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RESUMO

ANDRADE, Daniela Caldas de. Estudo do efeito do transplante de células
mononucleares de medula 6ssea na bioenergética mitocondrial de ratos com fibrose
hepatica. 80f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

A disfuncdo mitocondrial tem sido associada a varias doencas, incluindo a
colestase hepatica, caracterizada pela ativacdo de células de Kupffer e células
fibrogénicas, as quais produzem matriz extracelular excessiva. O acumulo de sais
biliares toxicos no parénquima hepatico leva a lesdo crénica com dano mitocondrial,
reducdo da sintese de ATP, aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
apoptose, resultando em comprometimento da funcao hepética. Trabalhos anteriores
do nosso grupo mostraram o efeito positivo do transplante de células mononucleares
da medula 6ssea (CMMO) na resolucado da fibrose hepatica e recuperacdo da
funcdo hepética em ratos com colestase, induzida pela ligadura de ducto biliar
(LDB). Assim, o presente estudo teve como objetivo analisar a bioenergética
mitocondrial apds o transplante de CMMO no figado de ratos com fibrose induzida
por ligadura de ducto bilar (LDB). Ratos Wistar machos foram divididos em quatro
grupos: animais normais, animais com fibrose hepatica apos 14 e 21 dias de LDB
(F14d e F21d, respectivamente), e animais que apds 14 dias de LDB receberam
1x10" CMMO, e foram eutanasiados sete dias apés. Nossos dados demonstraram
aumento do conteudo de colageno tipo | no grupo F21d em relagao ao grupo normal,
indicativo de fibrose, e sua diminuicdo apds o transplante de CMMO. A analise da
fisiologia mitocondrial do figado mostrou diminuicdo significativa da taxa respiratéria
maxima estimulada por ADP (estado 3) nos grupos F14d e F21d, indicando reducao
da capacidade de oxida¢do de carboidratos e 4cidos graxos. Além disso, a razao do
controle respiratorio (RCR), indicativa de acoplamento da fosforilacdo oxidativa com
a producdo de ATP, apresentou-se significativamente diminuida nos grupos F14d e
F21d, sugerindo desacoplamento mitocondrial. No entanto, o transplante de CMMO
aumentou significativamente nestes grupos tanto a capacidade oxidativa quanto o
acoplamento mitocondrial a niveis semelhantes aos do grupo normal. Estes
resultados foram confirmados por analise de western blotting, que mostrou aumento
significativo no contetdo de UCP2 e diminuicdo do conteudo de PGC-1a no grupo
F21d, com consequente restauracdo apos o transplante de CMMO. Além disso, 0s
resultados mostraram um aumento significativo do conteddo de 4-HNE no grupo
F14d com reducdo apoOs o transplante CMMO. Assim, podemos concluir que o
transplante de CMMO tem um efeito positivo sobre a bioenergética mitocondrial de
figados de ratos com colestase, com aumento da capacidade oxidativa e reducao do
estresse oxidativo, o que, por sua vez, contribui para a recuperacao da funcéo
hepética.

Palavras-chave: Fibrose hepatica, Colestase, Bioenergética mitocondrial,

Mitocondria, Células mononucleares de medula 6ssea.



ABSTRACT

ANDRADE, Daniela Caldas de. Study of the effect of transplantation of bone marrow
mononuclear cells in mitochondrial bioenergetics rats with liver fibrosis. 80f.
Dissertacao (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2014.

Mitochondrial dysfunction has been associated with several diseases,
including liver cholestatis, which is characterized by activation of Kupffer cells and
fibrogenic cells that produce excessive extracellular matrix. Toxic bile salt
accumulation in liver parenchyma leads to chronic injury with mitochondrial damage,
ATP synthesis reduction, ROS increase and apoptosis, resulting in liver function
impairment. Our previous works showed the positive effect of bone marrow
mononuclear cells (BMMNC) transplantation on liver fibrosis resolution and hepatic
function recover in cholestatic rats. This study aimed to analyze mitochondrial
bioenergetics in rats with hepatic fibrosis induced by bile duct ligation (BDL) after
BMMNC transplantation. Wistar male rats were divided into four groups: normal
animals, animals with cholestasis after 14 and 21 days BDL (F14d and F21d,
respectively), and animals with cholestasis after 14 days of BDL that received 1x10’
BMMNC, via jugular vein, and were euthanasia after 7 days. The livers were
analyzed by high-resolution respirometry and western blotting. Our data
demonstrated increased collagen type | content in livers of F21d group compared to
normal group, indicative of fibrosis, and its decrease after BMMNC transplantation.
Liver mitochondrial physiology analysis showed that F14d and F21d groups have
significantly reduced maximum ADP-stimulated respiratory rates (State 3), indicating
reduced carbohydrates and fatty acids oxidation capacity. In addition, respiratory
control ratio (RCR), indicative of oxidative phosphorilation coupling to ATP
production, was significantly decreased in F14d and F21d groups, suggesting
mitochondrial uncoupling. However, BMMNC transplantation significantly increased
both State 3 respiration and RCR to levels similar to those of normal group,
recovering hepatic mitochondrial function. These results were confirmed by WB
analysis, which showed that F21d group had a significantly increase in liver
mitochondrial uncoupling protein content, UCP2, and reduced PGC-1a content, a
mitochondrial biogenesis co-factor. However, after BMMNC transplantation both
proteins returned to levels similar to normal group. In addition, F14d group had a
significantly increase in 4-HNE content compared to normal group, indicative of
oxidative stress, but after BMMNC transplantation 4-HNE content significantly
reduced, compared to normal group, suggesting oxidative stress reduction.
Therefore, BMMNC transplantation had a positive effect on hepatic mitochondrial
bioenergetics of cholestatic rats, increasing oxidative capacity and reducing oxidative
stress, which, in turn, contribute to liver function recover.

