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RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Damido Carlos Moraes dos Santos

A faléncia hepéatica fulminante (FHF) é uma sindrome clinica resultante da morte macica
das células hepéaticas, podendo ser induzida por agentes como virus, drogas além de
resposta autoimune, com taxa de mortalidade extremamente alta. Esta grave doenca é
caracterizada principalmente pelo rapido aparecimento de encefalopatia e coagulopatia,
em individuos com funcéo hepética previamente normal, sendo o transplante de figado
o tratamento de escolha. Os mesmos agentes envolvidos na FHF podem induzir formas
menos graves de doenca hepdatica, podendo o resultado clinico ser relacionado a
resposta imunolégica do hospedeiro, a qual envolve um sistema de moléculas
sinalizadoras e células inflamatérias. Contudo, os elementos chave que determinam
esta forma de doenca hepatica ainda ndo foram esclarecidos. Nossa contribuicdo foi
identificar e quantificar marcadores de fendtipos celulares, citocinas e outros
mediadores inflamatorios no parénquima hepatico e sangue periférico de pacientes com
FHF nos periodos pré e pés-transplante. Amostras de figado de doadores saudaveis e
pacientes com hepatite cronica, além do sangue de individuos saudaveis, foram
utilizados como controle. Métodos histoquimicos, imunofluorescéncia, citometria de
fluxo e tecnologia multiplex foram usados para identificar e quantificar fenétipos
célulares, assim como citocinas e outros mediadores inflamatérios em amostras de
figado, sangue total periférico e plasma. Pacientes com FHF apresentaram um
inesperado aumento do nimero de eosindéfilos no ambiente intrahepéatico e no sangue
periférico, concomitantemente detectou-se um aumento na expressdo de IL-6 nos
mesmos territérios, com auséncia de IL-5 intrahepética. No sangue periférico, foi
também observado um aumento no percentual de células Natural Killer (NK)
expressando os marcadores de ativagéo/citotoxicidade (CD16" e CD38"), ativacio
precoce (CD69" and HLADR") e a molécula de ades&o (CD44"), além de um aumento
de células Natural Killer T (NKT) (CD56°CD3"). Uma elevada expressdo do marcador
de ativagdo CD38" e das moléculas de adesdo (CD29" e CD44") foi também observada
em linfocitos T (CD4" e CD8"), no entanto, sem alteracdo significativa do percentual
total destes fenotipos. Niveis circulantes de IFN-y, IL-8, MCP-1 MIP-1a e IL-10 foram
mais elevados na FHF enquanto que os niveis circulantes de IL-5 e RANTES néo foram
significativamente elevados nestes pacientes. Niveis sanguineos de células NK



(CD56°CD3), células T expressando marcador de ativacdo (CD38) e moléculas de
adesdo (CD29 e CD44), além das citocinas IL-8 e IL-10 foram mais significativamente
elevados em pacientes com pior prognostico. Foi também observada uma forte
expressédo de IFN-y no figado de pacientes com FHF, além da forte expressao de iNOS,
juntamente com células CD68" também no figado. Estas descobertas sugerem que a
FHF é regida principlamente por mecanismos inatos, orgestrados por eosindfilos,
macrofagos e células NK, enquanto que linfocitos T CD4" e CD8" assumem um papel
secundario no processo necroinflamatorio hepatico. A detecgdo de iINOS, sugere
participacdo do estresse oxidativo atuando no desequilibrio da resposta tecidual,
potencializando a extensa taxa de lesao observada na FHF.
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ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO

Damido Carlos Moraes dos Santos

Fulminant Hepatic Failure (FHF) is a clinical syndrome resulting from a massive death of
liver cells, which can be induced by agents such as virus, drugs, besides autoimmune
responses with extremely high mortality rate. This severe disease is mainly
characterized by abrupt appearing of encephalopathy and coagulation disturbances in
patients with previously normal liver function and the liver transplantation is the
treatment of choice. The same agents involved in FHF, may also induce less severe
forms of liver disease, and clinical outcome may be associated to host immune
response, which involve a network of signaling molecules and inflammatory cells.
However, the key elements that determine this form of liver disease are still unclear. Our
contribution was identify and quantify cell phenotypes markers, cytokines and other
inflammatory mediators in liver parenchyma and peripheral blood from FHF patients at
pre and post-transplantation steps. Liver samples from healthy donors and chronic
hepatitis patients, besides blood samples from healthy individuals, were used as
controls. Histochemical and immunofluorence methods, flow cytometry and multiplex
cytokine assay were used to indentify/quantify cells and inflammatory mediators in liver
and plasma samples. FHF patients showed unexpected high number eosinophils in liver
and blood concomitantly with the increased expression of IL-6, associated with lack of
IL-5. In peripheral blood from FHF patients, we also observed an increase in the mean
percentages of Natural Killer cells (NK) expressing activation/cytotoxicity markers
(CD16" and CD38"), early activation (CD69" and HLADR") and cell adhesion molecule
CD44", besides an increase in mean percentages of Natural Killer T cells (NKT)
(CD56°CD3"). It was also observed an elevated percentages of the activation marker
(CD38") and adhesion molecules (CD29°CD44") in T lymphocytes (CD4" and CD8"),
however, none signicative change in total percentages of this phenotypes. Circulating
plasma levels of IFN-y, IL-8, MCP-1, MIP-1a and IL-10 were elevated in FHF patients
with poor expression of IL-5 and RANTES. Blood levels of NK cells (CD56°CD3), T cells
expressing activation marker (CD38), and adhesion molecules (CD29 and CD44),
besides cytokines IL-8 and IL10, were more siginificatively elevated in patients with
worst prognosis. It was also observed the strong liver expression of IFN-y, besides the
elevated iINOS expression and CD68" in FHF patients. These findings suggest that FHF
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is target mainly by inate immune response, mediated by eosinophils, macrophages and
natural killer cells, while T lymphocytes (CD4" and CD8") play a secundary role in
necroinflammatory process. The detection of INOS, suggests the involvement of
oxidative stress in imbalance of tissue response, which may worse the extensive liver
lesion observed in FHF.
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1.INTRODUCAO

1.1-Caracterizacao do Problema

A hepatite € um processo inflamatorio multifatorial, podendo ser induzida por
agentes como o0 alcool (hepatite alcodlica) e alguns medicamentos, incluindo-se o0s
antiinflamatérios ndo esteroidais (hepatite medicamentosa) (Escorsell et al, 2007). Por
outro lado, existem situagcfes nas quais um desequilibrio na resposta imunoldgica faz
com que antigenos proéprios, presentes na superficie dos hepatocitos, sejam alvos do
ataque de linfocitos, sendo este quadro denominado como hepatite auto-imune. Além
disso, diversos microorganismos sao conhecidos causadores de hepatite no homem,
estando entre eles bactérias, fungos e virus (Chauveau et al, 1999, Trachana et al,
2001, Pappachan et al, 2004, Ader et al, 2006). Os principais agentes causadores de
hepatite séo o virus da hepatite A (HAV) e o virus da hepatite E, de transmisséo fecal-
oral, os virus das hepatites B (HBV) e Delta (HDV) de transmisséo parenteral, sexual e
perinatal e o virus da hepatite C (HCV) transmitido principalmente por via parenteral.

Tém sido descritas rela¢des variaveis do curso clinico da hepatite de acordo com
com o agente etioldgico, a idade e as caracteristicas genéticas do individuo infectado.
Alguns estudos também sugerem uma associacado entre o genétipo viral e a gravidade
do quadro clinico de hepatite, enquanto que outros, ndo associaram a gravidade com
variabilidade das sequéncias nucleotidicas nos genétipos encontrados (Fujiwara et al,
2003, Hussain et al, 2006, Sainokami et al, 2007). As diversas formas clinicas de
hepatite sdo a hepatite aguda benigna (que pode ser ictérica ou anictérica), hepatite
fulminante e hepatite cronica, esta podendo levar a cirrose hepética ou
hepatocarcinoma.

As hepatites A e E ndo evoluem para a forma cronica. No entanto, cerca de 10 a
15 % dos casos de hepatite A apresentam uma evolucao arrastada. Embora raramente
(menos de 1% dos casos), a hepatite A também pode levar a um quadro de hepatite
fulminante. Cerca de 20 % das gestantes infectadas pelo virus da hepatite E,
principalmente no terceiro trimestre, também apresentam um quadro de hepatite
fulminante (Jilani et al, 2007). Por outro lado, a hepatite B € uma infeccdo em que 5 a
10 % dos casos podem evoluir para a forma cronica. As chances de evolugéo para a

cronicidade podem chegar a 90 % se a infec¢éo for adquirida por um recém-nascido no
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primeiro ano de vida. A hepatite delta também pode evoluir para a forma crbnica. A
hepatite fulminante, secundéria & hepatite B, é considerada uma das causas mais
frequentes de faléncia hepatica em todo o mundo; cerca de 1% dos casos de infec¢ao
pelo HBV apresentam faléncia hepatica fulminante. Por outro lado, em determinadas
regides, devido a alta prevaléncia de co-infec¢cdo HBV/HDV, a hepatite Delta parece ter
um papel mais relevante nos casos de faléncia hepética (Fonseca, 2002). O virus da
hepatite C raramente causa a forma fulminante, no entanto, 50 a 90 % dos individuos
infectados pelo HCV podem apresentar um quadro cronico (Alberti et al, 1999).

Agentes como drogas, autoimunidade e doencas metabdlicas sdo também
associados a faléncia hepatica fulminante. Dados epidemiol6gicos tém demonstrado um
aumento no numero de casos de faléncia hepética fulminante induzida por drogas
conhecidamente hepatotdxicas, sendo na maioria dos casos, associcadas a altas doses

ingeridas de medicamentos (Escorsell et al, 2007).

1.2- A Hepatite Fulminante

A faléncia hepdética fulminante (FHF) é uma sindrome clinica dramatica,
resultante de um grau critico de lesdo parenquimal ndo adequadamente balanceado
pela atividade regenerativa hepatocelular, a qual apresenta uma taxa de mortalidade
bastante elevada, cerca de 80% dos individuos ndo transplantados. Clinicamente, a
FHF é caracterizada pelo aparecimento abrupto de encefalopatia e coagulopatia em
individuos com fungcdo hepética previamente normal, podendo nesses individuos
ocorrer faléncia de multiplos 6rgéos (O'Grady et al, 1989).

Apesar das atuais opg¢des de manejo clinico, incluindo os sistemas de suporte
bioartificial e o transplante de hepatdcitos, o transplante hepatico ortotopico vem sendo
considerado como a principal medida terapéutica para a FHF, embora ainda apresente
significativas morbidade e mortalidade (Goldstein et al, 2003). Por outro lado, o nimero
limitado de doadores de figado e o alto custo dos transplantes sdo os principais
obstaculos desta modalidade de tratamento. Estes fatos, suportam a necessidade da
identificacdo de biomarcadores especificos que poderiam predizer a evolugdo para um
quadro de faléncia hepatica fulminante, podendo ser de grande impacto no manejo
clinico e na implementacdo de medidas terapéuticas que previnam a extensa lesdo
hepatica (Schmidt & Dalhoff, 2005, Schiodt et al, 2006).
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1.2.1- Aspectos clinicos e laboratoriais da falénci  a hepéatica fulminante

Em 1970 Trey e Davidson propuseram uma definicdo para insuficiéncia hepatica
fulminante. Eles usaram o termo FHF para descrever uma condi¢éo clinica consequente
a lesdo hepética grave, com a encefalopatia se iniciando dentro de 8 semanas apos o
surgimento dos primeiros sintomas na auséncia de doenca hepética pré-existente (Trey
& Davidson, 1970). Uma outra forma clinica da doenca de acometimento mais gradual
da fungcdo hepatica com manifestacfes clinicas e agentes etioldgicos semelhantes,
porém prognostico diferente, ficou entdo reconhecida como insuficiéncia hepatica
subfulminante, com intervalo entre a ictericia e a encefalopatia de 8 a 24 semanas
(Gimson et al, 1986). Em 1986 Bernuau e colaboradores, sugeriram um ponto de corte
de duas semanas na demarcacao do quadro fulminante e subfulminante, descrevendo
como FHF a ocorréncia de encefalopatia até duas semanas ap0s o inicio da ictericia em
associacao com coagulopatia (fator V < 50%) e faléncia hepética subfulminante quando
0 intervalo era de 2-12 semanas, novamente em associacdo com coagulopatia
(Bernuau et al, 1986).

Em 1989 O'Grady e colaboradores, da escola inglesa, analisaram indicadores
precoces de progndstico na FHF e acharam que o intervalo entre o inicio da ictericia e o
desenvolvimento da encefalopatia € um preditor independente para o seguimento da
doenca. Posteriormente, 0 mesmo grupo propds uma sub-categorizagdo da forma
aguda em hiper-aguda (intervalo entre ictericia encefalopatia de até 7 dias), aguda
(intervalo de 8 a 28 dias) e sub-aguda (intervalo 28 a 56 dias) (O'Grady et al, 1989,
O'Grady et al, 1993).

Embora ndo sejam marcadores especificos, outras alteragdes bioquimicas
encontradas na faléncia hepatica fulminante, podem auxiliar o diagnéstico, dentre elas,
0 aumento significativo das transaminases, decorrente do alto grau de leséo
hepatocelular. Valores de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST) sédo proporcionais ao nivel de extensdo da lesdo parenquimal, variando
geralmente entre 500 a 2.000 UI/L, no entanto, alguns individuos com quadro de
hepatite fulminante, podem n&o apresentar alteragdes significativas de transaminases.
Em geral, os valores séricos da ALT sdo mais elevados do que os da AST. Hipoglicemia
por reducdo do débito hepético de glicose € uma outra alteracdo caracteristica, por

conta da deplecdo dos estoques de glicogénio e diminuicdo da capacidade de

3



gliconeogénese. O colesteral baixo e hiperamoniemia também podem ser encontrados
nesta sindrome. Além das transaminases, outras classicas altera¢des bioquimicas que
reforcam o diagnostico de FHF sdo o aumento da gama Glutamiltransferase (y-GT) e da
bilirrubina total, principalmente pela sua fragdo direta (> 20mg/100ml) (Dufour et al,
2000, Kanda et al, 2002).

1.2.1.1 - Coagulopatia

O figado normal é responsavel pela sintese de diversos fatores envolvidos na
cascata de coagulacdo. A elevada taxa de lesdo hepatocelular leva a deficiéncia na
sintese hepética destes fatores ocasionando quadros importantes de hemorragia.
Assim, a coagulopatia esta entre os principais aspectos clinicos da faléncia aguda do
figado, caracterizada pela diminuicdo do tempo de atividade de protrombina < 40%
(TAP > 15 segundos) ou da “International Normalized Ratio” (INR > 1.5), além da
diminuicdo do fator V < 50% (Pereira et al, 1992, Dufour et al, 2000).

Além do alto grau de lesédo tecidual, a coagulopatia pode estar relacionada ao
guadro de sepse, que ocorre devido a deficiéncia na funcdo depuradora do sistema
porta-hepatico. Nestes casos, mecanismos inflamatorios sistémicos induzem, dentre
outras alteracbes, a ativacdo de fatores de coagulacdo dentro de pequenos vasos,
levando a coagulacao intravascular disseminada (CID). Este desequilibrio na resposta
inflamatéria potencializa a coagulopatia devido ao consumo das proteinas de
coagulacéo, hiperativadas na CID (Franchini et al, 2007). Por outro lado, a coagulopatia
isoladamente ndo determina quadro de faléncia hepatica fulminante; quadros de

coagulopatia sem encefalopatia séo classificados como hepatite aguda grave.

1.2.1.2 - Encefalopatia hepatica

Durante a fase de faléncia hepética, grandes quantidades de neurotoxinas
escapam do processo de detoxificagcdo no espago porta e chegam a circulacao
sistémica, sendo associadas ao aparecimento da encefalopatia hepatica. Além disso, o
acumulo de outras substancias neurotéxicas, dentre elas os produtos liberados dos

hepatdcitos necréticos e outras células presentes no ambiente hepético, além da alta



producao de mediadores inflamatérios, tém sido descritos como provaveis mecanismos
fisiopatologicos envolvidos com as alteragcdes na fungcdo neuronal normal e no fluxo
sanguineo cerebral, que determinariam o quadro de encefalopatia (Larsen, 2004).

A encefalopatia hepéatica, que é graduada de | a IV, evolui desde alteracdes de
comportamento e do nivel de consciéncia até o coma, podendo estar presentes o
edema cerebral e aumento da presséo intracraniana, o que pode induzir herniagdo do
encéfalo, com perda tecidual e morte encefalica, sendo a principal causa de
mortalidade na faléncia hepética (tab. 1) (O'Grady et al, 1989, Av, 2007).

Tabela 1 - Manifesta¢des clinicas de acordo com o grau de encefalopatia hepética

segundo critérios de O’ Grady et al. 1989.

Grau Sinais e sintomas

I Alteracdo do sono, euforia ou

depressao, desorientacao

Il Sonolencia, flapping

1] Maior sonoléncia, estupor, confusao

mental

v Comatoso, sem resposta a estimulos

dolorosos

Flapping: tremor de extremidades

Uma das hipoteses para o desenvolvimento de encefalopatia hepatica seria o
aumento nos niveis séricos de aménia devido a deficiéncia no ciclo da uréia hepético.
Na faléncia hepética humana, niveis elevados de aménia arterial (> 200 pg/dL) também
podem estar associados com a herniacdo do encéfalo e a morte encefalica (Clemmesen
et al, 1999). Durante 0 edema vasogénico, a amdnia, que também atua como uma
neurotoxina, induz a alteragcbes na permeabilidade da barreira hematoencefalica,

permitindo o acesso incontrolado de componentes do plasma e agua ao compartimento



cerebral extracelular, levando ao edema, além de distirbios na neurotransmissao. O
acumulo de amobnia também leva a altera¢cbes no sistema glutamato e a disfuncédo de
astrocitos. No cérebro, a amobnia € detoxificada nos astrocitos, via amidacdo de
glutamato, levando a formag&o de glutamina. O acumulo de glutamina nos astrocitos
aumenta seu gradiente osmatico, levando ao edema intracelular (edema citotdxico). Na
FHF, evidéncias de modelos experimentais e em cérebro humano pos-morten,
suportam cada um destes mecanismos, mas alguns autores tém sugerido que o edema
na FHF é principalmente citotéxico (Vaquero et al, 2003, Jalan et al, 2004, Blei, 2005,
Detry et al, 2006, Ahboucha & Butterworth, 2007) (Fig. 1).

