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RESUMO

A faléncia hepatica fulminante é caracterizada pela rapida perda da funcgao
hepatica com alta mortalidade. Neste trabalho verificamos o efeito da administragdo da
fracdo mononuclear de células da medula 6ssea em ratos submetidos a lesdo hepatica
aguda provocada por paracetamol, que atende aos critérios de um bom modelo de lesao

hepatica auxiliando na investigagao dos mecanismos fisiopatolégicos.

Foram utilizados 173 ratos Wistar fémeas para a realizagdo deste estudo. Os
animais foram pré-induzidos por fenobarbital 350mg/L, diluidos na agua ingerida, durante
quatro dias e apos receberam uma dose de 1g/Kg de paracetamol via intraperitonial. A
fragdo mononuclear de medula éssea de ratos machos foi purificada por gradiente de
Ficoll e administrada nos animais 24 horas apods a lesdo. Uma concentragdo de 1x10°
células marcadas por DAPI, diluidas em 0,2mL de PBS, foi injetada através da veia porta.
O grupo sham recebeu o mesmo volume de solugéo salina através da veia porta e um
subgrupo para estudo do dano oxidativo recebeu N-Acetilcisteina 150mg/kg
intraperitonialmente. Experimentos prévios foram realizados para o estudo da melhor via
de injecdo celular, comparando a veia porta com a veia da cauda, através da avaliagdo da

mortalidade cirurgica.

Pode-se observar um aumento da sobrevida nos ratos tratados com células de
medula pela veia porta e com presencga de células DAPI positivas no figado. Além disso,
0s animais tratados apresentavam pouca necrose e diminuigdo nos niveis da ALT, 72h
apos a lesdo, porem sem diferencas estatisticamente significativas em relagdo aos grupos
nao tratados. Nao foram observadas diferencas no subgrupo analisado para dano

oxidativo.

Neste trabalho foi possivel demonstrar que a fragdo mononuclear de medula 6ssea
€ capaz de aumentar significativamente a taxa de sobrevida de ratos Wistar submetidos a
faléncia hepatica fulminante por paracetamol. Estes resultados podem representar uma

perspectiva de tratamento para casos de faléncia hepatica fulminante.



ABSTRACT

Acute liver failure (ALF) is characterized by a rapid loss of liver function associated
to high mortality. In the present work we investigated the effect of mononuclear bone
marrow cells in rats with acetaminophen-induced ALF. This model fulfills the criteria for a

good model of liver lesion, helping to elucidate the physiological mechanisms involved.

We used 173 female Wistar rats that were pre-induced with phenobarbital 350mg/L
diluted in the drinking water for four days and received 1g/Kg of acetaminophen (APAP)
via intraperitoneal injection. one marrow mononuclear fraction of male rats was purified by
Ficoll density gradient and administered to animals 24 hours after the APAP injection.
DAPI-stained cells were injected through the portal vein in a concentration of 1x10° in
0.2mL of PBS. Sham group received the same volume of PBS and a subgroup for
studying oxidative stress received N-Acetilcisteine 150mg/kg via intraperitoneal. Additional
experiments were performed to confirm the best delivery method comparing portal and tail

vein injections evaluating the surgical mortality.

An increase in survival was observed in rats treated with bone marrow cells, as well
as the presence of DAPI-positive cells in the livers. In addition, animals showed few
necrotic areas and decreased ALT levels, although not statistically different from non

treated animals. No differences were found in the subgroup analyzed for oxidative stress.

In this study we have shown that bone marrow derived cells are capable of
significantly increasing the survival rate of APAP-induced ALF in Wistar rats. This result

may represent a perspective for the treatment of cases of acute liver failure.

Vi
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1. INTRODUGAO
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1.1. Faléncia Hepatica Fulminante

O figado, embora considerado como parte integrante do sistema digestorio,
estd envolvido em diversas fungbes n&o relacionadas a digestdo, ou seja,
vinculado a homeostasia dos diversos sistemas incluindo: processamento,
metabolizacdo e armazenamento de vitaminas, aminoacidos, carboidratos e
lipideos; detoxificacdo de substéncias; sintese de proteinas, como fibrinogénio e
fatores de coagulagéo, entre outras. O figado é dividido em oito I6bulos e, suas
células parenquimatosas, denominadas hepatdcitos, se distribuem em
conformacgdo hexagonal em torno da veia centro lobular. Entre os hepatocitos
encontram-se 0s sinusoides vasculares revestidos de células endoteliais que
demarcam o espaco extra-sinusoidal. Os sinusoides transportam o sangue a partir
da veia porta em dire¢ao a veia centro lobular (Trivifio and Abib, 2003).

Poucas situacbes em medicina tém se mostrado t&o intrigantes quanto a
faléncia hepatica fulminante (FHF), uma sindrome caracterizada pela rapida perda
das funcdes hepaticas com sérias consequéncias sistémicas, as quais incluem
coagulopatia, encefalopatia, coma, hipoglicemia, faléncia renal, sepse e faléncia
multipla de o6rgaos (Polson and Lee, 2005). A definicdo original de FHF foi
proposta em 1970 por Trey e Davidson, como uma sindrome severa com rapido
desenvolvimento para encefalopatia hepatica (Gill and Stearling, 2001).

Na FHF a histologia do figado mais caracteristica € a necrose hepatocelular
apresentando desarranjo ou n&o preservagdo da arquitetura tecidual.

Fisiologicamente a morte hepatocitaria leva a perda principalmente das fungdes de
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metabolizagcdo de substancias toxicas e da sintese protéica, como a albumina e os
fatores de coagulacdo, levando a prejuizos nos sistemas neurolégico, renal,
cardiovascular, gastrointestinal e na coagulopatia. O comportamento neurolégico é
o fator definidor da FHF em pacientes adultos (Zieve, 1987). A insuficiéncia renal
aguda ocorre em 40% a 80% dos casos, que apresentam oliguria e elevacao da
creatinina sérica (Bihari et al., 1986). Com o aporte de oxigénio diminuido e uma
maior comunicacao artério-venosa decorrente do aumento do 6xido nitrico, a FHF
apresenta ainda manifestacdes pulmonares e cardiacas. As manifestacoes
gastrointestinas s&o caracterizadas pelo aparecimento de nauseas e vOmito,
podendo aparecer sangramento digestivo devido a lesbes da mucosa gastro-
duodenal (Navasa et al., 1992). O figado sintetiza protrombina, fibrinogénio e
demais fatores de coagulacédo e alteragdes na producao destes fatores causam
um importante aumento da morbidade nesta doenca (Clark et al., 1973).

Embora nas ultimas décadas, tenha-se conseguido avangos no manejo
clinico dos pacientes com essa sindrome, o principal tratamento da FHF ainda € o
transplante hepatico (Van Thiel et al., 2001). Atualmente, sédo relatadas taxas de
sobrevida espontanea em cerca de 10% a 40% dos casos dependendo da causa e
do estagio da doenca, porém este percentual sobe para 60% a 90% pos-
transplante (Van de Kerkhove et al., 2004).

Contudo, a falta de 6rgaos disponiveis em tempo habil dificulta o emprego
do transplante como uma opg¢ao terapéutica, além disto, a mortalidade em lista de
espera atinge 40% dos pacientes (Polson and Lee, 2005). Nos EUA em 2001,
1978 pacientes com FHF morreram na espera do transplante (Van de Kerkhove et

al., 2004). O desenvolvimento de novas terapéuticas de suporte durante a faléncia
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hepatica poderia vir a prolongar a sobrevida, possibilitando maior disponibilidade
de tempo para o transplante ou a recuperagao espontanea.

Entre as causas de FHF estdo os agentes biolégicos como hepatites virais,
agentes quimicos e drogas hepatotdxicas. Em nosso meio, a hepatite fulminante
por Virus A € a principal causa de FHF em criancas. Entre 1996 e 2005 o
Programa de Transplante Hepatico Infantil do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
realizou 12 transplantes em criangas com FHF, sendo 36% delas portadoras do
Virus A (Santana et al., 2005). Na Argentina, 60% dos casos pediatricos de FHF
submetidos a transplante hepatico foram devido ao Virus A (Centeno et al., 2002).
Em paises europeus, por outro lado, a FHF é predominantemente relacionada a
causas metabdlicas ou drogas hepatotdxicas, como o paracetamol. Na Inglaterra,
em 97 pacientes com FHF menores de 17 anos, 54% foram causadas por agentes
infecciosos, 22% tinham etiologia metabdlica e 19% foram causadas por drogas,
principalmente paracetamol (Lee et al., 2005). Isso se deve, em parte, ao uso
deste farmaco em casos de tentativa de suicidio, ou associado ao alcool (Shiodt et
al., 1997). No Canada, entre 1995 e 2002 a taxa de internagbes por super
dosagem de paracetamol foi de 27 / 100.000 habitantes. Embora o estudo nao
descreva as caracteristicas dos pacientes, sugere que jovens do sexo feminino

possuem mais risco para a superdosagem (Myers et al., 2007).
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1.2. Acetaminofeno ou Paracetamol

A denominagdo acetaminofeno €& mais utilizada nos EUA enquanto
paracetamol é usada no Reino Unido. O paracetamol (N-acetil-p-aminofenol),
metabolito ativo da fenacetina, analgésico derivado do alcatrdo, € um dos
farmacos mais extensamente utilizados como analgésico e antipirético (FIGURA
1). Conforme Goodman e Gilman (1999), ele foi introduzido na medicina em 1886,
sob o nome de antifebrina por Cahn e Hepp, quando descobriram a sua acao
antipirética; em 1887, iniciou-se o seu uso para fins terapéuticos e o paracetamol
passou a ser amplamente utilizado nas misturas analgésicas; von Mering, em
1893, iniciou o seu uso clinico, mas apenas em 1950 este farmaco obteve
popularidade e a partir de 1960 passou a ser vendido sem prescricdo médica. A
primeira evidéncia clinica da toxicidade do paracetamol surgiu em 1966 com o
relato de dois casos de suicidio com superdose do farmaco. Em 1995, a
Associagcdo Americana de Controle de Intoxicagbes relatou mais de 10.000 casos
de provaveis intoxicagdes por paracetamol e 38.047 casos de uso associado a
outras drogas, (Zimmerman, 1998). Nos EUA e Reino Unido o paracetamol é a
principal causa de FHF, principalmente na superdosagem acidental ou intencional,
sendo também o principal medicamento implicado em 6bitos relatados nos centros

de intoxicagbes nos EUA nos ultimos anos (Litovitz et al., 2000).
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FIGURA 1: Estrutura quimica do paracetamol. (Goodman and Gilman, 1999)

O paracetamol apresenta rapida absorgédo pelo trato gastrointestinal e sua
concentragdo plasmatica atinge o pico maximo em 30 a 60 minutos. Apresenta
meia-vida plasmatica de duas horas, sendo 90 a 100% do medicamento excretado
pela urina durante o primeiro dia apés administracdo de doses terapéuticas. A
excregao ocorre apos o farmaco ser sulfatado e glicuronizado a nivel hepatico.

Uma pequena percentagem sofre N-hidroxilagdo através do citocromo
P-450 formando o metabdlito téxico N-acetil-p-benzoquinoneimina (NAPQI) que
inicialmente é ligado a glutationa e excretado (FIGURA 2). Na administracdo de
doses toxicas de paracetamol, as vias de glicuronizagao e sulfatagdo se saturam e
a via do citocromo P-450 adquire importancia para a biotransformag¢ao da droga,
ocasionando uma maior formac¢ao de NAPQI. Com isto, as reservas de glutationa

hepatica se esgotam e a reagdo com os grupos sulfidrilicos das proteinas
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hepaticas € aumentada, interrompendo o fluxo do calcio mitocondrial e conduzindo
a necrose dos hepatdcitos (Heubi et al., 1998). A cascata € amplificada pela
ativacao das células de Kupffer e pela producao de citocinas e radicais livres que
conduzem a apoptose e necrose centrolobular na zona 3 (Heubi et al., 1998;
Rahman and Hodgson, 2000). A necrose ocorre nesta zona porque € onde se

localizam os hepatdcitos que apresentam maior quantidade do citocromo P-450,

convertendo a droga em metabdlito ativo (Zimmerman, 1998).
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FIGURA 2: Via de metabolizagdo do paracetamol. A: Metabolizagdo normal com,
aproximadamente 95% do paracetamol sendo conjugado com glicuronideo e excretado na
urina. Grande parte do remanescente é conjugado com glutationa. B: Casos de
superdosagens, conjugac¢ao prejudicada e deplegdo de glutationa resultando em acumulo
do metabdlito hepatotéxico N-acetil-p-benzoquinoneimina. (Lubel et al., 2007).



