@80%, 95%, 100% e xilene.

Per ogni animale sono state valutate 4 sezionrshve di ogni sezione sono
stati valutati 4 campi rappresentativi. E stata ndui effettuata I'analisi
semiquantitativa per definire I'entita del dannopdaite di due operatori distinti. La
scala di valutazione e stata stabilita arbitrariat®ela un punteggio minimo paria 0

(nessun danno) ad un massimo di 5 (necrosi coagulkedtesa) (Tabella 3.2).

Tabella 3.2 Scala per la valutazione del danneedidi isologico

Punteggio Descrizione

0 Nessun danno

1 Infiltrato infammatorio lieve

2 Alcune cellule parenchimali alterate in zone fate e/o citolisi
residua

3 Infiltrato inflammatorio importante associato atfivazione cellulg
inflammatorie endogene e/o citolisi estesa

4 Necrosi localizzata

5 Necrosi coagulativa estesa
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3.2.3 Colorazione speciale Tricromica di Masson

E stata quindi eseguita la colorazione specialerdmica di Masson che
mette in evidenza le fibre di collagene (coloraeiorerde) e quindi I'eventuale
presenza di fibrosill metodo associa una colorazione nucleare otterota
ematossilina ferrica di Weigert, una colorazionledemazie con acido picrico e
una colorazione del connettivo con due differentoanti acidi. Per la colorazione
e stato utilizzato un kit commerciale (Bio-Optichlilano). Rapidamente, il
procedimento utilizzato e il seguente. Dopo avepadaffinato ed idratato le
sezioni, sono state trattate per 10 minuti con Besdina ferrica sec. Weigert, sol.
B ed Ematossilina ferrica sec. Weigert, sol. Aetrini sono stati sgocciolati e sulle
sezioni € stato posto acido picrico in soluziomeléta e lasciato agire per 4 minuti.
In seguito ad un rapido lavaggio in acqua distillatstata posta sulle sezioni fucsina
di Ponceau B per 4 minuti. | vetrini sono statidvwn acqua distillata e subito sono
stati trattati con Acido fosfomolibdico al 1% pe® Ininuti. Senza sciacquare, i
vetrini sono stati sgocciolati e trattati con vetdee allo 0,3% per 5 minuti. Le
sezioni sono state lavate in acqua distillata endjudisidratate rapidamente
attraverso la serie ascendente di alcol sostandoinlito nell'ultimo assoluto.
L'ultimo passaggio e stato effettuato in xilenei @dtrini sono poi stati montati con

Histochoic€ Mounting Media (Amresco).

3.2.4 Colorazione PAS-D

La reazione PAS (Periodic-Acid-Schiff) € una reaeiastochimica che
evidenzia componenti tessutali contraddistinti dgpgi glicolici o aminoidrossilici
adiacenti, colorandoli in rosso magenta.

Nella colorazione PAS, il materiale viene trattaton acido periodico;

durante questo processo i glicoli 1,2 vengono esisid gruppi aldeidi. Con |l
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reagente di Schiff, le aldeidi reagiscono a formdigddeidi rilevate mediante la
precipitazione di un complesso insolubile color ereg (aldeide fucsina).

La colorazione PAS puo0 essere associata al peetratito con un enzima, la
alpha-amilasi, nota anche come diastasi, comunenyesente nella saliva. Tale
enzima degrada il legame 1-4 glucosidico del gecmgdando origine a zuccheri
idrosolubili (maltosio e destrina), eliminati dutanla colorazione. Nella
colorazione PAS-D quindi il glicogeno non risultadenziato.

Il protocollo prevede che dopo la reidratazionesédeioni vengano trattate
con diastasi per 20 minuti a temperatura ambidnteeguito ad accurato lavaggio
le sezioni sono state trattate con soluzione dicaperiodico 0,5% (Sigma-Aldrich)
per 5 minuti a temperatura ambiente. | vetrini sstadi lavati piu volte in acqua
distillata. Le sezioni sono state quindi trattaten aeagente di Schiff (Sigma-
Aldrich) per 15 minuti a temperatura ambiente. Daper lavato i vetrini in acqua
corrente per 5 minuti, é stata effettuata la cadior@e di contrasto in soluzione
ematossilina di Gill 3 per 90 secondi. Previo layiagn acqua corrente i vetrini
sono stati fatti asciugare allaria e montati coistéthoic€ Mounting Media

(Amresco).

3.25 Immunoistochimica

Sulle sezioni paraffinate di 4m é stata quindi effettuata analisi
immunoistochimica per mettere in evidenza cellwalio cellule stellate attivate/
miofibroblasti e cellule di Kupffer. Gli anticorgirimari utilizzati e le diluizioni di
lavoro sono riportate in Tabella 3.2. La reaziomemunoistochimica € stata
eseguita secondo la metodica standard per l'arogdiine del segnale con biotina-
streptavidina adattata alle caratteristiche deluiEsepatico.

Le sezioni epatiche, a seguito della deparatfii@atsono state poste in
tampone citrato (2.94 gr in 1000 mb®, pH 6) per effettuare lo smascheramento

antigenico mediante riscaldamento con microonde Jfieminuti totali a media
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potenza e successivo raffreddamento delle sezlbblocco delle perossidasi
endogene e stata effettuata mediante incubaziaméigd, (Sigma-Aldrich) al 3%

per 20 minuti a temperatura ambiente in camera amid tessuto epatico e
particolarmente ricco di biotina ed avidina endagedi conseguenza, con la
metodica standard il segnale di fondo risulta paltirmente elevato. E stato quindi
eseguito il blocco dell'avidina e della biotina egdne mediante un kit
commerciale (Dako), al fine di rendere il segnalgé phiaro ed evitare falsa
positivita. Dopo accurato lavaggio con PBS e séasteguita la saturazione dei siti di
legame mediante incubazione con siero (normal Sedafianimale in cui & stato

prodotto il secondario. Il siero e stato utilizzalol0% in PBS ed incubato per 15
minuti a temperatura ambiente. Senza lavaggi irddrmé stato eseguita

'incubazione con I'anticorpo primario, alle diludni indicate inTabella 3.3

Tabella 2.3 Anticorpi primari utilizzati e condizioni di incazione (O/N overnight, TA
temperatura ambiente).

Anticorpo Tipo Ditta Incubazione
Citocheratine Rabbit poly  Dako 1:2000 O/N 4°C
(WSS)

aSMA (clone 1A4) Mouse mono  Sigma-Aldrich 1:4000 2 ore TA
CD68 Rat poly Abcam 1:200 2 ore TA

Dopo 2 accurati lavaggi di 5 minuti ciascuno in PBSsezioni sono state
incubate con i rispettivi anticorpi secondari mdati anti-rabbit (Dako), anti-rat
(Dako) e anti-mouse (Vectors Labs) diluiti 1:250 RBS. L'incubazione e stata
eseguita per 40 minuti a temperatura ambiente mmeca umida. Le sezioni sono
state poi lavate in PBS 2 volte per 5 minuti ciascun seguito e stata effettuata
lincubazione con streptavidina-HRP diluita 1:500 PBS per 40 minuti a
temperatura ambiente. La rilevazione della reaziénstata effettuata mediante
incubazione con 3-3' diaminobenzidina (DAB, Veclaboratories, UK) per 5

minuti a temperatura ambiente. Dopo il blocco dedlazione in acqua distillata, i
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nuclei sono stati contrastati mediante colorazicoe ematossilina per 1 minuto a
temperatura ambiente. E seguita la disidratazioiter®ntaggio dei vetrini come
precedentemente descritto.

Per ogni vetrino e stato eseguito un controllo tiegaostituito da campioni
incubati con il solo anticorpo secondario omettehaaticorpo primario (controllo
di specificita).

La valutazione semi-quantitativa della immuno-ieaft per
pancitocheratine exSMA €& stata effettuata analizzando due sezioni qugni
animale (trattati e controlli), in maniera indipemnte e casuale da parte di due
operatori, mediante I'utilizzo del microscopio otti(Leica DM2000), collegato alla
telecamera (Nikon). | risultati sono stati espraastermini di numero di cellule
positive per le pancitocheratine e numero di sedginp@riportali e/o portoportali

positivi peraSMA calcolati in 10 campi ottici + SEM.