A outra hipétese que também tem sido sugerida na hipertens&o intracraniana € o
aumento do volume e do fluxo de sangue no cérebro. A causa exata para este
aumento, provavelmente relacionada com a vasodilatacdo, ainda ndo é conhecida. O
oxido nitrico (NO) tem sido implicado, mas pode ser que o aumento de NO ocorra apés
o aumento do fluxo intracraniano (Larsen et al, 2001, Blei, 2005). Outros possiveis
marcadores sistémicos da inflamagao podem estar associados com o aumento do fluxo
sanguineo cerebral e da pressdo intracraniana (Racanelli et al), dentre eles as
citocinas: interlucina-1p (IL-1p), fator de necrose tumoral oo (TNF-a) e interleucina-6 (IL-
6) (Jalan et al, 2004).

Apesar dos estudos anteriores, 0s respectivos papéis de todos esses fenbmenos
no desenvolvimento de hipertensdo intracraniana na FHF precisam ser mais bem
determinados. Pode-se ter como hip6tese que tanto o edema, secundario ao efeito
osmotico da glutamina nos astrécitos, quanto o aumento do volume de sangue,
secundario a vasodilatacéo (citocinas, produtos do figado necrético e outros) possam
contribuir para a hipertensdo intracraniana levando a herniacdo do encéfalo e da
medula e morte na FHF (Detry et al, 2006).



HEPATITE FULMINANTE

Hipétese Aménia
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Aumento da presséo intracraniana

MORTE CEREBRAL

Fig.1- HipGteses sobre a patogénese da encefalopatia hepd tica na faléncia hepética fulminante

Em uma das hipoteses, o processo deficiente de detoxificag@o hepatica levaria ao acimulo de aménia no sangue,
provocando a degradacdo da barreira hematoencefalica. O metabolismo da amoénia pelos astrécitos, levaria ao
aumento de seu potencial osmético, induzindo edema e altera¢édo do processo normal de transporte de glutamato.
Na outra hip6tese, o aumento de produtos téxicos do figado lesado, seguido da alta produ¢do de mediadores
inflamatérios vasoreguladores, aumentaria o fluxo sangliineo cerebral, causando aumento da presséo intracraniana.
(Adaptado de Detry, 2006).



1.2.1.3- Faléncia Multipla de Org&os

Considera-se que o acumulo de toxinas como aménia e lactato, além dos efeitos
deletérios de algumas citocinas vasoativas e outros mediadores inflamatorios como o
NO ao lado das complicagcbes da sepse, sejam fatores que contribuem para o
desenvolvimento de faléncia multipla de 6rgdos (FMO) na hepatite fulminante (Eum et
al, 2007).

A sepse € uma ocorréncia clinica freqiente em pacientes com faléncia hepatica,
devido a perda da barreira representada pelo trato digestivo e pelo sistema porta-
hepatico na detoxificacdo de produtos da microbiota intestinal. Por outro lado,
considerando-se que figado é o sitio para sintese de complemento, baixos niveis de
C3a e Cbha sao descritos na FHF de diversas etiologias. Esta baixa atividade do
complemento é associada com opsonizagdo deficiente de fungos e bactérias, seguida
de deficiente fagocitose pelas células de Kupffer (Rolando et al, 1991, Rolando et al,
1993).

A FMO se caracteriza pela vasodilatacdo generalizada, a qual resulta em
reduzida resisténcia vascular sistémica e queda brusca na pressao arterial, sendo que
esses disturbios circulatorios contribuem para a ocorréncia de faléncia renal (Shawcross
et al, 2004). A associacdo entre a vasodilatacdo sistémica e a alta producao de 6xido
nitrico, € bem descrita na sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS) (Iskit &
Guc, 2003). Dados experimentais e clinicos também sugerem que elevados niveis das
citocinas IL-6 e IL-8 contribuam para vasodilatacdo esplénica e hipotensdo sistémica
(Minghini et al, 1998).

1.3- Aspectos Epidemioldgicos da Hepatite Fulminant e

1.3.1 - Hepatite Fulminante Induzida por Virus

Dentre os diversos agentes relacionados a indugdo da faléncia hepética, o HBV
vem sendo considerado o mais importante (Durand et al, 2002, Rivero et al, 2002).
Formas fulminantes de hepatite também foram relacionadas ao virus do herpes simplex
tipo 2 em mulheres jovens (Chauveau et al, 1999). Um estudo epidemioldgico realizado

na ltalia, no periodo de 1995 a 2000, demonstrou uma taxa de mortalidade entre os
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casos de hepatite aguda de 0.4% pelo HBV, 0.1 % pelo HCV e 0.01% pelo HAV. A taxa
total de mortalidade foi de 0.1% dos casos agudos (Bianco et al, 2003). Em criangas, a
hepatite fulminante, embora incomum, esta associada com uma alta taxa de
mortalidade. Neste grupo, as hepatites virais agudas sao as causas mais comuns de
faléncia hepética. Em paises como Franca e Argentina, a hepatite fulminante pelo HAV
em criancas é causa de 10% e 20% dos transplantes hepaticos respectivamente
(Ciocca, 2000).

1.3.2 - Hepatite Fulminante induzida por drogas

A lesdo hepatica pode ser produzida por duas categorias de drogas. A primeira
delas consiste de hepatotoxinas intrinsecas, nestes casos drogas e seus metabdlitos
induzem uma hepatotoxicidade preditiva. Existe uma alta incidéncia de lesdo hepatica
em pacientes expostos a essas drogas. Ainda nestes casos, a hepatotoxicidade pode
ser dose-dependente e resultante da alteracdo no metabolismo hepético. Estudos
realizados na Franca mostram que, em individuos adultos, vem se observando um
aumento na incidéncia dos casos fulminantes de etiologia medicamentosa,
principalmente pelo uso indiscriminado de alguns medicamentos reconhecidamente
hepatotoxicos como o paracetamol (acetaminofeno). Embora a hepatotoxicidade do
paracetamol seja considerada dose-dependente, por razdes ainda desconhecidas, ja
foi descrito que alguns individuos parecem desenvolver hepatotoxicidade com doses
“terapéuticas” (< 4 g/dia) (Amar & Schiff, 2007).

A segunda categoria de drogas consiste de hepatotoxinas idiossincraticas.
Nestes casos, drogas ou seus metabdlitos, induzem uma hepatotoxicidade né&o
previsivel em uma pequena parcela de pacientes expostos. Nestes pacientes, a
hepatotoxicidade nédo é dose-dependente e reagdes imunes adversas podem contribuir
para a lesdo induzida por essas hepatotoxinas idiossincraticas. Embora acometendo
apenas 13% dos casos, as reacdes a drogas idiossincraticas permanecem importantes
pelo seu pior prognostico. Proeminente entre estes casos encontra-se a isoniazida
(Fontana, 1999, Murphy et al, 2000).



1.4- Manejo Clinico da Hepatite Fulminante

Devido a rapida deterioracdo clinica, o tempo € a esséncia da conduta
terapéutica de pacientes com FHF. Nos ultimos 10 anos tem ocorrido um aumento
significativo no ndmero de opg¢bes de tratamento para esta condi¢cdo, incluindo o
transplante de figado, sistemas de suporte bioartificial e o transplante de hepatdcitos.
Contudo, o transplante hepético ortotopico, vem sendo a Unica medida terapéutica
definitiva. Assim, enquanto se aguarda por um érgdo compativel, medidas terapéuticas
de suporte sdo implementadas, desde a adequacdo da dieta até medidas mais
técnicas, dentre elas: a hemofiltracdo continua venovenosa (HCVV), sistemas de
suporte hepatico bio-artificiais e o transplante de hepatécitos (Rahman & Hodgson,
2001).

1.4.1 - Transplante Hepético Ortotdpico

Devido a gravidade do quadro clinico, o transplante hepéatico na FHF é
considerado como de urgéncia zero, situacdo na qual o paciente ndo necessita entrar
em fila de transplantes. Entre as modalidades de transplante ortotopico do figado,
encontram-se o transplante com doador cadaver e o transplante intervivos. Este
procedimento, embora tenha proporciondado significativa melhora no prognostico de
pacientes com FHF, ndo é isento de riscos. Um estudo anterior demosntrou uma alta
taxa de mortalidade no primeiro ano pos-transplante. Dentre as complicacfes deste
procedimento, estd a faléncia do enxerto; devido a disfuncdo primaria do 6érgao,
complicac6es do procedimento cirdrgico, trombose arterial e infecgdes, dentre outras
(Nunez-Martinez et al, 2003).

Por outro lado, ndo séo todos os pacientes com FHF que podem ser submetidos
ao transplante hepatico ortotopico. Dentre as contra-indica¢des, incluem-se o aumento
da PIC nos casos em que o dano neuroldgico é suspeito, hipotensao refrataria, sepse
grave e doenca cardio-pulmonar avancada. Esses critérios consideram principalmente
as chances de sobrevida do receptor, visando assim, evitar a selecdo inadequada de
um paciente como receptor do 6rgdo, o que ira reduzir o ja diminuido nimero de 6rgéos

para transplante (Rahman & Hodgson, 2001).
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1.4.2- Transplante de Hepatdcitos

Os avancos na biotecnologia tém permitido que o transplante de hepatécitos seja
uma proposta relevante no tratamento de doencas do figado. A técnica se baseia no
isolamento e cultura de hepatdcitos usando multiplas fontes, dentre elas células tronco
embrionarias, usando métodos desenvolvidos recentemente, sendo as vias intraportal e
intraesplénica os sitios mais usados para o transplante (Fox & Chowdhury, 2004,
Horslen & Fox, 2004).

Em animais experimentais, o transplante de hepatécitos tem sido descrito como
um método seguro e efetivo de suporte da funcéo hepatica (De Vree et al, 2000). Em
humanos, esta técnica de transplante tem emergido como um método promissor e
menos agressivo para tratamento de doencas hepaticas (Habibullah et al, 1994). Assim,
tem sido especulado que nos casos de doenca crénica com faléncia hepatica terminal,
este procedimento proveria um suporte temporario aos pacientes enquanto aguardam
por um transplante. Desta forma, considera-se que essa modalidade terapéutica possa
mudar a crescente mortalidade nas filas de espera para o transplante hepatico devida a
escassez de orgdos (Fox & Chowdhury, 2004).

Na faléncia hepatica fulminante, esse método tem sido sugerido para facilitar a
regeneracdo do 6rgdo lesado. Estudos realizados anteriormente em pacientes com
FHF, os quais apresentavam graus lll e IV de encefalopatia hepatica, utilizaram
hepatodcitos fetais humanos injetados via intraperitoneal por meio de um cateter de
dialise, demosntrando que todos os pacientes apresentaram recuperagdo completa da
encefalopatia (Habibullah et al, 1994).

1.5- Imunossupressao pos-transplante hepatico

O figado tem uma situacdo imunoldgica privilegiada em relacdo aos outros
orgados, pois ndo apresenta episddios de rejeicdo hiperaguda e a rejeicdo aguda
incontrolavel é pouco frequente (de Groen et al, 1994). Atualmente, os protocolos de
imunossupressao utilizam duas ou trés drogas, sendo que as mais frequentemente
usadas sdao: glicocorticoides, ciclosporina, tacrolimus, sirolimus e basiliximab. A acéo
dos corticoides parece ser potencializada com o uso concomitante de inibidores de

calcineurina, dentre elas a ciclosporina (Drewe et al, 1992) e o tacrolimus (FK506);
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ambas com mecanismo de ac¢&o similar, sendo no entanto, o tacrolimus considerado
mais potente (Marsh et al, 1992). O bloqueio da calcineurina por estas classes de
drogas inibe a transcricdo do RNA mensageiro da interleucina 2 (IL-2), reduzindo sua
producdo e, desta forma, suprimindo a proliferacdo de linfécitos T. O sirolimus
(rapamicina), assim como o tacrolimus é um antibiético macrolidio com potente efeito
citostatico nas células musculares lisas, atuando sobre a fase 1 do ciclo celular.
Basiliximab € um anticorpo monoclonal que se liga a subunidade o (CD25) do receptor
de IL-2 em linfécitos T ativados, agindo como um antagonista da IL-2. A vantagem do
uso de basiliximab € a possibilidade de reducdo nas doses de inibidores de
calcineurina, evitando a nefrotoxicidade, no entanto, sua eficacia em transplantes de

figado é controversa, principalmente os casos pediatricos (Mueller, 2004) (Fig. 2).
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1.6- Aspectos imunoldgicos do figado

O figado tem duplo suplemento sangulineo, mantido pela veia portal e pela artéria
hepatica. Devido a sua localizagdo anatdomica estratégica e a sua funcgéo, o 6rgédo é
continuamente exposto a uma grande carga de antigenos intestinais que incluem
patdgenos, toxinas e células tumorais (Mowat, 2003), fazendo com que desempenhe
ndo apenas funcéo de depuracéo interna do sangue, mas também remova substancias
estranhas oriundas do trato digestivo. Estas caracteristicas fazem do figado um 6rgéo
dotado de um mecanismo imunoldgico rapido e alternativo em resposta a potenciais
agressores especificos. Ele € o sitio para a producéo de citocinas, componentes do
complemento e proteinas de fase aguda, além de conter um grande nuamero de
fagocitos, células apresentadoras de antigeno e linfécitos (Wick et al, 2002). Por outro
lado, o figado é considerado classicamente um 6rgéo de tolerancia, ja que a presenca
constitutiva de moléculas microbianas e outros antigenos, imp&e restricbes a resposta
imunolégica que é gerada no 6rgado, e existem diferentes mecanismos de controle que
determinam se o encontro com 0 antigeno ira resultar em imunidade ou tolerancia
(Crispe, 2003) (Fig. 3).

O processo inflamatério hepatico é dependente da quantidade e da qualidade do
antigeno e maneira como é processado pelo tecido hospedeiro. A ineficdcia do
processo inflamatério em debelar o agente causal, relacionada com uma tolerancia
imunolégica, leva a manutencdo do processo e cronicidade, caracterizada pelo
aumento da producdo e liberacdo de mediadores sollveis e de seus componentes. Por
outro lado, um processo inflamatorio macico induz a lesdes teciduais extensas (Williams
& latropoulos, 2002).

Uma ampla rede de componentes, tanto dos mecanismos inatos quanto
adaptativos de imunidade, pode estar envolvida no processo inflamatério hepético.
Classicamente, numa etapa inicial do contato do figado com o patdgeno, predominam
0S mecanismos inatos, com a ativacao do sistema complemento e outros componentes
solaveis, como as citocinas pré-inflamatérias IL-13, TNF-o, IFN-y e IL-12, que
determinam a producédo local de gradientes teciduais de quimiocinas, prostandides,
leucotrienos e moléculas de adesédo, orquestrados pelas células de Kupffer e outras
células apresentadoras de antigeno (APC, do inglés: Antigen Presenting Cells),
resultando na lesao hepatocelular inicial (Williams & latropoulos, 2002). Ainda dentro da
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imunidade inata, sdo descritos neutréfilos, que participam como produtoras de espécies
reativas de oxigénio, além de atuarem como importantes células inflamatdrias pela
sintese de TNF-a (Wang et al, 1995). Outros tipos de granulécitos, como os eosindfilos,
também tém sido indicados como importantes células da imunidade inata em pacientes
com diferentes patologias do figado (Nagral et al, 2001, Takahashi et al, 2006). Em
estudos experimentais, células Natural Killer (NK) (CD56" CD3") e células Natural Killer
T (NKT) (CD56" CD3"), em associagdo com granulécitos, também foram descritas na
les&o hepatica apods isquemia-reperfusdo (Shimamura et al, 2005).

O envolvimento da imunidade adquirida, é desencadeado pela polaridade dos
linfécitos do tipo T helper CD4" em resposta Thl ou Th2, ativagdo de linfécitos T
citotoxicos (CD8") seguida da producdo de anticorpos pelos plasmocitos. Diversas
citocinas, incluindo as interleucinas (IL-2, IL-12 e IL-18) e o interferon-y (IFN-y), vém
também sendo descritos no aumento da atividade citotdéxica mediada por células como
linfécitos citotoxicos T CD8", tendo como alvo o tecido hepatico (Kimura et al, 1999).
Concorrendo para a eliminacdo do patdgeno e fim do estimulo inflamatorio, mediadores
antiinflamatérios como as interleucinas: IL-4, IL-5 e IL-10, predominam na resposta tipo
Th2, regredindo o processo e evitando a les&o aos tecidos vizinhos (Balkwill & Pitha,
1997).
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Sangue retornando para a circulagdo venosa sisttmic  a Sangue da circulagao arterial
(através da veia hepatica para a veia cava) (através da artéria hepaética)
Regulacdo metabolica: Proteinas Proteinas plasmaticas modificadas (por exemplo
Aclicares detoxificadas)
Defesa do hospedeiro: Proteina C reativa
Componentes do complemento
Proteinas de fase aguda
Fatores de coagulacéo

Nutri¢éo, sintese e
detoxificagdo

/ |

Bile para o limen intestinal

(através do ducto biliar comum)

Suco digestivo: Sais biliares Carboidratos

Produtos de excrecéo: Agentes quimicos detoxificados Peptideos

Acidos Graxos

Separacéo de produtos do

metabolismo do Ferro Linfécitos

Células dendritice
Lipopolissacaride:

Toxinas ambienta

Fig. 3- Diferentes vias (entrada e saida) do fluxo sangliin  eo hepético e principais fun¢des do figado.
A figura mostra que, em adicao ao papel metabdlico central e & sua interagdo com as células T, o figado da

uma importante contribuicdo para a defesa do hospedeiro pela sintese de moléculas de defesa, incluindo
componentes do complemento e fatores de coagulacao (Adaptado de Crispe, 2003).
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1.6.1- Papel das citocinas nas doencas hepaticas

As familias de citocinas consistem de diversas subfamilias: as interleucinas, a
familia do fator de necrose tumoral, os interferons (IFNs), as quimiocinas, o fator de
transformacéo do crescimento (TGF-B), fatores estimuladores de colbnias entre outros
(Tracey & Cerami, 1993, Dinarello, 1996)

Nas doencas hepaticas, as citocinas sédo associadas com morte dos hepatdcitos
e fibrose, mas paradoxalmente medeiam a regeneracdo do figado apdés a leséo
(Trauner et al, 1998, Friedman, 2000, Tilg & Diehl, 2000). As citocinas Thl tém
importante papel nas hepatites agudas, ndo sendo relevantes na indugcao de fibrose,
enguanto que as citocinas Th2 aumentam a transcri¢cao de diversos genes fibrogénicos,
incluindo pré-colageno | e lll, metaloproteinase de matriz 2 (MMP-2), MMP-9 e inibidor
tecidual das metaloproteinases (TIMP) (Hoffmann et al, 2001, Sandler et al, 2003). Na
esteato-hepatite, citocinas Thl caracteristicamente geram uma resposta inflamatéria e
sao associadas com a gravidade da doenga em alguns modelos animais (Kremer et al,
2006).

