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RESUMO

Introducao: Evidéncias crescentes tém demonstrado que o transplante de células-tronco pode
tornar-se uma terapia eficaz em hepatopatias. A injecdo sistémica de células-tronco tem
demonstrado que um percentual significativo dessas células fica retido no pulmdo e no baco.
Assim, a puncdo percutdanea da veia porta orientada por ultrassonografia com Doppler colorido,
em ratos, para administracdo de células-tronco apresenta-se como uma alternativa. O objetivo
deste estudo foi avaliar a exequibilidade da técnica de puncdo percutinea da veia porta e a
eficdcia do transplante intraportal de células mononucleares de medula dssea em ratos com
cirrose induzida. Metodologia: Para a execucdo do experimento, foram selecionados 24 ratos
fémeas da raca Wistar com cirrose induzida através da ligadura do ducto biliar. Quatorze dias
apos a ligadura, os animais foram preparados com tricotomia abdominal, sedagdo e orientacdo do
procedimento por ecografia abdominal com Doppler colorido para facilitar a localiza¢do da veia
porta. A fracdo mononuclear obtida da medula éssea de ratos machos doadores foi infundida
utilizando uma agulha de gauge 30, com puncdo direta pela parede abdominal por via trans-
hepdtica até a veia porta, junto do hilo do figado. No 28° dia do experimento, os ratos foram
sacrificados e avaliou-se o repovoamento hepdtico de células-tronco através da andlise imuno-
histoquimica das células portadoras do cromossoma Y e a quantidade de células através da
citometria de fluxo. Resultados: Os resultados obtidos através da infusdo de células-tronco
diretamente na veia porta, orientada por ultrassonografia com Doppler colorido, evidenciaram
que, dos 24 ratos estudados, sete animais (29,2%) morreram nas primeiras 24 horas. Houve um
significativo repovoamento hepatico com células da medula 6ssea do doador em 77,8% dos ratos
estudados e uma eficdcia de 31,5%. Conclusdo: A técnica de puncdo percutanea da veia porta
mostrou-se de facil execugdo e com visualizagdo do material no interior do sistema portal durante
o procedimento, embora aproximadamente 1/3 dos animais tenham morrido no periodo
relacionado ao procedimento. A infusdo da fracdo mononuclear da medula dssea diretamente na
veia porta de ratos cirréticos permitiu a nidagdo, fusdo e/ou fagocitose das células do animal

doador no figado do receptor, sugerindo potencial terapéutico no tratamento da cirrose humana.



Palavras-chave: Hepatdcito. Terapia celular. Cirrose hepatica. Célula-tronco. Ligadura do ducto

biliar.



ABSTRACT

Introduction: There is growing evidence that stem cell transplantation may be an effective
therapy to treat liver disease. With systemic delivery of stem cells, a significant proportion of
cells are retained in the lung and spleen. Therefore, ultrasound-guided percutaneous portal vein
puncture has been tested as an alternative method in rat models. The objective of the present
study was to evaluate the feasibility of percutaneous portal vein puncture and the efficacy of
intraportal transplantation of bone marrow mononuclear cells in a rat model of cirrhosis.
Method: To carry out the experiment, 24 female Wistar rats with cirrhosis induced by bile duct
ligation were used. Fourteen days after ligation, the animals were randomized and then shaved
and sedated for the procedure with Doppler ultrasound to facilitate identification of the portal
vein. The mononuclear fraction obtained from the bone marrow of male rat donors was infused
with a 30-gauge needle through direct abdominal puncture using a transhepatic route running
along the liver hilum. On the 28th experimental day, the rats were euthanized. Liver repopulation
with stem cells was evaluated through immunohistochemical detection of y chromosome-
containing cells. The number of cells was determined using flow cytometry. Results: The results
obtained with ultrasound-guided delivery of stem cells directly into the portal vein show that of
24 animals studied, seven (29.2%) died in the first 24 h. Significant liver repopulation with donor
stem cells was observed in 77.8% of the rats studied, with an efficacy of 31.5%. Conclusion: The
performance of percutaneous portal vein puncture was simple and enabled visualization of the
material inside the portal system during the procedure, although approximately one third of the
animals died during the observation period. The delivery of mononuclear stem cells directly to
the portal vein of rats with cirrhosis enabled the implantation, fusion and/or phagocytosis of

donor cells in the liver of recipients, suggesting therapeutic potential to treat cirrhosis in humans.

Keywords: Hepatocyte. Cell therapy. Liver cirrhosis. Stem cell. Bile duct ligation.
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1 INTRODUCAO

A cirrose é um processo difuso do figado, caracterizado por fibrose e conversdo da
arquitetura normal em nédulos estruturalmente anormais, associado a alteragdes hemodinamicas
na circulagdo portal, com hipertensdo portal e disfuncdo hepdtica (1).

Embora sua prevaléncia seja subestimada, jd que longos periodos assintomdticos sdo
caracteristicos, estima-se que 0,15% da populag¢do norte-americana apresente cirrose (2), sendo
uma das principais causas de morte no mundo (3).

Pacientes cirréticos apresentam transi¢ao do estagio compensado para o descompensado em
uma taxa aproximada de 5 a 7% ao ano, com uma sobrevida média de 2 anos apds a primeira
descompensacdo, tornando necessdria a aplicagdo de tratamentos efetivos (4).

O tnico tratamento curativo disponivel até o momento € o transplante hepdtico. Taxas de
sobrevida em 5 anos de 70% tornariam o transplante a solucdo ideal, porém o aumento
significativo de pacientes em lista de espera, pela escassez de doadores, e mortalidade em torno
de 25% enquanto listados trouxeram a necessidade de terapéuticas alternativas. Neste contexto,
surge o interesse pelo estudo das células-tronco.

As células-tronco apresentam capacidade de autorrenovacgdo e diferenciacdo em multiplas
linhagens celulares, podendo representar a solu¢do para esse problema. Estudos como o de
Lagasse, em 2000, e o de Sakaida, em 2004, tém demonstrado ndo somente a diferenciacdo de
células-tronco em hepatdcitos, como também a funcionalidade dessas células quando

transplantadas, contribuindo para a melhora do 6rgao.
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2  REVISAO DA LITERATURA

2.1 CIRROSE

2.1.1 Definicao

O termo cirrose e a patologia que ele define vém sendo tema de debate e polémica desde o
inicio do século XX. Esse termo foi introduzido pela primeira vez por Laennec em 1819, no seu
Traité de [’Auscultation, considerando as granulacdes encontradas no tecido hepdtico como
neoformacgdes e, devido a coloracdo apresentada pelo figado, denominou tal condi¢do de cirrose,
ja que kirros, em grego, significa amarelo (5).

Em 1978, a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) definiu cirrose como um processo
difuso, caracterizado por fibrose e conversdo da arquitetura normal do figado em nddulos
estruturalmente anormais. Implicita nesta definicdo morfolégica estd uma importante alteracao
hemodinamica, que consiste no estabelecimento de shunts vasculares intra-hepaticos entre vasos
aferentes (veia porta e artéria hepdtica) e eferentes (veia hepdtica) do figado (6). A distor¢dao
vascular causada por esses shunts compromete a relacdo entre os sinusoides hepaticos e os

hepatdcitos.