3.2.6 Immunofluorescenza

L’anticorpo antiaSMA €& stato testato sulle sezioni epatiche anchdiante
immunofluorescenza. Il procedimento utilizzato énik a quello riportato per
'immunoistochimica con alcune modifiche. Alla depifinatura ed idratazione in
acqua distillata delle sezioni &€ seguito lo smaschento antigenico con sodio
citrato come riportato precedentemente. In segudtato effettuato il blocco dei siti
di legame mediante incubazione con siero al 10%B% e quindi I'incubazione
con lanticorpo primario (diluizione 1:2000 in PB®er 2 ore a temperatura
ambiente. In seguito ad accurati lavaggi e stategwet I'incubazione con
I'anticorpo secondario anti-mouse coniugato diregate con FITC. | vetrini sono
stati montati con montante idrofilo contente DAR&¢tor Labs).

Per ogni vetrino € stato eseguito un controllo tiegaostituito da campioni
incubati con il solo anticorpo secondario omettehaaticorpo primario (controllo

di specificita).
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L’utilizzo di un anticorpo secondario direttamemtaniugato al fluorocromo
aggira molti dei problemi derivanti dalle caratéiche del tessuto epatico, tra cui la
presenza di perossidasi, biotina ed avidina endagen

Le sezioni sono state analizzate mediante micras@jfluorescenza (Leica
DM2000).

| risultati sono stati espressi in termini di numei segmenti periportali e/o

portoportali positivi pelSMA in 10 campi ottici+tSEM.

3.3 Analisi bioumorali

| campioni ematici sono stati raccolti in prove#ti8D Micrptainer® con
Litium Heparin e gel per separazioni plasmatichenamento del sacrificio degli
animali del primo esperimento di danno acuto e’agerimento con DEN. Tali
campioni sono stati testati per la quantificaziatie bilirubina totale, bilirubina
coniugata e bilirubina non coniugata, ALT e AST miate del laboratorio analisi
centrale dellAzienda Ospedaliera di Padova. Sdab atilizzati per le analisi le
normali procedure utilizzate per i campioni emationani. | valori degli animali
trattati sono stati rapportati ai valori risconitnagégli animali controllo non trattati

ed indicati come mediazSEM.

3.4 Analisi espressione genica

3.4.1 Estrazione RNA totale

L’RNA totale é stato estratto dai frammenti di fegaonservati a -80°C. |
frammenti sono stati polverizzati in un mortaio nesa@endoli in azoto liquido. La
polvere ottenuta e stata posta in una provetta fijgpé€ a cui e stato aggiunto un

volume adeguato di Triz8l(Invitrogen). Sono stati quindi aggiunti 0,2 voludi
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cloroformio. | campioni sono stati mescolati eneagnente per qualche secondo e
quindi posti in ghiaccio per 15 minuti. Al termidell'incubazione i campioni sono
stati centrifugati per 15 minuti a 12000 rpm in tténga refrigerata. Al termine
della centrifugazione si possono individuare 3,fésiprima acquosa, la seconda
biancastra costituita dalle membrane cellulari ¢efaa rossa contenente il Trizol
residuo. E stata recuperata esclusivamente ladegeosa nella quale & presenta
I'RNA, ponendo particolare attenzione a non tocdarparte bianca membranosa.
A ciascun campione e stato quindi aggiunto 1 voluinesopropanolo freddo (a -
20°C) e le Eppendorf sono state mescolate per sioreg e poste a -80°C per
un’ora. Al termine dell'incubazione i campioni sosiati centrifugati per 15 minuti
a 12000 rpm in centrifuga refrigerata. Il pelleteouto € stato quindi lavato per 3
volte con etanolo 75% in acqua DEPC (priva di RNasattata con
dietilpirocarbonato) mantenuto a -20°C. Dopo ciastavaggio i campioni sono
stati centrifugati per 5 minuti a 12000 rpm in céaga refrigerata. Al termine del
terzo lavaggio I'etanolo e stato eliminato compietate ed il pellet fatto asciugare
in speed-vac al fine di eliminare qualunque tracdiaetanolo che potrebbe
interferire con la successiva retro trascrizioriepdllet di RNA asciutto e stato
risospeso in 20 ul di acqua DER@ i campioni sonatati quindi conservati a -
80°C. La concentrazione dellRNA totale estrattcstata quantificata mediante
lettura allo spettrofotometro a 260 nm mentre leepra e stata stimata tramite i
rapporti d'assorbanza A260/A280 e A260/A230.

3.4.2 Retrotrascrizione

L’'RNA totale e stato retrotrascritto in cDNA impiggdo la retrotrascrittasi
SuperScript e utilizzando primers universali (ramfloT utte le procedure sono state
eseguite in ambiente ad uso esclusivo per RNAnal dii evitare contaminazianii
protocollo di retro trascrizione prevede che vengeeparata una mix di

denaturazione per ciascun campione da retrotrasersosi composta:
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DTT 0,1M
Buffer 5X
dNTPs 5 mM
Random primers 50 uM

Tutti i reagenti utilizzati per questa fase e la&cassiva sono della ditta
Invitrogen.
E stato quindi aggiunto 1 pug di RNA quindi postomi a 72°C per 5 minuti al
termine dei quali i campioni sono stati posti sobih ghiaccio per evitare la
rinaturazione dell’acido nucleico.

La mix di retrotrascrizione e stata preparata aguente modo:

Retrotrascrittasi Superscriptl] 140 U

RNasi out 98 U

Acqua DEPC g.b. per arrivare a 25 pl

La retrotrascrizione, che avviene in un volumeléoth 25ul, prevede i seguenti
passaggi: 42°C per 50 minuti, 95 °C per 5 minutiainpioni vengono mantenuti a
4°C fino alla successiva precipitazione del cDNAe chene effettuata mediante
incubazione over-night a -80°C con 0,1 volumi diiscacetato 3 M e 2.5 volumi di
etanolo assoluto, allo scopo di eliminare i sak gotrebbero interferire nelle fasi
successive. |l pellet di cDNA e stato quindi reaap@ mediante centrifugazione e
lavato con etanolo al 75%, lasciato asciugare aspisso in acqua. Il cDNA cosi

ottenuto e stato conservato a -20 °C.
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3.4.3 Real Time PCR

| campioni di RNA totale cosi ottenuti sono staiakzzati mediante Real
Time PCR utilizzando il SYBR Green (Quiagen) com@igatore di fluorescenza e
verifica della specificita dei prodotti amplificathediante curva di melting. La
Real-Time PCR e una tecnica che consente la sineataamplificazione e
quantificazione del DNA stampo attraverso il moraggio in tempo reale
dell'intensita di fluorescenza che si libera dalqotto di amplificazione durante la
reazione a catena della DNA polimerasi: questdtasuossibile mediante I'impiego
di marcatori fluorescenti il cui accumulo, a livetlel prodotto di reazione, segue la
stessa cinetica della PCR. Il Syber green emetidflunorescenza maggiore quando
intercalato al DNA a doppia elica, quindi, con iropedere dei cicli di
amplificazione, si assistera ad un continuo aumeetta fluorescenzaMorrison,
1998. Il ciclo raggiunto il quale la fluorescenza supéraalore base (threshold)
viene indicato come Ct (Cycle threshold).

L’analisi dell’espressione genica e stata condatiacampioni conservati a -
80°C per i seguenti genp-actina, IL-4, IL-6, IL-10, IFNy, TNF-a, HIF-1a,
EPASL1. Le sequenze nucleotidiche dei geni di istesono state individuate
tramite  consultazione del database Nucleotide digde online
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMBearch&DB=nucleotide). |
primer sono stati disegnati mediante impiego déwswe Probe Finder (Roche) a
cavallo tra 2 esoni adiacenti, in modo tale da uskle I'amplificazione di
eventuale DNA contaminante ed analizzati medidnseftware disponibile online

al sito www.bmr-genomics.it.
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| primer e la rispettiva temperatura di annealisgno indicati inTabella

3.3.

