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RESUMO

A insuficiéncia hepatica aguda resulta da perda subita das fun¢des vitais do figado em
conseqiiéncia da perda maciga do tecido hepatico. Em muitos casos, o transplante de figado
de urgéncia ¢ o tratamento definitivo, apesar da capacidade regenerativa do figado. Os
mecanismos da regeneragdo envolvem intricadas vias de regulacdo, com ativagdo de fatores
de crescimento e citocinas. A terapia celular com hepatocitos e células tronco da medula
Ossea tem sido proposta como alternativa terapéutica, mas seu emprego permanece no
campo experimental.

O presente estudo teve por objetivo investigar os efeitos da terapia com células
imobilizadas em microcdpsulas de alginato de so6dio na sobrevivéncia e na regeneragao
hepatica em ratos Wistar machos adultos submetidos a insuficiéncia hepatica aguda. Na
primeira fase foi realizada a padroniza¢do de modelo de insuficiéncia hepatica aguda por
hepatectomia de 85% ou 90% com janela terapéutica adequada ao estudo da terapia celular.
A segunda fase teve por objetivo avaliar os efeitos da terapia com células HepG2 e células
da medula 6ssea total (MOT) e fragdo mononuclear (FM), contidas em microcapsulas de
alginato de sodio colocadas no peritonio, sobre os niveis de glicose e lactato sanguineos e
sobre a sobrevida em 10 dias. Na fase 3, foram avaliados os efeitos da terapia celular com
MOT e FM sobre a proliferacao hepatocitaria e os niveis séricos de citocinas e de fatores de
crescimento nas primeiras 72 horas ap6s hepatectomia de 90%.

Na fase 1, mesmo utilizando ketamina e xilazina como anestésico e
independentemente da suplementacdo de glicose, hepatectomia de 85% resultou em
sobrevida de 50% em 72 horas, ndo adequada a um modelo de insuficiéncia hepatica aguda.
Hepatectomia de 90% sob anestesia com ketamina e xilazina determinou aumento da
mortalidade, com a maioria dos 6bitos ocorrendo nas primeiras 6 horas do pds-operatorio. A
troca do regime anestésico para isoflurano reduziu o tempo de recuperagdo anestésica e
aumentou a sobrevida imediata permitindo uma janela terapéutica adequada. A sobrevida foi
de 26,7% as 72 horas e de 6,7% aos 10 dias.

Na fase 2 foram administradas microcapsulas contendo células em ratos submetidos
a hepatectomia de 90%. O transplante de células da medula 6ssea aumentou a sobrevida em
10 dias de forma significativa em relagio ao grupo sem células (MOT 1x10° células: 63,6%,
P=0,002; FM 1x10°%: 57,1%, P=0,001 ¢ FM 3x10" 54,5%, P=0,003). A sobrevida (30,8%)
dos animais tratados com HepG2 nao foi diferente do grupo sem células.

Na terceira fase, as 72 horas apds a hepatectomia, o grupo sem células apresentou

peso dos lobos remanescentes e razao de massa hepatica significativamente superiores aos
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dos animais que receberam MOT (P=0,001 e¢ P=0,020) e FM (P=0,002 e P=0,008). Nao
houve diferenca estatistica significativa no nimero de hepatdcitos em mitose e nos niveis de
IL-6 entre os grupos em todos os momentos avaliados. Somente as 12 horas houve diferenca
significativa dos niveis de TGF-beta entre os grupos, sendo maiores no grupo sem células
(P=0,036). Os valores do PDGF-BB as 48 horas do grupo sem c¢lulas foram
significativamente inferiores aos dos ratos tratados com FM (P=0,017).

Esses resultados nos permitem concluir que hepatectomia de 90% de ratos Wistar
anestesiados com isoflurano possibilita janela terapéutica adequada ao estudo da terapia
celular. A terapia com células da medula 6ssea, imobilizadas em microcapsulas de alginato
de sddio resulta em aumento da sobrevida de ratos submetidos a hepatectomia de 90%. Essa
terapéutica reduziu o ganho de massa dos lobos remanescentes, mas ndo modificou a
regeneragdo hepatocitaria e os niveis de IL-6, de TGF-beta ¢ de PDGF-BB durante as

primeiras 72 horas apos o procedimento.
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ABSTRACT

Acute liver failure is caused by the sudden loss of liver vital functions due to massive
loss of hepatic tissue. In most cases, emergency liver transplant is the curative treatment,
despite liver’s regenerative capacity. Mechanisms of liver regeneration involve intricate
regulatory pathways, with the recruitment of growth factors and cytokines. Cell therapy,
either with hepatocytes or with bone marrow cells, has been proposed as a therapeutic
option but remains in the experimental area.

The present study aimed to investigate the effects of the therapy with cells
immobilized in alginate microcapsules on the survival and hepatic regeneration of adult
male Wistar rats with acute liver failure. On the first phase the acute liver failure model by
85% or 90% hepatectomy was standardized to achieve an adequate therapeutic window to
study the mechanisms and effects of cell therapy. The second phase aimed to evaluate the
effects of therapy using Hep G2 cells and bone marrow cells, either whole bone marrow
(WBM) or mononuclear fraction (MF), in alginate microcapsules implanted in the
peritoneum, on glucose and lactate levels, and 10-day survival. On phase 3, the effects of
cell therapy with WBM and MF on hepatocyte proliferation and serum levels of cytokines
and growth factors were evaluated in the first 72 hours after 90% hepatectomy.

On phase 1, using ketamine and xylazine as anesthetic, despite glucose
supplementation, 85% hepatectomy resulted in 50% survival at 72 hours, which is not
adequate for a model of acute liver failure. Ninety-percent hepatectomy under ketamine and
xylazine anesthesia resulted in increased mortality, although in the first 6 hours post-
operatory. The change in anesthetic regimen for isofluorane reduced recovery time and
increased early survival, allowing for an adequate therapeutic window. Survival was 26.7%
at 72 hours and 6.7% at 10 days.

On phase 2 microcapsules containing cells were implanted in rats after 90%
hepatectomy. Bone marrow cell transplantation significantly increased 10-day survival over
empty capsules group (WBM 1x10° cells: 63.6%, P=0.002; MF 1x10% 57.1%, P=0.001 and
MF 3x10” 54.5%, P=0.003). Survival of animals treated with HepG2 (30.8%) was not
different from empty capsules group.

On the third phase, 72 hours after hepatectomy, empty capsules group showed
significantly increase in the weight of remnant liver lobe and hepatic mass ratio compared to
WBM (P=0.001 and P=0.020) and MF (P=0.002 and P=0.008). There was not statistic
difference in the number of mitotic hepatocytes and in the serum levels of IL-6 between

groups in any of the time points analyzed. Serum levels of TGF-beta were higher in the
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empty capsules group at 12 hours only (P=0.036). Serum levels of PDGF-BB in this group
were significantly lower (P=0.017) than those from the MF group at 48 hours post-
hepatectomy.

These findings suggest that 90% partial hepatectomy in Wistar rats anesthetized with
isoflurane provides an adequate therapeutic window to study the effects and mechanisms of
cell therapy. Cell therapy with bone marrow cells microencapsulated in alginate beads leads
to increased survival in rats with 90% partial hepatectomy. This therapy reduced the weight
of remnant lobes but did not changed hepatocyte regeneration and serum levels of IL-6,

TGF-beta and PDGF-BB in the first 72 hours after surgery.
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1. INTRODUCAO

O figado, orgao essencial a vida e responsavel pela homeostase metabolica, possui
capacidade de regeneracao a partir da replicacao de suas células. Esse processo desencadeado
pela lesdo hepdtica envolve a participacdo de todos os tipos celulares do figado com o
rompimento do estado celular quiescente. Os mecanismos da regeneragdo envolvem
multiplas e intricadas vias de regulacdo, com ativacao de cascatas de sinalizagdo de fatores de
crescimento e citocinas que regulam a expressao génica.

A insuficiéncia hepatica aguda ocorre quando a extensdo da necrose celular supera a
capacidade regenerativa do figado. A perda subita das intimeras fungdes do figado
compromete todo o organismo e pode determinar o Obito. A intensidade da lesdo hepatica
determina o grau de repercussao local e sistémica.

Em resposta a lesdo hepatocelular de qualquer origem ocorre ativagdo simultanea de
mediadores pro- e anti-inflamatorios que atuardo na sinalizagdo da regeneragdo hepatica e na
resposta imune sistémica. Possivelmente, a dissonancia imunoldgica, com perda do equilibrio
entre as atividades pré- e anti-inflamatoria, seja um fator determinante da evolucao do
paciente em insuficiéncia hepatica aguda.

O transplante de figado de urgéncia pode modificar a historia natural da doenca e
permitir a sobrevivéncia do paciente em insuficiéncia hepatica aguda. Contudo, a falta de
orgdo em tempo habil pode limitar o acesso ao transplante. Os medicamentos
imunossupressores utilizados continuadamente ap6s o transplante ndo sdo isentos e possuem
efeitos colaterais imediatos e em longo prazo. Os custos do transplante, da medicacao
imunossupressora, do acompanhamento clinico e laboratorial, e do tratamento das
complicagdes sao elevados.

Tratamentos alternativos ao transplante de figado tém sido buscados e a terapia celular
se apresenta uma proposta promissora. O transplante de hepatocitos foi realizado
experimentalmente em animais e seres humanos em insuficiéncia hepatica aguda, mas a sua
aplicabilidade ¢ limitada pela dificuldade na obten¢ao de um niimero suficiente de células. As
células-tronco da medula dssea, devido a sua capacidade de diferenciacdo em hepatdcitos e
colangiocitos, tém sido estudadas como opgdo terapéutica nas doencas hepaticas cronicas e
agudas. Os mecanismos dos efeitos benéficos dessas células sobre a regeneragdo hepatica ndo
estdo completamente esclarecidos. A modulacao da resposta imunolégica e o efeito anti-
inflamatorio local e sistémico poderiam, através da estimulacdo da regeneracdo hepatocitaria,

promover a recuperacdo do figado lesado. Estudos que elucidem os processos
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patofisiologicos da regeneracao hepatica e da repercussao sist€émica da insuficiéncia hepatica
aguda podem ampliar o conhecimento e aprimorar a assisténcia ao paciente, com consequente

reducdo da mortalidade.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O figado ¢ um o6rgdo essencial a manuten¢do da vida e da homeostase metabolica
corporal. Responsavel pelo metabolismo, sintese, armazenamento e redistribuicdo de
nutrientes, carboidratos, gorduras e vitaminas, o figado produz grandes quantidades de
proteinas séricas, incluindo as proteinas de fase aguda, albumina, enzimas e cofatores. E o
principal o6rgdo de desintoxicagdo removendo residuos e xenobidticos por conversao
metabolica e através da excregdo biliar (Taub, 2004).

A presenca de substancias toxicas ou a ocorréncia de infeccdo no tecido hepatico
podem provocar lesdo celular e a perda das fungdes do figado. A imediata resposta
regenerativa as injurias hepaticas ¢ um eficiente mecanismo de manutencdo funcional do
figado, da viabilidade do organismo e de preservacdo da vida (Michalopoulos, 2007). O
figado tem a capacidade unica de regular o seu crescimento e a sua massa ap6s injuria aguda.
Este processo de crescimento ¢ denominado de regeneracdo hepatica, embora o crescimento
do figado ocorra por hiperplasia celular compensatdria ao invés de regeneracdo verdadeira
(Fausto & Campbell, 2003; Bataller & Brenner, 2005).

O figado ¢ constituido por diferentes tipos celulares. Os hepatdcitos correspondem a
80% dessas células. Os outros 20% da massa hepatica sdo constituidos por células nao-
parenquimatosas, que incluem as células endoteliais, as células de Kupffer, os linfocitos e as
células estreladas. As células endoteliais compdem a rede de sinusoides do figado e
fornecem uma grande superficie de absor¢ao dos nutrientes que circulam pela veia porta. As
células de Kupffer, também situadas nos sinusoides, sdo essenciais para a fagocitose de
organismos infecciosos e na produg¢do de citocinas. Os linfocitos compdem o sistema imune
inato e auxiliam no controle de infecgdes. As células estreladas possuem varias funcdes entre
elas a de produzir a matriz extracelular e de armazenar vitamina A (Taub, 2004).

O hepatocito ¢ a unidade celular funcional do figado e realiza multiplas fungdes
sintéticas e metabodlicas. Os hepatocitos sdo células epiteliais polipdides, altamente
diferenciadas, que formam estruturas tipo corddo. O ldbulo hepatico € constituido de uma
veia central rodeada por 6 triades portais formadas pelos ductos biliares, pela artéria hepatica

e pela veia porta (Alison ef al., 2009; Duncan et al., 2009; Kisseleva et al., 2010).

2.1. REGENERACAO HEPATICA
A regeneragao hepatica, por séculos considerada um mito, tornou-se uma realidade

cientifica no século XX. O mito da regeneragdo hepdtica tem origem grega e foi registrado
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por Esquilo na tragédia Prometeu Acorrentado. Preso as correntes forjadas por Hefesto ao
monte Caucaso Prometeu cumpriria castigo imposto por Zeus por entregar o segredo do fogo
aos homens. Durante o dia seu figado era devorado por uma 4guia, mas a noite o figado
voltava a crescer. A fonte da idéia original da capacidade regenerativa do figado de
Prometeu nao ¢ conhecida, podendo ter sido fruto de observacao direta ou, simplesmente de
um “voo da imaginagao poética” (Fausto, 2001).

Um dos marcos da transformacao do mito de Prometeu em pesquisa experimental foi
a descri¢do por Higgins e Anderson em 1931 de um método reprodutivel de realizagdo de
hepatectomia parcial em ratos. Desde entdo, a capacidade regenerativa do figado tem sido
intensamente investigada. Mais recentemente, a regeneragdo do figado humano pdde ser
demonstrada com a introdugdo e o desenvolvimento das técnicas de transplante de figado
reduzido e de lobos hepaticos de doadores vivos. As semelhancas entre os processos de
regeneragdo em animais de experimentagdo e em seres humanos sugerem que oS
mecanismos que regulam a regeneragao sao similares entre as espécies € que 0s
conhecimentos adquiridos com os estudos experimentais podem ser aplicados aos seres
humanos (Fausto, 2001).

De acordo com Fausto e Campbell (2003), apesar de seu uso comum, a expressao
regeneragao hepatica esta incorreta (Fausto & Campbell, 2003). Em termos bioldgicos,
regeneragdo significa a reconstituicdo de uma estrutura que tenha sido retirada, como o
completo crescimento do membro de uma salamandra, incluindo pele, musculos e digitos.
Na regeneracdo hepatica o organismo lesado busca recompor a massa hepatocitaria e a
estrutura funcional lobular necessaria a manutencao da homeostase corporal (Fausto et al.,
2006).

A capacidade de regeneracgdo a partir de células diferenciadas (hepatocitos) € tnica
do figado e sua capacidade de replicagdao ¢ surpreendente, pois apds lesdo hepatica macicga
poucos hepatdcitos sdo necessarios para o restabelecimento da massa hepatica. Em resposta
a lesdo, os hepatdcitos proliferam e podem se dividir at¢ 100 vezes (Michalopoulos &
DeFrances, 1997; Overturf et al., 1997; Taub, 2004).

ApOs hepatectomia parcial ha uma resposta hiperplasica com a replicacdo de
praticamente todas as células maduras nos lobos remanescentes (Taub, 2004). A massa
hepatica destes lobos se expande para compensar a perda do tecido. O processo regenerativo
¢ compensatdrio porque o tamanho do figado resultante ¢ determinado pelas exigéncias
metabolicas do organismo. Em roedores e em seres humanos hd uma proporg¢ao entre o peso

corporal e a massa do figado. A propor¢ao ideal corresponde ao ponto de equilibrio entre o
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excesso ¢ o déficit de tecido funcional hepatico adequado para o atendimento das
necessidades do organismo. Entretanto, os fatores regulatorios que determinam o tamanho
ideal do figado de cada individuo ndo sdo bem compreendidos (Michalopoulos &
DeFrances, 1997; Taub, 2004; Fausto & Riehle, 2005; Michalopoulos, 2007).

A quantidade de tecido hepatico remanescente compativel com a vida parece ser
menor em roedores que em seres humanos. Roedores podem sobreviver mesmo apds
hepatectomia de 90 a 95% (Madrahimov et al., 2006; Martins et al., 2008). Em seres
humanos, a perda de até¢ 70 a 80% do figado pode ser tolerada, mas resseccdes maiores
podem determinar quadros de disfuncdao e de insuficiéncia hepatica (Leelaudomlipi et al.,
2002; Ninomiya ef al., 2003).

Em roedores, em cerca de 5 a 10 dias apds hepatectomia parcial a massa hepéatica ¢
restabelecida, contudo sem a reconstituicdo anatomica original (Michalopoulos &
DeFrances, 1997; Taub, 2004). Em seres humanos, a finalizacdo do processo regenerativo ¢
mais lenta e possivelmente leva de 1 a 2 meses (Fausto & Campbell, 2003; Michalopoulos,
2007). Ap6s o transplante de lobo hepatico de doador vivo ha rapido aumento da massa
hepatica nos primeiros sete dias, ocorrendo completa restauracdo em 3 meses (Fausto &

Riehle, 2005).

2.1.1. Mecanismos envolvidos na regeneracio hepatica

Durante os ultimos anos houve grandes avangos na compreensdo dos mecanismos de
regeneragdo hepatica, sendo em grande parte o resultado do emprego de camundongos
transgénicos e knock-out. A maioria dos dados sobre os mecanismos de controle da
regeneracao hepatica foram obtidos a partir da utilizacdo do modelo de hepatectomia parcial
(Taub, 2004; Aller et al., 2009). Nesse procedimento, cerca de 2/3 do figado sdo retirados,
sem lesao aos lobos remanescentes € com minima mortalidade pos-operatoria (Emond et al.,
1989).

A regeneracdo hepatica apds hepatectomia parcial ¢ um fendmeno muito complexo e
bem orquestrado, envolvendo a participagdo de todos os tipos de células maduras do figado.
Ocorre modificagdo no padrao quiescente normal de interagdo celular e a ativacdo de
cascatas de sinalizacdo determinando efeitos paracrinos de citocinas e fatores de
crescimento. Com o objetivo de restabelecer a busca da homeostase metabolica, o processo
da regeneracdo se inicia imediatamente apos a hepatectomia no tecido hepatico

remanescente. Uma sequéncia ordenada de eventos pode ser observada a partir dos primeiros
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5 minutos e que durara de 5 a 7 dias até a recuperacdo da massa hepatica (Michalopoulos,
2007).

A divisdo celular ¢é raramente vista em hepatocitos de figado sadio adulto e que estao
usualmente na fase GO do ciclo de celular (Michalopoulos & DeFrances, 1997; Taub, 2004).
No entanto, apOs hepatectomia parcial, os hepatocitos sdo as primeiras células a entrar em
ciclo de divisao celular. O pico de replicacdo hepatocitaria ocorre em 24 horas apds a
hepatectomia parcial em ratos, e em 36 a 42 horas em camundongos. Até 95% dos
hepatdcitos remanescentes se dividem apos hepatectomia parcial e sdo necessarias uma a
duas divisdes celulares (de 1,4 a 1,6 ciclos) para a restauracdo completa da massa hepatica
(Taub, 2004; Michalopoulos, 2007; Alison et al., 2009). Ao final do processo de sintese de
DNA, pode ocorrer uma onda de apoptose dos hepatdcitos, sugerindo a existéncia de um
mecanismo para a correcdo de uma resposta regenerativa excessiva (Sakamoto et al., 1999;
Michalopoulos, 2007).

No processo regenerativo hepatico também ocorre a ativacdo das células nao
parenquimatosas. Possivelmente elas tenham um papel essencial nesse processo, produzindo
citocinas e fatores de crescimento que regulam a regeneragdo. Para a restaura¢do da estrutura
lobular, as células ndo parenquimatosas também proliferam, contudo a inducao da sintese de
DNA ocorre mais tardiamente, em torno de 48 horas para as células do epitélio biliar e de
Kupffer. A proliferagdo das células endoteliais, comec¢a em 2 a 3 dias e termina em torno dos
4 a 5 dias apos a hepatectomia (Taub, 2004; Fausto & Riehle, 2005; Michalopoulos, 2007,
Alison et al., 2009).

O estudo dos mecanismos da regeneragdao hepatica evoluiu da busca de uma unica
molécula capaz de desencadear o processo completo, para a andlise de vias individuais, e
finalmente, para a investigacdo de multiplas vias e de suas inter-relagdes (Fausto & Riehle,
2005). O emprego de animais knock-out para determinados genes tem sido uteis no
esclarecimento do papel especifico dos multiplos genes e proteinas envolvidos no processo
de regeneragdo hepatica (Taub, 2004; Fausto & Riehle, 2005).

Ha um grande numero de genes envolvido na regeneragdo do figado, mas ao menos 3
vias essenciais ao processo ja foram individualizadas: citocinas, fatores de crescimento e
metabodlica (Quadro 1). A via das citocinas ¢ a grande responsavel pela entrada dos
hepatdcitos quiescentes em ciclo celular (de GO a Gl), em um processo denominado
priming. A via dos fatores de crescimento ¢ responsavel pela progressao do ciclo celular, de
G1 para a fase S. A terceira via envolveria a pouco estudada liga¢ao dos sinais metabolicos a

sintese ribossdmica e a replicagdo do DNA (Taub, 2004; Fausto & Riehle, 2005). Essas vias
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ndo atuam de forma isolada, havendo interacdo, e imbricagdo entre elas. O padrao
coordenado de expressdao génica que ocorre durante a regeneracao hepatica sugere que deve
haver interagdo dos sinais que regulam a expressdo génica, como as citocinas, os fatores de
crescimento e os sinais metabdlicos (Fausto & Riehle, 2005). A importancia do figado na
sobrevivéncia do organismo possivelmente seja determinante da existéncia de redundancia
das etapas entre as vias, pois dessa forma hé redugdo da possibilidade de falha no processo
regenerativo. A deficiéncia de um unico gene pode provocar atraso ou reducdo da
regeneragdo, mas raramente determina um completo bloqueio do processo (Taub, 2004;

Fausto & Riehle, 2005; Alison et al., 2009).

Quadro 1 - Vias de sinalizacio relacionadas a regeneracio hepatica.

Citocinas:
- Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-alfa)
- Interleucina-6 (IL-6)

Fatores de crescimento:
- Hepatocyte Growth Factor (HGF)
- Epidermal Growth Factor (EGF)
- Transforming Growth Factor-alpha (TGF-alfa)
- Insulina

- Glucagon

Metabolica:
- Ciclina D1

- Nutrientes

Via das citocinas

O sistema imune inato desempenha um papel importante na iniciagdo da regeneragdo
hepatica apos hepatectomia parcial (Fausto et al., 2006). Os mecanismos iniciais da
regeneragao hepatica envolvem ativagdo de células de Kupffer e das células estreladas, que
produzem citocinas pro-inflamatérias. As principais citocinas envolvidas sao o TNF-alfa

(Tumor Necrosis Factor-alpha) e a interleucina-6 (IL-6) Essa sinalizacdo possibilita ao
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hepatdcito em estado de quiescéncia (GO) passar, através de G1, para a fase S do ciclo
celular, sintetizar DNA e proliferar (Taub, 2004; Fausto & Riehle, 2005; Sudo ef al., 2008).
A liberagdo de IL-6 constitui um passo crucial no processo regenerativo € sua acao ocorre
pela ativagdo de genes da resposta de fase aguda, pela reducdo da apoptose dos hepatdcitos e

pela indugdo da regeneragao hepatica (Wuestefeld et al., 2003; Taub, 2004).

Via dos fatores de crescimento

No processo regenerativo hepatico, além da via dependente de citocinas, diversos
fatores de crescimento estao envolvidos na promogao da replicacao celular e incluem o HGF
(Hepatocyte Growth Factor), o EGF (Epidermal Growth Factor), o TGF-alfa (Transforming
Growth Factor-alpha), a insulina e o glucagon (Taub, 2004). Esses fatores fornecem os
estimulos necessarios para a sobrevivéncia, crescimento e proliferagdo dos hepatocitos apds
diferentes tipos de lesdes. Provavelmente HGF, TGF-alfa e HB-EGF (Heparin-Binding
EGF-Like Growth Factor) tém efeitos especificos na replicacdo dos hepatdcitos e na
sobrevivéncia, e sdo necessarios para uma regeneracdo ideal (Fausto & Riehle, 2005). A
progressdo do ciclo celular hepatocitario de G1 para S requer atividade do TGF-alfa e do
HGF (Fausto & Campbell, 2003).

O HGF produzido pelas células estromais estimula a proliferacdo das células
epiteliais, a mobilidade, a morfogénese e a angiogénese em diversos oOrgdos através de
fosforilacdo da tirosina em seu receptor, c-Met. Esta estocado na forma inativa na matriz
extracelular de varios tecidos e pode ser liberado pela acdo de proteases. O HGF esta
envolvido em multiplos processos de diversos tipos de células (Fausto & Riehle, 2005) e ¢
necessario no reparo de lesdes do figado, rins, pulmdes, entre outros, e possui efeito protetor
sobre os Orgdos através de sinalizacdo antiapoptotica e anti-inflamatoria. Pacientes em
insuficiéncia hepatica aguda ou transplantados que receberam figado pequeno para o seu
tamanho apresentam altas concentragoes séricas de HGF (Ninomiya ef al., 2003; Ninomiya
etal.,2010).

No figado, o HGF ¢ produzido pelas células ndo parenquimatosas, particularmente
pelas células estreladas, e atua sobre os hepatocitos por mecanismo paracrino ou enddcrino
regulando varios processos metabolicos (Pediaditakis et al., 2001; Taub, 2004). No figado
lesionado, o HGF atua diretamente na proliferacdo celular e parece ocorrer tanto liberagdo de
HGF pré-formado, como a aceleracdo da transcrigdo gé€nica (Taub, 2004; Fausto & Riehle,
2005). Apds a lesdao hepatica, o precursor do HGF (pr6-HGF) ¢ ativado rapidamente por

proteases como a UPA (urokinase-type plasminogen activator) e o plasminogénio
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(Pediaditakis et al., 2001; Shimizu et al., 2001; Currier et al., 2003; Shanmukhappa et al.,
2009).

O TGF-alfa ¢ um ligante membro da familia dos fatores de crescimento epidérmico.
E o tinico fator de crescimento produzido pelos hepatécitos e atua como um agente autocrino
ligando-se a receptores existentes nos proprios hepatocitos (Mead & Fausto, 1989; Fausto &
Riehle, 2005). A forma precursora do TGF-alfa estd ancorada a membrana celular e ¢
liberada pelo efeito das metaloproteinases (Argast et al., 2004; Fausto & Riehle, 2005).
Embora tenha efeitos sobre a motilidade celular e a vasculariza¢do tecidual, o principal
efeito do TGF-alfa no figado ¢ a promocgao da proliferagdo hepatocitaria. A expressao de
RNA mensageiro (mRNA) de TGF-alfa ¢ muito baixa no figado normal, mas, apds a
hepatectomia parcial, aumenta antes do inicio da replicagdo do DNA. Contudo, estudos com
camundongos knock-out para TGF-alfa ndo mostraram defeito na regeneragdo do figado
apos hepatectomia parcial, possivelmente por que ha sobreposicao de atuacao dos varios
ligantes da familia dos EGF (Fausto & Riehle, 2005).

Outro fator da familia EGF envolvido na regeneracdo hepatica ¢ o HB-EGF. A
expressao de HB-EGF estd muito aumentada no figado em regeneracdo apos hepatectomia
parcial. Sua expressdo precede o aumento de HGF e TGF-alfa e possivelmente regula a
transi¢do da fase de sensibilizacdo para a replicagdo do DNA no hepatdcito (Su et al., 2002;
Fausto & Riehle, 2005; Mitchell et al., 2005). Pacientes submetidos a grandes resseccdes
hepaticas apresentam niveis plasmaticos aumentados por 5 a 7 dias ap6s a cirurgia (Yamada
et al., 1997). A deficiéncia na expressao do HB-EGF determina atraso na replicacdo do DNA
apos hepatectomia parcial (Fausto & Riehle, 2005).

Via metabdlica

Uma terceira via de regulacao da regeneragdo hepatica tem sido observada. Na via
metabdlica a demanda metabdlica e a oferta de nutrientes estimulariam a proliferacao
hepatocitaria na busca da homeostase sistémica de nutrientes. A regeneragdo hepatica seria
uma resposta as exigéncias corporais ¢ de todo organismo. Contudo, hd poucos estudos
abordando essa forma de estimulacdo da proliferacdo hepatocitaria (Nelsen et al., 2003;

Fausto et al., 2006).

Mecanismos de indug¢do génica da regeneragdo hepatica
O mecanismo pelo qual a hepatectomia parcial leva a indugdo génica de citocinas e a

ativacao de fatores de transcricao ainda nao ¢ totalmente conhecido (Campbell ef al., 2006).



2. Revisdo bibliogrdfica 12

Alguns estudos sugerem que os lipopolissacarideos (LPS) de origem entérica podem ser o
agente estimulante da producdo inicial de citocinas pro-inflamatérias no processo
regenerativo hepatico. LPS e outros produtos bacterianos e virais se ligam a receptores
especificos (TLR), os quais regulam a imunidade inata e adaptativa (Fausto & Riehle, 2005;
Campbell et al., 2006). O aumento absoluto ou relativo de LPS ou de endotoxinas de origem
bacteriana intestinal no tecido hepatico foi sugerido como um fator mediador do aumento de
TNF-alfa. Ratos tratados com antibioticos e com flora intestinal livre de bactérias tém atraso
no pico da replicagdo do DNA ap6s hepatectomia. A administragdo de LPS sensibiliza os
hepatdcitos aos fatores de crescimento em ratos ndao operados (Webber et al.,, 1998).
Entretanto, em camundongos knock-out para TLR ou deficientes em Cd14, uma molécula
que participa na ligagdo do LPS ao seu receptor, ndo houve atraso na replicacdo hepatocitaria
apos hepatectomia parcial (Campbell et al., 2006). Contudo, camundongos knock-out para
Myd88, uma molécula intracelular chave nas vias de sinalizagcdo do LPS e de outras
citocinas, apresentaram redu¢do na expressao do TNF-alfa tecidual e nos niveis de séricos de
IL-6. Esses resultados sugerem que ligantes que compartilham a via de sinalizagdo com LPS,
ao invés do proprio LPS, poderiam desencadear a liberagdo de citocinas na fase inicial da
regeneragao hepatica (Fausto & Riehle, 2005; Campbell et al., 2006).

Os complementos C3 e C5, potentes mediadores inflamatorios, foram indicados
como agentes estimulantes da citocinas pro-inflamatorias na regeneragdo. Camundongos
deficientes em C3 e C5 apresentam reducdo na ativagdo de citocinas e na replicacdo de DNA
ap6s hepatectomia parcial. Em particular, nos animais deficientes em ambos o0s
complementos ha redu¢do na producao de TNF-alfa e IL-6 e pobre ativacdo de NF-kappa B
(Nuclear Factor-kappa B) e STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3). A
administracdo do complemento deficiente restabeleceu a resposta regenerativa (Strey et al.,
2003). Esses dados sugerem que os complementos podem ser sinalizadores do inicio da
regeneragdo através da inducao da produgao de citocinas. Entretanto, ndo sao conhecidos
quais sdo os agentes responsaveis pelo aumento nos componentes dos complementos apos a

hepatectomia parcial (Daveau et al., 2004; Fausto & Riehle, 2005; Michalopoulos, 2007).

2.1.2. Mecanismos de finalizacdo da regeneracio hepatica

Ha pouco conhecimento sobre os mecanismos envolvidos na finalizagdo do processo
de regeneracdo hepatica. Possivelmente a restauragcdo da funcdo e da massa hepatica seja um
dos controladores do processo. Entretanto, os mecanismos exatos que regulam e que

reconhecem o restabelecimento do estado de equilibrio funcional hepatico ndo sao
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conhecidos (Fausto & Riehle, 2005). A manuten¢do da homeostase energética, com
equilibrio entre a capacidade geradora de energia do figado e a demanda corporal de glicose,
poderia ser um dos fatores determinantes do encerramento da regenera¢do hepatica
(Michalopoulos, 2010).

A reducao dos fatores estimulantes que induziram inicialmente a regeneragao
hepatica ocorre via expressdao génica de moléculas como o SOCS3 (Suppressor of Cytokine
Signaling 3) e o TGF-beta (Transforming Growth Factor-beta). O SOCS3, induzido pela IL-
6, provavelmente interage com a JAK (Janus kinase), inibindo a expressdo de STAT3 e
potencialmente encerrando a sinalizagdo da IL-6 (Taub, 2004; Fausto & Riehle, 2005).
Entretanto, SOCS3 nao ¢ essencial para o término da resposta regenerativa. Camundongos
knock-out SOCS3 ndo apresentam diferenca na massa hepatica no final do processo
regenerativo (Riehle et al., 2008; Alison et al., 2009).

O TGF-beta 1 ¢ produzido pelas células mesenquimais na maioria dos tecidos e tem
acdo inibidora da mitose para a maioria das células epiteliais (Michalopoulos & DeFrances,
1997). No figado o TGF-beta ¢ produzido principalmente pelas células estreladas hepaticas
(Ikeda et al., 1998). A sintese de TGF-beta comega 2 a 3 horas apds hepatectomia parcial,
possivelmente induzida pelo HGF e EGF e permanece elevada por até 72 horas. Os niveis
séricos também aumentam logo apds a hepatectomia parcial, permanecendo elevados por
véarias horas. Durante a regeneracdo os hepatdcitos se tornam resistentes aos efeitos
inibitorios do TGF-beta devido a reducdo da expressdao de seus receptores (Jakowlew et al.,
1991; Michalopoulos & DeFrances, 1997; Michalopoulos et al., 2001). Ao final do processo
de regeneragdo, sua acao ¢ restabelecida, auxiliando no retorno dos hepatécitos ao seu estado

quiescente (Michalopoulos & DeFrances, 1997; Campbell et al., 2001; Taub, 2004).

2.2. INSUFICIENCIA HEPATICA AGUDA

O figado tem um papel sistémico e vital para a homeostase metabdlica e para a
manuten¢do da vida. Diferentes graus de lesdo hepatica repercutem de formas diversas sobre
0s outros 0rgaos e sobre o organismo como um todo (Taub, 2004; Michalopoulos, 2010). A
insuficiéncia hepatica aguda ¢ a expressao da perda da fun¢do hepatica resultante da necrose
aguda do figado, que se origina de diversas causas com evolugdo e desfechos variados (Sass
& Shakil, 2005; Lee et al., 2008). Nos Estados Unidos, a incidéncia de insuficiéncia hepatica
aguda ¢ estimada em 2.300 a 2.800 casos por ano, e representa 0,1% de todas as mortes, e

6% das mortes relacionadas ao figado (Polson & Lee, 2005). Na Alemanha ocorrem de 200 a
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500 casos a cada ano (Canbay et al., 2011). Na infancia a insuficiéncia hepatica aguda ¢ uma
condigdo rara e que tem, geralmente, o Obito como resultante do seu curso natural (Kelly,
2002). Diversas sdo as causas da insuficiéncia hepatica aguda e as duas principais sdo as
hepatites virais agudas e a hepatotoxicidade decorrente de medicacdes (Polson & Lee, 2005;
Sass & Shakil, 2005; Lee, 2008). Em nosso meio, a hepatite viral A € a principal causa de
insuficiéncia hepdatica aguda em criangas. Entre 1996 e 2006, de 33 criangas com hepatite
fulminante avaliadas pelo Programa de Transplante Hepatico Infantil do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, 13 (39,4%) tinham hepatite A (Ferreira et al., 2008).

