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RESUMO

ZANELLA, Alessandra Rodrigues Coelho, MSc., Universidade Vila Velha — ES,
setembro de 2013. Modelo murino de tratamento da degeneracdo hepatocelular
induzida pela griseofulvina com infusdo endovenosa de células tronco

mesenquimais. Orientadora: Betania Souza Monteiro.

A griseofulvina é um farmaco que ao ser utilizado por um longo periodo de tempo
pode levar a alteracBes hepatocelulares em ratos. Buscando-se mitigar a lesao
celular farmacoldgica, a terapia com células tronco mesenquimais (CTM) apresenta-
se como alternativa terapéutica. Neste experimento foram utilizados 29 ratos (Rattus
norvegicus albinus) da linhagem Wistar, dos quais 2 destes animais foram utilizados
para o estudo in vitro de onde foram coletadas e posteriormente cultivadas as CTM.
Para o estudo in vivo, foram utilizados os demais 27 animais, que possuiam 16
semanas de idade, pesando aproximadamente 300 gramas, que foram medicados
com griseofulvina na dose de 250mg/kg SID, VO, durante 30 dias, ap6s este periodo
3 animais foram eutanasiados para avaliacdo histopatolégica da arquitetura
hepética, os demais 24 animais foram divididos em dois grupos, os animais do grupo
testemunha (GT) receberam por via parenteral pela veia lateral da cauda 0,5ml de
tampdo de fosfato salina (PBS) e grupo células tronco mesenquimais (GCTM)
receberam a infuséo de 1,2 x 10° de CTM (volume final de 0,5ml), em aplicacdo
Unica, por via parenteral pela veia lateral da cauda. Apds esta etapa 0s animais
foram submetidos a eutanasia aos 5, 10 e 15 dias p6s-tratamento com CTM ou PBS
e foram coletadas amostras do figado para posterior analise histopatologica.
Verificou-se a presenca de degeneracdo hidrépica e congestdo nos animais de
ambos 0s grupos, no entanto a resposta a regeneracao hepatica no grupo GCTM foi
mais evidente aos 15 dias quando comparada com os demais dias do mesmo
tratamento e do grupo GT aos 15 dias. Acredita-se que por meio do mecanismo
pardcrino e telécrino, as CTM auxiliaram de forma positiva na regeneracdo deste
orgao. Pode-se concluir que a griseofulvina na dose utilizada causou alteracbes
hepatocelulares e que o uso da infusdo de CTM derivadas da medula éssea

contribuiu de forma positiva para a regeneracéo hepatica.

Palavras chave: Degeneracéo hidropica, lesdo hepatica, terapia celular.
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ABSTRACT

ZANELLA, Alessandra Rodrigues Coelho, MSc., Universidade Vila Velha — ES,
september de 2013. Murine model of hepatocellular degeneration induced with
griseofulvin with treatment by intravenous infusion of mesenchymal stem

cells. Adviser: Betania Souza Monteiro.

Griseofulvin is a drug that, when used for a long period of time, can lead to
hepatocellular changes in rats. Seeking to mitigate the pharmacological cell injury,
therapy with mesenchymal stem cells (MSC) is presented as an alternative therapy.
In this experiment, 29 rats (Rattus norvegicus albinos) Wistar were used, of which 2
of these animals were used for the in vitro study where they were collected and
subsequently cultured MSC'’s. For the in vivo study, the remaining 27 animals, which
had 16 weeks of age, weighing approximately 300 grams, which were treated with
griseofulvin at a dose of 250mg/kg SID, VO, 30 days, after this period 3 animals were
euthanized and were used for histopathological evaluation of liver architecture, the
remaining 24 animals were divided into two groups, animals in the control group (GT)
were given parenterally by lateral tail vein of 0,5 ml of phosphate buffer saline (PBS)
group and stem cells mesenchymal cells (GCTM) received an infusion of 1,2 x 10°
MSC (final volume 0,5 ml) in a single application, parenterally by lateral tail vein. After
this stage the animals were euthanized at 5, 10 and 15 days post-treatment with
MSC or PBS and liver samples were collected for subsequent histological analysis.
We verified the presence of congestion and hydropic degeneration in animals of both
groups, but the response to liver regeneration in GCTM group was more evident at
15 days when compared with the other treatment at the same day and the GT at 15
days. It is believed that through telecrine and paracrine mechanism, the MSC
positively assisted regeneration of the organ. It can be concluded that the dose used
in griseofulvin caused hepatocellular changes, and that the use of infusion of bone
marrow-derived MSCs contributed positively to liver regeneration.

Key words: Hydropic degeneration, liver damage, cell therapy.
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1-INTRODUCAO

Muitos medicamentos tém o potencial de causar lesdo hepética em animais
de pequeno e grande porte. Dentre os farmacos que causam este tipo de lesédo esta
descrita a griseofulvina (CAMPOS et al., 2009).

A griseofulvina tem sido utilizada por mais de 30 anos como farmaco em
humanos para tratamento de varias enfermidades como as dermatomicoses.
Estudos em animais demonstram que ela pode causar uma variedade de efeitos
toxicos agudos e cronicos (KNASMULLER et al., 1997).

A griseofulvina € um agente fungiostatico, produzido pelo Penicillium
griseofulvin  dierckx. (WEBSTER, 2005). A griseofulvina €& metabolizada
primeiramente pelo figado, e nos animais € metabolizada de forma mais rapida
quando comparado a seres humanos, sendo este, 0 motivo para que sua dose em
animais seja mais elevadas que as doses humanas (PAPAPIH et al.,, 2005;
PAPAPIH, 2009).

O figado, portanto, € particularmente suscetivel a lesdo téxica, pois este € o
primeiro 6rgdo de recepcao das toxinas absorvidas pelo trato gatrointestinal, e as
enzimas hepaticas frequentemente convertem prototoxinas em metabdlitos mais
toxicos (CAMPOS et al., 2009).

A griseofulvina, ao ser utilizada por um periodo longo, pode ocorrer a
presenca de alguns efeitos colaterais cutaneos, gastrointestinais, sanglineos,
neuroldgicos e hepaticos (BALDAL et al., 2007).