2.1.2 Epidemiologia

Estima-se que 0,15% da populacdo norte-americana apresente cirrose, resultando em mais
de 25.000 mortes e 373.000 hospitaliza¢des/ano, sendo a 12* causa de morte nos Estados Unidos
da América (7). Mundialmente, segundo estimativas da OMS, a cirrose € responsdvel por

800.000 mortes anuais (8). Nota-se, entretanto, uma tendéncia mundial de declinio na
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mortalidade por cirrose, em taxas que variam de 1,5 a 5%, explicadas pela redu¢do da prevaléncia
dos principais fatores etiologicos (9).

As principais causas de cirrose em paises ocidentais sdo a hepatite C e a doenga hepdtica
alcodlica; na Asia e na Africa, a hepatite B é a causa mais prevalente. Ap6s a identificagio do
virus da hepatite C (HCV) em 1989 e da esteato-hepatite ndo-alcodlica em pacientes obesos e
diabéticos, o diagndstico de cirrose sem causa aparente (cirrose criptogénica) raramente € feito. A
identificacdo da causa da cirrose torna-se importante no momento em que o diagndstico

etioldgico pode predizer o progndstico e guiar decisdes terapéuticas.

2.1.3 Fisiopatogenia

A fibrose hepatica é uma resposta de reparacdo desencadeada por vdrias causas, incluindo
virus, doengas autoimunes, metabdlicas, colestéticas e téxicas, na qual as regides danificadas sdao
encapsuladas por matriz extracelular (MEC). A fibrogénese hepatica € um processo complexo,
composto por uma sequéncia de eventos, como infiltracdo de células inflamatdrias, apoptose de
hepatdcitos e proliferacio de células mesenquimais produtoras de matriz, associado a um
aumento no acimulo dos componentes da MEC, incluindo coldgeno tipo I e II (1).

O centro do evento fibrogénico € a ativagdo das células estreladas. No figado normal, as
células estreladas compdem aproximadamente 1,4% do volume total do figado, em um indice de
3,6 a seis células por 100 hepatdcitos. Tipicamente, estdo localizadas no espaco perisinusoidal de
Disse. Em seu estado quiescente, apresentam depdsitos citoplasmdticos de lipidios que servem
como principal depodsito de vitamina A, apresentando papel fundamental na homeostase do acido
retinoico; também sdo indispensdveis para manutencao estdvel dos niveis de matriz da membrana
basal nos sinusoides hepaticos, regulando o fluxo sanguineo e a pressdo venosa portal (10). A
ativacdo € a transdiferenciacdo da célula em um miofibroblasto ativo, ocorrendo em duas fases:
uma fase de inicia¢do, também chamada pré-inflamatdria, e outra fase de perpetuacao.

A iniciacdo refere-se a mudancas na expressao dos genes e do fenétipo, que tornam a célula
responsiva a vdrios fatores de crescimento. A inducdo rdpida do receptor beta e do fator de

crescimento derivado das plaquetas, o desenvolvimento de fendtipo contritil e fibrogénico e a
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modulacdo da sinalizacdo dos fatores de crescimento sdo as alteragdes cardinais desta resposta
inicial (11). Os estimulos pardcrinos sdo gerados por todas as células relacionadas as células
estreladas, incluindo células de Kupffer, hepatdcitos, leucdcitos e endotélio sinusoidal. Dentre
essas células, a infiltracdo das células de Kupffer tem papel relevante. Ha coincidéncias com o
influxo dessas células e o aparecimento de marcadores de ativacdo das cé€lulas estreladas com a
alfa actina de musculo liso (a-SMA). As células de Kupffer estimulam a proliferacao, a sintese de
matriz e a liberacdo de retinoides pelas células estreladas hepdticas através da acdo de citocinas
como o fator de crescimento (TGF)-f e o fator de necrose tumoral (TNF)-a, além da geracdo de
espécies de oxigénio reativo no figado, que sdo capazes de potencializar a ativagdo e sintese de
coldgeno pelas células estreladas (12).

A perpetuacgdo resulta no efeito desses estimulos na manutencdo do gendétipo e do fendtipo
ativado, envolvendo ao menos sete fatores: proliferacdo, quimiotaxia, fibrogénese, contratilidade,
degradacdo da matriz, perda retinoide e liberagdo de citocinas por leucdcitos. O efeito dessas
alteracdes, direta ou indiretamente, € o aumento do actimulo da MEC (13).

A MEC refere-se ao arranjo de macromoléculas que compdem o esqueleto do figado
normal e do figado fibrético. Os componentes da MEC incluem diversas familias de moléculas
estruturais e de suporte, como coldgenos, glicoproteinas ndo coldgenas, fatores de crescimento
ligados a matriz, glicosaminoglicanos, proteoglicanos e proteinas matricelulares. O figado
fibrético € caracterizado por diferencas qualitativas e quantitativas na composi¢ao da matriz. O
conteudo total de coldgeno aumenta de 3 a 10 vezes, porém sem apresentar alteracdo na sua
sequéncia ou estrutura, ocorrendo um aumento significante na matriz intersticial que € tipica na
reparacdo do dano, como fibras de coldgeno tipo I, Ill e IV (14).

A MEC apresenta uma funcdo reguladora dindmica. Inicialmente, o acimulo de matriz
subendotelial leva a capilarizacdo do espaco de Disse. Os componentes da membrana basal com o
espaco subendotelial sdo essenciais para preservacdo da fungdo dos hepatdcitos, das células
estreladas e das células endoteliais. A substitui¢do da matriz normal de baixa densidade pela
matriz intersticial de alta densidade perturba diretamente a fun¢do dos hepatdcitos e explica a
disfuncdo sintética e metabdlica que € caracteristica da cirrose. A matriz de alta densidade
também ativa as células estreladas e leva a uma diminui¢@o na fenestracio das células endoteliais
sinusoidais, alterando o transporte de solutos dos sinusoides para os hepatdcitos. A MEC também

afeta indiretamente a funcdo celular através da liberacdo de fatores de crescimento soliveis,
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como o fator de crescimento derivado das plaquetas, o fator de crescimento de hepatdcitos, o
fator de crescimento de tecido conjuntivo, o TNF-a, o fator de crescimento de células endoteliais
vasculares, entre outros. A liberacdo controlada dessas citocinas pela MEC € um mecanismo
fundamental para manter sua atividade, pois gera uma fonte local e acessivel que € regulada pela
acao das proteases e seus inibidores (15).

A degradagdo da MEC representa um componente importante da fibrose hepdtica, ja que a
ruptura precoce da matriz hepdtica normal pelas proteases (degradacdo patologica da matriz) leva
a formacdo de uma matriz cicatricial, que apresenta efeitos deletérios na funcdo celular. Além
disso, a reabsor¢do urgente do excesso de matriz, em estados de fibrose estabelecida nos
pacientes com hepatopatias cronicas (degradagdo terapéutica da matriz) através de citocinas como
as metaloproteinases de matriz, poderia levar a uma reversdo da disfuncido hepdtica e da

hipertensao portal (16).