A insuficiéncia hepatica aguda ocorre quando a extensdo da morte das células
hepaticas supera a capacidade regenerativa do figado e expressa a perturbacao das fungdes
hepaticas, com redug¢do na capacidade de eliminacdo de drogas, toxinas e bilirrubina,
diminui¢do na sintese de fatores de coagulacdo, alteragdo na homeostase da glicose e
aumento na produgdo de lactato (Rutherford & Chung, 2008). Como resultado os pacientes
tendem a desenvolver ictericia, coagulopatia e hemorragia gastrointestinal, hipoglicemia e
acidose, encefalopatia e edema cerebral, infec¢des bacterianas e fungicas, sindrome da
resposta inflamatdria sistémica e faléncia de multiplos 6rgdos, e frequentemente evoluem
para o obito (Kieling, 2012).

A insuficiéncia hepatica aguda resulta da perda subita da fun¢dao do figado em uma
pessoa sem doenca hepatica pré-existente. Também ¢ chamada de insuficiéncia ou faléncia
hepatica fulminante, de hepatite fulminante ou de necrose hepatica aguda. A definicdo
classica inclui o desenvolvimento de alteracdo da coagulacao (INR >1,5) e de algum grau de
alteracdo mental (encefalopatia) nas primeiras 8 semanas do inicio dos sintomas, em um
individuo previamente saudavel sem historia de doenca hepatica, € com duragdo menor de
26 semanas. Tem sido proposto o emprego preferencial do termo insuficiéncia hepatica
aguda (acute liver failure) para designar a sindrome de forma geral e que abrangeria as
outras nomenclaturas (Polson & Lee, 2005; Lee et al., 2008).

O aprimoramento da assisténcia intensiva nos Ultimos anos e o desenvolvimento do
transplante de figado possibilitaram a modificagdo da histéria natural e o aumento na
sobrevida (Canbay et al., 2011). Devida a sua raridade, existem poucos estudos controlados
sobre tratamento e ndo héd padronizagdo dos cuidados intensivos dos pacientes em
insuficiéncia hepdatica aguda. Por isso, persistem em aberto inimeras questdes sobre o seu
desenvolvimento e o seu manejo (Kelly, 2002; Polson & Lee, 2005; Lee ef al., 2008).

O transplante de figado de urgéncia ¢ o unico tratamento definitivo para a maioria

dos pacientes em insuficiéncia hepatica aguda e sua introdugdo como opcgao terapéutica
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modificou a sobrevida (Farmer et al., 2009; Miloh et al., 2010). Nos Estados Unidos da
América, a insuficiéncia hepatica aguda foi o motivo do transplante em cerca de 12% dos
pacientes pediatricos (Baliga et al., 2004; Rhee et al., 2006). No Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA), a insuficiéncia hepatica aguda motivou o transplante de figado em 12
dos nossos 100 primeiros transplantes realizados de 1995 a 2006 (Oliveira et al., 2006).
Contudo, a sobrevida apos o transplante por insuficiéncia hepatica aguda permanece inferior
a dos pacientes com doenga hepatica cronica, devido a alta mortalidade operatéria imediata,
relacionada principalmente a faléncia de multiplos 6rgdos, sépsis e utilizacdo de enxertos
sub-0timos. A sobrevida em 1 ano descrita na maioria das séries ¢ de cerca de 75%
(Mahadeb et al., 2009; Strauss et al., 2009), embora relato recente apresente resultado de
mais de 90% de sobrevida no primeiro ano apés o transplante (Miloh et al., 2010).

Para a sobrevida dos pacientes em insuficiéncia hepatica aguda, o momento do
transplante ¢ um fator critico. Entretanto, a falta de orgdos disponiveis em tempo habil
dificulta o emprego do transplante como opgdo terapéutica, € a mortalidade em lista atinge
40% (Polson & Lee, 2005). Cerca de 15% das criancas em insuficiéncia hepatica aguda
morrem em lista de espera por um transplante nos Estados Unidos e na Europa (Miloh et al.,
2010). A redugao da mortalidade em lista pode ser alcangada com a realizagdo precoce do
transplante e com a utilizagdo de enxerto partido e de doador vivo. A indicagdo precoce do
transplante aumenta a sua probabilidade de sucesso. Contudo, a sua realizagdo muito cedo
encerra a possibilidade de recuperacdo espontanea através da regeneracdo hepatocitaria

(Farmer et al., 2009; Miloh et al., 2010).

2.3. RESPOSTA INFLAMATORIA SISTEMICA NA INSUFICIENCIA HEPATICA
AGUDA

O papel crucial da disfun¢do imunologica na evolucdo do paciente em insuficiéncia
hepatica aguda, expressa pela sindrome da resposta inflamatoria sistémica desencadeada pela
lesdo hepatica extensa, tem sido recentemente reconhecido (Sato et al., 2004; Lee et al.,
2005; Ikegami et al., 2008; Takikawa & Suzuki, 2008).

Em resposta a lesdo hepatocelular de qualquer origem, uma reagdo inflamatoria ¢é
desencadeada com ativacdo simultanea de mediadores pro- e anti-inflamatorios que atuardo
na sinalizagdo da regeneracao hepatica (Antoniades et al., 2008). Os mecanismos iniciais da
regeneragao hepatica envolvem ativacao de células de Kupffer e a sua liberacao de citocinas

pro-inflamatoérias, como TNF-alfa e IL-6 (Karp, 2009; Liu, 2009).
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Os niveis séricos de citocinas pro-inflamatorias estdo relacionados a gravidade da
lesdo hepatica. Pacientes com insuficiéncia hepatica aguda apresentam concentragdes
maiores dessas citocinas que aqueles com hepatite aguda ou voluntarios sadios (Mao et al.,
2011). A magnitude do aumento das citocinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF-alfa, IL-1, e IL-
8) esta relacionada ao desenvolvimento de resposta inflamatoria sistémica (SIRS - Systemic
Inflammatory Response Syndrome), choque circulatério, necessidade de medicagao
vasopressora, edema cerebral e morte sem distingdo da causa da insuficiéncia hepatica aguda
(Wigmore et al., 1998; Nagaki et al., 2000; Streetz et al., 2000; Berry et al., 2010; Chastre et
al., 2010).

A resposta anti-inflamatoria inicial a lesdo hepatica envolve a liberagdo de IL-10
pelas células de Kupffer com inibi¢ao da sintese de citocinas pro-inflamatéria (TNF-alfa, IL-
6, IL-1 e IL-18), controlando a intensidade da cascata inflamatoria (Kono et al., 2006; Tilg et
al., 2006). A IL-10 recombinante administrada em modelos animais de lesdo hepatica
exerceu um papel hepatoprotetor através da redugdo da liberacao de TNF-alfa (Louis ef al.,
1997; Nagaki et al., 1999). Yumoto e colaboradores (2002) relataram que niveis mais
elevados de IL-10 estavam associados a maior sobrevida de pacientes com hepatite aguda e
insuficiéncia hepatica aguda (Yumoto et al., 2002). Esses estudos sugerem que a resposta
anti-inflamatoria caracterizada pela producao de IL-10, inicialmente melhora a lesdao
hepatica aguda (Asadullah et al., 2003; Antoniades et al., 2008).

Por outro lado, estudos t€ém demonstrado a associa¢do de niveis elevados de IL-10
com pior desfecho, 6bito ou transplante, em pacientes em insuficiéncia hepatica aguda
(Nagaki et al., 2000; Antoniades et al., 2006; Berry et al., 2010). A elevagao da IL-10 ocorre
em até 6 horas apds o inicio do insulto inflamatorio e estd associada a liberagdo de
mediadores pré-inflamatorios. Entretanto, modelos experimentais de endotoxemia e estudos
em seres humanos de sépsis t€ém documentado uma resposta bifasica da secre¢ao da IL-10
(Antoniades et al., 2008; Berry et al., 2010). Em pacientes queimados que morreram por
sépsis um segundo pico de IL-10 foi identificado, ocorrendo nos estdgios mais tardios da
endotoxemia ¢ associado com a desativagcdo dos monocitos (Yeh et al., 2000; Antoniades et
al., 2008). Possivelmente, na evolugdo do paciente em insuficiéncia hepatica aguda, o
desenvolvimento de SIRS ¢ contrabalanceado por uma forte e persistente resposta anti-
inflamatoria compensatoria (CARS - Compensatory Anti-inflammatory Response
Syndrome), representada pela elevacao da IL-10, caracterizando uma desregulacao do
sistema imune (Antoniades et al., 2008). Essa dissonancia imunologica, com a perda do

equilibrio entre as atividades pré- e anti-inflamatodria, determinaria a predisposicao para
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sépsis, faléncia de multiplos o6rgdos, edema cerebral, hipertensdo intracraniana e morte,
caracteristicas do estado terminal do paciente em insuficiéncia hepatica aguda (Nagaki et al.,
2000; Jalan et al., 2002; Antoniades ef al., 2008; Bemeur et al., 2010; Berry et al., 2010).

A terapia celular, pela agdo anti-inflamatéria das células-tronco, ¢ uma possivel
opgao terap€utica na insuficiéncia hepatica aguda. A modulagdo da resposta imunologica e o
efeito anti-inflamatoério dessas células poderiam, através da estimulacdo da regeneragao

hepatocitaria, promover a recuperacgao do figado lesado (Yagi et al., 2009).

2.4. TERAPIA CELULAR NO TRATAMENTO DA INSUFICIENCIA HEPATICA
AGUDA

A terapia através do uso de células surgiu nos ultimos anos como uma alternativa
promissora para o tratamento de inimeras doencas (Almeida-Porada et al., 2010). A maioria
dos estudos clinicos avaliou o emprego de terapia celular no tratamento de doengas hepaticas
cronicas e metabolicas e os principais tipos celulares empregados foram os hepatdcitos e as

c¢lulas da medula 6ssea (Soto-Gutierrez et al., 2009; Russo & Parola, 2011).

Quadro 2 - Tipos celulares empregados nos estudos de terapia de doencas hepaticas.

Hepatdcitos:
- Isolados
- Fetais

- Imortalizados

Células progenitoras hepaticas

Células-tronco da medula dssea:
- Mesenquimais

- Hematopoiéticas
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2.4.1. Transplante de hepatocitos

O transplante de hepatocitos isolados foi empregado em diversos experimentos
(Horslen & Fox, 2004; Fitzpatrick et al., 2009) e no tratamento de pacientes com doencgas
cronicas (Mito et al., 1992; Strom et al., 1997; Dhawan et al., 2005; Khan et al., 2008),
metabolicas (Ellor et al., 2008; Enns & Millan, 2008; Khan et al., 2008) ¢ em insuficiéncia
hepatica aguda (Habibullah et al., 1994; Bilir et al., 2000; Soriano et al., 2001; Schneider et
al., 2006; Meyburg et al., 2008).

A limitacdo do emprego de hepatdcitos isolados estd relacionada a incapacidade de
isolamento de um numero suficiente de hepatdcitos (Muraca, 2011; Vosough et al., 2011). A
utilizagdo de células humanas obtidas de culturas primadrias seria a opg¢ao ideal, devido a
capacidade de sintese de proteinas homologas e a redugcdo do risco de complicagdes
imunologicas. Os hepatocitos seriam isolados de doadores falecidos ou de parte do figado de
um doador vivo e mantidos em cultura ou congelados (Mitry et al., 2004). Contudo, a fonte
dessas células ¢ limitada e a manutencdo dessas culturas apresenta dificuldades de
viabilidade e de perda de fungdes celulares (Grad-Itach ef al., 2003; Muraca, 2011; Vosough
etal.,2011).

Os hepatdcitos fetais também podem ser considerados como uma fonte alternativa de
células para o transplante celular em modelos animais de insuficiéncia hepatica ou doenga
metabolica, contudo questdes éticas limitam sua aplicabilidade em seres humanos (Horslen
& Fox, 2004; Fitzpatrick et al., 2009; Kisseleva et al., 2010).

As linhagens de hepatocitos humanos imortalizados constituem uma boa fonte de
células, pois apresentam crescimento ilimitado. Entretanto, além do risco de
desenvolvimento de cancer, a expressao fenotipica metabolica dessas células pode estar
alterada, inviabilizando a restauragdao da fun¢do hepatica apds o seu transplante (Nakamura

et al., 1997; Fitzpatrick et al., 2009).

2.4.2. Transplante de células da medula dssea

As células-tronco da medula 6ssea, devido a sua capacidade de diferenciacdo em
diversos tipos celulares, entre eles hepatdcitos e colangidcitos, t€ém sido estudadas como
opcdo terapéutica nas doencas hepaticas agudas e cronicas (Fitzpatrick et al, 2009;
Almeida-Porada et al., 2010). Elas apresentam diversas vantagens quando utilizadas como
fonte alternativa aos hepatocitos, pois estdo prontamente disponiveis € seu numero pode ser

ampliado in vitro e in vivo. As células-tronco também seriam mais resistentes a
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criopreservacdo € menos imunogénicas que os hepatocitos (Almeida-Porada et al., 2010;
Ismail ef al., 2010; Nikeghbalian et al., 2011). O uso de células autdlogas, como da medula
Ossea, eliminaria a necessidade de imunossupressao (Lysy et al., 2008).

A medula 6ssea ¢ constituida de diferente subpopulagdes de células, em diversos
estagios de diferenciagdo. A fragdo mononuclear da medula 6ssea contém além dos
linfécitos e macrofagos, as células-tronco hematopoiéticas € mesenquimais, e pode ser
isolada por centrifugacdo e gradiente de densidade de Ficoll. As células-tronco
mesenquimais ¢ hematopoiéticas necessitam isolamento e purificagdo em cultura e ndo ha
padronizacdo dos métodos utilizados nos diferentes laboratorios (Almeida-Porada et al.,
2010; Russo & Parola, 2011).

Usualmente a regeneracdo hepatica envolve principalmente hepatdcitos maduros.
Quando a lesdo hepatica ¢ tdo extensa que compromete o potencial de mitose dos
hepatdcitos, outros tipos celulares podem ser envolvidos e contribuem com o processo
regenerativo (Korbling et al., 2002; Austin & Lagasse, 2003; Cantz et al., 2008; Viebahn &
Yeoh, 2008). A segunda fonte de células mobilizadas na regeneracdo hepatica se compde das
células ovais, que s3o células-tronco ou progenitoras situadas dentro do figado
(Thorgeirsson, 1996; Dalakas et al., 2005; Oh et al., 2007). Uma terceira fonte de células
que podem participar da regeneracdo hepatica sdo as células-tronco da medula 6ssea
(Petersen et al., 1999; Korbling et al., 2002; Austin & Lagasse, 2003; Piscaglia et al., 2008).
Estudos com seres humanos (Alison et al., 2000; Theise et al., 2000) e em animais (Petersen
et al., 1999; Lagasse et al., 2000; Theise et al., 2000; Oertel & Shafritz, 2008) sugerem que
as células da medula 6ssea podem se diferenciar em hepatdcitos e repovoar o figado sob
condi¢des especiais, tal como na radiagdo subletal de corpo inteiro ¢ na doenga hepdtica
cronica (Zhang et al., 2009). Apesar disso, os mecanismos € a cinética de mobilizagdo das
células da medula 6ssea permanecem pouco compreendidos (Zocco et al., 2011).

Em modelos animais, o grau de contribuicdo das células-tronco da medula dssea
parece ser proporcional a extensdo de danos e a redu¢do da capacidade regenerativa das
células hepaticas (Thorgeirsson & Grisham, 2006; Zocco et al., 2011). Resultados de
experimentos em modelos animais sugerem que a indugdo de lesdo parenquimatosa ¢ um
pré-requisito para a migragdo e o repovoamento pelas células-tronco (Schwartz et al., 2002;
Muraca, 2011).

Em seres humanos, poucos relatos foram publicados sobre a contribui¢do das células
da medula 6ssea em pacientes submetidos a ressecgao parcial do figado (De Silvestro et al.,

2004; Di Campli et al., 2005; Gehling et al., 2005; Lemoli et al., 2006; Herencia et al., 2011;
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Zocco et al., 2011). Alguns artigos mostraram envolvimento dessas células na regeneracao
hepatica, enquanto outros autores nao descreveram esse efeito (Di Campli et al., 2005;
Menegazzo et al., 2008; Herencia et al., 2011). Os resultados relatados também foram
conflitantes em termos do tipo de célula-tronco mobilizada (Di Campli et al., 2005). Essas
diferencas estdo provavelmente relacionadas a escassez e a heterogeneidade dos pacientes
avaliados e aos diferentes desenhos de estudos (Zocco et al., 2011).

O microambiente do figado parece ser crucial para a regulagdo do equilibrio
homeostatico hepatico e alguns sinais quimicos poderiam estimular o recrutamento de
células-tronco, tanto do proprio figado, como da medula 6ssea através da circulacao
(Piscaglia et al., 2008; Zocco et al., 2011). Aparentemente o processo de recrutamento
celular ¢ finamente regulado por variagdes nos niveis de citocinas e enzimas proteoliticas
envolvidas na degradacdo da matriz e na regeneragdo hepatica (Kollet ez al., 2003; Dalakas
et al., 2010; Herencia et al., 2011). As moléculas como o SCF (Stem Cell Factor) e SDF-1
(Stromal Cell-Derived Factor-1) tém papel fundamental na estimulag¢ao da proliferagdo e da
mobilizagdo das células-tronco e seus niveis podem ser influenciados pelo grau de lesdo
hepatica (Hatch et al., 2002; Kollet et al., 2003; Baccarani et al., 2006; Swenson et al., 2008;
Herencia et al., 2011). Alguns fatores de crescimento, como o HGF, o TGF-alfa e o G-CSF
(Granulocyte-Colony  Stimulating Factor) também poderiam estar relacionados a
mobilizagdo celular, atuando sobre as células-tronco do préoprio figado e da medula 6ssea,
como um fator quimiotdxico e mitogénico autdcrino e paracrino (Yannaki et al., 2005; Gaia
et al., 2006; Piscaglia et al., 2008; Jin et al., 2010; Herencia et al., 2011).

Os mecanismos pelos quais essas células da medula 6ssea exercem seus efeitos
benéficos sobre a regeneracdo hepatica nao estdo completamente esclarecidos e permanecem
como uma questdo em aberto (Quadro 3). Diversos possiveis efeitos tém sido sugeridos e
envolveriam a ampliacdo do ntiimero de hepatodcitos por transdiferenciagdo ou por fusao
celular, o estimulo a regeneragdo através da liberagao de fatores troficos, a inibi¢ao da
apoptose, e a modulagdo do processo inflamatorio local e sistémico (Houlihan & Newsome,
2008; Almeida-Porada et al., 2010). Por exemplo, as células-tronco mesenquimais sao
conhecidas por secretar diversas moléculas bioativas, que através de um efeito pardcrino
sobre a dindmica celular local, estimulam a regeneracdo das células parenquimatosas
endogenas e a recuperagdo dos tecidos (Caplan & Dennis, 2006; Parekkadan et al., 2007;
Parekkadan et al., 2007; Meirelles Lda et al., 2009; Zhang et al., 2009; Lin et al., 2011). Em
um modelo de lesdao hepatica aguda por D-Galactosamina, o tratamento com meio

condicionado de células-tronco mesenquimais aumentou a sobrevida, melhorou a
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regeneragao hepatica, com redugdo de IL-6, IL-1 e TNF-alfa e com aumento de IL-10 (van
Poll et al., 2008).

Os efeitos anti-inflamatorios locais e sistémicos das células-tronco provavelmente
envolvem a liberacdo de prostaglandina E2 e IL-10 e a reducdo da produgdo de citocinas
pro-inflamatorias como interferon-gama (INF-gama), TNF-beta e IL-1 (Aggarwal &
Pittenger, 2005; van Poll et al., 2008; Giuliani ef al., 2011). A IL-10 e o TNF-alfa também
podem inibir a regeneragdo das células estreladas hepaticas e a sintese da matriz (Parekkadan
et al., 2007; Lin et al., 2010). Outros mediadores também tém sido identificados e podem
explicar os efeitos anti-apoptodticos € mitogénicos das cé€lulas-tronco. A produgao de SDF-1,
IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) e TGF-
beta pode ter efeitos na inibi¢do da morte celular programada (Togel et al., 2007; van Poll et
al., 2008; Block et al., 2009). A liberacdo de HGF, IL-6, TNF-alfa e TLR3 (7oll-Like
Receptor 3) pode estimular a proliferacdo e a manutencao das funcdes hepatocitaria (Liu et

al., 2006; Tomchuck et al., 2008; Lin et al., 2011).

Quadro 3 - Efeitos das células-tronco da medula 6ssea no tecido hepatico.

Protecao dos hepatocitos

Reducao da apoptose

Estimulacdo da regeneragdo hepatica

Modulagao da resposta inflamatoria

O uso clinico de células-tronco derivadas da medula 6ssea para a reparagao do figado
permanece no campo experimental (Almeida-Porada ef al., 2010). Diversos ensaios clinicos
em seres humanos realizados nos ultimos anos avaliaram o potencial do transplante das
c€lulas-tronco da medula 6ssea no tratamento do doente hepatico cronico. Apesar de
promissores, esses estudos ainda ndo sdo conclusivos e as diferengas metodologicas, como o
tipo de célula infundida, dificultam a comparacao entre eles (am Esch et al., 2005; Gordon et
al., 2006; Mohamadnejad et al., 2007; Mohamadnejad et al., 2007; Levicar et al., 2008). De

maneira geral, os resultados desses ensaios t€ém demonstrado que o transplante dessas células
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¢ seguro e exequivel (Lyra et al., 2007; Lyra et al., 2010), contudo estudos controlados e
randomizados serdo ainda necessarios para a avaliacao de sua eficicia (Almeida-Porada et
al., 2010; Russo & Parola, 2011; Vosough et al., 2011).

No tratamento de pacientes em insuficiéncia hepatica aguda nao localizamos nenhum
estudo que avaliasse o potencial terapéutico do transplante de células da medula 6ssea. Em
um relato de caso, foi descrito o uso clinico de células mononucleares da medula dssea em
um paciente em insuficiéncia hepatica aguda de causa medicamentosa. Apesar de apresentar
uma rapida melhora da fungdo hepatica apds a infusdo portal de células autdlogas, o paciente
morreu 50 dias apds o procedimento devido a infec¢do bacteriana (Gasbarrini et al., 2007).

No campo da experimentacdo animal, a maioria dos estudos sobre a infusdo de
células da medula dssea foi realizado em modelos de lesdo hepatica cronica (Gilchrist &
Plevris, 2010). As publicagdes com modelos de insuficiéncia hepatica ou lesdo aguda sdo
restritas (Tabela 1). Somente 16 artigos foram localizados, sendo 2 realizados no Centro de
Terapia Génica (CTG) do HCPA (Belardinelli et al., 2008; Baldo ef al., 2010). Os artigos
existentes sdo heterogéneos quanto ao agente provocador da lesdo, ao animal de
experimentacdo, ao tipo de células empregado, a0 modo de administragdo e aos desfechos
observados, dificultando a comparagdo dos resultados. Os experimentos em murinos sao
predominantes, tanto em ratos como em camundongos, assim como os modelos toxicos
prevalecem sobre os modelos cirtrgicos, sendo utilizado o paracetamol, a D-galactosamina e
principalmente o tetracloreto de carbono (CCly). A maioria dos estudos empregou todas as
células da medula 6ssea ou somente a fragdo mononuclear e a via endovenosa foi a principal
forma de administragao das células, preferencialmente pela veia da cauda. Os objetivos dos
ensaios compreendiam a avaliagdo da capacidade de migragdo, de enxertia e de
transdiferenciacdo das células da medula éssea no tecido hepatico lesado, e dos efeitos
dessas células sobre a regeneracao e a funcao do figado. Em geral os experimentos sugerem
um efeito positivo da terapia celular sobre a alta mortalidade dos modelos experimentais de

insuficiéncia hepatica aguda.
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Tabela 1 — Artigos originais sobre transplante de células da medula 6ssea em modelos animais de insuficiéncia hepatica aguda.

Autores,
ano de Tipos celulares Doadores Locais de
publicacio Modelo de IHA Animais (numero de células) singénicos administracdo Capsulas Desfechos observados
s 7
Liuetal, HP 90% Ratos Wistar MOT 7(3X10 ) e HTC Sim Peritonio APA Sobrevida em 14 dias
2005 (3x10)
Liu et al., o . MOT (3x107) e HTC . A Sobrevida e peso lobos remanescentes em
2006 HP 90% Ratos Wistar G 07) Sim Peritonio APA 14 dias, ALT, AST, albumina, HGF
Liu et al., . . TMMO (3x107) e HTC . . .
2009 HP 90% Ratos Wistar (3x107) Sim Baco APA Sobrevida em 14 dias
Nakamura et . . MOT (2x10%) e HTC . . . .
al., 1997 HP 90% Ratos Lewis (2x10%) Sim Baco Nao Sobrevida em 96 horas, glicemia
Zhangetal., HP 70% + Ratos Fischer MOT (1x107) e HTC Nio Veia porta e Nio Sobrevida e peso lobos remanescentes em
2009 retrorsina 344 (2x10%) peniana 28 dias, ALT, AST, bilirrubinas
Tokai etal.,  HP70% + ligadura Ratos Sprague- 6 ~ ~ Sobrevida em 48 horas, ALT, AST,
2009 ik D) Sery WO (2107 WEY L2 WEY biibirbiee
Dahlke et al., . Ratos Lewis e 8 ~ . ~ Sobrevida e peso lobos remanescentes em
2003 CCL, + retrorsina Lewis. 7B MOT (1x10%) Nao Veiadacauda Nao 14 dias, capacidade de enxertia
Jung et al., Camundongo . . - ALT, AST, bilirrubinas, albumina,
2006 CCL, C57BL6 MOT (1x1076) Sim Veiadacauda Nao e o D
Cho et al., Camundongo MMO (1x10°), TMMO . . ~ . .
2009 CCL, C57BL6 (1x10°) e THMO (1x10°) Sim Veia da cauda Nao Capacidade de enxertia
Jin et al., Camundongo 6 - . - ALT, AST, expressao de PCNA e
2009 CCL, BALB/c MMO (1x10”) Nao Veia dacauda Nao alburnina
Jin et al., Camundongo 6 - . - - .
2010 CCLy BALB/c MMO (1x10”) Nao Veia dacauda Nao Expressao de PCNA e albumina
Jinetal., Camundongo 6 - . N ALT, AST, expressdo de PCNA e
2011 CCL, BALB/c MMO (5x10”) Nao Veia dacauda Nio albumina
Baldo et al., CCL, Ratos Wistar MMO (1xI 06) Nio Veia porta Nio Sobrevida em 72 horas, ALT, mitoses e
2010 apoptoses
Makowka et . . MOT (4x107) ¢ HTC . o N . .
al., 1980 D-galactosamina Ratos Lewis (4x1 07) Sim Peritonio Nao Sobrevida em 20 dias
Shang etal., D-galactosamina  Coelhos MMO (2x107) Nao Figado Nao ALT, AST, expressao de VEGF e anti-
2009 CD34
?i?rdzlgggl Paracetamol Ratos Wistar MMO (1x10% Nao Veia porta Nao Sobrevida em 72 horas, ALT, mitoses

IHA=insuficiéncia hepatica aguda; HP=hepatectomia parcial; LD=lobo direito; MOT=medula 6ssea total; HTC=hepatocito, TMMO=tronco mesenquimais da medula 6ssea;
THMO=tronco hematopoiéticas da medula 6ssea; MMO=mononucleares da medula 6ssea; APA= Alginato-poli-L-lisina-alginato; ALT=alanino aminotransferase;
AST=aspartato aminotransferase; HGF=Hepatocyte Growth Factor ; PCNA=Proliferating Cell Nuclear Antigen; SDF-1=Stromal cell Derived Factor-1; VEGF=Vascular
Endothelial Growth Factor; CCl,= tetracloreto de carbono.
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2.5. MODELOS EXPERIMENTAIS DE INSUFICIENCIA HEPATICA AGUDA

Um dos principais fatores limitantes do sucesso do tratamento clinico dos pacientes
em insuficiéncia hepatica aguda ¢ o incompleto conhecimento de seus processos
patofisiologicos (Liu, 2009). Os modelos animais sdo importantes instrumentos para a
amplia¢do do entendimento da patogénese da insuficiéncia hepatica aguda, da evolugdo da
doenca, do manejo das complicacdes e dos mecanismos envolvidos na regeneragao hepatica
(Belanger & Butterworth, 2005; Berry et al., 2010). O desenvolvimento de modelos
experimentais adequados possibilita, além de maior compreensdo da patofisiologia, o
desenvolvimento e o refinamento da terapéutica na insuficiéncia hepatica aguda (Newsome
et al., 2000; Martins et al., 2008).

Nos ultimos 30 anos diversos modelos animais de insuficiéncia hepatica aguda foram
propostos, com limitado sucesso. Geralmente, eles ndo conseguem reproduzir a sindrome
completa e refletem somente o aspecto particular da faléncia hepatica (Rahman & Hodgson,
2000; Belanger & Butterworth, 2005; Martins et al, 2008). O modelo ideal deveria
preencher os requisitos propostos por Terblanche & Hickman e descritos no Quadro 4
(Terblanche & Hickman, 1991).

As abordagens cirtrgica e farmacologica t€ém sido empregadas em modelos animais
de insuficiéncia hepatica aguda. No modelo farmacoldgico sdo utilizadas drogas
hepatotoxicas, como o paracetamol, a D-galactosamina, o CCl, a tioacetamida e, mais
recentemente, a concanavalina A e os LPS (Rahman & Hodgson, 2000; Filipponi & Mosca,
2001). No Centro de Terapia Génica do HCPA o paracetamol e o CCly foram empregados
em modelos animais de lesdo hepatica aguda (Belardinelli e al., 2008; Baldo et al., 2010).
A grande limitacao desses modelos toxicos ¢ a imprevisibilidade da extensdo da lesdao
hepatica devido a variabilidade metabolica individual e toxicidade extra-hepatica (Rahman
& Hodgson, 2000; Filipponi & Mosca, 2001; Belanger & Butterworth, 2005).

Os modelos cirurgicos podem ser divididos em trés grupos: hepatectomia parcial,
hepatectomia total e desvascularizacdo parcial e total do figado (Filipponi & Mosca, 2001;
Martins et al., 2008). A maior limitagdo dos modelos cirargicos ¢ a dependéncia da
experiéncia e da habilidade técnica do cirurgido que podem interferir na sua
reprodutibilidade (Rahman & Hodgson, 2000; Belanger & Butterworth, 2005).

O modelo anepatico foi originalmente entendido como a reproducdo da insuficiéncia
hepatica aguda pela auséncia de total das funcdes metabodlicas, sintéticas e de

biotransforma¢do. Atualmente, grande importancia tem sido dada a patofisiologia e a
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resposta inflamatdria do figado lesado e necrotico, aspectos ndo contemplados por esse

modelo (Rahman & Hodgson, 2000).

Quadro 4 - Requisitos para modelo animal ideal de insuficiéncia hepatica aguda.

Reversibilidade

Reprodutibilidade

Morte por faléncia hepatica

Janela terapéutica

Modelos de grandes animais

Risco minimo

A insuficiéncia hepatica aguda produzida precisa ser
potencialmente reversivel de modo que o animal
possa responder e sobreviver ao tratamento utilizado.

Desfechos  reprodutiveis sdo  esséncias  na
padronizagdo do modelo animal.

O curso dos eventos apds a lesdo deve refletir o
padrdo clinico humano e a morte deve resultar
diretamente da lesdo hepatica.

O tempo decorrente entre a injaria hepatica e a morte
deve ser suficiente para permitir o tratamento e a
observacao dos seus efeitos.

Para a avaliagdo seriada de sangue e tecido sdo
necessarios grandes animais, porém a praticidade faz
com que a imensa maioria dos estudos seja em
modelo murino.

As técnicas e as toxinas utilizadas devem oferecer
risco minimo ao pessoal do laboratorio.

Fonte: Terblanche & Hickman,1991.

A hepatectomia parcial em ratos e camundongos tem sido utilizada como modelo

experimental em estudos de regeneracdo hepatica e de insuficiéncia hepatica aguda (Martins

et al., 2008). As caracteristicas anatomicas do figado de ratos e camundongos permitem a

realizagao de diferentes graus de resseccdo da massa hepatica (Figura 1), conforme a

combinacao dos lobos removidos (Aller et al., 2009).

A hepatectomia parcial de até 70% de resseccdo produz intensa regeneragdo e

sobrevida de quase 100% em ratos (Emond et al., 1989), sendo o principal modelo utilizado

nos estudos de regeneracao hepatica (Aller et al., 2009). Ressec¢des hepaticas mais extensas
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(70 a 80%) induzem a insuficiéncia, e estdo associadas a maior mortalidade (Panis ef al.,
1997).

A sobrevivéncia ap0s resseccao macica deve contar com uma massa hepatica minima
para manter a vida e as fungdes, além de possibilitar a regeneragdo. Varios autores tém
utilizado a hepatectomia de 90% como modelo experimental de insuficiéncia hepatica aguda

(Madrahimov ef al., 2006; Martins et al., 2008; Aller et al., 2009).

Lobo = Hepatectomia 70%
i Lobo T
mediano ~ \ | D~
(40%) esquerdo . | /‘
(30%) | | 3
( || |
| | —
Lobo =
direito
(20%) Lobos
caudados
(10%)
= g_ Hepatectomia 85% _______f';'_‘ =0 Hepatectomia 90%

Figura 1 - Modelos de hepatectomia parcial em ratos.

A cinética de regeneracdo hepatica e a quantidade de tecido hepatico remanescente
compativel com a vida ndo sdo idénticas entre as diferentes espécies. Roedores podem
sobreviver a hepatectomia de 95%, enquanto que os humanos apenas toleram a retirada de
70 a 80% do volume do figado original (Leelaudomlipi et al., 2002; Madrahimov et al.,
2006; Martins et al., 2008). A transposi¢do para os seres humanos dos resultados obtidos
com os modelos animais de regeneracao e de insuficiéncia hepatica aguda pode ser restrita e
deve ser feita com cautela. Apesar de algumas limitagdes, o uso de modelos de hepatectomia

parcial em roedores proporciona ferramentas indispensaveis ao estudo de muitos fenomenos
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relacionados a lesdo hepatica aguda, ao processo regenerativo e as repercussoes sistémicas

da insuficiéncia hepatica aguda.

2.6. ISOLAMENTO CELULAR EM MICROCAPSULAS DE ALGINATO DE SODIO

O envolvimento de células por membranas semi-permeaveis antes do transplante tem
sido utilizado como estratégia de isolamento ¢ de imobilizagdo de células para a prevengao
da rejeicao por parte do hospedeiro e da migracdao celular para outras partes do corpo. As
substancias poliméricas, como o alginato de sdédio, proporcionam um envoltorio semi-
permeavel, que possibilita, conforme o didmetro dos poros, a entrada de nutrientes e
oxigénio e a saida de proteinas sintetizadas pelas células, e impede a agdo de
macromoléculas, como os anticorpos. O isolamento imunologico das células transplantadas
dentro das microcépsulas permite a ampliagdo da sobrevivéncia e da viabilidade celular,
além de evitar a necessidade de imunossupressdo (Orive et al., 2004; Hernandez et al.,
2010).

As microcapsulas consistem de esferas de polimeros de 400 a 800 micrémetros
(Maria-Engler et al., 2001) e podem ser aplicadas na cavidade peritoneal, no figado, no baco
ou no musculo (Orive et al., 2004; Rahman et al., 2005). Para a sua produgao, as células sdo
suspensas em uma substancia polimérica que ¢ perfundida através de um sistema
encapsulador. Um fluxo de ar aplicado sobre a ponta da agulha do perfusor produz
microgotas, que ao cairem em uma soluc¢do polimerizadora (ex.: cloreto de célcio) formam o
envoltorio capsular (Zimmermann ef al., 2005).