Introducéo

O paracetamol é uma droga bastante segura quando usada dentro dos
limites da posologia. Apresenta pouco ou nenhum efeito colateral, tendo boa
seguranga para utilizagcdo mesmo durante a gestacdo. A dosagem maxima diaria é
de 4 g para adultos e de 75 mg/kg em criangas. A dosagem toxica € estabelecida
em 6,5 g para adultos e 120 mg/kg para criangas (Heubi et al., 1998). Entretanto
diferencas de farmacocinética ou metabolismo da droga podem ocorrer por isto, é
necessario atengcao quando os pacientes apresentam diarréia, desidratacao grave,
desnutricdo, febre elevada prolongada ou associacdo medicamentosa
principalmente com medicamentos indutores enzimaticos, alcoolismo ou hepatite

viral cronica (Rivera-Penera et al., 1997).

Aparentemente, existe uma correlacdo entre os niveis da droga e a
severidade da lesdo hepatica. A ocorréncia clinica da intoxicagao por paracetamol
se caracteriza por trés fases. A primeira inicia apés a ingesta, com anorexia,
nauseas e vomito, tendo duracado de 12 horas. A segunda fase, dura em torno de
48 horas e se caracteriza pela diminuigdo dos sinais e sintomas clinicos, embora
coincida com o inicio o aparecimento do dano hepatico e faléncia renal em 75%
dos casos. A terceira fase, de 3 a 5 dias apds a ingesta, é caracterizada pelo dano
hepatico evidente, com disturbio de coagulagédo e encefalopatia (Rumack and

Mathew,1975).

O tratamento de eleicdo para a intoxicacdo por paracetamol é a
administragdo de N-acetilcisteina (NAC) (James et al., 2003), que repbe as
reservas de glutationa prevenindo ou protegendo o tecido hepatico contra danos

causados por radicais livres (Bernstein and Tripodi, 1998). Sendo rapidamente
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absorvida, alcanga niveis maximos no plasma em 2 a 3 horas e possui meia-vida
de aproximadamente 6 horas. Essa droga é usualmente utilizada como agente
mucolitico, protetor da funcado renal, apresenta acdo antioxidante e tem sido
relatado que a mesma pode contribuir na prevencédo de alguns tipos de cancer e
no tratamento de varias outras doengas como: imunodeficiéncias por HIV (Human
Immunodeficiency Virus), doengas cardiacas, colites, entre outras, (Goodman and

Gilman,1999; Cetinkaya et al., 2006).

Idealmente a administragcdo da NAC deve ser feita durante as primeiras 16
horas apds a ingesta de paracetamol. O uso mais tardio deste medicamento, apés
o inicio da necrose hepatica, diminui o potencial de recuperagdao (Riodan and
Williams, 2000). Zimmerman (2000), observou que em pacientes adultos o
tratamento iniciado 10 a 24 horas apds a ingesta do paracetamol ocasiona uma
lesdo hepatica de 26% e quando administrado antes das 10 horas pOds-

medicamento a incidéncia da lesao hepatica se reduz a 6%.

1.3. Modelos Animais

Pela inexisténcia de modelos animais murinos de hepatites virais, um dos
meios mais utilizados para o estudo de FHF é através da administragcao de altas

doses de paracetamol associadas a outros farmacos.

Um modelo animal experimental para servir como base de um estudo de
determinada doenca deve ser fidedigno as alteragdes clinicas e laboratoriais

caracteristicas desta mesma enfermidade. Alguns critérios sdo determinados



Introducéo

como pré-requisitos para um bom modelo animal de FHF, segundo Terblanche e
Hickman (1991): reversibilidade da lesdo produzida, quando o tratamento
adequado for utilizado; reprodutibilidade; janela terapéutica, onde o tempo no qual
a morte venha a ocorrer precisa ser longo o suficiente para permitir o inicio do
tratamento e o animal precisa se manter bem o suficiente para permitir a acao do
mesmo, e apresentar risco minimo ao pesquisador e equipe de trabalho. Entre as
tentativas de desenvolver um modelo apropriado, modelos cirurgicos, tais como a
desvascularizagao hepatica total ou parcial, ou o0 uso de substancias quimicas
como paracetamol, tetracloreto de carbono, etanol, entre outros foram criados
(Quadro 1). Entretanto, a maioria destes modelos ndo reflete adequadamente o
padrao da doenga humana e todos apresentam limitagdes importantes (Tufién et
al., 2007). O modelo de intoxicagao por paracetamol possui vantagens, como uma
hepatotoxicidade consistente, reprodutibilidade, custo reduzido, reversibilidade e
baixo risco para o pesquisador (Walker et al., 1980; 1985; Newsome et al., 2000)
ocorrendo de uma maneira dose-dependente, em doses similares as doses
toxicas em humanos (Mitchell et al., 1973).

O uso de fenobarbital (acido 5-fenil-5-etilbarbiturico) como indutor
enzimatico mostrou aumentar a toxicidade do paracetamol e reproduzir ainda mais
fielmente o processo que ocorre em seres humanos com FHF (Beales and
McLean, 1996). As interagbes do fenobarbital com outras drogas geralmente
envolvem a indugdo do sistema enzimatico microssbmico hepatico. A maioria
destes estudos enfoca a indugao do citocromo P-450 e a deplecédo da glutationa

hepatica na hepatotoxicidade. O fenobarbital € um duplo indutor do sistema de
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oxidase, potencializando a hepatotoxidade, pela indugdo do citocromo P-450 que

vem a estimular a formagao de metabdlitos reativos.

Quadro 1: Modelos cirargicos e farmacolégicos de Faléncia Hepatica

Fulminante (adaptado de Rahman and Hodgson, 2000).
Modelo Cirurgico Animal Resultado
Hepactomia Parcial Rato Aumento AST, TNF-a hipoglicemia tardia
Hepatectomia Total Porco Sobrevida 15-26h, encefalopatia pré-terminal,
hipoglicemia e AST em elevagao
Desvascularizagao Parcial Porco Minima AST em elevagéo, hipoglicemia tardia
Desvascularizagao Total Porco Letargia e coma 10-15h, aumento encefalopatia, AST e
PIC
Modelo Farmacoloégico Animal Resultado
. Rato Encefalopatia, aumento AST, PT, NHs; PIC, necrose
D- Galactosamina "
. X hepatica
(vias intraparitoneal,
intravenosa
ntrav ) Coelhos Coma 2-6h, morte em 21 a 44h, macica lesao hepatica
Cachorro Aumento de enzimas hepaticas, bilirrubina total, aménia
e lactato, hipoglicemia, coma e aumento da pressao
intracraniana
Paracetamol = .
(via intragastrico) Porco Coma, modelo nédo reprodutivel
inducéo fenobarbital
Paracetamol (indugao Cachorro Encefalopatia e coma 6-8h, aumento AST, acidose
fenobarbital e paracetamol metabc')licrz)a necrose coa uIati\’/a centrolobular ’
sub-cutaneo) ’ 9
Earacetgmol (via oral, Rato Hepatomegalia, massiva congestdo centro lobular,
intraperitoneal) ;
aumento de hemoglobina
Tetracloreto de  Carbono . - .
(gavagem, intraperitoneal) Ratos Pouca encefalopatia, estagio de coma tardio
Tioacetamida (gavagem) Ratos Encefalopatia, aumento AST, NHj3, acidose metabdlica

Concanavalina A (via
intravenosa)

Camundongo e

Ratos

Aumento AST e acidose metabdlica

Camundongo e

Ratos

Aumento TNF-a, necrose centrolobular

Abreviagoes: AST: aspartato aminotransaminase; TP: tempo protrombina; TNF-a: fator-a de necrose
tumoral; PIC: presséo intracraneal.
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1.4. Células Tronco

Nos animais adultos as células tronco (CT) estdo presentes em todos os
tecidos: medula 6ssea, musculos esqueléticos, intestino, figado, pele e sistema
nervoso. O papel destas células € substituir células perdidas e regenerar tecidos
danificados. Todo organismo pluricelular € composto por diferentes tipos celulares
que derivam de células precursoras, chamadas células tronco. Um certo numero
de tecidos, como a pele, o intestino e o sistema hematopoiético se renovam
constantemente, mesmo durante a idade adulta. Outros, como o figado e musculo

renovam-se somente quando lesados (Fluckiger et al., 2003).

A definigdo de célula tronco nado € unica e pode variar conforme o autor.
Para Hall e Watt (1989), uma célula tronco devera apresentar trés caracteristicas:
auto-renovar-se indefinidamente, permitindo a manutengdo das CT ao longo da
vida e a renovacgao tecidual; dividir-se de maneira assimétrica, originando células
filhas diferenciadas; e apresentar diferenciagao irreversivel. Para Potten e Loeffler
(1990), uma célula tronco devera ser definida pela presenga dos seguintes
critérios: ser uma célula indiferenciada, ser capaz de se dividir, produzir um grande

numero de células filhas diferenciadas e poder regenerar um tecido apds leséao.

As células tronco vivem em um micro ambiente chamado “nicho”
juntamente com as células de suporte e fatores soluveis que favorecem a
interacdo entre as células e destas com a matriz extracelular. Estes diferentes
fatores controlam a proliferagdo, migragdo e a diferenciagdo das células tronco

(Guasch and Blanpain, 2004; Wilson and Trump, 2006).
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O “nicho” é caracterizado pela presenca de células chamadas de “células-
nicho” e de um substrato extracelular especifico (Spradling et al., 2001). As
células-nicho comunicam-se através de sua membrana basal com as células
tronco através de sinais, bloqueando sua diferenciacdo ou regulando sua divisao.
Quando uma célula tronco se divide ela pode originar duas células filhas, que
mantém sua conexao com a membrana basal, permanecendo ambas como
células tronco. Ou ela pode originar uma célula filha que mantém sua conexao
com a membrana basal de uma célula-nicho (mantendo-se como célula tronco) e
uma célula progenitora capaz de se diferenciar posteriormente (Fuchs et al.,

2004).

A classificagao das células tronco se baseia na potencialidade que estas
tém de originar diferentes tipos celulares, a qual esta relacionada com o grau de
diferenciagdo das mesmas. Assim, a célula tronco é classificada em totipotente,

pluripotente, multipotente e tecido especifico (Bongso and Richards, 2004).

Totipotencialidade é a capacidade celular de se diferenciar em todos os
tipos celulares de um embrido, com ectoderma, endoderma, mesoderma e 0s
tecidos extra embrionarios como saco vitelinico e placenta. Estas células sao
originadas na fecundagao e compdem o zigoto, cuja divisdo resulta no blastémero,
que € formado por células totipotentes com caracteristicas idénticas, ou seja,
qualquer célula pode originar qualquer tipo celular, incluindo outro individuo. Apos
esta fase o embrido comecga a se especializar, dando origem ao blastocisto que &
composto por uma esfera de células denominada trofoblasto, com uma massa

interna chamada embrioblasto (Chan et al., 2000). A massa interna do blastocisto
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€ composta por células pluripotentes, capazes de formar todas as células dos
tecidos embrionarios, ou seja, qualquer tipo celular do individuo. /n vitro as células
pluripotentes tém a capacidade de se diferenciar em células dos trés folhetos
germinativos: endoderma, ectoderma e mesoderma (Gage, 2000, Hadjantonakis

and Papaioannou, 2001).

As células multipotentes sdo células auto-renovaveis, mais diferenciadas
que as anteriores, mas ainda capazes de produzir células de diferentes tecidos
porém originarios da mesma camada embrionaria. Estas células estdo presentes
durante toda a vida do individuo, diferenciando-se das células totipotentes e
pluripotentes que s6 se encontram durante a fase embrionaria. Em um organismo
adulto estas células podem dividir-se repetidamente, como é o caso das células do
sistema hematopoiético ou das células mesenquimais. As células tecido especifico
apresentam maior grau de diferenciacdo e produzem tipos celulares
caracteristicos do tecido no qual se encontram. Sdo assim denominadas as
células progenitoras mesenquimais, as células progenitoras nervosas, da cérnea

ou células do intestino (Verfaillie, 2002, Watt and Hogan, 2000).