2.1.4 Evolucao e prognéstico

z

A histéria natural é caracterizada por uma fase assintomdtica, denominada cirrose
compensada, e por uma fase rapidamente progressiva, marcada pelo desenvolvimento de
complicagdes relacionadas a hipertensdo portal e a insuficiéncia hepdtica, denominada cirrose
descompensada. A medida que a doenca progride, ocorre o aumento da pressio portal e
diminui¢do da funcdo hepdtica, resultando no surgimento de ascite, sangramento gastrointestinal,
encefalopatia e ictericia, todos marcos da transicdo de estdgio compensado para descompensado.
A progressdao pode ser acelerada pelo desenvolvimento de outras complicacdes, como
ressangramento, insufici€éncia renal, sindrome hepatopulmonar e sepse (4).

A transi¢do do estdgio compensado para o descompensado ocorre em uma taxa aproximada
de 5 a 7% ao ano. Pacientes com cirrose compensada apresentam uma sobrevida média maior que
12 anos, ao passo que os com descompensac¢do tém sobrevida estimada em 2 anos (4).

A definicdo do prognéstico de cada paciente cirrético €, portanto, parte importante da
avaliacdo, por ter influéncia direta na escolha da terapéutica. Vdrios escores progndsticos foram

desenvolvidos com a finalidade de determinar a funcdo hepdtica e a evolucido da cirrose. Os
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principais sdo a classificacdo de Child-Turcotte-Pugh (CTP) e o Model for End-Stage Liver
Disease (MELD).

Em 2005, foi publicado o Consenso de Baveno 1V, realizado na Itdlia no mesmo ano, com
o objetivo de discutir a metodologia do diagndstico e tratamento da hipertensido portal. Foram
definidos quatro estdgios clinicos de caracteristicas e prognoésticos distintos: o estdgio um €
caracterizado pela auséncia de varizes de esdfago e ascite e apresenta mortalidade estimada de
1% por ano; o estdgio dois, com presenga de varizes esofdgicas sem sangramento ou ascite,
apresenta mortalidade estimada de 3,4% ao ano; o estdgio trés € definido pelo surgimento de
ascite e com mortalidade de 20% ao ano; o estdgio quatro € caracterizado por hemorragia
digestiva e tem mortalidade anual de 57% ao ano. A progressao de um estdgio para outro ocorre
em uma taxa aproximada de 7% ao ano. Os pacientes com cirrose descompensada estdo nos

estagios trés e quatro (17).

2.1.5 Transplante hepatico

z

O transplante hepatico € o tUnico tratamento curativo disponivel atualmente. Taxas de
sobrevida em 1 ano maior que 85%, em 3 anos em torno de 75% e em 5 anos de 70% (18)
fizeram com que essa terapéutica entusiasmasse médicos e pacientes, com expectativas de vida
muito maiores em relacio a evolucao natural da doenca.

O grande problema desse tratamento reside na escassez de 6rgaos doados. Dados da United
Network for Organ Shearing (UNOS), 6rgao norte-americano responsavel pela regulagdo de todo
o sistema de transplante, revelam que, em 2008, havia 15.929 pacientes em lista de espera e
somente 4.752 transplantes hepaticos foram realizados. A consequéncia dessa despropor¢ao entre
pacientes necessitando de transplante hepético e nimero de transplantes realizados € um tempo
de espera que pode chegar a 106 dias para pacientes com MELD entre 19 e 24 e 641 dias quando
o MELD estd entre 11 e 18, com uma mortalidade em lista de espera de aproximadamente 40-
50%. No Brasil, a realidade ndo é diferente; segundo o Ministério da Satde e a Associagdo
Brasileira de Transplantes de Orgdos, no primeiro semestre de 2008 foram realizados 533

transplantes de figado, enquanto havia 6.505 pacientes em lista de espera (19).
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2.2  CELULAS-TRONCO

2.2.1 Conceito

Células-tronco s@o definidas como células clonogénicas, que apresentam capacidades de
autorrenovacgdo e diferenciacdo em multiplas linhagens celulares. Essas células estdo presentes
em todos os estdgios de desenvolvimento e provavelmente existem em todos os organismos
multicelulares (20).

Durante a embriogénese um simples odcito fertilizado origina um organismo multicelular,
no qual as células e tecidos adotam caracteristicas e fungdes diferentes e especificas. Durante o
desenvolvimento embriondrio, as células que adquiriram determinadas caracteristicas proliferam,
permitindo que tecidos e 6rgdos se desenvolvam. Mesmo apds o término do desenvolvimento,
varios 6rgios e tecidos mantém um processo de homeostase, nos quais as células mortas, por
apoptose ou injuria, sdo substituidas. Todos esses processos celulares sdao resultados diretos da

presenga de células-tronco (21).

2.2.2 Células-tronco embrionarias

As primeiras linhagens de células-tronco embriondrias humanas foram desenvolvidas em
1998 pelo pesquisador americano James Thomson, embora ja houvesse descricao dessas células
desde a década de 1970, quando Leroy Stevens e Barry Pierce isolaram células de teratomas
testiculares de camundongos (22).

Durante o desenvolvimento, hd uma diminui¢@o progressiva do potencial de diferenciagao
das células do embrido. No estdgio de blastocisto, as células do trofoectoderma ja estdo

comprometidas de forma irreversivel com as linhagens extraembriondrias, enquanto as células da
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massa celular interna ainda possuem o potencial de gerar tecidos de todo o embrido. Células
retiradas da massa celular interna podem continuar indiferenciadas, multiplicar-se
indefinidamente e contribuir na formagdo de todos os tipos celulares dos trés folhetos
embriondrios: o endoderma, o mesoderma e o ectoderma. Essas células, quando mantidas em
culturas na presenca de fatores tréficos, mantém-se indiferenciadas (autorrenovacdo) e formam
teratomas (tumores com células de todos os folhetos embriondrios) quando injetadas sob a pele
de camundongos imunodeficientes, demonstrando sua pluripotencialidade (23).

As células-tronco embriondrias, para serem transplantadas, necessitam de diferenciagdo in
vitro, ja que, conforme comentado anteriormente, em sua forma indiferenciada podem seguir um
programa desorganizado de diferencia¢do, dando origem a tumores em vez do tecido terapéutico
desejado.

Diversos estudos ja foram realizados em modelos animais, conseguindo-se diferenciacdo de
CTE em células hematopoiéticas capazes de repopular a medula 6ssea de camundongos
irradiados (24), gerando células produtoras de mielina (25), precursores neurais capazes de gerar
in vivo astrécitos, oligodendrdécitos e neurdnios funcionantes (25), células produtoras de insulina
(26), musculo cardiaco (27) e neurdnios dopaminérgicos capazes de aliviar os sintomas de um
modelo animal de doenga de Parkinson (28).

Hepatécitos também ja foram gerados a partir de células-tronco embriondrias. Essas
células hepaticas apresentaram alta atividade de remog¢do de amonia e secre¢cao de albumina em
cultura (29) e tém servido como base para o desenvolvimento de figados artificiais hibridos (30).

Ainda ndo existem protocolos clinicos que utilizem células-tronco embriondrias para fins
terapéuticos. A principal razdo para isso € a questdo de seguranca das células. Em modelos
animais, mostrou-se que, quando transplantadas, frequentemente havia formacao de teratomas ou
teratocarcinomas no 6rgao-alvo. Existe também a questdo ética envolvida, ja que para obtengdo
dessas células em humanos é obrigatoria a destruicdo de embrides, inaceitdvel para algumas
culturas e religides.