Grande variedade de substancias naturais (alginato, colageno e quitosana) e sintéticas
(celulose e silicone) tem sido utilizada na produg¢ao de microcapsulas. O alginato de sodio,
por ser barato e ndo imunogénico, ¢ uma das substancias mais amplamente empregadas na
encapsulacdo de diferentes tipos celulares (Orive et al., 2004; Murua et al., 2008; Barminko
et al., 2011). A microencapsulacdo celular foi utilizada preferencialmente no
desenvolvimento de 6rgdos bioartificiais e estudo de tratamentos de doengas genéticas com
producdo enzimatica deficiente e de doengas enddcrinas, como o diabetes, o hipotireoidismo
e o hipoparatireoidismo (Maria-Engler ef al., 2001; Zimmermann et al., 2005; Simpson et
al., 2006). No CTG do HCPA, o alginato de sédio tem sido utilizado para o isolamento de
linhagens celulares geneticamente modificadas (Lagranha et al., 2008; Mayer et al., 2010;
Matte et al., 2011; Baldo et al, 2012) para a terapia celular experimental de doengas

genéticas.
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Diversos estudos avaliaram o efeito da microencapsulagdio em modelos de
insuficiéncia hepatica aguda como uma alternativa a infusao direta de hepatdcitos. Alguns
resultados sugerem que o isolamento dos hepatdcitos (alogénicos e xenogénicos), € seu
implante tanto na cavidade peritoneal (Wong & Chang, 1986; Demetriou et al., 1988;
Hamazaki ef al., 2002; Mai et al., 2005), como no bago (Aoki et al., 2005) apresentam efeito
benéfico. Os autores sugerem que os hepatocitos encapsulados auxiliam na manutengao das
funcdes vitais hepaticas (Mai et al., 2005) e na regulacdo inflamatéria da regeneragdo
hepatica (Rahman et al., 2005; Sgroi et al., 2011), determinando aumento da sobrevida dos
animais em insuficiéncia hepatica aguda. Alguns estudos, contudo, ndo identificaram
diferenca na sobrevida entre os animais que receberam hepatdcitos encapsulados daqueles
em que foram administradas células livres diretamente no peritonio (Aoki et al., 2005; Liu
& Chang, 2005; Liu & Chang, 2006; Sgroi et al., 2011).

Poucos estudos avaliaram o potencial terapéutico da encapsulacdo das células da
medula 6ssea na insuficiéncia hepatica aguda (Hernandez et al., 2010). Liu e colaboradores
imobilizaram células da medula 6ssea de ratos doadores singénicos em microcapsulas de
alginato de sodio e transplantaram no peritonio (Liu & Chang, 2005; Liu & Chang, 2006) e
no baco (Liu & Chang, 2009). O aumento na sobrevida dos animais foi superior aos que
receberam células da medula oOssea livre e hepatocitos livres ou encapsulados.
Recentemente, a viabilidade celular e a manutengdo da capacidade funcional das células-
tronco mesenquimais humanas encapsuladas foi comprovada. As células permanecem
viaveis e funcionais mesmo no microambiente das capsulas. Na presenca de estimulos pro-
inflamatérios, como o TNF-alfa, as células-tronco promoveram a secre¢ao de um painel de
citocinas reguladoras e de fatores de crescimento (Barminko et al., 2011). Esses resultados
sugerem um potencial terapéutico das células-tronco na insuficiéncia hepatica aguda, cujo
mecanismo envolveria possivelmente a producdo de efeitos troficos € imuno moduladores da

resposta inflamatoria local e sistémica pelas células da medula 6ssea imobilizadas.
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3. JUSTIFICATIVA

A insuficiéncia hepatica aguda, apesar do avango nas terapias de suporte obtido nas
ultimas décadas, tem como desfecho mais comum a morte. O conhecimento incompleto de
seus processos patofisiolégico e dos mecanismos de regeneracdo do tecido hepatico sdo
fatores que limitam o sucesso do tratamento dos pacientes em insuficiéncia hepatica aguda.

Uma parcela de pacientes, devido a capacidade de regeneracdo hepatica, pode
apresentar recuperagdo espontanea, mas em muitos casos o Unico tratamento efetivo € o
transplante de figado. Infelizmente, o transplante ndo esta disponivel para todos os pacientes
e muitos evoluem para obito enquanto aguardam doacdo de 6rgdo. O transplante hepatico
possibilita a sobrevivéncia da maioria dos pacientes, mas determina a necessidade de
utilizacdo continuada de medicagdes imunossupressoras, as quais nao sao isentas de efeitos
colaterais, tanto imediatos como em longo prazo. Os custos do transplante, da medicacao
imunossupressora, do acompanhamento clinico e laboratorial, e do tratamento das
complicagdes sao bastante significativos.

Por essas razdes, alternativas ao transplante de figado devem ser buscadas. Sistemas de
suporte que desempenhassem as fungdes hepaticas vitais foram propostos e poderiam
permitir a manutengdo da vida, impedir sequelas neurologicas irreversiveis, permitir a
regeneragao do figado e propiciar mais tempo para a obtengdo de um enxerto. Estudos sobre
as alternativas ao transplante, como a terapia celular, e que elucidem os mecanismos do
processo regenerativo hepatico e os seus efeitos sist€émicos, podem ampliar o conhecimento e
ajudar no aprimoramento da assisténcia ao paciente em insuficiéncia hepatica aguda com

consequente reducao da mortalidade.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL
Estudar os efeitos da terapia com células imobilizadas em microcapsulas de alginato de
sodio na sobrevivéncia e na regeneracao hepatica em ratos Wistar submetidos a insuficiéncia

hepatica aguda por hepatectomia.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Os objetivos especificos sdo:

e Padronizar um modelo de insuficiéncia hepatica aguda por hepatectomia em ratos Wistar
que possibilite uma janela terapéutica adequada ao estudo da terapia celular (Fase 1);

e Avaliar os efeitos da terapia com células da medula o6ssea total (MOT) e fracdo
mononuclear (FM) e células HepG2, contidas em microcépsulas de alginato de sodio
colocadas no peritonio de ratos Wistar em insuficiéncia hepatica aguda por hepatectomia
extensa, sobre os niveis de glicose e lactato sanguineos e sobre a sobrevida em 10 dias
(Fase 2);

e Avaliar os efeitos da terapia com células da medula 6ssea total e fragdo mononuclear da
medula d6ssea, contidas em microcapsulas de alginato de so6dio colocadas no peritonio de
ratos Wistar em insuficiéncia hepatica aguda por hepatectomia extensa, em 5 diferentes
momentos nas primeiras 72 horas ap6s hepatectomia, sobre a proliferacdo hepatocitaria e

os niveis séricos de citocinas e de fatores de crescimento (Fase 3).
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. ASPECTOS GERAIS

Essa tese foi desenvolvida no Programa de Pos-Graduagdo Ciéncias em
Gastroenterologia e Hepatologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul e foi composta de diferentes etapas. Cada etapa apresentou objetivos
distintos e métodos proprios. Por outro lado, algumas técnicas foram comuns em todas
as fases. A descri¢do abaixo reproduziu o desenvolvimento do projeto em cada uma das
suas fases:

- Fase 1: padronizacdo de um modelo de insuficiéncia hepatica aguda por
hepatectomia em ratos;

- Fase 2: avaliacdo dos efeitos de diferentes tipos celulares contidos em
microcapsulas de alginato de sddio na sobrevida dos animais submetidos ao modelo
padronizado;

- Fase 3: avaliacdo dos efeitos das células encapsuladas sobre o processo de

regeneragao hepatica em diferentes momentos apos a hepatectomia.

5.2. HIPOTESES

Por se tratar da etapa de padronizacdo de um modelo experimental para posterior
aplicacdo em ensaio terapé€utico, ndo foi formulada hipotese especifica para a primeira
fase do estudo.

Para a segunda fase a hipdtese formulada foi de que células, da medula 6ssea ou
hepatdcitos de uma linhagem imortalizada, contidas em microcépsulas de alginato de
sodio, quando colocadas no peritonio de ratos Wistar submetidos a insuficiéncia
hepatica aguda por hepatectomia de 90%, seriam capazes de aumentar a sobrevida dos
animais ap6s o procedimento.

Na terceira fase foram elaboradas as hipdteses de que as células da medula
Ossea, em sua totalidade ou apenas a fragdo mononuclear, administradas da mesma
forma e na mesma situagdo acima descritas, modificariam a proliferagdo hepatocitaria e
os niveis sanguineos de citocinas relacionadas ao processo de regeneracao e inflamagao

nas primeiras 72 horas ap6s o procedimento.
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5.3. DELINEAMENTO
Trata-se de um estudo de experimental, controlado € com montagem natural com

ratos Wistar em insuficiéncia hepatica aguda secundaria a hepatectomia extensa.

5.3.1. Fator em estudo

Terapia com cé€lulas contidas em microcapsulas de alginato de sodio e
administradas na cavidade abdominal ao final da hepatectomia:

- HepG2 (Fase 2);

- Fragao mononuclear da medula 6ssea (Fases 2 e 3);

- Medula 6ssea total (Fases 2 e 3);

- Sem c¢lulas — controle (Fases 2 ¢ 3).

5.3.2. Desfechos

- Sobrevida em 3 e 10 dias (Fases 1 e 2);

- Niveis sanguineos de glicose e lactato (Fases 1 ¢ 2);

- Proliferacdo hepatocitaria: nimero de hepatdcitos em mitoses (Fase 3) e peso
dos lobos hepaticos remanescentes (Fases 1, 2 e 3);

- Niveis séricos de citocinas e de fatores de crescimento relacionados a

regeneragdo hepatica e a inflamacao (Fase 3).

5.3.3. Grupos de estudo

Apo6s a padronizagao do modelo de insuficiéncia hepatica aguda, os ratos foram
submetidos a hepatectomia parcial de 90% e, de forma aleatoria, foram distribuidos em
grupos, caracterizados pelo tipo de intervencao:
a) Controle:

- Grupo sem c¢lulas: microcapsulas de alginato de sodio vazias (Fases 1, 2 e 3);
b) Intervengao:

- Grupo fragio mononuclear 1x10°: microcapsulas de alginato de sodio com
1x10° células da fragio mononuclear da medula 6ssea por rato (Fases 2 ¢ 3);

- Grupo fragio mononuclear 3x10”: microcapsulas de alginato de sédio com
3x10’ células da fragio mononuclear da medula 6ssea por rato (Fase 2);

- Grupo medula 6ssea total 3x10”: microcapsulas de alginato de sodio com 3x10’

células da medula o6ssea total por rato (Fases 2 e 3);
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- Grupo HepG2 5x10”: microcapsulas de alginato de sodio com 5x10” células

HepG2 por rato (Fase 2).

5.3.4. Desenhos de estudo

- Fase 1: experimento para padronizacdo de um modelo de insuficiéncia hepatica
aguda por hepatectomia parcial em ratos Wistar que apresentasse alta mortalidade com
uma janela terapéutica de 48 a 72 horas. Avaliacao de diferentes extensoes da ressec¢ao
hepatica, da suplementagdo de glicose ¢ do regime anestésico. Padronizagdo dos
procedimentos experimentais.

- Fase 2: experimento para avaliacdo do efeito de diferentes tipos celulares
contidos em microcapsulas de alginato de s6dio na sobrevida em 10 dias de ratos em
insuficiéncia hepatica aguda por hepatectomia de 90%.

- Fase 3: experimento para avaliagdo dos efeitos das células da medula 6ssea, total
e fracdo mononuclear sobre a regeneragdo hepatica e os niveis sanguineos de citocinas e
fatores de crescimento envolvidos no processo de regeneragdo e inflamag¢do em ratos em
insuficiéncia hepatica aguda por hepatectomia de 90% as 6, 12, 24, 48 e 72 horas apds a

hepatectomia.

5.4. AMOSTRA E AMOSTRAGEM

5.4.1. Critérios de inclusiao
Foram incluidos nas andlises das diferentes fases deste projeto somente os ratos

que estavam vivos ao final do procedimento de hepatectomia parcial.

5.4.2. Critérios de exclusido

Em todas as fases do projeto foram excluidos os animais nos quais houve algum
problema de técnica cirtrgica que pudesse interferir nos desfechos estudados, como
sangramento significativo durante e apds a hepatectomia e deiscéncia de sutura. Para a
segunda fase do estudo foram excluidos os ratos que morreram na primeira hora apds a
hepatectomia. Na terceira fase, todos os animais que faleceram durante o periodo de

acompanhamento foram excluidos.
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5.4.3. Tamanho amostral

Para a realizagdo da Fase 1 foi arbitrariamente estabelecido um ntimero minimo
de 12 animais em cada grupo. Para a Fase 2 foi estimado um numero de 15 animais por
grupo, considerando uma expectativa de sobrevida de 70% no animais tratados e de 5%
no grupo controle, um nivel de significancia de 0,05 e um poder estatistico de 80%. Na
terceira fase foi estabelecido um nuimero arbitrario de 5 ratos por momento de avaliacao,
totalizando 25 animais para cada regime terapéutico. Este nimero se baseou na previsao
do numero de animais necessarios no grupo controle para que o tamanho necessario em

cada etapa fosse atingido, devido a alta mortalidade do modelo.

5.5. VARIAVEIS

As variaveis avaliadas estdo descritas abaixo nas Tabela 2 e Tabela 3.
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Tabela 2 — Lista de variaveis nao laboratoriais avaliadas.

e . = . Tipo de Momento da
Variavel Defini¢ao Unidade p. . .~
variavel avaliacao
o Antes e a cada 24
. Quantitativa .
Peso corporal Peso corporal dos animais Gramas continua horas apoés a
hepatectomia parcial
Peso dos lobos hepaticos . Imediatamente apds
Peso dos lobos . . > ep , Quantitativa ©ap
. avaliado imediatamente apds a | Gramas , a hepatectomia
retirados . . continua .
hepatectomia parcial parcial
Razao peso dos Peso dos lobos hepaticos
lobos retirados dividido pelo peso o Imediatamente apds
. N Quantitativa .
remanescentes em | corporal avaliado antes da % , a hepatectomia
~ . . continua .
relacdo ao peso hepatectomia multiplicado por parcial
corporal 100
Peso dos lobos hepaticos . 6,12,24,48 ¢ 72
Peso dos lobos pa Quantitativa P
remanescentes avaliado Gramas , horas apos a
remanescentes . . z iy s continua . .
imediatamente ap6s o sacrificio hepatectomia parcial
Razao peso dos Peso dos lobos hepaticos
lobos remanescentes avaliado
. . , o o 6,12,24,48 ¢ 72
remanescentes em | imediatamente apds o sacrificio v Quantitativa horas apos a
relagdo ao peso dividido pelo peso corporal ° continua pos @ .
. . o hepatectomia parcial
corporal do dia do | mensurado no dia do sacrificio
sacrificio multiplicado por 100
Intervalo de tempo entre o
. . momento da abertura e o . Quantitativa | Durante a
Tempo de cirurgia Minutos , . .
fechamento da parede continua hepatectomia parcial
abdominal
Imediatamente apds
R raga R raca ta . ~ L .
ceuperagao eeuperacao do estado de Sim/Nao | Categorica a hepatectomia
anestésica consciéncia .
parcial.
Tempo de Intervalo de tempo entre o final Qe Imediatamente apds
recuperacao da cirurgia e a recuperacio Minutos continua a hepatectomia
anestésica anestésica parcial
Avaliagdo subjetiva do grau de
intensidade da atividade dos
animais ap6s a hepatectomia .
. P pa Ativo / 1 e 6horase
parcial: Ativo: movimento . . .. L
.. A Hipoativo . diariamente até 10
Atividade corporal espontaneo; ~ Categorica . .
. . . / Nao dias apés a
Hipoativo: movimento corporal = . . .
. . Lo ativo hepatectomia parcial
somente apos estimulo tactil;
Nao ativo: sem resposta ao
estimulo tactil
Numero de animais vivos
. , 1 e 6 horase
dividido pelo ntimero de o . ,
. . oy o Quantitativa  diariamente até 10
Sobrevida animais submetidos a % , g :
continua dias apoés a

hepatectomia e elegiveis
multiplicado por 100

hepatectomia parcial
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Tabela 3 — Lista de variaveis laboratoriais avaliadas.

Variavel Definicao Unidade Tlp.O’de Monolen_to da
variavel avaliacao
Antes e 1, 6, 24, 48,
Glicose sanguinea Valor da glicose em sangue mg/dL QuaI’mtatlva 72, 96, 120, 14f1, 168
total continua e 240 horas apés a
hepatectomia parcial
Antese 1, 6, 24, 48,
, Valor do lactato em sangue Quantitativa 72, 96, 120, 144, 168
Lactato sanguineo mmol/L . .
total continua e 240 horas apo6s a
hepatectomia parcial
Meédia do niimero de
L . hepatdcitos com nucleo em Numero de .. 6,12,24,48 ¢ 72
Hepatdcitos em . L . Quantitativa ;
. mitose por campo de grande | hepatdcitos = 7. horas apds a
mitose . . discreta . .
aumento (400x) avaliado em ' em mitose hepatectomia parcial
10 campos
Quantitativa 0, 112, 2% 43 2 72
IL-6 sérica Valor de IL-6 no soro pg/mL , horas apoés a
continua . .
hepatectomia parcial
Quantitativa 0,6,12,24,48 ¢ 72
TGF-beta sérico Valor de TGF-beta no soro ng/mL , horas apés a
continua . .
hepatectomia parcial
Qi 0,6,12,24,48 ¢ 72
PDGF-BB sérico : Valor de PDGF-BB no soro ; ng/mL continua horas apés a

hepatectomia parcial

IL-6=Interleucina-6; TGF-beta=Transforming Growth Factor-beta, PDGF-BB=Platelet-Derived Growth
Factor-BB; mg/dL=miligrama por decilitro; mmol/L=milimol por litro; pg/mL=picograma por mililitro;
ng/mL=nanograma por mililitro.
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5.6. PROCEDIMENTOS
5.6.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos adquiridos pela Unidade de
Experimentacdo Animal (UEA). Antes da realizacdo dos experimentos os animais
permaneciam em quarentena por 15 dias na UEA em gaiolas com no maximo cinco
animais. Eles eram alimentados com ragao e agua “ad libitum”, em ciclo de sono vigilia
de 12 horas, sob temperatura controlada (22°C).

Todos os procedimentos e avaliagdes realizados em cada rato eram registrados nos
instrumentos individuais de acompanhamento (Anexos 1, 2 e 3). Antes do procedimento
cirirgico e diariamente ap0s a hepatectomia os ratos eram pesados em balanga
eletronica digital propria para a pesagem de roedores. As doses individuais dos
anestésicos e da suplementacdo didria de glicose intraperitoneal eram calculadas a partir
do peso corporal. Imediatamente apds a hepatectomia os animais eram mantidos em
gaiolas dentro de incubadoras com temperatura controlada (24 a 25°C) e suplementagao
de oxigénio (1 litro/minuto) por 24 horas. O acesso a alimentagio e a 4gua era livre. A
agua foi acrescida glicose em concentragdo de 20%.

A recuperagdo anestésica € 0 momento do despertar eram estritamente observados
durante a primeira hora apds o final da cirurgia. Apds esse periodo eram realizadas
avaliagdes periddicas do grau de atividade fisica dos animais vivos as 6 horas e de 24/24
horas, até¢ final do periodo de acompanhamento ou o dbito do animal.

As doses individuais de glicose, diluidas em 2 mL de agua de injecdo, eram
administradas na cavidade peritoneal por paracentese abdominal com agulha e seringa
de insulina. A dose de glicose aplicada no transoperatorio era diluida no veiculo da
microcapsulas de alginato de sédio (3 mL de PBS). Nos animais submetidos a
hepatectomia de 85% e que receberam glicose a dose aplicada foi de 100 mg,
independentemente do peso corporal. Os ratos com hepatectomia de 90% receberam
doses de 0,5 mg de glicose por grama de peso corporal.

Os procedimentos relacionados a hepatectomia parcial obedeciam a seguinte
sequéncia: pesagem dos animais, anestesia, coleta das amostras de sangue,
hepatectomia, administragdo das microcapsulas e da glicose, pesagem dos lobos

retirados, € observacao da recuperacao anestésica.
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Os procedimentos relacionados a avaliagao diaria dos animais incluiam: avalia¢ao
da atividade de cada animal, pesagem corporal, anestesia, coleta de sangue e
administracao de glicose.

Ao final do periodo de acompanhamento os animais eram sacrificados em camara
de CO;. No dia do sacrificio os animais eram avaliados quanto a atividade, pesados e
sacrificados. Imediatamente ap6s a morte era coletado sangue, os lobos remanescentes
eram retirados, pesados, colocados em formol e nitrogénio liquido.

Os detalhes de cada procedimento estdo descritos abaixo.

Coleta, processamento e armazenamento das amostras de sangue

As amostras de sangue eram obtidas por pun¢do da veia da cauda, do plexo
venoso orbital ou intracardiaca. As gotas de sangue colhidas na pun¢do da veia da cauda
eram utilizadas para as dosagens imediatas de glicose e lactato nas ocasides nas quais
ndo eram realizadas coletas de maiores volumes de sangue. As coletas de sangue do
plexo venoso orbital eram realizadas com o animal sob anestesia. Aproximadamente 1
mL de sangue era retirado a cada pun¢do. As pungdes intracardiacas eram realizadas
imediatamente ap0s sacrificio e todo o sangue obtido era armazenado.

Do sangue coletado era obtido soro por centrifugacdo a 4000 rotagdes por minuto
por 10 minutos, o qual era separado em aliquotas de 0,1 mL em microtubos de 0,5 mL

identificados e armazenado a -80°C.

Anestesia

Os procedimentos cirurgicos foram realizados com os animais sob anestesia. Nos
primeiros experimentos da Fase 1 foi utilizada a combinagdo de ketamina (Cetamin® —
Sespo Ltda — Paulinia, Sao Paulo, Brasil) e xilazina (Anasedan® — Rhobifarma Ltda —
Cotia, Sao Paulo, Brasil) administrada via intraperitoneal em doses ajustadas aos pesos
corporais (50 e 20 mg/kg, respectivamente). Apos as primeiras avaliagdes o regime
anestésico foi modificado e utilizado isoflurano (Forane® — Abbott AS — Buenos Aires,
Argentina) inalatorio. Foi empregada concentracdo de 3% para inducdo e de 1% para

manuten¢do em vaporizador calibrado, associada a 1 litro/minuto de oxigénio.

Hepatectomia parcial
Apo6s indugdo anestésica os animais eram colocados sobre colchdo térmico (27 a

28°C) e imobilizados em decubito dorsal na mesa de procedimento. Antes da
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lapatoromia era realizada tricotomia e assepsia com polivinilpirrolidona-iodo na
superficie abdominal. Uma incisdo mediana era realizada na pele, na musculatura e no
peritonio. O figado era gentilmente mobilizado e as estruturas lobulares identificadas.
Para hepatectomia de 85% era realizada ligadura com fio &cido poliglicolico 4.0
(Vicryl® — Johnson & Johnson — S3o José dos Campos, S3ao Paulo, Brasil) dos
pediculos e exérese dos lobos mediano (40%), esquerdo (30%) e do segmento superior
do lobo direito (15%) (Figura 1). Hepatectomia de 90% era obtida com a retirada
completa do lobo direito e manuten¢do somente dos lobos caudados (10%) (Emond et
al., 1989) . A integridade dos lobos remanescentes e de seu fluxo sanguineo era avaliada
antes do fechamento da cavidade abdominal. Fio mononylon 4.0 (Ethicon® — Johnson
& Johnson — Sao José dos Campos, Sao Paulo, Brasil) era utilizado para a sutura da

cavidade abdominal.

Retirada dos lobos hepaticos

Os lobos hepaticos retirados durante a hepatectomia e os lobos hepaticos
remanescentes removidos apos o sacrificio eram pesados em balanca digital. Uma
amostra de tecido hepatico dos lobos remanescentes era colocada em tubo Eppendorf e
congelada em nitrogénio liquido e armazenada a -80°C. O restante era colocado em

formol a 10% tamponado para posterior processamento em parafina.

Administragdo das microcdapsulas:

Ap6s a hepatectomia e antes de completado o fechamento da parede abdominal, 2
mL de microcapsulas (vazias ou com células) suspendidos em 3 mL de PBS (Phosphate
Buffered Saline) eram cuidadosamente depositados no peritonio utilizando-se seringa de

60 mL.

5.6.2. Células

Foram utilizadas células da medula 6ssea de ratos, em sua totalidade ou sua fragao
mononuclear, e células HepG2. Para obtencdo das células da medula, ratos doadores
adultos eram sacrificados na camara de CO2. As patas eram retiradas e o fémur e a tibia
levados para um ambiente estéril (capela de fluxo laminar) onde as epifises eram
cortadas e toda a medula removida com DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium —
LGC® — Brasil) suplementado com 10% SFB (Soro Fetal Bovino — GIBCO® — Grand
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Island, NY, EUA) e 1% P/S (Penicilina/Estreptomicina — GIBCO® — Grand Island, NY,
EUA).

Para a obtencdo da fracdo mononuclear, a medula 6ssea era submetida a um
gradiente de densidade de Ficoll (GE-Healthcare® — Piscataway, New Jersey, EUA),
conforme descrito por Belardinelli e colaboradores (Belardinelli e al, 2008). A
viabilidade e a quantidade de células eram avaliadas com o corante Azul de Trypan em
camara de Neubauer.

As células HepG2, uma linhagem celular derivada de hepatocarcinoma humano,
catalogada sob o nimero ATCC HB-8065 foram obtidas do Banco de Células da
Universidade Federal do Rio de Janeiro. As células foram mantidas em condigoes
normais de cultivo a 37°C e 5% CO, com meio DMEM suplementado com 10% SFB e
1% P/S. Quando as células atingiam confluéncia eram realizadas passagens seriais por
tripsinizacdo (0.25% trypsin-EDTA — GIBCO® — Grand Island, New York, EUA). A

contagem era realizada com Azul de Trypan em camara de Neubauer.

5.6.3. Encapsulagio das células em microcapsulas de alginato de sodio

Para encapsulagdo das células foi utilizada a técnica de formagdo de
microcapsulas de alginato de sdédio padronizada no CTG (Lagranha et al., 2008; Mayer
et al., 2010). As células a serem encapsuladas eram suspendidas em uma solugdo de
meio DMEM contendo 1,5% de alginato de s6dio (Sigma® — Saint Louis, Missouri,
EUA), previamente esterilizado por radiagdo ultravioleta.

Essa suspensdo com a concentracdo celular determinada para cada animal era
perfundida em fluxo constante de 40 mL/h determinada por aparelho perfusor JMS
(modelo SP-500) através da agulha da unidade de encapsulagdo (Nisco® — Zurich,
Suica) (Figura 2). Um jato de ar medicinal (5 L/minuto) continuo era aplicado a ponta
da agulha provocando a formagdo de microgotas que precipitavam em uma solugdo de
cloreto de célcio (CaCly. 125mM). A reacdo dos polimeros de alginato de sdédio com o
CaCl, formava as microcapsulas contendo as células. A solugdo de CaCl, era retirada e
substituida por DMEM. As microcapsulas (2 mL) e o meio (4 mL de DMEM) eram
colocados em pocos de placas de cultivo celular € mantidos na estufa a 37°C por até 24
horas. No momento da hepatectomia, o meio era removido do poco, as microcapsulas
eram suspendidas em PBS e transferidas para a seringa urologica. As microcapsulas
sem células foram confeccionadas, mantidas e manuseadas de forma idéntica as com

células.
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5.6.4. Analise laboratorial

Os niveis sanguineos de glicose e de lactato foram determinados com os aparelhos
Accu-Check Active (Roche® — Laval, Québec, Canada) ¢ Accutred Lactato (Roche® —
Mannheim, Baden-Wiirttemberg, Alemanha), respectivamente.

As dosagens séricas de IL-6, TGF-beta e PDGF-BB (Platelet-Derived Growth
Factor-BB) foram determinadas por ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
utilizando kits comerciais (R&D Systems® — Minneapolis, Minnesota, EUA).

5.6.5. Avaliacao histologica

As amostras de tecido hepatico fixadas em formol a 10% tamponado foram
incluidas em blocos de parafina em até 48 horas apds o sacrificio. Para a avaliagdo
histologica foram confeccionadas laminas coradas com hematoxilina e eosina (HE) que
foram analisadas por um patologista experiente, sem conhecimento prévio dos grupos, e
consistiu da descricdo dos achados histologicos (congestdo sinusoidal e venosa,
esteatose, necrose ¢ infiltracao leucocitaria) e da contagem do numero de hepatocitos

em mitose em 10 campos de grande aumento (400x).

5.7. LOGISTICA

Os ratos foram mantidos e submetidos a todos os procedimentos na UEA. A
coleta e a separacdo das células da medula 6ssea, o cultivo das células HepG2 e a
encapsulacdo foram executadas no CTG. As amostras de sangue e de tecido hepatico
foram armazenadas em freezers do Laboratorio Experimental de Hepatologia e
Gastroenterologia (LEHG). O processamento e a coloracdo das laminas foram
realizados na Unidade de Patologia Experimental (UPE). A anélise por ELISA foi
processada na Unidade de Analise Molecular e de Proteinas (UAMP).

5.8.  TRATAMENTO ESTATISTICO

Inicialmente, os dados foram armazenados empregando-se o programa Excel da
Microsoft. Os calculos estatisticos foram realizados pelo programa SPSS (Statistical
Package for Social Sciences). Os dois programas foram utilizados para a elaboragao dos
graficos. Os resultados foram descritos empregando-se tabelas de distribui¢do de
frequéncias para varidveis categoricas e medidas de tendéncia central e dispersdo, como

média e desvio padrao (DP) para as varidveis continuas. As comparagcdes entre o0s
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grupos foram feitas empregando-se teste t de Student ou teste de Mann-Whitney, anélise
de variancia (ANOVA) ou teste de Kruskal Wallis, conforme a presenca de normalidade
(teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov). Quando necessario foi aplicado o teste
de Tukey ou teste de Dunn para a andlise de comparagdo das médias. As variaveis
categoricas foram analisadas através do teste do qui-quadrado de Person e do teste exato
de Fisher. As curvas de sobrevida foram elaboradas pelo método de Kaplan-Meier e a
comparac¢do das taxas de sobrevida foram avaliadas pelo teste log rank. Os resultados
foram considerados significantes quando o nivel de significancia (P) foi menor que

0,05.

59.  ASPECTOS ETICOS

Os projetos desta tese foram submetidos ao Comité de Etica em Pesquisa do
Grupo de Pesquisa e Pos-Graduacao (GPPG) do HCPA e aprovados sob os numeros 05-
181 e 10-0062. No manejo dos animais foram respeitadas as normas para a Utilizagao
de Animais em Projetos de Pesquisa do Comité de Etica em Pesquisa do HCPA ¢ a Lei

11.794, de 8 de outubro de 2008.
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Figura 2 — Microencapsula¢io com alginato de sddio: A) Unidade de Encapsulacio
Nisco; B) Microcapsula sem células; C) Microcapsula com células HepG2; D)
Administracio das microcapsulas na cavidade peritoneal; E) Microcapsulas
aderidas ao figado; F) Fotomicrografia de microcapsula contendo células HepG2 ¢
aderida ao tecido hepatico (HE 100x).
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6. RESULTADOS

Os resultados abaixo apresentados foram organizados de forma a reproduzir as

trés fases do desenvolvimento do estudo.

6.1. FASE 1 - PADRONIZACAO DE UM MODELO DE INSUFICIENCIA
HEPATICA AGUDA POR HEPATECTOMIA PARCIAL EM RATOS

Na primeira fase do estudo foi realizada a padronizacdo dos procedimentos
relacionados ao manejo dos animais de experimentacdo e ao registro dos dados
coletados. Durante essa etapa ficou estabelecido o padrao dos procedimentos de coleta
de amostras sanguineas e de pesagem corporal e dos lobos hepaticos retirados.

Os cuidados anestésicos, como a utilizacdo de colchdao aquecido, controle da
temperatura, oferta de oxigénio, doses das medicacdes anestésicas € de suplementacao
de glicose também foram estabelecidos e padronizados nessa etapa. Todo o treinamento
da técnica cirargica foi realizado nessa fase e envolveu desde a tricotomia e abertura da
cavidade abdominal, passando pela ligadura e resseccao dos lobos hepaticos até a sutura
da parede abdominal. Também foi desenvolvido durante essa etapa o instrumento de
registro individual de dados, contendo as informagdes relacionadas ao acompanhamento

do animal submetido ao procedimento.

Hepatectomia de 85%

Inicialmente foi realizada a hepatectomia de 85% com a retirada dos lobos
mediano (40%) e do esquerdo (30%) e do segmento superior do lobo direito (15%). O
efeito da suplementacao da glicose na sobrevida foi estudado comparando dois grupos
de doze animais. No grupo tratamento foi administrado intraperitonealmente 100 mg de
glicose (diluidos em 2 mL de agua de inje¢do) 1, 6, 24 e 48 horas apos o final da
cirurgia e colocado 20% de glicose na agua de beber. No grupo controle os doze
animais nao receberam suplementagdo de glicose. Os animais foram anestesiados com a
combinacdo de ketamina e xilazina, administrada via intraperitoneal. Somente um
animal (grupo com glicose) apresentou recuperacao anestésica na primeira hora apods a
hepatectomia. Na avaliacdo das 6 horas apds a hepatectomia, 6 (50%) ratos do grupo
que ndo recebeu glicose estavam ativos € 6 permaneciam hipoativos. No grupo que
recebeu suplementagdo de glicose, dos 11 ratos vivos, 9 estavam ativos e 2 hipoativos.

Nao houve diferenga entre os grupos quanto ao peso corporal, o tempo de cirurgia, o
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peso dos lobos retirados e a razdo peso dos lobos retirados em relagao ao peso corporal
(Tabela 4). A sobrevida em 72 horas apds a hepatectomia foi de 50% e ndo houve

diferenga entre os grupos (Log rank=0,920) (Figura 3).

Tabela 4 — Caracteristicas dos ratos submetidos a hepatectomia de 85% conforme
a suplementacio de glicose.

Sem glicose Com glicose
N Média +DP N Média +DP P
Peso corporal (g) 12 331,0 +48,6 12 356,7 +£38,2 0,164
Tempo de cirurgia (minutos) 12 13,1 +£2,3 12 12,0 £1,5 0,185
Peso dos lobos retirados (g) 12 9,6 £0,9 11 9,8 £1,8 0,756
Razao peso dos lobos retirados/peso 12 20403 11 2.8 40,4 0.228

corporal (%)

DP=desvio padrao.
* Teste t de Student.

Nao houve diferenca entre os dois grupos nos niveis de glicose e de lactato
sanguineo (Figura 4) em todos os momentos avaliados, excetuando o valor de glicose as
6 horas que foi significativamente superior no grupo que recebeu a suplementacdo de
glicose (P=0,027).

Nao houve diferenca entre os dois grupos quanto ao peso dos lobos
remanescentes retirados apos o sacrificio e a razao peso dos lobos remanescentes em

relacdo ao peso corporal (Tabela 5).

Tabela S — Peso dos lobos remanescentes (g) e razao peso dos lobos remanescentes
em relacio ao peso corporal do dia do sacrificio (%) de ratos submetidos a
hepatectomia de 85% conforme a suplementacio de glicose.

Sem glicose Com glicose
N Média £DP N  Média £DP P
Peso dos lobos remanescentes (g) 6 9,0+1,3 6 8,5+1,5 0,582
Razio peso dos lobos remanescentes/peso 6 3.140.5 6 27405 0.220

corporal (%)

DP=desvio padrio; g=gramas.
* Teste t de Student.
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Hepatectomia de 90%

Considerando que o modelo de hepatectomia de 85% acima descrito ndo
reproduziu a alta mortalidade esperada na insuficiéncia hepatica aguda, na busca de um
modelo mais adequado, foi realizada a ampliacdo da extensdo do volume de figado
retirado para 90%, com a ressec¢do de todo o lobo direito e manutengdo apenas dos
lobos caudados (10%) (Figura 1).

Além da ampliacao da extensao da hepatectomia, foram realizados ajustes em
alguns procedimentos. Para reduzir o nimero de intervengdes no pos-operatdrio
imediato, a coleta de amostra de sangue na primeira hora ndo foi mais realizada. A
suplementagdo da glicose uma hora apdés a hepatectomia foi substituida pela
administracao ao final da cirurgia, antes do fechamento da cavidade abdominal. A dose
de glicose administrada intraperitonealmente foi ajustada ao peso corporal de cada
animal (0,5 mg de glicose por grama de peso). O tempo de observagdo apds a
hepatectomia foi ampliado para 10 dias. A suplementacdo intraperitoneal e oral de
glicose foi estendida até o 7° e 10° dia, respectivamente. As dosagens sanguineas de
glicose e de lactato foram realizadas diariamente até o dia 7 e no dia 10. Os animais
sobreviventes foram sacrificados apds completar os 10 dias de observagdo. O
instrumento individual de registro de dados foi adaptado para atender as modificagdes
acima descritas.