Tabella 3.3 Primer murini utilizzati e relativa tperatura di anneling

Gene Primer Forward Primer Reverse Temp
B-actina | CTAAGGCCAACCGTGAAAAG ACCAGAGGCATACAGGGACA 8°C

IL-4 TGGTGTTCTTCGTTGCTGTG TGGTGTTCTTCGTTGCTGTG 60°C
IL-6 ACCAAACTGGATAATCAGGA CCAGGTAGCTATGGTACTCCA 58¢C

IL-10 CCAGTTTTACCTGGTAGAAGTGAT | TTTTCACAGGGGAGAAATCG 56°C

IFN-y ATCTGGAGGAACTGGCAAAA TTCAAGACTTCAAAGAGTCTGAGG | 59°C
TNF-o TCTTCTCATTCCTGCTTGTGG GGTCTGGGCCATAGAACTGA 60°C
HIF-1a GCACTAGACAAAGTTCACCTGAGA | CGCTATCCACATCAAAGCAA 59°C
EPAS1 GTGTGTCAAACTATGTGCTGA GTGTGGCTTGAACAGGGATT 5Q

La mix di reazione per ciascun campione & coshitti:

2 ul di cDNA campione

0,75uM primer Forward e 0,7bM Reverse

acqua RNAsi free

SYBR Green PCR Master mix secondo le indicazioHad#tta fornitrice

Nel controllo negativo sono stati utilizzatu2di acqua RNAsi free al posto

del cDNA. L’amplificazione e stata condotta utikrmo lo strumento Lightcycler 1l

(Roche) con il seguente programma: 15 minuti a 9pec attivare la Taq DNA

polimerasi; 20 secondi alla temperatura di appammehe dipende dalla coppia di

primers utilizzati; 15 secondi a 95°C per la deragione; 10 secondi a 72°C per

I'estensione. Tali cicli sono stati ripetuti in madO0 volte.

| dati sono stati analizzati mediante il metodogdantificazione relativa

dell'algoritmo della derivata seconda. Tale metodonsente di valutare le

differenze nei livelli di espressione di un gena tm campione ed il relativo

controllo. Per poter effettuare tale confronto eessario disporre di uno “standard

interno”, di un riferimento, comune sia al campianattato, sia al controllo ed

espresso costitutivamente
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Materiali e metodi

housekeeping, sono caratterizzati dal fatto chiera espressione segue I'attivita
trascrizionale della cellula: ne consegue che Entjta di RNA e quindi di cDNA
utilizzato quale templato € ad essa proporzioriaée valore, che risulta attendibile
a parita di efficienza di amplificazione del geaeget e dell’ housekeeping, esprime
dunqgue I'entita dell’'espressione differenziale giehe d’interesse tra il campione ed
il suo controllo.

Per ogni campione (analizzato in triplicato) étadividuato il valore di Ct
del gene di interesse di quello housekeeping. E stata quindi calcolatéoro
differenza che rappresentaAiCt in modo tale che la quantita di ogni messaggero
codificante il gene di interesse sia normalizzépetto al gene housekeeping. Per
ogni gruppo di trattamento e stato calcolata@t medio e la deviazione standard.
La differenza tra ilACt di un qualsiasi gruppo di trattamento ed@t del gruppo
controllo rappresenta AACt, derivandone che AACt del gruppo controllo € pari a
zero. L'espressione matematica'2", che per il gruppo dei campioni controllo sara
quindi uguale ad 1, rappresenta il numero di vpiteiu o in meno) in cui il gene
di interessee espresso rispetto all’espressione basale (quiatontrata nei
campioni non trattati). Con tale metodo per ogmhpene la quantita del gene di
interesse analizzato € quindi espressa come n-kisfietto alla quantita presente
nel fegato degli animali controllo (non trattaffutti i dati vengono espressi come
media + errore standard. L’analisi statistica éastzondotta mediante test di
Student. | risultati ottenuti sono stati considiesédtisticamente significativi per un

valore dip<0.05.

3.5 Saggio di Griess

Il saggio di Griess € un metodo comunemente uatzper la determinazione
indiretta del’lNO che coinvolge la misura spetttoimetrica di nitriti e nitrati.

Questo metodo richiede che i nitrati siano printotti a nitriti e poi determinati
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mediante la cosiddetta reazione di GrigSadss, 1878 Al termine della reazione

si forma un composto rosso rilevabile spettrofotoiv@mente a 540 nm (Abs).

Sulfanilammide NO,- NO
H,NSO o NH, +H + 0,
2 :@p’ a
II‘\’-:O :

. —NH  NH,
—N=N + T, :
Hr”s{}l-@ /N, N-(1-naftiljetilendiammina

lone diazonio —

Figura 3.1 Reazione di Griess

La produzione di NO é stata testata su colturaileelldi RAW 264.7, una
linea di monociti-macrofagi derivanti da topo Ballmaschio a cui era stata indotta
una leucemia di AlbesofiRaschke, 1978Le cellule sono state coltivate in terreno
DMEM (Gibco) addizionato di 10% v/v di FBS (GibcdMEM (Gibco), 2 mM
Lglutammina, 100 U penicillina/0,1 mg streptomi¢mé (Gibco). Le cellule sono
state divise tre volte a settimana mediante rasaido e distacco delle cellule con
cell-scraper (Invitrogen). Il giorno antecedentetriittamento con le sostanze
stimolo, le cellule sono state piastrate su unaeb-ad una densita di 3xi@ellule
per pozzetto. L'induzione dello stimolo é stateettfata in terreno uguale a quello
di coltura, ma utlizzando DMEM senza rosso fen@@ibco). E stato testato
I'effetto di CCly alla concentrazione di 1uM e della DEN alla coticeione di 40
mM. Come controllo positivo é stata effettuata timelazione delle RAW 264.7
con I'LPS (Lipopolisaccaride derivato da Escheiackioli, Sigma), sostanza nota
per attivare la produzione di NO nei monociti. LEPe stato utilizzato alla
concentrazione di 1 pg/ml. L'incubazione e stafatgfata in incubatore a 37°C per
24 ore al termine delle quali & stato effettuatdaest di Griess per valutare la

produzione di NO. Il reattivo di Griess €& stato gamato con 0,1% N-(1-
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naftil)etilendiammina e 1% sulfanilammide in HCHQVI. | surnatanti delle colture
cellulari sono stati raccolti e trattati con il tie& di Griess in rapporto 1:1. La
reazione é stata protratta per 15 minuti a tempexambiente al buio. Al termine &
stata effettuata una lettura spettrofotometricaduplicato con lettore ELISA
(Packard Fusion Microplate Reader) alla lunghezzandh di 540nm. La
concentrazione di NO presente nei surnatanti & statrapolata da una retta di
taratura effettuata con concentrazioni note ditaitdi sodio (NaNQ da 0 a 100

UM, Sigma Aldrich) fatte reagire con il reattivo@riess.
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4. RISULTATI

4.1 Primo esperimento danno acuto

4.1.1 Sopravvivenza

Nel primo esperimento di danno acuto gli animafisgstati suddivisi in due
gruppi. Nel Gruppo A, trattato con due dosi di Morutalina e successivamente
con CC} per indurre il danno abbiamo riscontrato il deoespontaneo di un
animale maschio e di un animale femmina, pari a%2degli animali trattati (16
animali). La femmina e deceduta dopo 20 minutiadabmministrazione di CLe
gli organi prelevati (fegato, cuore, polmoni, mijlzeeni) non hanno mostrato
evidenze di danno. Ipotizziamo che il decesso &0 scausato da depressione
profonda dei centri respiratori bulbari indotto d2Cl,. || decesso dell’animale
maschio avvenuto a circa 18 ore dal danno e prbbabie imputabile al grave
danno epatico subito, anche se non e stato passibidlizzare gli organi per
sopraggiuntaigor mortis.

Gli animali del Gruppo B, trattati esclusivamentenc CClL, sono

sopravvissuti fino alla fine dell’esperimento (desied%).

4.1.2 Analisi della prima risposta al danno acuto

Al momento dell’espianto il fegato degli animalasiel Gruppo A sia del
Gruppo B sacrificati a 24 ore dall'induzione delnda si presentava all’esame
macroscopico di colore biancastro, al contrariolidegmali controllo nei quali il
fegato presentava il classico colore rosso-bruoablon si sono rilevate differenze
macroscopiche tra gli animali di sesso maschilaadlidi sesso femminile.

L’analisi istologica effettuata previa coloraziomenatossilina-eosina ha
evidenziato a 24 ore dall'induzione del danno ne#eioni epatiche degli animali

del Gruppo A, trattati con Monocrotalina+G@mpie aree di necrosi localizzata
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nella zona 2 e 3 del lobulo epatico mentre la Zbnianane vitale. Il danno e quindi
limitato prevalentemente alla zona centro lobulémealizzazione tipica di danno
indotto mediante agente tossico. La localizzazeientita del danno e pressoché
uguale nei due sessi. L'analisi semiquantitativiatefata da due operatori distinti

ha rivelato un’entita del danno pari al grado nrasstella scala adottata, sia nei

maschi che nelle femminé€&i@. 4.1).

