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RESUMO

Introducdo: O Unico tratamento curativo disponivel atualmeratea pacientes cirréticos é
o transplante hepatico. Existem, entretanto, lipdés na aplicacdo desta terapéutica, tornando
necessario o desenvolvimento de novos métodosémsi@s crescentes tém demonstrado que o
transplante de células-tronco pode tornar-se umapite eficaz em hepatopatias cronicas. O
objetivo deste estudo € avaliar o potencial dospkamte intraportal de células mononucleares de
medula éssea em modelo de cirrose induzida em ratos

Metodologia: Vinte e quatro ratos Wistar fémeas, quatorze dEs a ligadura de ducto
biliar comum, foram randomizados para realizacdo tcensplante de 1x10 células
mononucleares de medula 0ssea de ratos Wistar machimfusdo salina através da veia porta,
orientada por ecografia. No 28° dia do experimea$ ratos foram sacrificados, com
guantificacdo de albumina, bilirrubinas e aminadfarases séricas, além da afericdo quantitativa
da area de fibrose hepética através do picrosgrdentificacdo das células derivadas da medula
0ssea com a realizagdo de imunohistoquimica comSent 18.

Resultados: Apos o transplante verificou-se forte repovoamédrepéatico com células da
medula 6ssea do doador em 75% dos ratos. Houvededugnificativa da area de fibrose no
grupo da terapia celular (P=0,036), sem alteracds parametros bioquimicos. Quando,
entretanto, avaliaram-se 0s grupos pela incorporde&élulas da medula 6ssea, além da reducéo
da fibrose (P=0,043) houve aumento dos niveis arile albumina (P=0,008) no grupo que
apresentou repopulacgao.

Conclusao: O transplante intraportal de células mononucledeemedula 6ssea pode ser
uma terapéutica eficaz para repopulacdo hepatcacéo da fibrose e aumento da albumina

sérica, podendo torna-se alternativa para o trattmnue cirrose em humanos.



ABSTRACT

Introduction: The only curative treatment currently available dorhotic patients is liver
transplantation. However, there are limitations hwihis treatment, making necessary the
development of new methods. Acumulating evidenckcates that stem cell transplantation is
therapeutically effective in chronic liver diseas€le objective of this study was to evaluate the
potential of intraportal transplantation of bonerraw mononuclear cells in an induced cirrhosis
model in rats.

Methods: Twenty-four femaléNistarrats, 14 days after ligation of the common biletdu
were randomized to perform a transplantation ofoixfhononuclear cells from bone marrow
obtained from mal&Vistar rats or saline infusion by the portal route, gdidy echography. On
the 28" day of the experiment, the rats were sacrificed aarum albumin, bilirubin and
aminotransferases were quantified. The area oftlefdarosis was determined by picrosirius red
staining, and the identification of cells derivedrh male bone marrow was performed by
immunohistochemical staining with anti-Sox 18 aadtiip.

Results: After transplantation, a strong hepatic repopatatvith cells from the donor bone
marrow was detected in 75% of the treated ratsrelas a significant reduction in the area of
fibrosis in the cell therapy group (P=0.036), with@lteration in the biochemical parameters.
However, when evaluating the group showing incapon of bone marrow cells, besides a
reduction in fibrosis (P=0.043), there was an iaseein serum albumin levels (P=0.008).

Conclusion: Intraportal transplantation of mononuclear bonerava cells can be an
effective treatment for hepatic repopulation, regurcof fibrosis, and increase in serum albumin,
making this a potential alternatitteerapy for human cirrhosis.
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1 INTRODUCAO

s

A cirrose € um processo difuso do figado, caradda por fibrose e conversdo da
arquitetura normal em nodulos estruturalmente aais;nassociado a alteracdes hemodinamicas
na circulagéo portal, com hipertenséo portal eudisdio hepética (1).

Embora sua prevaléncia seja subestimada, jA queca@eteristicos longos periodos
assintomaticos, estima-se que 0,15% da populac&oicma apresente cirrose (2), sendo uma
das principais causas de morte no mundo (3).

A fibrogénese hepética é desencadeada por varitveuéss, principalmente os virus, o
alcool e as doencas metabdlicas, culminando emagites celulares e humorais que ativarao as
células estreladas com consequente alteracdo da mwracelular (1)O resultado final destas
alteracbes € o desenvolvimento de complicacfes casode, sangramento gastrointestinal,
encefalopatia e ictericia, caracterizando a deseosgtdo da doenca hepatica. Pacientes
cirroticos apresentam transicdo do estadgio compenpara o descompensado em uma taxa
aproximada de 5 a 7% ao ano, com uma sobrevidaandelidois anos apds a primeira
descompensacdao, tornando necesséria a aplicatédateentos efetivos (4).

O Unico tratamento curativo disponivel até o momeénb transplante hepatico. Taxas de
sobrevida em cinco anos de 70% tornariam o trangpla solucdo ideal, porém, o aumento
significativo de pacientes em lista de espera, petassez de doadores, e mortalidade em torno
de 50% enquanto listados, trouxeram a necessidaderapéuticas alternativas. Neste contexto
surge o interesse pelo estudo das células-tronco.

As células-tronco apresentam capacidade de autwaeéo e diferenciagdo em mdaltiplas
linhagens celulares, podendo representar a solpgé® este problema. Estudos como o de
Lagasse, em 2000, e o de Sakaida, em 2004, témnd@ao ndo somente a diferenciacao de
células-tronco em hepatécitos como também a fuatdade destas células quando
transplantadas, contribuindo para a melhora doodrga

Existem, porém, varias questdes a respeito do nsmarde acdo, seguranca e eficacia que
necessitam ser respondidas, vislumbrando um lorajoinklo a ser percorrido antes da

aplicabilidade clinica assistencial.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CIRROSE

2.1.1 Definicdo

O termo cirrose e a patologia que ele define, vémds tema de debate e polémica desde o
inicio do século XX. Este termo foi introduzido @grimeira vez por Laennec em 1819, no seu
Traité de I'Auscultation,considerando as granulacdes encontradas no teeiplétito como
neoformacdes e, devido a coloracdo apresentaddigattn, denominou tal condigdo de cirrose,
j& quekirros em Grego significa amarelo (5).

Consensos foram realizados para reconhecer querasecié mais que uma fibrose
disseminada do figado. Em 1978 a Organizacdo Muddi&aude (OMS) definiu cirrose como
um processo difuso, caracterizado por fibrose eer@do da arquitetura normal do figado em
nodulos estruturalmente anormais. Implicita negtfiniddo morfologica esta uma importante
alteracdo hemodinamica, que consiste no estabaptindeshuntsvasculares intra-hepaticos,
entre vasos aferentes (veia porta e artéria hepaieferentes (veia hepatica) do figado (6). A
distorcdo vascular causada por estamtscompromete a relacédo entre os sinusoides hep&icos
os hepatdcitos. O preenchimento do espaco de igsdecido cicatricial faz com que as
fenestracOes endoteliais sejam perdidas, processgwecido por capilarizacéo sinusoidal (Figura
1). Estas alteracBes culminam nas principais ca@seigas clinicas da cirrose, que sdo a

disfungéo hepatica e o0 aumento da resisténciatiefpatica (hipertensao portal).
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Figura 1 - Alteracdes vasculares e arquiteturaicimase
Fonte: Schuppaet al (2).

Nota: Fluxo sanguineo mesentérico via veia pordatéria hepéatica que se estende para trato pertairtal. (A)
Figado sadio: trato portal terminal onde o sandiieafravés dos sinusoides hepaticos que apresdptamstracdes
endoteliais sob o espaco de Disse, permitindoca tneetabolica com os hepatdcitos lobulares; sasigusoidal é
coletado pelas vénulas hepéticas terminais querdes®m em uma das trés veias hepaticas e finalmanteia cava.
(B) Figado cirrético: miofibroblastos ativados gierivam das células estreladas hepéticas e fitstolslgortais ou
da veia centrolobular e produzem excesso de mattiacelular (MEC). Este evento leva a expans&odi portal,
fibrose da veia centrolobular e capilarizacdo doas®ides, caracterizado pela perda das fenesgragiupteliais,
congestdo do espacgo de Disse com MEC e reparagéthdias de hepatdcitos perisinusoidais do fluxagsiineo
sinusoidal por septos colagenosos. O sangue apmeskunt da veia porta terminal e artérias para a veia
centrolobular, com consequente hipertensao partarprometimento da funcao de sintese hepatica.

2.1.2 Epidemiologia

A exata prevaléncia da cirrose ndo € conhecidamigste que 0,15% da populacéo
americana apresente cirrose, sendo responsavelmais de 25.000 mortes e 373.000
hospitalizacdes, sendo a 122 causa de morte naddsstynidos da Ameérica (7). Mundialmente,
segundo estimativas da OMS, a cirrose é respong@veB00.000 mortes anuais (8). Nota-se,
entretanto, uma tendéncia mundial de declinio neatidade por cirrose, em taxas que variam
de 1,5% a 5%, explicada pela reducéo da preval@osigrincipais fatores etiologicos (9). Estes
nameros provavelmente sdo subestimados, ja quer@seicompensada pode permanecer
indetectavel por longo periodo de tempo.

As principais causas de cirrose em paises ocidesda@ a hepatite C e a doenca hepética
alcodlica; na Asia e na Africa a hepatite B é asaamais prevalente. Apés a identificacdo do

virus da hepatite C (HCV) em 1989 e da esteatottep#io alcodlica em pacientes obesos e
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diabéticos, o diagndstico de cirrose sem causaafga(cirrose criptogénica) raramente € feito. A
identificacdo da causa da cirrose torna-se imptetal® momento em que o diagndstico

etiologico pode predizer o progndstico e guiar sfies terapéuticas (2).

2.1.3 Fisiopatogenia

A fibrose hepética € uma resposta de reparacamcheteada por varias causas, incluindo
virus, doengas autoimunes, metabdlicas, colessatic@xicas, onde as regides danificadas séo
encapsuladas por matriz extracelular (MEC). A fij@oese hepatica é um processo complexo,
composto por uma sequéncia de eventos, incluinilvagdo de células inflamatorias, apoptose
de hepatdcitos e proliferacdo de células mesenduipradutoras de matriz, associado a um
aumento no acumulo dos componentes da MEC, induwothgeno tipo | e Il (1).