Na tentativa de mitigar a lesdo celular farmacoldgica, a terapia com células
tronco mesenquimais (CTM) apresenta-se como alternativa terapéutica (CAMPOS et
al., 2009).

As células tronco mesenquimais (CTM) sdo células multipotentes e sao
capazes de promover a manutencdo e regeneracdo de multiplas linhagens de
células do organismo (NAUTA e FIBBE, 2007).



Atualmente sabe-se que as CTM podem ser aplicadas diretamente no local da
leséo (intra-lesional) isoladas, combinadas com biomateriais ou serem administradas
por infusdo intravenosa, pois sao atraidas por quimiotaxia para os locais de leséo
(MONTEIRO et al, 2012).

Devido ao fato do tratamento com drogas antifungicas serem de longa
duracdo e causarem hepatotoxidade em alguns dos animais na clinica de pequenos
animais, espera-se gque as células tronco mesenquimais possam regenerar o tecido

hepético desses animais.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - O figado como 6rgéao e sua histologia

O figado € a maior glandula presente no corpo dos animais, corresponde a 2
— 5 % do peso corporal do organismo (BANKS, 1991). O figado tem diversas
funcdes fisiologicas tais como a sintese, excrecdo de bile, armazenamento,
biotransformacdo e metabolismo de lipideos, proteinas e carboidratos, todas estas
funcdes diretamente relacionadas ao hepatocitos. As duas principais células
presentes neste 6rgdo sdo representadas pelos hepatécitos e a células de Von
Kupffer (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004; BETTIO, 2010). A bile desempenha um
importante fator na digestédo de lipideos. As células de Von Kupffer, sdo um membro
do sistema macrofagico, que reveste regides dos sinuséides hepaticos, portanto a
atividade fagocitario do figado é explicada pela funcdo destas células. O 6rgéao é
dividido em setores e segmentos com independente suprimento sanguineo e biliar
aferente e eferente sem circulacdo colateral entre os segmentos (BANKS,1991;

ALOIA,2006).

O figado tem seu parénquima constituido principalmente por hepatdcitos, que
perfazem cerca de 80% da populacdo celular e sdo 0s responsaveis por
desempenhar a maior parte das funcdes deste 6rgdo (GARTNER, 2003;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Os hepatdcitos sao células poliédricas com 6 ou
mais faces medindo 20 a 30 ym de diametro, possuem nucleo central, arredondado,
com um ou dois nucléolos evidentes. (BANKS,1991; SAMUELSON, 2007). A

aparéncia histologica destas células depende do estado fisiologico do organismo no



momento da coleta da amostra (BANKS,1991). Em individuos bem nutridos, ha
areas de ergastoplasma que apresentam basofilia devida ao &acido nuclear
ribonucléico (RNA) e espacos irregulares e arredondados no citoplasma criados pela
perda de glicogénio e lipideos, durante a preparagdo histolégica, ja& em jejum os
hepatécitos apresentam-se pequenos, turvos e mal delineados (BANKS, 1991 e

FAUSTO et al., 2006).

Os hepatdcitos sdo metabolicamente ativos e possuem muitas mitocondrias,
ribossomos, reticulos endoplasmaticos rugosos e aparelho de Golgi, este ultimo,

encontra-se frequentemente proximo aos canaliculos biliarres (SAMUELSON, 2007).

Os hepatdcitos se agrupam em placas que se anastomosam entre Si
formando unidades morfolégicas denominadas lobulos hepaticos, que sdo massas
prismaticas e poligonais de tecido formadas por placas ou laminas de hepatdcitos de
cerca de 0,7 por 2 ym de tamanho (BANKS, 1991 e AGUIAR et al., 2011). As
regides nos cantos dos poliedros sdo denominadas espaco porta, que € o local onde
se encontram 1 vénula, 1 arteriola, 1 ducto biliar e vasos linfaticos (JUNQUEIRA e

CARNEIRO, 2004; AGUIAR et al., 2011).

Os hepatdcitos estédo ligados de tal forma que constituem placas achatadas
de células separadas por um espaco denominado sinosoéide hepatico, que séo
capilares que conectam os vasos interlobulares, a artéria hepatica (arteriola) e a veia
porta (vénula) com a veia central. Estes capilares hepaticos sé@o revestidos por dois
tipos de células: células endoteliais tipicas de capilares sanguineos e macrofagos
que no figado sdo denominados células de Von Kupffer. Estes macrofagos sao
células em formato de estrela, possui nucleo oval e grande com nucléolo evidente.
Por pertencerem ao Sistema Mononuclear Fagocitario, possuem intensa atividade

fagocitaria, digerindo hemacias em via de degradacdo com a consequente digestéao



de hemoglobina e producdo de bilirrubina (BANKS, 1991; SAMUELSON, 2007,

AGUIAR et al., 2011).

O capilar sinusoéide apresenta-se envolto por um delicado arcabouco de fibras
reticulares. No estreito espagco que separa a parede dos capilares sinusdides aos
hepatécitos encontra-se o espaco de Disse, que contem células armazenadoras de
lipideos, com forma estrelada também conhecida como células de Ito (JUNQUEIRA
e CARNEIRO 2004; SAMUELSON, 2007; AGUIAR et al., 2011). As células de Ito em
resposta a lesdo hepatica, tornam-se contrateis e produzem fibras coladgenas,
desempenhando portanto, um importante papel na extensa fibrose com progressiva
ruptura do parénquima que pode ocorrer em pacientes com cirrose hepatica

(ALOIA,2006).

Canaliculo
biliar

Hepatdcito
Lobulo hepatico

’, Veia portalhepatica "} :
oo Ramoda '
Ductobiliar  artéria hepétca

Veia central
Espacgo porta

Figura 1. Imagem representando um Iébulo hepético onde no aumento do espaco porta
representado pela seta amarela € possivel observar as estruturas anatbmicas hepaticas.
Fonte: www.interdisciplinarbg.com.br (Acesso em Agosto de 2013).