Figura 4.1 Colorazione ematossilina-eosina delleiosé di fegato ottenute da
animali del Gruppo A sacrificati a 24 ore dalla soimstrazione della tossina
epatica. A) Animali maschi B) Animali femmina. hagdimento 100x

Allo stesso modo, le sezioni epatiche degli anindeli Gruppo B, trattati
con solo CCJ, a 24 ore dal danno hanno evidenziato necrosircdnbulare
paragonabile al gruppo A e senza differenze sigatifre nei due sessi per quanto

riguarda localizzazione ed entita (stadio 5 detla di danno) (Fig 4.2)

Figura 4.2 Colorazione ematossilina-eosina delle sezioni etjato ottenute da
animali del Gruppo A sacrificati a 24 ore dalla somstrazione della tossina
epatica. A) Animali maschi B) Animali femmina. agpdimento 100x
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I campioni ematici prelevati al momento del sacifisono stati sottoposti
ad analisi bioumorali per marcatori di funzionaliégpatica (bilirubina totale,
coniugata e non coniugata) e marcatori di necnoaiiea (AST, ALT). L'analisi ha
rivelato una differenza a 24 ore dal danno traaglimali trattati e gli animali
controllo sani per quanto riguarda tutti i paramigiwumorali considerati (Fig. 4.3).
L’analisi statistica ha rilevato significativita €p,05) esclusivamente per gli
indicatori di necrosi ALT e AST tra trattati e cooiti, mentre la differenza tra gli
altri indicatori considerati, pur evidente, non i6ultata significativa a causa
dell'elevata variabilita riscontrata e del numergli animali. Ipotizziamo che tale
variabilitd sia da ricercare nel metodo utilizzadwiluppato per la quantificazione
dei marcatori su campioni ematici umani.

Pur non risultando significativa abbiamo osservagli animali del gruppo A una
tendenza dei valori di necrosi epatica ad ess@gelenente superiori rispetto ali

valori degli animali del gruppo B (Fig. 4.3 C e D)

A 24 ore Bilirubina Totale B 24 ore Bilirubina non Coniugata
=
45 ° 35 57
J 192 £ i
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Fig. 4.3 Analisi bioumorali dei campioni ematicepgvati al momento del sacrificio degli
animali del Gruppo A (mono+Cgle del Gruppo B (CG). * p<0,05
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L’analisi immunoistochimica effettuata per la ricerdi Citocheratine @ SMA non

ha evidenziato la presenza di cellule ovali e telstellate. Il tempo intercorso tra il
danno e il sacrificio e stato, infatti, troppo beeper permettere I'attivazione e la
proliferazione di entrambi i tipi cellulari. La nm@si inoltre & ancora troppo diffusa

per permettere l'identificazione di specifiche plaaeoni cellulari.

4.1.3 Analisi della fase tardiva

Ad 8 giorni dal danno il fegato prelevato dagliraali di entrambi i sessi,
sia del Gruppo A (monocrotalina+C{kia del Gruppo B (solo C¢}| presentava
un colore pressoché nella norma ma con residueb@eeastre, presenti soprattutto
nelle aree periferiche dell’organo.

All’esame macroscopico non si sono rilevate diffieie tra gli animali di
sesso maschile e quelli di sesso femminile in emttra gruppi di trattamento.

Una piu importante differenza tra i due sessi sineece riscontrata
all'analisi istologica. Analizzando, infatti, le "eni epatiche di topi di sesso
maschile ad otto giorni dal danno, sia del Gruppsi@del Gruppo B sono state
riscontrati degli agglomerati pigmentati con lozaézione centroacinare in zone di
citolisi in quasi il 90% degli spazi portali (Fi¢.4). Sono inoltre evidenziabili

residue aree di necrosi limitata alla vena centnzgie.

Fig. 4.4 -eosina delle gezepatiche ottenute da
animali maschi sacrificati a 8 giorni dall'induzemel danno. A) Gruppo A
B) Gruppo B. Ingrandimento 100x.
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L’analisi semiquantitativa effettuata ha evidenzidanno di entita intermedia tra il
grado 3 e il grado 4.

Gli agglomerati iperpigmentati riscontrati nei fégdei topi maschi sono
stati caratterizzati a livello istologico e funzade. E stata quindi effettuata una
colorazione immunoistochimica per il marcatore CDGéa proteina della
membrana lisosomiale altamente glicosilata appeanten alla famiglia delle
proteine lisosomiali/plasmatiche trasportatricingdembrana, le quali svolgono un
importante ruolo nella endocitosi e nella funzidisosomiale. Tale proteina e
espressa in maniera intensa nei granuli citoplasnthtmacrofagi e monociti. Tultti
gli agglomerati individuati sulle sezioni degli amali maschi del Gruppo A e del
Gruppo B sono risultati positivi per tale marcatdréinea (Fig. 4.6 A).

E stata inoltre effettuata la colorazione PAS-D pkemette di evidenziare
la presenza di materiale necrotico nel citoplasneiedcellule macrofagiche,
dimostrandone la funzionalita. All'analisi dellezgei le aree pigmentate sono
risultate elementi macrofagici con citoplasma ampamtenente materiale PAS

positivo, diastasi resistente sia sotto forma diezgrossolane, sia di aspetto

cilindroide, bacilliforme (Fig. 4.5 B).

g 0 _ ,
Figura 4.5 Caratterizzazione immunoistochimica enzionale delle aree
macrofagiche effettuata su sezioni epatiche deirt@schi. Le immagini riportate
sono rappresentative sia per il Gruppo A sia p&rippo B. A) IHC anti-CD68
B) PAS-D. Ingrandimento 100x.
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Tali agglomerati macrofagici non sono stati riscatitin nessuno dei fegati
degli animali di sesso femminile di entrambi i goupAl contrario, nelle sezioni
delle femmine del Gruppo B la rigenerazione epatisalta pressoché completa,
senza evidenze di flogosi in corso e una valutazsamiquantitativa pari al grado 0
(Fig. 4.5 B). Le sezioni epatiche dei topi femmde Gruppo A, invece, mostrano
alcuni focolai residui di necrosi localizzata aelio centro lobulare pari ad una
valutazione morfogenica di grado 1-2 della scalattath come evidente nella
Figura 4.6A.

i e

CoY

Fig. 4.6 Colorazione ematossilina-eosina delleezpatiche degli animali di
sesso femminile sacrificate a 8 giorni dall'induradel danno. A) Gruppo A; B)
Gruppo B. Ingrandimento 100x.

La differenza tra i due sessi rilevata nel quadtologico non si riflette pero
in una differenza statisticamente significativa wmealori ematici di funzionalita
epatica (bilirubina totale, coniugata e non coniapa nei valori di necrosi epatica
(ALT, AST). Ad otto giorni dal danno i valori sonornati tutti pressoché nella

norma e paragonabili nei due sessi (Fig. 4.7).
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Fig. 4.7 Analisi del sangue ad 8 giorni dal darvengono riportati i valori di A)
bilirubina totale, B) bilirubina non coniugata, @ST, D) ALT degli animali
controllo, animale del gruppo A e del gruppo B wnlirambi i sessi.

Una volta stabilito il quadro istologico siamo patss valutare la presenza
di cellule ovali attivate mediante immunoistochimiger le citocheratine. Anche in
guesto caso abbiamo riscontrato un diverso quadrattidazione tra maschi e
femmine. Mentre i maschi sia del Gruppo A sia deugpo B presentavano
reattivita in prossimita degli agglomerati pigmeénta quelli che sembrano essere
piccoli dotti di neoformazione (Fig. 4.8 A e B), lleefemmine si osserva la
presenza di alcune cellule isolate localizzateratt@i dotti biliari (Fig. 4.8 C e D).
Negli animali femmine si € osservata inoltre un#edénza circa il numero di
cellule attivate tra Gruppo A e Gruppo B anche @ @ risultata significativa. Nel
gruppo A, dove la replicazione degli epatociti atat bloccata tramite la
Monocrotalina, si sono osservate un totale di 23,B£ellule positive nei 10 campi
considerati (ingrandimento 200x), mentre nel gruBptrattate solo con Cg;lsono
state individuate un totale di 24,4+2,2 celluleg(endimento 200x). Negli animali

controllo sono state evidenziate un totale di 9,3t2llule positive.
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Fig 4.8 IHC per CK (marcatore delle cellule ovalig sezioni corrispondono
a: A) maschi del Gruppo A Ingrandimento 100x, B)sota del Gruppo B.