Dentre as citocinas proinflamatérias, o TNF-oo vem sendo descrito por sua
importancia central nas hepatopatias devido a sua capacidade de induzir tanto a morte
quanto a proliferagdo dos hepatdécitos, este efeito dual reflete sua habilidade em induzir
tanto o fator nuclear kB (NF-xB do inglés: Nuclear factor - xB) e proteina quinase
ativada por mitégenos (MAPK do inglés: mitogen-activated protein kinase), quanto os
mecanismos de apoptose por caspases (Tilg et al, 2006, Wullaert et al, 2007). Sua
producdo ocorre principalmente por macrofagos ativados e em pequenas quantidades
por muitos outros tipos celulares, sendo um dos eventos mais precoces em diversos
tipos de lesdo hepética (Ding & Yin, 2004). O papel hepatoprotetor e regenerativo do
TNF-o € atribuido principalmente a ativacdo de NF-xB, ja que em modelos
experimentais, a deficiéncia de proteinas relacionadas a sua via de sinalizacéo leva a
um aumento da apoptose (Rudolph et al, 2000, Luedde et al, 2005). A ativacdo da via
de NF-xB pelo engajamento do TNF-a ao seu receptor TNF-RI, leva a um controle do
tempo e da magnitude da ativacdo de MAPKs como P38, ERK (do inglés: extracellular

signal-regulated kinase) e quinase ativada por c-JUN (JNK) (do inglés: Jun N-terminal

17



kinase), pois sabe-se que uma ativacéo transitéria de JNK leva a sobrevivéncia da
célula, enquanto que a ativacao prolongada leva a morte (Wullaert et al, 2006). A
associacdo destes mecanismos com os de outras citocinas, como a IL-6, em varias
formas de doencas do figado, como cancer hepatico, lesdo por isquemia/reperfusao e
hepatite alcdolica tem sido bem documentada (Yamada et al, 1997, Bradham et al,
1998, Teoh et al, 2003, Pikarsky et al, 2004, Maeda et al, 2005).

A IL-6, assim como o TNF-a, € uma citocina pré-inflamatéria com propriedades
diversas como diferenciacdo celular, apoptose e sobrevivéncia, sendo bastante
estudada em modelos de sepse (associada a vasodilatacdo esplénica e hipotensao
sistémica), inflamacéo e cancer (Minghini et al, 1998, Mudter & Neurath, 2007, Rose-
John et al, 2007). Existem muitas descricées de um amplo efeito hepatoprotetor da IL-6,
mediado pela ligagdo ao seu receptor IL-6R (gp80), seguido pela dimerizacdo da
proteina gp 130 e ativacdo da via de sinalizacdo Janus Kinase (JAK) - STAT 3 (do
inglés: signal transducers and activators of transcriptions) (Taub, 2003). Este
mecanismo leva a sintese de varias proteinas antiapoptoticas, entre elas Bcl-xl e Bcl-2
(Hong et al, 2002). Estudos anteriores, demonstraram que a inje¢éo de IL-6 previne a
les&o hepética induzida por concanavalina A (Con A), acetaminofeno, molécula FasL e
etanol (Tiegs et al, 1992, Trautwein et al, 1998, Kovalovich et al, 2001, Hong et al, 2002,
Masubuchi et al, 2003). Por outro lado, a IL-6 pode contribuir para o processo fibrotico
(Kershenobich Stalnikowitz & Weissbrod, 2003).

Outras citocinas produzidas por macréfagos em resposta a estimulos como o
estresse oxidativo e/ou endotoxinas bacterianas sdo os membros membros da familia
IL-1 (IL-1o e IL-1B). Em conjunto com o TNF-oo e a IL-6, as citocinas IL-1 a e 3
promovem a macica sintese de proteinas de fase aguda pelos hepatdcitos, como
Amiloidose A, Proteina C reativa, C3, fibrinogénio e macroglobulina (Maher, 1999). A
ligacdo da IL-1 ao seu receptor celular IL-1R, leva a sinalizacdo intracelular idéntica a
dos receptores de padrbes moleculares associados aos patdogenos (PAMPs, do inglés:
pathogen-associated molecular patterns), uma vez que existe alta homologia entre eles.
Esta sinalizacao leva a producdo de outras proteinas efetoras da inflamag&o, como por
exemplo citocinas/quimiocinas, o0xido nitrico sintase induzida, prostandides e MMPs e

induz sintomas como febre e anorexia (Barkshy et al, 2007).
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Ainda respondendo a estimulos inflamatérios, as células de Kupffer também séo
produtoras de outra citocina pertencente a familia da IL-1, a IL-18. Esta citocina possui
caracteristicas importantes, como a capacidade de induzir a expressao de moléculas de
adesdo, Oxido nitrico sintase e Fas-L, tendo um papel marcante na patogénese da
lesé@o por isquemia-reperfusdo no figado, rins e coracdo e em outras doencas hepaticas
induzidas por endotoxina e Con A. Além disto, um papel imunoregulador proeminente
desta citocina se da pela sua propriedade biolégica de induzir a sintese de IFN-y,
agindo em sinergismo com a IL-12 e a IL-15, desviando a resposta para Th1l (Nakamura
et al, 1989, Dinarello, 2007).

Em contraste as citocinas pro-inflamatoérias descritas, diversas outras citocinas
com papel antiinflamatério tém sido bastante discutidas na patogénese das doencas
hepaticas, dentre elas a IL-10 e o TGF-B. Ambas sdo conhecidas como inibidoras da
funcdo dos linfécitos T pro-inflamatorios e no figado possuem agéo principalmente na
formacdo da fibrose (Gressner & Weiskirchen, 2006, Zhang et al, 2006). A IL-10 €
produzida por uma variedade de células, como subtipos de células T, mondcitos e
macrofagos. No figado, a producdo de IL-10 tem sido documentada em resposta a
estimulos de estresse, em hepatdcitos, células endoteliais sinusoidais, células de
Kupffer, células estreladas hepaticas e linfocitos residentes do figado (Wan et al, 1997,
Platzer et al, 2000, Riese et al, 2000).

Os efeitos da IL-10 tém sido observados na hepatite viral e auto-imune, doencga
alcodlica do figado e em modelos animais (Santucci et al, 1996). Pacientes com uma
intensa resposta pro-inflamatoéria durante a infecgdo aguda pelo HCV podem fazer o
“clearence” viral, enquanto que pacientes que respondem com um padréo
antiinflamatério (com altos niveis de IL-10) se tornam portadores crénicos (Barrat et al,
2002). Em modelos de lesdo hepética induzida por galactosamina/LPS, o tratamento
com IL-10 reduziu marcadamente niveis de transaminases e o dano hemorragico
hepatico nos camundongos expostos a toxinas (Louis et al, 1997). Outros dados
sugerem que IL-10 proteja contra a lesdo por isquemia/reperfusdo por suprimir a
ativacdo de NFxB e subseqiente expressdo de mediadores pro-inflamatorios
(Yoshidome et al, 1999).
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O TGF- 3 € a uma citocina que demonstra atividade em um grande nimero de
tipos celulares. Em mamiferos sdo produzidas trés isoformas (TGF- B1- B2 - B3).
Destas, o TGF- B1 é a mais amplamente expressa, e a maioria das células € capaz de
sintetiza-lo e de responder ao seu estimulo. Age como potente inibidor do ciclo celular,
promove a cicatrizagcdo e estimula a produgcdo de componentes da matriz extracelular,
porém sabe-se que sua principal fungédo é a de controlar a resposta imunolégica, ja que
em modelos experimentais Knockout ocorre inflamagédo generalizada e autoimunidade
(Gorham, 2005). No figado, tem acdo importante na formacéo de fibrose, sendo esta
acao diretamente dependente de sua concentragdo no tecido, enquanto que sua
inibicdo em modelos tais como de inflamacg&o cronica, € capaz de suprimir a fibrose.
Esta envolvido em diversos processos cronicos de hepatite, como a cirrose. Em relagéo
as hepatites virais, o0 TGF- se encontra aumentado no plasma de pacientes em fase
aguda das hepatites A e B, logo na primeira semana, enquanto que na hepatite C se
encontra aumentado a partir da terceira semana e também na fase crbnica. Em
modelos de hepatite fulminante, encontra-se o aumento da expressdo do RNAm do
TGF-B na fase regenerativa (Nakamura et al, 2000, Arias et al, 2003, Flisiak et al, 2005,
Aihaiti et al, 2006, Kamal et al, 2006).

1.6.2 - Quimiocinas na patogénese das doencas hepat icas

Quimiocinas sdo mediadores inflamatorios classicamente conhecidos por
atrairem células inflamatorias ao foco da inflamacédo/infeccdo. Atualmente, as
guimiocinas sado separadas em duas familias estruturalmente e funcionalmente distintas
de acordo com o posicionamento relativo de dois residuos de cisteina no seu N-terminal
(Simpson et al, 2003). Na familia das CC quimiocinas, incluem-se as proteinas
quimioatraentes de mondcitos (MCP-1 a MCP-5 do inglés: protein chemoattractant to
monocytes), eotaxina, RANTES (do inglés Regulated upon activation normal T cell
expressed and secreted) e as proteinas inflamatorias de macréfagos (MIPs do inglés:
macrophage-inflammatory proteins). Na familia das CXC quimiocinas, incluem-se entre
outras, a IL-8 (CXCLS).
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Devido ao seu envolvimento em diversos processos patolégicos, um maior
entendimento do papel das quimiocinas e seus receptores em diversas doengas
poderia levar ao desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Estudos
anteriores, vém demonstrando o envolvimento de algumas destas quimiocinas em
diferentes modelos de doenca hepéatica (Simpson et al, 2003).

A IL-8 foi uma das primeiras quimiocinas a ser identificada e caracterizada,
sendo produzida por diferentes células apdés um estimulo apropriado (Simpson et al,
2003). A exposicao de hepatécitos a estimulos como o estresse oxidativo, etanol, IL-13
e TNF-a resulta na producgéo de IL-8 (Rowell et al, 1997). Alguns estudos tém descrito
niveis circulantes da IL-8 em pacientes com doenga hepatica, tendo sido relatadas altas
concentragdes em pacientes com hepatite alcodlica (Hill et al, 1993, Huang et al, 1996).
Niveis circulantes de IL-8 também estdo aumentados em pacientes com hepatite viral
cronica (Shimoda et al, 1998). Em geral niveis aumentados de IL-8 sdo correlacionados
com reduzida sobrevida e piora da funcéo hepatica (Huang et al, 1996).

Uma alta producéo hepatica de MCP-1 (CCL2) foi observada em modelo murino
de sepse, no entanto, a fonte desta expressao aumentada néo foi conhecida. Por outro
lado, outros estudos demonstraram que niveis de MCP-1 sado elevados no soro e figado
devido a sua producdo por mondcitos/macrofagos (Matsukawa et al, 2000). A MCP-1
também é liberada por células de Kupffer em resposta a radicais de oxigénio, tendo
suas concentra¢cdes diminuidas, seguida de reducdo da lesédo hepética apods a inibicdo
deste estimulo. Além disso, esta quimiocina pode modular a leséo tecidual dependente
de leucécitos polimorfonucleares regulando o aumento da expressdo de adesao
endotelial. Estes dados apontam o papel de MCP-1 no recrutamento de células
inflamatérias para o figado (Simpson et al, 2003).

MIP-1a (CCL3) é descrita em um modelo de sepse experimental, e também na
hepatite crbnica induzida por alcool em ratos. O aumento da expressdo hepética de
MIP-1a também ocorre em células de linhagem sinusoidial e ductos biliares intra-
lobulares no figado de camundongos com doenca enxerto-versus-hospedeiro (Murai et
al, 1999, Serody et al, 1999).
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1.6.3- Papel de eosindfilos nas hepatopatias

Eosindfilos sdo granuldcitos bilobulados com granulos secundarios que podem
ser corados especificamente em cortes histolégicos por suas propriedades catibnicas.
As ag0les citotoxicas destas células consistem na liberagdo de proteinas catibnicas preé-
formadas, que estdo armazenadas nos granulos. Foram descritas quatro proteinas
catidnicas primarias, denominadas peroxidase eosinofilica (EPO), proteina basica
principal (MBP), proteina catidnica eosinofilica (ECP) e neurotoxina derivada de
eosindfilos (EDN) (Rothenberg & Hogan, 2006). Além de seu papel bem descrito na
patogénese de doencas alérgicas e infec¢des parasitérias, eosindéfilos também séo
conhecidos por responderem a outros diversos estimulos, incluindo lesfes teciduais
ndo especificas, rejeicdo a enxertos e tumores (de Groen et al, 1994, Nagral et al, 2001,
Wagner et al, 2006).

Entre as citocinas envolvidas na ativacao de eosindfilos, a interleucina 5 (IL-5) é
considerada uma das mais importantes, por estimular a mobilizagdo destas células da
medula Ossea até o sangue periférico (Palframan et al, 1998). Eosinodfilos ativados
podem sintetizar IL-5, cujas atividades autdcrinas aumentam suas proprias funcdes
efetoras (Huang et al, 2005). Além disso, os eosindfilos podem responder ao estimulo
da eotaxina, uma quimiocina descrita por ativar seletivamente eosinofilos, sendo
recrutados da circulacdo ao foco inflamatério, modulando a resposta imunoldgica por
meio de uma rede de mecanismos que podem envolver a produgao de citocinas
proinflamatérias como IFN-y e antinflamatérias como IL-10, além da IL-6 (Fig. 4). Além
da eotaxina, outras quimiocinas como: ecalectina/galectina-9 (ECL/GL9), MIP-1a, MCP-
1, RANTES e IL-8 estdo também envolvidas na migragdo e ativagdo de eosinofilos
(Nagano et al, 1999, Pham et al, 2001, Rothenberg & Hogan, 2006, Takahashi et al,
2006). MIP-1a é quimioatraente para eosinéfilos e neutrdfilos tanto in vitro, quanto em
diversos modelos de doenca em camundongos (Campbell et al, 1998, Teixeira, 1998),
sendo sua acdo principalmente mediada pelo receptor CCR-1 (do inglés: chemokine
receptor—1). Estudos recentes, descreveram o papel de MIP-la na resposta

inflamatéria envolvendo eosindéfilos em infecgdes por paramixovirus (Domachowske et
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al, 2000, Domachowske et al, 2000). Um modelo representativo de diferentes funcdes

descritas para os eosinofilos esta ilustrado na figura 4.

Nas doencas gastrointestinais humanas, o papel de eosindfilos é bastante
discutido, sendo o acumulo destas células no trato gastrointestinal uma caracteristica
comum destes disturbios, nos quais se incluem a gastroenterite eosinofilica, reacdes a
drogas, infec¢des helminticas, colite alérgica, doenca inflamatéria de Bowel e doenca
do refluxo gastresofagiano (Keshavarzian et al, 1985, Carvalho et al, 2003, Rothenberg,
2004) .

O papel de eosindfilos em diversos processos patolégicos do figado, assim como
na rejeicdo do enxerto poés-transplante hepatico também € bastante discutido. Foi
descrito em pacientes com episodios de rejeicdo aguda celular ao enxerto hepatico, um
aumento significativo na contagem dos valores absolutos e relativos de eosindfilos em
comparacdo aqueles que nao tiveram rejeicdo. Todavia, ndo houve diferenca
significativa na contagem absoluta de eosindfilos no periodo pré-transplante entre os
dois grupos estudados (Nagral et al, 2001). Nos estagios iniciais da cirrose biliar
primaria (CBP), um infitrado eosinofilico do trato portal € freqlientemente observado,
sendo que alguns autores descreveram em pacientes com CBP, elevados niveis
plasmaticos de RANTES, consistentemente com 0 aumento na contagem de eosinofilos
no sangue periférico. Além disso, uma correlagdo significativa entre niveis de RANTES
no plasma e o numero de eosindéfilos no infiltrado hepatico foi observada (Miyaguchi S,
1997). Tsuneyama e colaboradores, também mostraram um provavel papel da eotaxina
e RANTES associado ao dano de ductos biliares na CBP. Neste estudo, os autores
sugerem que a expressao biliar de RANTES pode desempenhar um papel na migragao
de precursores de macrofagos e eosindéfilos para areas do tecido proximas as células
do epitélio biliar. Também é sugerido que em resposta a inflamagéo ou infeccéo das
células do epitélio biliar, células inflamatérias como macréfagos e eosinéfilos, podem
ser ativadas e expressar eotaxina, o que leva ao recrutamento de eosindfilos nas areas
lesadas dos ductos biliares (Tsuneyama K, 1999). Ainda na CBP, a caracterizagédo do
perfil de citocinas no figado de pacientes demonstrou uma mais alta expresséo de IL-5,
associada com infiltrado eosinofilico, quando em comparacdo com biopsias de paciente
com hepatite C cronica e controles normais (Nagano et al, 1999). A sindrome

hipereosindfilica com um infiltrado inflamatorio composto principalmente de eosindfilos,
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também esta presente na forma aguda e crbnica ativa de hepatite, sendo associada
com necrose das células hepéticas (Ung et al, 2000).