O centro do evento fibrogénico é a ativacdo daslalestreladas. No figado normal as
células estreladas compdem aproximadamente 1,A%6ldme total do figado, num indice de 3,6
a 6 células por 100 hepatocitos e tipicamente dst@dizadas no espago perisinusoidal de Disse.
Em seu estado quiescente apresenta depositosasitogticos de lipidios que servem como
principal depdsito de vitamina A, apresentando pépedamental na homeostase do acido
retindico; também € indispensavel para manutens@ve dos niveis de matriz da membrana
basal nos sinusoéides hepaticos, regulando o flanglEneo e a pressédo venosa portal (A0).
ativacao é a transdiferenciagéo da célula em urfibroblasto ativo e ocorre em duas fases, uma
fase de iniciagdo, também chamada pré-inflamatérmaitra fase de perpetuacao.

A iniciacdo se refere a mudancas na expressaoahes @ do fenétipo, que tornam a célula
responsiva a varios fatores de crescimento. A i@olu@pida do receptor beta, do fator de
crescimento derivado das plaquetas, o desenvolwinm fendtipo contratil e fibrogénico e a
modulagédo da sinalizacdo dos fatores de crescing&ttaas alteragfes cardinais desta resposta
inicial (11). Os estimulos paracrinos sdo gerados por todasl@ascéelacionadas as células
estreladas, incluindo células de Kupffer, hepatdcileucocitos e endotélio sinusoidal (Figura 2).
Dentre estas células, a infiltracdo das célulaKwjafer tem papel relevante. Ha coincidéncias
com o influxo destas células e o aparecimento deadares de ativacdo das células estreladas
com a alfa actina de musculo liso-$MA). As células de Kupffer estimulam a prolifediag a

sintese de matriz e a liberacdo de retindides pélatas estreladas hepéticas, atraves da acéo de
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citocinas como fator de crescimento (T@Fg o fator de necrose tumoral (TN&k)-além da
geracao de espécies de oxigénio reativo no figaa®sdo capazes de potencializar a ativagao e

sintese de coldgeno pelas células estreladas (12).

Hepatacitos

Minfibroblastos

TGF-x
e TGE-
PDCF CYGP

Figura 2 - Mediadores paracrinos mais importantesagivam as células estreladas.
Fonte: Liet al. (12)

Nota - IGF: fator de crescimenisulina-like; IGFBP: proteina ligadora do IGF; ROS: espéciesxigénio reativo;
HNE: hidroxinonenal; TGF: fator de crescimento sfanmador; TNF: fator de necrose tumoral, PDGForfate
crescimento derivado das plaquetas; ET: endotelii&F: fator de crescimento do tecido conjuntivé;: @&tor de
crescimento; ICAM: molécula de adeséo intercelW&GF: fator de crescimento vascular endotelial.

A perpetuacéo resulta no efeito destes estimulosamtencdo do gendtipo e do fenotipo
ativado, envolvendo ao menos sete fatores: pratfey, quimiotaxia, fiborogénese, contratilidade,
degradacdo da matriz, perda retindide e liberagigitdcinas por leucécitos. O efeito destas
alteracdes, direta ou indiretamente, € o aumentxdmulo da MEC (13).

A MEC se refere ao arranjo de macromoléculas quepdem o esqueleto do figado
normal e do figado fibrotico. Os componentes da MiEgsluem diversas familias de moléculas
estruturais e de suporte como colagenos, glicopagendo coldgenas, fatores de crescimento
ligados a matriz, glicosaminoglicanos, proteoglasare proteinas matricelulares. O figado
fibrotico € caracterizado por diferencas qualitadie quantitativas na composicdo da matriz. O

conteudo total de colageno aumenta de 3 a 10 vemistanto sem apresentar alteracdo na sua
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sequéncia ou estrutura, ocorrendo um aumento isignié na matriz intersticial que é tipica na
reparacdo do dano, como fibras de colageno tiod |V (14).

A MEC apresenta uma funcéo reguladora dindmica&ialmente o acumulo de matriz
subendotelial leva a capilarizacdo do espaco deeD{3s componentes da membrana basal com o
espaco subendotelial sdo essenciais para preserdacduncdo dos hepatdcitos, das células
estreladas e das células endoteliais. A substguilgh matriz normal de baixa densidade pela
matriz intersticial de alta densidade perturbatdinente a funcdo dos hepatécitos e explica a
disfuncédo sintética e metabdlica que é caractesigda cirrose. A matriz de alta densidade
também ativa as células estreladas e leva a umauwdg&o na fenestracao das células endoteliais
sinusoidais, alterando o transporte de solutos silmgséides para os hepatocitos. A MEC
também afeta indiretamente a funcéo celular atralediberacdo de fatores de crescimento
soluveis, como o fator de crescimento derivado plasjuetas, o fator de crescimento de
hepatdcitos, o fator de crescimento de tecido caivjo, o fator de necrose tumokalo fator de
crescimento de células endoteliais vasculares,e eotitros. A liberagdo controlada destas
citocinas pela MEC é um mecanismo fundamental paater a sua atividade, pois gera uma
fonte local e acessivel que é regulada pela acgiprdéeases e seus inibidores (15).

A degradacdo da MEC representa um componente iarmertia fibrose hepatica, ja que a
ruptura precoce da matriz hepética normal pelasases (degradacéo patoldgica da matriz) leva
a formacdo de uma matriz cicatricial, que apresefios deletérios na funcéo celular, e que a
reabsorcao urgente do excesso de matriz, em esfadiiisrose estabelecida nos pacientes com
hepatopatias cronicas (degradacdo terapéutica daizmatravés de citocinas como as
metaloproteinases de matriz, poderia levar a ureas@o da disfuncéo hepatica e da hipertensao
portal (16).

2.1.4 Evolucao e prognostico

A historia natural € caracterizada por uma fasent@ssatica, denominada cirrose
compensada, e por uma fase rapidamente progressiaecada pelo desenvolvimento de
complicacoes relacionadas a hipertensdo portainsiudiciéncia hepética, denominada cirrose
descompensada. A medida que a doenca progridefeocormumento da pressdo portal e

diminuicdo da funcéo hepatica, resultando no swgimde ascite, sangramento gastrointestinal,



18

encefalopatia e ictericia, todos marcos da traogigéestagio compensado para descompensado.
A progressdo pode ser acelerada pelo desenvohomdset outras complicacdes como
ressangramento, insuficiéncia renal, sindrome bppahonar e sepse (4).

A transicao do estagio compensado para o descoag@psorre em uma taxa aproximada
de 5 a 7% ao ano. Esta mudanca representa um ingpootante na expectativa de vida dos
cirréticos. Pacientes com cirrose compensada agegeeuma sobrevida média maior que 12
anos, ao passo que os com descompensacao témidalesimada em 2 anos (4).

A definicdo do prognéstico de cada paciente ctod®, portanto, parte importante da
avaliacao, por ter influéncia direta na escolhdedapéutica. Varios escores progndsticos foram
desenvolvidos com a finalidade de determinar adangepatica e a evolucdo da cirrose. Os
principais sdo a classificacdo de Child-TurcottgéPYCTP) e oModel for End-Stage Liver
Diseasg MELD).

O CTP, que foi definido empiricamente, € baseadallbamina sérica, bilirrubina, tempo
de protrombina, ascite e encefalopatia. Apesargelpr e do uso frequente, metodologicamente
sofre de varias fraquezas. Inicialmente a escolm wriaveis foi definida pela experiéncia
clinica dos autores, sem realizacdo de validacfatigca. O uso de pontos de corte para
albumina, bilirrubina e protrombina reduzem ari#fimente o valor prognostico de cada variavel.
O risco de morte ndo é proporcional nas diferectdsgorias. As cinco variaveis nao sao
igualmente importantes na pratica, hA margem paespretacdo subjetiva de variaveis como
ascite e encefalopatia. Outras variaveis imporsardemo varizes esofagicas, hemorragia
digestiva alta por varizes e creatinina ndo sasideradas. Deste modo, o CTP torna-se um
preditor sem boa acuracia para avaliagdo da fungpatica e sobrevida (17).

O MELD é um modelo mateméatico que usa logaritmosciatinina, bilirrubina e da
protrombina. Foi desenvolvido em 2000, inicialmepéa uso em pacientes cirréticos, apés a
realizacdo dshuntporto-sistémico transjugular (TIPS), com o objetile predizer a sobrevida e
o risco de morte em trés meses. Posteriormenteafmlado para predizer mortalidade em trés
meses para todos 0s pacientes cirrgticos. Seugalrdefeito € que variaveis importantes como
encefalopatia porto-sistémica e hipertensdo ppadém ter sido desconsideradas por problemas
metodoldgicos no seu desenvolvimento (18).

Em 2005 foi publicado o Consenso de Baveno IVjzadb na Itdlia no mesmo ano, com o

objetivo de discutir a metodologia do diagnostictragamento da hipertensdo portal. Foram
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definidos quatro estagios clinicos de caractedstie progndésticos distintos: o estagio um é
caracterizado pela auséncia de varizes de esofagoite e apresenta uma mortalidade estimada
de 1% por ano; o estagio dois, com presenca deegaésofagicas sem sangramento ou ascite,
apresentando uma mortalidade estimada de 3,4% ap aarestagio trés é definido pelo
surgimento de ascite e com mortalidade de 20% a¢ @restagio quatro € caracterizado por
hemorragia digestiva e com mortalidade anual de &3%no. A progressdo de um estagio para
outro ocorre em uma taxa aproximada de 7% ao as@aCientes com cirrose descompensada
estao nos estagios trés e quatro (19).

A alta mortalidade apresentada por pacientes rtagiies trés e quatro levou a busca de
tratamentos mais efetivos no controle da doengasdde diuréticos para o manejo da ascite, a
profilaxia medicamentosa e endoscopica do sangrantkégestivo por varizes esofagicas, o uso
de antibioticos profilaticos e terapéuticos e dreasnento para deteccdo precoce do carcinoma

hepatocelular, trouxeram apenas um pequeno aumerteampo de sobrevida.