Entretanto, novos estudos tém sugerido uma maior plasticidade das células
tronco ndo embrionarias. Em 1999, Gussoni e colaboradores demonstraram que
as células tronco da medula éssea podem dar origem a células musculares.
Outros estudos mostram que algumas células derivadas da medula tém o
potencial de diferenciar-se em células ndo hematopoiéticas, como por exemplo,
células endoteliais, assim como algumas linhagens de células estaminais

derivadas do SNC possuem o potencial de se diferenciar em células
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hematopoiéticas. Aléem disso, ha evidéncias de que outras células da medula
O0ssea tém capacidade pluripotente: sdo as chamadas células tronco
mesenquimais (MSC) (Verfaille, 2002). As MSC apresentam grande potencial
terapéutico devido a sua capacidade de auto-renovacao e diferenciagao em varios

tipos celulares.

Friedenstein e Petrakova em 1966, foram os primeiros a descreverem as
MSC em medula 6ssea, como uma rara populagdo que representa 0,01% a
0,001% do total de células nucleadas de medula. Estas células, quando
implantadas no tecido apropriado, apresentam a capacidade de se diferenciar em
alguns tecidos nao hematopoiéticos, possibilitando assim o seu uso para terapias
celular e genética (Barry et al., 2004; Short et al., 2003). Alguns autores referem o
fato da baixa populagdo de MSC levar a necessidade de sua expansao em cultura

celular, antes da utilizagao para fins terapéuticos (Sotiropoulou et al., 2006).

Nos ultimos anos tem surgido o conceito de plasticidade como uma das
principais caracteristicas das células tronco adultas. Plasticidade refere-se a
capacidade destas células de migrar a outro tecido de interesse e adotar um
fendtipo funcional no novo local de permanéncia (Herzog et al., 2003). Diversos
experimentos demonstram a possibilidade de reprogramar as células tronco
mesenquimais que, quando injetadas em diferentes 6rgdos como coragao,
musculos, cérebro, rim, pele, figado, pulméo e intestino, transformam-se in situ em
células destes tecidos (Herzog et al., 2003). Verfaillie (2002), referindo-se a

capacidade da plasticidade das células tronco, refere varios trabalhos, realizados
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em roedores, onde células de determinados tecidos apresentam capacidade de se

diferenciar em células de outros tecidos (FIGURA 3).

TRENDS &y Calf Biolecy

FIGURA 3: Plasticidade das células tronco de medula éssea. (Verfaillie, 2002).

1.5. Terapia Celular

Terapia celular € uma forma de tratamento através da utilizagcao de células.
A forma mais simples e mais empregada tradicionalmente de terapia celular é a
transfusdo sanguinea. Formas mais elaboradas de terapia celular envolvem a
retirada de células do individuo, modificacdo destas células "in vitro" e depois

retorno das células ao paciente (Minguell et al., 2001).

Aplicagbes da terapia celular para doengas do figado incluem o uso de

figado bioartificial e o transplante de células hepaticas. O conceito de figado
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bioartificial foi iniciado em 1950 a partir da experiéncia da dialise renal. Ele é
definido como um sistema de suporte extracorpéreo para a manutencdo das
fungdes hepaticas, utilizado durante a recuperagcdao do 6rgdo ou na falta de
transplante hepatico. Varios dispositivos de auxilio a fungao hepatica estdo em uso
para estabilizar a condicdo de vida dos pacientes e servir como uma ponte ao

transplante (Muraca, 2003).

Dispositivos de figado bioartificial utilizam células de figado, humana ou
xenogénica, para a realizagao das tarefas metabdlicas. Diferentes biorreatores
foram construidos para manter as células em cultura durante periodos
prolongados. Os dispositivos hepaticos artificiais possuem limitado desempenho
devido a obtencdo celular, troca entre as membranas e vazdo sanguinea. A
combinacgao entre os sistemas artificiais e bioartificiais parece ser promissora, pois

combinaria componentes bioldégicos com técnicas de desintoxicagao.

Durante as ultimas décadas vem se investigando o transplante de
hepatdcitos para o tratamento de doencgas hepaticas. A implantagao destas células
consiste em minima intervengdo, mantendo intacta a arquitetura do érgao e
possibilitando a restauracado das fungdes deficientes. Possibilita ainda a expansao
em cultura celular e o tratamento especifico in vivo (Strom et al., 1997, Soriano et
al., 1993, Nussler et al., 2006). Para Terry et al. (2006), o sucesso da
criopreservacdo de hepatocitos € essencial para o tratamento das doencas
hepaticas, para melhor utilizacdo destes e para a investigacao in vitro. No entanto,
mesmo com os melhores protocolos de criopreservacao, a fungao dos hepatdcitos

€ negativamente afetada, os testes funcionais como viabilidade, aderéncia e
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lactato desidrogenase estdo diminuidos, e enzimas citosdlicas e cofatores séo
encontrados no meio de criopreservagao, indicando danos a membrana (Terry et

al., 20086).

Por isso, protocolos de diferenciacdo de células tronco adultas em
hepatécitos in vitro poderiam possibilitar uma maior facilidade para a
caracterizagao molecular e manipulacdo genética prévias a regeneragao tecidual
(Heng et al., 2005). No entanto, a utilizagdo de células in vivo apresenta como
vantagem o verdadeiro microambiente especifico, impossivel de mimetizar in vitro

(Nussler et al., 2006).

Atualmente, o uso de células tronco tem se mostrado muito promissor no
tratamento de diferentes tipos de lesdo. Anteriormente, pensava-se que células
tronco adultas originavam linhagens restritas, mas na ultima década varios
estudos demonstram que progenitores hematopoiéticos provenientes da medula
Ossea participam na regeneragao do miocardio isquémico (Orlic et al., 2001), de
danos esqueleto-musculares (Gussoni et al.,, 1999) e na neurogénese (Mezey et

al., 2000, Pittenger et al., 1999).

As células tronco derivadas de tecido adulto como medula 6ssea, tecido
adiposo, sangue, cornea, sangue de cordao umbilical, musculo ou pele, podem ser
reprogramadas a dividir-se e diferenciar-se a outros fendtipos celulares. Segundo
Woodbury e colaboradores (2000), para induzir o fendtipo neural, as células
estromais de medula 6ssea (MSC) foram mantidas em cultura celular com (-

mercaptoetanol e butirato de hidroxianisol, assumindo caracteristicas neuronais
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em aproximadamente 3 horas. Varios trabalhos também tém sido executados na
area da cardiologia demonstrando que as células de medula sao capazes de
contribuir na regeneragao do 6rgao danificado (Jackson et al., 2001; Strauer et al.;
2002; Kang et al., 2004). Em 2000, Wang e colaboradores, demonstraram que
células mesenquimais isoladas de medula Ossea, injetadas no miocardio de
animais receptores lesados, apresentaram diferenciagdo morfolégica, expressao

de proteinas e participam da atividade contractil do érgao.

Nos ultimos anos o interesse na terapia celular voltada a reconstituicdo
hepatica tem aumentado continuamente, uma vez que a procura por 6érgaos para
transplante supera a oferta. Em 1977, Groth e colaboradores demonstraram que
transplante intraportal de hepatécitos em ratos com deficiéncia em glicoronil-
transferase melhora a hiperbilirrubinemia. Estudos em humanos também

apresentaram impacto positivo (Nussler et al., 2006).

Petersen e colaboradores, em 1999, demostraram a capacidade de células
tronco de medula em se diferenciar em células hepaticas. Células de medula de
ratos machos foram transplantadas a ratas fémeas letalmente irradiadas; as
fémeas foram tratadas com tetracloreto de carbono (CCls) e 2-acetilaminofluorano
(2-AAF) para induzir a hepatoxicidade e bloquear a proliferagdo de hepatdcitos
endoégenos. Ao analisar o figado das ratas receptoras, foram detectados
hepatdcitos, células biliares e células ovais Y- positivas. Lagasse em 2000, ao
utilizar injegbes intravenosas de células de medula adulta para tratar

camundongos com tirosinemia tipo | restaurou as fungdes bioquimicas do figado e
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demosntrou a capacidade de células hematopoiéticas de se diferenciarem em

hepatdcitos.

Oh e colaboradores, em 2000, comprovaram que tratamento in vitro com
células de medula e com HGF (fator de crescimento de hepatdcitos) durante 21
dias, produz células que expressam albumina. Em 2007, Oh e colaboradores
demonstram que células de medula podem se diferenciar em células de figado
através da diferenciagdo em células ovais em ratos com FHF induzida por 2-AAF e

70% de hepactomia parcial.

Ensaios clinicos de fase | utilizando células de medula éssea no tratamento de
doencgas crénicas do figado estdo em andamento no Brasil. Pacientes com cirrose,
em lista de espera para transplante, foram submetidos a infusdo de células
autdlogas de medula 6ssea pela artéria hepatica. Nao foram observados efeitos
adversos desencadeados pela terapia, mas outros estudos ainda se fazem

necessarios para determinar a eficacia deste tratamento (Lyra et al., 2007).

Porém, os mecanismos pelos quais ocorre o reparo da lesdo ainda nado sao
bem conhecidos. Desta forma, apesar de ja existirem protocolos em seres
humanos, os estudos em modelos animais se justificam pela possibilidade da
melhor compreensao dos mecanismos envolvidos e para a validagao de novos
tratamentos. Além disso, os tratamentos atualmente disponiveis para FHF ndo sao
totalmente satisfatérios. E possivel que o uso de células da fracdo mononuclear de
medula éssea possa auxiliar na recuperacdo do funcionamento hepatico em
animais lesados com paracetamol, através de um aumento da regeneracao

tecidual.
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Objetivos
2.1. Geral

Avaliar se o transplante de células da fragdo mononuclear de medula éssea
heterdloga melhora a regeneracao celular e a sobrevida em ratos com les&o

hepatica aguda causada por paracetamol.

2.2. Especificos

2.2.1. Verificar se ha diferenga na sobrevida entre os animais tratados e néo
tratados.

2.2.2. Verificar se ha colonizagdo no figado de células de medula éssea
heteréloga marcadas, injetadas diretamente pela veia porta.

2.2.3. Verificar se ha diferenga no aspecto histolégico do figado entre os
animais tratados e ngo tratados.

2.2.4. Verificar se ha aumento do numero de células em divisdo nos animais
tratados.

2.2.5. Verificar se ha melhora na funcao hepatica, medida pela avaliacdo de
parametros bioquimicos.

2.2.6. Comparar duas vias de injegdo quanto a presenga de células no
tecido.

2.2.7. Determinar a mortalidade cirurgica da injegéo pela veia porta.

2.2.8. Verificar se ha diferenca nos parametros de dano oxidativo, em

comparagao com um grupo tratado com N-Acetilcisteina.
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Material e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar, provenientes do CREAL/ICBS/UFRGS. Ratos
Wistar machos adultos, com idade entre 120 e 150 dias e peso entre 300 e 350 g,
foram utilizados como doadores de células. Ratos Wistar fémeas adultas, com
idade entre 90 e 120 dias e peso entre 170 e 270 g, foram usados para a
realizacdo do modelo experimental. Os ratos foram mantidos em gaiolas de
plastico, em numero de 5 animais por caixa, com ciclos de claro-escuro de 12
horas e com temperatura ambiente constante, entre 18 e 22°C. Foi respeitado um

periodo de observagao dos animais de 7 dias antes do inicio dos experimentos.

3.1.1. Niumero de Animais

Foram utilizados 1 animal macho doador de células, para cada 5
animais fémeas receptoras. Para o primeiro artigo foram utilizados 138
animais, distribuidos entre os 4 grupos estudados: grupo modelo n=29,
grupo sham n=35, grupo células n=59, grupo células fixadas n=15. No
segundo artigo utilizamos 26 animais divididos entre os grupos: grupo
células veia da cauda n=6, grupo sham veia da cauda n=8, grupo células
mortalidade cirurgica n=5, grupo sham mortalidade cirurgica n=7. Para o

estudo do dano oxidativo utilizamos 9 animais.