Keywords: Liver fibrosis, Cholestasis, Mitochondrial bionergetics, Mitochondria,

Mononuclear bone marrow cells.
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INTRODUCAO

Histologia do figado

O figado é considerado o maior 6rgdo do corpo, pesando aproximadamente
1,5 kg. Anatomicamente, ele esta localizado no quadrante superior direito da
cavidade abdominal, abaixo do diafragma. O figado desempenha diversas funcdes
metabdlicas, como o processamento e armazenamento de nutrientes absorvidos no
trato digestivo, neutralizacdo e eliminacdo de substancias (Baratta et al., 2009,
Junqueira & Carneiro, 2013). E uma glandula mista, que libera na corrente
sanguinea numerosos hormonios e proteinas de grande importancia fisiolégica que
compdem a secrecdo enddcrina do figado. A bile, liberada no limen duodenal, forma
a sua secrec¢ao exaocrina (Eynard, Valentich & Rosavio, 2011).

O figado € revestido por uma capsula de tecido conjuntivo, que se torna
mais espessa no hilo, onde ocorre a penetracdo da veia porta e da artéria hepatica e
por onde saem os ductos biliares e os vasos linfaticos que formam a triade portal.
Essas estruturas sao envolvidas por um tecido estromal rico em colageno (Junqueira
& Carneiro, 2013) (esquema 1). O figado é composto por lébulos hepaticos que
possuem formato hexagonal, constituido de hepatécitos dispostos radialmente em
direcdo a veia centro lobular (Ho et al., 2013).

O figado é altamente vascularizado, sendo que 70- 80 % do sangue que
chega ao 6rgdo é pouco oxigenado e rico em nutrientes advindos da veia porta. O
restante do aporte sanguineo é rico em oxigénio e deriva da artéria hepatica
(Junqueira & Carneiro, 2013). Os capilares sinusoidais situam-se entre as fileiras de
hepatocitos, garantindo o suporte sanguineo para, pelo menos, dois lados dos
hepatocitos (Junqueira & Carneiro, 2013). O sangue deixa o figado pela veia centro
lobular com baixa concentragdo de oxigénio e contendo metabdlitos para excrecéo.
A capacidade de regeneracdo no espaco porta € superior quando comparada com a
regido proxima a veia centrolobular devido a essa diferenca regional do trafego
sanguineo no figado, que influencia no metabolismo das células hepaticas (Kmiec et
al. 2001; Malarkey et al.2005).
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Esquema 1 - Histologia do figado: I16bulos hepéticos.

Veia sublobular

Veia centrolobular

hepatécitos

Lobulo

hepatico - Espaco porta
classico

Veia —|

centrolobular

Ramo de
artéria hepatica

Triade Ducto biliar
portal
Ramo da

veia porta

Legenda: O esquema demonstra o0s l6bulos hepéticos formados por cordbes de
hepatécitos delimitado pelo espago porta onde estd localizada a triade portal,
composta por ramos da veia porta, artéria hepatica e ducto biliar.

Fonte: Junqueira e Carneiro, 2013.

Na superficie interna do sinusoéide hepatico, formado por endotélio fenestrado,
residem as células de Kupffer (CK), dotadas de prolongamentos e que realizam
fagocitose, sendo consideradas macréfagos residentes. Essas células possuem
funcdes especificas atuando na fagocitose de eritrocitos senescentes e na digestédo
de hemoglobina, além de atuarem nos processos imunolégicos como a fagocitose
de bactérias que, por ventura, cheguem a esse 6rgao por intermédio do sangue
portal (Bilzec et al., 2006).