A lesdo hepatica induzida por drogas é referida freqiientemente como sendo de
origem alérgica, sendo ocasionalmente acompanhada de infiltrado hepético eosinofilico,
onde pode ser observada uma alta expressdo de ecalectina/galectina-9 (presente em
linfocitos T) em figados de pacientes (Pham et al, 2001, Takahashi et al, 2006).
Infiltrados eosinofilicos hepaticos associados com a producao de IL-5 foram observados
em modelos animais de lesdo hepatica induzida por Con A. A lesdo no figado foi
drasticamente reduzida em camundongos deficientes de IL-5 ou com deplecdo de
eosindfilos. Relacionou-se também a presenca de NKT com a lesédo hepética, as quais
foram sugeridas como uma critica fonte de IL-5 (Louis et al, 2002). Em modelos de
lesdo hepética induzida por LPS, camundongos exibiram marcado infiltrado eosinofilico
e extensa necrose lobular hepatica. A transmigracao de eosindfilos através do endotélio
vascular e a degranulagéo citotoxica foi observada em areas inflamadas. Neste estudo,
foi sugerido que as células de Kupffer, ativadas pelo LPS, desempenhavam um papel
chave na citotoxicidade eosinofilica pela liberacdo de TNF-a (Tsuda et al, 2001).

Na faléncia hepatica fulminante, sdo escassos os estudos descrevendo o papel
de eosindfilos, sendo que estes estudos sugeriram uma necrose eosinofilica
relacionada a infeccéo pelo HDV ou ao uso de medicamentos (Ljunggren et al, 1985,
Buitrago et al, 1986, Robbie et al, 1988, Verrico et al, 2000).
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Apresentacao de antigeno MHC 1l Citocinas IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL -10
(Ativacdo Cél. T) CD80. CD86 IL-12, IL-13, IL-16, IL-18
' VBP l TGF /B, GM-CSF, TNFa, INFy
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Mediadores lipidicos Leucotrienos, Fator Ativador de Plaquetas
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Fig. 4 — Modelo representativo das diferentes funcdes descr  itas para os eosindfilos

Os eosindéfilos possuem granulos, os quais contém quatro proteinas catibnicas primarias, designadas, peroxidase eosinofilica (EPO), proteina béasica
principal (MBP), proteina catidnica eosinofilica (ECP) e neurotoxina derivada de eosindfilos (EDN). Todas as quatro proteinas sdo moléculas citotdxicas.
Os eosinoéfilos respondem a diversos estimulos, incluindo leséo tecidual ndo-especifica, infec¢des, enxertos, alérgenos e tumores. Eosinéfilos também
liberam diversas citocinas, quimiocinas, mediadores lipidicos e neuromoduladores, podem ativar células T via MHC Il, servindo como APC. A MBP
derivada de eosindéfilos também esté envolvida na ativagdo de mastdcitos. Estas células também podem regular a polarizagdo celular por meio da sintese
de indolamina 2,3-dioxigenase (IDO), uma enzima que cataliza a converséo de triptofano a quinureninas (KYN), um regulador do balango Th1/Th2

(Rothenberg e Hogan, 2006).

25



1.6.4- Papel de Linfocitos nas hepatopatias.
1.6.4.1 — Células Natural Killer

As células Natural Killer (NK) s&@o descritas como importantes coadjuvantes da
resposta inflamatdria inata, sendo sua agdo mediada por citotoxinas ou via receptores
de morte celular (Smyth et al, 2005). Estas células sdo capazes de reconhecer e
induzir morte de células que apresentam alteragbes em moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal da classe | (MHC-I do inglés, Major Histocompatibility
Complex). Sem a necessidade de ativagdo prévia, células NK podem responder e
eliminar células tumorais, células infectadas e até mesmo células que expressem
metabdlitos de drogas (Castell, 1998, Karre, 2002). As células NK humanas expressam
em sua superficie moléculas como CD56, que € um dos marcadores principais deste
fenotipo; cerca de 90% destas células expressam esta molécula em baixa densidade
(CD56"") e expressam em grande quantidade o receptor de Fc de alta afinidade
(FcyRIll, €D16 M9"). Por outro lado, 10% destas células, expressam em alta densidade
o receptor CD56 (CD56 "'9") e baixos niveis de CD16 (CD16"*"). Estas particularidades
fenotipicas refletem o alto potencial de citotoxicidade (CD56 ¥ CD16 9"
producao de citocinas (CD56 9" CD16 “*) (Cooper et al, 2001) .

Além das células NK, um outro subtipo de célula CD56" foi definido como célula

) ou a maior

T que expressa o receptor de células T invaridvel (TCR), descrita como Natural T Cell
(NKT) (CD56°CD3"). Esse receptor de NKT ¢ responséavel pelo reconhecimento de
antigenos glicolipidicos ligados as moléculas CD1 expressas por APCs (MacDonald,
2002, Tupin et al, 2007).

Na auséncia de um processo inflamatorio, os mecanismos efetores das NK estéo
regulados negativamente por receptores inibidores, dentre eles Ly49, CD94/NKG2,
KIRs (do inglés: killer immunoglobulin-like receptors). Esses receptores inibidores séo
descritos por evitarem a ativacdo desnessaria destas células, evitando a auto-
reatividade (Hamerman et al, 2005, Lanier, 2005) .

As células NK e NKT sao as populag@es de linfocitos predominantes no figado,
totalizando mais de 50% dos linfécitos hepaticos totais. Sabe-se que o nimero de NK e
NKT aumenta ainda mais durante os processos inflamatérios hepaticos (Mcintyre &
Welsh, 1986, Li & Diehl, 2003).
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Durante a les@o experimental induzida por Con A e durante a infec¢do do figado
por vetores de adenovirus, as células NK desempenham um papel crucial no
recrutamento de células T (Toyabe et al, 1997, Liu et al, 2000). Na infeccdo de
camundongos pelo citomegalovirus, a producdo de interferons do tipo | pelos
hepatocitos infectados induz a sintese da quimiocina MIP-1a, além de IL-12 e IL-18,
pelas células de Kupffer, provocando um aumento da migragdo e acumulo de células
NK no figado (Salazar-Mather et al, 1998). Estas células iniciam, entdo, a producgéo
local de IFN-y, promovendo a secre¢cdo de uma outra quimiocina a MIG (Monocina
Induzida por IFN-y (do inglés: Monocin induced by Interferon j), provavelmente por
hepatocitos e/ou LSECs, 0 que seria responsavel pelo acumulo de células T e inducéo
de imunidade (Crispe, 2003). Na hepatite cronica pelo HCV, as NK desempenham uma
importante funcdo no controle da replicacdo viral nas células hepéticas por um
mecanismo dependente de IFN-y (Li et al, 2004).

Diferentes receptores de ativagcdo s&o descritos nas células NK, sendo
importantes ferramentas de estudo das funcbes destas células durante processos de
destruicao tecidual. Dentre esses receptores, incluem-se os de ativacdo precoce CD69,
CD38 e as moléculas HLA-DR, e outros relacionados com a regulacdo positiva da
atividade citotoxica, como CD11a (LFA-1 do Inglés Lymphocyte Function Associated
Antigen-1) e CD44 (Rafi-Janajreh et al, 1998, Matsumoto et al, 2000, Mallone et al,
2001). Os receptores usados por células NK para mediar a funcéo citotoxica ndo estao
bem definidos, embora tenham sido sugeridas algumas moléculas que possam servir
para esta funcao, dentre elas o CD38 (Sconocchia et al, 1999).

Durante o processo de ativacdo, células NK respondem ao estimulo de
diferentes citocinas, produzidas por células como neutrofilos, mondcitos, macrofagos e
células dendriticas (DCs do Inglés Dendritic Cells), principalmente IL-12, IL-15 e IL-18.
Diferentes citocinas também séo liberadas pelas NK, principalmente o IFN-y (Moretta et
al, 2002, Watford et al, 2003).

Assim como para as células NK, diversos estudos demonstram a importancia das
células NKT no ambiente hepatico. Estas células sdo habeis em produzir tanto IFN-y
guanto IL-4 dependendo do seu estagio de diferenciacdo (Chen & Paul, 1997),
induzindo a protecao nos estagios hepéticos da malaria, suprimindo a sintese de RNA

viral do HBV em modelos murinos e protegendo contra metastases hepaticas do
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melanoma (Toura et al, 1999, Gonzalez-Aseguinolaza et al, 2000, Kakimi et al, 2000).
Por outro lado, em infecgcbes murinas pela bactéria Propionibacterium acnes e na
esteatose hepdtica, estas células se encontram diminuidas (Matsui et al, 1997, Guebre-
Xabier et al, 2000).

1.6.4.2 — Linfécitos Te B

O desenvolvimento da imunidade adaptativa envolve a proliferacao dos linfocitos
T e B antigeno-especificos, que ocorre quando receptores de superficie destas células
ligam-se ao antigeno. Cada clone de linfécitos desempenha importante funcéo efetora.
As células B secretam as imunoglobulinas responséaveis, principalmente, pela
eliminacéo de patdégenos extracelulares, enquanto que as T podem ser subdivididas em
dois grupos principais: As células CD4", que auxiliam a secrecdo de anticorpos pelas
células B e na ativacdo de outras células como macrofagos e células citotoxicas e as
células CD8" que possuem principalmente funcéo citotoxica contra células infectadas e
tumorais (Schwartz, 2003).

Os linfécitos T sdo ativados pelo engajamento de seus receptores (TCR do
Inglés T Cell Receptor) as moléculas MHC-l (CD8") ou MHC-II (CD4") contendo o
peptideo antigénico na presenca de moléculas co-estimuladoras. As APC, dentre elas
macréfagos e DCs, tém um papel crucial na ativagdo de linfocitos T CD4", expondo
antigenos via MHC-Il e produzindo citocinas como a IL-12. Ja o processo de
reconhecimento dos antigenos pelos linfocitos B se da pela ligacdo direta de seu
receptor (BCR do Inglés B Cell Receptor) a molécula estranha na sua forma nativa,
porém, sem o auxilio de citocinas como IL-4, IL-13 e IL-5, produzidas pelos linfécitos T
ativados, estas células sdo incapazes de proliferarem e sofrerem maturacdo dos
anticorpos. Em um momento posterior, linfécitos em estagio de ativacao/expansao
clonal, passam a expressar diferentes moléculas, envolvidas na sinalizacéo intracelular
e nos processos de migracdo para os tecidos inflamados (Sprent & Surh, 2001,
Schwartz, 2003).

A biologia das células T do figado € diferente daquela de qualquer outro érgéo,
pois a apresentacdo de antigenos neste local se d& por diferentes mecanismos. As
células de Kupffer constituem um sistema de captura de antigenos e o figado é

patrulhado por células APCs profissionais (as DCs imaturas). Estas Ultimas sao
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encontradas nos espacos portais, mas perdem a expressao caracteristica de CD11c
(Prickett et al, 1988). Sabe-se que a apresentacao de antigenos por estas células pode
induzir a um mecanismo de imunidade, pela produgao de IL-12, ou de tolerancia, pela
producao de IL-10, que é prevalente no figado normal, levando a inducao de tolerancia
por células T reguladoras (Tregs). A ativacdo dos linfocitos T pelas células dendriticas
residentes pode gerar imunidade que ajuda a resolver o quadro de algumas infec¢cdes
virais no figado. E o caso, por exemplo, da hepatite A em humanos e da hepatite em
camundongos imunocompetentes (Wang et al, 1995, Homberger & Zhang, 1997).
Entretanto, muitas infeccdes do figado sdo persistentes, mesmo com o0
desenvolvimento de uma resposta imunolégica. Incluem-se nestes casos, trés doencas
de grande relevancia epidemioldgica: a malaria, a hepatite B e a hepatite C, o que pode
ser explicado pelo desenvolvimento de tolerancia (Good, 1995, Rehermann et al, 1996,
Spengler et al, 1996, Crispe, 2003). Além das DCs e das células de Kupffer, os
antigenos que alcangcam os sinusoides encontram as células endoteliais do sinusoide
hepatico (LSEC, do inglés: Liver Sinusoidal Endothelial Cell). As LSECs de
camundongo expressam moléculas que promovem a captura do antigeno, incluindo
receptores de manose, e receptores de limpeza (scavenger), além de moléculas que
auxiliam na apresentacdo do antigeno, como CD40, CD80 e CD86 (Lohse et al, 1996).
Sendo assim, estas células estdo aptas a apresentarem antigenos tanto para células
CD4" quanto para CD8", mas mesmo expressando moléculas coestimuladoras, o0 maior
resultado desta interacéo é a tolerancia. Em contraste, as LSECs humanas expressam
constitutivamente o CD40, mas o CD80 e o CD86 somente em situa¢cdes de inflamacéo
(Knolle et al, 1999, Leifeld et al, 1999, Limmer et al, 2000).

As subpopula¢gdes de células T residentes no figado sdo proporcionalmente
diferentes das células T sanglineas, dos linfonodos e baco. A taxa de CD4/CD8 para
as células T hepaticas é reversa (1/3.5 no figado versus 2/1 no sangue). Ambas
apresentam um fendtipo ativado, com expressdo de CD25 e CD69 (Pruvot et al, 1995).
Um subtipo de linfocitos do figado humano normal expressa os marcadores CD2 e CD?7,
concomitantemente com a expressdo das proteinas do gene de ativacdo de
recombinagcdo do RNA mensageiro-1 (RAG1, do inglés: recombination activating
proteins), RAG 2 e preT ¢, indicando que o figado deve ser um 6rgdo de

desenvolvimento de linfocitos (Collins et al, 1996).
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Apoés a apresentacdo do antigeno, durante os estagios iniciais de ativacdo, os
linfocitos T passam a expressar um grande numero de moléculas de superficie e
liberam fatores soluveis. Uma destas moléculas é o CD38, uma glicoproteina
transmembranar que aumenta o influxo de calcio intracelular, estando envolvida nos
processos de proliferacdo e citotoxicidade (Lund et al, 1998, Messele et al, 2000).
Outras proteinas importantes expressas pelos linfocitos T ativados sdo as moléculas de
adesdo celular, mediadoras das interagdes entre os linfocitos, células endoteliais e a
matriz extracelular, sendo sua expressdo modulada pelo contato célula-célula e pela
producdo de fatores sollveis (Masopust et al, 2004). Dentre as moléculas de adesao
expressas em linfécitos durante os processos migratérios, estdo as integrinas, que
compartilham a molécula CD29 como sua subunidade B comum (Woods & Shimizu,
2001). Uma outra molécula de adesdo amplamente distribuida nos tecidos € o CD44
cujo ligante € o &cido hialurénico, a interacdo do CD44 com o &cido hialurénico leva a
fixacdo e o rolamento dos linfocitos no endotélio, permitindo o extravasamento das
células T aos sitios inflamados (Isacke & Yarwood, 2002). Linfécitos T citotoxicos sob
ativacdo expressam altos niveis de moléculas CD44, as quais induzem eficiente lise
celular TCR independente e ndo restrita ao MHC. A citotoxicidade mediada por CD44
pode desempenhar um importante papel na protecdo contra infecgdes virais e cancer.
Contudo, também pode ser relacionado ao dano tecidual ndo especifico (Rafi-Janajreh
et al, 1998). Em relagcdo as hepatites virais, a inflamacdo do tecido hepético é
acompanhada pelo aumento da expressdo destas proteinas na superficie dos
hepatdcitos, incluindo as moléculas de adeséao intercelular 1 (ICAM-1), moléculas de
adesdo vascular 1 (VCAM-1), MHC-Il, moléculas co-estimuladoras e Fas. Estes
processos promovem uma mudancga no trafego destas células para o figado, resultando
na quebra na tolerancia hepatica (Volpes et al, 1990, Hiramatsu et al, 1994, Garcia-
Monzon et al, 1995).

Apés a chegada de células ativadas ao figado, as populaces de linfocitos
teciduais mudam. Em humanos, dados recolhidos de bidpsias desenham um quadro a
respeito do que ocorre com as populacdes de linfécitos durante as hepatites. Existe um
aumento no numero de células T CD8 ativadas (Kakumu et al, 1990) e no nimero de
células T CD4 relativas ao numero de CD8 (Pham et al, 1994). Durante a infecgdo com
HCV, as células T CD8" sido ativadas (expressam CD45 RO) e se localizam
principalmente nos sinusoéides, enquanto que as células CD4" virgens (expressam
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CD45 RA), estdo localizadas nos tratos portais (Fiore et al, 1997). O numero de
linfocitos T que expressam o TCR yd é também aumentado durante as hepatites
(Tseng et al, 2001).

Assim como os linfocitos T, os linfécitos B intrahepéaticos desempenham
importantes papeéis. Por exemplo, durante a infec¢do crénica pelo HCV se formam no
figado foliculos linféides, com centros germinativos, e esta parece ser uma via intra-
hepatica de perturbacdo na maturacdo e expansédo de células B. Estes disturbios se
traduzem em expressodes extrahepaticas da infec¢do por HCV, como a crioglobulinemia
e o linfoma de células B (De Vita et al, 1997, Murakami et al, 1999, Racanelli et al,
2001, Sansonno et al, 2004). Na cirrose biliar primaria, as células B hepaticas estao
aumentadas em relacdo ao figado normal, além disto o figado apresenta mais células
ativadas do que o sangue periférico, particularmente quanto a producdo de auto-
anticorpos (Moritoki et al, 2006).

A abundancia de células NKT, CD8" e CD4" no figado durante os quadros de
hepatite € mais condizente com o0s processos inflamatérios em outros locais do
organismo. A figura 5 representa um resumo geral dos mecanismos de migragao das

células NK, NKT e linfécitos para o figado durante as hepatites virais (Crispe, 2003).

31



Hepatécito

Sinuséide hepatico
infectado

IL-12 o%oo
IL-18 008

Espaco de Disse

Fig. 5 - Acascata das citocinas/quimocinas por meio da qua | células NK recrutam células T

a) Muitos tipos celulares, incluindo hepatdcitos, sintetizam interferons do tipo | em resposta & infeccéo viral; b) As
células de Kupffer respondem ao IFN-a e IFN-B pela produ¢éo de CCL3 (MIP-1 o), que recruta células NK; ¢) As células
NK, também ativadas pelos outros produtos das células de Kupffer interleucina-12 (IL-12) e, talvez, IL-18, produzem
IFN-y, que estimulam as células do tecido, incluindo hepatdcitos e células endoteliais sinusoidais (LSECS), a produzirem
CXCL9 (Santucci et al); d) CXCL9 recruta células T. (Adaptado de Crispe, 2003).
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1.6.5- Mecanismos de morte celular na faléncia hepa tica aguda

1.6.5.1 - Necrose e Apoptose

A necrose celular envolve a deplecdo de adenosina trifosfato (ATP), com
resultante edema celular e lise, levando a inflamacdo secundaria. A apoptose é
manifestada pelo condensado nuclear e citoplasmatico sem desequilibrio da integridade
membranar ou de conteddos intracelulares. Consequentemente, a inflamacao
secundaria ndo é uma caracteristica da apoptose.