Ingrandimento 200x, C) femmine del gruppo A Ingiamehto 100x,; D)

femmine del gruppo B Ingrandimento 100x.I

L'immunoistochimica effettuata per il marcatoreidip delle cellule stellate
attivate, l[aSMA, rileva una significativa presenza di cellulesfive con
disposizione periportale ad otto giorni dal dani@relle sezioni epatiche di topi
maschi sia di topi femmina di entrambi i grupptrdittamento (Fig. 4.9). | segmenti
periportali positivi peraSMA sono risultati presenti nel 90,5£2,5% dei labul
individuati in 10 campi ottici (ingrandimento 100rglle sezioni dei maschi del
Gruppo A mentre solamente nel 65,4+3,8% nei madehGruppo B. La differenza
tra i due trattamenti € risultata statisticamentmificativa (p<0,01). Per quanto
riguarda gli animali di sesso femminile, nelle setiepatiche derivate da animali
del gruppo A sono stati individuati segmenti periglb positivi per aSMA
nell’'89,5+5,1%, mentre, analogamente ai maschi s&tati individuati in minor
numero nelle sezioni degli animali del gruppo B,8#4,2%). Anche in questo caso
la differenza tra i due trattamenti € risultatdist@amente significativa (p<0,005). |

dati sono riportati in grafico nella figura 4.10.
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Fig 4.9 IHCaSMA (marcatore delle cellule stellate), immaginppeesentative
della reattivita. Le sezioni epatiche corrispondand) maschi del gruppo A B)
maschi del gruppo B, C) femmine del gruppo A; Dnieine del gruppo B.
Ingrandimento 200X.
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Fig. 4.10 Numero di lobuli interessati da segmeuiitivi per aSMA nel
modello Monocrotalina+CCl4 e nel modello solo C@1410 campi ottici. |
valori sono indicati con mediatSEM.
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All'iniziale attivazione delle cellule stellate noa stata individuata un
conseguente deposito di fibre collagene, come axidda colorazione speciale di
Masson che colora in verde le fibre collagene.ibeefdi collagene evidenziate in
verde sono risultate quantitativamente poco rilevame dimostra la Figura 4.10.

—

Fig. 4.10 Colorazione tricromica di Masson. Le eazepatiche corrispondono
a: A) maschi del Gruppo A B) maschi del Gruppo Bfé&nmine del Gruppo A;
D) femmine del Gruppo B. Ingrandimento 1(

4.2 Secondo esperimento danno acuto

Nel primo esperimento di danno epatico acuto avevaamalizzato
esclusivamente due tempi dall'induzione del danrsmlamente dal punto di vista
istologico. Abbiamo quindi ripetuto il modello d8ruppo B (solo danno con C{I
sacrificando gli animali a 48 ore, 5, 8 e 12 gipatifine di valutare la rigenerazione

a tempi intermedi e successivi a quelli gia valutabltre, all'analisi istologica e
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immunoistochimica €& stata affiancata I'analisi dpladro citochinico valutato

mediante Real Time PCR.

4.2.1 Sopravvivenza

Dei 40 animali trattati con C¢l (20 maschi e 20 femmine) 3 femmine
(15%) e un maschio (5%) sono deceduti spontanean@eft ore circa dal danno.
A causa del sopraggiunto rigor mortis non é statssibile prelevare ed analizzare
gli organi. E plausibile, anche in questo caso, itltecesso sia stato causato dal
grave danno epatico indotto dal GCGli altri animali trattati e i controlli sono

sopravvissuti fino al momento del sacrificio.

4.2.2 Progressione del danno istologico

Le sezioni epatiche derivanti dagli animali sacdfi a 48 ore dal danno
presentavano un quadro istologico paragonabile edlaqdelle 24 ore del primo
esperimento. E stata infatti evidenziata necrosflaente coagulativa centroacinare
che in alcuni casi connetteva due spazi portaliseountivi (necrosi a ponte).

L’analisi semiquantitativa effettuata ha evidenziain grado di danno pari a 5,

uguale negli animali di entrambi i sessi. (Figl4)

- . o USom. -

Fig. 4.11 Colorazione ematossilina-eosina di sezi@patiche di animali
sacrificati a 48 ore dall'induzione del danno. Apiali maschi B) Animali
femmina (B). Ingrandimento 100x
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L’'analisi istologica effettuata sulle sezioni degiimali sacrificati a 5 giorni
dal danno mostra nelle femmine un quadro di risohe avanzata con piccole zone
di necrosi residua e aree di citolisi determinailidfiammazione in corso (grado
di danno intermedio tra il 3 e il 4). In alcune 2osono state individuate aree
compatibili con macrofagi attivi (Fig. 4.12A). Ghnimali di sesso maschile
mostrano invece ancora aree di necrosi con irtiltrdiammatorio, senza evidenze
di attivazione macrofagica (Fig. 4.12B). All'analisemiquantitativa & stato

assegnato per gli animali maschi sacrificati &g un grado di danno intermedio

tra 4 e 5.

Fig. 4.12 Colorazione ematossilina-eosina di sezi@patiche di animali
sacrificati a 5 giorni dall'induzione del danno. Animali maschi B) Animali
femmina (B). Ingrandimento 100x

Ad otto giorni dal danno abbiamo riscontrato un dyoa istologico
paragonabile allo stesso end-point del primo espario. Evidenziamo, infatti, un
qguadro di rigenerazione pressoché totale nelleoseapatiche degli animali di
sesso femminile, mentre nelle sezioni epatiche tdpi maschi compaiono gli
agglomerati macrofagici (Fig. 4.13 A e B), che mmgano visibili sino a 12 giorni

dal danno (Fig. 4.13 C e D).
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TGN S e _
Fig. 4.13 Colorazione ematossilina-eosina di sezpatiche di: A) animali maschi
sacrificati ad 8 giorni dall'induzione del danng, Bnimali femmina sacrificate ad 8
giorni dall'induzione del danno, C) animali mascbacrificati a 12 giorni
dall'induzione del danno, D) Animali femmina sawdfte ad 8 giorni dall'induzione
del danno. Ingrandimento 100x. In A e C le frecogliGano gli aggregati
macrofagici.

4.2.3 Analisi del quadro inflammatorio

Data limportante componente infiammatoria che abim riscontato
all'analisi istologica €& stato analizzato il quadcdochinico mediante analisi
dell’'espressione genica con Real Time PCR nel ¢egatioto. Gli esperimenti sono
stati condotti in triplicato ed i dati sono indicabme mediatSEM.

Anche in questo caso abbiamo riscontrato una diftea nei due sessi, in
particolare per quanto riguarda 3 delle 6 citochesate: IFNy (tipica citochina
Th1l), IL-4 (tipica citochina Th2) e TNE-prodotto principalmente dai macrofagi).

Calcolando l'espressione basale nei fegati degimaln non trattati, abbiamo
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osservato una sovra-regolazione del mMRNA per I'fF)ia a partire dalle 48 ore dal
danno negli animali maschi (1,42+0,12 volte rispedt controllo). L'espressione
rimane pressoché stabile anche a 5 giorni dal déhA8+0,13). Nei fegati dei topi
femmina invece, abbiamo osservato un’importanteveatione della trascrizione
dell'lFN-y a 5 giorni dal danno (3,96+0,06) che é risultadaeee statisticamente
significativa (p<0,05). A 8 giorni dal danno i valdeornano al di sotto del livello
basale in entrambi i sessi (0,86+£0,01 nei fegatitopi maschi e 0,44+0,01 nei
fegati dei topi femmina). | valori sono rappresérntagrafico nella figura 4.6A.

Per quanto riguarda I'lL-4 abbiamo osservato uivatione molto tardiva
dell’espressione, che supera il livello basale stdpo 8 giorni dal danno ed
esclusivamente nei fegati degli animali di sesseaii¢e raggiungendo un valore di
4,75+0,2 (p<0,01) (Fig. 4.14 B).

L’analisi dell’'espressione del TNéha evidenziato nei campioni epatici dei
maschi una leggera sovra-regolazione (1,5+0,9) gioZni dal danno, mentre
raggiunge il livello massimo di espressione a Frgiguando raggiunge un valore
di 9,1+0,02, statisticamente significativo (p<0,0llyalori tornano al valore basale
a 8 giorni dal danno (1,14+0,01). Nei fegati degtimali di sesso femminile, al
contrario abbiamo evidenziato una sovra-regolazipie contenuta rispetto ai
campioni dei topi maschi ed esclusivamente a Shgotal danno (3,39+0,1), valore
che risulta in ogni caso statisticamente signifiwat(p<0,05). L'andamento é
evidenziato in grafico nella figura 4.14 C.