No Brasil, a pesquisa e a terapia de células-tronco embriondrias foram permitidas através da
Lei de Biosseguranca (Lei n° 11.105) de 24 de mar¢co de 2005 e confirmadas pelo Superior
Tribunal Federal (STF) em 28 de marco de 2008. No entanto, € preciso que sejam atendidas as

condicdes de obtencdo através de embrides humanos produzidos por fertilizacdo in vitro e nao
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usados no procedimento, invidveis, congelados hd 3 anos ou mais e com consentimento dos

progenitores.

2.2.3 Células-tronco adultas

As células-tronco adultas (CTA), ou melhor denominadas de células-tronco somaticas, sao
indiferenciadas, responsaveis pela geracdo de células especializadas durante o processo de
crescimento, diferenciacao tecidual, renovagado celular e reparagado tecidual ao longo da vida. Elas
sdo parte das células tecido-especificas e possuem capacidade de autorrenovacgdo e diferenciagdao
em tecidos celulares especializados ao sofrer processo de divisdo celular (31).

Ja se identificaram CTA em varios tecidos diferenciados, como medula dssea, cornea,
retina, figado, pele, trato gastrointestinal, pancreas, figado, coracdo e cérebro (32,33). Elas sdo
bastante raras e estima-se que uma em 10.000 células da medula dssea seja uma célula-tronco
hematopoiética (21).

O paradigma classico de que a diferenciagdo de uma CTA € restrita a linhagem de seu
orgdo especifico tem mudado. H4 possibilidade de manutencio nessas células de algum grau de
plasticidade que permite seu desenvolvimento entre diferentes linhagens, tecidos e camadas
germinativas (34). Varios estudos ja demonstraram que cé€lulas ndo selecionadas da medula
Ossea, depois de transplantadas, formaram tecido ndo linfo-hematopoiético, como fibras
musculares (35), hepatécitos (36) e tecido neural (37). Os mecanismos que permitem a
transdiferenciacdo das CTA ainda ndo sdo conhecidos, e j4 existem estudos que questionam essa
teoria, sugerindo que a fusio celular pode explicar os achados descritos anteriormente (38).

Tanto a plasticidade quanto a possibilidade de utiliza¢do autéloga dessas células, além das
questdes ético-religiosas e de seguranga envolvidas com as células-tronco embriondrias, t€m feito
das CTA motivo de intensa pesquisa.

Os principais tipos de CTA j4 identificados e caracterizados s@o células-tronco
mesenquimais, células-tronco hematopoiéticas, pericitos, células-tronco cardiacas, células

satélites, células-tronco neurais, células-tronco da pele e células ovais.
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As células-tronco mesenquimais sdo encontradas no estroma de vdrios 6rgdos. Foram
primeiramente descritas por Friedenstein e cols., em 1970, ao investigarem células componentes
do estroma da medula 6ssea que podiam se diferenciar em vdrios tipos celulares, como
osteoblastos, condroblastos e adipdcitos quando em cultura (39). Podem ser obtidas também da
polpa dentéria (40), tecido adiposo, tenddes, sangue do corddao umbilical e placenta (41). Sua
facilidade de obtenc¢do a partir da medula 6ssea ou do tecido adiposo e posterior expansao in vitro
fazem com que as células-tronco mesenquimais sejam excelentes candidatas a utilizacdo em
terapias celulares. J4 se conseguiu diferenciacdo dessas células em tecido Osseo, neurdnios,
hepatdcitos, cardiomidcitos e células musculares, compreendendo os trés folhetos germinativos
(42-46).

As células-tronco hematopoiéticas sdo utilizadas na pratica médica hd mais de 40 anos para
fins hematoldgicos e oncoldgicos. Enquanto seu potencial para geracdo de tecido hematopoiético
jé estd bem demonstrado, o potencial de diferenciacdo em tipos celulares ndo-hematopoiéticos é
bastante discutido. A discordancia se d4 porque, em muitos trabalhos, utilizaram-se populagdes
celulares denominadas de células-tronco hematopoiéticas, mas na realidade foram usadas células
da medula dssea, que contém, em maior ou menor propor¢ao, populagdes diferentes de células-
tronco, incluindo as células mesenquimais (47).

Os mecanismos de a¢do das CTA ainda sdo discutidos. Ha evidéncias de que o principal
mecanismo de atuacdo das CTA ndo seja a formagdo de novos tipos celulares; sabe-se que elas
sdo capazes de reconhecer sinais de dano tecidual e migrar para dreas de lesdo em vérios 6rgdos e
tecidos (48,49). A melhora funcional apds a terapia celular pode ser causada pela liberacdo de
mediadores como citocinas e fatores de crescimento na drea da lesdo, que possuem efeitos
imunossupressores ou apoptoticos, além de promover degradagdo de tecido fibroso, proliferacdo
celular e estimular a angiogénese (50).

O estudo das CTA em doencas cardiovasculares estd em estdgio avancado, com varios
protocolos clinicos ja realizados e publicados. Com relacdo a doenca coronariana aguda, em
2001, na Alemanha, Bodo Strauer realizou inje¢do de células mononucleares de medula dssea
(CMMO) por via intracoronariana com seguranca em paciente apds infarto agudo do miocérdio,
seguida de uma série de 10 casos, nos quais se constatou melhora da contratilidade miocardica na
drea infartada, além de reducdo de 18% do volume sistdlico final do ventriculo esquerdo e da

reducdo da drea com defeito de perfusdo miocardica em 26% (51). A seguir, foram realizados
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estudos randomizados de injecio de CMMO intracoronarianas (52-55), demonstrando aumento
significativo da fracdo de ejecdo, reducdo da drea de infarto e melhor remodelamento cardiaco
nos pacientes submetidos a terapia celular. Atribui-se esse efeito benéfico a vasculogénese e a
angiogénese, observadas em modelos experimentais apds a injecdo intracoronariana de células-
tronco, constatando-se, por outro lado, uma baixa miogénese. J4 em outras doencas cardiacas,
como a miocardiopatia dilatada, estudos clinicos desenvolvidos, como o de Martino e cols., ndo
ttm demonstrado até o momento diferencas significativas obtidas com a terapia celular
intracoronariana (56).

As células-tronco também vém sendo consideradas como possiveis curas para doengas
neurovasculares, neurodegenerativas e lesdes traumdticas do sistema nervoso central (SNC).
Estudos experimentais mostraram resultados animadores com o uso de células-tronco no acidente
vascular isquémico (57,58) e na doenca de Parkinson (28). A partir disso, abriu-se espago para
aplicabilidade clinica, iniciando-se estudos de fase I e II. Tanto estudos de células-tronco ndo-
autélogas como autdlogas foram realizados para estudos de pacientes com acidente vascular
isquémico agudo (59-62), mostrando resultados animadores com melhor evolucdo neurolégica e
aumento do metabolismo cerebral nas dreas isquémicas, sem maiores complicagdes relacionadas
ao procedimento. Foram aplicadas terapias celulares também em pacientes com doengas cronicas,
como a doenca de Alzheimer e a doenca de Parkinson, porém sem demonstracdo de eficicia (63-

65).

2.2.4 Células-tronco e figado

O figado é um 6rgdo com capacidade de regeneracdo ja bem conhecida. Sabe-se que, apds
hepatectomia parcial, por um mecanismo de hiperplasia compensatdria, hd recuperacdo da massa
hepdtica perdida (66).