Os espacos de Disse conectam-se com o0s vasos linfaticos nos septos
interlobulares, logo, o excesso de liquido esses espacos € removido pelos vasos
linfaticos. Nos sinuséides desembocam ramos capilares terminais da artéria hepatica
que trazem oxigénio para 0 parénquima hepético. Os capilares sinusoéides
desembocam na veia centrolobular, no centro do I6bulo. O figado recebe 70% do
sangue pela veia porta, e uma por¢cdo menor pelas artérias hepéticas. Pela veia
porta chega ao figado todo o material absorvido pelo intestino, com excecdo dos
lipideos que séo transportados por via linfatica (BANKS,1991; JUNQUEIRA e

CARNEIRO, 2004; SAMUELSON, 2007).

Os sinusoides hepéaticos medem entre 10 e 30 uym de didmetro. Seu endotélio
é fenestrado e se assenta sobre uma membrana basal descontinua. Alem disso, a
juncdo entre as células endoteliais contiguas € incompleta e ja separagdes de 0,1 a
0,5 mm. Os sinusdides hepaticos se diferenciam dos outros sinusdides do
organismo porque entre suas células endoteliais estédo intercalados por células de

Von Kupffer ( ALOIA, 2006).

A bile é secretada pelos hepatdcitos que circula pelos canaliculos biliares até
a periferia do |6bulo hepéatico, para ser posteriormente liberada dentro dos ductos
biliares interlobulares. Os ductos biliares interlobulares, conduzem a bile para os
ductos intra-hepéticos que se consolidam em ductos hepéaticos. Os ductos hepéaticos
saem do figado através de seus lobos e na maioria dos animais estdo conectados
ao ducto cistico que drena a bile para a vesicula biliar para que ela seja depois

esvaziada no duodeno (SAMUELSON, 2007).



2.2 — Griseofulvina

A griseofulvina é um antibidtico fungistatico produzido pelo Penicillium
griseofulvin dierkx. Ela é ativa contra os dermatoéfitos Microsporum sp., Trichophyton
sp. e Epidermophyton sp.. E incolor, ligeiramente amargo e virtualmente insolGvel
em agua. A griseofulvina € metabolizada primeiramente pelo figado, nos animais, ela
€ metabolizada cerca de 6x mais rapida que em humanos. Quando administrada a
cada 24 horas por cerca de 6 semanas pode eventualmente causar efeitos
colaterais cutaneos, gastrointestinais, sanguineos, hepaticos e neuroldgicos

(BALDAL et al.,2007).

A absorcao oral deste farmaco é variavel e depende do tamanho da particula.
Preparacdes de microparticulas sdo absorvidas de 25-70%, ao passo que as
formulagbes com particulas menores (ultramicroparticula) sao virtualmente 100%
absorvidas. Na Medicina Veterinaria a ultramicroparticula ndo € comumente utilizada

devido ao seu alto custo (PAPAPIH et al.,2005).

Efeitos adversos sdo mais comuns em gatos que podem incluir anorexia,
leucopenia, anemia, atividade enzimatica hepatica aumentada e neurotoxicose, ja foi
relatada ataxia em um felino jovem e hipoplasia medular em um gato adulto. A
griseofulvina também pode ser muito teratogénica nesta espécie (PAPAPIH et al.,

2005; WEBSTER, 2005).

A griseofulvina quando utilizada em tratamento para dermatopatias fungicas
em homens e animais, e administradas em grandes quantidades causam lesdes na

arquitetura do figado de ratos (DeMATTEIS et al., 1966).



2.3 — Hepatite e leséo hepatocelular, aspectos morfoldgicos e etiopatogénicos

O conceito regeneracao é largamente utilizado na literatura, no entanto, a
regeneracao hepatica € um processo de hiperplasia compensatoria a qual é dirigida
mais por necessidade funcional do que anatébmica (AGUIAR et al., 2011). O figado
adulto normal é quiescente e apenas uma pequena porcentagem das suas células é
submetida a divisdo celular em qualquer tempo, mas pode rapidamente iniciar a
proliferacéo celular em resposta a um estimulo. O processo de regeneracdo desse
O0rgdo aparece como resposta as agressbes causadas ao figado por resseccdes
cirdrgicas, traumas, infec¢cdes ou intoxicacfes medicamentosas, que tem como

consequéncia perda do parénquima (FAUSTO et al., 2006).

Este processo vem sendo muito estudado, apds a administracdo de
tetracloreto de carbono ou apds hepatectomia parcial em animais experimentais, ou
em humanos apoés resseccdo parcial do figado ou necrose hepética macica. No
entanto, observou que qualquer alteracdo patoldgica ou experimental levantando a
destruicdo de hepatécitos era capaz de desencadear o processo de proliferacao

hepatocelular (ALOIA, 2006).

A degeneracdo hidrépica ocorre devido a um distirbio do metabolismo
proteico celular, € um lesdo aguda do hepatdcito, precedida de tumefacéo e seguida
de formacdo de vacuolos de bordas indistintas na célula, devido a essa alteracé@o
provocar uma tumefacéo acentuada e danos graves aos hepatécitos. A degeneracao
hidropica pode por vezes ser denominada “degeneragdo balonosa” (SANTOS e

ALESSI, 2011).



A degeneracdo hidropica € resultante de agressfes toxicas, metabolicas e
hipoxicas que levam a insuficiéncia da bomba de sédio e potassio da membrana
celular, o fluxo de agua e soOdio resultante expande o0s compartimentos
membranosos das organelas como mitocondrias, lisossomos e reticulo

endoplasmatico (CHEVILLE, 2009; STOCKHAM, 2011).

Segundo Aguiar et al. (2011), a regeneracdo do figado € um processo que
envolve hiperplasia (aumento do numero de células) e hipertrofia (aumento do

volume celular ou do contetdo proteico na fase de pré-replicacao).

O processo de regeneracdo pode ser classificado em trés etapas. A primeira
etapa compreende o estagio inicial quando os hepatdcitos adquirem a capacidade
de replicacdo. A segunda etapa é a proliferacdo, periodo no qual o nimero de
células hepaticas aumenta, buscando uma quantidade adequada para a restituicao
da funcdo do figado. A terceira e ultima etapa é a terminacado, periodo em que a
divisdo celular é encerrada apds atingir o volume de células necessarias para a
restituicdo da funcé@o ou o peso original do 6rgdo (FAUSTO, 2004; FAUSTO et al.,
2006; AGUIAR et al., 2011). A perda do parénquima rapidamente desencadeia o

processo regenerativo.