2.1.5 Transplante hepético

O transplante hepatico € o Unico tratamento cuwratiisponivel atualmente. Taxas de
sobrevida em um ano maior que 85%, em trés ano®m®m de 75% e em cinco anos de 70%
(20), fizeram com que esta terapéutica entusiagnmasslicos e pacientes, com expectativas de
vida muito maiores em relagéo a evolucao naturalodaca.

O grande problema deste tratamento reside na egcdssdorgaos doados. Dados ted
Network for Organ ShearingUNOS), 6rgdo americano responsavel pela regulagidodo
sistema de transplante, revelam que em 2008 h&wW&9 pacientes em lista de espera e somente
4.752 transplantes hepéticos foram realizados. Asemguéncia desta desproporcdo entre
pacientes necessitando de transplante hepaticaleero de transplantes realizados € um tempo
de espera que pode chegar a 106 dias para paceme¥ELD entre 19 e 24 e 641 dias quando
0 MELD estéa entre 11 e 18, com uma mortalidadeista tle espera de aproximadamente 40-
50%. No Brasil a realidade ndo é diferente; segumddinistério da Saude e a Associacao
Brasileira de Transplantes de Orgdos, no primeinmestre de 2008 foram realizados 533

transplantes de figado, enquanto havia 6505 pasiem lista de espera (21).
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Pelos motivos citados como a escassez de 6rgédts mortalidade em lista de espera, 0
custo elevado do transplante, a dificuldade desacae Sistema Unico de Saude (SUS), entre
outros, ha necessidade de alternativas terapéudfetivas para estes pacientes, que possam
mudar a evolucéo da cirrose ou proporcionar mabrevida enquanto aguardam a oportunidade

da realizac&o de transplante. E neste contextsefmrtalecem as pesquisas com células-tronco.

2.2 CELULAS-TRONCO

2.2.1 Conceito

Células-tronco sao definidas como células clonagdnique apresentam capacidades de
auto-renovacao e diferenciagdo em mudltiplas linhageelulares. Estas células estdo presentes
em todos os estagios de desenvolvimento e provamédmexistem em todos 0s organismos
multicelulares (22).

Durante a embriogénese um simples odcito fertibzadgina um organismo multicelular,
no qual as células e tecidos adotam caracterigtidancoes diferentes e especificas. Durante o
desenvolvimento embrionario as células que adquirideterminadas caracteristicas proliferam,
permitindo que tecidos e O0rgaos se desenvolvammidexpds o término do desenvolvimento,
varios orgaos e tecidos mantém um processo de lsbaseo nos quais as células mortas, por
apoptose ou injdria, sao substituidas. Todos gstEsessos celulares sdo resultados diretos da

presenca de células-tronco (23).

2.2.2 Ceélulas-tronco embrionarias

As primeiras linhagens de células-tronco embri@sahiumanas foram desenvolvidas em
1998 pelo pesquisador americano James Thomson rar@bhouvesse descricdo destas células
desde a década de 70, quando Leroy Stevens e Barge isolaram células de teratomas
testiculares de camundongos (24).

Durante o desenvolvimento ha uma diminuicdo pssjva do potencial de diferenciacao
das células do embrido. No estagio de blastocistocéulas do trofoectoderma ja estéo

comprometidas de forma irreversivel com as linhagetira-embrionarias, enquanto as ceélulas
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da massa celular interna ainda possuem o poteteigerar tecidos de todo o embrido. Células
retiradas da massa celular interna podem continuadiferenciadas, multiplicar-se
indefinidamente e contribuir na formacdo de todas tipos celulares dos trés folhetos
embrionarios: o endoderma, o mesoderma e o0 ectadéfigura 3). Estas células quando
mantidas em culturas, na presenca de fatoresdshfse mantém indiferenciadas (autorenovacao)
e formam teratomas (tumores com células de toddsllestos embrionarios) quando injetadas

sob a pele de camundongos imunodeficientes, deraadst sua pluripotencialidade (25).

Figura 3 - Embrido humano na fase de blastocistgual se extraem as células-tronco embrionarias.
Fonte:Copiado de http://wwwz2.uol.com.br/sciam/reportagens

As células-tronco embriondrias para serem trantgas necessitam de diferenciagdo
vitro, ja que, como comentado anteriormente, em suaafongtiferenciada podem seguir um
programa desorganizado de diferenciagdo, danderraytumores em vez do tecido terapéutico
desejado.

Diversos estudos ja foram realizados em modelosasiconseguindo-se diferenciacéo de
CTE em células hematopoiéticas capazes de repopularedula 6ssea de camundongos
irradiados (26), gerando células produtoras deimaigP7), precursores neurais capazes de gerar

in vivo astrocitos, oligodendrdécitos e neurdnios funcivesii27), células produtoras de insulina
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(28), musculo cardiaco (29) e neurdnios dopaminésgcapazes de aliviar os sintomas de um
modelo animal de doenca de Parkinson (30).

Hepatdcitos também ja foram gerados a partir idasdtronco embrionérias. Estas células
hepaticas apresentaram alta atividade de remocamdgia e secrecdo de albumina em cultura
(31) e tém servido como base para desenvolvimentigddos artificiais hibridos (32).

Ainda néo existem protocolos clinicos que utilizeélulas-tronco embrionarias para fins
terapéuticos. A principal razdo para isto € a @ueste seguranca das células. Em modelos
animais mostrou-se que frequentemente, quandgpteamadas, havia formacdo de teratomas ou
teratocarcinomas no 6rgao-alvo. Existe também atgaeética envolvida, ja que para obtencao
destas células em humanos € obrigatoria a desiruiedembrides, inaceitavel para algumas
culturas e religioes.

No Brasil, a pesquisa e a terapia de células-trendarionérias foram permitidas através da
Lei de Biosseguranca (Lei n° 11.105) de 24 de maed®005 e confirmada pelo Superior
Tribunal Federal (STF) em 28 de marco de 2008, eles sejam atendidas as condi¢bes de
obtencdo através de embrides humanos produzido$efdizacdoin vitro e ndo usados no

procedimento, inviaveis, congelados ha trés anaeais e com consentimento dos progenitores.

2.2.3 Células-tronco adultas

As células-tronco adultas (CTA) sao indiferenciadasponsaveis pela geracao de células
especializadas durante o processo de crescimeifdoerttiacdo tecidual, renovacao celular e
reparacdo tecidual ao longo da vida. Elas sédo mhsecélulas tecido-especifica e possuem
capacidade de autorenovacdo e diferenciacdo ermose@elulares especializados ao sofrer
processo de diviséo celular (33).

Ja se identificou CTA em varios tecidos diferenasadomo medula 0ssea, cornea, retina,
figado, pele, trato gastrointestinal, pancreasdiig coracéo e cérebro (34, 35). Elas sdo bastante
raras e estima-se que uma em 10.000 células dalanédsea seja uma célula-tronco
hematopoiética (23).

O paradigma classico de que a diferenciacdo de @ifi#a é restrita a linhagem de seu
orgao especifico tem mudado. H& possibilidade deuteacdo nestas células de algum grau de

plasticidade que permite seu desenvolvimento edife¥entes linhagens, tecidos e camadas
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germinativas (36). Varios estudos ja demonstraramm cglulas ndo selecionadas da medula
0ssea, depois de transplantadas formaram tecidnfidleematopoético como fibras musculares
(37), hepatdcitos (38) e tecido neural (39). Osanietnos que permitem a transdiferenciacdo das
CTA ainda ndo sdo conhecidos e ja existem estug®s|gestionam esta teoria, sugerindo que a
fuséo celular pode explicar os achados descritiesiarmente (40).

Tanto a plasticidade quanto a possibilidade deat¢ifio autdloga destas células, além das
guestdes ético-religiosas e de seguranca envoleaasas células-tronco embrionérias, tem feito
das CTA motivo de intensa pesquisa.

Os principais tipos de CTA ja identificados e cteAzados sdo células-tronco
mesenquimais, células-tronco hematopoiéticas, ipEsjc células-tronco cardiacas, células
satélites, células-tronco neurais, células-trorecpale e células ovais.

As células-tronco mesenquimais sdo encontradas stronea de varios 6rgdos. Foi
primeiramente descrita por Friedenstein e cols. 180, ao investigarem células componentes
do estroma da medula O6ssea que podiam se difereapiavarios tipos celulares como
osteoblastos, condroblastos e adipécitos quandoudtora (41). Podem ser obtidas também da
polpa dentéria (42), do tecido adiposo, de tendgssgue do corddo umbilical e placenta (43). A
sua facilidade de obtencéo a partir da medula Gase® tecido adiposo e posterior expangsao
vitro, fazem com que as células-tronco mesenquimais seyaelentes candidatas a utilizacdo
em terapias celulares. Ja se conseguiu diferencidgstas células em tecido 6sseo, neurdnios,
hepatdcitos, cardiomidcitos e células musculares)pceendendo os trés folhetos germinativos
(44-48).

As células-tronco hematopoiéticas sao utilizadagraaca médica ha mais de 40 anos para
fins hematoldgicos e oncoldgicos. Enquanto seunp@kpara geracao de tecido hematopoiético
ja esta bem demonstrado, o potencial de difereficiag tipos celulares ndo-hematopoiéticos é
bastante discutido. A discordancia se da porquermeintos trabalhos utilizaram-se populacdes
celulares denominadas de células-tronco hematigaséimas na realidade foram usadas células
da medula 6ssea, que contém em maior ou menor rgaapgoopulacdes diferentes de células-
tronco, incluindo as células mesenquimais (49).

Os mecanismos de acdo das CTA ainda sdo discukidosyvidéncias de que o principal
mecanismo de atuagcdo das células-tronco adultasej@@ formagédo de novos tipos celulares;

sabe-se que elas séo capazes de reconhecer srdasal tecidual e migrar para areas de lesdo
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em varios orgéos e tecidos (50, 51). A melhoraitunat apOs a terapia celular pode ser causada
pela liberacdo de mediadores como citocinas eestde crescimento na area da lesdo, que
possuem efeitos imunossupressores ou apoptotitEs, de promover degradacdo de tecido
fibroso, proliferagao celular e estimular angioggngs?2).