Dependendo do sitio de ativacdo do processo de morte celular, a apoptose pode
ser iniciada por meio de duas vias: a dos receptores de morte ou via extrinseca; e a
mitocondrial ou intrinseca. A via extrinseca € iniciada ap0s a ligacdo de moléculas
ligantes aos correspondentes receptores. Mais proeminente entre as citocinas que
induzem apoptose hepatocelular sdo os membros da superfamilia de ligantes do TNFa.
Estas citocinas exercem uma func¢ao fisiologica através de seus receptores especificos,
denominados CD95 (Apo-1/Fas receptor), TNF receptor tipo 1 (TNF-R1, p55/65) (Bai &
Odin, 2003). A via intrinseca pode ocorrer pela transicdo da permeabilidade da
membrana miticondrial, pela abertura de poros na membrana da mitocondria com
liberacéo de proteinas pro-apoptéticas, dentre elas o citocromo C (Ding & Yin, 2004).

A apoptose pode ser induzida por células como Linfocitos T citotoxicos CD8+,
além de linfocitos NK que, ativados por citocinas como o TNFa, ativam a cascata da
apoptose pela liberacdo citotoxinas, tais como a perforina (proteina que forma poros
transmembrana), e as granzimas que penetram por esses poros. Granzimas clivam
proteinas intracelulares, levando a ativagdo das nucleases e de outras enzimas que
iniciam a apoptose. Células T citotoxicas ativadas expressam a molécula de superficie
ligante Fas (Fas L). A molécula FasL atuara em células alvo que expressem o receptor
Fas (FasR). No figado, a expressao de FasR é aumentada pelas citocinas inflamatorias
como o TNFa e o interferon y (IFN-y). O papel do sistema Fas-FasL vem sendo
amplamente discutido na hepatite fulminante (Tanaka et al, 1997, Ryo et al, 2000,
Rivero et al, 2002).
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As proteinas da familia Bcl-2 s&o importantes reguladoras da apoptose,
enquanto Bid, Bak e Bax sdo pro-apoptoticas, Bcl-x(L), Bcl-2 e Bcl-w possuem acao
anti-apoptotica. No figado, hepatdcitos expressam niveis mais baixos de bcl-x

constitutivos (Tzung et al, 1997).

1.6.5.1a-Vias TNF-« e TNFR1

A apoptose de hepatdcitos induzida pelo TNF-o é implicada em uma ampla
variedade de doencas do figado, incluindo a hepatite viral, hepatitie alcodlica, leséo
hepatica por isquemia/reperfusédo e hepatite fulminante. A acdo agonistica especifica do
TNF-a nas células hepaticas ocorre em dois receptores de membrana: p55 (TNFR1) [do
inglés, type 1 tumor necrosis factor receptor] e p75 (TNFR2) [do inglés, type 2 tumor
necrosis factor receptor], que também é encontrado na forma soltvel, apés clivagem de
seu dominio extracelular. Os efeitos apoptéticos sdo mediados apenas pelo TNFR1,
que nas células hepaticas é predominante, sendo altamente expresso nos hepatdcitos.
Em contraste o TNFR2 pode potencializar os efeitos do TNFR1 na promog¢éao da morte
celular e inflamacgéo (Bai & Odin, 2003).

O TNFR1, apo6s a ligacao por seu ligante especifico, recruta o dominio de morte
associado com proteinas adaptadoras TNR-R (TRADD), resultando ndo s6 na ativacao
das caspases, como também do NF-xB e Jun-N-terminal kinase (JNK). O TNF-a induz
a morte celular por ativagdo da cascata das caspases, sendo que apds a clivagem
proteolitica da caspase 8, esta ativa a caspase 3. A ativacdo da cascata das caspases
leva a apoptose celular, pela degradacdo do DNA nuclear. O dano oxidativo
mitocondrial também pode ativar caspase 3 pela via intinseca, apds a liberacdo de
citocromo C e o fator indutor de apoptose (AlIF) no citosol (Bradham et al, 1998, Scaffidi
et al, 1998, Bai & Odin, 2003) (Fig. 6).



1.6.5.1b-Via receptor Fas/ Fas-ligante

O Fas ligante (FasL) € uma proteina de membrana, pertencente a superfamilia
de receptores do TNF que medeia respostas celulares pela ligacdo especifica a seu
receptor Fas (FasR), levando a apoptose. Vérias células expressam o Fas, enquanto
gue FasL é expresso predominantemente em células T ativadas. Fas e FasL estédo
envolvidos na modulacdo das respostas imunoldgicas, assim como, na citotoxicidade
mediada por células T. O deficiente funcionamento do sistema Fas, tem como
consequéncias distarbios linfoproliferativos e pode acelerar doengas autoimmunes,
enquanto que sua exacerbacéo, pode causar leséo tecidual (Nagata & Golstein, 1995) .

O Fas é constitutivamente expresso sobre os hepatdcitos, sendo essas células
muito sensiveis a apoptose induzida pelo Fas ligante. Esta forma de expresséo de Fas
nos hepatdécitos pode se explicada pela sua constante exposicdo a moléculas téxicas,
levando ao risco constante de danos ao DNA, o que poderia levar a mutacao e
carcinogénese, sendo assim necessario um mecanismo de rapida inducdo apoptose
dos hepatdcitos mutantes (Crispe, 2003).

A importancia da apoptose mediada pelo sistema Fas-FasL na inducdo da
faléncia hepética, foi demonstrada em modelo murino, pela administracdo de anticorpos
anti-Fas via peritdbnio de camundongos, causando lesdes graves no figado (Nagata,
1996). Em humanos, comparando casos de hepatite fulminante, hepatite aguda benigna
e individuos saudaveis, demonstrou-se que, em casos de hepatite fulminante, uma
maior quantidade de moléculas Fas esta presente em hepatdcitos, infiltrados
inflamatérios intra-hepaticos e também no sangue periférico. Um nivel elevado de Fas
solavel ligante (sFasL) também ¢é encontrado na forma fulminante, sendo
significativamente proporcional ao aumento no tempo de protrombina (Ryo et al, 2000) .
Rivero e colaboradores descreveram a importancia da apoptose mediada pelo sistema
Fas na hepatite fulminante induzida pelo virus da hepatite B, quando nenhuma mutagéo

gendmica especifica viral foi encontrada (Rivero et al, 2002) .
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1.6.5.1c-Estresse Oxidativo intracelular

Um radical livre é um atomo ou molécula que contém um elétron ndo pareado em
seu orbital externo. Estes radicais sdo altamente reativos e podem consequentemente
causar efeitos danosos em estruturas celulares. Normalmente, pelo mecanismo de
respiracdo celular, sobram molélulas de O, (superéxido), que € uma espécie reativa de
oxigénio (ROS), estas moléculas tentam agrupar-se com outras moléculas que lhes
possam trazer a estabilidade eletronica. Estes radicais altamente reativos ligam-se onde
podem, provocando danos em diversas estruturas celulares. O organismo, por meio de
enzimas anti-oxidantes, como a superoxido-desmutase (SOD) e glutationa reduzida
(GSH), consegue eliminar o acumulo de radicais livres. No entanto, distarbios
metabodlicos, como o desequilibrio entre os fatores pro-oxidantes e anti-oxidantes,
principalmente gerados pelos metabdlitos de drogas, levam a um aumento de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Os principais radicais livres intracelulares s&o radicais
hidroxila (OH’), as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. O dano mitocondrial
desempenha um papel importante na morte dos hepatécitos como consequiéncia da
alteracdo da permeabilidade da membrana mitocondrial. A abertura de poros na
membrana da mitocdndria leva a liberacdo de citocromo ¢ e AIF (do inglés: apoptosis-
inducing factor) no citosol induzindo apoptose. A toxicidade aguda de algumas drogas
em cultura primaria de hepatocitos de rato foi associada ao estresse oxidativo. Em
pacientes com hepatite alcodlica, baixos niveis de anti-oxidantes foram associados com
estresse oxidativo (Hussain & Frazier, 2002, Masalkar & Abhang, 2005) (Fig. 6).
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Fig. 6 - Mecanismos intrinsecos e extrinsecos de morte celu  lar em hepatécitos

As vias extrinsecas de apoptose dos hepatdcitos podem ser ativadas por meio receptores de morte, pertencentes a
superfamilia de recepotres TNF (TNFR1 e FasR), presentes nas superficies celulares, ativando a cascata das caspases
via caspase 8. A via extrinseca, também pode ser ativada por citotoxinas (perforinas/granzimas), as quais podem ser
liberadas por células natural killer e linfécitos T citotoxicos. A via intrinseca pode ocorrer pelo estresse oxidativo,
alterando a permeabilidade da membana mitocondrial, com liberag&o de fatores pré-apoptéticos como Endo G, AlF, os
quais clivam diretamente DNA nuclear. A via intrinseca pode ainda ser ativada pela liberag&o de citocromo ¢, também
decorrente da perda da integridade da membrana mitocondrial, citocromo ¢ entdo ativa a cascata apoptdtica via
caspase 9. O estresse oxidativo pode levar a exaustéo dos estoques de ATP, o que induz inibicdo de caspases e morte
por necrose (Adaptado de Bai & Odin 2003).
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1.6.5.1d- Papel do 6xido nitrico

O oxido nitrico € um radical livre gasoso, sintetizado via oxidagcéo de L-arginina
pela familia de enzimas 6xido nitrico sintases (Arias et al) . Sdo descritas principalmente
trés isoformas da NOS. As isoformas constitutivas da NOS séao a neuronal (nNOS - tipo
1) e a endotelial (eNOS - tipo 3), que produzem baixas quantidades de NO e dependem
da concentracdo de célcio intracelular, estando envolvidas em diversos processos
fisiolégicos como relaxamento vascular, neurotransmissao e regulacdo da atividade
plaquetéria. A isoforma inflamatéria ou 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) é envolvida
com a sintese de altos niveis de NO, e tem sua producédo induzida por citocinas como
IFN-y e TNF-o durante a resposta Thl (Nussler & Billiar, 1993, Nathan & Xie, 1994,
Vitek et al, 2006). Citocinas como a IL-4, IL-10 e TGF-B demonstram atividade inibitoria
sobre a expressdo da INOS (Hausmann et al, 1994, Beishuizen et al, 1998). A
expressdo da iINOS € o resultado de uma resposta inflamatéria localizada ou difusa
decorrente de uma infec¢cdo ou dano tecidual. Diversas condi¢cdes patolégicas como
endotoxemia, choque hemorragico, isquemia/reperfusdo e infeccbes, tém sido
relacionadas com a alta produc&o de NO pela enzima iNOS (Hon et al, 2002) (fig. 7).

As trés principais isoformas de NOS (nNOS, eNOS e iINOS) s&o expressas no
figado, sendo que a INOS e eNOS sao consideradas as mais importantes. A forma
neuronal é descrita mais restritamente na inervacao terminal encontrada em grandes
vasos sangulineos. Acredita-se que sob condigdes fisiologicas, apenas a forma
constitutiva (eNOS) esteja presente no figado, sendo responsavel por produzir baixos
niveis de NO. Estes baixos niveis de NO, tém sido associados com a funcao protetora,
pela regulacdo da perfusdo hepética, prevencédo da adeséo plaguetaria e da trombose.
A INOS tem sido encontrada em quase todas as células hepaticas, sendo
principalmente descrita em células de Kupffer ativadas, hepatdcitos e células de Ito (Li
& Billiar, 1999).

O O6xido nitrico (NO) vem também sendo relacionado por desempenhar um
importante papel nos processos patologicos hepéticos. No microambiente hepatico, o
oxido nitrico tem importante participacdo no estresse oxidativo, o que é associado a alta
producdo deste gas, levando a sua reacdo com o anion superoéxido (O;) e a formacao

de peroxinitrito (ONOQO’) um potente agente oxidante, o qual induz a degradacéo de
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diversos componentes intracelulares e producgéo de nitrotirosina, produto da nitragcédo de
proteinas (fig. 8). Desta forma, diversos trabalhos apontam que, dependendo da sua
quantidade, esta molécula pode apresentar funcdes pro-oxidantes e anti-oxidantes
durante processos inflamatoérios no figado (Aktan, 2004, Minin et al, 2005). Em diversas
doencas do figado, o papel da iINOS, associado com a alta producéo de NO, vem sendo
elucidado. Pacientes com cirrose biliar priméaria e hepatite auto-imune mostraram uma
elevada expressdo intra-hepatica de INOS, além do acumulo de nitrotirosina,
relacionados com a gravidade do dano histolégico em ambas as doencas, o que foi
sugerido ser consistente com a nitragédo das proteinas hepatocelulares mediada por NO
(Sanz-Cameno et al, 2002). Em bi6psias hepéticas de primatas ndo humanos com
hepatite A experimental, a expressdo da INOS associada a lesdes histologicas também
foi encontrada por nosso grupo (Pinto et al, 2000). Além disto, elevados niveis de 6xido
nitrico foram encontrados no soro de pacientes com hepatite B aguda (Koulentaki et al,
2004).

Em estudos anteriores, diferentes niveis de regulacdo das isoformas de NOS
foram descritas em condi¢fes fisiologicas e na faléncia hepatica fulminante, sugerindo-
se que, enquanto eNOS parece estar envolvida na regulacado fisiologica da perfuséo
hepatica, a intensa expresséo de iINOS pode contribuir para o processo inflamatoério. A
INOS também foi amplamente detectada em camundongos tratados com silica
subsequentemente infectados com o virus do herpes (Leifeld et al, 2002, Irie & Shiga,
2005).
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Fig. 7 - Representacdo esquematica das fun¢des do 6xido ni  trico (NO).

Sistema cardio-vascular (CVS); NO sintase neuronal (hnNOS); NO sintase endotelial (eNOS); NO sintase induzida
(iNOS) (Thippeswamy, T et al, 2006).
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Fig. 8 - Represent acdo esquematica da sintese de éxido nitrico (NO).
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A oxidacdo do aminoacido L-arginina leva a formacgé&o de L-citrulina e NO. A reacdo do excesso de 6xido
nitrico com o anion superoéxido (O2), produto da cadeia respiratéria, leva a formagéo de peroxinitrito (ONOO)),
uma espécie altamente reativa. O produto da rea¢do do peroxinitrito com as proteinas gera nitrotirosina.
Dentro dos componentes antioxidantes enziméticos, a superéxido desmutase (SOD) desempenha um papel
importante, catalizando a converséo do excesso de anions superdxido em oxigénio e peréxido de hidrogénio,
protegendo assim, a célula, contra os efeitos toxicos do metabolismo do oxgénio. (extraido de

www.upstate.com)
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2. JUSTIFICATIVA

Estudos sobre faléncia hepética fulminante tém sido realizados por
pesquisadores em diferentes paises, todavia, uma identificacdo mais conclusiva,
descrevendo 0s mecanismos imunopatolégicos ou caracteristicas etiologicas
especificas que poderiam levar a uma doenca hepatica auto-limitada ou a sua forma
grave ainda faz-se necessaria, visto que os resultados obtidos ainda ndo séo totalmente
esclarecedores. Embora a incidéncia de casos fulminantes de hepatite seja baixa, suas
consequéncias sdo graves, observando-se uma alta taxa de mortalidade, sendo cerca
de 80% em individuos que ndo sdo submetidos ao transplante hepatico. Devem-se
considerar além disso, os gastos com as medidas de suporte clinico, e que o
transplante hepatico, representa um procedimento de alta complexidade, tendo um alto
custo anual para o sistema de saude brasileiro (cerca de US$ 22.000 de acordo com a
Portaria GM n°® 92 e Portaria GM n° 1.117, ambas de 2001).

No Brasil, embora se tenha conhecimento de casos fulminantes de hepatite
ocorrendo anualmente, poucos dados estdo disponiveis sobre sua incidéncia. Além
disso, a escassez de publicacOes a respeito do tema em nossas pesquisas, demonstra
gue pouco interesse tem sido dado no conhecimento dos mecanismos
imunopatolégicos envolvidos na doenca. Portanto, a descricdo de novos
biomarcadores, assim como dos mecanismos imunolédgicos especificos e fatores de
risco envolvidos na FHF s&o medidas que podem contribuir para o desenvolvimento de
estratégias de controle, como no campo da imunofarmacologia, com a implementacao

de novas terapéuticas e também na definicdo do progndstico desta grave doenca.
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2.1-Objetivos gerais

Identificar 0s aspectos imunopatolégicos da faléncia hepética fulminante,
analisando comparativamente o0s niveis de expressdo de marcadores de
inflamacdo no sangue e no tecido, com as amostras dos controles, buscando
descrever os prinicpais mecanismos de determinam o quadro fulminante de

hepatite.

2.2-Objetivos especificos:

Detectar por imunofluorescéncia o padrdo de citocinas teciduais, fenotipos
celulares e marcadores de estresse oxidativo, seguida de avaliagédo quantitativa,
utilizando amostras de figado de pacientes com faléncia hepatica fulminante,
casos de hepatite cronica e figados controle;

Detectar por tecnologia multiplex de micro-esferas fluorescentes (Luminex ™)
niveis plasméaticos de citocinas nos periodos pré e pds-transplante e amostras de

controles saudaveis;

Detectar por citometria de fluxo, marcadores de ativacdo e moléculas de adeséo
em células mononucleares de sangue periférico (PBMC), comparando as médias
percentuais de expressdo nos periodos pré e poés-transplante e amostras de

controles saudaveis;

Relacionar o nivel de expressao de antigenos plasmaticos e teciduais nas formas
fulminantes de hepatite aos pardmetros clinicos e bioquimicos caracteristicos da

disfuncéo hepética, buscando detectar os marcadores de maior gravidade.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1-Submissdo ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP- FIOCRUZ)

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fiocruz (protocolo
222/03) e pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRJ (protocolo 216/03). Na época em
que o projeto foi submetido aos referidos comités de ética, ainda ndo havia comité de
ética no Hospital Geral de Bonsucesso, desta forma, o projeto foi submetido a
apreciacdo do diretor deste hospital, que assinou termo de responsabilidade,

concordando que a Instituicdo participasse da pesquisa (anexol).