24



Material e Métodos

3.2. Modelo de Faléncia Hepatica Fulminante

Foi utilizado um protocolo padronizado (Beales and McLean, 1996) em que o
paracetamol (Medley®, Brasil) é administrado através da aplicagdo de dose unica
de 1g/kg via intraperitoneal em animais previamente submetidos a um tratamento
com fenobarbital (Aventis®, Brasil) 0,4 g/L, por 4 dias na agua de beber. Esse
modelo produz significativas alteragbes na estrutura do parénquima hepatico e
possui uma mortalidade de 60% dos animais, 48 horas apds a administragdo do
farmaco. Foram incluidos no estudo somente animais com niveis de ALT, entre 2

a 20 vezes o valor normal, 24h apos a injecéo de paracetamol.

3.3. Coleta da Medula Ossea

Os animais doadores, machos, foram mortos em camara de CO, para
retirada de suas patas traseiras e os ossos (fémur e tibia) separados da massa
muscular. Estes foram colocados em PBS (tamp&o fosfato salino, pH 6,8) e
levados para um ambiente estéril (capela de fluxo laminar) para que fosse feita a
retirada da medula 6ssea. As epifises destes ossos foram cortadas e a medula foi
retirada pela passagem de um jato de meio de cultura. A seguir, adicionou-se o
meio com as células ao Ficoll para induzir um gradiente de densidade, que
viabiliza a separacédo e coleta da fracdo mononuclear da medula éssea, a qual
contém as células-tronco hematopoiéticas e mesenquimais (Mezey et al, 2000). A
viabilidade celular foi avaliada em camara de Neubauer e a concentragao de
células desejada foi calculada e ajustada de modo a ter no final uma concentragéo

de 5 x 107 células/mL.
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3.4. Marcacao Celular

As células mononucleares isoladas foram incubadas em banho de gelo por
20 minutos com corante celular fluorescente azul DAPI (4’6-diamino-2-fenilindol)
na concentragédo de 2,7mg/mL (Perin et al., 2003). Apds, as células foram lavadas
com PBS e mantidas em estufa a 37° até o momento da administragdo. O DAPI é
um corante especifico do DNA, que se une fundamentalmente as zonas ricas em
nucleotideos adenina e timina (zonas AT) formando complexos estaveis. Mediante
microscopia de fluorescéncia em luz violeta com comprimento de onda de 372
nanometros o DAPI, emite uma fluorescencia azul de 456 nanometros

possibilitando a visualizagao das estruturas nucleares das células (Madeo, 1999).

3.5. Administragao Celular

A solugédo de células marcadas foi injetada diretamente pela veia porta,
através de incisdo abdominal de aproximadamente 3 cm sob anestesia de 100mg/
kg de Cetamina (Eurofarma Lab LTDA, SP, Brasil) 10% e 10mg/kg de Xilazina
(Sespo Ind & Com LTDA, SP, Brasil) 2% intraperitoneal. O figado e o estbmago
foram delicadamente deslocados para exposicdo da veia porta, sendo
administrados 200 pl da suspenséo de concentragdo de 5x107 cel/mL nos ratos
receptores do sexo feminino. GelFoam (Cuntanplast, Mascia Brunelli Spa, Milano,
Italy) foi aplicado no local da injecdo para prevenir a hemorragia. Os animais foram
suturados com Polyglactine 4-0 (Vicryl Ethicon, SP, Brasil) e Monofilamento 4-0
(Monocryl Ethicon, SP, Brasil). As células foram administradas 24h apds a lesao.

ApoOs a cirurgia os animais eram recolocados em suas caixas € mantidos em
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estufa por 12hs, com temperatura controlada entre 26-28°C, para o
restabelecimento. O grupo sham recebeu injecao de salina, no mesmo volume.
Para estudo da via de administracdo celular pela veia da cauda, os animais
receberam metade da dose anestésica e em volume de 50 pl de suspensao

celular com concentragdo de 5 x 107 células/mL.

3.6. Sacrificio dos Animais

Os animais que sobreviveram as 72h do estudo foram mortos em camara
de CO, para retirada de sangue e figado. Os 6rgaos foram colocados em solugao
de formalina tamponada a 10% para processamento e analise histologica. O
sangue, apds separagdo de plasma foi congelado a -20°C para dosagens
bioquimicas e a -80°C para as medidas do dano oxidativo. Os animais que
morreram antes deste periodo, igualmente tiveram o sangue coletado e

armazenado a -20°C e o figado colocado em formol.

3.7. Analise Histolégica

Foram realizados cortes transversais do figado para coloragdo com
Hematoxilina-Eosina para observacdo de alteracbes na estrutura do tecido. Na
analise histologica foi observado o aspecto geral do 6rgdo, grau de necrose,
inflamacgéo e esteatose. Também, foi contado o numero de células em diviséo

mitética e em apoptose em 10 campos por lamina (40x).
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3.8. Capacidade de Colonizagao

Foi avaliada pela identificacdo da presencga de células marcadas com DAPI
visualizadas por microscopia de fluorescéncia. Para tanto, apdés a morte dos
animais uma fragdo do figado foi colocada em solu¢cdo de formalina a 10% por
24h. Apos este periodo, o material foi processado em bloco de parafina para a
confecgdo laminas com cortes histologicos de S5Sum. O material para analise de
fluorescéncia foi mantido totalmente ao abrigo da luz durante todo o
processamento. As laminas foram analisadas em 50 campos ao aumento de 100x.
Apods o processamento, cortes histolégicos sem coloragdo foram imediatamente
levados para observagcdao em microscopia de fluorescéncia das células DAPI-

positivas onde foi realizada a contagem e a localizag&o destas células.

3.9. Dano Oxidativo

Foi utilizado protocolo de injecdo do NAC (Flucistein) solugdo injetavel
300mg Unido Quimica SP-Brasil, 150mg/Kg de peso, dosagem preconizada em
casos de intoxicagdo por paracetamol (Sener et al.,, 2003). O farmaco foi
administrado por via intraperitoneal 24 h pos lesdo. Os animais foram mortos apos
72h, no momento da morte o figado foi retirado, colocado em nitrogénio liquido e
armazenado a -80°C até o momento da dosagem de carbonila por

espectrofotometria, (Reznick and Packer, 1994).
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3.10. Ensaios Bioquimicos

Amostras de sangue foram colhidas dos animais nos tempos 0, 24 e 72h,
apos a injecao do paracetamol, pelo plexo retro-orbital com o auxilio de capilar de
vidro heparinizado. O sangue foi recolhido em tubos ependorfe heparinizados e
imediatamente centrifugado (3.000xg por 5minutos) para a separagao do plasma.
Foi feita a dosagem de alanina aminotransferase (ALT), conforme métodos de

rotina realizados no laboratorio de Patologia Clinica do HCPA.
3.11. Local de Realizagao

O presente estudo foi totalmente realizado no Centro de Pesquisas do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Os experimentos com animais foram
realizados na Unidade de Experimentagcao Animal e a extragdo de medula éssea
no Centro de Terapia Génica. A confecgdo das laminas e analise histolégica no
Laboratério de Anatomia Patoldgica e as analises bioquimicas de ALT e Albumina
no Laboratério de Patologia Clinica. As medidas de Dano Oxidativo foram

realizadas no Laboratério de Fisiologia Cardiovascular da UFRGS.
3.12. Consideracoes Eticas

O presente estudo foi submetido & apreciacdo do Comité e Etica em
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, sendo aprovado como numero

06-350 no Grupo de Pesquisa e Pds-Graduacgao (GPPG).
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Resultados

Os resultados deste estudo estdo apresentados sob forma de artigos

cientificos.

O primeiro artigo intitula-se: “Adult derived mononuclear bone marrow cells
improve survival in model of acetaminophen induced acute liver failure in rats”, o

qual foi publicado na revista Toxicology (disponivel on line no site da revista).

O segundo artigo intitula-se: “Avaliagcao da via de injecao e permanéncia de
células tronco adultas de medula 6ssea em modelo animal de insuficiéncia
hepatica aguda provocada por paracetamol’, que sera submetido ao periddico

Arquivos de Gastroenterologia (Instrugdes do periddico estdo no anexo).
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4.1. ARTIGO |

“Adult derived mononuclear bone marrow cells improve survival

in model of acetaminophen induced acute liver failure in rats”
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model of acetaminophen-induced acute liver failure in rats

Maria Cristina Belardinelli®®, Fernanda Pereira®, Guilherme Baldo™*,
ﬁ..ngela Maria Vicente Tavares®, Carlos Oscar Kielingd.
Themis Reverbel da Silveira?, Luise Meurer®, Marcos Eugénio Soares Duarte ¥,
Roberto Giugliani »™°, Ursula Matte ™*

* Gedr Thesgpy Cemfes, Resagrch Ceaner Mosmral & Ciialoan, Moo Afepre, 5 Brmid
'Po.q“gm:’m Propram Lo Blofoploai Zoleaces: Blochemiry, JOBE, UFRGE. Aot Alepre, BE, Bragl!
© Mraioa! Geesfhics Seevloe, Hophal de Cllainas, Fove Absgre, RS, Bragl!
4 Experineaca! Heparalopy and Gasrmeanonsfogy Lohonmory, Faphial de Cllaicay, Fowe Adsgre, 5, Bragl!
* Realegy Seraloe, Houpiial o Cleloas, Fovio Adepee KS, Bragli

"E:,ue.fln eoral Al Diek, Besaarch Ceefes Mospinal ge CTindoss, Ponio Alepee, RS B
B Cstiovascwkar Resvanch Labovatory, Resagnch Deater, Hospiral s Ciinkozy, Forto Afepre, RS Seanb

Raceivad 2 Augusi 2007, recaived in revized form @ Juanany 2008, accepied 11 Jamary 2008

Avvnilablz oaline | Fabnary 2002

Abstract

Iareodfiicticw: Acate Tver Failurs { ALF} is characterized by a rapid 1nss of hepatic function, with high mortality. Acstaminaphan (APAFjintoxication
and viral hepatitis are common canses of ALE Saweral snadies have shown the capacity of adult bone mamos cells to differentiate in bepaincytas,
suggesting their uss for reating ALF.

Aim: In the present siudy, we tested the use of adult derived meonanuclear bane marmew fraction to improve de survival of Wistar rats with
APAP-induced ALF

Meihods: Forty-eight female Wistar rais pre-induced with phenobarbital we=re given APAP in a single dos= of | g'kg via inraperitansal injeciion.
Baone marmow manonuclear cslls were purified from male raes using FICOLL gradisnt and injscred throogh the partal vein in a valume of 0.2 mL
cantaining 1 % 10° cealls staived with DAPL. Treatmeri was ad ministzred 24h after APAP injection. The sham group (m =24}, received 0.2 mL of
salire drough the portal vein 24 h after APAP sdministration. Survival, liver histology and ALT levels wers chaared.

Rezwlts: Survival 72 h poat-APAP adminisration was 325 in the sham group and 70.8% in the group recziving bome marow cells. Liver bisiclogy
im treated animals showsd less intense necrosis and the presence of DAPL-positive czlls.

Concusions; We have shown that bone marmow derived cells ans capahle of significanily increasing the survival rate of APAP.induced ALF in
I7.5% (05% C1, 17,240 M),
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L Imtroduction increased ammonia levels and progression to encephalopathy,
coma and death if not promptly treated (Polson and Lee, 20055

Acute bver failure (ALF) is a syndrome chamcterzed by Crrthotopic Liver transplantation (LT remaine the sole thera-
rapid loss of hepatic mass and function leading to coagulopathy, peutic option for most patients. However. in a certain number of
cases, spontanecus remission is obserced suggesting that sup-

portive treatments such s bicartificial liver devices or other

T " —— A—— specific treatments could belp improve biver function in cnkcal
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nity. Acetaminophen { APAP) overdose is the leading cause of
ALFin developed countries (Lee et al., 2005), whereas in under
developed countries fulminant viral hepatitis is a major con-
cern, especially in pediatric patients { Centeno et al., 2002). The
mechanism of APAP liver toxicity is well understood. The sat-
uration of the normal metabolic pathway leads to the formation
of N-acetyl-p-benzoguinone imine (NAPQI) via oxidation in
cytochrome P-450. NAPQThas been shown to cause cell necrosis
by abrogation of calcium influx to the mitochondria (Rahman
and Hodgson, 2002). As the involvement of reactive oxygen
species is a fundamental component in the toxic mechanism,
the wse of anti-oxidant therapies has been proposed and since
1991 N-acetyleysteine administration is considerad the standard
of care for this condition (Zafarullah et al., 2003).