As células sinusoidais sao separadas dos hepatécitos por um estreito espaco
perissinusoidal, também denominado espaco de Disse. Os microvilos dos
hepatécitos ocupam grande parte desse espaco facilitando a troca de nutrientes e
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oxigénio entre essas células e a circulacdo sanguinea (Baratta et al., 2009)
(esquema 2). Os fluidos sanguineos atravessam a parede endotelial e entram em
contato com os microvilos dos hepatdcitos e, com isso, facilitam a troca de
macromoléculas entres o limen sinusoidal e os hepatdcitos e vice-versa (Kmiec et
al. 2001; Malarkey et al.2005).

Os hepatdcitos tem papel central no metabolismo de quase todos os
nutrientes provenientes da digestdo, sendo responsaveis por converté-los em
produtos de armazenamento, como o glicogénio. Além disso, os hepatdcitos também
sdo responsaveis pela producdo de diversas substancias enddécrinas. A bile € uma
secrecdo exocrina sintetizada por essas células e que auxilia a absorcdo dos
lipideos (Gartner & Hiatt, 2007).

Essas células tém formato poligonal e estédo dispostas bem proximas uma das
outras, formando placas interconectadas. Os hepatdcitos apresentam dispostos em
seu citoplasma uma grande quantidade de mitocondrias e reticulo endoplasmatico
liso bem desenvolvido. A presenca dessas organelas € compativel com a grande
demanda metabdlica atribuida aos hepatdcitos. Essas células exibem diferencas em
suas caracteristicas estruturais, histoquimicas e bioquimicas, dependendo da sua
localizacdo nos l6bulos hepéticos (Gartner e Hiatt, 2007; Junqueira e Carneiro,
2013).

Nas regibes de contato entre as membranas celulares de dois hepatdcitos
adjacentes existem juncdes comunicantes do tipo gap, e ocorre a delimitacdo de um
espaco tubular com pequenos microvilos em seu interior, denominados canaliculos
biliares (esquema 2), sendo esta estrutura a primeira por¢cado do sistema de ductos
biliares. Os canaliculos biliares formam uma rede complexa e se anastomosam ao
longo da placa de hepatdcitos, terminando no ducto biliar. Dessa forma, a bile flui do
centro para a periferia do I6bulo hepatico, onde adentra os ductulos biliares, também
denominados Canais de Hering, que sdo os menores ramos dos ductos biliares do

espaco porta (Junqueira e Carneiro, 2013; Malarkey et al., 2005).
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Esquema 2 - Hepatdcitos e seus dominios sinusoidais e laterais.

Lipiuiv

Sinusoide

___________________

Endotélio do sinusoide

REG
Mitocondrias
Juncéo de ocluséo (tight)
Canaliculo biliar
REL
Jungéo de ocluséo (tight)
Lisossomo Golgi
Desmossomo
Microvilosidade
Espagode __ . (M (/Y < (J)°UY Y - &
Disse ==~ e~ —_ @9 UE

Fibras reticulares

intercelular
Endotélio

Glicogénio

Legenda: Em destaque algumas organelas como mitocdndrias, complexo de golgi, reticulo
endoplasmatico agranular e granular . Espaco de Disse, células sinusoidais fenestradas
e canaliculos biliares também em destaque.

Fonte: Junqueira e Carneiro, 2013.

No espaco de Disse estdo localizadas células que, em estado quiescente,
apresentam inclusdes lipidicas ricas em vitamina A. Tais células sdo denominadas
células estreladas hepaticas (CEH) e desempenham inumeras fun¢gbes no figado
normal, como sintese e secre¢do de diversas proteinas de matriz extracelular e
proteoglicanas. Elas também atuam no metabolismo dos retindides, secretam
fatores de crescimento e citocinas, e ainda, regulam o diametro do limen sinusoidal
(Hellerbrand, 2013).
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Fibrose hepatica

A fibrose hepatica (FH) é um processo patolégico promovido por lesdes
crdnicas que propiciam o acumulo progressivo de matriz extracelular (MEC), rica em
fibras colagenas do tipo I, lll e IV, laminina, fibronectina, elastina e proteoglicanas
(Iredale, 2007; Viedal et al., 2010; Carvalho et al., 2010; Mallat & Lotersztajn, 2013).
A presenca de densos septos fibrosos, associados ao desequilibrio entre a sintese e
a degradacdo de MEC, acarreta perda funcional do parénquima e alteracdo da
estrutura do 6rgao (Henderson & Iredale, 2007).