Em roedores a capacidade de regeneracdo € tdo acentuada que, apls a
retirada de cerca de 70-75% do 6rgdo, ele se regenera voltando ao seu tamanho
normal em quatro semanas. Em ratos, somente um hepatdcito, entre cerca de
20.000 pode estar se dividindo em qualquer momento. Durante sua vida adulta do
roedor, o0 hepatocito divide-se poucas ou raras vezes. Entretanto, sua capacidade de

replicacéo néo se perde (ALOIA, 2006).



Todas as células hepaticas participam do processo regenerativo, mas a
maioria dos estudos focam os hepatdcitos uma vez que estes constituem cerca de

90% da massa hepatica e 60% do numero total de células (RAMALHO et al., 1993).

O mecanismo de regeneracdo é controlado pelo fator de transformacéo de
crescimento, fator de crescimento da epiderme, interleucina-6 (I-6) e fator de
crescimento dos hepatdcitos. A maioria destes fatores séo liberados pelas células
estreladas armazenadoras de gordura (Células de Ito) situadas no espaco de Disse,
embora, o fator de crescimento de hepatocitos esteja ligado a heparina na escassa
matriz extracelular do figado. Na maioria dos casos a capacidade de replicacdo dos
hepatdécitos restantes é responsavel pela regeneracdo; entretanto, quando a lesédo
hepatotéxica € demasiadamente grande, a regeneracdo do figado ocorre pela
atividade mitética das células ovais dos colangiolos e dos canais de Hering

(RAMALHO et al., 1993, GARTNER e HIAT; 2003).

Qualquer que seja a natureza destes fatores, eles parecem ser precisos, uma
vez gque o crescimento cessa quando o figado atinge seu peso original (FAUSTO et

al., 2006).

2.4 — Células tronco mesenquimais na regeneracao hepatica

As Células Tronco Mesenquimais (CTM) séo consideradas uma linhagem de
células-tronco somaticas e estdo presentes em regides perivasculares de todos os
tecidos adultos, incluindo medula 6ssea (MO), o tecido adiposo, o periosteo, o tecido
muscular e os 6rgao parenquimatosos (MEIRELLES et al., 2008; DEL CARLO et al.,

2009; MONTEIRO, et al., 2009; PINTO FILHO et al., 2013). A MO é o tecido mais
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utilizado para a obtencdo das CTMs e caracterizado para o estudo das propriedades
das células-tronco e foi o primeiro tecido empregado para o estudo das terapias

celulares (PINTO FILHO et al., 2013).

Em cultura e condigcbes adequadas de cultivo, as MSC exibem morfologia
fibroblastoide, com formato fusiforme, adesdo a substrato plastico, autorrenovacao e
sdo capazes de se diferenciar e dar origem a osteoblastos, condroblastos,
hepatocitos, neurdnios, células epiteliais, células renais e células cardiacas dentre
outras (MONTEIRO et al., 2009). Por esse motivo acredita-se que esse tipo de célula
€ o responsavel pelo turnover e pela manutencéo de todos os tecidos do organismo.
Acredita-se que estas células desempenham um papel importante na regeneracdo

de diversos 6rgaos apos injuria (MEIRELLES et al., 2008)

As células tronco apresentam um grande potencial no tratamento de diversas
doencas, sejam elas congénitas/hereditarias ou adquiridas em animais e seres

humanos (PINTO FILHO et al., 2013).

A regeneracdo hepatica pode ocorrer por trés formas. A primeira sdo 0s
hepatécitos maduros, que respondem rapidamente a lesdo hepatica e constituem
portanto, a primeira linha de regeneracao. A segunda fonte é ativada quando um
dano crénico ou extenso acomete o figado, e os hepatécitos ndo sdo capazes de
responder a tal injaria, as células ovais (como sdo chamadas em modelos murinos
ou células progenitoras hepéaticas em humanos) sdo as responsaveis por reparar o
figado. A terceira forma séo as células tronco originadas de fontes extra-hepaticas
com, por exemplo, a medula 6ssea ou outros tecidos (RAMALHO et al.,, 1991;

BETTIO, 2010; RIEHLE et al., 2011).

A utlizacdo deste tipo de terapia celular poderia ser uma alternativa ao

7

transplante hepatico, uma vez que, é o tratamento primario para varias doencas
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hepéticas em estagio final, mas é impedido pela falta/escassez de doadores de
orgdos e por complicacdes associadas a rejeicdo e imunossupressao (KUO et al.,

2008 e BETTIO, 2010).
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3 - OBJETIVOS

3.1- Objetivos gerais:

Avaliar o efeito do tratamento de células tronco mesenquimais sobre a lesao

hepatocelular medicamentosa induzida por griseofulvina em ratos

3.2- Objetivos especificos:

1- Validar histopatologicamente um modelo murino de lesdo hepatocelular
medicamentosa por meio da administracdo diaria de griseofulvina na dose

de 250mg/kg, durante 30 dias

2- Mensurar, por meio de histomorfometria, o percentual de degeneracao
hidrépica, necrose, congestao, figuras de mitoses, presenca ou auséncia

de hepatdcitos binucleados.

3- Aferir o efeito da administracéo endovenosa de 1,2 x 10° de células tronco

mesenquimais sobre a variavel degeneracao hidropica.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 Protocolo de ética: O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa e Experimentagdo com Animais, da Universidade Vila Velha (UVV),
protocolado no registro 254/2013 e em consonancia as recomendacdes do Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

4.2 Animais de experimentacdo: Foram utilizados 29 ratos (Rattus
norvegicus albinus) da linhagem Wistar, com oito semanas de idade, machos e com
peso médio de 300 gramas. Os animais foram mantidos em ambiente com controle
de umidade (55%), temperatura (23°C) e fotoperiodo de 12 horas automaticos,
alojados em quarteto em caixas com dimensdes 414mm x 344mm x 168mm, e com
acesso irrestrito a uma dieta padréo para roedores e agua filtrada em bebedouros de
700mL, no Laboratério de Acompanhamento Experimental da Universidade Vila

Velha (UVV).