Em razdo dessa capacidade de regeneracdo, foi levantada a hipétese do uso de transplante
de hepatdcitos, e ndo de todo o 6rgdo. Tal estratégia ofereceria indmeras vantagens, como a
possibilidade de utilizar hepatdcitos de um tnico doador para mais de um receptor, € uma menor

morbidade por ndo necessitar de intervengao cirdrgica. O nimero de sistemas de cultura celular
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in vitro, entretanto, nao se expandiu de forma suficiente para atender a demanda, levando tal
estratégia ao desuso (67).

O interesse do uso de células-tronco para doencas hepdticas surgiu no momento em que
foram identificados potenciais progenitores hepaticos dentro da medula 6ssea. Essas células
poderiam ser ativadas em resposta a lesdo hepatica. Estudos identificaram o “trafego” de células-
tronco hematopoiéticas durante a injiria hepatica (68).

Lagasse e cols. demonstraram que células-tronco hematopoiéticas poderiam originar
hepatdcitos em camundongos submetidos a injuria por irradiagdo e seriam capazes de sintetizar
enzimas deficientes (69).

Sakaida e cols., em 2004, investigaram o efeito do transplante de células-tronco na fibrose
hepatica em ratos. Apds a indugdo de cirrose por tetracloreto de carbono, houve migracao das
células-tronco hematopoiéticas ao longo das fibras do tecido hepdtico. Verificou-se atividade
gelatinolitica intensa na area periportal, e 4 semanas apds o transplante celular detectou-se
reducdo significativa da fibrose (70).

Takeda e cols., em 2005, comprovaram que, apds o transplante de células-tronco
hematopoiéticas em ratos com cirrose induzida, houve uma completa recuperagio na producio de
albumina (71).

Em outro estudo experimental, realizado por Sakaida em 2005, verificou-se a repopulacao
hepatica por células derivadas da linhagem de células-tronco do doador, diferenciando-se em
hepatdcitos produtores de albumina, além do aumento da sobrevida dos ratos submetidos ao
transplante, como consequéncia da recuperagdo da fun¢do e diminui¢ao da fibrose (72).

Terai e cols., em 2005, confirmaram a plasticidade de células-tronco hematopoiéticas pelos
achados de autOpsia de ratos fémeas receptores de células provenientes de ratos machos.
Acharam uma eficiente repopulacdo hepética com células derivadas do doador, consequente
diminuicdo da fibrose e melhora da fungado (73).

Terai e cols., em 2006, em cirrose induzida por tetracloreto de carbono em ratos,
demonstram que o tratamento com células-tronco induziria a regenerac@o hepatica, melhoraria a
funcdo e diminuiria a fibrose, com consequente produ¢do de albumina (74).

Ja existem trés estudos clinicos de fase I que demonstram a seguranca do transplante de

células-tronco de medula 6ssea em pacientes cirréticos. Em nenhum estudo houve complicagdes
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relacionadas a infusdo celular, e observou-se discreta melhora da func¢do hepética dos pacientes
(75-77).

Esses resultados corroboraram ideia de que o transplante de células-tronco apresenta
potencial para se tornar o tratamento efetivo para pacientes com insuficiéncia hepdtica.
Entretanto, ainda ndo hd uma defini¢do que permita o uso em seres humanos, nem que identifique
qual populacdo de doentes com hepatopatias deva ser beneficiada com essa terapia, como

cirréticos ou pacientes com insuficiéncia hepdtica aguda.
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3 JUSTIFICATIVA

A terapia celular com células-tronco vem se mostrando promissora em dreas da medicina
como neurologia e cardiologia, que ja apresentam ensaios clinicos com resultados animadores.
Nas hepatopatias, hd estudos experimentais em quantidade crescente, porém os mecanismos de
acdo, seguranca e eficdcia ndo estdo completamente elucidados. A possibilidade de empregar
animais de pequeno porte no estudo da cirrose experimental defronta-se com a dificuldade
técnica de injecdo das células-tronco na veia porta, visto as dimensdes reduzidas da estrutura.
Assim, a possibilidade de associar as técnicas de imagem nao-invasiva com o objetivo de guiar e
orientar o0 acesso percutdneo da veia porta torna-se uma possibilidade atrativa para o

desenvolvimento desses estudos.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Constitui objetivo do presente estudo avaliar a exequibilidade da punc¢do percutanea da veia
porta com o auxilio da ultrassonografia com Doppler colorido e a eficdcia da injecdo intraportal

de células-tronco em ratos portadores de cirrose induzida.

4.2  OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a exequibilidade da puncdo da veia porta por via percutanea guiada por
ultrassonografia;

2. Avaliar a morbimortalidade decorrente do procedimento de puncdo percutianea da veia
porta;

3. Conhecer a fenotipagem da fracio mononuclear da medula 6ssea dos animais
doadores;

4. Verificar, no figado do animal receptor, a presenga de células do doador apds infusdo
da fracdo mononuclear da medula 6ssea como indicador de sucesso do procedimento;

5. Identificar a distribui¢do intra-hepética das células transplantadas;

6. Avaliar a fibrose tecidual nos animais com cirrose experimental antes e apds a terapia

celular.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Delineamento: estudo experimental in vivo.

Fator de exposi¢cdo: Descricdo da técnica de infusdo percutinea intraportal de células-
tronco.

Desfecho: Exequibilidade da técnica empregada e eficdcia do transplante pela avaliacdo da
nida¢do, fusdo e/ou fagocitose das células-tronco do animal doador no parénquima hepético do

rato receptor cirrético.

5.2 ETICA

Todos os procedimentos adotados durante as técnicas envolvendo os animais estdo de
acordo com o que regulamenta a Lei Arouca (n° 11.794, de 8 de outubro de 2008), que disciplina
a criacdo e utilizacdo de animais em atividades de ensino e pesquisa cientifica em todo o
territorio nacional, por meio do Decreto n°® 6.899, publicado no Diério Oficial da Unido no dia 15
de julho de 2009. O estudo foi aprovado pela Comissdo Cientifica do Programa de Pos-
Graduagdo em Medicina e Ciéncias da Saude da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande

do Sul (PUCRS) e pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Sdo Lucas da PUCRS.

5.3 ANIMAIS

O presente estudo foi realizado em ratos Wistar fémeas, pesando entre 200 e 300 g, criados

sob condicdes de biotério convencional, na Coordenacdo de Producdo e Experimenta¢do Animal
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(CPEA) do Centro de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CDCT) da Fundagdo Estadual
de Producdo e Pesquisa em Sauide (FEPPS) do Rio Grande do Sul e mantidos em estante
isoladora no alojamento transitorio para animais do Laboratério de Habilidades Médicas e
Pesquisa Cirurgica, prédio 64, da PUCRS.

Todos os animais foram alimentados com racdo balanceada padrdo para roedores
(NUVITAL-NUVILAB CR-1®), em quantidade diaria de 16 g, receberam agua ad libitum e
foram mantidos em gaiolas individuais de polipropileno com cama de maravalha de pinus
selecionado, devidamente identificadas, com fotoperiodo de 12 h claro e 12 h escuro (6h/18h). A
dieta e hidratacdo foram revisadas diariamente, e a troca das camas foi efetuada trés vezes por

s€mana.