The search for alternative therapies for ALF has included cell
transplantation of mature hepatocytes (Fox et al., 1998), and the
use of bone marrow derived stem cells (Jang et al., 2004, Several
studies have shown the participation of bone marrow derived
cells in liver repair, both in chronic as in acute damage (Fang et
al., 200d; Ishikawa et al., 2007; Oh et al., 2007), although some
controversy still remains as whether the mechanism of action for
bone marrow derived cells in liver repair occurs by cell fusion
or transdifferentiation (Lagasse et al., 2000; Jang et al., 2004),

In the present study, we tested the hypothesis that adult
derived mononuclear bone marrow fraction improves the sur-
vival of rats with APAP-induced ALF.

2. Materials and methods

2.1. Animals

We usad 138 female Wistar rats, 2% animals were used as model group.
receiving only o single dose of APAP, 35 rats were used as sham-operated and
5% animals received bone marrow cells 24h after APAP administration. An
additional group of 15 animals received fixed bone mammow cells. Sample sine
was calulated expecting 36% survival in the control groupand 72% survival in
the treated group, according to a pilot study peformed by our group. The animals
weighted 1802202, Male rats of the same weight were used as cell donors. All
animal s were obtained from Laboratory Animal Reproduction and Experimental
Center (CREAL-ICBS/UFRGS). Animals were kept at Experimental Animal
Unit of Research Center of Hospital de Clinicas de Porto Alegrei UEA-HCPA).
under controlled temperature (between 18 and 22°C) in 12-h light: 12-h dark
cycles. Standard rat chow and waber wene given ad libimm.

2.2, APAP-induced ALF

The APAP-induced ALF model used was adapted from Salam et al. (2005).
Anoral solution of APAP [Medle’:,"‘. Brazil) was administered in a single dose
of 1 g/kg via inraperitonzal injection. Four days before the injection. animals
received Phenobarbital { Aventis®, Brazil) (0.4 g, or approximately 0.1 mgfkg
by wizighthindrink ing water (Beales and McLean, 1996 10 induce cytochrome
P-450 enzymes and therefore potentiate subsequent acetaminophen toxicity.

2.3, Mononmuclear cell separation

Bone mamow cells from male donors were obtained as follows: after sacri-
fice in Oy chamber, the tibia and femur were Aushed with cell cultire media
(DMEM. Invitrogen, USA) and mononuclear bone mamow cell fraction was iso-
lated by centrifugation using FICOLL {GE-Heal thoare, US A) gradient (Mezey et
al., 20007, The cells were then stained with DAFI (4'6-diamine-2-phenylindole
dihydmcloride, Roche Mannheim. Germany), 2.7 mgiml (Perin et al.. 2003)
and diluted to 5 % 10° cells/mL.

Resultados

M.C. Belardinalli er al / Toxicology 247 (2008) I-5

In order to exclude some DAPI-related influence on survival, an additional
group of nine animals with APAP-induced ALF was injected with DA Pl-stained
fixed bone mamow cells (DAPL-group). Cells were harvested as described above,
but were fixed on Methano| prior o staining. A fraction of these cells were kept in
co-cultume with o cell line (HepG 2) to make sure that no oxic effect of Methanol
was still present. Cell injection was performed in the same conditions described
for the bone marmow group.

2.4, Surgery

Cells were administered 24 h after APAP-induced ALF through the portal
vein, Animals were anesthetized with 100 mgikg of Ketamine (Eurofarma Lab
LTDA. SF. Brazily 105 and 10 mg/kg of Xylazine (Sespo Ind and Com LTDA,
SF. Brazil) 2% intrmperitoneally. A longimdinal 3 cm abdominal incision was
performed, and liver and stomach were gently displac ed b0 ex pose the portal vein,
A volume of 0.2 mL of cells in PES (containing 1 2¢ 107 cells) wos injectad in
asingle bolus, GelFoam (Cuntanplast. Mascia Brunelli Spa, Milano, ltaly) was
applied to the site of injection to help prevent hemomhage. Animals were sutwred
in layers with polyglactine 4-0 { Vicryl Ethicon, SF, Brazil) and Monofilament
4-0 (Monceryl Ethicon, SP Brazily and allowed to recover in the cage. Sham
group was submitted to the same surgical procedure, although receiving 0.2 mL
of PBS with no cells.

2.5 Biochemisiry

BElood was collected at time points 0, 24 and 72 h after APAP administration
though retrorbital punction under anesthesia. Alanine aminotransferse (ALT)
wis measured using the Enzyme Kinetics Method (Henry et al, 19600, All
animals with ALT levels ranging foom 2 to 20 fold the nomal meference values
(MEWY) 24 h after APAF administration were included in the study.

2.6, Histology

The mts that survived for 72 h after APAP administration were sacrificed
in COy chambers, except for a goup of 9 onimals with APAP-induced ALF
and treated with bone marmow cells that was kept alive for up to 10 days. At
the time of death, the liver was collected and placed in 10% buffered formalin
solution for 24 b, and submitted to routine histology processing. H-E staining
sections were analyzed under optic microscopy by a treined pathologist. blind to
the treatment groups. Mecrosis was evaluated by counting the rows of necrotic
hepatocytes from the perivenular zone (acinar zone 3). Bridging necrosis was
noted if present. Hydmpic degeneration and steatosis were graded as absent.
mild. moderbe and severe. The mitotic and apoptotic indexes were calculated
in 10 high power felds (40 magnification). Presence of inlammatory infil trate
was also noted. In addition. unstained sections weme observed under Auorescent
micrscopy and the number of DAPL-positive cells in treated animals (bone
marrow groupd was countad in 50 random fields at 100z magnification.

2.7, Statistics

Statistics was performed using SPSS (Sswisical Package for Social Sci-
emces), Differences in ALT levels were assessed using Swident's f-test and
differences in mortality using Chi Square and Fizsher Exact test.

3. Resulis

Variation in ALT levels 24 h after APAP injection were usad
as inclusion and exclusion criteria. Animals that had ALT levels
lower than 2 times the normal values (n=16) or higher than
LODDIUYL (= 10) were not included in this study. Therefore,
we were left with 112 animals (25 in the model group, 24 in
the sham-operated group, 48 in the group receiving fresh bone
marrow cells, and 15 receiving fixed bone marrow cells).
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Survival and ALT values (IUL, mean£ 5.10) in APAP (1 g/kgi-injected animals 0. 24 and 72 h after injection

Oh 24h T2h

Survival ALT Survival ALT Survival ALT
Bone marmow group AB (10005 4173+ 1141 AB( 10005 281 4B £ 1ET.49 W (TOER)* 63 18+35.76
Sham group 240 100.05%) 42,50+ 1328 240 100.0%) 28017 £ 16599 Bi33.3%) 244,63 £ 582,88
Mode] gmup 25(100.06%) 4440+ 1099 15 (600" 37300+ 28345 12048.0%) 30.75+£21.23
p-Value 066 000" 028 000" 0085

Survival data is presented as absolute numbers and percent in parenthesis. Statistical analysis was performed using Chi Square and Fisher's Exact test.

* Statistically significant difference according to pvalues be low,
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Fig. 1. Survival curve of APAP-induced ALF in the two groups.

3.1, Experimental model

The APAP-induced ALF experimental model was initially
performed in 25 animals that were subjected to no further manip-
ulation and therefore served as a model group, Survival and ALT
levels are shown on Table 1. In this model group (APAP only),
mean ALT levels returned to normal (39,75 £ 21.23) in the ani-
mals that survived for 72h. Mitotic index for this group was
491 +£7.62.

The administration of | gfkg APAP leads to significant his-
tological alterations in the liver. In 67.0% of animals, hepatic
necrosis was observed (17.2% of which was bridging necrosis).
Other abnormalities included small droplet steatosis (64.0%),
hydropic degeneration {32.0%) and discrete presence of inflam-
matory infiltrate (28.0%).

3.2, Interventional groups

Inanimals receiving bone marrow cells (bone marrow group),
the survival rate 72 h after APAP-injection was 70.8%, whereas
in the sham group it was 33.3% (Fig. 1). The increase in the
survival rate was statistically significant between sham and bone

Table 2

marrow treated group (p=0.005). To address the question that
bone marrow derived cells would just delay the time of death
in APAP-induced ALF, 9 rats were kept for up to 10 days after
APAP injection. All but two (that died on day &) survived for 10
days with normal ATT levels. Inthe animals injected with DAPI-
stained fixed bone marrow cells. only one out of nine was alive
after 72 h. However, no toxicity of these cells was observed in
co-culture with HepG2 cells, therefore ruling out any methanol
associated toxicity. This group was not included in any other
analysis.

As in the APAP-only group, mean ALT levels returned to
normal in the animals that survived for 72h in the bone mar-
row group (63.18 £35.76) but not in the sham group (Table 1).
However, no statistically significant difference was found in any
time point between the groups.

Liver histology showed all the characteristics of drug-induced
hepatotoxicity, including: disarray of parenchymal structure,
bridging necrosis emerging from the centrilobular vein and
steatosis. Table 2 shows the percent of animals in which such
abnormalities were found comparing treated and untreated ani-
mals.

Mean mitotic index T2h after APAP injection was
4.80+7.05 in bone marrow group, 4.91 £7.62 in the model
group and 3.38 £ 3.66 in the sham group (p=0.86). In the ani-
mals that died before 48 h after APAP injection, mitotic index
ranged from 0 to 2, despite the group considered. Fig. 2 shows
the liver histology in APAP-induced ALF in bone marrow and
sham groups after 72 h of APAP administration.

The number of DAPI-positive cells in the animals sacrificed
at 72 h after APAP injection ranged from 0 to 78, with a mean of
20.36 £ 19.28 stained cells per animal. In the animals that died
immediately or within 2h after cell injection, the number of
DAPL-positive cells was also in the same range. but with a mean
value of 33.27 £27.96 cells per animal. As shown in Fig. 3.
there was no relation regarding the number of DAPI-positive

Liver histalogy in APAP-induced animal s treated and untreated with bone marmow cells

Microvesicular Hydropic Inflammatory Mecmsis (no. of rows) Mitotic index per HPF
steatosis (%) degeneration ( %) infiltrate (%) mean £ 5.10.

Bone marmow group 723 27 al 153 £ 140 480705

Sham group 830 50,0 29.2 263+ 278 AIBE3.66

Mode] group 6d.0 3o 28.0 208241 491762

p-Value 03l o7 0.06 013 086

HFF, high power field. Statistical analysis was performed uzsing one-way AMOVA.
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Fig. 2. Hematoxylin—eosin staining of liver sections 72 h after APAFP injection. Bone marmrow group, showing absence of necmsis(a), sham group, showing bridging
necrosis and hydropic degeneration (b). Model group, 24 h after APAP injection, showing confluent necrosis (c). Magnification 50z,
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Fig. 3. Mumber of DAPL-positive cells and ALT levels 24 and 72h after APAP
injection in bong mamow group.

cells and ALT levels, either in 24 or T2h after APAP injection.
No DAPL-positive cells were found in the two other groups.

4. Discussion

Although in the past few decades clinical management of
patients with ALF has seen major improvements, OLT remains
as the most efficient therapeutic strategy (Van Thiel et al., 2001).
Survival with spontanzous remission is observed in 40% of the
cases, whereas OLT survival is around 80-90%. However, the
scarcity of organs is the major limiting factor due to the rapid
progression of the disease and mortality on the waiting list may
be as high as 40% (Polson and Lee, 2005). The use of alternative
strategies of life support during the period of liver regeneration
could extend the patient's survival and allow time to spontansous
recovery, avoiding the nead of OLT.

Acute liver failure is a multisystemic severe disorder with a
high mortality rate. There is impairment of liver’s detoxifying
and synthetic activities resulting from the loss of functioning
hepatocytes. The animal model used in this study satisfies the
criteria for a good model with reproducibility, low cost, minimal
personal hazards to the people involved, and dose-dependent
toxicity in levels similar to humans, thus making it possible to
be used for the investigation of pathophysiological mechanisms
(MNewsome et al.. 2000).