O estudo das CTA em doencas cardiovasculares sst@s&gio avancado, com varios
protocolos clinicos ja realizados e publicados. déenca coronariana aguda em 2001, na
Alemanha, Bodo Strauer realizou injecdo de célatamonucleares de medula éssea por via
intracoronariana com seguranca em paciente apaddrdgudo do miocardio, seguido de uma
série de 10 casos, nos quais se constatou melaarandratilidade miocéardica na area infartada,
além de reducéo de 18 % do volume sistdlico fimalentriculo esquerdo e da reducdo da area
com defeito de perfusdo miocardica em 26% (53)uffleg a este foram realizados estudos
randomizados de injecéo de células mononuclearesedala 6ssea (CMMO) intracoronarianas
(54-57), demonstrando aumento significativo dadoade ejecdo, reducdo da area de infarto e
melhor remodelamento cardiaco nos pacientes sutwsdiiterapia celular. Atribui-se este efeito
benéfico a vasculogénese e a angiogénese, obsemm@adiaodelos experimentais, apos a injecdo
intracoronariana de células-tronco, constatand@aeputro lado, uma baixa miogénese. Ja em
outras doencgas cardiacas como a miocardiopatiadéaos estudos clinicos desenvolvidos como
o de Martino e cols., ndo tém demonstrado até oentndiferencas significativas obtidas com a
terapia celular intracoronariana (58).

As células-tronco também vém sendo considerada® quoesiveis curas para doencas
neurovasculares, neurodegenerativas e lesGes tiaasd@o sistema nervoso central (SNC).
Estudos experimentais mostraram resultados anireadmm uso de células-tronco em doencas
como acidente vascular isquémico (59, 60) e dodecRarkinson (30). A partir disto abriu-se
espaco para aplicabilidade clinica, iniciando-dades de fase | e Il. Tanto estudos de células-
tronco ndo-autdlogas como autdlogas foram realzgdwa estudos de pacientes com acidente
vascular isquémico agudo (61-64), mostrando regndtaanimadores com melhor evolucao
neurologica e aumento do metabolismo cerebral reas dsquémicas, sem maiores complicacdes
relacionadas ao procedimento. Foram aplicadas iasraglulares também em pacientes com
doencas cronicas como a Doenca de Alzheimer e andaoele Parkinson, porém sem

demonstracéo de eficacia (65-67).
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2.2.4 Células-tronco e figado

O figado é um érgdo com capacidade de regeneragd@n conhecida. Sabe-se que apoés
hepatectomia parcial, por um mecanismo de hipegptasnpensatoria, ha recuperacdo da massa
hepéatica perdida (68).

Por esta capacidade de regeneracado foi levantddpdtese do uso de transplante de
hepatdcitos e ndo de todo o 6rgdo. Tal estratéfpeeaeria inUmeras vantagens como a
possibilidade de utilizar hepatdcitos de um Unicadbr para mais de um receptor, € uma menor
morbidade por ndo necessitar de intervencdo cadr@g numero de sistemas de cultura celular
in vitro, entretanto, ndo se expandiu de forma suficieata ptender a demanda, levando tal
estratégia ao desuso (69).

O interesse do uso de células-tronco para doeregg@dibas surgiu no momento em que
foram identificados potenciais progenitores hepé&tidentro da medula éssea. Estas células
poderiam ser ativadas em resposta a lesdo hedasicalos identificaram o “trafego” de células-
tronco hematopoiéticas durante a injuria hepaéa. (

Lagasse e colaboradores demonstraram que célatamtrhematopoiéticas poderiam
originar hepatécitos em camundongos submetidoguaanpor irradiacdo e seriam capazes de
sintetizar enzimas deficientes (71).

Sakaida e colaboradores, em 2004, investigarareit efo transplante de células-tronco na
fibrose hepatica em ratos. Apos a inducéo de @rpus tetracloreto de carbono, houve migracéo
das células-tronco hematopoiéticas ao longo daasfitho tecido hepatico. Verificou-se atividade
gelatinolitica intensa na area periportal e quagmanas apds o transplante celular detectou-se
reducdo significativa da fibrose (72).

Takeda e colaboradores, em 2005, em ratos conseimaluzida, comprovaram que apds o
transplante de células-tronco hematopoiéticas, dvouwa completa recuperagdo na producéo de
albumina (73).

Em outro estudo experimental, realizado por Sak&da2005, verificou-se a repopulagéo
hepatica por células derivadas da linhagem deatubnco do doador, se diferenciando em
hepatdcitos produtores de albumina, além do aumeatsobrevida dos ratos submetidos ao

transplante, como consequéncia da recuperacamdade diminuicdo da fibrose (74).
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Terai e cols., em 2005, confirmaram a plasticiddeleélulas-tronco hematopoiéticas pelos
achados de autopsia de ratos fémeas receptore€lulascprovenientes de ratos machos.
Acharam uma eficiente repopulacdo hepética comlastlderivadas do doador, consequente
diminuicao da fibrose e melhora da funcéo (75).

Yokoyama e cols., em 2006, em cirrose induzidatptacloreto de carbono em ratos,
demonstram que o tratamento com células-troncaziridua regeneracdo hepatica, melhoraria a
fungéo e diminuiria a fibrose com consequente pzadule albumina (76).

J& existem trés estudos clinicos de fase |, queonstnam a seguranca do transplante de
células-tronco de medula 6ssea em pacientes cosdtEm todos os estudos ndo houveram
complicacoes relacionadas a infusédo celular e vbsese discreta melhora da fungcdo hepéatica
dos pacientes (77-79).

Estes resultados corroboraram idéia de que o feamispde células-tronco apresenta
potencial para se tornar o tratamento efetivo pacéentes com insuficiéncia hepatica. Entretanto
ainda ndo ha uma definicdo que permita o uso ers darmanos, nem que identifique qual
populacdo de doentes com hepatopatias deva sdicieee com esta terapia como cirréticos ou
0s pacientes com insuficiéncia hepatica aguda.
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3 JUSTIFICATIVA

A cirrose hepdtica, por ser uma doenca prevalemtgopulacdo e estar entre as principais
causas de morte no mundo, necessita de um trataméstivo que possibilite uma melhor
gualidade de vida, maior sobrevida e, idealmenteira dos pacientes. Atualmente a alternativa
gue mais se aproxima desta situacdo é o transphept@ico, porém com limitagdes como a
escassez de Orgaos, a alta complexidade, os celsilos e as complicacdes relacionadas a
imunossupressao no pés-operatorio.

A terapia celular com células-tronco vem mostraselg@romissora em areas da medicina
como neurologia e cardiologia que ja apresentarai@hxlinicos com resultados animadores.
Nas hepatopatias existem estudos experimentais eamtidade crescente, entretanto os
mecanismos de acgdo, seguranca e eficacia ndo estdpletamente elucidados, trazendo a

necessidade de mais estudos que possam esclatseqeestdes.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Observar os efeitos associados a infusdo de cétuba®nucleares de medula 6ssea, na
histologia e na funcdo hepatica, em modelo desg@rieduzidam ratos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a eficacia da injecdo portal de células orarcleares de medula 6ssea no
repovoamento hepético.

— Observar os efeitos da infusdo de células monoargdede medula 6ssea na funcgéo
hepética através da quantificacdo de albumindreubinas séricas.

- Analisar marcadores de dano hepatico através dantificacdo seérica de
aminotransferases e fosfatase alcalina e dano atraalés da quantificacdo sérica da
creatinina em ratos com cirrose induzida apés as#&d de células mononucleares de
medula 0ssea

— Comparar o padréo histologico hepéatico dos ratos@oose induzida apos a infuséo de
células mononucleares de medula 6ssea com um gomple.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Delineamento: estudo experimental

Fator de exposicao: transplante de células moneares de medula 6ssea

Desfecho: avaliacdo da funcéo hepética

Variaveis avaliadas: quantificacdo da fibrose redte hepético, identificacdo de células
provenientes do doador no tecido hepatico, dosaderaminotransferases, fosfatase alcalina,
albumina, bilirrubinas e creatinina séricas.

5.2 ETICA

Todos os procedimentos adotados durante as téceimsadvendo os animais estdo de
acordo com o que preconiza o Colégio Brasileiro Edgerimentacdo Animal (COBEA),
cumprindo as prerrogativas da Constituicdo do Bstaal n® 11.915, artigo 82, inciso 1V, de 21
de maio de 2003.

O estudo foi aprovado pela Comisséo Cientifica@a®raduacdo em Medicina e Ciéncias
da Satde da PUCRS e Comité de Etica em Pesquidaspital Sdo Lucas da PUCRS.

5.3 ANIMAIS

O presente estudo foi realizado em raMistar fémeas, pesando entre 200 e 300 g, criados
sob condigfes de biotério convencional, na Cooigiende Producgéo e Experimentacdo Animal
(CPEA), do Centro de Desenvolvimento Cientifico eciologico (CDCT), da Fundacédo
Estadual de Producao e Pesquisa em Saude (FEPR8) Goande do Sul e mantidos em estante
isoladora no alojamento transitorio para animaisLdboratorio de Habilidades Médicas e
Pesquisa Cirargica, prédio 64, da PUCRS.

Todos os animais foram alimentados com racdo bedalac padrdo para roedores
(NUVITAL-NUVILAB CR-1 1), em quantidade diaria de 16g, receberam &gudibitum e

mantidos em gaiolas individuais de polipropilensnccama de maravalha de pinus selecionado,
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devidamente identificadas, com fotoperiodo de Iadolaro e 12 horas escuro (6h/18h). A dieta

e hidratacéo foram revisadas diariamente e a ttas@amas efetuada trés vezes por semana.
5.4 ANESTESIA E ANALGESIA

Ap6s pesados em balanca analitica (Mar#M220), os ratos foram anestesiados com
solucdo de Ketamina 80% e Clorpromazina 20%, pendz uma dose de 0,3 mL/100g de peso
de animal, por via intraperitoneal.