3.2-Inclusao dos Individuos na Pesquisa pelo Termo de Consentimento

A inclusdo dos individuos no estudo foi feita apés o enquadramento dos
seguintes grupos: controles, hepatite aguda grave e hepatite fulminante. Nos casos
prospectivos, os individuos foram recrutados durante os primeiros 36 meses da
pesquisa, sendo convidados por meio de um termo de consentimento, autorizando o
emprego do material biolégico (Anexo 2). Nos casos fulminantes de hepatite, devido a
alteracdo no quadro neurologico e demais alteracdes clinicas, que impossibilitaram a
assinatura termo de consentimento pelo proprio paciente, foram fornecidas as devidas
informacdes ao seu responsavel direto, ao qual foi entregue o termo de consentimento.
Os casos pregressos de FHF ocorreram entre os anos de 2000 e 2004, sendo incluidos
apo6s a aprovagdo pelos referidos Comités de Etica em Pesquisa. Os critérios de
exclusdo foram tempo de evolucdo (com base nos critérios de O’ Grady et al, 1993),
presenca de marcadores de cronicidade (nos casos de etiologia viral) e evidéncia

histolégica de doenca hepética cronica.



3.3-Instituicdes envolvidas

+ Fundacao Oswaldo Cruz - Fiocruz
e Laboratorio de Desenvolvimento Tecnolégico - IOCLaboratério de Imunologia
Viral - 10C

e Laboratorio de Imagem - I0C

+ Hospital Geral de Bonsucesso - MS
e Servico de Transplante Hepatico

e Servico de Anatomia Patolégica

% Hospital Universitario Clementino Fraga Filho—-UF RJ
e Servigo de Anatomia Patoldgica

3.4-Obtencdo das amostras biolégicas de casos pregr  €sSs0S

Nos servigos de anatomia patolégica dos 2 hospitais envolvidos no estudo, foram
selecionados casos pregressos de hepatite fulminante. Foram obtidas amostras de
tecido hepético estocadas em blocos de parafina. Ao todo, foram incluidas 17 amostras

de figado em parafina.

3.5- Obtengéo das amostras biolégicas no estudo pro  spectivo

Todas as amostras foram coletadas entre 2004 e 2006. A selecéao foi feita a partir
do acompanhamento de novos casos clinicos de hepatite aguda com evolucdo
fulminante, ou mesmo casos de hepatite aguda grave, independente do agente causal
envolvido. Foram incluidos 16 de pacientes com faléncia hepatica fulminante (FHF),
sendo entdo coletadas amostras de sangue de todos eles. Como nem todos os
pacientes com FHF foram transplantados, foram coletadas 14 amostras de figado
daqueles que foram submetidos ao procedimento cirdrgico. Foram também incluidos 4
casos de pacientes com hepatite aguda grave, dos quais foram coletadas apenas
amostras de sangue, ja que estes ndo tinham critérios para o transplante hepético por

apresentarem quadro clinico de menor gravidade e, portanto, ndo indicativo para o
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procedimento (Classificacdo de acordo com os critérios de O'Grady do king’s College —
adotada pela portaria 541/02- MS).

As amostras de figado foram coletadas durante os procedimentos de transplante.
Imediatamente apods a retirada do explante hepatico (ainda dentro do centro cirdrgico),
foram feitos cortes de aproximadamente 5 cm do tecido, os quais foram colocados em
criotubos e estocados em gelo seco para que pudessem ser transportadas até o
laboratério. Parte dos cortes foi colocada em criotubos contendo paraformaldeido 10%.
Logo apds, as amostras de figado mantidas no gelo seco, foram estocadas em
nitrogénio liquido. As amostras fixadas em paraformaldeido 10% foram posteriormente

incluidas em parafina.

3.6- Amostras de figado de doadores saudaveis

Amostras de figado de 5 doadores saudaveis foram obtidas de individuos
submetidos ao transplante hepatico na modalidade de transplante intervivos, os quais
doaram parte do figado para pacientes portadores de hepatite crdnica com faléncia
hepatica terminal. Durante o procedimento de transplante, um pequeno fragmento do
tecido foi cortado da regido do lobo hepatico que estava sendo retirado para a doagéo,
sendo esta retirada realizada antes da fase de isquemia. Foi mantido o mesmo

procedimento de estocagem utilizado para as amostras de figado do pacientes.
3.7-Amostras de figado de Casos de Hepatite Cronica

Amostras de figado de 6 pacientes infectados cronicamente pelo virus da
hepatite C, também foram utilizadas para estudo comparativo. Estas amostras,

coletadas por meio de bidpsias com agulha, faziam parte de um outro estudo utilizado

por N0Sso grupo e estavam estocadas em blocos de parafina.

3.8-Preparo dos cortes histologicos
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Foram feitos cortes de 3 a 5 um, utilizando micrétromo convencional para blocos
parafinados, ou criostato, para as amostras de figado congeladas. Para analise de
marcadores de fendtipos celulares no tecido hepatico, os cortes foram fixados em
paraformaldeido 2%. Para a obtencdo de citocinas e outros mediadores inflamatorios

presentes no figado, os cortes foram fixados em acetona a 4 ° C.

3.9-Preparo das amostras de sangue

Logo ap0s a coleta do sangue, foi feita a separacdo do plasma por centrifugacéo,
que foi congelado a — 70° C. As células mononucleares do sangue periférico (PBMC)
foram obtidas utilizando gradiente de Ficoll- Histopaque (Sigma Chemical Co-EUA).
Posteriormente, aproximadamente 1x10° PBMCs/mL viaveis (apés exclusdo por
contagem em azul de Trypan 2%) foram congeladas em DMSO 10% em soro fetal
bovino (Gibco-Invitrogen-EUA) e inicialmente estocadas a — 70° C por 24 horas em

camara de congelamento e, logo apoés, transferidas para o nitrogénio liquido até o uso.

3.10-Obtencéao dos dados clinicos e bioquimicos

Paralelamente a coleta das amostras biolégicas, foram coletados dados junto ao
histérico médico do paciente que ajudaram a esclarecer a etiologia, assim como
resultados de provas bioquimicas de funcdo hepatica. Os dados coletados dos
prontuarios dos pacientes foram valores de transaminases (ALT e AST), bilirrubina,
gama-Glutamiltransferase (yGT), fosfatase alcalina, tempo de atividade da protrombina
(TAP), INR (International Normalized Ratio), valores percentuais e absolutos de
leucdcitos, além do grau de encefalopatia, e demias dados clinicos dos periodos pré e

pés-transplante.

3.11-Determinacéo dos casos de hepatite aguda de et iologia viral
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Para confirmacdo do diagnostico nos casos de etiologia viral, amostras de soro
foram submetidas a pesquisa de marcadores especificos de hepatite aguda por teste de
ELISA. Foram pesquisados anti-HAV IgM (Abbot, USA), anti-HBC IgM (Bio Kit, Spain),
HBsAg (Dia Sorin, Italian) e anti-HCV (Dia Sorin Italian).

3.12-Caracterizacéo histologica da hepatite fulmina  nte

As amostras de tecido hepéatico parafinado foram analisadas histologicamente
pelo microscépio oOptico, visando a identificacéo de alterac6es morfologicas compativeis
com o quadro faléncia hepatica fulminante. A andlise foi feita utilizando-se laminas
coradas em hematoxilina-eosina (HE) e Giemsa. Esse tipo de analise foi feita pelo

grupo de patologistas, colaboradores da pesquisa.

3.13- Imunoflurescéncia para detecc¢éo de citonicas e INOS

Caracterizagdo por imunofluorescéncia de marcadores de fenodtipos celulares e

citocinas do infiltrado inflamatério.

Etapas da marcacdo por imunofluorescéncia em cortes histolégicos do figado em
blocos de parafina:

« Desparafinizagdo em xilol (overnight), seguida de nova etapa de etapa de

desparafinizagdo em xilol aquecido (65°C por 20 min);

% Re-hidratacéo dos cortes em diferentes concentracdes de alcool por 1 min.cada

(100%/ 75%/ 50%) e 4gua destilada;
% Recuperacédo antigénica em forno de microondas a temperatura de 92°C por 10
minutos, em presenca de tampao citrato (na concentracéo 0,1 M (pH 6,0);

% Digestédo enzimatica com tripsina diluida (50 p | por lamina até cobrir os cortes);
Deixado por 1 min. a temperatura ambiente. Depois disso, as laminas foram
lavadas em agua destilada ou PBS 1X;

« 1° Bloqueio (soro normal de cabra) — 1: 200 em PBS - Incubar por 1 h em
camara Umida a 37°C - lavagem em PBS 1X;

% 2° Bloqueio (Solu¢édo de bloqueio) — Incubar por 1 h em camara Umida a 37° -

lavagem em PBS 1X;



% Incubacdo com anticorpo primario diluido em PBS (diluigdo de acordo com o
fabricante) — overnight & 4° C - lavagem em PBS 1X;

% Incubacdo com anticorpo secundario diluido em PBS (diluicdo de acordo com o
fabricante) — 1: 30 min. em camara umida - lavagem em PBS 1X;

+ Os cortes foram contracorados com azul de Evans 1:20.000 em PBS por 1
minuto e montados em SlowFade AntiFade Kit (Invitrogen®);

Etapas da marcacgao por imunofluorescéncia em cortes de figados congelados:

« 1° Bloqueio (soro normal de cabra) — 1: 200 em PBS - Incubar por 1 h em
camara Umida a 37°C - lavagem em PBS 1X;

% 2° Bloqueio (Solugcédo de bloqueio) — Incubar por 1 h em camara Umida a 37° -
lavagem em PBS 1X;

+ Coloragcdo com chromotrope 2R

« 1° Bloqueio (soro normal de cabra) — 1: 200 em PBS - Incubar por 1 h em
camara Umida a 37°C - lavagem em PBS 1X;

% 2° Bloqueio (Solu¢cédo de bloqueio) — Incubar por 1 h em camara Umida a 37° -
lavagem em PBS 1X;

+ Os cortes foram contracorados com azul de Evans 1:20.000 por 1 minuto e

montados em SlowFade AntiFade Kit (Invitrogen®);

As laminas imunomarcadas foram analisadas em microscopio confocal de varredura a
laser LSM 510 META (Zeiss), empregando-se laser de diferentes comprimentos de
onda, Ar488 e filtro BP505-550nm.

ANTICORPOS:

» Primérios marcados: anti-iINOS-FITC (BD — transduction);

= Primarios ndo marcados: anti-CD68 (Dako); anti-nitrotirosina (Alpha diagnostic,
US), anti-Bcl-x (Novocastra, UK.), anti-Hbs (in house);

= Secundarios: Alexa 488 (chicken anti-mouse - molecular probes), Alexa 647
(chicken anti-mouse - molecular probes) e Alexa 647 (rabbit anti-mouse -
molecular probes).

4-RESULTADOS
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4.1- Resultados Gerais

4.1.1-. Caracterizacao dos casos de Hepatite Fulminante e H  epatite Aguda Grave
incluidos no estudo entre 2000 e 2006

A tabela 2 mostra os dados gerais, dados clinicos e bioquimicos dos pacientes
envolvidos no estudo, incluindo os casos pregressos e prospectivos. Foram ao todo 37
pacientes incluidos (33 com FHF e 4 com hepatite aguda grave). Os casos de faléncia
hepatica fulminante foram associados a diferentes etiologias: 2 ao HAV, 5 ao HBV, 10 a
medicamentos, 3 a auto-imunidade, 1 a distirbios metabdlicos (doenca de Wilson) e 12
de etiologia desconhecida (criptogénica). Dentre os casos de hepatite aguda grave, 1
foi associado ao HAV, 1 a co-infeccdo HAV/HBV, 1 a autoimunidade e 1 a medicamento
(paracetamol). Dos pacientes com FHF, 3 apresentaram grau de encefalopatia I, 9 grau
II, 6 grau lll e 15 apresentaram encefalopatia grau IV.

A figura 9 representa a evolugdo dos parametros bioquimicos de pacientes com
FHF nos periodos pré/pds-transpante. Classicamente, pode-se observar uma
significativa elevacgéo das transaminases (ALT e AST) acima de 1500 U/L e aumento do
TAP (< 40%). No caso representado, o valor percentual do TAP foi inferior a 10 %.
Nivies de fosfatse alcalina e bilirrubina total também foram bastante elevados. Apés o
transplante, observou-se uma significativa redu¢céo nos niveis dessas enzimas, além da
reducdo do TAP (>50%).

A figura 10 representa o aspecto macroscopico dos explantes hepaticos de
pacientes envolvidos no estudo. Em alguns casos, provavelmente devido ao maior
tempo de evolucdo da doenca, podem ser observados nddulos sugerindo regeneragao
hepatica (A), areas de extensa isquemia podem ser observadas em B e C. Extensiva

necrose pode ser observadaem A, B, Ce D.

4.1.2- Expressao da enzima Oxido nitrico sintase (i  NOS) em amostras de figado de
pacientes com FHF

50



Na analise por imunofluorescéncia da presenca da iINOS em cortes de figado,
pode-se observar uma forte expressao da enzima no tecido hepético de pacientes com
FHF, ndo observada nas amostras de figado controle. A deteccdo da expressdo da
INOS, ocorreu em amostras de figado de pacientes com FHF de diferentes etiologias,
dentre elas virus da hepatite B (HBV), autoimunidade e medicamentos (Fig. 11-13).

Em amostras de figado de pacientes com FHF pelo HBV, pode ser observada
uma expressao mais intensa de INOS, em areas de necrose e em algumas células do
infiltrado inflamatodrio hepético, juntamente com a detec¢éo do antigeno de superficie do
virus (HBsAg) (Fig.11 B, C e D). Nas amostras de figado de casos de FHF induzidos
por autoimunidade (Fig. 12 B) e pelo virus da hepatite A (Fig. 12 C), a presenca da
enzima foi detectada em hepatdcitos (Fig. 12 B) e em areas de necrose parenquimal
(Fig. 12 C). Pode-se também observar a presenca da iINOS, em amostras de figado de
pacientes com FHF induzida por medicamentos juntamente com a presenca de
eosinodfilos no tecido hepatico, nestes casos, utilizando-se coloracdo com cromotrope
2R (Fig. 13 C e D). Nas amostras de figado controle, ndo foi detectada a presenca de
marcacdo para INOS (Fig. 11 A, 12 A e 13 A e B), confirmando que a expressao de

INOS é indutivel e sé aparece durante estados patoldgicos.

4.1.3- Elevado numero de células CD68 * presentes no infiltrado inflamatorio
hepético juntamente com a expressdo da INOS nas amo stras de figado de

pacientes com FHF
Em amostras de figado de pacientes com FHF de diferentes etiologias, também
foi possivel observar um grande nimero de células CD68" em comparacio com as

amostras de figado controle (Fig. 14 A e D). Esse elevado numero de células CD68

positivas, foi acompanhado da deteccédo de INOS (Fig. 14 B, C, Ee F).

4.1.4. - Marcadores de estresse nitrosativo na FHF
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A presenca de nitrotirosina em é&reas de necrose parenquimal pode ser
observada nas amostras de figado de pacientes com FHF (Fig. 15 B e C), que n&o foi

detectada em amostras de figado controle (Fig. 15A)

4.1.5. - Presenca da proteina anti-apoptoética (Bclx ) em amostras de figado de

pacientes com FHF

A presenca de Bcl-x foi observada em éareas de necrose parenquimal nas
amostras de figado de pacientes com FHF (Fig. 16 B e C), que nao foi detectada em
amostras de figado controle (Fig. 16 A). A presenca da Bcl-x também foi detectada em

co-marcacgao com a enzima iINOS (Fig 16 C).

Tabela - 2. Casos de Hepatite Fulminante e Hepatite Aguda Grave incluidos no estudo
entre 2000 e 2006
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Caso Idade Sexo Etiologia Clinica EH ALT AST TAP BT Evolugéo
(Grau) (U/LL) (UIL) (%) (mg/dL)
1 3 F HAV HF \% 1709 2638 50 17.6 Obito
2 5 F HAV HF 1\ 326 331 9 17 Alta pos Tx.
3 23 F HAV HAG NO 16 93 36 37.9 Obito
4 59 F HBV HF I 2855 2140 874 20.71 Alta pos Tx
5 26 M HBV HF n 631 1291 30.7 226 Obito
6 24 M HBV HF I 964 762 25 45 Obito A Transp.
7 49 F HBV HF 1% 775 1003 153 21.4  Obito p6s Tx. por sepse
8 67 M HBV HF v 1950 338 SD 10.5  Obito - N&o Transplant.
9 49 M  Co-inf. HAV/HBV HAG NO 3240 2610 SD 18.4  Alta/ Sem Critérios p Tx
10 14 F Auto-imune HF I 223 359 16 14 Alta pds- Tx.
11 51 F Auto-imune HAG NO 593 839 56 39.9 Alta / S. critérios p. Tx.
12 42 F Auto-imune HF Il 205 290 20.3 406 Alta pds- Tx.
13 14 F Auto-imune HF I} 1393 1773 SD 28.8  Obito p6s Tx. por sepse
14 22 F D. de Wilson HF I 381 567 25 18.4 Alta pés-Tx.
15 6 M Fenobarbital HF v 292 357 9 17.8 Alta pés Tx
16 48 F o« Metildopa HF 1% 572 3038 49 16.8 Obito pds Tx.
17 18 M Cloreto de Etila HF v 736 329 5 21.7 Alta pés Tx
18 11 F RMP/ IZN HF I 1842 1662 23 26.9 Alta pos Tx.
19 26 F Propiltiouracil HF v 401 419 26 17.7 Obito pds-Tx.
20 46 F Metilmetacrilato HF I 1135 1181 154  36.8 Alta pés Tx
21 27 F RMP HF v 2667 9255 4.8 35 Obito durante o Tx.
22 44 F Kava-Kava HF I 1087 879 19 24.0 Alta pés Tx.
23 38 F o« Metildopa HF 1% 948 1108 12 20.3 Alta p6s Tx
24 47 F Paracetamol HAG NO 774 554 23 23.7 Alta / S. critérios p. Tx.
25 41 F Fluoxetina HF I 2742 6886 8 15.2  Obito pds-Tx por Sepse
26 44 F Criptogénica HF Il 117 120 37 9,3 Alta pds- Tx.
27 26 M Criptogénica HF v 810 458 20 40 Obito
28 12 F Criptogénica HF v 986 2448 11 18.1 Obito pés Tx.
29 19 M Criptogénica HF v 1308 581 45 33 Obito durante Tx.
30 26 F Criptogénica HF v 662 662 3 255 Obito pés- Tx.
31 24 M Criptogénica HF n 364 93 8 66.5 ~ Obito
32 32 F Criptogénica HF v 1033 642 19 43.7 Obito sem Tx.
33 20 F Criptogénica HF I 314 562 40 29.7 Alta pés-Tx.
34 52 F Criptogénica HF 1} 283 410 11 21.1 Alta pds- Tx.
35 9 F Criptogénica HF Il 1806 1490 10 SD Obito pds-Tx.
36 6 F Criptogénica HF Il 880 1452 23 22.2 Alta pés-Tx.
37 20 F Criptogénica HF Il 122 412 6 63 Obito pés Tx.