Antes das etapas experimentais, todos receberam vermifugo na dose de
0,4mg/Kg de Ivermectina 2% (Mectimax Duo Ivermectina® 2% - Unido Agener —
Sédo Paulo- Brasil) via oral, acrescido aos bebedouros com 300ml de agua e com

repeticdo aos 8 e 10 dias conforme descrito por Santos (2012).
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4.3 Isolamento, caracterizagcao e expanséo das CTM: Para esta fase foram
utilizados dois ratos Wistar filhotes, como doador de CTM, conforme metodologia
descrita por Monteiro et al. (2012). Essa etapa foi realizada em parceria com
colaboradores da Universidade federal de Vicosa (UFV) e do Laboratério de Biologia
Celular da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram
submetidos & eutanasia em camara anestésica, com inalacdo passiva, até a
sobredosagem de isoflurano. Foi realizada tricotomia do abdémen e membros
pélvicos e em seguida os animais foram transferidos para capela de fluxo horizontal.
Foi realizada dissecacao da musculatura do quadriceps e o fémur do antimero direito
e esquerdo foi retirado de forma asséptica. As epifises distais foram seccionadas e na
epifase proximal foi acoplado uma agulha (23G) e uma seringas de 10 mL contendo
meio de cultura DMEM completo (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Gibco),

acrescido de penicilina, estreptomicina e anfotericina B (PSA) (Gibco, Paisley, UK) e

apresentando pH 7,2, para lavar o canal medular.

As células foram plaqueadas inicialmente na concentracdo de 5x10° células
em frascos de cultura celular de 75 mm? (Sarstedt, Niimbrecht, Alemanha) e mantidas
em estufa & 37°C com 5% de CO,. O aumento do numero de células foi
acompanhado diariamente, com auxilio de microscopio invertido. Os meios de cultura
foram trocados mediante a necessidade e as tripsinizacfes e passagens realizadas

quando visualizado 80% de expansao celular nas placas, até a quarta passagem.

Uma aliguota das células da quarta passagem foi caracterizada por citometria
de fluxo através da andlise de expressdo de moléculas de superficie celular para CD
34, CD 45, CD 90 e CD 54, utlizando citbmetro de fluxo FACScan e software

CellQuest®, obtendo-se 30.000 eventos por amostra testada.
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Outra aliquota de células de quarta passagem foi submetida a etapas de
diferenciacdo osteogénica. As células aderentes foram desprendidas com tripsina,
contadas e replaqueadas em placa de seis pocos, com laminulas de 22 mm de
diametro, com meio de cultura DMEN enriquecido com 10% de SFB, 10®mol/mL de
dexametasona (Sigma, St Louis MO, USA), 5,0ug/mL de &cido ascorbico 2-fosfato
(Sigma, St Louis MO, USA) e 10,0mmol/L de B-glicerofosfato (Sigma, St Louis MO,
USA) e incubado a 37°C por quatro semanas. No 30° dia apds a colocacdo das
células no meio osteogénico as laminulas foram lavadas em PBS e coradas pelo

meétodo de Von Kossa para observar a deposicao de calcio.

Ap6s a quarta passagem, as células foram tripsinizadas, observadas em
microscopia Optica para a avaliacdo da viabilidade celular, submetidas a contagem
em camara de Neubauer e aliquotadas na concentracéo de 1,2 x 10° células/0,5 mL
de PBS em seringas de 1mL. Apds preparada, a aliquota foi administrada

imediatamente.

4.4 Estudo in vivo: Os demais 27 animais foram pesados individualmente e
identificados com brincos de numeracgéo na orelha esquerda. Todos os animais foram
submetidos a administracdo diaria de griseofulvina (250mg/mL em veiculo inécuo,
Farmacia de Manipulacdo Vida Animal, Vitéria-ES), na dose de 250mg/kg, por via
oral, durante 30 dias, acrescido de 0,1ml de azeite de oliva para que a absor¢ao do
farmaco tivesse sua absor¢cdo aumentada conforme metodologia proposta por Gaunt.
A administracdo do farmaco griseofulvina e do azeite de oliva foi realizada com o
auxilio de uma seringa de 1,0mL e realizada sempre no mesmo periodo do dia, pela

manha. Durante esses 30 dias, os animais foram acompanhados diariamente e
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avaliados quanto os parametros peso, ingestdo hidrica, altera¢cdes gastrointestinais

(diarreia e emese) e neuroldgicos (sincope, epilepsia, deambulacgéo).

Figura 2: Imagem demonstrando um rato Wistar contido manualmente recebendo o farmaco
grisefulvina.

Ao final dos 30 dias, 3 animais foram eutanasiados em camera de gas, com
sobredose anestésica, para hepatectomia total e realiza¢do de estudo histopatolégico
da arquitetura hepatica e os demais 24 ratos foram distribuidos aleatoriamente em 2

grupos de 12 animais e tratados conforme descri¢éo:

e O grupo testemunha (GT): animais tratados com 0,5mL de PBS, em aplicacéo

Unica, por via parenteral, pela veia lateral da cauda.
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e O grupo células tronco mesenquimais (GCTM): animais tratados com infusao

de 1,2 x 10° CTM, num volume final de 0,5mL de PBS, em aplicacdo Unica,

por via venosa, pela veia lateral da cauda.

Figura 3: Animal do grupo GCTM, recebendo a infusdo de células tronco mesenquimais
pela veia da lateral da cauda.

Apés os tratamentos, os animais foram acompanhados por mais 15 dias e
avaliados quanto os parametros peso, ingestdo hidrica, alteracdes gastrointestinais

e neuroldgicos, durante todo o periodo do experimento.
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29 Animais
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3 Animais
Aos 30 dias, eutanasiados para 24 Animais
estudo histolegico
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Grisecfulvina 250 mg'kg, VO, 20 diss

aplicacio de CTM

4 Animais 4 Animais
Eutanasiados aos 5 dias Eutanasiados aos S dias
4 Animais 4 Animais
Eutanasiados acs 10 dias Eutanasiados aos 10 dias
4 Animais 4 Animais
Eutanaziados aos 15 dias Eutanaziados aos 15 dias

Figura 4: Organograma demonstrando os animais de experimentacdo e como eles foram
alocados nas diferentes etapas do estudo.