Considerando-se o consumo médio diario de 15 mLéagea por dia por animal,
administrou-se a analgesia por via oral. Foi @idaz como analgésico Paracetamol 200

mg/kg/dia, diluido na 4gua ofertada ao rato, deranta semana.
5.5 EUTANASIA

A eutanésia foi realizada através de injecdo iatdiaca de cloreto de potassio com
anestesia geral prévia, método este preconizadoRetolucdo 714, de 20 de junho de 2002,
Artigo 15, Anexo I, que dispde sobre procedimertosétodos de eutanasia em animais e outras
providéncias, do Conselho Federal de Medicina Weddr (atualizado em 24 de junho de 2002)
e pelo COBEA

A carcaca dos animais foi depositada em saco braitoso, com espessura de 12 micras,
especial para armazenamento dos animais em congetas dependéncias do Laboratério de
Microcirurgia, prédio 64, da PUCRS. As carcacasarforrecolhidas pelo Departamento

Municipal de Limpeza Urbana (DMLU) através de usiena de coleta especial.
5.6 DESENHO EXPERIMENTAL

Todos os animais tiveram cirrose induzida atraedkgadura de ducto biliar comum.
No 14° dia apds a realizacdo da ligadura os rat@snf randomizados, através de sorteio,
para receber infusdo de células mononucleares dellméssea na concentracdo de 1 % 10

células mononucleares (grupo tratado), provenietiéesatos machos, via veia porta, orientada
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por ultrassonografia e um grupo controle que fbnsetido a0 mesmo estresse do procedimento,
porém sem injecao celular.

No 28° dia todos os animais foram sacrificadosvéfada realizacdo de eutanasia,
procedendo-se a coleta sanguinea para andliseificgle hepatectomia para analise histolégica
e imunohistoquimica.

Um diagrama esquematico das etapas descritas aamasentado na Figura 4.

30 Ratos Inducgéo da Cirrose

6 mortes 14 dias

24 Ratos Randomizagéo

Grupo Controle
(n=12)

Injecdo Portal

Grupo Tratado (n=12)

3 mortes 22 injecao 14 dias 4 mortes 22 injecao

Grupo Tratado Grupo Controle (n=8) Eutanasia

(n=9)

Figura 4 - Fluxograma do desenho experimental.
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5.7 INDUCAO DE CIRROSE

A cirrose hepdtica foi induzida através da ligaddm ducto biliar, segundo modelo
proposto por Kountouras e colaboradores, em 1984qual a ligadura do ducto biliar induz
cirrose num periodo de 15 a 28 dias (80).

Apoés anestesia, procedeu-se a incisao da peleima hediana, desde o apéndice xifoide
até a cicatriz umbilical. Foram expostos os org@ssomago, figado e intestino delgado) e o
ducto biliar comum com abaixamento do duodeno; iseggi a dupla ligadura do ducto biliar
comum, colocadas o mais proximal e mais distal ipeksseccionando-se posteriormente a
porcao do ducto biliar entre as ligaduras. A cadedabdominal foi fechada com pontos simples,

envolvendo o peritbnio, o tecido muscular e o plamédneo (Figura 5).

A

Figura 5 - Cirurgia para ligadura biliar.
Nota - (A) Incisdo mediana. (B, C e D) Isolamento do dusitiar principal para posterior secgéo.

5.8 PREPARACAO DAS CELULAS MONONUCLEARES DE MEDULA OS®E

Para a obtencdo das células de medula Ossea, faibrados ratosWistar machos,

anestesiados com 0,4-0,6 mL de uma solucdo cont&etiamina (0,8%) e Clorpromazina
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(0,2%), conforme o peso do animal, e sacrificados ¢njecdo intracardiaca de cloreto de
potéssio. A seguir, a tibia, o fémur e o Umero alumais foram dissecados, realizando-se dois
cortes na regido das epifises, removendo-as, fdasitho a entrada da agulha na cavidade
medular, onde foram injetados 10 mL de DMEMulbeco’s Modified Eagle Medium -
GibcoBRL) sem soro.

O material obtido foi ressuspenso e centrifugadb.590 rpm, durante 10 minutos. O
precipitado celular foi ressuspenso em DMEM seno,saum volume de cerca de 4 mL e
transferido para outro tubo de 15 mL, contendo 4dalFicoll-Paque (densidade 1.077 g/mL —
Sigma Aldrich) (diluicdo Ficoll: meio de 1:1), emitdo que as duas fases liquidas se
misturassem. Centrifugou-se a 400 g por 30 minWotgmperatura ambiente. A seguir, foi
coletado o anel de células mononucleares na ioef&oll-meio de cultura e as células foram
lavadas com 15 mL de solucdo tampédo fosfato/sgfiS) por duas vezes. Centrifugou-se
novamente a 1.500 rpm, durante 10 minutos a termysaraambiente, desprezando o
sobrenadante.

As células foram ressuspensas com 1 mL de PBSredbzada contagem e avaliagdo da
viabilidade pelo método de exclusdo com azul dpafriem camara de Neubauer.

Ap6s contagem a solucdo foi dividida em aliquogdxil( células para realizar injecéo

portal.

5.9 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DAS POPULACOES PRESENTE® INFUSAO
USADA NO GRUPO TRATADO

As células provenientes da medula 6ssea (CMO) ties Waistar foram avaliadas por
citometria de fluxo com os seguintes anticorpos4&DCD49b e CD90 (BD Pharmigen, San
Diego, USA) na concentragdo de um 1:10 em PBS.

Apos incubagdo a 5° C no escuro por 15 minutoséadas foram lavadas com PBS e
centrifugadas a 1.500 rpm por 5 minutos e o soldeema descartado. As células foram
ressuspensas com 1 mL de paraformaldeido 4% (e B& analise em citdmetro de fluxo. As
amostras foram analisadas em um citbmetro de fle&&CScalibur (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, San Jose, USA). Os datibdos correspondem a, pelo menos,
50.000 eventos.
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5.10 TECNICA PARA INJECAO CELULAR

Ap6s a contagem celular em camara de Neubauer fieag® de 1x10células foi diluida
em PBS, perfazendo volume total de 0,3 mL, acoodados em seringas de 1,0 mL com agulha
de 22 gauges.

Utilizando-se aparelho de ecografia marca PhilipsId XE, com transdutor vascular, na
frequéncia de 5-12 MHz, foi realizado estudo domelecimétrico, para localizacdo do fluxo da
veia porta em sua por¢ao intra-hepatica. Apésailagdo procedeu-se a infusdo celular, através

de injecédo intravascular orientada.

5.11 ANALISE BIOQUIMICA

Apoés anestesia, antes da realizacdo da eutandis@ldétado 1 mL de sangue, através da
puncéo da veia cava inferior, para analise biogquami

No Laboratorio de Biofisica da PUCRS, foram andbsa amostras de soro que
previamente foram congeladas. Através do meétodceespectrofotometria foram analisadas
alanino aminotransferase (ALT), aspartato amingfexase (AST), fosfatase alcalina (FA),

albumina e creatinina.

5.12 ANALISE HISTOLOGICA DO FIGADO

O exame anatomopatoldgico foi realizado no Laboiatde Anatomia Patologica do
Hospital S&o Lucas da PUCRS, por patologistas asggdanto ao tratamento recebido pelos
animais.

Através de disseccdo anatdmica, ap0s eutanasiaursé o figado dos ratos, que foram
incluidos em bloco de parafina.

Os blocos foram fixados em micrétomo onde se raain cortes de 3 micra. Nas fases de
coloracdo as laminas foram mergulhadas nos cordeestoxilina-eosina durante 5 minutos

cada, intermediadas por um banho de agua corrente.
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Foi realizada coloragéo de picrossirius segundtopoto proposto por Junqueied al, em
1979 (81) para avaliacdo da éarea de fibrose, amitip-se a técnica de quantificacdo
morfométrica da densidade de colageno, empregadapevallieret. al. (82). A partir do
material histolégico corado com picrossirius, e oleagens captadas em dispositivo fisico, no
formato tag image format(TIFF), realizado em um sistema de analise condouitzada de
imagens, obteve-se a quantificacdo automatica ela de fibrose presente em um campo de
superficie. A andlise de imagem foi feita cormaftware Image-Pro Plywverséo 4.1, ddedia

Cybernetics.

5.13 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

A andlise imunohistoquimica foi realizada utilizarge o anticorpo policlonal de coelhos
Anti-Sox 18 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA), gteconhece o Sox 18, fator de transcrigdo do
grupo de alta mobilidade (HMG), relacionado ao SRiteina da regido determinante do sexo
Y), que esta envolvido na regulagédo do desenvohiondo embrido e determinagcéo da linhagem
celular (83, 84). O objetivo da imunohistoquimiceeéificar quais células no tecido hepatico de

ratos fémeas séo provenientes dos doadores machos.

5.14 CALCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA

Para comparacdo de médias independentes, comdaiva@gnificancia de 0,05, poder de
90%, razdo de tamanho de amostra 1:1, estimouse@m necessarios 09 animais no grupo
controle e no grupo submetido a terapia celulata Estimativa foi realizada utilizando-se o
“Samples” do programa PEPI, versao 3.0 (JH AbranBbhGahlinger), 1993-9.

5.15 ANALISE ESTATISTICA
Os dados quantitativos foram expressos em medias¥ia padrdo para variaveis com

distribuicdo simétrica e em mediana (valor mininatey méaximo) para variaveis com

distribuicdo assimétrica. Para comparacdo dos grégmam utilizados os testésle Student e
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Mann-Whitney. O nivel de significancia adotado @+ 0,05. Os dados foram analisados

utilizando-se o programa SPSS, versao 13.0.
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6 RESULTADOS

6.1 ANIMAIS

Foram utilizados 30 ratogVistar, com idade média de 58,8 dias e peso médio de 235
gramas, cuja sequéncia se encontra descrita tamé&ecao 5.6:

Primeira etapa: os ratos foram submetidos a ligabiiiar para inducéo da cirrose. Nesta
etapa ocorreram seis mortes, em um periodo ded37aghds a realizacdo da cirurgia, atribuidas
ao procedimento.

Segunda etapa: 14 dias apés a realizacdo do pnoeeid os ratos foram randomizados
para grupo controle e grupo tratamento.

Terceira etapa: 12 ratos em cada grupo realizarannjedo portal de células
mononucleares da medula 6ssea ou injecéo salirmarePam sete mortes nas primeiras 24 horas
apos a injecdo, sendo trés no grupo da terapidaceguatro no grupo controle, relacionadas
diretamente ao procedimento.