EH: Encefalopatia Hepética; ALT: Alalina Aminotrasferase; AST: Aspartato Aminotransferase;
BT: Bilirrubina Total; TAP: Tempo de Atividade da Protrombina; HF: Hepatite Fulminante; HAG: Hepatite
Aguda Grave; Tx: Transplante hepético; RMP: Rifampicina; 1ZN: Isoniazida; NO: Nao observada;

SD: Sem dados.

Valores de referéncia:

ALT: 30-65 U/L

AST: 15-37 U/L

BT:0.1-1.0 mg/dL
TAP: 10.5 a 14.3 seg. de 70a 100%
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Data Transplante
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Fig. 9- Gréafico representativo da evolucdo dos p ardmetros bioquimicos de um paciente com FHF
pré/pos transplante. Elevagéo expressiva das transaminases (ALT, AST) > 1000 U/L e aumento do Tempo de
Atividade da Protrombina (TAP) < 40%, sdo alteracdes caracteristicas desta sindrome. Apés transplante
hepético, pode-se observar a normalizacdo dos niveis de transaminases e do TAP.
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4.2-Manuscrito 1

Eosinophils Involved in Fulminant Hepatic Failure Are Associated with High I1L-6

Expression and Absence of IL-5 in Liver and Peripheral Blood
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4.3-Manuscrito 2

Activated Lymphocytes and High IFN-y, IL-8, IL-10 AND MCP-1 Levels are Associated

with Fulminant Hepatic Failure in Human Patients

5-DISCUSSAO
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Poucas sindromes clinicas sdo tdo dramaticas quanto a faléncia hepéatica
fulminante, sendo que a iminéncia de uma faléncia total do figado ainda se torna mais
critica pelas dificuldades encontradas na captacdo de um 6rgado compativel, o que eleva
as taxas de mortalidade para 80% dos casos, as quais sdo associadas principalmente
com a faléncia multipla dos 6rgéaos (O'Grady et al, 1989).

A dificuldade de se conseguir amostras clinicas, jA& que a sindrome é de
ocorréncia rara, fez com que se aumentasse a procura por modelos experimentais de
hepatite fulminante que melhor representassem a forma humana da doenga, o que
culminou em vérios achados imunopatologicos utilizando tais modelos (Newsome et al,
2000, Chang et al, 2003), contudo, estes apresentam limitagcbes. Diante das
dificuldades de obtencdo de um numero estatisticamente adequado de amostras,
consideramos justificado o trabalho com amostras clinicas heterogéneas, sem
considerar os diferentes agentes causais. Com base nos estudos anteriores, que
sugeriram o envolvimento de diferentes mecanismos de lesdo mediados por imunidade
inata e adaptativa, o processo inflamatorio que leva a FHF envolve uma complexa
trama que converge para algumas poucas vias comuns de destruicdo do parénquima
hepatico, entre eles destacam-se por exemplo citocinas inflamatérias como IFN-y
(Leifeld et al, 2002). Com os resultados obtidos em nosso estudo, podemos sugerir que
0S mecanismos inatos de imunidade s&o os principais envolvidos na lesdo hepatica
dando inicio ao quadro de FHF, enquanto que a resposta imunologica adaptativa

desempenha um papel complementar.

5.1- Papel da 6xido nitrico sintase e das célulasd e Kupffer na FHF

Muito tem sido discutido sobre o papel do 6xido nitrico em processos, tanto
fisiologicos, quanto fisiopatologicos. No sistema imunoldgico, altas concentracfes de
NO sé&o descritas por induzir apoptose como resultado da formacao de peroxinitrito
(ONOO)) (Brown & Borutaite, 2002).

No presente estudo foi observada uma marcante presenca da enzima iNOS,
tanto em amostras de figado emblocadas em parafina, quanto em amostras
congeladas, bem como a fraca ou ausente presenca nas amostras de figado controle,
sugerindo sua contribuicdo no processo inflamatério na FHF. Apesar de seu papel

protetor ter sido sugerido, este estaria relacionado a producédo de baixas quantidades
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de Oxido nitrico, enquanto que diversos estudos, apontaram a enzima INOS
desempenhando importantes funcdes na inflamacdo em diversas doencas hepéaticas
(Bourdi et al, 2002, Leifeld et al, 2002). Em nosso estudo, foi observada a presenca de
INOS em amostras de figado de pacientes com diferentes etiologias, onde o estresse
oxidativo p6de estar envolvido no processo de lesdo hepética, tanto em casos de FHF
induzidos por medicamentos, quanto por infec¢gdes virais e autoimunidade.

O papel da iNOS na lesado histologica do figado foi demonstrado anteriormente
por nosso grupo, trabalho que envolveu a infec¢cao experimental com o virus da hepatite
A, em modelo de primata ndo humano, onde se relacionou a expressao da enzima no
citoplasma de células de Kupffer com a lesdo hepéatica decorrente de hepatite aguda
(Pinto et al, 2000). No entanto, neste estudo prévio, a expressdo da enzima foi
levemente detectada. No presente estudo, observamos uma forte expresséo da enzima
nos figados acometidos, sugerindo a existéncia de uma relacdo direta entre a alta
expressao de INOS com a extensdo da lesdo. Nossos resultados concordam com
estudos anteriores, os quais comparam casos de FHF, hepatite cronica e controles,
concluindo que existe uma significante elevacao da expresséao intra-hepética da enzima
INOS em casos de FHF quando comparado as outras formas de hepatite (Leifeld et al,
2002). Isto reforca a hipétese de que baixos niveis de INOS desempenhem também um
papel hepatoprotetor, enquanto que niveis mais altos sdo envolvidos com a lesdo. Esta
expresséo diferenciada da enzima pode ser o ponto que destingue a fisiopatologia das
outras formas de apresentacéo da doenca.

Uma das conseqiéncias do estresse oxidativo nos tecidos necréticos é a
nitracdo de residuos de tirosina. A formagdo de nitrotirosina € mediada pelo
peroxinitrito, uma espécie reativa de nitrogénio formada a partir da reacéo rapida do
oxido nitrico com o anion superoéxido (O2), e sendo assim, € um dos marcadores mais
usados para medir a extenséo na leséo tecidual causada pelo NO (Hinson et al, 2004).
A presenca de nitrotirosina ja foi associada a elevados niveis plasmaticos do RNA do
virus da hepatite C e com a extensdo da lesdo hepéatica em diversas outras doencas do
figado, como a esteatohepatite ndo alcoolica, a lesdo medicamentosa por
acetaminofeno e a resposta autoimune induzida por tricloroetano (Mihm et al, 1997,
Hinson et al, 1998, Kojima et al, 2007, Wang et al, 2007). Em concordancia com estes
estudos, observamos a presenca de nitrotirosina em diversos tipos celulares presentes

no figado dos pacientes, enfatizando o papel do estresse oxidativo na faléncia hepatica
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fulminante. A identificacdo de células apoptoticas em cortes congelados de figado foi
tentada pela técnica TUNEL (terminal deoxynucleotydil transferase-mediated dUTPnick-
end labeling), contudo a grande quantidade de marcacdes inespecificas decorrentes da
presenca de grandes areas de necrose e exudato, limitou a identificacdo da marcacao
especifica.

Em nosso estudo, observamos a presenca de marcagdo para a proteina anti-
apoptética Bcl-x, que se encontrava na maioria dos campos co-localizada com a enzima
iINOS, indicando uma tentativa de compensagdo ao dano hepatico. Resultados
semelhantes foram observados em modelo de choque endotéxico seguido de
hepatectomia em ratos, mostrando que, apoOs tratamento com fibronectina, havia
inibicdo da ativagcdo de NF-xB, com consequente reducdo da expressao de iNOS e
aumento da expressdo de Bcl-x no tecido, prevenindo a lesdo hepatica no choque
endotdxico. (Kwon et al, 2007).

No figado, além dos hepatdcitos e das células estreladas, sabe-se que as
células de Kupffer sdo habeis em expressar altos niveis de INOS ap0s estimulo
apropriado, com padrbes moleculares associados a microorganismos (como por
exemplo o LPS) e citocinas (como TNF-a e IL-1B) (Muriel, 2000). Nossos resultados
demonstraram uma co-localizacdo da expressdo de iINOS com as células CD68",
indicando a ativacéo destas células e sua participagéo no processo de lesédo. Takagi e
colaboradores demonstraram que durante a endotoxemia em ratos, as células de
Kupffer sdo as primeiras a expressarem iINOS, duas horas ap0s a inje¢do de LPS, e
que o processo entdo se espalha para os hepatocitos. (Takagi et al, 2007). A expressao
de INOS pelas células de Kupffer também ja foi demosntrada em outro estudo
envolvendo pacientes com FHF e doencas hepaticas cronicas (Leifeld et al, 2002).
Além da INOS, as células de Kupffer ativadas sdo capazes de produzir uma enorme
gama de mediadores, dentre eles a quimiocina MIP-1a (Ma et al, 2006) e as citocinas
IL-18 e IL-12 (Tsutsui et al, 2003). No presente estudo, fomos capazes de demonstrar
no plasma de pacientes com FHF, elevados niveis de MIP-1a e MCP-1. A secrecao
destas quimiocinas no plasma e no tecido ja foi demonstrada em modelos de lesdo
hepatica induzida por Con A, e na lesdo hepatica por isquemia/reperfusdo, tendo sido
sugeridas células de Kupffer como principais produtoras (Leifeld et al, 2003, Okamoto et

al, 2005, Ma et al, 2006). Estas quimiocinas poderiam ser as responsaveis pela
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quimiotaxia de algumas células da imunidade inata como os eosindfilos e as células NK
(Crispe, 2003), como demonstrado pela presenca destas células nos infiltrados
inflamatorios estudados em nosso trabalho. Funcionalmente, estas células possuem um
papel importante determinacdo da les@o, o que sera discutido mais adiante. Por outro
lado, as citocinas IL-12 e IL-18 classicamente conhecidas por serem as maiores
indutoras das respostas Thl, poderiam estar também envolvidas na ativacao de células
NK, NKT e linfécitos T que migram para o tecido hepatico, como ja foi demonstrado nas
hepatites por maléaria, induzida por Con A e pela Pseudomonas aeruginosa, dentre
outras (Seki et al, 2000, Tsutsui et al, 2003, Muhlen et al, 2004).

Estudos anteriores demonstraram experimentalmente que as células de Kupffer
também sdo as maiores produtoras de IL-10 durante a peritonite séptica, diminuindo a
producdo de IL-12 e IFN-y, e aumentando a susceptibilidade a septicemia
(Emmanuilidis et al, 2001). Cabe ressaltar que na lesdo hepética induzida por
acetaminofeno, camundongos knockout (KO) para IL-10 morriam de faléncia hepética,
sendo o aumento da susceptibilidade a leséo relacionado com a elevada producao de
INOS na auséncia de IL-10 (Bourdi et al, 2002). No entanto, encontramos niveis
plasmaticos elevados de IL-10 nos pacientes envolvidos no presente estudo, sendo
estes niveis também significantemente maiores naqueles que evoluiram para o Obito.
Isto sugere que na faléncia hepéatica humana, exista uma forte tentativa de regulagdo da
resposta inflamatoéria, que no entanto, devido ao significativo grau de necroinflamacéo,
esta esteja fortemente desequilibrada, o que reforca a hipétese do papel citotoxico
exercido pelas células de Kupffer, ganuldcitos e células NK. Em estudos anteriores de
FHF humana, niveis elevados de IL-10, associados com o pior progndstico também
foram detectados (Nagaki et al, 2000). Em outras doengcas como no dengue, a
gravidade também foi associada com altos niveis de IL-10, juntamente com IFN-y e
TNF-a (Azeredo et al, 2001).

A participacdo de granuldcitos no processo necroinflamatorio é reforcada pelos
elevados niveis plasmaticos da IL-8 (quimiocina fortemente quimiotédxica para
granuldcitos). Neste trabalho, sua presenca foi significantemente elevada no plasma de
pacientes com FHF que também evoluiram para o Obito. Outros estudos também
relacionam niveis aumentados de IL-8 com reduzida sobrevivéncia e disfuncéo hepatica
(Tilg et al, 1992, Hill et al, 1993, Sheron et al, 1993, Huang et al, 1996, Shimoda et al,
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1998). Além disso, aqui também pudemos associar a alta expressdo de INOS a
presenca de granulécitos, os quais tém sido descritos por migrarem para o tecido
hepatico, sendo importantes fontes de espécies reativas de oxigénio, atuando
marcantemente na lesdo hepética por isquemia-reperfusdo (Montalvo-Jave et al, 2007).
Assim, podemos considerar que exista um comportamento sinérgico entre tipos

diferentes de células inflamatorias na lesdo hepatica da FHF.

5.2- Papel de eosindfilos na faléncia hepética ful  minante

O sistema imunoldgico inato desempenha um papel crucial na inflamacao
hepatica, tanto aguda quanto cronica (Szabo et al, 2007). Em nosso estudo, a
inesperada eosinofilia e 0 aumento da contagem destas células no infiltrado inflamatério
hepatico, quando comparado as amostras de figado de pacientes com hepatite C
cronica e figado de doadores saudaveis, sugerem um envolvimento atipico deste
granuldcito na resposta necro-inflamatoria hepatica. Apesar de diversos estudos ja
considerarem que eosindfilos ndo estdo apenas envolvidos em processos alérgicos e
infecgbes parasitarias, mas também como importantes células efetoras em diversos
processos inflamatérios como na rejeicdo de enxertos (Nagral et al, 2001) e doencas
gastrointestinais (Keshavarzian et al, 1985). Muito pouco se conhece sobre o papel
desta célula na lesédo hepatica. A primeira descricdo de necrose hepatica com presenca
de eosindfilos foi em um surto de hepatite pelo virus delta (HDV) na Venezuela
(hepatite da Serra de Nevada da Santa Marta). Necrose eosinofilica semelhante, foi
também encontrada na disfungédo aguda do figado por carbamazepina e a terapia com
sertralina e donepezil (Ljunggren et al, 1985, Buitrago et al, 1986, Robbie et al, 1988,
Verrico et al, 2000).

Em nosso estudo, a observacdo de que a maioria dos individuos com faléncia
hepatica fulminante apresentava um aumento significativo do numero absoluto de
eosinéfilos no sangue periférico (>350 cel/mm®) (12/16-75%), acompanhado de
infiltrados eosinofilicos hepaticos, reforca a hipétese do envolvimento de eosinéfilos no
processo inflamatorio da faléncia hepatica fulminante. De modo surpreendente, a
andlise morfolégica (Foward Scatter Vs Side Scatter) nos contour plots de citometria de
fluxo, sinaliza para uma tipica populacdo de granulécitos, ndo esperado em analise de

PBMC. Este fato pode ser explicado pela marcante presenca destes
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polimorfonucleares, principalmente eosinodfilos, no sangue periférico dos pacientes
incluidos neste estudo. A evidéncia de colocalizagdo entre IL-6/eosindfilos em areas
necréticas do parénquima sugere a participacdo desta citocina na lesdo hepatica.
Nossos resultados sugerem ainda que eosindfilos infiltrados no figado atuem por meio
de estocagem e rapida liberacdo da IL-6. Este mecanismo de estocagem de citocinas
pelos eosindfilos ja foi descrito em estudos, relacionados a asma atopica (Lacy et al,
1998).

Apesar da IL-6 ter sido sugerida como uma citocina hepatoprotetora via ativacao
de proteinas anti-apoptoticas, sendo envolvida na regeneracdo hepatica, alguns
estudos a relacionaram a processos fisiopatologicos como na fibrose do figado
(Kershenobich Stalnikowitz & Weissbrod, 2003). Os elevados niveis de IL-6
encontrados no sangue periférico dos nossos pacientes com FHF, permitem especular
que este perfil de sua producdo nesta sindrome, reflita uma falha no controle do
processo inflamatério, induzindo uma maior destruicdo dos hepatdcitos ao invés da
regeneracdo. O aumento dos niveis séricos de IL-6 também foram anteriormente
relacionados a inflamacao do figado com evolucéo fulminante e com a faléncia multipla
de 6rgdos como consequéncia da faléncia hepatica (Sekiyama et al, 1994, Hughes et
al, 1998, Minghini et al, 1998).

Em nosso estudo, apesar de encontrarmos aumento de eosinodfilos, nédo foi
possivel relacionar a eosinofilia com algum tipo de etiologia observada em individuos
com faléncia hepatica fulminante, pois o pequeno nimero de pacientes envolvidos no
trabalho ndo perrmitiu esta analise. Estudos anteriores observaram presenca de
eosinofilia apenas em pacientes com doenga hepética induzida por drogas, mas ndo em
casos de doenca hepatica induzida por outros agentes como virus (Pham et al, 2001).
Nossos resultados sugerem que eosindfilos estejam envolvidos no processo
inflamatoério durante a FHF por diferentes etiologias, incluindo virus, respostas auto-
imunes e em causas indeterminadas. Em outras doencas do figado como a colangite
esclerosante primaria (PSC) e a cirrose biliar primaria, os eosindfilos tém sido sugeridos
como células efetoras no mecanismo de lesdo parenquimal (Watanabe et al, 1995,
Nagano et al, 1999).