Para atender o objetivo do desenvolvimento de modelo de insuficiéncia hepatica
para a terapia com cé¢lulas imobilizadas, os animais passaram a receber
intraperitonealmente, apds a hepatectomia e antes do fechamento da cavidade
abdominal, juntamente com a dose de glicose, microcapsulas de alginato de sodio (2
mL), sem células, suspensas em 3 mL de PBS.

Inicialmente os animais submetidos a hepatectomia de 90% foram anestesiados
com a administragdo intraperitoneal da combinagao de ketamina e xilazina. A elevada
mortalidade nas primeiras horas do pds-operatério associada a um tempo de
recuperacdo prolongado, provavelmente associada a reducdo de metabolismo dos
anestésicos, tornava esse modelo inadequado a proposta de terapia celular, exigindo a
mudanga para um regime anestésico ndo dependente do metabolismo hepatico.

O efeito do regime anestésico na sobrevida de ratos submetidos a hepatectomia
de 90% foi estudado comparando dois grupos de animais. Quinze ratos foram

anestesiados com a combina¢@o de ketamina e xilazina administrada via intraperitoneal
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e 15 com isoflurano inalatério. Os dados referentes a esta comparacdo estdo
apresentados em artigo submetido para publicacdo (Anexo 4). Em resumo, a
recuperagdo anestésica foi diferente nos dois grupos, com efeitos sobre os niveis
sanguineos de glicose sanguinea e a sobrevida. Uma hora apds o final da cirurgia todos
os ratos anestesiados com ketamina e xilazina permaneciam sob efeito anestésico.
Diferentemente, no grupo anestesiado com isoflurano todos os animais estavam
despertos e ativos. A sobrevida em 10 dias apds a hepatectomia também foi diferente
entre os dois grupos, sendo significativamente maior no grupo anestesiado com
isoflurano (Figura 5). O peso dos lobos remanescentes do inico rato vivo no décimo dia
de observacao, retirado apos o sacrificio foi de 4,45 gramas, correspondendo a 1,94%
do peso corporal.

A mudanca do regime anestésico para isoflurano inalatorio resultou em redugao
do tempo de recuperacao anestésica e em reducdo da mortalidade imediata. A elevada
mortalidade registrada a partir do terceiro ou quarto dias foram compativeis com um
modelo de insuficiéncia hepatica aguda. A janela terapéutica resultante desse modelo foi
considerada adequada para a experimentagdo com terapia celular desenvolvida na

proxima fase desse estudo.
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Figura 5 - Sobrevida em 10 dias ap6s hepatectomia de 90% conforme o regime
anestésico.
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6.2. FASE 2 - AVALIACAO DO EFEITO DE DIFERENTES TIPOS CELULARES
NA SOBREVIDA DE RATOS SUBMETIDOS A HEPATECTOMIA DE 90%

Na segunda fase do estudo foram realizados os experimentos com diferentes
tipos e quantidades de células contidas nas microcépsulas de alginato de s6dio. Foram
avaliados os efeitos das células HepG2 e das células da medula 6ssea de ratos Wistar
doadores. A quantidade de células utilizadas em cada rato e o nimero de animais por

grupo estdo demonstradas na Tabela 6.

Tabela 6 — Tipo, numero de células administradas em cada animal e numero de
animais por grupo.

Nimero de células por Nuimero de animais por
Tipo de célula animal grupos
Fracio mononuclear 1x10° 14
Fracio mononuclear 3x10’ 11
Medula éssea total 3x10’ 11
HepG2 5x10’ 13
Sem células - 15

Foi utilizado o modelo de hepatectomia de 90% anteriormente padronizado, sob
anestesia inalatoria com isoflurano e com suplementacdo peritoneal e oral de glicose.
Em 64 animais foram observadas as curvas de sobrevida nos 10 dias que seguiram o
procedimento cirurgico dos diferentes regimes terapéuticos e comparadas com a do
grupo que recebeu capsulas sem células.

Em todos os grupos, a maioria dos Obitos ocorreu até 72 horas (Figura 6). A
sobrevida do grupo que recebeu células HepG2 foi de 30,8%. Nao houve diferenca
significativa em relagdo ao grupo sem células (P=0,090) e aos grupos que receberam
células da medula 6ssea (MOT: P=0,095; FM 1x10°% P=0,073 e FM 3x10’: P=0,128).
Os animais que receberam cdpsulas com células da medula oOssea apresentaram
sobrevidas ao final dos 10 dias de observacdo superiores a 50%. O grupo que recebeu
medula 6ssea total apresentou a maior sobrevida (63,6%), diferindo estatisticamente dos
animais que ndo receberam células (P=0,002). As sobrevidas dos grupos tratados com
fracdo mononuclear, 1x10° e 3x10” células (57,1% e 54,5%, respectivamente) foram
superiores a sobrevida dos animais que nao receberam células (P=0,001 e P=0,003,

respectivamente), contudo nao houve diferenga entre esses 3 grupos.
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Figura 6 - Sobrevida em 10 dias apdés hepatectomia de 90% conforme o tipo de
célula encapsulada.
FM=fracao mononuclear; MOT=medula dssea total.

Em todos os grupos houve queda dos niveis de glicose sanguinea nas primeiras
48 horas ap6s a hepatectomia (Tabela 7 e Figura 7). Houve diferengas nos valores de
glicose entre os grupos em alguns momentos avaliados. Antes da hepatectomia a glicose
sanguinea foi significativamente maior no grupo MOT que nos animais do grupo FM
1x10° (P=0,012). As 72 horas, a glicose dos ratos sem células foi menor que a do grupo
FM 1x10° (P=0,045). Na avaliagdo das 96 horas apds a hepatectomia a glicemia foi
maior no grupo MOT quando comparada aos valores dos grupos sem células (P=0,000),
FM 3x107 (P=0,000), HepG2 (P=0,000) ¢ FM 1x10° (P=0,003). O grupo sem células
também apresentava glicose menor que do FM 1x10° (P=0,008). As 120 horas, os
animais que receberam FM 1x10° tiveram glicemia superior aos dos grupos HepG2
(P=0,001), sem células (P=0,004), MOT (P=0,008) ¢ FM 3x10’ (P=0,041). Da mesma
forma o grupo FM 1x10° apresentou niveis de glicose sanguinea maiores na avaliagio

das 144 horas (HepG2: P=0,038).
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Tabela 7 — Glicose sanguinea (mg/dL) em ratos submetidos a hepatectomia de 90%
conforme o regime terapéutico.

Fracao Fraciao
mononuclear mononuclear Medula 6ssea
Sem células 1x10° 3x10’ total 3x10’ HepG2 5x10’
N N N N N
Horas Meédia +DP Média =DP Média +DP Média =DP Média =DP
ap0s  Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana
HP  (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) p
15 14 11 11 13
0 123,7 £19,8 119,9 £17.,2 129,6 £18,7 143,4 £11,6 129,0 £16,8 0.012%
116,0 116 ,0 126,0 141,0 125,0 ’
(108,0-132,0) (104,8-132,3) (117,0-131,0) (138,0-155,0) (116,0-138,5)
14 14 11 11 12
6 98,6 £21,2 93,1 £20,8 114,2 +60,7 84,5 £23.7 98,1 £20,6 0.466
101,0 96,5 94,0 89,0 98,5 ’
(78,8-113,5 (79,3-114,0) (65,0-186,0) (70,0-102,0) (89,0-107,5)
9 13 11 10 9
24 65,3 +£18,0 88,5 £36,0 101,9 +42.8 81,2 £27.8 71,7 £34,5 0.201
62,0 72,0 103,0 80,5 70,0 ’
(56,5-74,5) (60,5-114,5) (73,0-119,0) (57,5-102,5) (38,5-89,5)
5 11 6 8 5
48 78,8 £16,3 71,8 £27,6 81,0 £12,8 89,8 13,9 86,8 18,8 0.348
81,0 72,0 83,5 90,5 80,0 ’
(66,0-90,5) (58,0-81,0) (66,5-93,3) (78,3-103,3) (71,5-105,5)
4 8 6 7 5
7 71,5 +20,6 106,3 £18,5 83,8 £16,5 97,4 £18,1 83,8 £16,5 0.045
73,5 99,5 91,5 101,0 89,0 ’
(50,8-90,3) (96,0-122.5) (79,5-99,0) (87,0-116,0) (67,5-97,5)
2 8 6 7 5
9 68,5 +34,6 121,3 +£11,0 104,2 £9,6 164,6 31,8 94,0 +£12,9 0.000"
68,5 123,5 102,5 177,0 90,0 ’
(44,0-93,0) (109,3-129,3) (95,5-114,0) (120,0-190,0) (84,0-106,0)
2 8 6 7 5
81,5+12,0 149,1 £27.0 114,8 £16,0 108,3 £19.4 96,0 £17,4 $
120 81,5 158.,5 112,5 107,0 98,0 0,000
(73,0-0,0) (120,3-173,5) (102,5-127,5) (96,0-123,0) (79,5-111,5)
1 8 6 7 5
180,0 142,1 £19,5 107,5 £24,5 131,1 £40,1 93,4 £30,3 £
144 140,0 109,0 142.,0 109,0 0,009
(126,5-163,8) (86,0-131,8) (135,0-155,0) (62,0-117,0)
1 8 6 7 4
121,0 151,6 £32.9 111,2 £20,1 120,4 14,4 113,5+16,4
168 144,0 118.,5 127,0 115,0 0,055
) (126,3-164,3) (96,5-124,5) (114,0-132,0) (97,5-128,0)
1 8 6 7 4
109,0 122,4 £19.4 107,8 £15,6 116,1 £24,1 103,3 £20,1
240 117.,5 110,0 112,0 100,0 0,550
) (110,5-136,8) (93,0-123,3) (90,0-138,0) (86,0-123,8)

DP=desvio padrao; FM=fragdo mononuclear, HP=hepatectomia parcial;, MOT= medula 6ssea total;

QIl=primeiro quartil; Q3=terceiro quartil.
* Teste de Kruskal Wallis e teste de Dunn.

“MOT x FM 1x10° (P=0,008).

§ Sem células x FM 1x10° (P=0,048).
# MOT x sem células (P=0,018); MOT x FM 3x10” (P=0,036); MOT x HepG2 (P=0,004);
$ FM 1x10° x HepG2 (P=0,025); FM 1x10° x sem células (P=0,034);
£ FM 1x10°x HepG2 (P=0,038).
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Figura 7 - Média da glicose sanguinea (mg/dL) em ratos submetidos a
hepatectomia de 90% conforme o regime terapéutico.
FM=fra¢ao mononuclear; MOT=medula 6ssea total.
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Figura 8 - Média do lactato sanguineo (mmol/L) em ratos submetidos a
hepatectomia de 90% conforme o regime terapéutico.
FM=fracao mononuclear; MOT=medula dssea total.
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Inversamente ao ocorrido com a glicose, os niveis de lactato sanguineo
apresentaram elevagdo nas primeiras 48 horas (Figura 8). Contudo, em todos os
momentos avaliados nao houve diferenca entre os grupos.

Nao houve diferenca entre os regimes terapéuticos quanto ao peso dos lobos
remanescentes retirados apos o sacrificio e a razao peso dos lobos remanescentes em

relacdo ao peso corporal (Tabela 8).

Tabela 8 — Peso dos lobos remanescentes (g) e razao peso dos lobos remanescentes
em relacio ao peso corporal do dia do sacrificio (%) de ratos submetidos a
hepatectomia de 90% conforme o regime terapéutico.

Sem células  FM 1x10° FM 3x10”  MOT 3x10’ HepG2

(N=1) (N=8) (N=6) (N=7) 5x107 (N=4)
Média +tDP  MédiaxtDP  Média +DP  Média £DP
Mediana Mediana Mediana Mediana
Valor (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) P*
Peso dos lobos is 8,3+1,2 8,8 +1,5 7,44+2.2 7,6 +£1,2 0,13
remanescentes (g) ’ 8,5 8,6 7,1 7,7 ’
(7,6-9,1) (7,4-10,5) (6,2-8,9) (6,3-8,7)
}‘?)250 peso dos 3,1 0,3 3,3 £0,4 3,6 0,7 3,0 £0,6
obos
remanescentes/ 1.9 3,1 3,1 3,6 3,1 s
peso corporal (%) (2,8-3,4) (2,9-3,7) (3,4-4,1) (2,4-3,6)

DP=desvio padrdo; FM=fracdo mononuclear; g=gramas; MOT=medula dssea total; Q1=primeiro quartil;
Q3=terceiro quartil.
* Andlise de variancia.

Os resultados dessa fase mostraram que as células da medula 6ssea, mas nao as
células HepG2, imobilizadas em microcapsulas de alginato de sddio foram capazes de
reduzir a mortalidade nas primeiras 72 horas ap6s a hepatectomia de 90% (Figura 6). A
manuten¢do da vida durante esse periodo possibilitou a regeneragdo do figado e a
aparente resolucdo do quadro de insuficiéncia hepdtica. Os mecanismos envolvidos

neste processo foram estudados na terceira etapa da pesquisa.

6.3. FASE 3 - AVALIACAO DO EFEITO PRECOCE DA TERAPIA CELULAR EM
RATOS SUBMETIDOS A HEPATECTOMIA DE 90%

Esta fase envolveu o estudo de possiveis mecanismos fisiopatogénicos
relacionados aos efeitos das células da medula dssea sobre a mortalidade de ratos em
insuficiéncia hepatica secundaria a hepatectomia de 90%. Foram estudados os possiveis
efeitos celulares sobre a regeneragdo hepatica e sobre as citocinas e fatores de
crescimento envolvidos no processo de regeneragdo e inflamacao em cinco diferentes

momentos apos hepatectomia.
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Setenta e cinco animais foram divididos em 3 grupos. Dois grupos receberam
microcéapsulas de alginato de sodio contendo células da medula 6ssea de ratos doadores.
Em um grupo foi utilizada a totalidade de células da medula dssea, na proporcdo de
3x10" células para cada animal. No outro grupo foi encapsulada somente a fragdo
mononuclear das células da medula 6ssea (na proporcio de 1x10° células por rato). Os
possiveis efeitos das células foram comparados com um grupo controle de ratos que
recebeu microcapsulas sem células. Quinze animais, cinco em cada grupo, foram
sacrificados em cada um dos seguintes momentos: 6, 12, 24, 48 e¢ 72 horas apds a

hepatectomia.

Proliferacdo hepatocitaria

O peso dos lobos remanescentes apresentou elevagao a partir das 24 horas apds a
hepatectomia, mais que dobrando a sua massa entre 6 e 72 horas (Tabela 9 e Figura 9).
O grupo sem células apresentou lobos remanescentes com pesos significativamente
superiores aos lobos dos animais que receberam medula 6ssea total (P=0,001) e fracao

mononuclear (P=0,002).

Tabela 9 — Peso dos lobos remanescentes (g) de ratos submetidos a hepatectomia de
90% conforme o0 momento do sacrificio e o regime terapéutico.

Fracao
Sem células mononuclear Medula éssea total
Média =DP Média =DP Média =DP
Horas apés Mediana Mediana (Q1- Mediana (Q1-
HP N (Q1-Q3) N Q3) N Q3) P*
2,9+0,3 3,1 +0,7 3,0 £0,2
6 0,910
3,0(2,7-3,2) 3,4 (2,4-3,6) 3,0 (2,9-3,2)
3,5 +0,6 3,0 £0,5 2,9 +0,6
12 5 5 0,188
3,6 (3,1-4,0) 2,8 (2,6-3,5) 2,9 (2,4-3,4)
3,9 +0,7 4,2 +0,6 3,6 £0,5
24 5 5 0,299
4,2 (3,2-4,6) 4,4 (3,7-4,7) 3,6 (3,3-4,0)
4.4 40,7 5,4 +£0,8 5,1 £0,3
48 5 5 0,074
4,1 (3,8-5,1) 5,2 (4,7-6,2) 5,1 (4,9-5,3)
7,2 £0,8 5,6 £0,5 5,3+0,4 <
72 5 5 0,000
7,2 (6,5-7,9) 5,6 (5,1-6,0) 5,4 (4,9-5,6)

DP=desvio padrao; g=gramas; HP=hepatectomia parcial; Q1=primeiro quartil; Q3=terceiro quartil.
* Analise de variancia e teste de Tukey.
% Sem células x medula 6ssea total: P=0,001; Sem células x fragdo mononuclear: P=0,002.

Em todos os grupos a razdo peso dos lobos remanescentes em relagdo ao peso

corporal avaliado antes do sacrificio aumentou de 1% ou menos as 6 horas para 2% ou
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mais as 72 horas (Tabela 10 e Figura 10). O grupo sem células apresentou maior razao
de massa hepatica que o grupo medula dssea total as 12 horas (P=0,006) e as 72 horas

(P=0,020) e que o grupo que recebeu fragdo mononuclear as 72 horas (P=0,008).

Tabela 10 — Razao peso dos lobos remanescentes em relacio ao peso corporal do
dia do sacrificio (%) de ratos submetidos a hepatectomia de 90% conforme o
momento do sacrificio e o regime terapéutico.

Sem células Fracao mononuclear Medula éssea total

Média +DP Média +DP Média £DP
Horas apés Mediana Mediana Mediana (Q1-
HP (Q1-Q3) (Q1-Q3) N Q3) P
0,9 £0,1 1,0 £0,3 1,0 £0,1
6 5 0,549
1,0 (0,8-1,0) 1,1 (0,8-1,2) 1,0 (1,0-1,1)
1,2 +0,1 1,0 0,2 0,9 £0,1 &
12 5 0,007
1,2 (1,1-1,3) 1,0 (0,9-1,2) 0,9 (0,8-1,0)
1,4 +£0,1 1,5+0,3 1,3+0,3
24 5 0,470
1,3 (1,3-1,5) 1,7 (1,2-1,7) 1,4 (1,0-1,6)
1,7 +0,3 1,9 £0,3 1,9 +0,3
48 5 0,492
1,9 (1,4-2,0) 1,9 (1,7-2,2) 1,8 (1,7-2,3)
2,3 +0,2 2,0 £0,1 2,0 £0,1 g
72 5 0,006°
2,2 (2,2-2,5) 2,0 (1,9-2,1) 2,0 (1,9-2,2)

DP=desvio padrao; HP=hepatectomia parcial; Q1=primeiro quartil; Q3=terceiro quartil.

* Analise de variancia e teste de Tukey.

‘?‘ Sem células x medula 6ssea total: P=0,006.

¥ Sem células x fracio mononuclear: P=0,008; Sem células x medula 6ssea total: P=0,020.

O estudo do tecido hepatico através da microscopia Optica, corado com
hematoxilina e eosina, dos animais sacrificados 6 horas apos hepatectomia mostrou
importante congestdo sinusoidal e venosa com dilatagdo dos ramos portais, presenca de
infiltrado neutrocitario difuso e esteatose macrogoticular difusa (Figura 11). Foi
também identificada a presenca de material hialino sinusoidal de origem nao
determinada, mais intensamente nas amostras do grupo que recebeu microcapsulas sem
células.

No tecido hepatico colhido as 12 horas apos a hepatectomia foi identificada,
além da congestdo, da dilatacdo sinusoidal e da esteatose macrogoticular, necrose
hepatocitaria isolada e focos de necrose acompanhados de infiltrado neutrocitario. A
presenca de material hialino sinusoidal também foi observada, porém aparentemente
verificada as 6 horas.

com menor intensidade que a
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Figura 9 - Peso dos lobos remanescentes (g) de ratos submetidos a hepatectomia de
90% conforme o0 momento do sacrificio e o regime terapéutico.
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Figura 10 - Razio peso dos lobos remanescentes em relacio ao peso corporal do
dia do sacrificio (%) de ratos submetidos a hepatectomia de 90% conforme o
momento do sacrificio e o regime terapéutico.

Na avaliagdo histoldgica das 24 horas foi observada menor congestdo, alguma

necrose de hepatocitos isolados e sinais de regeneragdo traduzidos por poucos
hepatécitos em mitose. Eventual presenga de material hialino sinusoidal e discreta
esteatose macrogoticular também foram identificados. Entretanto, houve significativa
esteatose microgoticular de distribui¢ao difusa.

As 48 horas apds a hepatectomia, a analise microscopica do tecido hepatico
revelou a presenga de grande numero de hepatdcitos em mitose, além de esteatose
microgoticular difusa. Aparentemente a esteatose foi menos intensa no grupo tratado
com células da fragdo mononuclear da medula 6éssea.

No tecido hepatico obtido 72 horas apds a hepatectomia pode ser observada
modificagdo do padriao de esteatose, predominando a forma macrogoticular,
acompanhada de um grande niimero de hepatdocitos em mitose. A dinamica das
alteracdes histologicas observadas em diferentes momentos posteriores a hepatectomia
pode ser visualizada nas fotomicrografias da Figura 11.

Em todos os grupos o niumero de hepatocitos em mitose apresentou marcada
elevagdo a partir da 24" hora, atingindo em média mais de 60 mitoses por campo de
grande aumento as 72 horas apos hepatectomia (Tabela 11 e Figura 12). Nao houve

diferenca estatistica significativa entre os grupos nos momentos avaliados.

Tabela 11 — Hepatocitos em mitoses de ratos submetidos a hepatectomia de 90%
conforme o0 momento do sacrificio e o regime terapéutico.

Fracéo
Sem células mononuclear Medula dssea total
Média +DP Média +DP Média +DP
Horas apés Mediana (Q1- Mediana (Q1- Mediana (Q1-
HP N Q3) N Q3) N Q3) pP*
0,2 £0,4 1,0 £1,0 1,0 £0,7
6 5 0,0 5 1,0 5 1,0 0,178
(0,0-0,5) (0,0-2,0) (0,5-1,5)
0,6 £0,5 0,4 +£0,5 0,8 +0,4
12 5 1,0 5 0,0 5 1,0 0,459
(0,0-1,0) (0,0-1,0) (0,5-1,0)
7,2 £5,5 1,2+2,2 12,6 £24,0
24 5 9.0 5 0.0 5 0.0 0,252
(1,5-12,0) (0,0-3,0) (0,0-31,5)
48,0+25.4 57,8 £23,3 68,4 £26,4
48 5 44,0 5 56,0 5 58,0 0,264
(29,0-69,0) (38,5-78,0) (46,5-95,5)

72 5 55,2+13,2 5 62,8 £17,5 5 58,4 £28,8 0,740
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51,0 68,0 60,0
(44,0-68.5) (48,5-74,5) (32,5-83.5)
DP=desvio padrao; HP=hepatectomia parcial; Q1=primeiro quartil; Q3=terceiro quartil.
* Teste de Kruskal Wallis.
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Figura 11 — Tecido hepatico corado por hematoxilina e eosina (HE) (400x) de ratos
submetidos a hepatectomia de 90% conforme o momento do sacrificio e o regime
terapéutico.

FM=fra¢ao mononuclear; MOT=medula 6ssea total.
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Figura 12 - Hepatocitos em mitoses de ratos submetidos a hepatectomia de 90%
conforme o0 momento do sacrificio e o regime terapéutico.
Niveis séricos de citocinas e de fatores de crescimento

A média do nivel de IL-6 nas 3 amostras coletadas antes da hepatectomia foi de
5,1 £3,6 pg/mL, com mediana de 4,6 (Q1=1,7; Q3=6,7) pg/mL). Os valores nos
diversos momentos e conforme os regimes terapéuticos estdo demonstrados na Tabela
12 e na Figura 13. Nao houve diferenga estatistica significativa dos niveis de IL-6 entre
0S grupos.

A média do nivel de TGF-beta nas 3 amostras coletadas antes da hepatectomia
foi de 42,24+7,74 ng/mL, com mediana foi de 42,3 (Q1=34,4; Q3=46,1) ng/mL. Os
valores nos diferentes momentos e conforme os regimes terapéuticos estdo
demonstrados na Tabela 13 e na Figura 14. Houve diferenca estatistica significativa dos
niveis de TGF-beta entre os grupos somente nas amostras coletadas as 12 horas apds a
hepatectomia. Os valores dos animais do grupo sem células foram significativamente

superior aos dos ratos tratados com fragdo mononuclear (P=0,036).
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Tabela 12 — IL-6 sérica (pg/mL) de ratos submetidos a hepatectomia de 90%

conforme 0 momento do sacrificio e o regime terapéutico.

Fracio
Sem células mononuclear Medula éssea total
Média +DP Média +DP Média +DP
Horas apés Mediana (Q1- Mediana (Q1- Mediana (Q1-
HP N Q3) N Q3) N Q3) P*
268.,8 +42.2 294.9 £74.8 259.8 +84.6
6 2 268,8 5 278,5 5 2642 0,764
(239,0-298,7) (235,3-362,7) (177,4-340,1)
285,1 +180,6 299.3 +154,9 240,1 £12,2
12 3 217,0 5 261,8 4 239.5 0,369
(158,2-446,1) (172,6-444,6) (228,9-251,9)
138,2 +42.1 217,1 £69.5 111,4 £58.0
24 5 124,9 5 2534 5 106,6 0,097
(100,6-182,3) (144,1-272,0) (61,5-163.6)
98,2 +46,2 89,0 31,6 107,5 +56,1
48 5 110,5 5 89,3 5 90,6 0,826
(52,3-137,9) (58,0-119,7) (64,8-158,5)
93,3 £28.8 94,2 +45.7 89,1 £36,0
72 5 90,6 5 90,6 5 74,5 0,953
(67,6-120,3) (58,7-131,6) (64,2-121,4)

DP=desvio padrao; HP=hepatectomia parcial; Q1=primeiro quartil; Q3=terceiro quartil.
* Teste de Kruskal Wallis.

Tabela 13 — TGF-beta sérico (ng/mL) de ratos submetidos a hepatectomia de 90%

conforme o0 momento do sacrificio e o regime terapéutico.

Fracao
Sem células mononuclear Medula dssea total
Média £DP Média +DP Média +DP
Horas apés Mediana Mediana Mediana
HP N (Q1-Q3) N (Q1-Q3) N (Q1-Q3) P*
60,5 £27.8 65,1 +41,2 78,5 +£21,1
6 5 47,0 5 41,3 5 87,8 0,468
(42,1-85,6) (33,3-108,8) (57,7-94,7)
69,1 £18,5 45,9 49,6 50,7 £7,8
12 5 64,8 5 41,1 5 549 0,027%
(56,5-83,7) (38,8-55,5) (42,3-56,9)
49,8 £20.4 73,9 £30,0 57,5 +25,9
24 5 49,5 5 75,2 5 47,8 0,566
(30,4-69,4) (50,0-97,2) (35,5-84,2)
26,8 £20.4 39,5 £10,8 44,4 £25.6
48 5 25,1 5 33,7 5 38,2 0,145
(11,6-42,9) (31,3-50,7) (27,5-64,4)
38,3 +11,7 36,5 +4,5 50,7 £20,0
72 5 422 5 35,0 5 39,3 0,482
(26,8-47,9) (32,9-41,0) (35,1-71,9)

DP=desvio padrao; HP=hepatectomia parcial; Q1=primeiro quartil; Q3=terceiro quartil.
* Teste de Kruskal Wallis e teste de Dunn.
& Sem células x fracdo mononuclear: P=0,027
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Figura 13 - IL-6 sérica (pg/mL) de ratos submetidos a hepatectomia de 90%
conforme o0 momento do sacrificio e o regime terapéutico.
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Figura 14 - TGF-beta sérico (ng/mL) de ratos submetidos a hepatectomia de 90%
conforme o0 momento do sacrificio e o regime terapéutico.
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A média do PDGF-BB sérico de 3 amostras coletadas antes da hepatectomia foi
de 5,73+0,85 ng/mL, com mediana de 6,2 (Q1=4,8; Q3=6,2) ng/mL. Os valores do
PDGF-BB nos diferentes momentos e conforme os regimes terapéuticos estdo
demonstrados na Tabela 14 e na Figura 15. Nao houve diferenga estatistica significativa
dos niveis de PDGF-BB entre os grupos na maioria dos momentos avaliados. Somente
nas amostras coletadas as 48 horas apds a hepatectomia os valores de PDGF-BB dos
animais do grupo sem cé¢lulas foram significativamente inferiores aos dos ratos tratados

com fracdo mononuclear (P=0,017).

Tabela 14 — PDGF-BB sérico (ng/mL) de ratos submetidos a hepatectomia de 90%
conforme o0 momento do sacrificio e o regime terapéutico.

Fracio
Sem células mononuclear Medula éssea total
Média +DP Média +DP Média +DP
Horas apés Mediana Mediana Mediana
HP N (Q1-Q3) (Q1-Q3) N (Q1-Q3) P
7,8 £0,2 7,5+1,0 7,9 £0,8
6 5 0,153
7,9 (7,6-8,0) 7,8 (6,6-8,2) 8,1(7,3-8,3)
7,7 +£0,6 6,5 £3,0 7,9 £0,8
12 5 5 0,778
7,8 (7,1-8,1) 7,6 (4,4-8,1) 7,7 (7,7-8,0)
6,3 £0,9 6,7 £1,0 6,8 £0,3
24 5 5 0,532
6,3 (5,5-7,0) 6,8 (5,9-7,6) 6,8 (6,6-7,1)
3,6 £1,3 6,8 £1,4 5,6 £1,5 &
48 5 5 0,021
3,4 (2,5-4,7) 7,6 (5,4-7,9) 5,7 (4,2-7,0)
6,3 £2,1 4,722 6,5 £1,9
72 0,343
6,6 (4,6-7,9) 4,7 (2,7-6,6) 7,4 (4,4-8,1)

DP=desvio padrao; HP=hepatectomia parcial; Q1=primeiro quartil; Q3=terceiro quartil.

* Teste de Kruskal Wallis e teste de Dunn.
& Sem células x fracdo mononuclear: P=0,017.
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Figura 15 - PDGF-BB sérico (ng/mL) de ratos submetidos a hepatectomia de 90%
conforme o0 momento do sacrificio e o regime terapéutico.
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7. DISCUSSAO

Os modelos animais sdo importantes instrumentos para a ampliacao do entendimento
da patogénese da insuficiéncia hepatica aguda, da evolucdo da doenca, do manejo das
complicacdes e dos mecanismos envolvidos na regeneragdo hepatica, sendo também
necessarios para o desenvolvimento e avaliacdo de novas abordagens terapéuticas (Martins et
al., 2008).

As caracteristicas anatdomicas do figado de ratos e camundongos permitem a
realizacdo de diferentes graus de resseccdo da massa hepatica, conforme a combinagdo dos
lobos removidos (Aller ef al., 2009). A hepatectomia de 70% ¢ o principal modelo utilizado
nos estudos de regeneracdo hepatica (Roger et al., 1995; Panis ef al., 1997; Myronovych et
al., 2008) e a ressec¢ao de 90% constitui adequado modelo experimental de insuficiéncia

hepatica aguda (Madrahimov et al., 2006; Martins et al., 2008; Aller et al., 2009).

71. FASE 1 — MODELO DE INSUFICIENCIA HEPATICA AGUDA POR
HEPATECTOMIA PARCIAL EM RATOS

O desenvolvimento de um modelo experimental de avaliacdo de terapias para a
insuficiéncia hepatica aguda requer que ao menos 2 dos critérios propostos por Terblanche e
Hickman (1991) sejam considerados: alta mortalidade antes da regeneracdo hepatocitaria e
janela terapéutica adequada (Terblanche & Hickman, 1991).

Apos hepatectomia parcial extensa, a capacidade regenerativa do tecido hepatico
remanescente geralmente limita o tempo da condi¢do de insuficiéncia a no maximo 3 ou 4
dias (Weinbren & Dowling, 1972; Emond et al., 1989; Panis et al., 1997). Para a reprodu¢ao
da alta mortalidade caracteristica da insuficiéncia hepatica aguda, o nimero de 6bitos deve
ser elevado, mas os 6bitos ndo devem ocorrer muito precocemente, possibilitando uma janela
para a avaliacao de possiveis tratamentos.

As ressecgdes hepaticas inferiores a 90% em ratos e camundongos apresentam
elevada sobrevida, particularmente quando controlada a queda nos niveis de glicose
sanguinea, € nao determinam uma situacdo de insuficiéncia hepatica (Panis et al., 1997).
Panis e colaboradores relataram elevada mortalidade em 96 horas com a ressec¢ao de 85% do
figado de ratos Wistar sem a suplementacdo de glicose. A retirada de 90% do figado
determinou 100% de mortalidade nas primeiras 48 horas. Os autores atribuem os Obitos a
hipoglicemia observada no pds-operatorio de hepatectomia de 85 e 90%. O controle da queda

dos niveis de glicose poderia reduzir a mortalidade apds hepatectomia extensa (Panis et al.,
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1997). Em nosso estudo, 50% dos animais submetidos a hepatectomia de 85% permaneciam
vivos no terceiro dia de pods-operatorio (Figura 3). A reposi¢ao de glicose nao modificou a
sobrevida, mas determinou nivel de glicose maior as 6 horas ap6s a hepatectomia (Figura 4).
Também ndo houve diferenga no peso dos lobos remanescentes entre os 2 grupos (Tabela 5).
A sobrevida da metade dos animais ap6s 72 horas inviabilizou a utilizagdo desse grupo como

modelo para eventuais estudos terapéuticos.

Niveis glicémicos

A ampliacdo da ressec¢do hepatica de 70 para 90%, além da reducdo da sobrevida
(Caruana et al., 1986; Emond et al., 1989), se acompanha de queda dos niveis de glicose
sérica nas primeiras horas (Cochran & Losek, 2007). Em animais submetidos a hepatectomia
de 90 e 95% a hipoglicemia grave est4 associada a maior mortalidade (Gaub & Iversen, 1984;
Caruana et al., 1986; Emond et al., 1989; Nakamura ef al., 1997). Os animais sobreviventes
mantém niveis glicémicos mais elevados, proximos da normalidade, enquanto que os nao
sobreviventes apresentam hipoglicemia persistente apds a hepatectomia (Nakamura et al.,
1997). Considerando que o figado ¢ o oOrgdo chave na producdo, armazenamento e
distribui¢do de nutrientes e de energia, a perda aguda da massa hepatocitaria se acompanha
de redugao do estoque de glicogénio, da capacidade de gliconeogénese e de manutengao da
glicemia durante o jejum (Emond et al., 1989).

Nesses casos, a mortalidade precoce pode ser parcialmente reduzida evitando-se a
hipoglicemia grave com a administracdo de 20% de glicose na dgua de beber (Roger et al.,
1995; He et al., 2003). Em nosso estudo, o prolongado tempo de recuperacao anestésica da
ketamina e xilazina tornou ineficaz o oferecimento de glicose na dgua de beber aos ratos
submetidos a 90% de hepatectomia, pois somente, 20% dos animais haviam despertado da
anestesia 6 horas apds o final do procedimento (Anexo 4). No grupo anestesiado com
isoflurano, a ingestdo da dgua com glicose ocorreu minutos apds o final da cirurgia. Nao
houve hipoglicemia nas primeiras horas e a sobrevida em 6 horas foi elevada (93,3%) (Figura
5).

A suplementacdo de glicose através da dgua de beber pode ndo ser suficiente para a
prevencao de hipoglicemia grave em hepatectomias superiores a 90% (Roger ef al., 1995; He
et al., 2003). A monitoracdo estreita da glicemia e a correcdo da hipoglicemia com a
administracdo intraperitoneal de 5% de glicose, associada a sua adi¢do na 4gua, em ratos com
ressec¢cdo de 90%, pode elevar a sobrevida a 80% (He et al., 2010). Com esse modelo foi

possivel a expansdo da ressec¢do a 95%, com sobrevida superior 20%. Em nosso estudo, a
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aplicagdo intraperitoneal profilatica de glicose nos ratos submetidos a 90% de hepatectomia
com ketamina e xilazina ndo foi capaz de prevenir a hipoglicemia em todo o periodo de

acompanhamento e ndo impediu a evolucdo para o dbito de 73,3% dos animais.