Quarta etapa: restaram oito ratos no grupo conégleve ratos no grupo tratamento que

foram submetidos a eutanasia 14 dias apos a ingéal para analise final.

6.2 CARACTERIZACAO DA POPULACAO CELULAR TRANSPLANTADA

A caracterizacao fenotipica das células mononueteda medula 6ssea utilizadas no grupo
tratado foi determinada por citometria de fluxo emdnstrou que 28,75% das células
apresentavam marcador CD45. O CD49b estava presenige65% das células e o CD90 estava
presente em 31,15% das células transplantadasgusa-b apresenta o histograma dos dados
descritos.
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Figura 6 - Histograma mostrando o nimero de eventomtensidade de fluorescéncia (FITC) para (B3& (B)
CDA49b, (C) CD90.

6.3 ANALISE DA INCORPORACAO DE CELULAS PROVENIENTES D@NIMAL
DOADOR NO TECIDO HEPATICO

Os figados de ratos que receberam transplante aceltdram submetidos a
imunohistoquimica com anticorpo anti-Sox 18, paexificar a incorporacdo de células
provenientes do doador macho.

A andlise do tecido hepatico demonstrou que aaojee células mononucleares de medula
0ssea nha veia porta apresenta uma eficacia de @&dnrorporacdo das células do doador no
orgao receptor. Dos nove ratos que receberam séiofcelular via veia porta, sete apresentaram
forte marcacao do anti-Sox 18 (Figura 7) princigaite em regido periportal, enquanto dois nao
apresentaram marcacao.
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Figura 7 - Fotomicrografia de figado de ratos nzosto a marcagdo para Sox-18 pela técnica de imstoghimica.

Nota - A e B representam figados de ratos que egagbtransplante de células mononucleares de méssida com
aumento de 10x e 40x, respectivamente. C e D repta®s figados de ratos do grupo controle com awnamtl 0x
e 40x, respectivamente.

6.4 COMPARACAO DA FIBROSE HEPATICA APOS TRATAMENTO COMELULAS
MONONUCLEARES DE MEDULA OSSEA

A andlise quantitativa da fibrose hepética, redbzatravés da coloracdo de picrossirius,
evidenciou um menor percentual significativo dedge, 1,05% (0,46 a 2,82), no grupo tratado,

guando comparado ao grupo controle, 2,06% (0,728,4omP= 0,036.
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Tabela 1 - Percentual de fibrose em ratos Wistar @orose induzida submetidos ao tratamento comla=l
mononucleares de medula éssea e animais contedérnuinado pela técnica de picrossirius.

Grupo Tratado Grupo Controle P
Variavel n=9 n=8
Fibrose,% 1,05 (0,46 a 2,82) 2,06 (0,72 a 4,77) 0,036

Os dados sao apresentados como mediana (minimgimo)at Teste de Mann-Whitney.

6.5 ANALISE QUANTITATIVA DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS SERCOS

A Tabela 2 apresenta os resultados quantitativosrddise bioquimica da albumina,
alanino aminotransferase, aspartato aminotransferbsirrubina total, fosfatase alcalina e
creatinina obtida nos animais que receberam trattmm@om células mononucleares de medula
O0ssea e grupo controle. Ndo houve diferenca dgtatiem todos os parametros avaliados,
notando-se uma tendéncia a piora dos niveis déréreano grupo que recebeu células.

Tabela 2 - Resultado das analises quantitativapai@netros bioquimicos em ratos Wistar com ciriodezida
submetidos ao tratamento com células mononuclearezedula 6ssea e animais controle.

Variavel Grupo-Tratado Grupo Controle P
n=9 n=8
Albumina, g/dL 2,48+0,42 2,23+0,36 0,231*
BT, mg/dL 4,01+0,86 3,91+0,41 0,785*
ALT, Ul/mL 23,7 (10 a 61) 13,45 (8 a 39) 0,277t
AST, Ul/mL 81,5 (29,4 a 183,7 67,1 (45,1 a110,1) 0,423t
FA, Ul/ 41,3 (27,384,2) 33,8 (25,3a94,8) 0,673t
Cr, mg/dL 1,08+0,31 0,82+0,20 0,065*

Os dados séo apresentados como mediana (miniméxdma) ou média + desvio padrdo. BT= bilirrubintatp
AST= aspartato aminotransferase; ALT= alanino atnamsferase; FA= fosfatase alcalina; Cr= creatifiina
Testet de Student.t Teste de Mann-Whitney.
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6.6 COMPARACAO DO EFEITO DA PRESENCA DE CELULAS MONONWEARES DE
MEDULA OSSEA NOS PARAMETROS HISTOLOGICOS E BIOQUIRIDS

Quando se analisou a repolulacdo do tecido hepaticaélulas mononucleares da medula
0ssea dos animais (n=7), evidenciada pela marqaggiiva para o anticorpo Sox-18, comparado
com os figados que ndo apresentaram marcacaogtarangicorpo (n=10), verificou-se que além
da reducédo da fibrose hepatica, 0,99% (0,46 a 2&23)s 1,88 % (0,72 a 4,77), cém 0,043,
houve também melhora dos niveis de albumina, 28&%# g/dL versus 2,16 + 0,36 g/dL, com
P= 0,008 (Tabela 3).

Tabela 3 - Comparacao por incorporacao celulavdagveis histoldgicas e bioquimicas em ratos Wisban
cirrose induzida.

Variavel Células Sox-18 Células Sox-18 P
n=7 n=10
Fibrose, % 0,99 (0a48,82) 1,88 (0,72 a 4,77) 0,043t
Albumina, g/dL 2,66%0,27 2,16%0,36 0,008*
BT, mg/dL 4,2+0,87 3,78+0,45 0,205*
ALT, Ul/mL 23,7 (10 a 61) 13,45 (8 a 39) 0,315t
AST, Ul/mL 81,5 (29,4 a31B) 71,3 (45,12 150,3) 0,887t
FA, Ul/l 33,9 (27a387,2) 55,3(25,3a94,8) 0,7407
Cr, mg/dL 1,09+0,33 0,87+0,23 0,134*

Os dados séo apresentados como mediana (minimaimo)du média + desvio padrdo. BT= bilirrubinaatot
AST= aspartato aminotransferase, ALT= alanino atmémsferase, FA= fosfatase alcalina e Cr= creaintn
Testet de Student. t Teste de Mann-Whitney.
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7 DISCUSSAO

A cirrose, por sua prevaléncia e mortalidade, tors® um dos principais problemas de
saude do mundo. A inexisténcia de tratamentosvefetia que o transplante hepatico, o Unico
tratamento curativo disponivel, apresenta limitac@®acionadas a disponibilidade de 6rgaos,
imunossupressao e prolongadas listas de espera, mecessidade de novas alternativas.

As células de medula 6ssea tém sido estudadasseserente nos Ultimos anos como
alternativa para varias doencgas, incluindo aquglesafetam o figado. A importancia de estudar
a terapia com células de medula éssea € inquestiom& perspectiva de desenvolver um
tratamento que possa melhorar a evolucdo da ciemmshumanos, prolongando a sobrevida em
lista para transplante ou até revertendo o quadralisfuncdo hepatocelular e insuficiéncia
hepética.

O modelo experimental escolhido, ligadura de dbdiar, representa um método rapido,
consistente e irreversivel de inducdo de fibroseirmse hepatica. O dano hepatocelular é
causado por colestase, levando a inflamacédo ptaiper promocdo da fibrogénese com
consequente disfuncdo hepética, insuficiéncia hegp& morte. Apresenta como limitacdes a
rapida morte causada pela ligadura, impossibildtamg&eguimento a longo prazo dos resultados
obtidos com a terapéutica, e a incapacidade dedepir de maneira fidedigna os mecanismos
fibrogénicos humanos (85), caracteristica de todamnodelos experimentais animais.

O outro modelo que € amplamente utilizado, a adtnacao de tetracloreto de carbono
(CCly), foi descartado neste estudo por ser substarat@mercializacdo e producao proibida no
pais desde 1996, apresentando indices de morgliglael variam entre 40% a 100% em ratos,
contando ainda com altas taxas de variabilidadefitéacia da inducdo da cirrose e existir a
possibilidade de reversdo espontanea do dano bemjids a interrupcdo da administracdo da
droga (86).

A alta mortalidade encontrada neste estudo podéesenrente de dois fatores distintos. O
primeiro se deve ao trauma cirdrgico para realzadd ligadura com consequente morte dos
ratos, principalmente nas cirurgias iniciais, fajae néo influencia nos resultados finais, ja que
somente os ratos que tiveram inducdo de lesdo ibep&m sucesso foram submetidos ao

tratamento. O segundo fator € atribuido a injeg@tap Dos 24 ratos que foram submetidos a
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puncédo da veia porta, sete morreram nas primefrd&®tas apos o procedimento, fator relevante,
se a técnica utilizada em humanos fosse semelhante.

Em ratos € impossivel a cateterizacdo de veia porde artéria hepatica por outra via que
nao seja puncao direta tanto pela falta de matem@d@quados quanto pelo diametro da veia porta
do animal. Em humanos, entretanto, ja se encomplaanente desenvolvida a técnica de
arteriografia hepatica, com acesso radial ou fehhrealizada principalmente para terapias locais
como a quimioembolizacédo de carcinomas hepatocesjlapresentando minimas complicacfes
como hematomas e dor no local da puncao (87-9@esentando esta uma via segura para uma
possivel terapia celular em humanos.

Um dos pontos relevantes do estudo é a avaliac@icia do tratamento com injecao
local das células mononucleares de medula 6ssesatda veia porta e ndo uma via sistémica
para administracdo como a inje¢cdo em veia caudalralos, via utilizada na maior parte dos
experimentos. Apenas Zeng e Liang (91) e Carvathal. (92) avaliaram a veia porta como via
para a terapia celular em modelos animais de hegtoanteriormente. Evidéncias observadas
em ensaios clinicos realizados em doencas cardialg@ss e neurolégicas, mostraram que a
injecado local de células mononucleares de medgl@adse mostra eficaz na obtengéo dos efeitos
terapéuticos desejados, levando o grupo a escalilgecdo na veia porta como a ideal para o
presente estudo (54, 56, 64, 93, 94).