5.4 ANESTESIA E ANALGESIA

ApGs pesados em balanca analitica (Marte®, AM220), os ratos foram anestesiados com
solucdo de cetamina 80% e clorpromazina 20%, perfazendo uma dose de 0,3 mL/100g de peso de
animal por via intraperitoneal.

Considerando-se o consumo médio didrio de 15 mL de dgua por dia por animal,
administrou-se a analgesia por via oral. Foi utilizado como analgésico paracetamol 200

mg/kg/dia, diluido na 4gua ofertada ao rato, durante 1 semana.

5.5 EUTANASIA

A eutandsia foi realizada através de injecdo intracardiaca de cloreto de potdssio com
anestesia geral prévia, método preconizado pela Resolucdo 714, de 20 de junho de 2002, Artigo
15, Anexo I, que dispde sobre procedimentos e métodos de eutandsia em animais e outras
providéncias do Conselho Federal de Medicina Veterindria (atualizado em 24 de junho de 2002)

e pelo COBEA.
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A carcacga dos animais foi depositada em saco branco leitoso, com espessura de 12 micras,
especial para armazenamento dos animais em congelador, nas dependéncias do Laboratério de
Microcirurgia, prédio 64, da PUCRS. As carcacas foram recolhidas pelo Departamento

Municipal de Limpeza Urbana (DMLU) através de um sistema de coleta especial.

5.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Todos os animais tiveram cirrose induzida através de ligadura de ducto biliar comum.

No 14° dia ap6s a realizag@o da ligadura, os ratos foram randomizados, através de sorteio,
para receber infusdo de CMMO na concentraco de 1x10’ células mononucleares (grupo tratado),
provenientes de ratos machos, via veia porta, orientada por ultrassonografia com Doppler
colorido. Um grupo controle foi submetido ao mesmo estresse do procedimento, porém sem
injecao celular.

No 28° dia, todos os animais foram sacrificados através da realizacdo de eutandsia,
procedendo-se a coleta sanguinea para andlise bioquimica e hepatectomia para andlise histologica
e imuno-histoquimica.

Um diagrama esquemadtico das etapas descritas acima € apresentado na Figura 1.
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Grupo controle (n=12)

Injecao portal

3 mortes 2% injecao 14 dias

4 mortes 2? injecao

Grupo tratado (n=9)

Figura 1 - Fluxograma do delineamento experimental

5.7 INDUCAO DE CIRROSE

Grupo controle (n=8)

Eutanasia

A cirrose hepatica foi induzida em 30 animais através da ligadura do ducto biliar, segundo

modelo proposto por Kountouras e cols., em 1984, no qual a ligadura do ducto biliar induz

cirrose em um periodo de 15 a 28 dias (78).
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Ap6s anestesia, procedeu-se a incisdo da pele na linha mediana, desde o apéndice xifoide
até a cicatriz umbilical. Foram expostos os 6rgdos (estobmago, figado e intestino delgado) e o
ducto biliar comum, com abaixamento do duodeno; prosseguiu-se a dupla ligadura do ducto biliar
comum, colocada o mais proximal e o mais distal possivel, seccionando-se posteriormente a
porcao do ducto biliar entre as ligaduras. A cavidade abdominal foi fechada com pontos simples,
envolvendo o peritonio, o tecido muscular e o plano cutaneo. Dos 30 animais submetidos ao
procedimento, seis morreram nas duas primeiras semanas, restando 24 ratos para o processo de

randomizacdo (Figura 1).

5.8 PREPARACAO DAS CELULAS MONONUCLEARES DE MEDULA OSSEA

Para a obtencdo das células de medula 6ssea, foram utilizados ratos Wistar machos,
anestesiados com 0,4-0,6 mL de uma solucio contendo cetamina (0,8%) e clorpromazina (0,2%),
conforme o peso do animal, e sacrificados com injecdo intracardiaca de cloreto de potdssio. A
seguir, a tibia, o fémur e o imero dos animais foram dissecados, realizando-se dois cortes na
regido das epifises, removendo-as para possibilitar a entrada da agulha na cavidade medular, onde
foram injetados 10 mL de DMEM (Dulbeco s Modified Eagle Medium - GibcoBRL) sem soro.

O material obtido foi ressuspenso e centrifugado a 1.500 rpm, durante 10 minutos. O
precipitado celular foi ressuspenso em DMEM sem soro, em um volume de cerca de 4 mL e
transferido para outro tubo de 15 mL, contendo 4 mL de Ficoll-Paque (densidade de 1.077 g/mL
— Sigma Aldrich) (dilui¢do Ficoll: meio de 1:1), evitando que as duas fases liquidas se
misturassem. Centrifugou-se a 400 g por 30 minutos a temperatura ambiente. A seguir, foi
coletado o anel de células mononucleares na interface Ficoll-meio de cultura, e as células foram
lavadas com 15 mL de solu¢do tampdo fosfato/salina (PBS) por duas vezes. Centrifugou-se
novamente a 1.500 rpm, durante 10 minutos a temperatura ambiente, desprezando o
sobrenadante.

As células foram ressuspensas com 1 mL de PBS, e foi realizada contagem e avaliacdo da

viabilidade pelo método de exclusdao com azul de Tripan em camara de Neubauer.
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ApGs contagem, a solucdo foi dividida em aliquotas de 1x10” células para realizar injeco

portal e uma aliquota para fenotipagem por citometria de fluxo com marcadores CD 45, CD 49b,

e CD 90.

5.9 TECNICA PARA INJECAO CELULAR INTRAPORTAL

Para realizacdo da injecdo celular intraportal percutanea, procedeu-se da seguinte maneira:

1-

Previamente a inje¢do percutinea, realizou-se tricotomia da parede abdominal, junto ao
flanco direito, antes da anestesia, com aparelho descartdvel para tricotomia (Gillette);
Ap6s, foi realizada anestesia do rato com solu¢do de cetamina 80% e clorpromazina
20% por via subcutanea;

ApGs contagem celular em cimara de Neubauer, cada fracio de 1x10’ células foi
diluida em PBS, perfazendo volume total de 0,3 mL, e acondicionada em seringas de
1,0 mL;

Utilizou-se uma agulha 0,30/13 de gauge 30 (agulha de heparina) para a puncdo direta
da veia porta por via percutinea, através do figado;

Ap6s o acoplamento da agulha com a seringa contendo as células-tronco, foi utilizado
alcool absoluto para fazer assepsia da parede abdominal do rato;

Em seguida, foi colocada xilocaina gel na parede abdominal para fazer o contato entre a
pele e o transdutor da ultrassonografia;

Utilizando aparelho de ecografia marca Philips HD-11 XE, com transdutor vascular, na
frequéncia de 5-12 MHz, foi realizado estudo dopplervelocimétrico colorido para
avaliacdo da vascularizacao hepdtica;

Localizac¢io do fluxo da veia porta em sua porcao intra-hepatica (Figura 2);

Com as maos livres, sem seguir o orientador eletronico do equipamento, foi localizado
o ponto exato da introducdo da agulha na parede abdominal, trans-hepatica, até a veia
porta, sempre observando os ratos que tiveram a ligadura biliar devido a distensao da

vesicula biliar e do colédoco;
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10- Apés a localizacdo, procedeu-se a infusdo celular em 12 animais por meio de injecao
intravascular orientada e, nos 12 animais controles, injecao de solu¢do salina;

11- Durante o procedimento, visualizaram-se pequenos pontos ecogénicos, relacionados ao
conteudo do liquido injetado no interior do sistema portal intra-hepdtico, migrando até a
periferia do parénquima do figado;

12- Retirou-se a agulha;

13-Em alguns casos em que a vesicula biliar estava muito distendida pela ligadura do
colédoco, observava-se pequena quantidade de liquido livre, estando relacionado a
sangramentos no interior da cavidade abdominal;

14- Ao término do procedimento, os animais eram recolocados em suas gaiolas e

monitorados.