In APAP-induced ALFE, ALT levels start to increase from
day 2, peak at day 3 and start to decrease from day 4 onwards
{Rumack, 2004). In the present study, animals that had ALT
levels lower than 2 times the normal values 24 h after APAP
{n=16) or higher than 1000TU/L (z = 10) were censored. The
lower ALT increase was considered as a failure to induce the
liver damage whereas the ALT wvalue of 1000ILVL was used

as a cut-off, trying to decrease the high variability in response
to APAP injection. As expected, despite the group considered,
ALT levels showed a trend towards return to the normal levels
72h after injection, indicating the reversibility of the lesion.
Mevertheless, we could not observe any relation in ALT levels
and survival or histological appearance of the liver. The levels of
aminotransferases are very variable and of no prognostic value.
The use of other markers of ALF, such as ammonia levels or
intracranial pressure could be more useful in monitoring the
effects of treatment. These methods, however, are not available
at our center for laboratory animals.

We have shown that bone marrow derived cells are capable
of significantly increasing the survival rate of APAP-induced
ALF in 37.5% (95% CI, 27.8-40.3%), that is, 70.8% survival
rate in treated animals, as compared to 33.3% in sham group
(p="0.005). Although the mechanisms by which bone marrow
cells could increase survival in this model cannot yet be deter-
mined, several hypotheses could be envisioned. One is that stem
cells present in bone marrow could be increasing the prolifera-
tion rate of hepatocytes or even stimulating liver-resident stem
cells. This idea, however, is not fully supported by our findings,
as this difference is not statistically significant from untreated
animals (both sham and control groups). Therefore, the observed
increase in the number of mitosis is probably a physiological
response of the liver to the injury caused by APAP and is not
being influencad by the presance of bone marrow cells.

Despite the reduced number of cells with stem call like char-
acteristics in normal bone marrow (around 0.01%) (Barry and
Murphy, 2004}, it is possible that these cells are somehow trig-
gering mechanisms that help the survival of hepatocytes. Since
APAP-induced liver injury in rats occurs by similar mechanisms
as in humans, showing increase in nitric oxide synthesis and
production of nitro-tyrosine (Wallace, 2004), an alteration in
oxidative stress pathways is a likely mechanism to be consid-
ered, as the ability of stem cells to decrease oxidative stress are
now becoming clear (Dernbach et al., 2004). Another mecha-
nism could be direct transdifferentiation of bone marrow cells
into hepatocytes. We were able to perform albumin staining in
slides from bone marrow treated animals and identified one cell
with double staining, that is DAPI positive and albumin positive
(data not shown).

Another potential way in which bone marrow cells could
be influencing the survival of animals in the treated group
would be related to an immunomodulatory effect. Bone mar-
row cells are known to modulate cytoking production, through
various mechanisms (Tyndall et al., 2007). In addition, recent
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evidence suggests that immunosuppressants may increase sur-
vival in some models of liver failure by directly decreasing
cytokine production (Yang et al., 2007). As ohserved in
Table 2, the percent of inflammatory infiltrate in bone mar-
row group was 9.1%, whereas in both other groups it was
near 30%. The lack of statistically significant difference
(p=0.06) is probably due to the small number of animals
studied.

The increased mortality chserved in the sham group is prob-
ably related to the very aggressive surgical procedure used to
deliver the cells through the portal vein. In our experience, the
procedure in itself has a mortality rate of 20% (in non-APAP
injected animals), regardless of the injection of bone marrow
cells or saline (data not shown). In the bone marrow group,
survival would then be 90.8%. However, a similar invasive pro-
cedure is not likely to be used in humans, in whom hepatocytes
can be injected through the umbilical vein in a relatively safe
procedure (Raper and Wilson, 1993). Interestingly. the DAPI-
stained group, in which fixed bone marrow cells were injected,
has shown the worst survival rate { 11%). As no toxicity of these
cells were observed in co-culture with HepG2 cells it seems that
injecting dead cells is worst than injecting saline. Reasons for
that may include immune response towards the dead cells or
even some DAPI-associated toxicity that could not be observed
in the bone marrow group.

In this study, we were able to show the presence of trans-
planted cells in the liver and a significant increase in survival
rate using bone marrow derived cells in a model of acute liver
failure induced by acetaminophen.
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4.2. ARTIGO I

“Avaliacao de vias de injegdo e permanéncia de células tronco
adultas de medula 6ssea em modelo animal de insuficiéncia

hepatica aguda provocada por paracetamol”
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Abstract

Acute liver failure (ALF) is characterized by a rapid decline of liver function
associated to high mortality. One of the main causes of ALF is drug toxicity due to
paracetamol poisoning and the only treatment currently available is orthotopic liver
transplantation. Recent papers have shown the ability of bone marrow cells to
differentiate into hepatocytes and reverse the liver damage. Objectives: In this
study we analyzed the effect of bone marrow cell transplantation on survival of rats
submitted to a chemical model of acute liver failure. In addition, we compared the
migration of these cells to the liver of rats evaluating two routes of injection.
Materials and Methods: Female wistar rats were submitted to an ALF through
intraperitoneal administration of a single dose of paracetamol (1g/kg) after
treatment with fenobarbital diluted in the drinking water. Cells were extracted from
the bone marrow of male rats and the mononuclear fraction was obtained using
Ficoll density gradient. Cells were stained with DAPI and injected through the
portal or caudal vein 24 hours after liver damage at 5 x 106 cel/mL. Results:
Analysis of hepatic tissue revealed an increased number of transplanted cells in
rats injected through the portal vein. The injection using the tail vein also resulted
in presence of a smaller number of stained cells, but survival was increased in this
group. Conclusions: Our results suggest that injection through the portal vein
results in an increased number of transplanted cells in the liver tissue, although this
approach also leads to a higher mortality of the animals. Cell therapy might be an

alternative for the treatment of ALF.
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Resumo

A Faléncia Hepatica Fulminante (FHF) € uma condigdo caracterizada pela
perda rapida da funcdo hepatica, com alta taxa de mortalidade e morbidade.
Diversos casos ocorrem devido ao uso de medicamentos, entre eles o
paracetamol, sendo o transplante de figado necessario para estes pacientes.
Alguns trabalhos tém evidenciado a capacidade das células de medula adultas de
se diferenciar em hepatdcitos, sugerindo seu uso para reverter quadros de lesao
hepatica. Objetivos: Neste estudo pré-clinico testamos o efeito da fragao
mononuclear de células derivadas da medula 6ssea no tratamento da FHF,
utilizando diferentes vias de administracdo e avaliando a capacidade regenerativa
destas células. Materiais e Métodos: Ratas Wistar fémeas foram submetidas a
uma FHF através da administragdo intraperitoneal de dose unica de paracetamol
(1g/kg), apoés tratamento prévio com fenobarbital diluido na agua ingerida. Células
foram extraidas da medula 6ssea de ratos machos e a fragdo mononuclear foi
separada por gradiente de FICOLL, corada com DAPI e injetada pela veia porta ou
veia da cauda 24 horas apds a lesdo numa concentracdo de 5x10° células/mL.
Resultados: A analise do tecido hepatico do grupo tratado pela veia porta indicou
a presenga de um maior numero de células transferidas no tecido, enquanto que a
introducdo de células pela veia da cauda apresentou uma menor mortalidade.
Conclusoées: Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que, a utilizagcao de
células de medula éssea pela veia porta possibilita um maior enxerto das células
no tecido hepatico, embora sendo uma via bastante invasiva. Desta forma a
terapia celular pode vir a ser uma alternativa terapéutica para o tratamento de

faléncia hepatica aguda.
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Palavras chave: paracetamol, lesdo hepatica aguda, células tronco adultas,

insuficiéncia hepatica, terapia celular

Introducgao

A faléncia hepatica fulminante (FHF) é uma sindrome caracterizada pela
rapida perda das funcdes hepaticas com sérias consequéncias sistémicas, as
quais incluem coagulopatia, encefalopatia, coma, hipoglicemia, faléncia renal,
sepse e faléncia multipla de érgéos (Polson e Lee, 2005). Entre as causas de FHF
estdo os agentes bioldgicos, como as hepatites virais e os agentes quimicos,
como as drogas hepatotdxicas. No Brasil, a hepatite fulminante causada pelo virus
da hepatite A é a principal causa de FHF em criangas (Santana et al., 2005). Ja
em paises europeus a FHF €& predominantemente relacionada a causas

metabdlicas ou drogas, como o paracetamol (Lee et al.,2005).

Um dos modelos mais utilizados para o estudo de FHF é o produzido pela
administragdo de altas doses de paracetamol, cuja hepatotoxicidade € dose-
dependente, com doses toxicas similares as encontradas em humanos (Mitchell et
al., 1973; Newsome et al., 2000). Em circunstédncias normais o farmaco é
biotransformado pela combinagdo de glicuronidagédo, sulfatacdo e, entdo, é
excretado pelo rim. Quando em excesso, as vias normais de metabolizacdo sao
saturadas e o paracetamol &€ metabolizado através da oxidagdo do citocromo

P450, levando a formagdo do composto téxico N-acetil-p-benzoquinoneimina
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(NAPQI), por definicao, causador de dano celular pela interrup¢ado do fluxo do

calcio mitocondrial. (Rahman et al., 2000).

A terapia celular tem se apresentado nos ultimos anos como uma
alternativa para o tratamento de inumeras doencgas, incluindo as doencgas
hepaticas. Entre as abordagens utilizadas na terapia celular, a terapia com
células-tronco adultas parece ser uma das mais promissoras, mostrando grande
capacidade de regenerar, entre outros, os tecidos pulmonar, renal, muscular,
cerebral, 6sseo e hepatico (Herzog et al., 2003). Varios autores demonstraram
também a capacidade de células tronco de medula de se diferenciar em células

hepaticas, (Petersen et al., 1999; Oh et al., 2000; 2007)

Neste trabalho, estudamos a utilizagdo da terapia celular com a fragao
mononuclear de medula 6ssea, como possivel alternativa terapéutica para o
tratamento da faléncia hepatica aguda causada por paracetamol em modelo
animal. Nosso objetivo foi mapear a migragao das células transplantadas para o
tecido hepatico, analisar a melhor via de administragao celular sobre a mortalidade
dos animais e sua capacidade regenerativa do tecido hepatico, utilizando

parametros bioquimicos e histoldgicos para avaliar a fungao hepatica.

Material e métodos

Animais

Foram utilizadas 42 ratas Wistar fémeas com peso entre 180 e 220 gramas.

Todos os animais foram obtidos do Centro de Reproducao e Experimentacao de
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Animais de Laboratério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (CREAL/ICBS/UFRGS). Os animais foram mantidos
na Unidade de Experimentagdo Animal do no Centro de Pesquisas do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (UEA-HCPA), onde foram realizados os procedimentos
experimentais. Os animais foram mantidos em temperatura controlada entre 18 e
22°C e com regime de iluminagdo em ciclos de 12 horas de claro/escuro. A
alimentacao foi oferecida ad libitum e composta de ragao comercial convencional
peletizada para roedores, durante periodo de sete dias para adaptagcdo as

condi¢cdes da UEA-HCPA e para a realizagdo dos experimentos.

Lesdo por paracetamol e obtencao fracdo mononuclear de medula 6ssea

O modelo de lesdo hepatica aguda provocado por paracetamol e separagao
da fragdo mononuclear de medula 6ssea utilizados foram descritos por Belardinelli

et al. (2008).

Para induzir a lesdo hepatica uma solugao oral de APAP (Medley®, Brasil)
foi administrada em dose unica de 1g/kg por via intraperitoneal. Por 4 dias os
animais receberam fenobarbital (Aventis®, Brasil) (0.4 g/L), na agua de beber para

inducéo do citocromo P-450 e potencializar a toxicidade do paracetamol.