Anestesia

A definicdo do regime anestésico para a realizacdo de procedimentos cirurgicos em
animais de experimentagdo pode ser considerada um desafio. Muitos fatores influenciam na
escolha, como a espécie, o sexo, a idade e o tamanho do animal, e o tipo de cirurgia que sera
realizado (He et al., 2010). A experiéncia e a habilidade dos pesquisadores, os equipamentos
e os recursos materiais ¢ financeiros disponiveis devem ser considerados (Remie, 2010),
assim como a seguranca do animal e da equipe do laboratério. Nos procedimentos
experimentais envolvendo ressec¢do hepatica ou transplante de figado, a anestesia ideal
deveria ser a de minimo efeito sobre a funcdo hepatica, pois a imediata reducao da
capacidade metabdlica secundaria a hepatectomia extensa pode alterar o metabolismo dos
anestésicos utilizados, com repercussdo sistémica e sobre os pardmetros em estudo (Gaertner
etal.,2008; He et al., 2010).

Apesar de seu emprego ser usual em experimentagdo com roedores (Richardson &
Flecknell, 2005; Stokes et al., 2009; Remie, 2010) e de oferecer vantagens técnicas e
econdmicas em relagdo aos outros regimes anestésicos (He et al., 2010), as caracteristicas
farmacoldgicas da associa¢do de ketamina e xilazina limitam a sua utilizagdo em modelos de
hepatectomia superiores a 85% em virtude da situagdo de insuficiéncia hepatica aguda a que
estdo submetidos os animais,.

Nosso estudo mostrou que ketamina e xilazina em associa¢do podem ser utilizadas em
hepatectomia de até 85% (Figura 3). Com a ampliagdo da resseccdo hepatica para 90%, a
mortalidade no pos-operatorio imediato, em até 6 horas, aumentou de 8,3 para 73,3% (Figura
5). A diminuicdo da massa hepatica remanescente determinou a redug¢do da capacidade
metabodlica hepatica dos anestésicos e dos carboidratos, pois a ketamina e a xilazina sdo
metabolizadas extensivamente pelo sistema enzimatico mitocondrial hepatico (Gaertner et al.,
2008; He et al., 2010). O aprofundamento do plano anestésico, provocando depressao
cardiorrespiratéria, € a hipoglicemia grave possivelmente foram os determinantes dos Obitos
nas primeiras 6 horas no grupo de ratos submetidos a 90% de hepatectomia (Anexo 4). Além
disso, foram descritos possiveis efeitos da ketamina e da xilazina sobre o metabolismo dos
carboidratos. Em ratos, a ketamina (Reyes Toso et al., 1995; Meyer & Fish, 2008) ¢ a

xilazina (Hsu et al., 1986; Gaertner et al., 2008) podem promover hiperglicemia,
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isoladamente ou em associagdo (Kawai et al., 1997). Por outro lado, hipoglicemia foi relatada
com a administracao prolongada da associacdo de ketamina e xilazina (Simpson, 1997,
Gaertner et al., 2008).

Para a realizacdo de hepatectomia com remocao de 90% ou mais da massa hepatica,
outros esquemas anestésicos diferentes da ketamina e xilazina tém sido utilizados. O
pentobarbital, empregado em alguns estudos (Zhang et al., 1996; Liu & Chang, 2006;
Hayashi et al., 2009; Liu & Chang, 2009) tem pequeno poder anestésico e cirurgias invasivas
precisam ser realizadas com altas doses, muito proximas da dose letal (Remie, 2010). A
aplicacdo intraperitoneal em ratos esta associada a agitacao leve, tanto na indu¢do como na
recuperagao (Meyer & Fish, 2008). Além da pobre atividade anestésica e da pequena janela
terapéutica, o pentobarbital exige um tempo prolongado de recuperacdo anestésica. Seu
metabolismo ¢ hepatico através do citocromo P450, com excre¢do biliar de 28% da dose
administrada em até 6 horas em ratos (Meyer & Fish, 2008). Tais caracteristicas tornam
inadequada a utilizagdo do pentobarbital na anestesia cirargica de ratos submetidos a
hepatectomia extensa.

A anestesia inalatoria, principal regime anestésico descrito nos estudos com
hepatectomia de 90% ou mais, proporciona um procedimento seguro e reprodutivel em
roedores (Gaertner et al., 2008). Os anestésicos inalatorios usualmente utilizados sdo liquidos
volateis, que antes de serem liberados ao animal, devem ser vaporizados e misturados a um
gés carreador (Remie, 2010). Comparativamente aos injetaveis, oferecem maior controle do
tempo de duragdo e da profundidade anestésica, possibilitando a rapida reversao da depressao
do sistema nervoso central com a reducdo dos niveis de anestésicos oferecidos. Também
apresentam menor impacto metabdlico e consequentemente, menor interferéncia nos dados
estudados nas pesquisas. As desvantagens estdo relacionadas a necessidade de maior
monitoramento anestésico, particularmente durante a inducdo, de pessoal treinado e de
equipamento especializado, o que resulta na ampliagdo dos custos de pesquisa (Gaertner et
al., 2008).

O isoflurano ¢ um anestésico inalatorio metil-etil éter halogenado de alta estabilidade
molecular, o que determina que menos de 0,2% da dose inspirada seja metabolizada, sendo
quase completamente eliminado no ar exalado (Bovill, 2008; Brunson, 2008). O tempo de
inducdo e de recuperagdo ¢ pequeno, e a profundidade pode ser facil e rapidamente ajustada.
E considerado o anestésico ideal para estudos de metabolismo e toxicidade, por apresentar
minimo metabolismo sistémico, pequeno efeito sobre o sistema enzimatico hepatico e

reduzido risco de danos hepaticos e renais (Shibutani, 2000; Bovill, 2008; Brunson, 2008;
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Gaertner et al., 2008). Entretanto, poucos estudos com modelos de hepatectomia extensa em
murinos utilizaram o isoflurano (Sarac et al., 1994; Madrahimov et al., 2006; Deng et al.,
2011; Vanheule et al., 2011), sendo o éter o anestésico mais utilizado (Gaub & Iversen, 1984;
Roger et al., 1995; Wang et al., 1995; Panis et al., 1997; He et al., 2003; Morioka et al.,
2006; Tokunaga et al., 2008; Arakawa et al., 2009; Ninomiya et al., 2010).

Em nosso estudo, podemos observar os efeitos do isoflurano no pos-operatério de
ratos submetidos a 90% de hepatectomia (Figura 5). O reduzido tempo de recuperagdo
anestésica do isoflurano permitiu o despertar dos animais em minutos. Na avaliagdo da
primeira hora do final da cirurgia todos os ratos estavam despertos e ativos. Nao houve
hipoglicemia nas primeiras horas apds a cirurgia ¢ a sobrevida em 6 horas foi elevada
(93,3%).

O modelo de insuficiéncia hepatica aguda desenvolvido por esse estudo —
hepatectomia de 90% sob anestesia com isoflurano e reposicdo de glicose oral e
intraperitoneal — cumpriu os pré-requisitos necessarios para um modelo experimental de
avaliacdo de terapias para a insuficiéncia hepatica aguda, oferecendo uma janela terapéutica

adequada apesar da alta mortalidade em 72 horas.

7.2. FASE 2 — AVALIACAO DO EFEITO DE DIFERENTES TIPOS CELULARES NA
SOBREVIDA DE RATOS SUBMETIDOS A HEPATECTOMIA DE 90%

Na segunda fase do estudo foram realizados os ensaios com diferentes tipos e
quantidades de células imobilizadas em microcépsulas de alginato de so6dio. O objetivo foi de
avaliar a capacidade da terapia celular em reduzir a alta mortalidade do modelo de
hepatectomia de 90%. Foram utilizadas células HepG2 e células da medula 6ssea de ratos

Wistar doadores (Tabela 6).

Transplante de hepatocitos

O efeito do transplante de hepatocitos em diferentes modelos murinos de insuficiéncia
hepatica aguda tem sido avaliado em diversos ensaios (Horslen & Fox, 2004; Fitzpatrick et
al., 2009; Muraca, 2011). Esses estudos sdo heterogéneos quanto a metodologia empregada e
aos seus objetivos, tornando bastante dificil a comparacdo de seus resultados. Os modelos de
inducdo de lesdo hepdtica sdo diversos, sendo utilizada a técnica da hepatectomia de 90% na
maioria dos artigos (Demetriou et al., 1988; Emond et al., 1989; Wang et al., 1991; Wang et
al., 1995; Nakamura et al., 1997; Kobayashi et al., 2000; Kobayashi et al., 2000; Hamazaki
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et al., 2002; Aoki et al., 2005; Liu & Chang, 2005; Liu & Chang, 2006, Zhang et al., 2009).
Em um estudo, foi realizada a hepatectomia total (Aoki et al., 2000), e em outros foram
empregadas substancias tdxicas, como a D-galactosamina (Wong & Chang, 1986), a
tioacetamida (Rahman et al., 2005) e o paracetamol associado a hepatectomia de 30% (Mai et
al., 2005; Sgroi et al., 2011). A terapia celular consistia da administragdo de hepatodcitos
primarios colhidos de outros animais doadores (ratos e cobaias) ou de seres humanos, ou
hepatocitos obtidos de linhagens imortalizadas. Os hepatocitos livres ou imobilizados em
microcéapsulas, em quantidades variadas, foram implantados na cavidade peritoneal, baco ou
administrados através da veia da porta.

A maioria dos resultados relatados por esses artigos aponta para um efeito benéfico do
transplante de hepatocitos na sobrevida dos animais em insuficiéncia hepatica aguda. Em
alguns relatos a administra¢do de hepatdcitos conjunta com células do pancreas (Wang et al.,
1991; Rahman et al., 2005) ou de hepatdcitos cultivados em meio com insulina (Wang et al.,
1995) apresentaram maior sobrevida, sugerindo um efeito estimulador da regeneragao ou
imunoprotetor hepatocitario.

Alguns estudos tém sugerido um efeito benéfico da imobilizacdo e da imunoprotegao
dos hepatdcitos transplantados, proporcionando aumento da sobrevida quando comparada ao
implante de células livres. Demetriou e colaboradores (1988) fixaram hepatocitos em
microcarreadores revestidos por coldgeno e transplantaram no peritonio em ratos singénicos e
alogénicos submetidos a hepatectomia de 90%. Em ambos os grupos houve elevacdo da
sobrevida em até 40% em 28 dias e redu¢do da hipoglicemia. Nenhum animal que recebeu
hepatdcitos livres sobreviveu mais que 5 dias (Demetriou ef al., 1988).

Aoki e colaboradores (2005) realizaram transplante de hepatdcitos alogénicos
primarios dentro do baco de ratos submetidos a hepatectomia de 90%. Foi observada a
ampliacdo da sobrevida em 7 dias de 36,4% no grupo de ratos transplantados com hepatocitos
livres para 64,3% entre os animais que receberam as células contidas em microcapsulas da
alginato-poli-L-lisina-alginato (APA) (Aoki et al., 2005).

Apds a administracdo de dose toxica de paracetamol em camundongos Mai e
colaboradores (2005) realizaram hepatectomia de 30%. Os animais que receberam os
hepatdcitos primarios imobilizados em microcapsulas alginato de sédio e poli-L-lisina
apresentaram maior sobrevida do que os grupos controle, com capsulas vazias e os tratados
com hepatocitos livres (Mai et al., 2005).

Wong e colaboradores (1986) observaram maior tempo de sobrevida em ratos em

insuficiéncia hepatica aguda induzida por D-galactosamina e que receberam hepatdcitos
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primarios encapsulados em alginato de sodio na cavidade peritoneal. Nao foram
transplantados hepatocitos livres e o grupo controle recebeu capsulas vazias (Wong & Chang,
1986).

Outros autores relataram aumento da sobrevida com o transplante de hepatdcitos,
independentemente se as células haviam sido aplicadas de forma livre ou imobilizadas dentro
das capsulas. Hamazaki e colaboradores (2002) encapsularam em agarose-hidrogel esferdides
de 100 a 200 hepatocitos de ratos F433 que haviam sido cultivados por 14 dias. Apos
hepatectomia de 90% o transplante de hepatdcitos elevou a sobrevida em relagdo ao grupo
controle (25%). Entretanto, ndo houve diferenga na sobrevida em 3 dias entre os grupos
tratados com células livres (60%) e com células encapsuladas (50%) (Hamazaki et al., 2002).

Aumento da sobrevida em 14 dias foi relatado por Liu e colaboradores (2005 e 2006)
apos o transplante de hepatocitos primdrios de doadores singénicos, tanto livres (83%) como
encapsulados (83%) em ratos submetidos a hepatectomia de 90% (Liu & Chang, 2005; Liu &
Chang, 2006).

Sgroi e colaboradores (2011) realizaram hepatectomia de 30% 15 horas apods a
administracdo de dose toxica de paracetamol em camundongos. Houve ampliagio da
sobrevida nos animais que receberam no peritonio hepatdcitos humanos imortalizados
contidos em capsulas de alginato de sddio e poli-L-lisina (48%) em relacdo ao grupo controle
(23%). Contudo nao houve diferenga na comparacdo com os camundongos que receberam
hepatocitos livres (37%) (Sgroi et al., 2011).

Rahman e colaboradores (2005) transplantaram hepatocitos imortalizados humanos
(HepG2) encapsulados em alginato de sédio e poli-L-lisina em um modelo de insuficiéncia
hepatica aguda induzida por tiocetamida e obtiveram sobrevida de 40% em 7 dias. Entre os
animais que receberam as capsulas vazias a mortalidade foi de 100% (Rahman et al., 2005).

Diferentemente dos artigos acima descritos, no presente estudo nao foi demonstrado
efeito benéfico significativo do implante de hepatdcitos da linhagem HepG2 imobilizados em
capsula de alginato de sodio. Ao final de 10 dias de acompanhamento a sobrevida desse
grupo foi de 31%, enquanto que no grupo que recebeu capsulas sem células somente 6,7%
completaram o mesmo periodo vivos (Figura 6). O pequeno nimero de animais em cada
grupo pode explicar a auséncia da significancia estatistica na diferenga observada.

Entre os estudos acima descritos a sobrevida apos o transplante de hepatdcitos
encapsulados variou de 48 a 83%. As diferengas metodologicas, como o tipo de hepatocito

transplantado, a técnica de obtencdo do isolamento celular, a quantidade de células
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transplantadas e o modelo de indugdo da insuficiéncia hepatica aguda, podem explicar as
diferencas de resultados entre os estudos.

A possivel perda da expressdo fenotipica das células imortalizadas poderia alterar as
suas fungdes metabolicas e a sua utilidade na insuficiéncia hepatica aguda (Nakamura et al.,
1997; Horslen & Fox, 2004). Em nosso estudo, os niveis de glicose sanguinea nao foram
diferentes entre o grupo de animais transplantados com células HepG2 e o grupo que recebeu
capsulas vazias (Tabela 7 e Figura 7), sugerindo a auséncia de efeito metabolico desses
hepatocitos. Nos estudos de Demetriou e colaboradores (1988) e de Aoki e colaboradores
(2005), os ratos que receberam hepatocitos primarios apresentaram, além de maior sobrevida,
niveis superiores de glicemia em relacdo ao grupo controle, indicando que essas células
podem fornecer um suporte metabolico que resulta no aumento da sobrevida (Demetriou et

al., 1988; Aoki et al., 2005).

Transplante de células da medula ossea

A utilizagdo clinica de células da medula 6ssea no tratamento da insuficiéncia
hepatica aguda ¢ rara (Gasbarrini et al., 2007) e os estudos experimentais em modelos
animais sao pouco frequentes e heterogéneos em seus métodos e objetivos. Os artigos
publicados que avaliaram a sobrevida apds o transplante de células da medula 6ssea em
animais de experimentacdo apresentaram resultados discordantes. Makowka e colaboradores
(1980) transplantaram na cavidade peritoneal células da medula 6ssea e hepatocitos obtidos
de ratos doadores singénicos. Foi verificado efeito positivo dos dois tipos celulares na
sobrevida de ratos Lewis com lesdo hepatica induzida por D-galactosamina (Makowka et al.,
1980).

O efeito do transplante de células mononucleares em dois diferentes modelos animais
de lesdo hepatica aguda foi recentemente avaliado no CTG do HCPA. Tanto no modelo
toxico por paracetamol, como no induzido por CCls, houve significativa melhora da
sobrevida em 72 horas dos ratos tratados (Belardinelli ef al., 2008; Baldo et al., 2010). A
sobrevida no modelo por paracetamol aumentou de 33,3% para 70,8% nos animais que
receberam as células (Belardinelli ez al., 2008). No modelo com CCly, a infusdo da mesma
quantidade de células da medula 6ssea (1x10° por rato) resultou em elevacdo da taxa de
sobrevida de 48% para 100% dos animais (Baldo et al., 2010).

Zhang e colaboradores (2009) induziram lesdo hepatica aguda com hepatectomia de
70% em ratos F344 pré-tratados com retrorsina para bloquear a capacidade proliferativa dos

hepatdcitos. A infusdo de células da medula dssea obtidas de doadores congénicos, tanto pela
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veia porta como pela veia peniana elevaram a sobrevida de 35% para 70% e 75%,
respectivamente. O transplante de hepatocitos via portal ndo aumentou de forma significativa
a sobrevida nos 28 dias de observacgao (50%) (Zhang et al., 2009).

Tokai e colaboradores (2009) induziram faléncia hepatica fulminante submetendo
ratos a hepatectomia de 70% e a ligadura do pediculo do lobo direito. O transplante de células
da medula éssea (2x10°) ndo foi capaz de prolongar o tempo de sobrevida (Tokai ef al.,
2009).

Somente os estudos de Liu e colaboradores (2005, 2006 ¢ 2009) avaliaram o efeito do
isolamento de células da medula 6ssea em microcépsulas em modelo murino de hepatectomia
90% (Liu & Chang, 2005; Liu & Chang, 2006; Liu & Chang, 2009). Inicialmente, esses
autores relataram que o implante de células da medula 6ssea contidas em microcapsulas de
alginato de sddio no peritonio eliminou os 6bitos apds a hepatectomia de 90%. A sobrevida
dos animais que receberam células da medula 6ssea livres foi de 33%, semelhante ao grupo
controle (Liu & Chang, 2005; Liu & Chang, 2006). O mesmo grupo realizou o implante de
células-tronco mesenquimais microencapsuladas no bago de ratos e demonstrou aumento da
sobrevida de nos animais tratados (92%). No grupo que recebeu as células livres a sobrevida
foi de apenas 25%, semelhante ao grupo controle (Liu & Chang, 2009). Os autores sugerem
que a imobilizacdo e o isolamento proporcionado pelas microcapsulas protegeriam as células
da reacdo imunologica do hospedeiro e permitiriam a sua transdiferenciacdo em hepatdcitos.
Esses novos hepatdcitos derivados poderiam contribuir para a fungao hepatica, aumentando a
sobrevida (Liu & Chang, 2005; Liu & Chang, 2006). Outro mecanismo sugerido envolveria a
estimulagdo da regeneracao hepatica pelos fatores troficos secretados pelas células da medula
Ossea, particularmente as células-tronco mesenquimais (Liu & Chang, 2009).

Apesar da aparente semelhanca metodoldgica com os estudos de Liu e colaboradores,
as taxas de sobrevida dos ratos tratados com células da medula 6ssea foram menores em
nosso estudo. O grupo que recebeu a totalidade das células da medula 6ssea atingiu sobrevida
de 63,6% em 10 dias. Os animais que receberam a fragdo mononuclear da medula 6ssea,
independentemente do numero de células transplantadas, apresentaram sobrevida de
aproximadamente 55% (Figura 6). Questdes metodoldgicas e operacionais podem explicar as
diferencas nos resultados. As variagoes na sobrevida podem ter sido influenciadas pelo
pequeno nimero de animais transplantados pelo grupo de Liu, particularmente nos artigos de
2005 e 2006, nos quais grupo era constituido de somente 6 ratos. Em nosso estudo, os ratos
doadores das células da medula 6ssea ndo eram singénicos aos animais receptores. Apesar do

isolamento celular pelo alginato, a falta de identidade genética pode ter gerado algum tipo de
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reacdao imunolédgica dos hospedeiros as proteinas secretadas, o que pode ter influenciado na
sobrevida. Além disso, a presenga de imperfeicdes na superficie e de impurezas no alginato
de sodio pode estimular a resposta imunologica do hospedeiro as cépsulas, com producao de
fibrose ao seu redor em longo prazo. A redugdo da permeabilidade dificulta o aporte de
oxigénio e as trocas de nutrientes e pode levar a morte das células encapsuladas (Uludag et
al., 2000; Mai et al., 2005; Zimmermann et al., 2005; Sgroi et al., 2011). Variagdes na
concentracdo da diluicdo do alginato podem influenciar a viscosidade e a porosidade das
microcapsulas (Zimmermann et al., 2005; Barminko et al, 2011). No modelo de
hepatectomia de 90%, o efeito benéfico do suporte metabolico das células transplantadas
precisa durar o tempo necessario para a recuperagao da massa hepatocitaria, o que geralmente
ocorre até o 3° ou 4° dia apos a cirurgia (Sgroi et al., 2011). Apesar da padronizagdo da
técnica de encapsulacdo na fase inicial de nosso estudo e da experiéncia da equipe do CTG
(Lagranha et al., 2008; Mayer et al., 2010; Matte et al., 2011; Baldo et al., 2012), algumas
dificuldades verificadas na manutencao da velocidade do fluxo da suspensao celular e do ar
constantes podem ter determinado imperfeicdes na superficie, além de microcépsulas de
tamanho e formas irregulares. Durante os ensaios ndo foram feitas avaliacdes das
caracteristicas morfoldgicas das microcapsulas.
Niveis glicémicos

Em nenhum dos estudos acima descritos foi avaliado o efeito do transplante de células
da medula 6ssea e de hepatocitos sobre os niveis glicémicos. Somente Nakamura e
colaboradores (1997) relataram a associagdo de maior mortalidade nos animais que
apresentavam hipoglicemia apos o transplante celular e que essa tendéncia era independente
do tipo de célula aplicada (Nakamura et al., 1997). Em nosso estudo, ndo houve diferenca nos
niveis sanguineos de glicose entre os grupos nas primeiras 48 horas apds a hepatectomia
(Tabela 7 e Figura 7). Somente a partir do terceiro dia, os grupos tratados com células da
medula 6ssea apresentaram valores mais elevados que demais grupos. Aparentemente, o
maior nivel glicémico poderia representar um melhor estado metabolico nesses grupos.
Contudo, ndo houve diferenca nos niveis de lactato sanguineo (Figura 8). Possivelmente, o
pequeno numero de animais vivos a partir do 4° dia da cirurgia nos grupos sem células e com

HepG2 pode ter influenciado esses resultados.

Regeneragdo hepdtica
A avaliacao do ganho de peso dos lobos remanescentes ap6s hepatectomia parcial foi

relatada em dois artigos. Liu e colaboradores (2006) nao observaram diferenga no peso do
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figado dos ratos que sobreviveram ao periodo de acompanhamento de 14 dias entre os grupos
que receberam microcapsulas com e sem células. Aparentemente, o peso dos lobos foi menor
nos grupos sham e naqueles com cépsulas vazias e com células da medula dssea livres. O
pequeno numero de ratos sobreviventes talvez possa explicar a auséncia de diferenga
estatistica significativa (Liu & Chang, 2006). No estudo de Zhang e colaboradores (2009) a
taxa de recuperacao da massa hepatica original foi de aproximadamente 80% em 28 dias apoOs
a hepatectomia de 70%. A administracdo prévia de retrorsina reduziu a taxa de regeneragao
para 44%, demonstrando o efeito inibidor da regeneracao celular da retrorsina. O transplante
de células da medula 6ssea ndo modificou essa taxa (49%). Contudo, os animais que
receberam hepatocitos apresentaram 63% da massa hepdtica original, indicando um efeito
positivo sobre a regeneragdo hepatocitaria (Zhang et al., 2009). Em nosso estudo, ndo houve
diferenga entre os grupos tratados no peso dos lobos remanescentes e na razao peso dos
lobos/peso corporal dos animais sobreviventes ao final do periodo de 10 dias (Tabela 8). O
unico rato sobrevivente do grupo que recebeu as capsulas vazias apresentou aparente menor
recuperagdo hepatica. Contudo, a andlise estatistica foi prejudicada pelo pequeno niumero de
animais. A avaliacdo tardia, com 10 dias ou mais, talvez nao tenha capacidade de refletir os
possiveis efeitos benéficos precoces da terapia celular sobre a regeneracdo hepatica. A
modulagdo da capacidade de recuperacao da massa hepatocitaria nos primeiros dias pode ser
determinante da sobrevivéncia ap6s a hepatectomia de 90%.

Os resultados dessa fase de nosso estudo e dos poucos trabalhos publicados sugerem
que a terapia com células da medula dssea pode auxiliar na manutencao da vida durante as
primeiras horas apds a hepatectomia extensa, possibilitando a regeneragdo do figado ¢ a

resolucdo do quadro de insuficiéncia hepatica.

7.3. FASE 3 - AVALIACAO DO EFEITO PRECOCE DA TERAPIA CELULAR EM
RATOS SUBMETIDOS A HEPATECTOMIA DE 90%

O objetivo da terceira fase foi avaliar os efeitos da terapia celular no tecido hepatico e
no sangue nas primeiras horas que se seguem a hepatectomia extensa. O estudo foi desenhado
para a obtencao de amostras de sangue e de figado em 5 diferentes momentos nos 3 regimes
terapéuticos. Somente os animais que sobrevivessem até o tempo estabelecido seriam
analisados e, portanto, no minimo 5 animais de cada grupo deveriam sobreviver em cada
periodo de acompanhamento.

O conhecimento atualmente existente sobre a regeneracao hepatica esta baseado nos

resultados dos estudos com modelos animais de hepatectomia parcial, particularmente pela
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ressec¢dao de 70% da massa hepatica de ratos e de camundongos (Taub, 2004; Aller ef al.,
2009). Contudo, esse modelo nao produz insuficiéncia hepatica e nao reproduz integralmente
a situagdo clinica da perda aguda da funcio do figado. Tal como ocorre com os modelos de
lesdo hepatica induzidos por toxinas ou medicamentos, os mecanismos metabdlicos e
celulares descritos no processo regenerativo apds hepatectomia de 70% ndo podem ser
simplesmente transpostos a condi¢do orginica determinada pela hepatectomia de 90%
(Martins et al., 2008).

A ampliacdo da massa hepatica ressecada, com manutencdo de somente 10% do
figado original, provoca repercussdao sistémica e alta mortalidade (Eguchi et al., 1996;
Rahman & Hodgson, 2000; Madrahimov et al., 2006, Martins ef al., 2008; Aller et al., 2009).
Em alguns poucos artigos, os conhecimentos originados com o modelo de hepatectomia de
70% foram comparados aos observados quando a resseccdo hepatica era estendida a 90%
(Zieve et al., 1985; Caruana et al., 1986; Emond ef al., 1989; Zhang et al., 1996; Panis et al.,
1997; Jensen, 2001; Mimuro et al., 2002; Chang et al., 2004; Makino et al., 2005; Miura et
al., 2011; Vanheule et al, 2011). Porém had poucos estudos sobre os mecanismos
regenerativos hepaticos na insuficiéncia hepética aguda e sobre o seu impacto em todo
organismo.

O processo adaptativo a condicdo da insuficiéncia hepatica aguda secundaria a
ressec¢do hepatica extensa se inicia imediatamente apds a ligadura dos pediculos hepaticos de
cada lobo e se concentra nas primeiras 72 horas. O tecido hepatico remanescente deve
garantir as funcgdes hepaticas essenciais a vida e a homeostase do organismo durante esse
periodo de recuperacao da massa hepatica (Fausto & Campbell, 2003; Michalopoulos, 2007).
A superacdo dos primeiros 3 dias aumenta as chances de sobrevivéncia dos animais
submetidos a hepatectomia de 90% (Figura 6).

Imediatamente apds a lesao hepatica ocorre uma amplificacao na expressdao de genes
de resposta de fase aguda e de gliconeogénese (Greenbaum et al., 1995; Leu et al., 2001;
Fausto & Campbell, 2003; Taub, 2004). H4 uma interagdo entre os diferentes conjuntos de
fatores de transcricdo que sdo induzidos pela resposta regenerativa, a qual permite a
manutenc¢do das fungdes vitais € da homeostase metabdlica e o desenvolvimento do processo

regenerativo (Leu ef al., 2001; Taub, 2004).

7.3.1. Alteracoes histologicas apos hepatectomia
As alteragdes histoldgicas verificadas nos primeiros dias apos hepatectomia de 90%

mostram a expressao celular e tecidual desse processo adaptativo a condigdo de insuficiéncia
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hepatica. Além disso, a reducao da massa hepatica provocada pela hepatectomia parcial leva
ao aumento relativo do aporte sanguineo portal, resultando em hiperperfusdo e congestao
venosa nos lobos remanescentes (Panis et al., 1997; Martins & Neuhaus, 2007). Essa situacao
¢ semelhante ao observado apo6s o transplante de um figado pequeno para o tamanho do
receptor, tanto em animais como em seres humanos (Lo et al., 2003; Martins & Neuhaus,
2007; Ninomiya ef al., 2010).

A remogao cirurgica dos lobos do figado, mesmo sem dano direto aos lobos residuais,
determina elevagdo relativa do fluxo sanguineo nos lébulos remanescentes. Enquanto que
apos hepatectomia de 70% o fluxo sanguineo portal triplica sobre os lobos remanescentes
(Michalopoulos, 2007), na ressec¢ao de 90% do figado o fluxo aumenta em até 10 vezes.
Essa elevacdo do fluxo portal sobre o tecido hepatico remanescente induz alteragdes
metabodlicas e hemodindmicas na microcirculagdo portal e lesdo nas células endoteliais
sinusoidais levando a disfun¢do do sistema reticuloendotelial, com ativagdo das células de
Kupffer, liberacao de citocinas e desencadeamento de atividade inflamatéria e do processo
regenerativo (Yoshida et al., 2007). Em pacientes que receberam enxerto de figado pequeno
para o seu tamanho foi descrito elevacdo dos niveis de HGF e de TGF-beta, tal como ocorre
apds a hepatectomia parcial em ratos (Sato et al., 1997; Sato et al., 1999; Ninomiya et al.,
2003; Michalopoulos, 2007).

A reducdo da pressdo portal pode proteger o figado apds hepatectomia extensa pela
reducdo da lesdo da estrutura da parede sinusoidal. A realizagcdo conjunta de derivagdo porto-
sistémica aumenta a sobrevida de ratos submetidos a hepatectomia de 90% (Fukuchi et al.,
2000). A realiza¢ao de esplenectomia foi descrita como benéfica ao processo regenerativo
apoOs hepatectomia, possivelmente por reduzir a pressdo venosa portal (Ito et al, 2005;
Arakawa et al., 2009). Contudo, tem sido sugerido que a esplenectomia pode produzir
também um efeito anti-inflamatorio sobre o sistema porta e modificar a regeneracao hepatica.
Na fase inicial da regeneragdo, a secrecdo de TGF-beta pelo baco retarda a regeneracao
hepatica via inibicdo do HGF (Tomikawa et al., 1996; Arakawa et al, 2009). A
esplenectomia em ratos submetidos a hepatectomia de 90% reduz a pressao portal e induz o
aumento na expressao de hemeoxigenase-1, uma proteina induzida pelo estresse e que tem
efeito citoprotetor sobre os hepatocitos via redugdo do TNF-alfa (Arakawa et al., 2009).
Esses mecanismos anti-inflamatdrios poderiam explicar a melhora da sobrevida e da
regeneracao hepatica observadas nos animais esplenectomizados.

A hepatectomia de mais de 85% do figado determina aumento da congestdo venosa e

o aparecimento de necrose, ambas mais proeminentes nas regioes centrolobulares (Emond et
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al., 1989; Roger et al., 1995; Eguchi et al., 1996; Nakamura et al., 1997, Panis et al., 1997,
Chang et al., 2004; Martins & Neuhaus, 2007). Em nosso estudo, a congestdo dos lobos
remanescentes pode ser observada mesmo durante o procedimento cirurgico. Imediatamente
apos a ligadura dos pediculos dos lobos que seriam retirados ocorria aumento do volume e o
intumescimento dos lobos remanescentes. O peso dos lobos remanescentes verificados as 6 e
as 12 horas apos a hepatectomia foram, respectivamente, 2,7+0,6 e 2,6+0,5 vezes maiores que
o peso estimado dos lobos caudados (dados ndo mostrados). Nas primeiras 12 horas apds a
hepatectomia, a congestdo sinusoidal foi o achado histoldégico hepatico mais significativo.
Também foram identificados focos de necrose com infiltrado neutrocitario, dilatacao
sinusoidal e necrose hepatocitaria isolada. A partir das 24 horas a presenga de congestao foi
progressivamente menos intensa e a esteatose hepatocitaria passou a ser a caracteristica
histoloégica mais marcante (Figura 11), particularmente as 48 horas apds a hepatectomia. Um
aspecto interessante observado foi a modificagdo do padrao da esteatose com o tempo
decorrido apds a hepatectomia. Nas primeiras 24 e 48 horas, a esteatose microgoticular
predominava, enquanto que as 72 horas o padrio dominante foi o de esteatose
macrogoticular. Esses achados podem ser a representagdo da dinamica resposta adaptativa do
figado a situacdo de insuficiéncia.

O acumulo de lipidios ¢ das caracteristicas histologicas mais marcantes verificadas
apos a hepatectomia parcial (Murray et al., 1981; Emond et al., 1989; Eguchi et al., 1996;
Newberry et al., 2008). Durante o processo regenerativo os hepatocitos apresentam alteracdes
citoplasmaticas que envolvem o acumulo transitério de gordura (esteatose microgoticular)
entre 24 a 72 horas apds a hepatectomia parcial (Murray et al., 1981; Tijburg et al., 1991;
Michalopoulos & DeFrances, 1997; Nakamura et al., 1997; Shteyer et al., 2004; Newberry et
al., 2008).

O acumulo de goticulas lipidicas no citoplasma pode ser observado em até 4 horas
ap6s a cirurgia, mas ocorre principalmente ap6és as 12 horas. As 24 horas, o volume de
lipidios ¢ quase 20 vezes maior que no figado normal, ocupando mais de 7% do citoplasma
celular (Murray et al., 1981). A indugdo de genes chaves da adipogénese ocorre antes do pico
de acumulacao de lipidios, sugerindo que a esteatose hepatocitaria ocorra por aumento
programado de 4cidos graxos sintetizados pelo proprio figado (Farrell, 2004; Shteyer et al.,
2004). O figado em regeneracdo produz sinais para a liberagdo dos acidos graxos acumulados
no tecido adiposo periférico e que serdo utilizados na lipogénese hepatica (Schofield et al.,

1987; Tijburg et al., 1991; Newberry et al., 2008). Mesmo em cultura, a proliferacdo de
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hepatdcitos primarios estd associada ao acentuado acumulo intracelular de lipidios
(Michalopoulos et al., 1982; Shteyer et al., 2004).

Os mecanismos moleculares regulatorios e o significado funcional da esteatose
hepatocitaria transitoria ndo sdo totalmente conhecidos (Shteyer et al., 2004; Newberry et al.,
2008). Tem sido sugerido que o acimulo de gordura no citoplasma dos hepatdcitos possui
uma regulagdo especifica e que deve ser essencial ao processo regenerativo (Shteyer et al.,
2004). A esteatose microgoticular representaria uma resposta metabolica adaptativa do figado
em regeneracdo, como uma forma de reserva de energia ou de constituintes da membrana
celular prontamente disponiveis aos novos hepatocitos (Farrell, 2004; Shteyer et al., 2004;
Ferri et al., 2005).