Figura 2 - Local exato para a pun¢do percutinea, por via trans-hepdtica, até a veia porta.
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5.10 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

A andlise imuno-histoquimica foi realizada utilizando o anticorpo policlonal de coelhos
Anti-Sox 18 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA), que reconhece o Sox 18, fator de transcri¢do do
grupo de alta mobilidade (HMG) relacionado ao SRY (proteina da regido determinante do sexo
Y), que estd envolvido na regulacdo do desenvolvimento do embrido e determinacdo da linhagem
celular (79,80). O objetivo da imuno-histoquimica € verificar quais células no tecido hepético de
ratos fémeas sdo provenientes dos doadores machos, demonstrando a nidagdo, fusdo e/ou

fagocitose das células transplantadas.

5.11 CALCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA

Para comparacdo de médias independentes, com nivel de significancia de 0,05, poder de
90%, razdo de tamanho de amostra 1:1 e tamanho de efeito de, no minimo, 1,7, estimou-se que
eram necessarios nove animais no grupo controle e no grupo submetido a terapia celular. Essa
estimativa foi realizada utilizando o “Samples” do programa PEPI, versdo 3.0 (JH Abranson, PM

Gahlinger), 1993-9.

5.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram descritos por frequéncias absolutas e relativas. Para comparacdo dos
grupos, foi utilizado o teste exato de Fisher. O nivel de significancia adotado foi a= 0,05. Os

dados foram analisados com o programa SPSS, versio 13.0.
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6 RESULTADOS

Do total de 24 ratos, a metade realizou injecdo portal de células mononucleares da medula
Ossea, e a outra metade, injecdo salina. Ocorreram sete mortes nas primeiras 24 h apos a injecdo
(29,2%), sendo trés no grupo da terapia celular (25%) e quatro no grupo controle (33,3%),
relacionadas diretamente ao procedimento, sem significincia estatistica (teste exato de Fisher; p
= 1,000); a mortalidade relacionada ao procedimento decorreu, mais frequentemente, de

sangramento intra-abdominal, o que pode ser identificado na ultrassonografia (Figura 3).

Via biliar

Figura 3 - Imagem ecogrifica da via biliar distendida com liquido na cavidade abdominal relacionado ao
sangramento pdés-pungao.

Ap6s a ligadura da via biliar para causar dilatacdo e consequente cirrose, houve uma
compressdo do parénquima hepdético e maior dificuldade para puncionar a veia porta por via

trans-hepatica (Figura 4).
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-
Via biliar

Figura 4 - A imagem acima evidencia a distensdo da via biliar que desloca a veia porta. Essa modificacdo anatdmica
dificulta o acesso para a puncio trans-hepdtica.

Também foi mensurado por ultrassonografia com Doppler colorido o calibre da veia porta
dos ratos durante a execugdo de experimento, obtendo-se valores do didmetro portal entre 1,6 e

1,9 mm (Figura 5).
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_ Veiaporta

Veia cava

- -

)

Fluxo pgrtal

Figura 5 - A imagem ecogrifica acima permite a visualizacdo das veias porta e cava e a mensuragdo do calibre
portal. Na linha inferior, registra-se o fluxo portal.

Restaram oito ratos no grupo controle e nove ratos no grupo tratado, que foram submetidos
a eutandsia 14 dias ap6s a injec@o portal para andlise final.

A andlise imuno-histoquimica do tecido hepatico do receptor demonstrou que o percentual
de repovoamento das CMMO na veia porta por via percutinea, orientada por ultrassonografia,
apresentou uma eficdcia de 77,8% (7/9), identificando-se as células do doador no 6rgdo receptor.

A caracterizacdo fenotipica das células mononucleares da medula 6ssea utilizadas no grupo
tratado foi determinada por citometria de fluxo e demonstrou que 31,5% das células
apresentavam marcador CD45. O CD49b estava presente em 1,65% das células, e 0 CD90 estava
presente em 31,15% das células transplantadas, adequado aos objetivos do estudo.

A Figura 6 apresenta o histograma dos dados descritos.
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Figura 6 - Histograma mostrando o nimero de eventos e a intensidade de fluorescéncia (FITC) para (A) CD45, (B)
CD49b, (C) CD90.

Figados de ratos que receberam transplante celular foram submetidos a imuno-histoquimica
com anticorpo anti-Sox 18 para verificar a incorporagdo de células provenientes do doador
macho. Entende-se por incorporacdo de células a nidacdo, fusdo e/ou fagocitose dessas células no
parénquima hepético do animal receptor.

A andlise do tecido hepatico demonstrou que a injecio de CMMO na veia porta evidenciou
que, dos nove ratos que receberam a infusdo celular, sete apresentaram forte marcacdo do anti-
Sox 18, o que representa uma eficicia de 77,8% do procedimento para incorporagdo das células
do doador no 6rgao receptor (Figura 7), principalmente em regido periportal. Em dois animais,

nao foram identificadas células que expressassem o marcador anti-Sox 18.
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Figura 7 - Fotomicrografia de figado de ratos mostrando a marcac¢do para Sox-18 pela técnica de imuno-histoquimica
com contra-colorag@o pela hematoxilina-eosina.

Nota - A e B representam figados de ratos que receberam transplante de células mononucleares de medula
ossea de 10x e 40x, respectivamente, onde se observa a marcagdo cromdgena para Sox 18; C e D representam
figados de ratos do grupo controle com aumento de 10x e 40x, respectivamente.

Quando se analisou a repopulag@o do tecido hepatico por células mononucleares da medula
O0ssea dos animais (n = 7), evidenciada pela marcagdo positiva para o anticorpo Sox-18,
comparado com os figados que ndo apresentaram marcagdo para esse anticorpo (n = 10),
verificou-se que, além da redugdo da fibrose hepética, 0,99% (0,46 a 2,82) versus 1,88% (0,72 a
4,77), com p = 0,043, houve também melhora dos niveis de albumina, 2,66 + 0,27 g/dL versus
2,16 £ 0,36 g/dL, com p = 0,008 (Tabela 1).



Tabela 1 - Comparagao por incorporagio celular com o percentual de fibrose em ratos Wistar com cirrose induzida
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Variavel Células Sox-18 * Células Sox-18 ~
n=7 n=10

Fibrose, % 0,99 (0,46 a 2,82) 1,88 (0,72 a 4,77) 0,043+
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7 DISCUSSAO

A exequibilidade e a eficdcia da técnica proposta foram satisfatorias, pela alta taxa de
incorporagdo celular no parénquima hepdtico, mesmo considerando a alta mortalidade,
consequente a puncao direta da veia porta por via percutanea e trans-hepatica.