As células de medula éssea foram obtidas a partir do fémur e tibia de ratos
machos, a fragdo mononuclear foi isolada por centrifugagdo usando gradiente de
Ficoll (GE-Healthcare, USA). As células foram marcadas com DAPI (46-

diamine-2-phenylindole dihydrocloride, Roche Mannheim, Germany), 2,7mg/mL.
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Cirurgias

Uma quantidade de 1x10° células em 200 pL foi administrada 24 horas apos
a lesao, por inje¢ao pela veia da cauda ou pela veia porta. Para injecao pela veia
porta, os animais foram anestesiados intraperitonialmente com Cetamina 10%
(Eurofarma Lab LTDA, SP, Brasil) e Xilazina 2% (Sespo Ind and Com LTDA, SP,
Brasil) na dose de 100mg/kg e 10mg/kg, respectivamente. Foi feita uma incisao
longitudinal de 3 cm na linha média do abdémen logo abaixo do apéndice xiféide.
O figado e estdbmago foram afastados para visualizagdo do local de aplicagdo com
pingas delicadas e a solugao contendo células ou solugéo salina foram injetadas
em um volume de 200 pyL com seringa de 1mL. Apds a aplicacao, foi utilizado
GelFoam (Cuntanplast, Mascia Brunelli Spa, Milano, Italy) sobre o local com o
intuito de estancar uma possivel hemorragia. Os tecidos dos animais foram
suturados em camadas, sendo o peritdnio e a camada muscular suturados com fio
de poliglactina 4-0 (Vicryl Ethicon, SP, Brasil) e a pele com monofilamento de
polipropileno 4-0 (Monocryl Ethicon, SP Brazil). Para as injecbes pela veia da
cauda, os animais receberam a metade da dose anestésica descrita acima, sendo
que as células ou a solugao salina foram injetadas em um volume final de 50uL

com seringa de 1mL.

Analise bioquimica

Para avaliar o grau da lesdo nos animais, foram coletadas amostras de
sangue nos periodos Oh e 24h pods-dano para dosagem de alanina

aminotransferase (ALT), conforme método Enzimatico-Cinético (Henry et al.,
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1960). Para a coleta de sangue, os animais foram anestesiados e, por pung¢ao do
plexo retro-ocular, foram coletados entre 1,0 e 1,5 mL de sangue venoso, com
auxilio de tubo capilar para micro-hematdcrito. Os animais com ALT duas vezes o

valor normal (90UI/L) e inferior a 1000 UI/L foram selecionados para o estudo.

Anaélise histolégica

Apbs 72h, os animais foram mortos em camara de CO; para retirada do
figado. Os 6rgaos foram colocados em solugédo de formalina tamponada 10% por
24h para processamento e anadlise histologica. Apds processamento, foram
realizados cortes histolégicos para coloragdo com Hematoxilina-Eosina para
observacédo de alteracbes na estrutura do tecido. Além disso, cortes sem
coloragao foram utilizados para identificacdo das células DAPI - positivas em
microscopia de fluorescéncia. O numero de células nos animais tratados foi

contado em 50 campos aleatdrios por lamina por animal.

Estatistica

Testes estatisticos (teste t de Student) foram realizados usando o programa

SPSS, com significancia para p < 0,005.

Resultados

Vias de injecdo celular e Mortalidade cirtirgica
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A via de injegcao celular pela veia porta € um procedimento bastante
invasivo que pode estar contribuindo per se para o aumento da mortalidade. Para
determinar o percentual de animais que morreram exclusivamente em funcao do
procedimento cirurgico para administracdo de células na veia porta, analisamos 12
animais sem lesao por paracetamol que receberam células de medula 6ssea (n=5)
ou solugao salina (n=7) pela veia porta. A mortalidade, tanto no grupo que recebeu
células mononucleares de medula 6ssea quanto no que recebeu solugao salina,

foi de aproximadamente 20%.

Uma via de administracado celular menos invasiva foi utilizada, através da injecao
pela veia da cauda em animais que receberam paracetamol (n=12). A sobrevida
nos animais tratados com células foi de 80%, enquanto nos que receberam

solucao salina a sobrevida foi de 71%.

Vias de injecdo celular e Anélise histoldégica

As laminas dos animais mortos 72 h pods-lesdo foram analisadas por
microscopia de fluorescéncia e foram contados 50 campos por lamina para que se
pudesse determinar qual a melhor via de administracdo. Em 6 animais, as células
foram injetadas pela veia da cauda e foi encontrada uma média de 2,75 + 1,75
células DAPI positivas. Conforme descrito por nosso grupo anteriormente
(Belardinelli, et al.; 2008), no grupo que recebeu células através da veia porta
(n=25), foi encontrada uma média de 20,36 + 19.28, (p<0,001) demonstrando que
a injecao através da veia porta propicia uma maior concentragcéo destas ceélulas no

orgao lesado (Fig 1).
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geral € uma droga bastante segura, tendo uma absorgao aproximada de 30
minutos. Quando administrado em altas doses sua farmacocinética inicial
permanece a mesma, sendo modificada ao longo do tempo, quando os eventos
toxicos alteram o padrao metabdlico. Assim que a toxicidade € estabelecida, a
meia-vida do paracetamol torna-se maior. A toxicidade hepatica ocorre a partir do
citocromo P450 devido a formagdo excessiva do metabdlito N-acetil-p-

benzoquinoneimina (NAPQI) causando apoptose e necrose pela formagao de

radicais e ativagao das células de Kupffer (Heubi et al., 1998).




Resultados

Em casos de intoxicagao, as enzimas aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT) aumentam no segundo dia apds a ingestdo do
paracetamol, atingem o pico no terceiro dia e caem no quarto dia (Rumack, 2004).
Devido a variabilidade individual do efeito do paracetamol foram estabelecidos
limites minimos e maximos de ALT para a inclusao dos animais no estudo. O valor
minimo deveria ser 2x superior a média dos niveis séricos iniciais de ALT (42,9
11,4 UI/L) (= 85,8 Ul/L). O valor maximo nao deveria exceder cerca de 25x
(=1072,5 UI/L) a média normal, pois todos os animais com ALT superior a este

valor tiveram mortalidade em 48hs.

Quando estudado um grupo animal que sofreu somente cirurgia, sem lesdo
hepatica obteve-se uma mortalidade de 20%. A partir desses dados, foi testada
uma via alternativa de injecdao celular, menos invasiva (veia da cauda) para
justificar os resultados de mortalidade encontrados nesses grupos, possivelmente

devido ao estresse cirurgico.

Na injecao pela veia da cauda, as células de medula poderiam se direcionar
a prépria medula (homing) ou a outros 6rgaos, nao atingindo o objetivo do
tratamento. Além disso, por esta via poderia haver mais chance de destruicdo das
células injetadas. Portanto a via de administracdo pela veia porta foi escolhida
para o estudo principal, pois assim poderiamos ter certeza que as células
injetadas atingiriam o figado. No entanto, cabe ressaltar que um procedimento
invasivo similar ndo seria necessario em seres humanos, nos quais células ou
hepatdcitos poderiam ser injetados através de um procedimento relativamente

seguro pela veia umbilical (Terai et al., 2006).
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Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que, a utilizacdo de células
de medula 6ssea pela veia porta possibilita um maior enxerto das células no tecido
hepatico, embora sendo uma via bastante invasiva. Desta forma a terapia celular
pode vir a ser uma alternativa terapéutica para o tratamento de faléncia hepatica

aguda.
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5. DISCUSSAO



Discusséo

A Faléncia Hepatica Fulminante (FHF) caracteriza-se por uma sindrome clinica
multissistémica, resultante da necrose macica de células hepaticas com
desenvolvimento de encefalopatia e elevado indice de mortalidade, resultante de
um subito e extenso dano hepatocelular com consequente disfungdo do 6rgédo. A
hepatite viral € a causa mais comum de hepatite fulminante no mundo, com
prevaléncia mais alta em paises em desenvolvimento. Nos Estados Unidos e na
Europa, a toxicidade por paracetamol € a causa mais comum, seguida de casos
de reacdo medicamentosa idiossincratica e infecgbes virais (Gill and Stearling,
2001). No Brasil, estudos regionais sugerem uma etiologia viral como principal
causa de morte no norte e centro-oeste do pais e uma etiologia medicamentosa

nas capitais e grandes centros urbanos (Pannuti et al., 1989).

A presenca de encefalopatia hepatica é caracteristica clinica essencial e parte
da definicdo de FHF. O edema cerebral e a hipertensao intracraniana séo as
principais complica¢des da insuficiéncia hepatica aguda e a maior causa de morte
(Van de Kerkhove et al.,, 2004). Neste trabalho, entretanto, ndo avaliamos a
presenca de encefalopatia no modelo de FHF causada por paracetamol, pois a
medida da pressdo intracraniana, que € o método mais efetivo para esta
avaliacado, nao esta disponivel na Unidade de Experimentagcdo Animal do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre. Além disto, trata-se de um procedimento invasivo,
que poderia causar um maior aumento na mortalidade. Todavia este dado pode
ser constatado pela letargia ocasionada em todos os animais, sintoma iniciado

logo apds a injecdo de paracetamol, com duragcdo média de 48h. Estas
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observacdes, porém, ndo foram consideradas para comparagdo dos efeitos do

tratamento por serem dados subjetivos.

O desenvolvimento do modelo animal apropriado para o estudo da FHF, sua
patogenia, progressdo e manejo tem sido alvo de estudos, que empregam
diferentes técnicas cirurgicas (hepatectomia parcial ou total, desvascularizagéo
parcial ou total) ou quimicas (D-galactosamina, paracetamol, tetracloreto de
carbono, tioacetamida, concanavalina A), em varias espécies de animais. Devido a
variada etiologia e complicagcdes derivadas da FHF é muito dificil desenvolver um
modelo animal ideal. Com base nesta afirmacgdo, varios investigadores tém
sugerido o uso de diferentes modelos de estudo abrangendo os varios aspectos

da doenga (Bélanger and Butterworth, 2005).

O modelo animal cirdrgico de indugao a faléncia hepatica € bem padronizado e
reprodutivel, apresentando varias caracteristicas da doenga em humanos. Além
disso, tem a vantagem de ser possivel determinar o momento exato da lesdo
hepatica (Newsome et al., 2000). Apesar da literatura descrever varios modelos
animais provocados por drogas hepatotoxicas, os mais comumente utilizados séo
o da D-galactosamina e a intoxicagao por paracetamol, devido ao baixo risco ao

pesquisador e a reprodutibilidade.

O modelo animal de FHF provocado por paracetamol, utilizado neste estudo,
satisfaz os critérios para um bom modelo com reprodutibilidade, baixos custos,
minimos riscos para as pessoas envolvidas e toxicidade dose-dependente em

niveis semelhantes aos seres humanos, tornando-o, assim, possivel de ser
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utilizado para a investigagdo dos mecanismos fisiopatolégicos (Newsome et al.,
2000). Além disso, a mesma droga € uma das causas mais comuns de intoxicagéo
provocada ou acidental em criangas e adultos em varios paises. A administragcao
desta droga em associagao com o fenobarbital foi utilizada em nosso laboratério
para potencializar o efeito do paracetamol, aumentando sua hepatotoxicidade

(Beales e McLean, 1996; Newsome et al., 2000).

Neste trabalho utilizamos um total de 173 ratos Wistar fémeas. Destas, 138
correspondem aos grupos modelo (n=29), sham (n=35), células de medula (n=59)
e células de medula fixadas (n=15), descritos no primeiro artigo, intitulado: “Adult
derived mononuclear bone marrow cells improve survival in model of

acetaminophen induced acute liver failure in rats”.

No segundo artigo, intitulado: “Avaliagcdo da via de injecdo e permanéncia de
células tronco adultas de medula 6ssea em modelo animal de insuficiéncia
hepatica aguda provocada por paracetamol’, foram utilizados 12 animais para

teste das vias de injecdo e 12 animais para estudo da mortalidade cirurgica.

Entre todos os animais deste trabalho (n=173), 161 receberam paracetamol
(Tabela 1). Entre estes, aqueles com niveis de ALT inferiores a 2 vezes o valor
normal em 24 horas, apos a injegao de paracetamol (85,8 UI/L) (n = 18) ou superior
a 1000 UI/L (n = 13) foram excluidos. O menor aumento da ALT foi considerado
como um fracasso para induzir os danos hepaticos e animais com valores de ALT
igual ou superiores a 1000 Ul / L foram excluidos, tentando diminuir a alta

variabilidade na resposta a injecdo de paracetamol. Portanto, dos animais
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tratados, foram excluidos do estudo 31, totalizando 19,9% de perda, conforme

detalhado na Tabela 1. Dessa forma, este trabalho foi realizado com 142 animais,

sendo que 130 receberam paracetamol.

Tabela 1: Numero de animais iniciais e excluidos do estudo, divididos por

grupo de estudo.