A existéncia de substrato energético suficiente para atender as exigéncias metabodlicas
da rapida proliferagdo celular é essencial para o sucesso da regeneracdo hepatica (Newberry
et al., 2008). Apds 24 horas da hepatectomia, os estoques de glicogénio estdo esgotados e os
hepatdcitos sao obrigados a utilizar a glicélise anaerodbica para a geragdo de energia,
particularmente na area periportal (Ferri ef al., 2005). Esta condi¢do metabolica pode induzir
aumento nos autofagossomas e nos lisossomos dos hepatocitos da regido periportal, por onde
inicia a regeneragao hepatocitaria e, portanto onde a demanda de energia e de substratos para
processos biossintéticos ¢ maior apos a hepatectomia (Ferri ef al., 2005).

Em nosso material, a andlise histologica sugere que a esteatose foi mais intensa no
grupo que recebeu as capsulas vazias nas amostras de tecido hepético obtidas as 48 e as 72
horas apos a hepatectomia (Figura 11). A redugdo da esteatose talvez seja resultado do efeito
terapéutico das células da medula 6ssea e envolveria a diminui¢do do estresse metabdlico

com menor consumo energético e de glicose (Tabela 7 e Figura 7).

7.3.2. Avaliacio da regeneracao hepatica

Durante a regeneragdo hepatica apos hepatectomia parcial ocorre alteragao transitoria
da arquitetura lobular (Wack et al, 2001; Ninomiya et al., 2010). Inicialmente ha
proliferacdo hepatocitaria, sem modificacdo significativa na matriz extracelular (Martinez-
Hernandez & Amenta, 1995). Em torno de 24 horas apos a hepatectomia parcial sao
observadas as primeiras mitoses hepatocitarias. As cé€lulas ndo parenquimatosas iniciam sua
proliferacdo mais tardiamente com pico de sintese de DNA apos as 48 horas (Endo et al.,
2004). Cerca de 4 dias ap6s a hepatectomia, as células estreladas iniciam a produgdo da
matriz para a restauracdo da estrutura tecidual normal e ao mesmo tempo ocorre a replicacao

das células endoteliais sinusoidais (Michalopoulos, 2007; Ninomiya et al., 2010).
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A arquitetura sinusoidal apresenta pouca alteragdo apds hepatectomia de 70%. A
ampliagcdo da resseccdo para 90% provoca marcado desarranjo arquitetural e
desaparecimento dos espagos sinusoidais durante o processo de regeneragdao (Chang et al.,
2004). A reorganizagdo lobular e o restabelecimento do aspecto histologico normal ocorrem
lentamente por varias semanas apos a hepatectomia (Martinez-Hernandez & Amenta, 1995;
Michalopoulos, 2007).

A reconstituicdo da massa hepatica nos primeiros 3 dias apo6s hepatectomia de 90%
ocorre mais lentamente, quando comparado com ressec¢des de 60 ou 70% (Mimuro et al.,
2002; Chang et al., 2004; Vanheule et al., 2011). Contudo, ao final da primeira semana, a
recuperagdo ¢ semelhante a hepatectomia de 70%, atingindo entre 60 a 70% da massa
hepatica original (Mimuro et al., 2002; Madrahimov et al., 2006; Miura et al., 2011). Em
nosso estudo, o aumento do peso dos lobos remanescentes tornou-se mais significativo a
partir das 48 horas ap6s a hepatectomia (Tabela 9 e Figura 9).

A atividade mitotica dos hepatdcitos diminui com a ampliagdo da hepatectomia
(Yoshida et al., 2007). Apo6s hepatectomia de 70% podem ser observados hepatdcitos em
mitoses entre 24 e 72 horas, com o pico do nimero de mitoses as 36 horas. H4 aumento
progressivo da massa dos lobos remanescentes ja a partir das 24 horas (Kato et al., 1995;
Mimuro et al., 2002; Chang et al., 2004; Vanheule ef al., 2011). As mitoses ocorrem mais
tardiamente apds a hepatectomia de 90%, sendo identificadas em niimero minimo as 24
horas (Kato et al., 1995; Mimuro et al., 2002; Vanheule et al., 2011). Por outro lado, o
numero de mitoses permanece elevado ainda as 72 horas apos a cirurgia (Chang et al.,
2004). No presente estudo, as mitoses foram praticamente ausentes as 6 ¢ as 12 horas e em
pequeno numero as 24 horas ap6és a hepatectomia. Numero significativo de hepatocitos em
mitoses foi observado apos 48 e 72 horas (Tabela 11 e Figura 12).

O atraso do inicio do processo regenerativo apds hepatectomia de 90% pode estar
relacionado a reducdo na sintese protéica, a deficiéncia metabolica dos lobos remanescentes
pelas toxinas enddgenas, a reducdo da glicogendlise e a diminuigdo das fungdes do sistema
reticulo-endotelial (Gaub & Iversen, 1984; Kubota et al., 1997; Mimuro et al., 2002).

Recentemente, foi demonstrado que a expressao de mRNA de PIGF (Placental
Growth Factor) no tecido hepatico dos lobos remanescentes de hepatectomia de 90% era
significativamente menor que os valores encontrados uma hora apds a ressec¢ao de 70 ou de
80% da massa hepatica (Vanheule ef al., 2011). O PIGF estimula a proliferacdo das células
do endotélio sinusoidal e a liberagdo de fatores mitogénicos e anti-apoptoticos. A menor

ativagao da via do PIGF apds a hepatectomia de 90% poderia ser determinante do atraso na



7. Discussdo 85

proliferagao celular e no restabelecimento da massa hepatica e da maior mortalidade desse
modelo (Vanheule et al., 2011).

Por outro lado, a expressdo de proteina de fase aguda se eleva imediatamente apds
hepatectomia de 90%, sugerindo que, como uma estratégia de sobrevivéncia, ocorra uma
priorizacao na regulacao da resposta adaptativa para a sintese de proteina de fase aguda em
detrimento dos genes envolvidos na regeneragao (Jensen, 2001). Os niveis de citocinas pro-
inflamatorias, como a IL-6 e o TNF-alfa, estio marcadamente mais elevados apods a
hepatectomia de 90% e poderiam determinar o retardamento no processo regenerativo
(Kamimukai et al., 2001; Chang et al., 2004). Os maiores niveis de IL-6 observados em
nosso estudo (Tabela 12 e Figura 13) e nos modelos de insuficiéncia hepatica aguda podem
indicar o maior estresse metabolico da ampliagdo da massa ressecada (Chang et al., 2004).

A ordem dos eventos regenerativos celulares determina a formagdo temporaria de
aglomerados avasculares de 10 a 14 hepatocitos. Esses aglomerados de hepatocitos se
formam principalmente nas areas periportais, por onde comeca a proliferacao hepatocitaria. O
restabelecimento da arquitetura vascular acompanha a reestruturacdo da matriz extracelular
hepatica a partir do 4° dia apds a hepatectomia parcial. Os aglomerados de hepatdcitos sao
invadidos pelas células sinusoidais, separando os hepatdcitos em placas e restabelecendo a
conexao entre os hepatocitos e as células endoteliais (Martinez-Hernandez & Amenta, 1995;
Wack et al., 2001; Taub, 2004; Michalopoulos, 2007; Ninomiya et al., 2010).

Paradoxalmente foi sugerido que a proliferacdo hepatocitdria inicial excessiva poderia
ser prejudicial a fungao hepatica (Endo et al., 2004; Endo et al., 2006; Arakawa et al., 2009;
Ninomiya et al., 2010). A capacidade funcional dos hepatdcitos aglomerados estaria reduzida
pelo desequilibrio do aporte vascular (Ninomiya et al., 2010). A propria formacao dos
aglomerados poderia determinar compressao sinusoidal e reducdo do aporte sanguineo (Ross
et al., 2001; Wack et al., 2001; Ninomiya et al., 2010). Uma resposta regenerativa mais
cadenciada, através supressdao da via de sinalizagdo MEK/ERK, produziria menor formacao
de aglomerados hepatocitarios e resultaria em maior sobrevida em modelo de hepatectomia
de 90%. A supressdo da explosdo inicial da resposta proliferativa hepatocitaria determinaria
um processo regenerativo mais equilibrado entre os hepatocitos e as células endoteliais, com

aumento da capacidade funcional do tecido hepatico remanescente (Ninomiya ef al., 2010).

7.3.3. Efeitos da terapia celular
A terapia com cé¢lulas da medula d6ssea tem sido proposta como uma alternativa

terapéutica para as doengas hepaticas cronicas, inclusive com a realiza¢ao de ensaios clinicos
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com seres humanos. O papel do transplante de células da medula 6ssea no tratamento da
insuficiéncia hepatica ou lesdo aguda se mantém no campo da experimentacdo animal com
poucos estudos publicados A heterogeneidade dos artigos existentes dificulta a comparacao
dos resultados e uma avaliacdo consistente dos efeitos da terapia celular. De forma genérica
esses estudos detalhados na Tabela 1 sugerem que o transplante de células da medula 6ssea
pode determinar melhora da funcao do figado e da sobrevida dos animais em insuficiéncia

hepatica aguda.

Apoptose

Em um cenario de lesdo tecidual aguda, um dos efeitos esperados das células-tronco
¢ a redugdo da extensao da morte celular (Meirelles Lda et al., 2009). Isso foi observado em
experimentos de co-cultura (Rehman ef al., 2004) e em modelos animais de lesao tecidual de
orgaos, como o pulmao (Block et al., 2009), o cérebro (Kurozumi et al., 2005), e os rins
(Togel et al., 2007; Wise & Ricardo, 2012). A apoptose dos hepatocitos ¢ considerada uma
importantes causa de faléncia hepatica apos hepatectomia extensa. Ela ¢ induzida por
endotoxemia através de fatores como TNF-alfa (Leist et al., 1995), TGF-beta, superdxidos
(Hasegawa et al., 1999), caspases ¢ Fas (Kamimukai et al., 2001; Morita et al., 2002;
Yoshida et al., 2007).

Em modelo murino de insuficiéncia hepatica induzida por toxina, a terapia com
células-tronco mesenquimais isoladas da medula 6ssea de humanos, reduziu a mortalidade e
o numero de hepatdceitos apoptoticos (Parekkadan et al., 2007). Possivelmente, a inibi¢ao da
morte celular programada ocorra via producdo pelas células da medula 6ssea de fatores
como SDF-1, IGF-1, VEGF e TGF-beta (Rehman et al., 2004; Togel et al., 2007; van Poll et
al., 2008; Block et al., 2009).

Dos estudos de terapia com células da medula 6ssea em modelos de insuficiéncia
hepatica aguda analisados (Tabela 1), somente Baldo e colaboradores estudaram a apoptose
hepatocitaria. O indice apoptotico, avaliado em tecido corado por HE obtido 72 horas apos
inducdo de lesdo hepatica por CCly, do grupo tratado com as células mononucleares da
medula 6ssea nao foi diferente do grupo controle (Baldo ef al, 2010). Em nosso estudo
observamos pequeno numero de hepatdcitos apoptoticos (<5 em 10 campos de grande
aumento) nas amostras de tecido hepatico coradas com HE coletadas em diferentes
momentos apos hepatectomia de 90%, em todos os grupos (dados nao mostrados). Talvez a
utilizacdo de um método mais sensivel identificasse mais claramente os hepatocitos

apoptoticos e explicasse o pequeno numero identificado em nossas amostras. Yoshida e



7. Discussdo 87

colaboradores empregaram dois diferentes métodos de marcagdo celular de apoptose em
amostras de tecido hepatico colhidas nos 3 primeiros dias apos hepatectomia de 90%. No dia
1, o indice de hepatdcitos apoptoticos foi de 20% com o método do ISOL (in situ oligo
ligation) e de 40% com TUNEL (TdTmediated dUTP-biotin nick end labeling). As 48 e as
72 horas, a diferenca dos métodos foi maior, em torno de 5% de hepatocitos apoptdticos

marcados com ISOL e de 30% com TUNEL (Yoshida et al., 2007).

Fusao e transdiferencia¢do celular

A fusdo das células-tronco com hepatdcitos ou a sua transdiferenciacio em
hepatdcitos foram sugeridas como possiveis mecanismos de acdo das células da medula
6ssea no aumento do niimero de hepatdcitos durante a regeneragdo do figado (Terada et al.,
2002; Wang et al., 2003; Masson et al., 2004; Quintana-Bustamante et al., 2006; Zhang et
al., 2009). Em diferentes tipos de modelos experimentais de lesdao hepatica foi demonstrado
que as células-tronco hematopoiéticas podem repovoar o figado lesado (Wang et al., 2002;
Dahlke et al, 2003; Fausto & Campbell, 2003; Kanazawa & Verma, 2003). A
transdiferenciacdo das células da medula 6ssea em células do tecido hepatico foi
demonstrada in vitro (Jang et al., 2004; Pan et al., 2008; Aurich et al., 2009) e in vivo
(Lagasse et al., 2000). Contudo, esses eventos ocorrem lentamente € em uma frequéncia
muito baixa (Thorgeirsson & Grisham, 2006). Mesmo apds lesdo hepatica grave, a
propor¢do de células da medula 6ssea diferenciadas em hepatocitos ¢ muito pequena,
variando de 0,008% a 0,8% da massa hepatocitaria total (Mallet et al., 2002; Fausto, 2004).

Em um modelo murino de lesdo hepatica aguda por CCly associada a inibicdo da
proliferacdo hepatocitaria com retrorsina foi observada migracdo macica de células
hematopoiéticas da medula 6ssea (Dahlke ef al., 2003). A presenca dessas células ocorreu
independentemente da inibicdo da proliferacdo hepatocitaria pela retrorsina. O infiltrado
inflamatério com diversos tipos de células da medula oOssea pode ser observado
principalmente no primeiro dia ap6s a inducdo da lesdo hepatica. No terceiro e no sétimo dia
a quantidade de células inflamatoérias decrescia e aos 14 dias retornava aos valores
encontrados no pré-tratamento. Apesar da afluéncia maci¢a de células hematopoiéticas ao
figado lesado, ndo foi verificado beneficio funcional. A presenca de hepatocitos derivados
das células transplantadas raramente foi observada e somente na fase tardia do periodo de
acompanhamento. Os autores concluem que o processo de transdiferenciacdo de células da
medula 6ssea em hepatocitos ¢ lento e que somente ocorreria sob condi¢des especificas

(Dahlke et al., 2003).
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Em modelos murinos de hepatectomia parcial ndo ha evidéncias de que células da
medula 6ssea possam gerar hepatocitos durante a regeneragao hepatica (Fausto & Riehle,
2005). Fujii e colaboradores observaram que essas células participam do processo
regenerativo do figado, principalmente na regeneracdo das cé¢lulas endoteliais dos sinusoides
(Fujii et al., 2002). A transdiferenciagao em hepatdcitos de algumas células da medula 6ssea
imobilizadas em microcapsulas alginato de sédio implantadas na cavidade peritoneal de
ratos submetidos a hepatectomia de 90% foi relatada por Liu e colaboradores (2006). A
modificacdo fenotipica foi observada tardiamente, no 14° dia apdés o procedimento, e
demonstrou a permeabilidade da microcapsulas e a suscetibilidade das células encapsuladas
aos diversos estimulos sistémicos gerados pela situacdo de insuficiéncia hepatica aguda (Liu
& Chang, 2006). Em nosso estudo, a capacidade de transdiferenciacdo das células da medula

Ossea nao foi avaliada.

Prote¢do hepatica

O efeito hepatoprotetor associado a migracdo de células mononucleares da medula
6ssea foi demonstrado em camundongos com lesdo hepatica por CCly verificado por
menores niveis de ALT e AST e maior expressao de albumina nos animais tratados (Jin et
al.,2009; Jin et al., 2010; Jin et al., 2011). A comparagao entre células-tronco mesenquimais
e hematopoiéticas isoladas e em conjunto (fracio mononuclear) demonstrou que as células-
tronco mesenquimais isoladas apresentaram maior capacidade de migragdo que as dos outros
2 grupos, sugerindo que essa subpopulacdo de células tenha um papel importante na

regeneragao hepatocitaria (Cho et al., 2009).

Estimulo a regeneragdo hepatica

A melhora da regeneracdo tecidual foi sugerida como outro efeito terapéutico das
células-tronco. Esse efeito foi demonstrado em lesdo experimental hepatica e envolveria a
estimulacdo dos programas enddgenos de reparo tecidual através da secrecdo de moléculas
bioativas (Caplan & Dennis, 2006; Parekkadan et al., 2007; Kuo et al., 2008; van Poll et al.,
2008; Zhang et al., 2009; Lin et al., 2011).

Em nosso estudo, tanto o peso dos lobos remanescentes (Tabela 9 e Figura 9) como a
razdo do peso dos lobos remanescentes em relagdo ao peso corporal (Tabela 10 e Figura 10)
dos animais sacrificados no terceiro dia foi significativamente maior no grupo que nao

recebeu células.
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Entre os estudos que avaliaram o efeito da terapia celular na regeneragao hepatocitaria
medida através do peso dos lobos remanescentes, Dahlke e colaboradores (2003) nao
observaram diferenca no peso do figado no 14° dia ap6s a infusdo de 1x10® células da medula
Ossea em ratos em faléncia hepatica induzida por injecdo intraperitoneal de CCly e que
receberam pré-tratamento com retrorsina (Dahlke er al., 2003). O mesmo resultado foi
observado em modelo de lesdo hepatica aguda com hepatectomia de 70% em ratos pré-
tratados com retrorsina avaliados ao final de 28 dias de acompanhamento entre os animais
tratados com infusdo de células da medula 6ssea obtidas de doadores congénicos (Zhang et
al., 2009). Em modelo de hepatectomia de 90%, ao final de 14 dias, aparentemente o peso
dos lobos remanescente nos grupos controles eram menores que nos animais tratados com
células da medula 6ssea ou hepatocitos, contudo o pequeno nimero de animais sobrevivente
ndo permitiu uma analise estatistica (Liu & Chang, 2006). Em nosso estudo, tanto o peso dos
lobos remanescentes (Tabela 9 e Figura 9) como a razdo do peso dos lobos remanescentes em
relagdo ao peso corporal (Tabela 10 e Figura 10) dos animais sacrificados no terceiro dia foi
significativamente maior no grupo que ndo recebeu células. As diferengas de modelo e de
periodo de avaliacdo da massa hepatica ndo permitem uma comparagdo direta dos artigos
acima descritos com o0s nossos resultados. A recuperagdo da massa hepatica ocorre
principalmente na primeira semana e a condi¢do de insuficiéncia hepatica apds hepatectomia
geralmente se encerra entre 72 ¢ 96 horas (Mimuro et al., 2002; Madrahimov et al., 2006;
Miura et al., 2011).

Os nossos resultados sugerem que o simples aumento da massa dos lobos
remanescentes pode ndo significar o restabelecimento da capacidade funcional hepéatica e da
manutengdo das fungdes vitais do figado. Em alguns estudos foi observado que uma
excessiva proliferacdo hepatocitdria inicial poderia ser prejudicial a fungdo hepatica e a
sobrevivéncia dos animais apds hepatectomia extensa (Endo et al., 2004; Endo ef al., 2006;
Ninomiya et al., 2010). A formacgao temporaria de aglomerados de 10 a 14 hepatocitos sem
o aporte sanguineo adequado reduziria a capacidade funcional desses hepatdcitos. Os
proprios aglomerados poderiam provocar compressdao sinusoidal e redu¢do do aporte
sanguineo (Martinez-Hernandez & Amenta, 1995; Ross et al., 2001; Wack et al., 2001;
Ninomiya et al., 2010). Uma resposta regenerativa mais cadenciada produziria menor
formacdo de aglomerados hepatocitirios e resultaria em maior sobrevida. Embora nao
tenhamos comparado a formacdo de aglomerados hepatocitrios entre os grupos, o
transplante de células da medula 6ssea poderia auxiliar na reducao da explosao proliferativa

hepatocitaria inicial e explicar o menor ganho de peso dos lobos remanescentes observado as
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72 horas apos a hepatectomia (Tabela 9, Tabela 10, Figura 9 e Figura 10). Um processo
regenerativo mais equilibrado entre os hepatocitos e as células endoteliais, com aumento da
capacidade funcional do tecido hepatico remanescente poderia justificar a maior sobrevida
observada nos animais tratados com células da medula 6ssea (Figura 6).

Entre os poucos estudos que avaliaram o efeito da terapia com células da medula
Ossea sobre a atividade mitotica apds a lesdo ou a faléncia hepatica aguda, Belardineli e
colaboradores (2008) ndo observaram diferenca no indice mitdtico hepatocitario 72 horas
apos lesdo hepatica aguda induzida por paracetamol entre os ratos que receberam células
mononucleares da medula 6ssea e os controles (Belardinelli et al., 2008). Zhang e
colaboradores (2009) também nao identificaram maior indice de células marcadas por
bromodeoxiuridina (BrdU) entre os animais que receberam infusdo venosa de células da
medula 6ssea 24 horas apos hepatectomia de 70% em ratos pré-tratados com retrorsina
(Zhang et al., 2009). Por outro lado, no estudo de Baldo e colaboradores (2010) o indice
mitotico, avaliado 72 horas apos a inducao de lesdo hepatica por CCl4, foi maior no grupo
de animais tratado com células mononucleares da medula 6ssea. Os autores sugerem um
possivel efeito pardcrino das células da medula 6ssea através da secre¢do de citocinas que
estimulariam a proliferacao hepatocitaria (Baldo et al., 2010). Em nosso estudo, o nimero de
hepatdcitos em mitoses ndo foi diferente entre os regimes terapéuticos nos diversos
momentos de avaliagdo (Tabela 11 e Figura 12). Novamente, as diferengas metodologicas
dificultam a comparagdo dos resultados, mas aparentemente as células da medula dssea ou
os seus fatores nao produziram efeitos benéficos através do aumento da atividade mitotica
hepatocitaria.

Um aspecto interessante observado no presente estudo foi a existéncia de dissonancia
entre a massa dos lobos remanescentes e o nimero de mitoses observadas as 72 horas apos a
hepatectomia de 90%. Particularmente, o grupo que recebeu cépsulas sem células apresentou
massa hepatica significativamente maior que os grupos de animais tratados com células.
Entretanto, no mesmo momento ¢ nos momentos anteriores ndo foram observadas diferencas
nos numeros de hepatdcitos em mitoses. A hipertrofia hepatocitaria, o acimulo de gordura
citoplasmatica (Kato et al., 1995; Yang et al., 2010; Kwon et al., 2011) e a maior presenca
de outros tipos celulares poderiam explicar o maior peso dos lobos remanescentes observado
nos animais ndo tratados. O efeito anti-inflamatorio local das células da medula dssea
poderia reduzir a presenga de células inflamatorias e a congestdo venosa (Dahlke et al.,
2003; Jung et al., 2006; Zhang et al., 2009). A modulagdo da resposta inflamatodria sistémica

pela terapia celular talvez tenha diminuido a demanda energética corporal, resultando em
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menor consumo de glicose (Tabela 7 e Figura 7) e de glicogénio e em menor formagao de

esteatose macrogoticular hepatocitaria (Figura 11).

Efeito sobre a resposta imune

O efeito imunomodulador das células da medula 6ssea tem sido observado em
modelos de insuficiéncia hepatica aguda. Van Poll e colaboradores (2008) relataram
aumento da sobrevida, melhora na regeneragdo hepatica e nos marcadores bioquimicos em
animais com lesdo hepatica aguda induzida por D-galactosamina e tratados com infusdo
intravenosa de concentrado de meio condicionado de células-tronco mesenquimais humanas.
Houve redugdo nas concentragdes sanguineas de citocinas pro-inflamatérias e menor
infiltragdo de leucocitos no tecido hepatico, além de redugdo na apoptose e de aumento na
regeneragdo hepatocitaria. Esses resultados sugerem que as células-tronco mesenquimais
apresentam, além do efeito local no figado lesionado, acao anti-inflamatoria sistémica e que
poderiam contribuir na reducdo da SIRS e no aumento da sobrevida em um quadro de
insuficiéncia hepatica aguda (van Poll et al., 2008).

O efeito das células da medula dssea a distancia, via circulagdo sanguinea
(mecanismo endocrino), sem a necessidade de sua presenga no microambiente hepatico
lesado foi observado nos estudos de Liu e colaboradores. O implante na cavidade peritoneal
ou dentro do bago de células da medula 6ssea imobilizadas em microcapsulas de alginato de
sodio aumentou a sobrevida de ratos submetidos a hepatectomia de 90%, enquanto que o
transplante de células da medula 6ssea livres no peritonio nao reduziu a mortalidade (Liu &
Chang, 2006; Liu & Chang, 2009). Os autores relataram niveis séricos de HGF mais
elevados nos dias 2 e 3 apos a hepatectomia de 90% nos animais que receberam as células
da medula 6ssea encapsuladas e sugeriram que o HGF poderia ser secretado pelas células da
medula dssea imobilizadas, absorvido pelo peritonio e levado pela circulagao portal até os
lobos remanescentes, onde poderia acelerar a regeneracdo hepatica. Como no nosso estudo,
redu¢do na mortalidade observada nas primeiras 48 horas ndo pode ser explicada pelo
aumento da massa hepatocitaria ou pela diferenciagcdo das células da medula dssea, pois
ambos 0s processos nao ocorrem imediatamente. Por outro lado, um efeito anti-inflamatério
local e sistémico das moléculas soluveis produzidas pelas células encapsuladas poderia

justificar esses resultados (Liu & Chang, 2006).

Interleucina-6
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Em seres humanos, os niveis de citocinas pro-inflamatérias, como a IL-6 e o TNF-
alfa, estdo relacionados a extensdao da lesdo hepatica (Mao et al, 2011) e ao
desenvolvimento de resposta inflamatdria sist€émica, choque circulatorio, necessidade de
medicagdo vasopressora, edema cerebral e morte (Wigmore et al., 1998; Nagaki et al., 2000;
Streetz et al., 2000; Antoniades et al., 2006; Berry et al., 2010; Chastre et al., 2010).

A IL-6 ¢ uma citocina pleomorfica secretada pelas células T, B, endoteliais, epiteliais,
fibroblastos, monocitos e macrofagos (Mianji et al., 1996; Drucker et al., 2010). No figado ¢
secretada pelos macréfagos residentes no tecido hepatico, denominados de células de Kupffer
(Drucker et al., 2010) e ¢ uma citocina efetora chave em varios processos relacionados a
fisiologia hepatica, que incluem resposta de fase aguda, hepatoprotecdo e mitogénese (Taub,
2004). A liberagao de IL-6 constitui um passo crucial na regeneracao hepatica. Cerca de 36%
dos genes expressos imediatamente apds a hepatectomia podem ser dependentes da IL-6 (Li
et al., 2001; Su et al., 2002; Taub, 2004; White et al., 2005). Sob estimulo do TNF-alfa, as
células de Kupffer produzem IL-6, que por efeito paracrino ativa os hepatocitos, tornando-os
sensiveis a agao do HGF (Drucker et al., 2010).

Nos modelos animais de hepatectomia parcial, a ampliagdo da extensdo da massa
hepatica ressecada de 70 para 90% produz elevagdo significativa dos niveis de IL-6 e de
TNF-alfa (Panis et al., 1997, Kamohara et al., 2000; Chang et al., 2004). Panis e
colaboradores (1997) identificaram niveis séricos de TNF-alfa, significativamente maiores
nas primeiras 2 horas e ap6s as 24 horas em ratos submetidos a hepatectomia de 85%, quando
comparados aos animais com retirada de 70% da massa hepatica (Panis et al., 1997). Chang e
colaboradores (2004) relataram um significativo aumento da IL-6 em ratos submetidos a
hepatectomia de 90% quando comparado a hepatectomia de 70%, particularmente nas
primeiras 6 e 12 horas apos a cirurgia, com retorno aos niveis normais as 72 horas (Chang et
al., 2004). Em nosso estudo os niveis sanguineos de IL-6 subiram vertiginosamente nas
primeiras horas apds a hepatectomia independentemente do regime terapéutico (Tabela 12 e
Figura 13). Nos 3 grupos o zénite foi alcangado as 6 horas apo6s a hepatectomia, com valores
50 vezes maiores aos niveis das amostras coletadas antes da cirurgia. Apesar de
permanecerem elevados (20 vezes os niveis basais), os valores de IL-6 apresentaram queda
progressiva até as 72 horas.

Aparentemente os primeiros sinais de regenera¢do permanecem intactos apds a
hepatectomia extensa, mas provavelmente ocorra uma desregulacdo das citocinas pro-
inflamatodrias associada a lesdo dos lobos hepaticos remanescentes nas etapas subsequentes

da restauracao da massa hepatica (Panis et al., 1997). Apesar dos elevados niveis séricos de
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IL-6, a analise da expressdo tecidual hepatica 12 horas apos hepatectomia extensa
demonstrou a falta de ativagdo da STAT3 e a supressdo da translocagdo da STAT3 para
dentro do nucleo celular (Kamohara et al., 2000). Possivelmente, os niveis elevados de 1L-6
tenham origem extra-hepatica e possam ser representativos da gravidade do estresse
sistémico agudo secundario a hepatectomia de 90% (Kamohara et al., 2000; Chang et al.,
2004). O aumento da endotoxemia secunddria a congestdo portal produzida pela subita
redug¢do da massa hepatica pode estimular a produg¢do de IL-6 por células extra-hepaticas
(leucocitos, células endoteliais, células epiteliais) (Mianji et al., 1996; Hu et al., 1998;
Kamohara et al., 2000). Essas observagdes indicam que diversas alteragdes humorais,
celulares e moleculares contribuem para a perda da capacidade de proliferacao hepatocitaria
na insuficiéncia hepdtica aguda causada por uma perda macica de hepatdcitos (Kamohara et
al., 2000).

As células-tronco mesenquimais produzem uma mistura complexa de citocinas,
fatores de crescimento e quimiocinas. A redugdo local na regulacdo de citocinas pro-
inflamatorias e o aumento da regulagcdo de citocinas anti-inflamatérias, como IL-10, apds
transplante de células-tronco mesenquimais foram descritos em modelos de lesdo renal e
pulmonar (Ortiz et al., 2007; Togel et al., 2007). Ornellas e colaboradores (2011)
observaram que a infusdo endovenosa de células mononucleares da medula 6ssea resultou
em menor expressdo génica de IL-6 e maior de IL-10 no tecido pulmonar. Os autores
sugerem que os efeitos benéficos da terapia celular sobre a sobrevida e sobre o infiltrado
inflamatério pulmonar ocorrem através da modulacao da resposta inflamatoria (Ornellas et
al., 2011). Em um estudo realizado no Centro de Pesquisa Experimental do HCPA, Tavares
e colaboradores (2010) observaram reducdo da expressdo de TNF-alfa e de IL-6 apds a
infusdo de células da medula 6ssea em modelo murino de infarto do miocardio. Os
resultados indicaram que a terapia celular interfere no processo inflamatério que se segue ao
infarto (Tavares et al., 2010).

Em nosso estudo, a terapia com células da medula 6ssea ndo modificou os niveis de
IL-6 (Tabela 1 e Figura 13) em relacdo ao grupo controle, sugerindo que o efeito benéfico da
terapia celular ndo envolva diretamente a IL-6 sanguinea. Nao foram encontrados estudos
que avaliassem os efeitos do transplante de células da medula Ossea sobre a resposta
inflamatoria na insuficiéncia hepatica aguda por hepatectomia extensa.

Redugdo nos niveis de IL-6 relacionada a terapia celular foi relatada em outros
modelos de lesdo hepatica. Os efeitos imunomoduladores das células-tronco mesenquimais

foram descritos por Yagi e colaboradores (2009), que as utilizaram em combinagdo com
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hepatdcitos em dispositivo de suporte hepatico. Essa associagdo determinou menores niveis
de citocinas inflamatérias (IL-6, TNF-alfa e IL-1), de amoOnia e de aminotransferases em
ratos com lesdo hepdtica induzida por D-galactosamina. Os autores sugerem que a maior
sobrevida foi o resultado da combinacdo do suporte funcional dos hepatocitos com o efeito
anti-inflamatorio das células-tronco, revertendo a tempestade de citocinas e a sindrome da
resposta inflamatéria sistémica (Yagi et al., 2009). Em estudo semelhante, Van Poll e
colaboradores (2008) observaram que a infusdo intravenosa de meio condicionado de
células-tronco mesenquimais no mesmo modelo aumentou a sobrevida, reduziu os niveis de
IL-6 e TNF-alfa e elevou os valores séricos de IL-10. A produgao de citocinas inflamatorias
poderia explicar a rapidez do efeito observado (van Poll et al., 2008; Gilchrist & Plevris,

2010).

TGF-beta

A inibicao do processo regenerativo hepatico ¢ regulada por moléculas com o TGF-
beta possivelmente através da indugdo de apoptose hepatocitaria (Michalopoulos &
DeFrances, 1997; Morita et al., 2002). No figado, a sintese de TGF-beta pelas células
estreladas comeca 2 a 3 horas apos hepatectomia parcial, permanecendo elevada por até 72
horas (Jakowlew et al., 1991; Ikeda et al., 1998). Contudo, nas primeiras horas ocorre
também reducdo da expressdo dos receptores do TGF-beta, o que torna os hepatdcitos
resistentes aos seus efeitos inibitorios (Jakowlew et al., 1991; Michalopoulos & DeFrances,
1997). O restabelecimento de sua agdo ao final do processo de regeneracdo auxilia na
finalizacdo da onda proliferativa inicial com o retorno dos hepatdcitos ao seu estado
quiescente (Michalopoulos & DeFrances, 1997; Campbell ef al., 2001) e na organizacdo da
matriz extra-celular (Russell et al., 1988; Eguchi et al., 1997).

Yoshimoto e colaboradores (2005) relataram que a expressao tecidual hepatica de
TGF-beta era maior no grupo de ratos submetidos a hepatectomia de 90% e que haviam
recebido LPS. Esses animais apresentaram menor sobrevida e maior numero de hepatdcitos
em apoptose sugerindo que a estimulagdo da sintese de TGF-beta por LPS tem um papel
importante no mecanismo da insuficiéncia hepatica induzida por infec¢do apos
hepatectomia, especialmente por inibi¢do da regeneragdao e por indug¢dao da apoptose
hepatocitaria (Yoshimoto ef al., 2005).

Em pacientes transplantados e que receberam enxerto de figado pequeno para o seu

tamanho a taxa de regeneragdo e os niveis de HGF e de TGF-beta sdo maiores, sugerindo



7. Discussdo 95

que apos a aceleracao da resposta regenerativa pelo HGF, a subsequente elevacao do TGF-
beta regule a proliferacao hepatocitaria e o tamanho do figado (Ninomiya et al., 2003).

O TGF-beta ndo foi estudado em nenhum dos artigos de terapia com células da
medula dssea na insuficiéncia hepdatica aguda experimental (Tabela 1). Em nosso estudo os
niveis de TGF-beta apresentaram elevacao de cerca de 1,5 a 2 vezes os valores basais nas
primeiras 6 horas, persistindo com leve elevagao até 24 horas apds a hepatectomia (Tabela
13 e Figura 14). Nao houve diferenca nos valores de TGF-beta entre os grupos terapéuticos
nos diferentes momentos de avaliagdo, exceto as 12 horas. Nesse momento, 0s niveis séricos
de TGF-beta foram mais altos no grupo que ndo recebeu células. A pequena variacdo do
TGF-beta entre os grupos foi compativel com a auséncia de diferenca no nimero de
hepatocitos em mitoses € com o pequeno nimero de apoptoses observado (Tabela 11 e
Figura 12).

A liberagdo de TGF-beta pelas células da medula Ossea, além da inibicdo da
proliferagdo hepatocitaria, poderia produzir efeito imunossupressor no microambiente
tecidual (Giuliani et al, 2011; Singer & Caplan, 2011). Recentemente, Ornellas e
colaboradores (2011) relataram que a infusdo endovenosa de células mononucleares da
medula Ossea determinava menor expressao génica de TGF-beta no tecido pulmonar e
redu¢do na apoptose celular no pulmao, figado e rins no primeiro dia apds a indugao de
sépsis em camundongos. Os autores sugeriram que os efeitos benéficos da terapia celular
observados sobre a sobrevida e o infiltrado inflamatério pulmonar ocorreriam através da

modulacdo da resposta inflamatoria (Ornellas et al., 2011).