A fracdo mononuclear da medula 6ssea apresentdigods de células pluripotentes: as
células-tronco hematopoiéticas, as células-tron@semguimais e células periféricasidé
population celly. A citometria de fluxo demonstrou que 31,5% datulas transplantadas
apresentavam marcadores de células-tronco hemétigpsi o CD90, enquanto apenas 1,65%
das células apresentavam marcadores de céluladdiagpijt plaquetas e linfocitos, o CD49b,
indicando que a populacéo celular injetada estdeggumda aos objetivos do estudo.

Evidéncias cumulativas indicam que as células macieares da medula 6ssea podem
diferenciar-se em diversos tipos de células teegfecificas e que, quando transplantadas em
determinadas condicbes, repovoam tecidos como aséliepéticas (95). A andlise
imunohistoquimica do tecido hepatico no presentiedesevidenciou uma grande concentracao
de células derivadas da medula 6éssea do doadob#ndds ratos submetidos a terapia celular,
além de uma maior densidade na area periportat @uecal de maior injaria tecidual no modelo

de ligadura de ducto biliar.
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Sabe-se, por estudos de Sato e cols. (48) e Aerichls. (96), que apdés uma injecao
simples celular, apenas 1% a 3% do figado norma@pépulado pelas células do doador e,
também, que esta populacédo celular tende a dewairactempo (97). A observagdo de uma
grande populacao de células com morfologia de bepas provenientes do doador, portanto,
reforca a idéia de que a injecéo local € a vialidaea a terapia celular, mesmo sabendo-se da
presenca de fatores quimiotaxicos, que possamilogintpara o sucesso do tratamento, quando
usado sistemicamente (98). O fato de nao teremadidervados repopulagdo em dois animais
vem de encontro com estudos como de Nakamura e(88)se Quintanilha e cols. (100), que
tém demonstrado uma maior eficacia na repopulgod® iajecoes celulares sucessivas.

O mecanismo pelo qual as células de medula 6sgeaeam o tecido hepatico lesado
ainda ndo estd completamente esclarecido. Existetéreias demonstrando que a fuséo celular
ou a transdiferenciagdo possam explicar tais ash@dy 101, 102), porém o mais provavel é que
ambos o0s mecanismos ocorram simultaneamente. Asandéste mecanismo poderia ser
realizada através do uso de vetores virais assixiagd células transplantadas ou estudo
citogenético (101).

Questiona-se também qual populacéo celular da lmethsea é responsavel pelo efeito
terapéutico observado. Yamamoto e cols. (103) wsadicorpos anti-Liv8, marcador de
células-tronco hematopoiéticas, mostraram que lataséronco Liv8 negativas (células-tronco
mesenguimais) melhoram a funcéo hepatica e redazdiltrose em maior propor¢cdo que as
células Liv8 positivas, sugerindo que as célulasgn mesenquimais tém maior participagdo no
processo de repopulacdo e melhora da funcdo smtéintretanto outros trabalhos bem
conduzidos, como de Carvalho e cols. (92), ndo dstreram eficacia do transplante isolado de
células-tronco mesenquimais em modelos de hep&apénica, sugerindo, que, além do efeito
celular, outras variaveis, como fatores de crestimem geral, possam contribuir para 0 sucesso
do transplante de células de medula 6ssea (10dedBeEs motivos acreditamos que a infusdo da
fracdo mononuclear de células de medula 6sseadejapéutica mais eficaz para hepatopatias
cronicas, pois nela encontramos também a preseacaéllilas produtoras de fatores de
crescimento.

Os resultados da terapia celular em modelos detdpda cronica, sobre a fibrose e
funcdo hepética sdo conflitantes. Enquanto, a n@aoie dos estudos vem mostrando efeitos

terapéuticos benéficos sobre a funcao e fibroséatioap(72, 91, 97-99, 105-107), existem relatos
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de ineficacia desta terapéutica (92, 100, 108ndaade piora da fibrose com o transplante de
células mononucleares de medula 6ssea (109, 110).

Em um ambiente pré-fibrético causado pela ligadiikiar, com liberacdo de mediadores
paracrinos como o TGPB- o fator de crescimento do tecido conjuntivo, rfale crescimento
derivado das plaquetas e a endotelina-1, ha quiriéote ativacdo das células estreladas e
fibroblastos portais (111, 112). Sabe-se, tambéne gm pequeno numero de fibroblastos
intersticiais, o principal responsavel pela fibrasganica, sédo derivados de células de medula
O0ssea em varios 0rgaos, incluindo o rim e o imesfi13, 114). Foi demonstrado por Forbes e
cols. (115) e por Asawa e cols. (110) que as c®ldia medula Ossea diferenciam-se em
miofibroblastos e fibroblastos, contribuindo paribaose hepética, na leséo biliar. Deste modo
seria esperado que o transplante de células delangskea contribuisse para a piora da fibrose e,
consequentemente, da funcéo hepatica.

Esse estudo demonstrou, ao contrario, uma dimiawsgnificativa da fibrose no grupo
submetido a terapia celular, quando comparado apogcontrole. Além disso, nos ratos que
apresentaram repopolugéo hepatica por células meves do doador, verificou-se um aumento
nos niveis séricos de albumina, o que poderia tiadma melhora da fungéo sintética hepatica.
Nossas observacdes vao de encontro com as degmitédddel Aziz e cols. (98), Oyagi e cols.
(106), Highashima e cols. (97) e Zheng e cols..(@lnecanismo do efeito benéfico das células
mononucleares de medula 0ssea sob a lesdo hepdiitaa ainda ndo estd completamente
esclarecido, levando a vérias hipoteses a respeito.

Ishikawa e cols. demonstraram que as células maeteares de medula éssea diminuem a
fibrose hepatica através do aumento da secrecawetidoproteinases de matriz (MMP) como a
MMP-2, MMP-9 e MMP-13, fatores que participam daelacdo da matriz extracelular, além
de acelerar a proliferacdo das células derivadasetiula 6ssea e de diminuir a apoptose (104).
Moriya e cols. evidenciaram que além da MMP-9 seredada pelas células derivadas da medula
0ssea, ocorre um aumento de sua secrecao porscétularéprio receptor, através de um efeito
paracrino (116).

As células-tronco mesenquimais poderiam tambémetsecuma variedade de citocinas
angiogénicas como o fator de crescimento endotedstular e contribuir para reducéo da fibrose

através da facilitacdo da acdo de mecanismos paygccomo demonstrado por Kinnaird e cols.
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(117) e Silva e cols. (118). As citocinas arteriigés teriam ainda capacidade de restauracéo
dos sinusoides hepéticos (119).

In vitro, Zhao e cols. (105) evidenciaram que a co-culteraaulas-tronco mesenquimais
e células estreladas hepéaticas, poderiam aumentamero de células estreladas na fase G
reduzir o nimero de células em fase S, inibind@iastcdo destas células do estado quiescente
para o estado ativado. Além disso, as células-trgutleriam aumentar a apoptose das células
estreladas ja ativadas, através da supressao d@ hiGfecido hepatico (99).

Outro fator que pode contribuir para a melhora uleacdio hepética e a diminuicdo da
fibrose é o relato de que os hepatécitos derivatbbgnedula éssea apresentam uma forte
vantagem de sobrevivéncia sobre os hepatécitodergsis, permitindo que eles repopulem
progressivamente o figado lesado, produzindo albaiaké maneira eficaz (71, 76).

Apoés a infusdo de células-tronco verifica-se 0 aumela expressao de varios fatores de
regeneracdo hepatica, incluindo fator de crescineathepatocitos (HGF), fator de crescimento
transformante alfa (TGE), fator de crescimento epidérmico (EGF) e fatoradescimento
vascular endotelial (VEGF), fazendo com que ocaomrza alta proliferacdo de hepatdcitos e
consequente aumento do poder de sintese do fi§ayo (

Diante das evidéncias reportadas, acredita-se guecloados do presente estudo ndo se
justificam somente pela reposi¢céo das células idadis no figado, mas também pelas mudancas
causadas no microambiente hepético pelas célulasmmoleares de medula 6ssea, promovendo
regeneracdo hepdtica, provavelmente através desvéatores secretados, que estimulam a
fibrélise e a neovascularizacao, com consequeniteon@eda funcédo hepatica.

O estudo apresenta limitacdes como 0 pequeno nuderanimais analisados, a alta
mortalidade obtida através da técnica de injec&talpe o curto periodo de seguimento apds o
transplante celular, entretanto estas limitagdesimzalidam os achados do estudo. E evidente a
necessidade de mais estudos que elucidem os mmaoani®e acdo das células de medula éssea,
gue determinem a via ideal para o transplante aelal densidade celular necesséria para a
infusdo e o paciente ideal para ser submetidoapéetica, para, talvez, em um futuro proximo
pacientes em lista de espera possam ter seu tatesgiepatico, pelo menos, retardado pela

terapia com células de medula 0ssea.
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8 CONCLUSOES

As observacdes do estudo da infusdo intraportaklidas mononucleares de medula 6ssea

em modelo de cirrose induzida em ratos permitenclaorgue:

— A injecdo portal de células mononucleares de medskea mostrou-se eficaz na
repopulacédo do tecido hepatico do receptor.

— A infusdo de células mononucleares de medula Osseaentou de maneira
estatisticamente significativa os niveis séricosaltbeimina quando houve repopulacéo
hepética, ndo se observando alteracao nos nivaisséde bilirrubina.

— N&o se observaram alteragcdes nos marcadores dehéadtico, representados pelas
aminotransferases e fosfatase alcalina e dano, repaésentado pela creatinina, apos a
injecao celular.