Numero
Experimento Grupo Nudmero Animais excluidos valido de
inicial de pela ALT animais por
animais grupo
Grupo modelo 29 4 (2ALT0;2ALT ) 25
Artigo | Grupo sham 35 11( 5 ALT [7J; 6 ALT 1) 24
Grupo células 59 11( 3 ALT [J; 8 ALT 1)) 48
Grupo cél fixadas 15 0 15
Dano oxidativo Grupo NAC 9 3ALTLC 6
Grupo veia cauda 6 1ALT O 5
células
Grupo veia cauda 8 1ALT O 7
Artigo I sham
Grupo mortalidade 5 0 5
cirargica células*
Grupo mortalidade
cirargica sham* 7 0 7
Total (n) 173 31 142

* s
Nao receberam paracetamol.
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Segundo dados da literatura, na FHF induzida por paracetamol, os niveis de
ALT aumentam a partir do dia 2 e apresentam o pico maximo no dia 3, diminuindo
a partir do dia 4 (Rumack, 2004). Nos dados obtidos em nossos experimentos
(n=130) a ALT atinge o pico maximo em 24h (dia 2) e comega a decair em 48h

(dia 3), voltando aos valores normais ap6s 72h (dia 4), como mostra a Figura 4.
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Figura 4: Variagao do nivel de ALT plasmatico em fungado do tempo no modelo de

dano hepatico provocado por paracetamol (n= 130).

Como esperado, os niveis de ALT mostraram uma tendéncia de retorno ao
nivel normal 72 horas apds a injecéo, indicando a reversibilidade da les&o. No
entanto, ndo foi possivel observar qualquer relacdo nos niveis de ALT e
sobrevivéncia ou aparéncia histolégica do figado. Os niveis de aminotransferases
sédo bons indicadores de lesdo, mas apresentam baixo valor prognéstico (Polson
and Lee, 2005). O uso de outros marcadores de FHF, tais como os niveis de
amobnia, tempo de protrombina ou fator V poderiam ser mais Uuteis na
monitorizacdo dos efeitos do tratamento. No entanto, a pequena quantidade de

sangue coletada dos animais nos impossibilitou a realizagdo dos mesmos.
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Como a lesdo hepatica induzida pelo paracetamol em ratos ocorre por
mecanismos semelhantes aos dos seres humanos, mostrando aumento da sintese
de Oxido nitrico e producdo de nitro-tirosina (Wallace, 2004), realizamos um
experimento para avaliar o efeito das células de medula 6ssea sobre o dano

oxidativo.

Pelo seu mecanismo de acdo a intoxicacdo por paracetamol é tratada
clinicamente com N-acetil-cisteina (NAC) (James et al., 2003). Ela possui agéao
antioxidante e repde as reservas de glutationa prevenindo ou protegendo o tecido
hepatico contra danos causados por radicais livres (Bernstein and Tripodi, 1998).
A NAC é composta pelo aminoacido cisteina acrescido de um grupo acetil unido a
um grupo amino e apresenta como fungao incrementar a velocidade de absorgéo
e distribuicdo do paracetamol, agindo também como um capturador de radicais
livres. Idealmente, a administracdo da NAC deve ser feita durante as primeiras 16
horas apds a ingesta de paracetamol, pois seu uso mais tardio diminui o potencial

de recuperagéao (Riodan and Williams, 2000).

Sabe-se que as células tronco apresentam a capacidade de diminuir o estresse
oxidativo, através do aumento do reparo do DNA e da detoxificacdo do sistema
(Dernbach et al., 2004). O estresse oxidativo tem um papel importante na
hepatotoxidade produzida pelo paracetamol, induz danos celulares diretos e ativa
fatores de transcricdo que regulam a producado inflamatéria (Dambach et al.,
2006). Logo, seria interessante verificar o efeito das células de medula sobre o

dano oxidativo neste modelo.
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Para tanto, em um subgrupo de 12 animais incluidos no primeiro artigo (6
animais que receberam células de medula e 6 animais do grupo sham), o dano
oxidativo foi avaliado pela dosagem de -carbonila em figado por
espectrofotometria, (Reznick and Packer, 1994). Estes animais foram comparados
com um grupo de 6 animais com FHF induzida por paracetamol (1g/kg) conforme
o modelo descrito no artigo, que foram tratados com NAC. O farmaco foi
administrado por via intraperitoneal 24 horas apds a lesdo e os animais foram
mortos apos 72 horas. Estes intervalos de tempo foram escolhidos para que os
resultados pudessem ser comparados com os resultados obtidos para os demais
grupos. A sobrevida do grupo NAC foi de 83%. Esta elevada sobrevida pode ser
explicada pela exclusdao da cirurgia e também pelo efeito protetor da droga ao
dano hepatico, ja que o grupo modelo (grupo para demonstrar o efeito da lesédo
provocada pelo paracetamol juntamente com o fenobarbital) apresentou sobrevida
de 48%. Vale salientar que neste grupo nao houve cirurgia ou injecao de células

ou salina.

Por outro lado, as medidas do dano oxidativo ndo apresentaram diferengas nos
resultados entre os trés grupos analisados, conforme mostra Figura 5. Isso
ocorreu provavelmente porque a avaliagao foi realizada muito tarde (72h), quando
0s animais ja estavam recuperados. Por exemplo, Reid e colaboradores (2005) ao
estudar hepatdcitos de ratos incubados com paracetamol, demonstraram um
aumento significativo do estresse oxidativo em 5 horas indicando que o intervalo
de tempo de 72h (utilizado para possibilitar a comparagdo com os outros grupos)

pode ter sido muito longo.
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Figura 5: Dosagem de carbonila no tecido hepatico 72h pdés lesao nos grupos
modelo, sham, células de medula e NAC (n = 24).

Embora nas ultimas décadas, o manejo clinico de pacientes com FHF tenha
mostrado avancgos, o transplante hepatico permanece como a mais eficaz
estratégia terapéutica (Van Thiel et al., 2001). A sobrevivéncia com remissao
espontanea é observada em 40% dos casos, enquanto que a sobrevivéncia pés-
transplante é de cerca de 80-90%. No entanto, a escassez de 6rgaos € o principal
fator limitante devido a rapida progressao da doenga e a mortalidade em lista de
espera pode atingir 40% (Polson and Lee, 2005). A utilizacdo de estratégias
alternativas de apoio a vida durante o periodo de regeneragao hepatica, poderiam
prorrogar a sobrevivéncia do paciente e permitir a recuperagao espontanea,

evitando a necessidade de transplante (Van de Kerkhove et al., 2004).

Quando comparamos a sobrevida em 72h (n=130) entre os diversos grupos

obtivemos 33% de sobrevida no grupo sham, 48% de sobrevida no grupo modelo,
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70% de sobrevida no grupo tratado com células de medula 6ssea e 83% de
sobrevivéncia no grupo NAC, conforme demonstrado na Figura 6. Nao
consideramos para esta comparacido os animais que receberam células pela veia

da cauda, pois 0 objetivo deste grupo era apenas determinar a melhor via de

injecao.
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Figura 6: Sobrevida nos grupos NAC (N-Acetilcisteina, n= 6), Células de medula

o6ssea (n= 48), Modelo (n=25) e sham (n= 24) nos diversos tempos do estudo.

O principal achado do nosso estudo foi que as células derivadas da medula
Ossea sao capazes de aumentar significativamente a taxa de sobrevivéncia da
FHF induzida por paracetamol em 37,5% (70,8% na taxa de sobrevivéncia dos
animais tratados, em comparagdo com 33,3% no grupo sham, p = 0,005).
Entretanto, ndo foi possivel estabelecer com precisdo o mecanismo pelo qual isso

ocorre.
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Apesar do pequeno numero de células com caracteristicas de células tronco na
medula éssea normal (cerca de 0,01%) (Barry and Murphy, 2004), é possivel
considerar que estas células tenham acionado mecanismos que ajudem a
sobrevivéncia dos animais tratados. Porém, nao foi feita nenhuma avaliacdo do
tipo de células injetadas, nem qualquer enriquecimento para populagdes com
caracteristicas de células tronco. Embora os mecanismos pelos quais as células
da medula éssea poderiam aumentar a sobrevivéncia neste modelo ainda nao

possam ser determinados, varias hipoteses podem ser previstas.

Finalmente, ainda, € possivel que as células tronco presentes na medula 6ssea
possam causar o aumento da taxa de proliferacdo de hepatdcitos, ou mesmo
estimular a divisao de células tronco residentes do figado. Todavia, a comparagao
entre o numero de mitoses no grupo células tronco (4,80 + 7,05) e no grupo sham
(3,38 *+ 3,66) nao foi estatisticamente diferente e provavelmente se trata de uma

resposta fisioldgica do figado em relagdo ao dano causado pelo paracetamol.

A utilizagdo da fragdo mononuclear das células de medula é questionavel do
ponto de vista da compreensdo dos mecanismos de sua atuagdo, uma vez que
esta fracdo contém uma grande diversidade celular, como mondcitos, linfécitos,
células tronco hematopoiéticas, mesenquimais, etc. Varios estudos sugerem a
utilizacao de populagbes definidas de células, podendo assim caracterizar sua
atuacao e suas propriedades serem testadas in vivo e in vitro (Baksh et al., 2004).
Porém, a utilizacdo da fracdo mononuclear na sua integra também é muito

utilizada (Herzog et al., 2003). Alguns estudos inclusive sugerem que a mistura
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celular poderia levar a um beneficio maior do que o uso de populagdes purificadas

(de Macedo Braga et al., 2007).

Atualmente, os procedimentos de terapia celular em fase clinica utilizam o
conjunto total de células e ndo uma populacdo especifica. A medula dssea
apresenta hoje uma das fontes mais acessiveis para a obteng¢ao de células tronco
para uso terapéutico, apesar de possuir apenas uma pequena fragao destas. As
células de medula éssea, além de possuirem varias vantagens como facil
obtencdo, baixo custo, e auséncia de reagao imunoldgica, apresentam grande

potencial clinico (Perin et al., 2003; Lyra et al., 2007).

A terapia celular, através das células tronco é hoje um tratamento, ou uma
esperanca de tratamento, para certas doencas. Mas, faltam ainda alcancar
diversos pontos: € importante que se conhega mais sobre a sua biologia e as suas
relacbes com as diferentes células do organismo. Ainda ndo se compreende
totalmente quais os mecanismos de atuacao, quais as populagdes celulares mais
importantes, nem quais os fatores de recrutamento e manutengao destas células.
Entretanto, é inegavel que o estudo da terapia celular representa um enorme

potencial para o tratamento de diversas enfermidades.
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Conclusbes

Os dados obtidos no presente estudo sobre Faléncia Hepatica Fulminante

tratada com células de medula 6ssea permitem concluir que:

1. O principal achado do nosso estudo foi 0 aumento significativo na sobrevida dos
animais do grupo que recebeu células de medula, em comparagdo com os demais

grupos.

2. Ha colonizagao no figado de células de medula éssea heterdlogas marcadas

com corante fluorescente DAPI injetadas pela veia porta.

3. O aspecto histolégico do figado apresentou-se praticamente normal nos animais
que sobreviveram 72 horas, independentemente do tratamento com células de
medula 6ssea. No entanto os animais que morreram antes deste periodo
apresentaram necrose hepatica, esteatose microgoticular, degeneracao hidrépica

e presenca de infiltrado inflamatério em todos os grupos analisados.

4. O indice mitético ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos quando

analisado em 72h.

5. O nivel de ALT mostra tendéncia de retorno aos valores normais em 72 horas
apo6s a lesdo. Nao foi possivel observar uma relacéo entre os niveis de ALT e de
sobrevivéncia ou das caracteristicas histologicas. Isto se deve ao fato da ALT ser

um bom indicador de les&o, mas com baixo valor prognaostico.
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6. As células de medula quando injetadas pela veia porta apresentam-se no tecido

hepatico em maior quantidade do que quando injetadas pela veia da cauda.

7. O procedimento cirurgico utilizado foi bastante invasivo, possuindo um indice de

mortalidade de quase 20%.

8. O grupo dano oxidativo, que recebeu NAC intraperitonealmente, apresentou
uma baixa mortalidade pela exclusdo da cirurgia e possivelmente também ao
sistema protetor da droga. Porém nao houve diferengas nos parametros de dano
oxidativo entre os grupos, provavelmente porque as analises foram realizadas

muito tempo apos a leséo.

9. Desta forma nossos dados sugerem um efeito benéfico do transplante celular
para a FHF. Os resultados deste trabalho juntamente com estudo destes
mecanismos podem ajudar no desenvolvimento de futuros protocolos clinicos

envolvendo esta abordagem terapéutica.
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