PDGF-BB

As plaquetas sdo essenciais para a resposta imune inata € no combate a infeccao. Elas
modulam a reacao inflamatodria através da interagdo com os leucdcitos e com as células
endoteliais. Estudos recentes t€ém enfatizado também o seu papel fundamental na recuperacao
do figado lesionado (Matsuo et al., 2008; Nurden, 2011; Ripoche, 2011). Apds ativagdo as
plaquetas liberam um arsenal de mediadores pro-inflamatérios, pro-coagulantes e fatores de
crescimento, como tromboxano A2, leucotrienos, serotonina, HGF, VEGF ¢ PDGF sendo
esses ultimos envolvidos no processo regenerativo hepatico (Vollmar & Menger, 2009;
Nurden, 2011).

A trombocitopenia e a inibicdo da ativagdo plaquetaria prejudicam a proliferagao
hepatocitaria apos hepatectomia experimental extensa (Lesurtel et al., 2006) e apds lesao

hepatica isquémica (Nocito et al., 2007; Ripoche, 2011). A indugdo de trombocitose ¢ a
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administracao de plasma rico em plaquetas promovem a regeneragdo hepatica e aumentam a
sobrevida apos hepatectomia extensa (Murata et al., 2007; Myronovych et al., 2008;
Shimabukuro et al., 2009; Matsuo et al., 2011). Em seres humanos, a plaquetopenia ¢
considerada um fator de risco para o atraso na recuperacdo da funcdo hepatica e para o
aumento dos Obitos apds ressec¢do hepatica parcial ou transplante (Alkozai et al., 2010;
Matsuo et al., 2011; Ripoche, 2011). Pacientes em insuficiéncia hepatica aguda apresentam
contagem de plaquetas e niveis séricos de trombopoietina diminuidos. Valores mais baixos de
trombopoietina foram associados a maior mortalidade e podem estar relacionados a disfun¢ao
do figado e a plaquetopenia (Okumoto et al., 2007; Takayama et al., 2011).

Os mediadores derivados de plaquetas, como o HGF, o TGF-beta, a serotonina e o
PDGF-BB podem agir direta ou indiretamente sobre as células hepéticas contribuindo para a
regeneracdo e para a manutengdo das fungdes do figado, prevenindo a insuficiéncia hepatica
aguda. As plaquetas atuariam inibindo a apoptose dos hepatocitos, estimulando a progressao
do ciclo celular e as vias metabolicas (Murata et al., 2007; Matsuo et al., 2008; Myronovych
et al., 2008; Shimabukuro et al., 2009; Matsuo et al., 2011). Possivelmente, o efeito
estimulante na regeneracdo do tecido hepatico ocorre via a ativagdo da via PI3K/AKT no
figado lesado (Murata et al., 2007). Além disso, as plaquetas também fornecem enzimas para
a remodelacdo da matriz extracelular, essenciais para a regeneragao hepatica (Martinez-
Hernandez & Amenta, 1995; Ripoche, 2011).

Nao encontramos nenhum estudo relacionado a terapia celular na insuficiéncia
hepatica que tenha avaliado o papel do PDGF-BB (Tabela 1). Em nossos resultados nao foi
observado efeito das plaquetas contidas nas capsulas do grupo que recebeu a totalidade das
células da medula dssea sobre os niveis de PDGF-BB (Tabela 14 e Figura 15). A falta do
contato das plaquetas isoladas nas microcapsulas com o tecido lesado pode ter impedido a
sua ativacao ¢ a libera¢dao dos fatores de crescimento como o PDGF-BB. O contato direto
entre as plaquetas e os hepatocitos parece ser essencial para desencadear a liberagdo dos
fatores soluveis que sdo necessarios para a regeneracao do figado (Matsuo et al., 2008). Em
todos os grupos, houve um leve aumento do PDGF-BB sérico nas primeiras 12 horas em
relagdio aos valores basais (Tabela 14 e Figura 15). As 48 horas os animais que receberam
capsulas vazias apresentaram valores de PDGF-BB menores que os tratados com células da
medula dssea, particularmente em relacdo aos que receberam a fragdo mononuclear. A queda
do PDGF-BB pode ser representativa da pior evolucdo entre os animais ndo tratados.
Recentemente, foi demonstrado em seres humanos que niveis sanguineos de PDGF-BB mais

baixos estavam diretamente relacionados com pior desfecho na presenga de insuficiéncia
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hepatica aguda. Segundo os autores, a diminuicao do PDGF-BB e do VEGF poderia retardar
a regeneragao do figado e resultar em aumento do risco de faléncia de multiplos 6rgaos, de

infeccdo e de obito (Takayama et al., 2011).
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8. CONCLUSOES

A analise dos resultados, a luz de nossos objetivos, nos permite concluir que:
1. A hepatectomia de 90% de ratos Wistar sob regime anestésico com isoflurano e
suplementagdo de glicose oral e intraperitoneal se constitui em modelo cirtirgico de

insuficiéncia hepatica aguda com janela terapéutica adequada ao estudo da terapia celular;

2. A terapia com células da medula Ossea, total e fragdo mononuclear, imobilizadas em
microcéapsulas de alginato de sddio e administrada no peritonio aumentou a sobrevida de ratos
Wistar em insuficiéncia hepatica aguda por hepatectomia de 90%. Nao houve diferencas entre

o tipo de cé¢lulas da medula 6ssea utilizadas;

3. No mesmo modelo de insuficiéncia hepatica aguda, a terapia com células HepG2, ndo

modificou a mortalidade;

4. A terapia celular ndo modificou os niveis de glicose e de lactato sanguineos nas primeiras

horas apds a hepatectomia de 90%;

5. A terapia com células da medula 6ssea, total e fragdo mononuclear reduziu o ganho de
massa dos lobos remanescentes, mas ndo modificou a regeneracao hepatocitaria durante as

primeiras 72 horas apds hepatectomia de 90%,

6. A terapia com células da medula 6ssea, total e fracdo mononuclear nao modificou os niveis
séricos de IL-6, de TGF-beta e de PDGF-BB nas primeiras 72 horas apos hepatectomia de
90%.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

A presente tese ¢ a compilagdo dos resultados de um projeto que representa a
interseccdo das linhas de pesquisa do Centro de Terapia Génica e do Laboratorio
Experimental de Hepatologia e Gastroenterologia, ambos integrantes do Centro de Pesquisa
Experimental do HCPA. E uma das resultantes do esfor¢o fisico e intelectual das duas
equipes, e de outros colaboradores. Os dados aqui apresentados representam apenas parte das
atividades desenvolvidas. Frente a complexidade do tema proposto, algumas perguntas foram
respondidas, porém novas questdes foram formuladas. Esperamos que, direta ou
indiretamente, outros frutos venham a ser colhidos.

Inumeras dificuldades foram enfrentadas durante o desenvolvimento do projeto de
pesquisa. Algumas exigiram criatividade e outras, mudanca de rota. Ao projeto original
foram impostas limitagdes. Por outro lado, novas questdes foram acrescidas. Originalmente, o
estudo do processo regenerativo hepatico incluia a comparacdo da massa dos lobos
remanescentes € dos achados histologicos, particularmente da mensuracao da replicagdo dos
hepatdcitos. Infelizmente, as tentativas de avaliagdo das células em mitose com técnicas mais
apuradas, como a incorporacdao do BrdU e da marcagdo do PCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen) por imuno-histoquimica, foram frustradas, de forma que a analise histoldgica ficou
limitada & contagem do hepatdcitos por técnica microscopica direta em coloracio HE.
Questodes relacionadas ao processo de importa¢do limitaram a analise dos niveis sanguineos
das diversas citocinas e dos fatores de crescimento envolvidos no processo de regeneragio e
inflamagdo previstas no projeto original e poderdo ser realizadas futuramente com as
amostras congeladas. A avaliacdo da expressdo génica ndo foi apresentada nessa tese e sera
analisada separadamente.

A insuficiéncia hepatica aguda, pano de fundo e motivador dessa tese, constitui por si
um desafio. A perda subita das fungdes do figado nos revela a complexidade da incrivel
estratégia da natureza para a preservacdo da vida. Na busca do restabelecimento do
equilibrio, a impressionante capacidade adaptativa de todo organismo exige uma resposta
rapida e orquestrada de eventos multiplos, simultaneos e precisos. Qualquer falha nesse
processo faz girar a Roda da Fortuna resultando em vida ou morte.

A ciéncia, dadiva de Prometeu aos seres humanos, como um poder quase divino, se
recusa aceitar o fortuito e busca, através do saber, as chaves de mitos e enigmas. Nas tltimas
décadas detalhes da regeneracdo do figado foram revelados e a ampliacdo da compreensdo da

fisiologia e da patologia hepatica permitiu o aprimoramento assistencial ¢ a reducdo da
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mortalidade. Entretanto, a presenca de paciente em insuficiéncia hepatica aguda traz a

lembranca os nossos limites e impde a necessidade da busca incessante do conhecimento.
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Anexo 1
Ficha de hepatectomia \ /
Identificagao: - Marca:\ / Sexo: ( ) Macho ( )Fémea
Dia 0 — 0 horas Data: _ / / Peso: g
Equipe: ( ) Carlos ( ) Rafael ( ) Ariane ( ) Flavio ( )
Anestesia: __: _h
Xilazina: _ mL( mL/g) Vo mL 1/3: _  mL Dose extra:
Ketamina: _~ mL( mL/g) ae mL 1/3: mL Dose extra:
Coletadesangue: __ :  h ( )ocular- mL — identificagdo do frasco:
___:_h ( )ocular ( )cauda Lactato:  mmol/L — Glicose: _ mg/dL
Mesa: _: h Temperatura; C 02:  L/min
Abertura da cavidade: ___:  horas
Incisdo: ( ) mediana ( ) outra:
Ligadura do hilo: . h Fio: lobo - papel
Ligadura da VH LE: ~__h Fio: Peso: - = % peso corporal
Ligadura da VH LM: . h Fio: Peso: - = % peso corporal
Ligadura do LD SS: . h Fio: Peso: - = % peso corporal
Total de fios utilizados: ___un Total: g __ % peso corporal
Revisdo da cavidade / Intercorréncias:
Implante de capsulas:
( )Tx-___ mL - concentragéo: céls/mL — N céls: N caps: N céls/cap:
( )SHAM-__ mL - N caps:
() Modelo
Sutura do peritdnio: __: h Fio:
Sutura da parede: . h Fio: Total de fios utilizados: _ un
Término cirurgia: ;. h Tempo de cirurgia: _ minutos Vivo: () SIN
Recuperagcdo: _ : h ( )encubadora - Temperatura: _ C 02: L/min
Acordou: __: h
Avaliagdes:
1ThPO__ : h Vivo: () SIN
() ocular ( )cauda-Lactato: _ mmol/L — Glicose: __ mg/dL
6hPO__ : h Vivo: () SIN
() ocular ( )cauda-—Lactato:  mmol/L — Glicose: _ mg/dL
_hPO__: h Vivo: () SIN
() ocular ( )cauda-—Lactato:  mmol/L — Glicose: _ mg/dL
Dia 1 — 24 horas Data: /[ Peso: g
Equipe: ( ) Carlos ( ) Rafael ( ) Ariane ( ) Flavio ( )
. h:Vivo: ( )SIN
Anestesia: ___: horas
Xilazina: __ mL( mL/g) e mL 1/3: _ mL Dose extra:
Ketamina: _~ mL ( mL/g) e mL 1/3: mL Dose extra:
Coletadesangue: __ :  h ( )ocular- mL — identificagdo do frasco:
_: h ( )ocular ( )cauda Lactato:_ mmol/L — Glicose: ___ mg/dL

__: h:Vivo: ( )SIN
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Identificag&o:
Dia 2 — 48 horas Data: __ /_/ Peso:_ g
Equipe: ( ) Carlos ( ) Rafael ( ) Ariane () Flavio ( )
__: h:Vivo: ( )SIN
Anestesia: ___ ;. h
Xilazina: __ mL( mL/g) Vo:  mL 13: __ mL Dose extra:
Ketamina: __ mL( mL/g) Ve mL 1/3: mL Dose extra:
Coletadesangue: ___ ;. h ( )ocular-___ mL —identificacdo do frasco:

__ . h ( )ocular ( )cauda Lactato: _ mmol/L — Glicose: ___ mg/dL
_: h:Vivo: ( )SIN
Dia 3 - 72 horas Data: /[ Peso: g
Equipe: ( ) Carlos ( ) Rafael ( ) Ariane ( ) Flavio ( )
. h:Vivo: ( )SIN
Anestesia: ___:  horas
Xilazina: __ mL( mL/g) Ve mL 1/3: _ mL Dose extra:
Ketamina: _~ mL ( mL/g) Vae mL 1/3: mL Dose extra:
Coletadesangue: __ :  h ( )ocular-___ mL - identificagédo do frasco:

_: h ( )ocular ( )cauda Lactato:_ mmol/L — Glicose: ___ mg/dL
Sacrificio: ___:  horas
Laparotomia: () Sacrificio ( )Necropsia—¢6bito: /[  :  horas
Suturas:
Ascite: ( ) S/N
LD SI: Peso: - = g % peso corporal — Aspecto:

Nitrogénio () S/N - identificagdo:

Formol  ( ) S/N —identificacao:

LsOs: Peso: - = g % peso corporal — Aspecto:

Nitrogénio () S/N — identificagéo:

Formol  ( ) S/N —identificagao:

Capsulas:
Nitrogénio ( ) S/N — identificagéo:

Formol  ( ) S/N —identificacao:

Cultura () S/N - identificagao:
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Anexo 2
Ficha de hepatectomia 90% \ /
Identificagao: - Marca:\ / Sexo: ( ) Macho ( )Fémea
Dia0—-Ohoras Data: __ / / ~ Peso: g Equipe:( )Carlos( ) Rafael ( ) Ariane ( )
Anestesia: __ :  h Isofurano:inducdo % manutencdo % 02:  litros
Coletadesangue: __ :  h ( )ocular-___ mL - identificagdo do frasco:
__:  h ( )ocular ( )cauda Lactato: _ mmol/L — Glicose: __ mg/dL
Mesa: ___: h Temperatura: _~~ C 02:  L/min Bupivacaina: ( )S/N
Abertura da cavidade: ___:  horas Incisdo: ( ) mediana () outra:
Ligadura do hilo: . h Fiov4.0:( )S/IN___ lobo - papel
Ligadura da VH LE: . h FioV4.0: ( )S/IN____ Peso: - = g % peso corporal
LigaduradaVHLM:  : h FioV4.0: ( )S/N____ Peso: - = g % peso corporal
Ligadura do LD: . h FioV4.0: ( )S/N___ Peso: - = g % peso corporal
Total de fios utilizados: ~~ un Total: g % peso corporal
Reviséo da cavidade / Intercorréncias:
()Tx::__:  h Cépsulas: _ mL Veiculo: PBS: ~~ mL Seringa urolégica: ( ) S/IN
N céls: concentracao: céls/mL N caps: N céls/cap:
( )SHAM: _: h Capsulas: __mL Veiculo:PBS: mL Seringa urolégica: ( ) S/IN
() Modelo 92% + agua com 20% de glicose
Glicose IP100mg ( )S/N_ . h
Sutura do peritonio: _: h FioMN4.0: ( )SIN___
Sutura da parede: . h FioMN4.0:( )S/N___ Total de fios utilizados: _ un
Término cirurgia: ___: h Tempo de cirurgia: __ minutos Vivo: () SIN
Recuperagdo: __: h ( )encubadora-Temperatura: __ C 02:  L/min
Acordou: __:  h
6hPO__: h Vivo: () SIN _: h-SG5%IP2mL( )SIN__
() ocular ( )cauda-—Lactato:  mmol/L — Glicose: _ mg/dL
Dia1-24horas Data:__ / /  Peso:__ g Equipe: () Carlos ( ) Rafael ( )
__: h:Vivo:( )SIN Treta __ °C
Anestesia: __: h Isofurano:indugédo % manutengdo % 02: __litros
Coletadesangue: ;. h ( )ocular-___ mL —identificagcdo do frasco:
__: h ( )ocular ( )cauda Lactato: _ mmol/lL — Glicose: __ mg/dL
~__h SG5%IP2mL( )S/N
Dia2-48horas Data:_ / [/~ Peso: g Equipe: ( ) Carlos ( ) Rafael ( )
__: h:Vivo: ( )SIN T retal: °C
Anestesia: __ :  h Isofurano:inducdo % manutencdo % 02:  litros
Coletadesangue: __ :  h ( )ocular-___ mL - identificagdo do frasco:
___:_h ( )ocular ( )cauda Lactato:  mmol/L — Glicose: _ mg/dL
__h SG5%IP2mL( )S/N
Dia3-72horas Data:  / [/  Peso: g Equipe: ( ) Carlos ( ) Rafael ( )
__: h:Vivo: ( )SIN T retal: °C
Anestesia: ___: h Isofurano:indugédo % manutengdo % 02: __litros
Coletadesangue:  :  h ( )ocular-__ mL - identificagédo do frasco:

h ( )ocular ( )cauda Lactato: mmol/L — Glicose: mg/dL
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__h SG5%IP2mL( )S/N
Identificacao:
Dia4-96horas Data: / /  Peso: g Equipe: ( ) Carlos ( ) Rafael ( )
__: h:Vivo:( )SIN T retal: °C
Anestesia: __ :  h Isofurano:inducdo % manutencdo % 02:  litros
Coletadesangue: __ :  h ( )ocular-___ mL - identificagdo do frasco:
___:_h ( )ocular ( )cauda Lactato:  mmol/L — Glicose: _ mg/dL
__h SG5%IP2mL( )S/N
Dia5-120 horas Data: / / Peso: g Equipe: ( ) Carlos ( ) Rafael ( )
__: h:Vivo: ( )SIN T retal: °C
Anestesia: __: h Isofurano:indugédo % manutengdo % 02: __litros
Coletadesangue:  :  h ( )ocular-__ mL - identificagdo do frasco:
__: h ( )ocular ( )cauda Lactato: _ mmol/L — Glicose: __ mg/dL
__h SG5%IP2mL( )S/N
Dia 6 —144 horas Data: __ / / Peso: g Equipe: ( ) Carlos ( ) Rafael ( )
__: h:Vivo: ( )SIN T retal: °C
Anestesia: __ :  h Isofurano:inducdo % manutencdo % 02:  litros
Coletadesangue: __:  h ( )ocular ( )cauda Lactato: _ mmol/L — Glicose: __ mg/dL
__h SG5%IP2mL( )S/N
Dia7-168 horas Data: / / Peso: g Equipe: ( ) Carlos ( ) Rafael ( )
__: h:Vivo: ( )SIN T retal: °C
Anestesia: ___: h Isofurano:indugédo % manutengdo % 02: __litros
Coletadesangue:  :  h ( )ocular ( )cauda Lactato:  mmol/L — Glicose: _ mg/dL
__h SG5%IP2mL( )S/N
Dia8 -192 horas Data: _ / / Peso: g Equipe: ( ) Carlos ( ) Rafael ( )
__: h:Vivo: ( )SIN T retal: °C
Dia9-216 horas Data: __ / / Peso: g Equipe: ( ) Carlos ( ) Rafael ( )
__: h:Vivo: ( )SIN T retal: °C
Dia 10 — 240 horas Data: _ / / Peso: g Equipe: ( ) Carlos ( ) Rafael ( )
__: h:Vivo: ( )SIN T retal: °C
Anestesia: __ :  h Isofurano:inducdo % manutencdo % 02:  litros
Coletadesangue: __:  h ( )ocular ( )cauda Lactato: _ mmol/L — Glicose: _ mg/dL
Sacrificio: ___: horas Laparotomia: ( ) Sacrificio ( ) Necropsia—¢6bito: __ / / ~ :  horas
Suturas: Ascite: ( ) S/N
LsOs: Peso: - = g % peso corporal — Aspecto:
Nitrogénio ( ) S/N — identificagao: Formol () S/N — identificagao:
Capsulas: Nitrogénio ( ) S/N — identificagao: Formol ( ) S/N — identificagao:

Cultura () S/N —identificagao:
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Anexo 3

Ficha de hepatectomia 90% + glicose: IP e na agua (20%)

Identificacao: - Marca:\\ | Sexo:( )Macho ( )Fémea Origem: DN:__ /|
Dia0—-Ohoras Data: __ / / ~~ Peso: g Equipe:( )Carlos( ) Rafael ( ) Ariane ( )
Anestesia: __ :  h Isofurano:inducdo % manutencdo % 02:  litros
Coletadesangue: __:  h ( )ocular-___ mL - identificagdo do frasco:

__: h ( )ocular ( )cauda Glicose: _ mg/dL
Mesa: _: h Temperatura; _ C 02:  L/min Bupivacaina: ( ) S/IN
Abertura da cavidade: ___:  horas Incisdo: ( ) mediana () outra:
Ligadura do hilo: . h Fiov4.0:( )S/IN__ lobo - papel
Ligadura da VH LE: . h FioV4.0: ( )S/N____ Peso: - = g % peso corporal
LigaduradaVHLM: _ : h FioV4.0: ( )S/N___ Peso: - = g % peso corporal
Ligadura do LD: . h FioV4.0: ( )S/N___ Peso: - = g % peso corporal

Total de fios utilizados: __ un Total: g % peso corporal
Revisao da cavidade / Intercorréncias:
( YMOT: __:  h Capsulas: __ mL N céls: Veiculo: PBS:  mL
( JFMMO: __ : h Capsulas: __mL N céls: Veiculo: PBS:  mL
( )Controle: ;. hCapsulas: _ mL Veiculo: PBS: ~ mL
Glicose IP100mg ( )S/N__ ¢ hDose:_ _mg Volume:_~  mL
Sutura do peritonio: _: h FioMN4.0: ( )S/IN__
Sutura da parede: __: h FioMN4.0:( )S/N___ Total de fios utilizados: __ un
Término cirurgia: . h Tempo de cirurgia: __ minutos Vivo: () SIN
Recuperagdo: _ :  h ( )encubadora-Temperatura:.  C 02: L/min
Acordou: __:  h
6hPO__: h Vivo: () S/IN _: h-SG5%IP2mL( )SIN__
Coletadesangue: __:  h ( )ocular ( )cauda Glicose: _ mg/dL
12hPO__: h Vivo: () SIN . h
Dia1-24horas Data:__/ /  Peso: g Equipe: ( ) Carlos ( ) Rafael ( )
__: h:Vivo:( )SIN T retal: °C
Anestesia: __ :  h Isofurano:inducdo % manutencdo % 02:  litros
Coletadesangue: __ :  h ( )ocular ( )cauda Glicose: _ mg/dL
~_h SG5%IP2mL( )S/N Dose:  mg Volume: _ mL
Dia2-48horas Data:  / [/  Peso: g Equipe: ( ) Carlos ( ) Rafael ( )
__: h:Vivo:( )SIN T retal: °C
Anestesia: ___: h Isofurano:indugédo % manutengdo % 02: __litros
Coletadesangue:  :  h ( )ocular ( )cauda Glicose: _ mg/dL
__h SG5%IP2mL( )S/N Dose:_ mg Volume: _  mL

Dia3-72horas Data:  / [/  Peso: g Equipe: ( ) Carlos ( ) Rafael ( )

__: h:Vivo: ( )SIN T retal: °C
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Identificacao:

SacrificioDia___—___ _horas Data: __ / / Peso: g
BrdU: __ :  h Volume: _ mLIP
Anestesia: __:  h Isofurano:inducdo % manutencdo % 02:  litros
Coletadesangue:  :  h ( )ocular ( )cauda ( ) cardiaca Glicose: _ mg/dL
Sacrificio: ___:  horas
Laparotomia: Suturas: Ascite: ( ) S/N
LsOs: - = g % peso corporal — Aspecto:
Nitrogénio () S/N - identificacao: Formol () S/N —identificacao:
Capsulas: Nitrogénio ( ) S/N — identificagao: Formol () S/N — identificagéo:

Cultura () S/N - identificagao:

Baco: - = g % peso corporal

Nitrogénio () S/N — identificagao: Formol ( ) S/N — identificagdo:

Intestino:  Formol () S/N — identificag&o:
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Anexo 4
The effects of anesthetic regimen in 90% hepatectomy in rats’
Comparacdo dos efeitos do regime anestésico na hepatectomia de 90% em ratos.
Original article, Anesthesia
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ABSTRACT

PURPOSE: To evaluate the influence of the anesthetic regimen on anesthetic recovery,
survival, and blood glucose levels following a 90% partial hepatectomy in rats.

METHODS: Adult male Wistar rats were divided into two groups according to their
anesthetic regimens: intraperitoneal ketamine and xylazine or inhaled isoflurane. In order to
prevent hypoglycemia, glucose was administered intraperitoneally and glucose (20%) was added
to the drinking water.

RESULTS: Anesthetic recovery time was longer in the ketamine and xylazine group.
The survival rate after 72 hours was lower (log rank=0.0001) in the ketamine and xylazine group
(0.0%) than in the isoflurane group (26.7%). The blood glucose after six hours was lower
(P=0.017) in the ketamine and xylazine group (63+£31.7 mg/dL) than in the isoflurane group
(98+£21.2 mg/dL). The prolonged anesthesia recovery time associated with ketamine and
xylazine decreased the survival rate and blood glucose levels after 90% hepatectomy.

CONCLUSION: Isoflurane anesthesia reduced the recovery time and incidence of
hypoglycemia and increased the survival rate in the early hours, providing a therapeutic window
that is suitable for experimental studies.

Key words: Acute liver failure; Hepatectomy; Isoflurane; Ketamine; Xylazine; Ratos.
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RESUMO

OBJETIVO: Avaliar a influéncia do regime anestésico sobre a recuperagdo anestésica, a
sobrevida em 72 horas e a glicemia apds hepatectomia parcial de 90% em ratos.

METODOS: trinta ratos Wistar machos adultos foram divididos em dois grupos conforme o
regime anestésico: combinagdo de ketamina e xilazina intraperitoneal ou isoflurano inalatério.
Para prevencao de hipoglicemia foi administrada glicose intraperitoneal e adicionado glicose
(20%) na 4gua de beber.

RESULTADOS: A recuperagdo anestésica no grupo ketamina e xilazina foi mais prolongada.
Durante primeira hora apds hepatectomia, nenhum rato anestesiado com ketamina e xilazina
despertou. Todos do grupo isoflurano estavam ativos minutos apoés final da cirurgia. A sobrevida
em 72 horas foi menor (Log rank=0,0001) no grupo ketamina e xilazina (0,0%) que no grupo
isoflurano (26,7%). Glicemia em 6 horas do grupo ketamina e xilazina (63+-31,7 mg/dL) fo1
menor (P=0,017) que no grupo isoflurano (98, +-21,2 mg/dL). Prolongado tempo de recuperacao
anestésica com ketamina e xilazina diminuiu sobrevida e glicemia apo6s hepatectomia 90%.
CONCLUSAO: Anestesia com isoflurano reduziu tempo de recuperagio e hipoglicemia, além
de aumentar a sobrevida nas primeiras horas, possibilitando uma janela terapéutica adequada
para estudos experimentais.

Descritores: Faléncia hepatica aguda, hepatectomia, isoflurano, Quetamina, Xilazina, Ratos.
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Introduction

Acute liver failure (ALF) is a rare clinical condition that develops unpredictably and is
potentially fatal due to massive liver necrosis . Despite the advances in clinical management
that have been developed in recent decades, the mortality of ALF patients who do not receive
transplantation remains high, reaching 70% '~. One of the main factors that limit the success of
ALF patient clinical treatment is an incomplete knowledge of its pathophysiology *.
Animal models are important tools for improving our understanding of the pathogenesis of ALF.
The progression of the disease, management of complications and mechanisms involved in liver
regeneration are also necessary for the development and evaluation of new therapeutic
approaches °. The anatomical characteristics of the livers of rats and mice enable varying degrees
of liver mass resection, depending on the combination of lobes that are removed °. The primary
model that is used in studies of liver regeneration after resection includes 70% hepatectomy
procedures, whereas 90% hepatectomy procedures constitute an experimental model of ALF ®*,
The reduction in metabolic capacity following extensive hepatectomy can alter the metabolism
of the anesthetics used, which has systemic repercussions and effects on the parameters that are
being studied °. The aim of the study is to evaluate the effects of two anesthetic regimens on

anesthesia recovery, survival rate and blood glucose levels in rats following 90% hepatectomy.

Methods

Animals

Thirty adult male Wistar rats were studied, housed in boxes and subjected to 12-hour
light and dark cycles at a controlled temperature of 22°C. The animals were fed a standard diet
and received water ad [libitum. After surgery, they received glucose support via the
administration of 20% glucose in their drinking water and standard laboratory chow ad libitum.
The animals were weighed on a digital scale before the surgical procedure and daily thereafter in

order to calculate the doses of ketamine, xylazine and glucose.
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Anesthetic regimen

The rats (n=30) were divided into two groups according to their anesthetic regimens: 15
with a ketamine and xylazine combination (KX group) and 15 with isoflurane (ISO group). A
combination of ketamine (Cetamin®, Sespo Ltda, Paulinia/SP; 50 mg/kg) and xylazine
(Anasedan®, Rhobifarma Ltda, Cotia/SP; 20 mg/kg) was intraperitoneally administered to the
KX group. Isoflurane (Forane®, Abbott SA, Buenos Aires; 3%) was inhaled via a calibrated

vaporizer to ISO group.

Experimental protocol

After anesthetic induction, rat were placed on an operating table and warmed with a
heating pad so as to maintain the animal’s body temperature. Partial hepatectomy was performed
by a single surgeon, as previously described '®'". With the rat in a supine position, a midline
abdominal incision was followed by xyphoid cartilage retraction in order to adequately expose
the liver and completely liberate of all of the liver ligaments so as to permit an accurate ligation
of the pedicle of each lobe. A 90% hepatectomy included the removal of the left lateral (30%),
median (40%) and right superior (20%) lobes *. Postoperatively, animals were allowed to recover
from the anesthesia in cages inside an incubator with a 25°C ambient temperature for 24 hours.
During the first hour after the surgery, each rat was closely observed and its recovery time
recorded. One hour post operation, six hours post operation and daily thereafter, each animal was
administered 2 mL of a glucose solution (50 mg glucose/100 g of body weight) via an
intraperitoneal injection. Six hours and daily thereafter until three days after the hepatectomy,
each animal's activity was observed, and a drop of blood was obtained from a tail vein for
glucose quantification with a glucometer (Accu-Chek Active®, Roche CO, Germany).

The study was approved by Animals Ethics and Research Committee of the Hospital de

Clinicas de Porto Alegre, Brazil.

Statistical analysis
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All blood glucose values are presented as the mean + standard deviation (SD) for the
selected time points in each group. Statistical differences were assessed using Student's t-test.
The survival rate was analyzed via the Kaplan-Meier assay. The survival rates of the two groups
were compared via the log-rank test. P-values of less than 0.05 were considered statistically

significant.

Results

Thirty rats (average body weight, 342.8+43.4 g) were divided into two groups and
underwent 90% hepatectomies, with a mean surgical time of less than 21 minutes (13.7+2.9
minutes).

One hour post surgery, all of the rats that had been anesthetized with ketamine and

xylazine were still under anesthesia. In contrast, in the ISO group all of the animals were awake
and active. The recovery time from the isoflurane anesthesia was 16.5+8.1 minutes. Immediately
after regaining consciousness, rats began to ingest the provided glucose-water and food. Six
hours after the hepatectomy, of the 15 rats in the KX group, only four were alive, with one
active, two hypoactive and one still under anesthesia. In the group of animals that underwent
hepatectomies under isoflurane, 14 rats were alive and active after six hours.
The survival rate after 72 hours was different between the two groups, being significantly higher
(log rank=0.0001) in the ISO group (Figure 1). In the KX group, mortalities after 1, 6, 24 and 48
hours were 20.0%, 73.3%, 93.3% and 100%, respectively (Table 1). Hepatectomy under
isoflurane resulted in a significantly lower mortality after 6 (6.7%), 24 (40%), 48 (66.7%) and 72
hours (73.6%) (Table 1).

The blood glucose levels at six hours were significantly lower (P=0.017) in the KX group
(63.0£31.7 mg/dL) (Table 2). In the ISO group, the average blood glucose level was 98.6+21.2
mg/dL. After 24 hours, only one rat from KX group was alive (6.7%), and its blood glucose was

48 mg/dL. In the animals that had been anesthetized with isoflurane, the mean blood glucose
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levels were 65.3+£18.0 after 24 hours, 78.8+£16.3 after 48 hours and 71.5+20.6 mg/dL after 72

hours (Table 2).

Discussion

The development of an experimental model for evaluating ALF therapies requires that at
least two criteria be considered: high mortality prior to hepatocyte regeneration and an
appropriate therapeutic window '2. The liver regeneration that occurs after hepatectomy rapidly
replaces the hepatocytic mass removed, limiting ALF to three or four days '“'*'*. During this
period, in animal models of ALF, there should be a large number of deaths, which is
characteristic of ALF; however, the mortality rate in the early hours cannot be excessive, or else
it shortens the therapeutic window '*. The anesthetic regimen and the prevention of severe
hypoglycemia are among the primary determinants of early mortality in animals that have been
subjected to partial hepatectomy.

Defining the anesthetic regimen for surgical procedures in animals can be a challenge. In
experimental procedures that involve liver resection or transplantation, anesthesia will ideally
have a minimal effect on liver function °. The combination of intraperitoneal ketamine and
xylazine administration is the usual anesthesia for laboratory animals, producing an anesthetic
effect for at least one hour °, followed by a two- to four-hour period of sleep '®.

In several recent studies on liver regeneration using partial hepatectomy (70%) models, a
combination of ketamine and xylazine was used as the anesthetic regimen *>*’. The experience
of our group (data not shown) has confirmed the possibility of using ketamine and xylazine as an
anesthetic for performing partial (70% and 85%) hepatectomy in rats; however, increasing the
liver resection to 90% renders this regimen inadequate. Ketamine and xylazine are extensively
metabolized by liver mitochondrial enzymes, and their metabolites are excreted in the urine ',
In our study, the decrease in the remaining liver mass probably led to a reduction in the hepatic
metabolic capacity for anesthetics and carbohydrates. The deepening of the anesthetic plane,

causing cardiorespiratory depression and severe hypoglycemia, were possibly the determinants
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of death within the first six hours in the group of rats that had been anesthetized with ketamine
and xylazine. In contrast, the shorter recovery from anesthesia with isoflurane permitted the
animals to awaken within minutes. In the evaluation during the first hour after surgery, all of the
rats were awake and active.

Isoflurane is an inhalational halogenated methyl ethyl ether anesthetic with a high molecular
stability. Thus, less than 0.2% of the inhaled dose is metabolized because it is almost completely
eliminated in the exhaled air ' ?°. Its induction and recovery times are very fast, and its depth
can be adjusted easily and quickly '®. It is considered to be the ideal anesthetic for studies of
metabolism and toxicity due to its minimal systemic metabolism, the small effect it has on liver
enzymes and the reduced potential risk of liver and kidney damage that arise from its use '*2';
however, isoflurane anesthesia has been used in a few studies of models of extended
hepatectomy in murine rodents * ***. The disadvantages of isoflurane are related to the need for
enhanced anesthetic monitoring, particularly during induction, by trained personnel and with
specialized equipment, which results in increased research costs *'.

The observed increased liver resection and reduced survival rate %112

were accompanied
by a reduction in blood glucose levels in the early hours '°. The liver is the key organ in the
production, storage and distribution of nutrients and energy. The loss of hepatocytic mass during
ALF is accompanied by reductions in glycogen stores, the capacity for gluconeogenesis and the
ability to maintain blood glucose during fasting ». The increase in early mortality that is
associated with larger resections can be partially reduced by avoiding severe early hypoglycemia
by administering 20% glucose in the drinking water ''~°*'. In our study, the prolonged recovery
time of ketamine and xylazine anesthesia rendered this procedure ineffective because only 20%
of the animals had awakened from anesthesia six hours after the end of the procedure. In the
group that had been anesthetized with isoflurane, the intake of water with glucose was possible

immediately after the surgery, there was no hypoglycemia in the first hours after surgery and the

survival rate after six hours was high (93.3%).
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Supplementing glucose via drinking water may be insufficient for preventing severe
hypoglycemia in hepatectomies of greater than 90% ''. The strict monitoring of blood glucose
and correcting hypoglycemia via the intraperitoneal administration of 5% glucose (in addition to
adding it to the water) in rats with 90% resections can increase the survival rate to 80% *~2. In
our study, the prophylactic administration of intraperitoneal glucose to rats that underwent 90%
hepatectomy with ketamine and xylazine did not prevent hypoglycemia across the entire
monitoring period and did not impede the progression to death in 73.3% of the animals.