4.5 Estudo Histopatol6gico: Quatro animais de cada grupo foram escolhidos
aleatoriamente, identificados, pesados e submetidos a eutanasia por sobredosagem
anestésica com Isoflurano, nos dias 5, 10 e 15 apo6s a aplicacdo de CTM. Em
seguida os animais foram contidos em decubito dorsal em mesa cirargica para

hepatectomia .

Foi selecionada a regido central do lI6bulo medial direito e lateral esquerdo
para serem feitos as amostras a serem analisadas histopatologicamente. Coletou-se

0S maiores lobos ap06s o oOrgdo ter sido condicionado em solucdo de
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paraformolaldeido tamponado. As amostras de figado foram fixadas em
paraformaldeido tamponado a 10% por 24 horas e, em seguida, desidratadas em
solugdes de concentragdes crescentes de etanol (70, 80, 90 e 100%), diafanizadas
em xilol, incluidas em parafina histoloégica e seccionadas em micrétomo rotativo,
ajustado para 4um de espessura. Os cortes foram fixados em lamina de vidro e
corados com hematoxilina e eosina (HE) para posterior avaliagdo. Estas laminas
foram submetidas a uma andlise descritiva onde foi observada a presenca ou
auséncia de congestdo, degeneracdo hidropica, infiltrado leucocitario, necrose,
esteatose de hepatdcitos, fibrose hepética, hepatoma ou carcinoma de hepatdcitos.
Além disso, por meio de uma imagem de 5mm?, obtidas por um microscépio 6ptico,
na objetiva de 40x das laminas de cada individuo dos grupos, foi realizado uma
andlise quantitativa morfométrica da variavel degeneragdo hidropica, por um
avaliador cego, que analisou 4 pontos de 1 mm?2 desta imagem. As imagens foram
realizadas em locais distantes da cdpsula do 6rgao e em regides préxima a uma

triade portal.

4.6 Andlise estatistica: A tabulacdo dos dados e avaliacdo estatistica foi
realizada com o auxilio de planilhas eletrénicas do Excel ®. Os valores da variavel
degeneracdo hidrépica foram comparados entre os tempos de avaliacdo histoldgica,
dentro os diferentes tratamentos (5, 10 e 15 dias pés-tratamento com CTM ou PBS).
O valor dessa variavel foi submetido ao teste de ANOVA ( Analise de variancia) e
uma analise de comparagédo multipla utilizando Tukey. Para os dados estatisticos foi

adotado um nivel de rejeicdo de hipétese de nulidade de 5% ( p<0,05).
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5- RESULTADOS

5.1- Cultura Celular

A medula 6ssea foi capaz de propiciar uma cultura heterogénea,
composta por células arredondadas, ndo aderentes, nas primeiras 24 horas. A partir
do oitavo dia, a populacdo celular apresentava-se mais homogénea, com
predominancia das células aderentes de morfologia fibroblastéide, organizada em

colbnias.

A citometria de fluxo foi realizada com uma amostra de cultura de quarta
passagem e demonstrou que cerca de 43% das células homogéneas revelaram
expressao negativa para 96,53% de CD34 e 93,89% de CD45 e expresséao positiva

para 99,0% de CD90 e 93,89% de CD90 e 95,8% de CD54 (Figura 4).
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Figura 5: Avaliagéo da frequéncia de CD 34, CD 45, CD 90 e CD 54 por citometria de fluxo
em células tronco mesenquimais (MSC) oriundas da medula 6ssea de ratos Wistar. A
intensidade de fluorescéncia de cada marcador de superficie nas CTM indiferenciadas
(graficos brancos ou abertos) esta comparada com o0s isotipos controle (grafico preto). O
eixo X representa a escala de fluorescéncia , sendo positivo quando as células
ultrapassam 10 de células avaliadas durante o evento. A) Gréfico de pontos
demonstrando a populagéo celular selecionada para o estudo (R1), que representou 43%
de homogeneidade. As amostras da cultura revelaram expressao negativa para 96,53% de
CD34 (B) e 93,89% de CD45 (C) e expressao positiva para 99,0% de CD90 (D) e 95,8% de
CD 54 (E).
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5.2- Alteracdes Clinicas

Durante o uso da griseofulvina ao longo dos 30 dias de sua administracao foi
observado polidpsia e polifagia e ganho de peso. Ao iniciar o projeto o peso dos
animais era em média 300g, ao término do experimento 0 peso dos mesmo animais
era em média 340g. Os animais ganharam portanto, em média, 10g de peso por
semana do experimento. As alteracdes clinicas observadas durante este periodo no
experimento foram diarreia liquida a pastosa de coloracdo amarronzada em 2 dos 26
animais por 2 dias, com 17 dias de experimento. Apds este periodo as fezes
voltaram ao normal ndo havendo outras altera¢g@es clinicas nos individuos durante o

experimento.

Apbs os tratamentos nao foi observado nenhuma alteracao de peso, ingestao

de agua ou comportamento.