— Houve reducao estatisticamente significativa deofib hepatica apés a infuséo celular

comparando-se ao grupo controle.
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ABSTRACT

Recent reports have demonstrated the capacity of bone marrow cells to
differentiate into hepatocytes and to contribute to the reduction of fibrosis and
improvement of hepatic function. However, there are few studies on local infusion
instead of systemic access for cell transplantation. The objective of this study was to
evaluate the efficacy of portal injection of bone marrow cells in a model of chronic liver
disease in rats. Twenty-four female Wistar rats, 14 days after ligation of the common bile
duct were randomized to perform a transplantation of 1x10° mononuclear cells from
bone marrow obtained from male Wistar rats or saline infusion by the portal route,
guided by ultrasonography. On the 28" day of the experiment, the rats were sacrificed
and serum albumin, bilirubin and aminotransferases were quantified. The area of
hepatic fibrosis was determined by picrosirius red staining and the identification of cells
derived from male bone marrow was performed by immunohistochemical staining with
anti-Sox 18 antibody. After transplantation, a strong hepatic repopulation with cells from
the donor bone marrow was detected in 75% of the treated rats. There was a significant
reduction in the area of fibrosis in the cell therapy group (P=0.036), without alteration in
the biochemical parameters. However, when evaluating the group showing incorporation
of bone marrow cells, besides a reduction in fibrosis (P=0.043), there was an increase in
serum albumin levels (P=0.008). In conclusion , intraportal infusion of bone marrow
cells is an efficacious method for hepatic repopulation, reduction of fibrosis and increase

in serum albumin levels, making it a possible useful treatment of human cirrhosis.
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Cirrhosis is a diffuse process of the liver characterized by fibrosis and conversion of the
normal architecture into structurally abnormal nodules, associated with hemodynamic
alterations in portal circulation with portal hypertension and hepatic dysfunction (1). It is
estimated that 0.15% of the U.S. population has cirrhosis (2) and according to the World
Health Organization, cirrhosis accounts for 800,000 deaths annually worldwide (3).

The transition of the compensated stage of cirrhosis to decompensated cirrhosis occurs
at an annual rate of 5 to 7%, with a survival of 2 years after the first decompensation,
requiring the application of effective treatments (4).

The only curative treatment available to date is liver transplantation. Five-year survival
rates of 70% would make transplantation an ideal solution, but the increase in patient
number on waiting lists, the scarcity of donors and mortalities of about 50% when listed,
points to the need of a alternative therapy (5). This led to an interest to study the
usefulness of stem cells for this purpose.

The literature suggests that transplanted bone marrow cells can serve as a source of
hepatic progenitors and thereby contribute to the reduction of fibrosis and to improve of
hepatic function (6-9). However, these studies evaluated transplantation through the
systemic route, cell infusion via the caudal vein of rodents. Clinical studies of vascular
diseases have demonstrated that the local injection of bone marrow cells represents an
effective alternative for cell therapy, but its use in chronic liver disease has not yet been
established.

The aim of this study was to evaluate the transplantation of bone marrow cells through
the portal route and to determine their capacity to migrate into the liver, differentiate into
hepatocytes and contribute to the improvement of hepatic function and reduction of liver

fibrosis.
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Materials and Methods

Animals . Female Wistar rats weighted between 200 and 300 g. All the procedures
adopted were carried out in accordance with the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (DHHS Publication N° [NIH] 85-23, revised 1996, Office of Science
and Health Reports, Bethesda, MD) as attested by an institutional review board.

Experimental Protocol . The animals had induced cirrhosis by ligation of the bile
duct, based on the model proposed by Kountouras (10). On the 14th day after this
surgical procedure, 24 rats were randomly selected to receive bone marrow cells
infusion at a dose of 1 x 10" mononuclear cells, from male rats, through the portal vein,
guided by ultrasonography. One control group was submitted to the same stress of the
procedure but received only saline injection. On the 28" day, all animals were
euthanized, and blood was collected for biochemical analysis and hepatectomy was
performed for histological analysis.

Preparation of Bone Marrow Mononuclear Cells . Bone marrow cells were
obtained from male Wistar rats. They were fractionated on a Ficoll-Paque gradient and
suspended in phosphate-buffered saline (PBS) at a density of 1x107 cells/mL. Cells were
counted and evaluated for viability by trypan blue exclusion in a Neubauer chamber.
The bone marrow cells (BMC) from Wistar rats were evaluated by flow cytometry with
the following antibodies: CD45, CD49b and CD90, at dilutions of 1:10 in PBS.

Technique for Cell Injection . Utilizing an apparatus for ultrasonography, Philips

HD11 XE (Philips/Eindhoven/Holland), with a vascular transducer, at a frequency of 5-12
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MHz, a Doppler flow velocimetry study was performed to localize the flow of portal vein
in its intrahepatic portion, and the cells were infused by guided intravascular injection.

Histological Analysis . The area of fibrosis was determined by picrosirius red
staining (11), utilizing the technique of morphometric quantification of collagen density
(12). With the capture of ten different areas, an automatic quantification of fibrosis area
present in a surface field was performed. Image analysis was done with the software
Image-Pro Plus, version 4.1 (Media Cybernetics/USA).

Immunohistochemical Analysis: The rabbit polyclonal antibody anti-SOX 18
was used to identify cells originated from donor bone marrow (13, 14).

Biochemical Analysis . Spectrophotometric methods were used to determine
alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), total bilirubin (TB)
and albumin.

Statistical Analysis. The quantitative data were expressed as means * standard
deviation for variables with symmetric distribution and as medians (minimum-maximum)
for variables with asymmetric distribution. The groups were compared using Student’s t-
test and the Mann-Whitney test. The level of significance was set at a= 0.05. The SPSS

version 13.0 program was utilized for the analysis.

Results

Of the 24 rats randomized, 12 to each group, 9 rats remained in the cell transplantation
group and 8 rats in the control group for analysis, after injection in the portal vein. There
were 7 deaths related to portal injection, 4 in the control group and 3 in the group that

received bone marrow cells.
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Flow cytometry demonstrated that 28.75% of the cells were positive for CD45, 1.65% for
CD49b and 31.15% for CD90.

We demonstrated that 75% of treated rats had donor's bone marrow derived cells by
immunohistochemical analysis after portal vein injection. Seven rats showed a strong
staining with anti-SOX 18 antibody, mainly in the periportal region, while two rats did not
display any staining, as show in Figure 1.

In relation to hepatic fibrosis, it was seen that after infusion of bone marrow
mononuclear cells via the portal vein, the percentage of fibrosis in the treated group was
significant minor in relation to the control group, 1.05% (0.46 to 2.82) versus 2.06%
(0.72 to 4.7) (P= 0.036). There were no differences in albumin, total billirubin, AST and
ALT levels (Table 1).

An analysis of the rats with repopulation of hepatic tissue by donor’'s bone marrow cells
(n=7) compared with that did not show incorporation added to the control group (n=10),
showed that besides a minor percentage of hepatic fibrosis, 0.99% (0.46 to 2.82) versus
1.88% (0.72 to 4.77), with P=0.043, there was also higher levels of albumin, 2.66 + 0.27

g/dL vs 2.16 + 0.36 g/dL (P=0.008).

Discussion

Clinical studies conducted in patients with acute myocardial infarct (15, 16) and
ischemic stroke (17-19) have demonstrated that intralesional cell therapy is a safe and
effective alternative in the treatment of these diseases. Although Lyra et al.(20) and
Khan et al.(21) demonstrated in phase | clinical trials that cell transplantation through the
hepatic artery in cirrhotic patients does not lead to complications, the only published

experimental study that evaluated a local route for cell injection, via the portal vein, was
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from Carvalho et al.(22) who were not able to detect a reduction in fibrosis or an
improvement of hepatic function.

This is the first experimental study to utilize the portal vein for bone marrow cells
transplantation that demonstrated a significant reduction in hepatic fibrosis which was
associated with increased serum albumin levels when there was significant hepatic
repopulation by donor cells.

It is known that besides the substitution of lesioned hepatocytes and liver
repopulation by cells from bone marrow (23, 24), the alteration of hepatic
microenvironment by factors derived from the transplanted cells, such as matrix
metalloproteinases (25) and arteriogenic cytokines (26), contributes to the histological
and functional improvement of the damaged organ. If a greater amount of bone marrow
cells are delivered to the lesion site, it is possible that these therapeutic effects could be
enhanced.

We demonstrated by immunohistochemical analysis of the liver tissue a great
concentration of cells derived from donor’s bone marrow, in 75% of the rats submitted to
cell therapy, and a greater density of these cells in the periportal area, the site of
greatest tissue injury in the bile duct ligation model. It is known, through studies from
Sato et al. (27) and Aurich et al. (7), that after a single injection of cells only 1% to 3% of
the normal liver is repopulated by donor cells and also that this cell population tends to
decline with time (8). The finding of a large population of cells with hepatocyte
morphology from the donor, however, reinforces the idea that local injection, is a
possible route for cell therapy (6). The fact that two rats did not show a repopulation on

hepatic tissue is in consonance with studies such as those from Nakamura et al. (28)
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and Quintanilha et al. (29) who demonstrated a greater efficacy in repopulation after
various cells injection.

In conclusion, our findings demonstrate that the transplantation of bone marrow
derived mononuclear cells via the portal vein can be effective to repopulate damage
hepatic tissue, can contribute to the alleviation of fibrosis and improve of hepatic
function. Therefore this technique could be applied as an efficacious alternative for

patients with chronic liver disease.
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Table 1. Quantitative analyses of fibrosis and bioc ~ hemical parameters in
Wistar rats with induced fibrosis submitted to bone marrow mononuclear

cells treatment and control animals.

Variable Treatmeint Group Co ntroI_G roup P
n=9 n=8
Fibrosis, %* 1.05 (0.46 to 2.82) 2.06 (0.72t0 4.77)  0.036'
Albumin, g/dL 2.48+0.42 2.23+0.36 0.231*
TB, mg/dL 4.01+0.86 3.91+0.41 0.785*
ALT, UlimL 23.7 (10 to 61) 13.45 (8 to 39) 0.277"
AST, Ul/mL 81.5 (29.4 to 183.7) 67.1(45.1t0 110.1)  0.423"

The data are presented as medians (minimum to maximum) or means + standard deviation. TB=
total bilirubin, AST= aspartate aminotransferase and ALT= alanine aminotransferase. *Student’s t

test 'Mann-Whitney test.
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Figure 1. Photomicrography of rat’s liver showing a nti-Sox 18 antibody staining.

A and B: rat’s liver that received transplantation of bone marrow mononuclear cells with
10x and 40x magnification, respectively. C and D: rat’s liver of the control group with 10x

and 40x magnification, respectively.