Al contrario, la citochina IL-6, riportata in letegura essere legata al sesso
non ha rilevato differenze significative nei 2 semsche se mostra un’attivazione
dell’espressione leggermente maggiore nei cammenitopi di sesso femminile
rispetto a quelli maschili gia a partire dalle 48 dall'induzione del danno. Infatti,
a 2 giorni dallinduzione abbiamo riscontrato uriova di 0,28+0,2 nei fegati dei
topi maschi contro 1,59+0,5 nei fegati di topi feman A 5 giorni dal danno
'espressione sale a 2,36x0,1 nei campioni dei topischi e a 3,24+0,1 nei
campioni degli animali di sesso femminile. | valtwrnano al di sotto dei valori

basali a 8 giorni dal danno (Fig. 4.14 D).
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Fig. 4.14 Espressione genica di A) IFN gamma, B} IC) TNF-alfa e D) IL-6 |
valori sono indicati come unita arbitrarie rispetiyanimale controllo non
trattato. * p<0,05 ** p<0.01

4.2.4 Analisi della presenza di cellule stellate tatate

Le sezioni ottenute dagli animali sacrificati a di&, 5, 8 e 12 giorni dal
danno sono stati analizzati per I'espressione @etatorexSMA.

A 48 ore dal danno non si sono osservate cellulgitipe allaSMA,
compatibilmente con I'alto grado di danno e necevsilenziato (grado 5).

A 5 giorni dal danno abbiamo riscontrato un’inigialttivazione delle cellule
stellate comparabile nei due sessi. Nelle sezipatiehe degli animali maschi il
50,3£2,2% dei lobuli epatici ha presentato segmesetiiportali positivi per |l
marcatore, mentre nelle sezioni degli animali femanie risultato positivo il
53,6%4,2% dei lobuli, senza alcuna differenza dicatiiva.

Ad 8 giorni dal danno il quadro di attivazione deltellule stellate e

pressoché comparabile con quello evidenziato neigesperimento. | lobuli con
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segmenti periportali costituiti da cellule stellaiivate sono risultati '87,4+5.2%
nei fegati dei topi maschi e I'85,5+6.1% nei topnfmina. La differenza tra i due
sessi non e risultata statisticamente significatimantre la differenzatrai 5 e gli 8
giorni é risultata statisticamente significativa@p05).

A 12 giorni dal danno abbiamo osservato una richeionportante della
reattivita compatibilmente con il grado di risolozé del danno mediato dalle
cellule infammatorie e dalla proliferazione degpatociti. Nelle sezioni epatiche
degli animali maschi sono stati riscontrati il 3271% dei lobuli con cellule
stellate attivate, mentre nelle sezioni dei topni@na 29,3+3.3%. La differenza
riscontrata tra gli animali sacrificati a 8 giomnigli animali sacrificati a 12 giorni

risultata statisticamente significativa (p<0,05).

Fig. 14.15 IHC peaSMA (marcatore cellule stellate). La figura ripodize
iImmagini rappresentative del segnale positivo perarcatoreaxSMA riscontrato
nelle sezioni di entrambi i sessi a partire daidsrg dopo il danno.
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4.3 Danno cronico potenzialmente cancerogeno

4.3.1 Sopravvivenza ed esame macroscopico

Gli animali trattati con DEN fino a 5 mesi non hanriscontrato segni
visibili di malessere generale e sono sopravidsittii fino alla fine del trattamento
(0% di decessi).

Al’esame macroscopico il fegato non presentaverationi morfologiche.
Dal secondo mese di trattamento e stata riscontep@omegalia che si e
ripresentata anche nei tempi successivi fino alé€sen Questa alterazione non é
stata riscontrata negli animali controllo.

Nessuna alterazione macroscopica € stata riscantragli altri organi

prelevati (rene, milza e piccolo intestino) e neb&ita peritoneale.

4.3.2 Quadro istologico

La DEN, come noto in letteratura, € un forte ager#ecerogeno ma nei
nostri animali non sono stati individuati focolanorali nemmeno dopo 5 mesi di
trattamento continuativo. L’analisi istologica didgato mostra un importante
infiltrato infiammatorio che risulta visibile a pgme gia dal primo mese di
trattamento. Il quadro inflammatorio progredisce pei mesi successivi con una
netta prevalenza della componente linfocitaria. #ikle di valutare questo
andamento abbiamo effettuato un’analisi semiquatitét valutando il numero di
focolai infammatori visibili all’analisi istologia in 10 campi ottici (ingrandimento
100x). Ad un mese dal trattamento abbiamo evidémzih5+0,53 focolai
inflammatori totali in 10 campi ottici nelle sezioepatiche sia degli animali
maschi che nelle femmine. A due mesi dal trattaméinhumero evidenziato é
risultato pari a 2,75%0,95 focolai per i maschizd 4 per le femmine. A 3 mesi dal
trattamento il numero rimane invariato per i magehr+0.9 focolai) mentre sale a
5,4+1,7 per le femmine. Dopo 5 mesi di trattamdatsituazione rimane pressoché
invariata. Non é stata rilevata nessuna differesigaificativa tra i due sessi in

nessuno dei tempi di sacrificio.
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Fig. 4.16 Colorazione ematossilina-eosina deglinafitrattati con DEN. Le
sezioni corrispondo a: A) Animali maschi sacrifiaatl mese di trattamento B)
Animali femmine sacrificati a 1 mese di trattame@jocAnimali maschi sacrificati
a 5 mese di trattamento D) Animali femmine saaiii@ 1 mese di trattamento.
A, C, D Ingrandimento 50x. B ingrandimento 100x

4.3.3 Analisi bioumorali

| valori ematici di funzionalita e necrosi epaticansiderati presentano
anche in questo caso un’alta variabilita interindlinale probabilmente dovuta alla
sensibilita del metodo sviluppato su campioni digeee umano.

| valori di funzionalita epatica bilirubina totake bilirubina non coniugata
risultano generalmente aumentati rispetto al cdintia entrambi i sessi con un
aumento maggiore nelle femmine rispetto ai madaralori di bilirubina coniugata
rimangono invece stabili a 0,1 umol/L sia neglinaali controllo sia negli animali
trattati. | valori di ALT e AST subiscono piccolisge variazioni, non significative,

durante tutto il trattamento senza alcun andamésfiaito in entrambi i sessi.
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35 35
3 T T 3
25 25 T
2 T OMaschi 2 OMaschi
15 1 Bremmine ||| 1,5 1 B Femminw
1 1
05 05 1
0 - T T T T 0 - T T T T
Ctrl 1 mese 2 mesi 3 mesi 5 mesi Ctrl 1 mese 2 mesi 3 mesi 5 mesi
C AST D ALT
1000 200
900 180
800 160
700 140
600 0 Maschi 120 O Maschi
500 T - 100 B Femmi
400 Femmine 30 1 Femmine
300 60
200 T + 40
100 20
0 T T T T 0
Ctrl 1mese 2 mesi 3 mesi 5 mesi Ctl 1 mese 2 mesi 3 mesi 5 mesi

Fig. 4.17 Analisi dei campioni ematici per A) hilbina totale, B) bilirubina non
coniugata, C) AST, D) ALT. | parametri assumonooviamolto eterogenei e senza
andamento specifico.

L’analisi immunoistochimica effettuata per i maarat delle cellule
progenitrici epatiche (pancitocheratine) mostra lama aumentata proliferazione a
partire dai 2 mesi di trattamento sia nei mascla oklle femmine (Fig. 4.20).
L’analisi semiquantitativa effettuata ha evidenziat 2 mesi di trattamento una
media di 10,3+2,2 cellule nei maschi e di 9,5+Zute nelle femmine per campo
ottico (ingrandimento 200x). Il numero di cellulemsubisce alterazioni durante
tutto il corso dell’esperimento.

L’espressione dellSMA non risulta invece significativa ad indicareaun

mancata attivazione delle cellule stellate.
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Fig. 4. 18 Immunoistochimica per CK (marcatoreudelbvali). Le immagini sono
rappresentative per l'attivazione delle celluleloagartire dai 2 mesi di trattamento

L’analisi dell'espressione genica effettuata metiaieal Time PCR
evidenzia un’aumentata espressione dei messaggdificanti per citochine pro-
inflammatorie. Gli esperimenti sono stati condwttiriplicato ed i dati sono indicati
come mediatSEM. In particolare risulta statisticateesignificativa la sovra-
regolazione di circa il doppio rispetto all’'espiese basale misurata nei fegati
controllo del TNFe (1,63 volte nei fegati di topi maschi e 1,37 vaits fegati delle
femmine rispetto al controllo) e dellINH1,45 volte nei maschi e 1,06 volte nelle
femmine rispetto al controllo). Le differenze ostrate tra i due sessi non sono
risultate significative. Tale sovra-regolazionensantiene pressoché costante nei
primi 3 mesi di trattamento per poi aumentare idtarente (2,78 volte rispetto al

controllo in entrambi i sessi) dopo 5 mesi di aatento.