5.3- Alteracdes Histopatologicas

Aos 30 dias de administracao de griseofulvina foram eutanasiados 3 animais,
onde histopatologicamente, na coloracdo de HE, foi possivel observar a presenca de
plasmdcitos proximo ao ducto biliar, citoplasma dos hepatdcitos com aspecto

“nebuloso”, presenca de hepatdécito binucleados e figuras de mitose em hepatocitos
23



proximo ao canaliculo biliar. As laminas do animais eutanasiados com 5 dias e
tratados com PBS (grupo GT) foi possivel observar a presenca de denegeracéo
hidrépica, raras figuras de mitose em hepatdcitos e os mesmos hepatdcitos com o
citoplasma com aspecto “nebuloso” e congestdo hepéatica. O grupo GCTM, que
foram eutanasiados com 5 dias de tratamento, hepatécitos onde a cromatina do
ndacleo apresentava-se de forma grosseira, degeneracdo hidrépica e congestédo
hepatica. O grupo GT eutanasiados com 10 dias de tratamento foi possivel observar
nacleo hipercromatico, células ovais perto dos canaliculos biliares e presenca de
congestdo e degeneracdo hidrépica um pouco mais branda que os animais do
mesmo grupo com 5 dias de eutanasiados. O grupo GCTM aos 10 dias pos-
tratamento foi observado denegeracdo hidrépica discreta e congestao hepatica
semelhante ao grupo GT com 10 dias. Os animais do grupo GCTM 15 dias pés-
tratamento foram observados uma quantidade menor de degeneracdo hidropica e
poucas regides com congestdo hepéatica quando comparada com os outros dois
grupos. Ja o grupo GT com 15 dias de tratamento com PBS, ndo houve diferenca

guanto a presenca das alteracdes previamente citadas.
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Figura 6: Aspecto histolégico do figado de ratos Wistar alocados no experimento. A) Grupo
controle dia O0- No interior do circulo a presenca de degeneracdo hidrépica e na seta
preenchida a presenca de congestao; B) GCTM 5 dias - presenca de degeneracgao hidropica
no canto superior da mesma, demonstrada pela seta tracejada C) GCTM 10 dias- Presenca
de degeneragdo hidrépica difusa por toda a imagem; D) GCTM 15 dias — Pouca
degeneracdo hidrépica demonstrada pela seta tracejada no canto superior da imagem e
presenca de congestdo em seta preenchida; E) GT 5 dias — Presenca de degeneragéo
hidropica no interior do circulo e com seta preenchida a presenc¢a de congestédo; F) GT 10
dias: Presenca de degeneragdo hidrépica difusa por toda a imagem com presenca de
congestdo demonstrada pela seta preenchida. G) GT 15 dias: Presenca de degeneracéo
hidrépica por toda a imagem e congestdo demostrada pela seta preenchida.

Figura 7: Aspecto histolégico do figado de ratos Wistar alocados no experimento em maior
aumento. A)GT no dia 0, com presenca de hepatdcito com “aspecto nebuloso” e binucleado
em circulo tracejado. B) GCTM no dia 15, circulo tracejado mostra a aparéncia de um
hepatdcito com menor frequéncia de alteracbes em citoplasma. C) GT 15 dias, presenca de
hepatdcito com ”aspecto nebuloso” em circulo tracejado; Presenca de degeneracao
hidropica em seta preenchida.
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Conforme grafico a seguir (Figura 8) foi possivel através da analise
guantitativa morfomomeétrica a quantificacdo da presenca de degeneracao hidropica
onde € possivel observar no grafico abaixo, uma diferenca siginificativa quanto a
resposta ao tratamento com células tronco no grupo GC aos 15 dias de experimento

e grupo GCTM aos 15 dias de experimento.

Tabela 1: Apresenta quantidade de degeneracdo hidrépica por mm2 dos animais dos
grupos do experimento nos dias 5, 10 e 15 dias pés- tratamento.

Grupos Dias pds-tratamento
5 dias 10 dias 15 dias
1,4 1,0 1,8
GT 1,2 1,6 1,4
1,4 1,4 1,2
1,2 1,0 2,0
1,4 0,4 0,2
GCTM 1,0 0,8 0,6
1,4 1,0 0,2

0,2 0,6 0,4
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5.4 Avaliagao estatistica

A andlise estatistica da variavel degeneracdo hidropica nos grupos GT e

GCTM, nos dias 5, 10 e 15 dias pés-tratamento, demonstrou que houve diferenca

estatistica significativa entre os grupos tratados com CTM e o tratado com PBS.

A variavel analisada, foi possivel perceber que aos 15 dias pds-tratamento no

grupo GCTM houve uma diferenca quanto ao grupo GT, que nos permite

inferiguantidade de degeneracédo hidrépica diminuiu.
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Figura 8: Gréafico demonstrando as lesdes por mm2no eixo x, nos dias 5, 10 e 15 dias pos
tratamento com CTM ou PBS no eixo y.
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5- DISCUSSAO

A griseofulvina é pouco utilizada na clinica de pequenos animais, todavia, de
acordo com Carpenter (2010), para ratos este farmaco tem se mostrado eficiente e
seguro para a utilizacdo na dose de 250mg/kg, entretanto quando utilizado na dose
10 vezes maior e administrada por um longo periodo de tempo pode causar
alteracdes na arquitetura do figado. No presente estudo utilizando a dose de

205mg/kg também verificamos alteracdes na morfologia hepatica.

No presente experimento, optou-se pelo uso de azeite de oliva para que a
absorcdo do farmaco fosse estendida. A presenca de alimento rico em gordura
proporciona o aumento da absorcdo, uma vez que a griseofulvina possui baixa

solubilidade em agua (PAPICH, 2009).

A griseofulvina pode causar hiporexia, anorexia, vomito, diarreia, ictericia,
neurotoxicidade e o aparecimento de tumores em tireoide e figado quando este
farmaco é utilizado por um longo periodo (DeMATTEIS et al., 2003; NOGUEIRA e
ANDRADE, 2011). Foi observado diarréia liquida-pastosa em 2 animais (6,9%), este
sinal clinico foi auto-limitante, contudo os individuos acometidos apresentaram

ganho de peso ao final do experimento.

LesBes crbnicas em figado podem ser causadas por diversos fatores como
farmacos, virus, parasitas, alcool, intoxicacdo por metais pesados entre outros. Esse
tipo de leséo pode levar a presenca de anormalidades na morfologia hepéatica como
a apoptose, necrose, colestase, inflamacdo e fibrose (GANT et al., 2003).
Observamos que a griseofulvina acarretou alteragdes morfologicas no figado como

degeneracgéo hidropica e congestdo hepatica, entretanto, ndo podemos afirmar que
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houve prejuizos no funcionamento hepético, uma vez que ndo realizamos

mensuracdes bioquimicas da atividade hepatica (celular e enzimética).