A inexisténcia de uma técnica de infusdo diretamente no sistema portal ou arterial em ratos
constituiu a motivacdo da execugdo do presente experimento. Em se tratando de um
procedimento de elevada acurécia, utilizou-se a ultrassonografia com Doppler colorido como um
recurso para visualizar a anatomia venosa portal e, por conseguinte, que esses objetivos
facilitassem a infus@o de células-tronco diretamente no sistema portal.

Um dos resultados importantes a ser considerado nesta pesquisa foi de que houve alta
mortalidade dos ratos puncionados. Esse alto indice de mortalidade pode estar relacionado a
alteracdo anatdomica causada pela distens@o da vesicula biliar, em funcdo da ligadura do colédoco
e consequente dilatacdo.

O calibre da veia porta dos ratos, avaliado com o auxilio da ultrassonografia com Doppler
colorido, e o fluxo portal auxiliam na localizacdo do vaso, por ser extremamente pequeno (1,6 a
1,9 mm) comparado com 4,0 a 6,0 mm de animais de maior porte e 8,0 a 10,0 mm em seres
humanos. Isso traduz uma grande dificuldade técnica para a infusio intraportal de células-tronco.
Provavelmente em decorréncia dessa limitacdo técnica, ndo se encontram na literatura cientifica
trabalhos utilizando essa abordagem percutanea da veia porta em ratos Wistar.

A despeito de ter ocorrido um elevado indice de mortalidade pelo motivo acima exposto,
ressaltamos que, em 16 ratos, a técnica de puncdo percutdnea foi satisfatéria quando
consideramos a incorporacdo das células mononucleares da medula ¢ssea do animal doador no
parénquima hepdtico do rato cirrético receptor. A sobrevida de aproximadamente 70% dos
animais, aliada a eficdcia do transplante celular, permite considerar essa técnica de extrema
utilidade para estudos posteriores.

Ainda relativamente aos resultados obtidos, destacamos que houve 77,8% de incorporacao
celular, indice satisfatério com a técnica de acesso a veia porta empregada, diferentemente dos

estudos de Sato e cols. (46) e Aurich e cols. (81), nos quais, apds uma inje¢do simples celular,
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apenas 1 a 3% do figado normal foi repovoado pelas células do doador. Além disso, essa
populacado celular tende a decair com o tempo (82).

A fenotipagem das células mononucleares injetadas demonstrou que 31,5% das células
transplantadas apresentavam marcadores de células-tronco hematopoiéticas (CD 90), enquanto
apenas 1,65% das células apresentavam marcadores de células epiteliais, plaquetas e linfdcitos
(CD 49b), indicando que a populacdo celular injetada estava adequada aos objetivos do estudo.

Outro resultado obtido que justifica o €xito da técnica foi a constatacdo de que, além da
evidéncia de que as células derivadas da medula dssea do doador nidaram, no figado de quase
80% dos animais submetidos a terapia celular a maior densidade celular localizou-se na area
periportal, que € o local de maior injudria tecidual.

A observacdo de uma grande populagdo de células com morfologia de hepatdcitos
provenientes do doador, portanto, reforca a ideia de que a injecdo local € a via ideal para a terapia
celular, mesmo sabendo-se da presenca de fatores quimiotdxicos que possam contribuir para o
sucesso do tratamento quando usado sistemicamente (83). O fato de ndo ter sido observada
incorporacgdo celular em dois animais estd de acordo com outros estudos, como o de Nakamura e
cols. (84) e o de Quintanilha e cols. (85), que evidenciaram maior eficicia na repopulagdo apds
injecdes celulares sucessivas. Assim, embora haja maior probabilidade de éxito com a técnica de
injecdo intraportal, provavelmente cerca de 1/5 dos animais necessitariam de infusdes adicionais

Observamos melhora da fibrose apds a infusdo celular. Yamamoto e cols. (86), usando
anticorpos anti-Liv8, marcador de células-tronco hematopoiéticas, mostraram que as células-
tronco Liv8 negativas (células-tronco mesenquimais) melhoram a funcio hepdtica e reduzem a
fibrose em maior propor¢do que as células Liv8 positivas, sugerindo que as células-tronco
mesenquimais tém maior participagdo no processo de repopulacido e melhora da funcio sintética.
Entretanto, outros trabalhos bem conduzidos, como o de Carvalho e cols. (87), ndo demonstraram
eficicia do transplante isolado de células-tronco mesenquimais em modelos de hepatopatia
cronica, sugerindo, que, além do efeito celular, outras varidveis, como fatores de crescimento em
geral, possam contribuir para o sucesso do transplante de células de medula ssea (88). E possivel
que a infusdo da fragdo mononuclear de células de medula Ossea seja estabelecida com
terapéutica eficaz para hepatopatias cronicas, pois nela encontramos também a presenca de
células produtoras de fatores de crescimento. Estudos adicionais sdo necessarios, € o

estabelecimento da técnica de puncio percutdnea da veia porta em ratos com cirrose experimental
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constitui-se em um instrumento de estudo que poderd substanciar o potencial terapéutico das

células-tronco na cirrose humana.
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8 CONCLUSOES

As observacdes do estudo da infusdo intraportal de CMMO em modelo de cirrose induzida

em ratos permitem concluir que:

1.

A técnica de injecdo de células-tronco diretamente na veia porta por via
transcutinea e guiada por ultrassonografia revelou-se exequivel;

A mortalidade relacionada ao procedimento foi de 29,2%; as dificuldades
técnicas foram decorrentes do reduzido didmetro da veia porta (1,3 a 1,6 mm) e
da dilatacdo da vesicula biliar em razdo da técnica de cirrose experimental
utilizada;

A fenotipagem das células mononucleares injetadas demonstrou que 31,5% das
células  transplantadas  apresentavam  marcadores de  células-tronco
hematopoiéticas;

A inje¢do intraportal de CMMO por via percutanea mostrou a incorporagdo das
células do animal doador em 77,8% dos animais receptores com cirrose
experimental;

A maior densidade das células injetadas ocorreu no espago periportal, com
reducdo da fibrose tecidual.

Houve reducdo significativa de fibrose tecidual apds o transplante intraportal de

CMMO.
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9 PERSPECTIVAS

Com o desenvolvimento da técnica de injec@o intraportal por via percutdnea de células-
tronco da medula Ossea em ratos com cirrose experimental, descortina-se uma série de
possibilidades de estudos. Assim, pretendemos evoluir na investigagdo da regeneracio do tecido
hepatico, tipos celulares, resposta bioquimica e funcional. Além disso, em se tratando de uma
técnica inédita, esperamos reproduzir os achados obtidos em animais de maior porte com a veia
porta de maior diametro, reduzindo os niveis de complicacdo no momento da puncio percutinea.

O avancgo no conhecimento bdsico do potencial terapéutico das células-tronco na cirrose
hepatica € necessdrio para que essa técnica seja validada no tratamento de cirrose em humanos,
dentro de padrdo ético e com bases cientificas adequadas. Esperamos, no futuro, aplicar essa
técnica de puncdo percutanea da veia porta no tratamento de pacientes com cirrose utilizando
células-tronco, visto que esse procedimento em seres humanos ja € realizado em larga escala nos

procedimentos de radiologia intervencionista para o tratamento de algumas patologias hepaticas.
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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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