4.4 Valutazione dell’effetto di CCl, e DENin vitro

Dai dati ottenuti in vivo per quanto riguarda dianodello di danno acuto
con CC} sia del danno cronico con DEN abbiamo riscontratdimportante
componente inflammatoria nella patogenesi del dasiao dal punto di visto
istologico, sia dal punto di visto dell’espressig®ica di citochine inflammatorie.
Abbiamo quindi allestito un modelio vitro per valutare il ruolo che tali sostanze

hanno nell'indurre la stimolazione di una rispasteammatoria. A tal fine abbiamo
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utilizzato le cellule Raw 264.7, una linea cellelamonocitica-macrofagica di
origine murina. Abbiamo quindi valutato come tadilale rispondano dal punto di
vista funzionale e trascrizionale ad uno stimolfetéiato con le stesse sostanze
utilizzate negli esperimenith vivo. A tal fine abbiamo stimolato le cellule con GCI
e DEN confrontando la risposta con quella ottemlatida stimolazione con I'LPS,
sostanza attivatrice delle cellule macrofagiche.biAimo quindi effettuato la
misurazione dell’attivazione cellulare indirettarteermisurando la produzione di
NO con il saggio di Griess. Per poter fare una tfieazione del NO prodotto
abbiamo creato una retta di taratura facendo meagireattivo di Griess con

soluzioni a concentrazioni note di Napl®ig. 4.15).

190 AbsA50 nm

y=1072 2% - 36,721
100 A RZ =0 9851

a0

B0+

Conc ubd

40

20 1

0,15

Abs

Fig. 4. 19 Retta di taratura effettuata con NaNQ@eattivo di Griess in rapporto 1:1

A 24 ore di stimolazione abbiamo riscontrato liz#ione delle cellule Raw
trattate sia con Cg@lsia con DEN, raggiungendo una concentrazione dipdfd a
2,71 uM nella stimolazione con C& una concentrazione di 3.38 uM stimolando
le cellule con DEN (Fig. 4.16). Le concentrazionN® prodotte dopo stimolazione
con le due sostanze € molto minore rispetto a gualjgiunto dopo stimolazione

con LPS, ma sono comunque indicatrici di attivagidelle cellule.
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Fig. 4.20 produzione di NO da parte di cellule Raimolate per

24 ore con LPS, C¢E DEN. La produzione di NO in seguito a
stimolazione con DEN risulta maggiore rispetto atienolazione

con CCl.

Una volta stabilita I'azione di stimolazione sutiellule Raw 264.7 abbiamo
valutato come tali cellule rispondono dal punto uita della produzione di
citochine mediante Real Time PCR. | dati rappresemia media di 3 esperimenti
indipendenti condotti in triplicato e sono indicatbome media + SEM. La
valutazione é stata effettuata su cellule trattate CCl, e DEN per 2, 4 e 24 ore.

La stimolazione con Cglper 2 ore ha determinato l'up-regolazione del TGF
(2,14+0,2 volte rispetto al controllo) e dell’HIE,88+0,5 volte), mentre non e stato
osservata alterazione rispetto al controllo pernguaiguarda IL-6 e TN In
seguito a 4 ore di stimolazione I'lL-6 rimane alorabasali (1,16+0,3) mentre HIF
diminuisce leggermente arrivando ad un valore 8840.2 ed il TGH3 ritorna a
valori comparabili al controllo (0,99£0,2). TuttiMalori ritornano ai livelli del
controllo nelle 24 ore di stimolazione. La figur&2 A mostra I'andamento nel
tempo delle 3 citochine considerate.

La stimolazione con DEN ha determinato, al contranelle prime 2 ore
I'sovra-regolazione di IL-6 e HIF (3,91£0.2 e 2,1%(00lte rispettivamente) mentre
il TGF B rimane ai valori basali. L'IL-6 si mantiene stabidopo 4 ore di
stimolazione (3,75%0,3 volte), mentre I'HIF ritorraa valori comparabili con il
controllo (0,97+0,01). A 24 ore la produzione di-8Lcontinua a salire fino a

raggiungere 9,48+0,2 volte rispetto al controllontne gli altri valori ritornano a
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livello basale. La figura 4.21B mostra I'andamemnt tempo delle 3 citochine
considerate.
E stata valutata inoltre la produzione di TNF ittitucampioni, ma non & mai stata

riscontrata una sovra-regolazione significativaetto al controllo.
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Fig. 4.21 Andamento nel tempo della produzione@FTP, IL-6 e HIF
in cellule Raw 264.7 trattate con CCl4 (A) e DEN (®r 2, 4 e 24 ore.
| valori si riferiscono ad esperimenti condotti itriplicato
(mediatSEM)
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5. DISCUSSIONE

La rigenerazione epatica, processo fisiologicospensabile per la normale
omeostasi del fegato, rappresenta il risultatondcomplesso processo che implica
l'interazione di molti tipi cellulari e segnali nedolari che compongono il
microambiente del fegato. Tra i segnali molecdiamnno un ruolo fondamentale gli
ormoni steroidei sessuali e le molecole infammator

E nota in letteratura la differenza legata al seggmardante I'incidenza di
diverse patologie epatiche, nonché nella rispostaratipi di stress. Un possibile
ruolo in tale dimorfismo tra i sessi € imputabileligello degli ormoni sessuali
circolanti e all’espressione epatica dei recettiagli ormoni sessualiY(okoyama,
2009. Tuttavia, il preciso meccanismo responsabileaté differenza rimane da
stabilire.

Nel presente studio sono state riscontrate diffexegignificative a livello
cellulare e molecolare in un modello murino di dargpatico acuto e cronico
(associato o0 meno a Monocrotalina). Abbiamo poattigolare attenzione al grado
di risoluzione del danno, all’attivazione delle lakd progenitrici epatiche, cellule
stellate e cellule di Kupffer, valutando al contempa diversa risposta
inflammatoria nei due sessi. Infatti, nonostaréibne degli estrogeni come agenti
favorenti la proliferazione degli epatociti sia gidta Dubik, 1992) poco si sa circa
il ruolo che tali ormoni hanno sulle altre cellulel microambiente epatico e come
modulano la risposta inflammatoria specificatametitigante un danno epatico
acuto.

Dai risultati ottenuti nel primo esperimento di danacuto in cui abbiamo
confrontato il solo danno epatico con GCé il danno associato alla
somministrazione di Monocrotalina, un alcaloide blacca la proliferazione degli
epatociti, abbiamo potuto mettere in evidenza chsteeuna diversa risposta sia tra
i due tipi di trattamento sia tra i due sessi.

Confrontando gli animali trattati con Monocrotalioan gli animali che non
avevano ricevuta, abbiamo osservato tra le diffiee piu significative una
maggiore mortalitd, un quadro istologico piu conmpesso ed una maggiore

attivazione delle cellule stellate, mentre non s@tate riscontrate differenze
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significative circa l'attivazione delle cellule dvaNegli animali a cui e stata
somministrata la Monocrotalina, infatti, abbiamscaontrato tasso di mortalita del
12,5% vs lo 0% degli animali con solo danno ed dueata maggiore del danno
epatico confermato istologicamente, non ancordtoison residue aree di necrosi
dopo 8 giorni dall'induzione, in particolare neghimali di sesso femminile. Tale
risultato € compatibile con quanto riportato intdedtura circa la diversa
espressione delle isoforme del citocromo p450 ests femminile rispetto a quello
maschile $nadlyn, 2008, Hanada, 2010 citocromo p450 epatico & un importante
enzima coinvolto nel metabolismo di sostanze endeg®me colesterolo, steroidi,
lipidi e di xenobiotici come farmaci e sostanzentiche tra cui la Monocrotalina
(Rooney, 2004; Song, 2004 'espressione di tale enzima sembra influenzizto
livelli circolanti di ormone della crescita che gemta un diverso pattern di
secrezione nei due ses¥Vgxman, 1992 Mentre nei ratti maschi, 'ormone della
crescita viene secreto con picchi episodici ogdi 8re, con livelli bassi 0 non
rilevabili tra i picchi Enen, 1979 nei ratti di sesso femminile viene secreto in
modo continuativo. Questa diversa secrezione detarta differente espressione
delle isoforme del citocromo p450, da cui deriva nmaggiore biotrasformazione a
livello epatico degli xenobiotici in metaboliti etmedi attivi con conseguenti
maggiori effetti collaterali, come nella nostraisedi esperimenti con ['utilizzo
della Monocrotalina, nelle femmine rispetto ai nfagblicolas, 200%.