Gant et al. (2003) realizaram um estudo com ratos machos para verificar as
alteracdes hepaticas causadas por griseofulvina, administrada na racdo durante 22
dias. Verificaram a presenca de inflamacgé&o local, acompanhada pela deposicao de
um pigmento castanho-avermelhado (fotoporfiria) com um dia de administracdo do
farmaco,aos 15 dias observaram a presenca de inflamacao préximo ao espaco porta
e aos 22, locais de necrose em parénquima hepéatico. Discordando dos achados
destes autores ndo constatamos a presenca a de processo inflamatério nos animais
do grupo controle, aos dias 0, 5, 10 e 15. Observou-se degeneracdo hidrépica,
hepatocitos binucleados e hepatécitos com aspecto “nebuloso” sugerindo
degeneracgéo. Possivelmente a discrepancia de resultados foi decorrente a dose do

farmaco e a forma de disponibilidade do farmaco.

No grupo GCTM, sobretudo aos 15 dias, foi observado discreta congestédo
hepatica e menor degeneracdo hidrépica comparando aos demais grupos
experimentais. De forma similar, Parekkadan et al. (2007) observaram reducéo de
infiltrado leucocitario assim como reducéo da necrose e congestdo hepética e da
duplicacdo das vias biliares em ratos com insuficiéncia hepatica aguda induzidas
tratado com CTM, possivelmente pelo fato das CTM inibirem a capacidade das

células imunes (leucdcitos e linfécitos) em invadir o tecido lesionado.

Estudos recentes descrevem a utilizacdo alégena e autdégena das CTM para
a reparacdo de diversos tecidos (MONTEIRO et al, 2009), no entanto, a
capacidade destas células em restaurar o tecido hepatico ainda ndo € bem

esclarecida (PENTEADO et al.,2007).
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Duncan et al. (2009), afirmaram que, in vitro, as células tronco humanas e de
ratos podem ser induzidas a diferenciacdo em células da linhagem hepatica ,em
condi¢cdes especificas de cultura. Penteado et al. (2007) também realizaram
diferenciacéo, in vitro, de células tronco isoladas da medula 6ssea de humanos e
induzidas a diferenciacdo, observando morfologia semelhante a hepatdcitos,
contudo, as células ndo foram capazes de expressar trés dos principais marcadores

hepatociticos.

Mesmo néo realizando o transplante de células tronco in situ, diretamente
sobre o tecido hepéatico, e optando pela aplicacéo intravenosa, pela veia da cauda
do rato, observamos no grupo tratado houve uma tendéncia a recuperagdo da
arquitetura hepatica. De acordo com Duncal et al. (2009) as células-tronco possuem
potencial migratério para o tecido hepatico danificado mediante interacdes

moleculares deste grupo celular com os locais de injuria.

Sabe-se que as CTM secretam uma grande variedade de quimiocinas, além
de expressar receptores para citocinas e fatores de crescimento, interagindo com as
células residentes do tecido hospedeiro e induzindo-as, por mecanismos paracrinos
a quimiotaxia, ativacdo e a se diferenciacdo de acordo com essa sinalizacdo
(MONTEIRO et al., 2009). Recentemente, Araujo (2013), inferiu, como mecanismo
de acdo das células-tronco a sinalizacdo telécrana, reforcando os beneficios das

terapias celulares por vias venosas.

Outro mecanismo proposto para a diferenciacao celular derivado das CTM € a
fusdo. Acredita-se que estas células podem fusionar-se a uma ceélula adulta-alvo,
assumindo o padrdo de expressao génica da célula adulta a qual se uniu. A fuséo
celular € um fenémeno bioldgico amplamente conhecido e ocorre principalmente em

células cuja poliploidia € comumente vista, como o0s hepatocitos (HERZOG et al.,
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2003, MEIRELLES et al., 2006, MONTEIRO et al., 2009), fato também que pode

justificar os resultados encontrados.

Em relacdo ao nicho celular, quanto mais agudo for o processo patologico
e/ou quanto maior for a vascularizacdo da regido lesionada , mais intensa e mais
efetiva serd a sinalizacdol/interacdo com as células tronco (FUCHS et al., 2004,
GHAEMI et al., 2013) e por este motivo, contraindicamos a aplicacdo de células-

tronco in situ, uma vez que o tecido apresenta caracteristicas degenerativas .

As hepatotoxinas produzidas pela griseofulvina possivelmente mediaram
lesbes oxidativas acarretando dano em DNA, morte celular e lesbes endoteliais,
justificando o0 extravasamento sanguineo em intersticio hepatico (congestdo), de
intensa observacdo no dia 0 e no grupo controle. JA no grupo GCTM a frequéncia
observada de congestdo, mormente aos 15 dias, foi considerada baixa. As CTM
possuem uma resisténcia maior ao estresse oxidativo, comparando-se as demais
opcOes de tratamento utilizadas nos tempos atuais. As moléculas bioativas
secretadas pelas CTM exercem efeitos troficos no tecido adjacente, acarretando:
efeitos antiapoptéticos nas células tecido-especifico, efeitos imunomodulatérios
sobre as células do sistema imune, aumento da angiogénense, e quimiotaxia para
outras células jovens comprometidas com o processo de reparacdo (KUO et al.,
2008; MEIRELLES et al., 2008; BYDLOWSKI et al., 2009; MONTEIRO et al., 2009)
acarrentando diminuicdo da congestdo observada nos animais tratados com CTM

neste experimento.

Assim, pode ocorrer reducdo da resposta inflamatoria inicial, em algumas
doencas isquémicas, restabelecimento do suprimento vascular e reparacao
adequada do tecido, dependendo da extensdo e gravidade dos danos tissulares

(MONTEIRO et al., 2009).
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7-CONCLUSAO

Sob as condicfes que foram realizadas este experimento, pdde-se constatar:

- Que a griseofulvina na dose 10 vezes maior que a recomendada em ratos
causa degeneracdo hidrépica no figado, no entanto, tal lesdo permaneceram ao
longo da avaliagdo do experimento mas ndo foram incompativeis com a vida dos

animais;

- Que o uso do infusdo de células tronco mesenquimais derivadas da medula
Ossea contribuiu de forma positiva para reverter a degeneragcédo hidrépica causada

pela griseofulvina.
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