Nas amostras de sangue coletadas apos o transplante hepatico, foi observada
uma reducdo significativa no nuamero de eosindfilios, fato este que reforca a

participacdo deste tipo de célula no processo inflamatério agudo da FHF. Considerando
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gue os protocolos de imunossupressao, compostos de tacrolimus (FK506) 0.2 mg/kg/
dia, predinisona 0.15 mg/kg/dia e uso de anticorpo monoclonal contra IL-2 (basiliximab),
tém um papel especifico de inibicdo de linfécitos T. Nestes casos, pode-se sugerir que
esta redugcdo no numero de eosindfilos do sangue poés-transplante, ndo esteja
relacionada aos protocolos de imunossupressao utilizados, mas sim a eliminagéo do
estimulo, presentes no tecido hepatico explantado. Além disso, recentemente outros
autores descreveram eosinofilia com o desenvolvimento de atopias e outras doencas
alérgicas como alergia alimentar e enterocolite eosinofilica durante as terapias
imunossupressoras pos-transplantes com o uso do tacrolimus (Granot et al, 2006,
Saeed et al, 2006). Durante nossa pesquisa, ndo foi observado nenhum episddio de
sintomas de alergia ap0s o transplante de figado nos casos estudados. Este fato
comprova que, se realmente existe uma tendéncia a manifestacdes alérgicas com a
participacdo de eosindfilos pelo uso destes imunossupressores, nao houve influencia no
aparecimento destas manifestacdes no periodo pos-transplante nesses pacientes.
Estas observacdes reforcam a hipotese de que o figado de pacientes com FHF
exerceria uma intensa participacdo na ativacdo de eosinofilos com repercussao
sistémica, e que apos a retirada do 6rgédo, o estimulo deixaria de ocorrer.

Poderia-se especular que os baixos niveis de IL-5 no plasma caracterizariam o
fim de uma cinética de expressao desta citocina, sendo que no momento da faléncia do
orgédo, seus niveis plasmaticos ja estariam reduzidos, fato pouco provavel por se tratar
de uma doenca hiperaguda. Por outro lado, também pode ser sugerido que o
recrutamento destes granulécitos para o foco inflamatério tenha ocorrido por uma via
independente da IL-5, provavelmente com a participagcdo de MIP-1a, considerando-se
que niveis significativamente aumentados desta quimiocina foram encontrados no
periodo pré-transplante. Como ja citado, niveis aumentados desta quimiocina sédo bem
descritos em modelos experimentais de lesdo hepatica (Okamoto et al, 2005, Ma et al,
2006). Contudo, niveis elevados de MIP-1a presentes simultaneamente com eosinofilos
no figado, foram descritos apenas em modelo murino de resposta a antigeno de
Schistosoma (El-Ahwany et al, 2000). Esta associa¢gdo também foi descrita em modelos
experimentais de infecgdo pulmonar por paramixovirus, onde a eosinofilia pulmonar
ocorreu sem que a IL-5 fosse detectada. Ainda nestes estudos, a resposta eosinofilica

também ocorreu sem alteracdo da expressdo de eotaxina e RANTES. (Domachowske
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et al, 2000, Domachowske et al, 2000). No presente estudo, nao foi possivel estudar a
presenca da eotaxina no plasma ou no figado dos pacientes.

A fraca expressdo de IL-5 no parénquima hepatico, ndo co-localizada com
eosindfilos também sugere que a ativacéo autocrina dos eosinofilos, mediada por essa
citocina, ndo tenha papel na FHF. Em refor¢co as nossas observacdes, outro estudo em
humanos detectou aumento do numero de eosindfilos infiltrados no figado em hepatite
induzida por drogas, com auséncia de IL-5 (Pham et al, 2001). Assim, apesar de
estudos anteriores utilizando modelos murinos, terem sugerido a participagao da IL-5 na
lesdo hepatica mediada por eosindfilos (Tsuda et al, 2001, Louis et al, 2002), nossos
resultados, nos permitem formular uma hipétese alternativa para a doenca humana,
onde a IL-5 ndo desempenhe um papel importante na ativacdo de eosinofilos. A
semelhanca das especulagdes propostas anteriormente por Lamkhioued et al, em
nosso modelo também haveria uma populacdo de eosindfilos, expressando diferentes
perfis de citocinas e desempenhando papeis especificos em diferentes processos
inflamatérios (Lamkhioued et al, 1996). Ainda, o MIP-1a teria uma funcéo de destaque

nestes mecanismos.

5.2-Papel de linfocitos na faléncia hepética fulmin  ante

Células NK ativadas podem responder rapidamente a diversos estimulos e suas
acOes citotoxicas podem ser mediadas por diferentes mecanismos, dentre eles a
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) via CD16 (FcyRIIl)(Cooper et al,
2001). Apos estimulagdo in vitro e in vivo, células NK adquirem novos marcadores de
superficie ndo expressos em células em repouso. Estas moléculas tém um papel
determinante na migragcdo celular bem como na sua proliferagdo (Lima et al, 2002).
Com base nos resultados obtidos em nosso estudo, o aumento da frequéncia de células
NK (CD56") expressando marcadores de ativagio precoce (CD69*, CD16" CD38" e
HLADR") sugere seu envolvimento no processo de migracdo/inflamacdo e lesdo do
parénquima hepético na FHF. Em estudos anteriores, a presenca destas moléculas
como marcadores de ativacdo em diferentes doencas hepaticas, reforca a nossa
hipotese. O receptor CD69 foi descrito como marcador de células ativadas em

linhagens hematopoiéticas, podendo estar envolvido na patogénese de doengas como
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na inflamacdo crénica do figado (Marzio et al, 1999) e na lesdo hepética apds
isquemia/reperfuséo (Shimamura et al, 2005).

A presenca de um aumentado nimero de moléculas de adesdo (CD29" e CD44")
em células NK, sugere a migracdo destas células para o figado. O envolvimento da
expressdo destas moléculas em leucécitos, seguido de lesdo hepética, também foi
demonstrado em estudos experimentais como na hepatite induzida por concacavalina A
(Chen et al, 2001) ou por enterotoxina estafilocécica B (McKallip et al, 2005).

NOs também sugerimos que o aumento da populagdo CD56"CD16" além da alta
expressdo de CD38, podem ser envolvidos com atividade citotoxica mediada pelas
células NK (Sconocchia et al, 1999).

Nossos resultados apontam ainda para um papel da célula natural killer T (NKT),
visto que o aumento de células CD56°CD3" foi observado no sangue periférico de
pacientes em comparag¢do com amostras de sangue de individuos considerados sadios.
Em concordancia com nossos resultados, a relacdo das células NK e células NKT com
a lesé@o hepatica ja foi descrita em casos de pacientes com FHF induzida por drogas,
além de um estudo experimental de isquemia/reperfusao, este Ultimo descrevendo uma
expansdo de células com fenétipo NKT no figado de camundongos ap6s campleamento
vascular, seguido de reperfusdo (Kimura et al, 1999). As células NKT tém uma
participacdo relevante na lesdo hepatica induzida por Con A em camundongos, sendo
que animais Knockouts para a molécula de CD1d se tornam protegidos da faléncia do
orgdo (Takeda et al, 2000). Considerando que células NK sdo importantes produtoras
de IFN-y, em nosso grupo estudado, os altos niveis de IFN-y observados no plasma e
no tecido hepatico podem sugerir a associacdo da NK com a produc¢do desta citocina
na FHF. Como ja descrito, nos processos de lesdo hepatica, células do sistema
imunolégico inato interagem umas com as outras e afetam as células da imunidade
adaptativa. Células NKT produzindo IFN-y podem entdo agravar a lesdo hepatica
causada pelas células NK (Trobonjaca et al, 2002).

Embora néo tenha sido detectada uma significativa alterac&o quantitativa na taxa
CD4/CD8 entre os pacientes com FHF e controles saudaveis, na analise de células
mononucleares de sangue periférico (PBMC), observamos que pacientes com faléncia
hepatica fulminante apresentaram um numero significativamente aumentado de

linfécitos T, tanto CD4" quanto CD8", expressando marcadores de ativacido (CD38) e
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moléculas de adesdo (CD29" e CD44"). Com isto, pode-se especular que a resposta
imunolédgica adaptativa também desempenhe seu papel nos estagios mais tardios da
doenca hepatica fulminante, no entanto, ndo seriam as principais responsaveis pelo alto
grau de lesdo hepatica induzindo FHF. Neste caso, linfécitos T atuariam
secundariamente, pelas vias classicas de morte celular, porém em uma etapa onde o
nivel de lesdo ja estaria causando os sintomas da doenca. Nossa hipétese de
participacdo de células T na FHF pode ser reforcada por estudos anteriores, 0s quais
demonstraram o envolvimento de linfocitos T CD8" na FHF, indicando-se que sua
capacidade de producdo de IFN-y esta aumentada nestes individuos (Kimura et al,
1999). Em nossos pacientes, os altos niveis de IFN-y, observados no plasma e no
tecido hepatico, também podem estar relacionados com a presenca das células T,
principalmente as CD8", que estariam contribuindo para estes elevados niveis. A
citotoxicidade mediada por linfocitos T citotoxicos (CTL) também foi demonstrada em
camundongos trangénicos HbsAg positivos, quando se sugeriu que a resposta
envolveria inUmeros mediadores inflamatorios que amplificariam o efeito citopatico do
CTL. Entre estes mediadores estariam as citocinas pro-inflamatorias, principalmente, o
IFN-y (Ando et al, 1993).

Assim, pode-se especular que tanto células NK, quanto linfécitos T CD4" e CD8"
estdo envolvidos potencialmente com a alta producgéo de IFN-y. Com relacéo as células
T CD4", pode-se destacar que este trabalho foi o primeiro a descrever sua ativagdo na
FHF. Nos processos inflamatorios do figado, a célula T CD4" vem sendo descrita como
célula T reguladora (CD4" CD25"). Deste modo, em doengas como a hepatite C com
evolucdo cronica, alguns estudos sugerem que células T CD4" CD25" e a alta produc&o
de IL-10 poderiam estar relacionadas com a modulacdo da atividade inflamatéria,
levando a falta de controle da replicagdo viral (Cabrera et al, 2004). Como ja
comentado, os altos niveis de IL-10 podem estar relacionados com uma tentativa mal
sucedida de imunomodulacdo da resposta inflamatoria exacerbada. Até o momento,
Nnosso grupo ainda nédo foi capaz de comprovar se essa falta de modulacao inflamatéria
seria provocada pela baixa atividade de células com fenotipo regulatério (CD4*CD25%).
Por outro lado, é possivel especular que na FHF também existam células T CD4"
contribuindo para a elevada produgdo de IL-10, desempenhando papel

imunomodulador sem sucesso, situacao extremamente oposta ao que ocorreria na
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forma crbnica da doenca. Outros estudos abordando o perfil de citocinas na lesao
hepatica confirmam nossos resultados indicando a existencia de um desequilibrio entre
0s grupos de citocinas inflamatorias (IFN-y, IL-12) e antiinflamatdrias como IL-10, o que
poderia estar relacionado com a exacerbacgao da inflamagéo, levando a extensas lesdes
hepaticas. Modelos que proponham o bloqueio de citocinas proinflamatorias (IL-12 e
IFN-y) ou a adicdo de IL-10 poderiam ser estratégias promissoras na redugédo do dano
hepatico grave na hepatite fulminante humana (Leifeld et al, 2002). No entanto, com
base nos resultados obtidos em nosso estudo, 0 aumento de IL-10 apenas, ndo é capaz
de estabelecer controle da resposta inflamatéria na FHF.

A observacao de IL-8 e MCP-1 significativamente aumentadas no plasma
dos pacientes com FHF sugere que estas quimiocinas estejam também envolvidas na
migracdo dos linfocitos para o figado. A exposicdo de hepatdcitos a estimulos como
estresse oxidativo, etanol e IL-13 e TNF-a resulta na producdo de IL-8 (Rowell et al,
1997). Aumentados niveis circulantes de IL-8 vem também sendo demonstrados em
pacientes com diferentes formas de doenca hepatica aguda, como na hepatite
alcodlica, hepatite viral crénica ou na doenca aguda de enxerto versus hospedeiro (Tilg
et al, 1992, Hill et al, 1993, Sheron et al, 1993, Shimoda et al, 1998). Outros estudos
também mencionaram a producdo de MCP-1 em muitas células como hepatécitos e
células de Kupffer e seu envolvimento em modelos de lesdo hepética por
esquemia/reperfusdo. Em reforco ao que foi observado neste estudo, o MCP-1 ja foi
descrito como sendo ativo em células NK, estando envolvido no recrutamento destas
células para o figado em modelos de hepatocarcinoma (Sozzani et al, 1995,
Tsuchiyama et al, 2007).

Né6s sugerimos que independentemente da etiologia, possa haver um
envolvimento de diversos fendtipos de linfocitos como NK, NKT, CD4" e CD8".
Considerando que na toxicidade idiossincratica, metabdlitos de algumas drogas podem
se ligar a macromoléculas, se tornar imunogénicas e ativar a resposta imune mediada
por células TCD4+, podemos especular que a apresentacdo de proteinas ligadas a
drogas ou uma associagao entre a droga e proteinas MHC de hepatdcitos poderia estar
envolvida na ativacdo do sistema imunoldgico especificamente nos casos de etiologia
medicamentosa (Castell, 1998). Assim, na resposta inflamatéria hepatica, diferentes

agentes iindutores de inflamagdo poderiam desencadear repostas inflamatérias que
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compartiham os mesmos mecanismos e, que no caso da FHF, a gravidade provem
principalmente da associagdo entre células inflamatérias inatas e citocinas altamente

expressas.

6- CONCLUSOES:
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De acordo com os resultados obtidos em nosso estudo, podemos concluir que:

1- No processo inflamatorio que leva a extensa leséo tecidual na FHF, é notoria a
existéncia de vias e mecanismos que provavelmente sdo compartilhados entre as

diferentes etiologias, com uma grande participa¢ao da imunidade inata;

2- A forte expressao da iINOS, observada em hepatoécitos e células de Kupffer na
FHF, esta associada com a exacerbada resposta inflamatoria. A extensa leséo
hepatica, pode estar associada com alta producédo de NO, que atuaria desequilibrando

0S mecanismos de protecao hepdtica;

3- O estresse oxidativo/nitrosativo celular esta presente na hepatite fulminante e
seu efeito pode ser comprovado pela nitragdo de residuos de tirosina (nitrotirosina)

presentes em proteinas teciduais;

4- Os eosindfilos tém uma participacdo marcante na lesdo hepdtica,
possivelmente pela rapida liberacdo do conteudo citotoxico de seus granulos, além da

producao de IL-6, que pode atuar desregulando a resposta inflamatéria;

5- As células NK desempenham um papel importante na lesdo dos hepatdécitos.
Estas células poderiam estar atuando tanto por seus mecanismos classicos de morte
celular, como pela via FasL, visto que hepatdcitos sdo bastante suscetiveis a morte

celular por este mecanismo, ou pela liberag&o de citotoxinas;

6- As caracteristicas fenotipicas de ativagdo e migracdo das células T CD4" e
CD8" sugerem seu papel no agravamento da lesdo hepética durante processo

inflamatério;

7- Na FHF, o extenso processo inflamatorio mediado pelos mecanismos
descritos anteriormente, ndo é adequadamente equilibrado pelos mecanismos classicos

de regulagéo da resposta inflamatoria, como pela producéo IL-10.

7-PERSPECTIVAS:
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A identificacdo dos mecanismos imunoldgicos, assim como de biomarcadores
especificos que poderiam predizer a evolu¢cdo para um quadro de faléncia hepatica
aguda, contribuira para que sejam estabelecidas estratégias terapéuticas de controle,
reduzindo a elevada taxa de mortalidade observada nesta sindrome. Por outro lado,
iSSO promovera uma reducdo nos custos anuais com os transplantes. Sendo assim,
novas pesquisas serao realizadas por nosso grupo, visando obter mais informacgfes a

respeito dos aspectos imunopatoldgicos envolvidos na FHF.
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Eu e/ou meu

responsavel fomos

convidados a participar de um estudo que ira avaliar a presenca de alguns
componentes do sistema imunoldgico presentes no sangue e no tecido hepatico que
estariam relacionados ao quadro de hepatite fulminante. Estamos sendo informados de
gue existem diversos tipos de hepatite, sendo que a hepatite fulminante € uma forma
rara da doenga, na qual os sintomas sdo mais intensos e com consequéncias mais
graves.

Sabemos que o objetivo deste trabalho sera investigar as causas da hepatite
fulminante, ou seja, o porqué do desenvolvimento desta forma mais grave de hepatite.
Para isso, precisamos consentir qgue amostras do tecido hepatico (explante) que sejam
retiradas ap0s o transplante do figado, caso isto venha a ocorrer, e/ou parte do sangue
que ja seria coletada para exames de rotina, sejam utilizados para a pesquisa. Esse
material sera levado para os laboratorios de desenvolvimento tecnoldgico e de
imunologia viral do Instituto Oswaldo Cruz, para se pesquisar a presenca de
componentes especificos do sistema imunologico. Estamos sendo informados de que
podemos nao ter beneficio direto dos resultados desta pesquisa, mas que este trabalho
podera esclarecer problemas relacionados a forma fulminante de hepatite, buscando
mecanismos eficazes de tratamento no futuro. Recebemos também informac¢des de que
as amostras que estdo sendo fornecidas deverdo ser armazenadas para que possam
ser adequadamente utilizadas no decorrer da pesquisa e que as mesmas poderiam
ainda ser utilizadas para pesquisas futuras. Recebemos as orientagdes de que temos a
liberdade de participar ou ndo da pesquisa, sem que haja qualquer prejuizo em relacéo
tratamento no caso de ndo aceitarmos participar.

Declaramos ter recebido informagdes a respeito deste estudo e autorizamos o
autor do projeto, a utilizar uma amostra do material para realizagdo de exames para
esta forma de hepatite. Os resultados desta pesquisa nos seréo fornecidos de maneira
confidencial, e serdo utilizados para publicagcdo cientifica com sigilo da nossa

identidade.
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Caso tenha alguma duvida ou necessite de qualquer esclarecimento sobre o estudo
vocé pode entrar em contato com 0s pesquisadores relacionados acima : Pavilh&do
Rocha Lima 5° andar, fone 2598 4555, 22706397, 966 93729.

Assinatura do paciente
RG

Assinatura do responsavel
RG

Assinatura do pesquisador responsavel
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