In ultima analisi abbiamo riscontrato una differ@nstatisticamente
significativa nel grado di attivazione delle ceflustellate, molto maggiore negli
animali trattati con Monocrotalina rispetto alltalt gruppo. | risultati ottenuti
portano a ipotizzare che il CQlitilizzato per indurre il danno epatico acuto isia
grado di agire direttamente su piu tipi cellulapatci: epatociti, cellule ovali e
cellule stellate. Il trattamento con solo GGhfatti, non induce solo la necrosi degli
epatociti, ma sembra ridurre anche la proliferazidelle cellule stellate, che nel
modello di danno con Monocrotalina sono invece iteda proliferare come via
alternativa al blocco degli epatociti indotto daflione della Monocrotalina.

Valutando specificatamente la differenza dellaastp tra i due sessi, |l
presente studio ha rilevato un significativo dimsfo che riguarda
prevalentemente il tipo ed il grado della rispasfeammatoria suscitata dal danno
indotto con il medesimo agente tossico. Come mes&videnza da entrambi gli

esperimenti di danno acuto che sono stati condgiitanimali di sesso femminile
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mostrano un miglioramento del quadro istologicotiepanolto pit precoce rispetto
ai maschi ed in particolare mostrano attivazionevtcrofagi, seppur circoscritta a
piccole zone, molto precoce seguita da una clearaltrettanto precoce. Al
contrario, nelle sezioni di fegato degli animalisgisso maschile viene osservata la
comparsa di cellule macrofagiche esclusivamentegeo®i dal danno, in quasi il
90% degli spazi portali, per poi permanere nelugsfino ai 12 giorni dal danno.
Ipotizzando una correlazione tra quadro istologisesso ed inflammazione
abbiamo ricercato una possibile spiegazione alierdnze osservate andando a
valutare I'espressione genica di specifici mediadet!'infammazione. Valutando
I'espressione genica nel fegaito toto, abbiamo osservato una sovra-regolazione
significativa per il TN (p<0,01) e I'lL-6 (p<0,05) negli animali di entrém sessi
trattati con CCJ, con una maggiore espressione del @Miegli animali maschi (9
volte vs 3 volte nelle femmine). Inoltre, abbiamadenziato una significativa
sovra-regolazione dell’espressione di {FNei fegati dei topi femmina (p<0,05),
mentre abbiamo riscontrato una aumentata espresdidh-4 (p<0,01), una tipica
citochina Th2, nei fegati dei topi maschi. Una mionclusione desumibile dai
nostri dati € che nelle femmine sembra essercipradominanza di citochine di
tipo Thl (rappresentate dalllfN mentre nei fegati degli animali di sesso
maschile predomina un’infiammazione di tipo Th2pfeesentata da IL-4). E stato
quindi evidenziato che gli animali dei due sesspondono attivando due vie di
inflammazione diverse per lo stesso stimolo noclvrofilo citochinico rilevato
concorda con il quadro istologico che abbiamo ewvideo nelle sezioni epatiche
degli animali di sesso femminile nei quali la risnbne del danno €& piu rapida e
con una componente macrofagica minore. L'azionebboata di estrogeni ed 1RN
entrambi con spiccata azione mitogena, diretta gheestrogeni Dubik, 1992,
indiretta per I'lFN/ (Lowes et al 2003 favorisce la proliferazione degli epatociti e
delle altre cellule che concorrono alla rigeneragi¢cellule ovali e cellule stellate),
mentre la minore produzione di Thindica una ridotta attivazione macrofagica.
Nella valutazione del quadro complessivo degli atimi sesso maschile, la
mancanza degli estrogeni ed il solo profilo citoetop caratterizzato da sovra-
regolazione particolarmente elevata a 5 giorniddaino del TNE e dell'lL-4 ad 8
giorni dal danno, non sono sufficienti a dare upggazione plausibile al quadro
istologico osservato nelle sezione epatiche deii tm@aschi. Una possibile

interpretazione dei dati viene suggerita da un necdavoro pubblicato nel
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dicembre 2009 L@@i, 2009. In tale studio gli autori identificano un ruolei
recettori per gli androgeni nel dimorfismo osseova¢i due sessi nella riparazione
di danno cutaneo. In particolare, gli autori, emziano che il recettore degli
androgeni presente nei macrofagi pud essere modgudhtfine di aumentare la
risposta inflammatoria indotta dal danno. Hannoatinf dimostrato che la
stimolazione di tale recettore da parte degli agend induce aumento
dell’espressione locale del TMFattraverso I'incremento del numero di monaociti
circolanti, 'aumento della chemiotassi dei moniociel tessuto e aumentando
'espressione del TNE da parte dei macrofagi stessi. A sua volta il &NFin
grado di ridurre la capacita ripartiva del tessuntdyendo la proliferazione cellulare
e riducendo la capacita di deposito di collageneedf) interessanti risultati possono
essere utili per ipotizzare un meccanismo di dameo nostri topi maschi:
'espressione del TNFaumenta in modo significativo nei maschi a partiee 5
giorni di danno in risposta all'azione degli ormoamndrogeni, la popolazione
macrofagica aumenta di conseguenza sia per attivazlelle cellule di Kupffer gia
residenti sia per richiamo di monociti circolanth conseguenza a ci0 viene
prodotto ulteriormente TNEa cui consegue che il danno viene riparato in mino
misura con la permanenza di aree necrotiche filio8agiorni dal danno. Ad 8
giorni dal danno abbiamo poi osservato 'aumentlbedpressione di IL-4, una
citochina che induce l'inibizione dei macrofagi chietraduce in una diminuzione
nel numero di macrofagi osservato nel tessuto @patgli animali sacrificati ad 12
giorni dal danno. Ulteriori studi sono previsti menfermare tale ipotesi.

Il modello animale di danno cronico indotto med&aEN somministrata
nell'acqua di abbeveraggio, purtroppo non ha porttinduzione di neoplasia
epatica, neppure prolungando i tempi di sommirigiree oltre a quanto previsto
dai protocolli pubblicati in letteraturdfatsuda, 2005; Verna, 1996Non possiamo
quindi trarre conclusioni circa il ruolo delle ad# ovali nel processo di
cancerogenesi epatica, pur avendo evidenziato ona &ttivazione durante
'esperimento. Nonostante cio, e stata individuagualmente una componente
inflammatoria che non presenta pero differenzeifsogiive tra gli animali dei due
sessi. Possiamo concludere ipotizzando che il metbhdomministrazione non e
risultato adeguato per il ceppo di topi usati (Bglbprevediamo quindi di ripetere
'esperimento somministrando la DEN mediante imegi intraperitoneale,

valutando la formazione di noduli neoplastici apemtermedi.
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Data l'importante componente inflammatoria che abim evidenziato negli
esperimentin vivo, abbiamo provato a valutare in un modetiovitro I'azione dei
macrofagi in seguito a stimolazione con CEDEN. La stimolazione con entrambe
le sostanze delle cellule Raw 264.7, una lineaulee macrofagica derivante da
topi maschi, ha determinato I'attivazione delleludel con entrambe le sostanze e
'aumento della produzione di alcune citochinepribfilo citochinico che abbiamo
evidenziato nell’esperimentm vitro, non sono perd sovrapponibili con quanto
evidenziato nel fegatm toto ottenuto dagli esperiment vivo. Possiamo quindi
concludere affermando che sicuramente in vivo @%@ @ompartecipazione tra
diverse cellule che concorrono al profilo citochmi evidenziato. Obiettivo
successivo sara quello di isolare le singole paotéa cellulari del fegato (in
particolare cellule di Kupffer, cellule stellate edatociti) ed utilizzando sistemi di
co-coltura valutare il ruolo di ciascuno tipo cihe e le eventuali cooperazioni ed
interazioni che si instaurano in risposta ad umdarhimico.

Dal presente studio € quindi emerso che in corsenerazione epatica il
microambiente epatico gioca un ruolo fondamentaleire particolare € emersa
limportanza della componente ormonale e inflammate della loro interazione
nell'intero processo. Il fatto che gli ormoni sessypossono modulare la risposta
inflammatoria e quindi la capacita rigenerativa passere di fondamentale
importanza per I'approccio clinico di diverse patke infliammatorie che

presentano dimorfismo sessuale.
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