Although ketamine and xylazine present technical and economic advantages in comparison to

9 15-17

isoflurane ~ and are widely used in experiments with rodents , their pharmacological
characteristics limit their use in models of 90% hepatectomy. Inhalation anesthesia, particularly
isoflurane, demands minimal hepatic metabolism, enables better anesthetic control and should be

the preferred anesthetic in murine models of ALF.

Conclusion
Isoflurane anesthesia reduced the recovery time and incidence of hypoglycemia and
increased the survival rate in the early hours, providing a therapeutic window that is suitable for

experimental studies.
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Table 1. Survival after hepatectomy depending on the anesthetic regimen in 90% hepatectomized rats.

Ketamine and xylazine

Time after PH group Isoflurane group P- value
Hours N (15) % N (15) %
1 12 80.0 15 100.0 0.0726
6 4 26.7 14 933 0.0002
24 1 6.7 9 60.0 0.0001
48 0 0.0 5 333 0.0001
72 0 0.0 4 26.7 0.0001

PH: partial hepatectomy.

Table 2. Changes in blood glucose (mg/dL) after a 90% hepatectomy in rats depending on the anesthetic

regimen.
Time after PH Ketamine and xylazine group Isoflurane group
Hours N Mean+SD N Mean+SD P-value
6 4 63.0+£31.7 14 98.6 +21.2 0.017
24 1 48.0 9 65.3£18.0
48 0 - 5 78.8 £16.3
72 0 - 4 71.54£20.6

PH: partial hepatectomy; SD: standard deviation.
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Figure 1. Spontaneous survival depending on the anesthetic regime in 90% hepatectomized rats. Log

rank=0.0001.
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1  Ketamina e xilazina 370 21 8,81 2,38 251 39 V | Sedado N NA: V Ativo 65 41 M NA NA
2  Ketamina e xilazina 372 12 10,64 2,86 220 337 M iNA N NA M iNA NA' NA M NA NA
3  Ketamina e xilazina 344 10 10,00 2,91 207 2,0 V Sedado N NA: M INA NA: NA' M NA:! NA
4 i Ketamina e xilazina 405 14 10,25 2,53 217 1,7 V iSedado N NA:{ V  Sedado 106: 24 V 48 33
5 i Ketamina e xilazina 402 10 11,69 2,91 185 1,3 V iSedado N NA V  Hipoativo 49 81 M NA: NA
6  Ketamina e xilazina 402 13 8,59 2,14 146 43 V Sedado N NA M NA NA NA M NA: NA
7  Ketamina e xilazina 406 13 9,49 2,34 182 3,00 V | Sedado N NA M NA NA NA M NA' NA
8  Ketamina e xilazina 392 12 9,14 2,33 244 1,8i V :Sedado N NA:{ M NA NA: NA M NA NA
9  Ketamina e xilazina 406 11 8,95 2,20 233 2,2 V Sedado N NA{ M | NA NA: NA M NA NA
10  Ketamina e xilazina 280 9 8,99 3,21 221 3,3: V ' Sedado N NA:i M NA NA' NA M NA NA
11  Ketamina e xilazina 273 11 8,86 3,25 196 4,1 'V Sedado N NA V| Hipoativo 32 33 M NA: NA
12  Ketamina e xilazina 268 10 7,45 2,78 175 3,1 V | Sedado N NA: M NA NA NA M NA' NA
13  Ketamina e xilazina 291 10 8,17 2,81 165 2,6 V Sedado N NA:{ M NA NA: NA M NA NA
14 Ketamina e xilazina 329 12 10,15 3,09 236 1,9 M iNA N NA' M NA NA: NA! M NA:' NA
15 | Ketamina e xilazina 292 14 7,28 2,49 176 300 M NA N NA' M NA NA! NAI M NA' NA
16 Isoflurano 303 18 8,23 2,71 107 45 V | Ativo S 16 V | Ativo 68 49 M NA NA
17 | Isoflurano 345 14 8,57 2,48 164 321 V |Ativo S 4.V  Ativo 1100 39 M NA NA
18 : Isoflurano 350 15 10,07 2,88 153 1,0i V iAtivo S 32V | Ativo 79 50 M NA NA
19 Isoflurano 298 12 8,36 2,81 123 3,6 'V iAtivo S 11: V  Ativo 117 38: V 75 3,7
20 : Isoflurano 326 17 7,28 2,23 123 NR: V | Ativo S 15 V | Ativo 112 NA M NA NA
21 | Isoflurano 367 15 7,24 1,97 108 NR: V @ Ativo S 15 V | Ativo 96 NA V 69 NR
22  Isoflurano 341 13 6,52 1,91 112 NR: V | Ativo S 13 V | Ativo 106 NA| V 1011 NR
23 Isoflurano 328 18 7,42 2,26 157 NR: V |Ativo S 300 'V | Ativo 84: NA V 571 NR
24 : Isoflurano 321 18 9,44 2,94 128 NR: V | Ativo S 25 M iNA NA: NA M NA NA
25  Isoflurano 304 15 6,56 2,16 115 43 V  Ativo S 11 V | Ativo 72 29 V 59 142
26  Isoflurano 305 16 6,20 2,03 102 8,1 V | Ativo S 24V | Ativo 113. 30 V 62 97
27 : Isoflurano 346 17 6,59 1,91 103 5,11 'V iAtivo S 20 V i Ativo 115¢ 221 V 35¢ 79
28 : Isoflurano 352 14 8,18 2,32 113 4,1 V Ativo S 12V | Ativo 142 23 V 74 8,6
29 Isoflurano 364 15 8,49 2,34 132 6,1 V Ativo S 13; V | Ativo 78: 52V 56 69
30 : Isoflurano 400 13 11,35 2,84 116 45 V Ativo S 7. V  Ativo 88 6,9 M NA NA

NA=nio se aplica; NR=nio realizado; M=morto; V=vivo.
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Dados brutos — Fase 1 — Hepatectomia de 90% (continuacio)
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NA=nao se aplica; NR=nao realizado; M=morto; V=vivo.
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NA=nao se aplica; NR=nao realizado; M=morto; V=vivo.

154



Dados brutos — Fase 2

[ s 7 <] o~ <] —~ <] o~
E 3 35 2 E gE=2g ST :EE EE_E L S5 C- 5% 3E 5@ ®E N pE
2 2 e>_58% Tg 82 8 £F 3282 f 2 9023 %928 2 338 o8
= @S 9 s &M T 2,28 8T e T Y 28 2 9 88 2z YT 3 E2 T 23 = e
G 2 $2f 322 _EF S SESE28pgiEf 2 29 gE f 29 g £ 2@ gf g 2@ gl
= = 785 S52MEE £ 2223028 S2E 2 § COE SE 2 OE 52 £ CE 52 2 OE 582
1 HepG2 5x107 196, 16 4,78 2,43 112 70 V. V 104, 2,7 V 142 5,6 V 113 52 V 89 55
2 i HepG2 5x107 179 13 4,71 2,63 118 33 V.V 92 28V 80 37 V 80 50 V 106 4,6
3 Sem células 0 303 18 8,23 2,71 107 45V IV 68 49 M NA NA: M NA: NA' M NA: NA
4 i HepG2 5x10’ 358 16: 10,14 2,84 168 29: ViV 145 41 M NA NA: M NA: NA' M NA: NA
5: HepG2 5x10’ 346 16 8,68 2,51 125 2,1 V. M NA. NA' M NA NA M NA. NA M NA. NA
6  HepG2 5x107 3200 16 8,13 2,54 112 45 V V 89 30 V 42 64 M NA NA M NA NA
7  HepG2 5x107 381 13 10,17 2,67 130 23 'V V 78 39V 82 73 V 65 69 V 66 6,7
8 i HepG2 5x10’ 322 13 9,26 2,88 143 31 V. V 59 39 M NA NA: M NA. NA' M NA: NA
9 i HepG2 5x10’ 353 12: 10,31 2,92 118 49: V| V 89 NA' M NA NA: M NA: NA' M NA: NA
10 : Sem células 0 345 14 8,57 2,48 164 32 V.V 110, 39 M NA NA M NA. NA M NA. NA
11  Sem células 0 350 15 10,07 2,88 153 100V V 79 50 M NA NA M NA NA M NA NA
12 | Sem células 0 298 12 8,36 2,81 123 36 V.V 117 38 V 75 37 V 79 47V 79 43
13 | Sem células 0 326 17 7,28 2,23 123 NR V. V 112: NA' M NA NA: M NA: NA' M NA: NA
14 | Sem células 0 367 15 7,24 1,97 108 NR 'V V 9% NA: V 69 NR: M NA: NA' M NA: NA
15 | Sem células 0 341 13 6,52 1,91 112 NR:'V V 106 NA V 101 NR V 53 NR . M: NA NA
16 | Sem células 0 328 18 7,42 2,26 157 NR V V 84 NA V 57 NR M NA NA M NA NA
17 | Sem células 0 321 18 9,44 2,94 128 NR' ' V. M NA NA M NA: NA M| NA NA M NA NA
18 | Sem células 0 304 15 6,56 2,16 115 43V IV 72 29V 59 142 M NA. NA' M NA: NA
19 | Sem células 0 305 16 6,20 2,03 102 81: V V 113 30 V 62 9,7 V 98 6,1 V 68: 6,1
20 | Sem células 0 346 17 6,59 1,91 103 51V V 115: 22 V 35 79 M. NA: NA: M NA: NA
21 | Sem células 0 352 14 8,18 2,32 113 41V V 142 23 V 74 8,6 V 81 52 V 45 57
22 : Fragcdo mononuclear 1x 10° 222 14 6,79 3,06 119 39 V.V 85 34V 43 9,1 M NA: NA M NA: NA
23 : Fragdo mononuclear 1x 10° 289 15 8,46 2,92 113 37V V 114: 29 V 87 55 V 58 58 V 100: 3,9
24 : Fragdo mononuclear 1x 10° 232 16 7,20 3,10 103 37V V 83 2,0V 72 62 V 31 109 M NA: NA
25 | Fracdo mononuclear 1x 10° 266 18 7,94 2,99 130 44V |V 58 59V 71 63 V 95 38 V 82 1,8
26  Fracdo mononuclear 1x 10° 266 13 8,79 3,30 105 48 V V 57 53V N N M NA NA M NA NA
27 | Fragdo mononuclear 1x 10° 248 15 6,97 2,82 100 30 V.V 9 33V 49 84 V 33 57 M NA. NA
28 | Fragdo mononuclear 1x 10° 261 14 6,94 2,66 104 43V IV 68 30V 72 56 V 79 48V 99: 3,6
29 : Fragdo mononuclear 1x 10° 290 15 8,40 2,90 139 25V 'V 116: 2,6 V 132 42V 70 8,0 V 9% : 3,7
30 : Fracdo mononuclear 1x 10° 308 18 9,95 3,23 109 37.V V 94 28V 54 60 V 81 42 V 9% 49
31  Fragdo mononuclear 1x 10° 296 16 8,11 2,74 106 28 V.V 101 31V 111 41V 72 43 V 112 3,1
32 Fragdo mononuclear 1x 10° 336 13 9,17 2,73 153 34 V.V 114 41 V 164 49 V 130 45V 139 3.9
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NA=nio se aplica; NR=nio realizado; M=morto; V=vivo.
Dados brutos — Fase 2 (continuacio)
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33  Fracdo mononuclear 1x 10° 304 13 7,81 2,57 122 44V V 119 32V 67 11,0 M NA: NA M NA NA
34 | Fragcdo mononuclear 1x 10° 323 12 9,49 2,94 129 43V |V 104 41V 115 52V 80 6,7 V 126 4,1
35 | Fragdo mononuclear 1x 10° 345 11 9,40 2,72 146 380 V. V 92! 40!V 114 54V 61 92 M NA' NA
36 : Sem células 0 364 15 8,49 2,34 132 6,1 V V 78 52V 56 69 V 83 58 V 94: 45
37 : Sem células 0 400: 13 11,35 2,84 116 45:V  V 88 69 M NA NA M NA: NAI M NA: NA
38  Fracdo mononuclear 3x 107 279 17 9,22 3,30 126 38 V. V 50 57V 118 VER' M NA: NA M NA NA
39 | Fragcdo mononuclear 3x 107 304 15 8,51 2,80 131 43V |V 65 35V 73 41 V 88 40 V 97 25
40 : Fragdo mononuclear 3x 107 283 15 8,30 2,93 130 41V V 72 34V 119 411V 93 34V 871 22
41 : Fragdo mononuclear 3x 107 310 14 9,52 3,07 101 45:V 1V 67 43V 28 72 M NA NAI M NA NA
42 : Fragdo mononuclear 3x 107 316 13: 10,08 3,19 117 50 V. .V 109: 22 V 103 45 V 65 54 V 81 27
43  Fracao mononuclear 3x 107 253 12 7,71 3,05 115 38 V. V 61 27V 47 57 M NA: NA M NA NA
44  HepG2 5x10’ 317 12 8,74 2,75 114 38 V.V 9% 34V 33 6,3 M NA: NA M: NA NA
45 HepG2 5x107 315 12 8,42 2,68 121 30 V.V 108: 28 V 97 31 V 98 46 V 89 33
46 HepG2 5x107 310 16 8,89 2,86 130 6,7V V 106: 3,0 V 35 6,7 M NA NAI M NA NA
47  HepG2 5x10’ 341 12: 10,15 2,98 152 24V V 110 41 V 70 777 V 78 53 V 69 52
48 HepG2 5x10’ 334 14 10,17 3,04 134 33 V.V 9 32V 64 82 M NA NA M  NA NA
49 | Fracdo mononuclear 3x 107 362 107 11,27 3,11 128 43V |V 207 47V 103 59V 67 63 V 75 5,2
50 | Fragdo mononuclear 3x 107 342 12 9,85 2,88 126 66V V 94 74V 94 74 M NA: NA M NA: NA
51 : Fragdo mononuclear 3x 107 333 10: 10,79 3,24 126 37V V 186: 29 V 117 49: V 79 50 V 105: 44
52 | Fracdo mononuclear 3x 107 301 11 9,36 3,11 159 30V V 208 29V 132 29 M NA: NA M NA: NA
53  Fracdo mononuclear 3x 107 332 10 10,76 3,24 167 37. V.V 137 40V 187 46 V 94 46 V 96 4,1
54 | Medula 6ssea total 3x 107 220 17 7,11 3,23 134 29 V.V 51 45V 125 6,7 V 93 43V 1011 NR
55 | Medula 6ssea total 3x 107 235 14 8,23 3,51 143 33 V.V 82 30V 97 31 V 106 70 V 116 NR
56 : Medula 6ssea total 3x 107 217 15 7,83 3,61 141 1,8: V V 111 36 V 58 7,7 V 104 56 V 67: NR
57 | Medula 6ssea total 3x 107 210 12 7,39 3,53 140 39 V.V 102: 35 V 119 39 V 82 NR:  V 87 NR
58 | Medula 6ssea total 3x 107 194 12 6,57 3,38 121 30 V.V 71 37 V 80 49V 67 NR V 103 NR
59 | Medula 6ssea total 3x 107 231 12 7,73 3,35 155 1,8V V 89 30 V 81 45V 88 NR V 89 NR
60 | Medula 6ssea total 3x 107 295 14 8,65 2,94 161 55!V V 1130 47V 56 69 M NA NAI M NA' NA
61 | Medula 6ssea total 3x 107 315 16 9,67 3,07 159 27V 'V 97 43V 36 72 M NA NAI M NA NA
62 | Medula 6ssea total 3x 107 294 16 9,12 3,10 139 29 V.V 102: 33 V 88 39 V 101 35 V 119 3,6
63 | Medula 6ssea total 3x 107 289 13 9,07 3,14 146 20 V.V 70 42V 72 57 V 77 50 M| NA NA
64 | Medula 6ssea total 3x 107 274 12 8,83 3,22 138 54V V 427 45 M NA NA M NA: NAI M NA: NA
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NA=nio se aplica; NR=nio realizado; M=morto; V=vivo.

157



Dados brutos — Fase 2 (continuacio)

(%) seloy z.
[e10daod osad

SIJUIISOUBTII
soqojf
sop 0sad oezey

3,70

NA
NA

NA

NA

NA

2,25

NA

NA

NA

NA

1,94

NA

NA

NA
NA
NA
NA

NA

NA
NA
NA

3,63

NA

3,22

NA
NA

2,63
2,89
2,94
3,45
2,82

(3)
SIJUIISIUBA
S0QO[ SOP 083

7,94

NA
NA

NA

NA

NA

5,92

NA

NA

NA

NA

4,45

NA

NA

NA
NA
NA
NA

NA

NA
NA
NA

8,89

NA

7,56

NA

NA
6,02
7,72
8,13
9,55
9,05

() ep1adaqos
ap odwd,

240

167

23

23

5
47
240

23

23

23

23
240

23

47

71

47

5
47

95

47
143

47
240

71
240

47

71
240
240
240
240
240

(7/1owm) seaoy|
0¥T 0ye)dET

7,9

4,8

NA

4,7

2,0

0,8
23
43
3,7
3,5

(1p/3w) seaoy
09T 9S02IH

128

89

109

140

109

95

127
158
115

117

(3) seaoy op7
[e10d.10d 0834

214

NA: NA NA

NA NA NA

NA: NA: NA

NA NA NA

NA NA NA

263

NA NA NA

NA. NA: NA

NA NA NA

NA NA NA

230

NA NA NA

NA NA: NA

NA: NA NA

NA NA NA

NA: NA NA

NA NA NA

NA NA: NA

NA: NA NA

NA NA NA

NA: NA NA

245

NA NA: NA

234

NA NA NA

NA NA NA

229
267
277
277
321

S0y Opg OAIA

M
M
M
M
M

M
M
M
M

M
M
M
M
M
M
M
M
M
M

M

M
M

(3) seaoy 917
[e10da03 089

NA

NA
NA
NA
NA

261

NA
NA
NA
NA

239V
NA
NA
NA

NA

NA

NA
NA
NA

NA

NA

239 V

NA

225 'V

NA

NA

232V

269V

277V

272V

316 'V

SEI0Y 91T OAIA

M
M

M
M
M
M
M
M
M
M
M
M

M

M
M

(3) seaoy 761
[e10da03 089

NA

NA
NA
NA
NA

263 V
NA
NA
NA
NA

235V
NA
NA
NA

NA

NA

NA
NA
NA

NA

NA

246V

NA

220 'V

NA

NA

222V

263V

273 'V

268V

313 V

se10Y 76T 0AIA

M
M
M
M
M
v
M
M
M
M
v
M
M
M
M
M
M
M
M
M

N
M

M

N
N

ogdedynudp|

2
3
4
5
6

7

8

9
10
11
12
13
14
15
16

17
18
19

23

(7/10ww) seaoy
891 038R

2,6

3,7

2,8

4,8

34 25 V

4,6 28

32 29

44 30 V
24 31 V
24 32V

('Tp/3w) seaoy|
891 35021

132

NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA

116

NA NA
NA NA
NA NA
NA NA

121

NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA 20
NA NA 21

NA NA 22 M

127

NA: NA 24

221

NA NA 26

NA NA 27 M

131

162
165
157

124

SBIOY 9T OAIA

M

v

N
N
v
v
\Y

(7/1owm) seaoy|
1 0yeeT]

3,0

3,8

3,8

3,5

3,6

2.8
23
3,7
2,8
23

('Tp/3w) seaoy|
b1 9S0I1[D)

49

NA NA' M
NA NA' M
NA NA' M
NA NA M

115

NA NA' M
NA NA' M
NA NA' M
NA NA M

180

NA NA' M
NA: NA' M
NA: NA' M
NA NA M
NAi NA' M
NA NA' M
NA NA' M
NA: NA' M
NA NA M
NAi NA' M

119

NA NA' M

171

NA NA M
NA NA' M

141

142
171

128

126

S0y pp] OAIA

M

(1/10ww) seaoy
071 038R

4,3

8,6

3,5

6,1

6,0

34

32
3,9
3,0
33
22

(Tp/3w) seaoy
0TI 3S0211D

70

NA NA M
NA: NA M
NA NA M
NA NA M

89

NA NA M
NA: NA M
NA NA M
NA NA M

90

NA NA M
NA: NA M
NA NA M
NA NA M
NA NA M
NA NA M
NA: NA M
NA NA M

73

NA NA M

108

NA: NA M

177

NA NA M
NA NA M

161

179

156

163
133

se10y (7] 0AIA

v

(7/1owm) seaoy|
96 0je)OE]

4,6

5,8

4,7

5,2

5,2

2,6

3,7
2,8

3.3
2,8
2,6

(Tp/3w)
SBI0Y 96 IS0II[D)

115

84

NA NA' M
NA NA' M
NA NA' M
NA NA M

84

NA NA' M
NA NA' M
NA NA' M
NA NA M

93

NA NA' M
NA: NA' M
NA: NA' M
NA NA M
NAi NA' M
NA NA' M
NA: NA' M
NA: NA' M

44

NAi NA' M

108

NA: NA' M

139

NA NA M
NA NA' M

123
131

124

113

124

SBI0Y 96 OAIA|

M
M
M
M

M
M
M
M

M
M
M
M
M
M
M
M
v
M

M

M
M

ogdedynuap]|

3
4
5
6

8

9
10
11
12
13
14
15
16

17
18
19
20
21

22
23

24
25

26
27
28
29
30
31

32

158



NA=nio se aplica; NR=nio realizado; M=morto; V=vivo.
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Dados brutos — Fase 2 (continuacio)

(%) seloy z.
[e10daod osad

SIJUIISOUBTII
soqojf
sop 0sad oezey

NA

3,16

NA

NA

NA

NA
3,12
3,13

NA

3,87

NA
NA

2,82

NA

3,39

NA

3,58

NA

2,86

NA
2,96
3,40
3,42
2,24
4,13
3,61
4,26

NA

NA

4,10

NA
NA

(3)
SIJUIISIUBA
S0QO[ SOP 083

NA

9,14

NA

NA

NA

NA
8,18
7,60

NA

10,45

NA
NA

7,55

NA

8,89

NA

10,54

NA

6,79

NA
9,03
7,11
7,71
3,81
8,94
6,94
6,24

NA

NA

10,73

NA
NA

() ep1adaqos
ap odwd,

47
240

71

95

23

47
240
240

47
240

47

47
240

47
240

47
240

47
240

47
240
240
240
240
240
240
240

47

47
240

71

23

(7/1owm) seaoy|
0¥T 0ye)dET

4,0

2,1

3,0

2,8

2,7

2,7

2,4

4,8

3.8
2,0
3,7
6,6
2,0

2,1

5,0

3,3

(1p/3w) seaoy
09T 9S02IH

118

111
123

124

111

85

96

84

109
138

147

84
109

112

90

133

(3) seaoy op7
[e10d.10d 0834

NA NA NA

289

NA NA NA

NA: NA: NA

NA NA NA

NA NA NA

262
243

NA. NA: NA

270

NA NA NA

NA: NA NA

267

NA NA: NA

263

NA NA NA

294

NA NA NA

237

NA: NA NA

305
209
226

170
216

192

147

NA NA NA

NA NA: NA

261

NA NA NA

NA NA NA

S0y Opg OAIA

M

M
M
M
M

M

M
M

M

M

M

M

M
M

M
M

(3) seaoy 917
[e10da03 089

NA

284 V
NA
NA
NA
NA

261
241

NA

269V

NA

NA

263 V

NA

255 'V

NA

294 'V

NA

244 - V
NA

310V

208V

220V

167 V

207V

183 V

154 . V
NA
NA

257 'V

NA

NA

SEI0Y 91T OAIA

M
\
M
M
M
M

M

M
M

M

M

M

M

M
M

M
M

(3) seaoy 761
[e10da03 089

NA

281

NA
NA
NA
NA

261
231

NA

252V

NA

NA

262V

NA

239 'V

NA

298 V

NA

250V

NA

304V

207V

216V

167 V

207V

173V

160 V
NA
NA

248 V

NA

NA

se10Y 76T 0AIA

M

M
N

v
v

\4

v
\4

ogdedynudp|

39 V

42 vV

45 V

47 V

51

55 V

(7/10ww) seaoy
891 038R

30 34 V

1,8

30 40 V

2,3

1,1

2,8

44 49 V

3,1

22 53

30 54

1,8

4,0 56

19 57 V

2,7 58

3,7: 59

27 62 V

('Tp/3w) seaoy|
891 35021

NA NA 33 M

126

NA: NA 35 M

NA: NA 36

NA: NA 37 M

NA NA 38 M

123

129

NA: NA 41 M

121

NA NA 43 M

NA NA 4 M

114

NA: NA 46 M

92

NA NA 48 M

104

NA: NA: 50

74

NA NA 52 M

116

134

114

93
128

115

132

NA: NA 60 M

NA:i NA 61 M

127

NA NA 63 M

NA: NA 64 M

SBIOY 9T OAIA

v

N

v

v
v

N
v
v
N

v

(7/1owm) seaoy|
1 0yeeT]

3,2

2,4
2,4

2,4

3,7

3,1

3,0

4.4

4,3
2,9

3,3
4,5

4,5

3,7

('Tp/3w) seaoy|
b1 9S0I1[D)

NA NA M

139

NA NA' M
NA NA' M
NA NA' M
NA NA M

117

134

NA NA' M

131

NA NA M
NAi NA' M

109

NA: NA' M

75

NA NA M

91

NA NA' M

71

NA: NA' M

101

42
142
155
155
151

135

NA NA' M
NA NA' M

138

NA NA M
NA NA' M

S0y pp] OAIA

\

(1/10ww) seaoy
071 038R

3,4

2,4
2,5

33

2,8

2,9

2,4

34

1,7

NR V

NR: V

NR: V
NR

NR

NR: V

33

(Tp/3w) seaoy
0TI 3S0211D

NA NA M

116

NA NA M
NA: NA M
NA NA M
NA NA M

116

123

NA: NA M

141

NA NA M
NA NA M

112

NA: NA M

98

NA NA M

105

NA NA M

95
NA NA M
109
107
123

78
115
101

96

NA NA M
NA: NA M

138

NA NA M
NA NA M

se10y (7] 0AIA

(7/1owm) seaoy|
96 0je)OE]

3,7

2.8
2,4

2,4

1,8

4,0

2,9

3,3

3,0
NR V
NR

NR

NR V

NR V
NR

2,9

(Tp/3w)
SBI0Y 96 IS0II[D)

NA NA M

108

NA NA' M
NA NA' M
NA NA' M
NA NA M

98

94

NA NA' M

107

NA NA M
NAi NA' M

97

NA: NA' M

90

NA NA M

96

NA NA' M

117

NA: NA' M

113

182

194

177

190

170

119

NA NA' M
NA: NA' M

120

NA NA M
NA NA' M

SBI0Y 96 OAIA|

M

M
M
M
M

M

M
M

M

M

M

M

v

M
M

M
M

ogdedynuap]|

33
34
35
36
37
38
39
40
41

42
43

44
45
46

47

48

49
50
51

52
53

54
55
56
57
58
59
60
61

62
63

64
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NA=nio se aplica; NR=nio realizado; M=morto; V=vivo.

Dados brutos — Fase 3

o ] = % §

g gz 4 _Ef. £ 3

=9 R =~ e 8 = 2T o v R = =
= 2 522 38 sg £% itz ¢ 22 23 %
Z B S5 g5 g% g SE2%T & 2% Bw ¢
= =7 S£2 & 2 &3 P 2283 = EE EE =
1 : Sem células 6 366 366 2,70 0,74 0 8,03 39,44 NR
2  Sem células 6 306 306 2,99 0,98 0 7,58 44,72 NR
3 Sem células 6 252 252 2,67 1,06 0 7,64, 63,73 NR
4 Fra¢dao mononuclear 6 295 295 2,00 0,68 0: 8,44 122,58 416,12
5 : Fragdo mononuclear 24 341 317 4,03 1,27 0 5,09 74,58 119,72
6 Fracdo mononuclear 24 307 286 3,33 1,17 0 6,66 88,46 168,54
7 : Fracdo mononuclear 6 339 339 3,60 1,06 0. 8,00 95,05 242,58
8 Medula 6ssea total 24 325 304 3,01 0,99 0 6,76 26,79 64,92
9 : Medula 6ssea total 24 362 333 3,60 1,08 0: 6,71 44,17 58,06
10 Medula 6ssea total 6 302 302 2,99 0,99 1: 8,32 87,85 372,20
11 Medula 6ssea total 6 269 269 3,19 1,18 1. 8,04 6795 182,37
12 Medula 6ssea total 6 251 251 2,72 1,08 1. 8,35 101,17 308,08
13 Medula 6ssea total 6 310 310 3,01 0,97 0. 8,11 88,15 172,33
14 Sem células 6 370 370 3,04 0,82 0: 792! 107,40 23895
15 Sem células 24 359 340 4,49 1,32 3 6,21 49,45 101,28
16 | Sem células 24 354 329 4,61 1,40 0 630 2840 192,35
17  Sem células 24 306 277 4,18 1,51 11, 7,05 32,33 124,94
18 Sem células 24 278 243 3,13 1,29 13 7,05 61,40 99,95
19 Sem células 48 247 216 4,10 1,89 20 3,45 60,29 132,74
20 | Sem células 48 289 258 5,16 2,00 44 1,83 18,14 143,06
21 : Sem células 24 272 264 3,30 1,25 9: 4,385 77,36 172,33
22  Fracao mononuclear 24 292 267 4,43 1,66 50 7,78 106,00 263,03
23 : Fracdo mononuclear 24 310 288 4,81 1,67 0: 7,35 75,18 253,43
24 : Fracdo mononuclear 24 282 272 4,62 1,70 1: 6,81 25,46 280,91
25 | Fracdo mononuclear 48 280 254 5,67 2,23 27 17,65 29,17 48,39

NR=nio realizado.
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Dados brutos — Fase 3 (continua¢ao)

3 2 PR 2. 2 5

g z H i 8 28 E 5 E
S < > 3 %s w. 8% £835% 5 i % E
g g SgE S5E 5% 2% g8 & 2 é =
g 2 £2E EE Ee 2% L3%=s= T B~ £~ £
< 2 523 58 sg £% ZEit: ¢ 23 232 3
= ‘5 ESS o8 R o €s538% 5 o0& £ ©
3 3 =28 32 33 3E 5E53 T g@F os®F 2
= & SEs s & P x2EE83 @=m O &E FE =
26 | Fracao mononuclear 48 281 264 4,64 1,76 50 6,21 33,41 67,65
27  Fracdo mononuclear 6 246 246 3,36 1,37 11 586! 4126 27853
28 : Medula 6ssea total 24 291 260 3,59 1,38 0: 6,75 47,83 124,94
29 | Medula 6ssea total 24 272 242 3,73 1,54 8 7,37 89,04 106,57
30 | Medula 6ssea total 24 272 262 4,28 1,63 55 6,43 79,43 202,27
31 : Medula 6ssea total 48 247 215 4,65 2,16 57 5,68 89,00 79,86
32 | Medula 6ssea total 48 225 220 5,33 2,42 36 691 26,86 90,61
33 i Medula 6ssea total 48 315 287 5,07 1,76 99 492 38,17 49,78
34 | Medula 6ssea total 6 332 332 3,11 0,94 2 6,53 47,38 264,22
35 Sem células 12 297 279 2,94 1,05 1. 7,47 61,05 135,33
36 : Sem células 12 292 265 3,21 1,21 1. 7,77 51,93 303,37
37 i Sem células 12 344 328 4,43 1,35 0: 680! 6697 181,12
38 : Sem células 12 301 281 3,58 1,27 1: 8,03 64,85 217,03
39 : Sem células 12 315 295 3,58 1,21 0 8,25: 100,51 588,79
40 : Sem células 48 289 263 5,02 1,91 49 523 25,10 74,45
41 : Sem células 48 286 261 4,02 1,54 38 3,07, 25,56 30,23
42 | Sem células 48 315 291 3,67 1,26 89 425 5,13 110,53
43 | Sem células 72 335 322 8,26 2,57 39 6,65 42,16 74,45
44 | Sem células 72 311 290 7,21 2,48 49 7,57 4433 60,81
45  Fracdo mononuclear 6 318 318 2,76 0,87 2 7,32 35,12 228,03
46 : Fragdo mononuclear 6 330 330 3,63 1,10 2. 7,79 31,39 309,26
47 | Fragdo mononuclear 48 327 295 4,72 1,60 91 7,58 55,13 89,28
48 | Fracdo mononuclear 48 361 317 6,63 2,09 56 4,64 33,74 119,72
49  Fracao mononuclear 72 315 290 6,12 2,11 33 7,40 42,68 90,61
50 | Fracao mononuclear 72 353 298 5,90 1,98 64 3,71 31,00 169,81
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Dados brutos — Fase 3 (continua¢ao)

3 2 PR 2. 2 5

g z H i 8 28 E 5 E
S < > 3 %s w. 8% £835% 5 i % E
g g SgE S5E 5% 2% g8 & 2 é =
g 2 £2E EE Ee 2% L3%=s= T B~ £~ £
< 2 523 58 sg £% ZEit: ¢ 23 232 3
= ‘5 ESS o8 R o €s538% 5 o0& £ ©
3 3 =28 32 33 3E 5E53 T g@F os®F 2
= & SEs s & P x2EE83 @=m O &E FE =
51 | Fracao mononuclear 72 287 274 5,63 2,06 79 4,65 34,80 51,16
52 | Medula 6ssea total 72 279 257 4,85 1,89 60 430 3931 53,93
53 | Medula 6ssea total 72 287 263 5,60 2,13 67 8,00 37,40 74,45
54 | Medula 6ssea total 72 316 282 5,66 2,01 100 8,18 32,88 94,62
55 | Medula 6ssea total 72 299 247 5,39 2,18 42 745 65,78 74,45
56 : Fracdo mononuclear 12 315 294 2,81 0,96 1. 8,47 50,22 141,78
57 : Fracdo mononuclear 12 337 318 2,66 0,84 1 7,58 60,78 261,83
58 | Fracdo mononuclear 12 309 293 2,60 0,89 0: 1,20 4049 203,50
59 : Fracao mononuclear 12 312 298 3,88 1,30 0 7,78 41,09 540,29
60  Fracao mononuclear 72 312 281 5,04 1,79 68 5,85 34,98 93,29
61 | Sem células 72 335 303 6,69 2,21 65 6,38 32,03 90,61
62 | Sem células 72 369 337 7,54 2,24 722,79 21,51 135,33
63 : Medula 6ssea total 12 390 374 3,85 1,03 11 7861 4371 247,41
64 | Medula 6ssea total 12 319 309 2,35 0,76 11 7,71 55,88 253,43
65 | Medula 6ssea total 12 285 277 2,41 0,87 0. 8,10 57,95 231,68
66 . Medula 6ssea total 12 334 326 2,92 0,90 1. 7,71 40,93 . 1284,79
67 | Medula 6ssea total 12 340 328 2,91 0,89 11 7,73 54,87 228,03
68 | Medula 6ssea total 48 347 308 5,10 1,66 92 3,51 28,17 197,32
69 | Medula 6ssea total 48 336 309 5,20 1,68 58 7,01 39,81 119,72
70  Fracao mononuclear 12 332 301 3,13 1,04 0 7,63 37,08 348,99
71 | Fracdo mononuclear 48 304 280 5,22 1,86 65 817 46,25 119,72
72 ¢ Fracdo mononuclear 72 302 269 5,13 1,91 70 1,71 39,29 66,28
73 | Sem células 6 340 340 3,34 0,98 1, 8,06, 47,03 298,66
74 | Sem células 72 341 294 6,25 2,13 51 8,14 51,51 105,25
75 | Medula 6ssea total 72 332 257 4,88 1,90 23 4,52 78,05 148,20
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