O processo inflamatério crénico engatilha a FH, e pode ter origem a partir de
diferentes fontes: infeccdes por HCV, esteatose, abuso de bebidas alcoodlicas e
sobredoses de medicamentos (Bataller & Brenner, 2005). Diversas células
participam desse processo inflamatdrio, dentre as quais podem ser listadas as
células ditas residentes como: as células de Kupffer (CK), as células sinusoidais
hepaticas e as células estreladas hepaticas (CEH) ; além das células inflamatérias
recrutadas por sinais proinflamatoérios, como as espécies reativas de oxigénio (ROS)
e citocinas, dentre outros (Bataller & Brenner, 2005; Brenner et al., 2013).

Os hepatécitos sdo afetados por estas moléculas, o que contribui para
ativacdo da apoptose ou necrose dessas células, acarretando  alteracdes
morfologicas e fisiologicas (Brenner et al., 2013). Além disso, ao serem lesionados,
os hepatdcitos liberam ROS e mediadores fibrogénicos que contribuem ainda mais
para o recrutamento de células inflamatoérias (Bataller et al., 2005).

A colestase é caracterizada pelo bloqueio do fluxo de bile, levando ao
acumulo de componentes hidrofébicos de sais biliares que ativam o processo
inflamatorio caracteristico da FH, sendo a ligadura de ducto biliar o modelo mais
usual para o seu estudo (Arduini et al., 2012).

As CK ativadas sao conhecidas como as células-chave na colestase hepatica,
pois elas estimulam a atividade de células fibrogénicas, como as CEH ativas e
miofibroblastos (Harty et al., 2008). As CK englobam os corpos apoptéticos de
hepatdécitos, principalmente, e assim, secretam TGF-B, amplificando a ativacdo de
CEH (Zhan et al., 2006; Friedman et al., 2008; Guicciardi et al., 2013). O TGF- é
conhecido como a principal citocina responsavel pela ativacdo das CEH (Hemmann
et al., 2007). Na colestase, os miofibroblastos desempenham um papel proeminente
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e contribuem para formacdo de septos fibrosos no espaco porta. As células

fibrogénicas séo responsaveis pela sintese de componentes de MEC, assim como,

pro-MMPs e TIMPs (Mallat & Lotersztajn, 2013) (esquema 3).

Esquema 3 — Mecanismo fibrogénico.
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Fonte: Adaptado de http://www.kernchemie.uni-mainz.de/radiopharmazie-
ross/137_ENG_HTML.php.

Ao se tornarem ativas, as células estreladas hepaticas (CEH) proliferam e

passam a sintetizar e secretar coldgeno, além de outros componentes da MEC.

Nesta condigdo, as CEH expressam a-actina de musculo liso, um marcador de

miofibroblastos. As células inflamatérias ativadas, incluindo as CK, sé&o responsaveis

pela ativacao das CEH e fibroblastos portais por meio da secrecao das citocinas

TGF-B, IL-1 e TNF-a (fator de crescimento transformante-beta, interleucina — 1 e

fator de necrose tumoral — alfa, respectivamente) (Alison et al., 2009; Kupai et al.,

2010; Pellicoro et al., 2014) (esquema 4).
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Esquema 4 - Desenvolvimento da fibrose hepatica.

Hepatdcito

Célula Estrelada
Hepatica Inativada
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sinusoidal
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Extracelular
Células estreladas
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Hepatdcitos em
apoptose
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Lumen do capilar
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Legenda: Lesdao do hepatécito resultando na estimulacdo e recrutamento de células
inflamatdrias exdgenas e residentes do figado (células de Kupffer). Ativacdo de
células estreladas hepéticas (CEH) levando a transdiferenciacdo a uma célula
fenotipicamente semelhante a miofibroblastos. Essa ativagao resulta no acimulo de
proteinas de matriz extracelular. Todos os eventos acarretam perda morfolégica e
funcional do érgao.

Fonte: Adaptado de Bataller et al., 2005.

A cirrose, o estagio final da progressao da fibrose hepatica, é caracterizada
por uma distorcdo mais pronunciada da arquitetura do figado e pela formacdo de
nodulos regenerativos. O transplante de figado €, para alguns pacientes, a Unica
alternativa viavel. No entanto, existem dificuldades em conseguir doadores, e as
complicagfes cirurgicas devem ser consideradas como risco potencial a vida, além
disso, a probabilidade de rejei¢cdo do érgéo transplantado € elevada. O procedimento
é de alto custo, o que justificaria o investimento em pesquisa que ofertassem novas
alternativas para o tratamento da fibrose e cirrose hepatica. Nesse sentido, a terapia

celular, através do uso de células-tronco de medula 6ssea, € uma alternativa



21

bastante viavel para o tratamento dessas lesGes hepaticas (Porada et al., 2010;
Houlihan et al., 2008).

Células-Tronco

As células-tronco sdo auto-renovaveis e podem se diferenciar em diversas
linhagens celulares. Elas podem ser classificadas de acordo com sua origem em:
células-tronco embrionarias (CTE), que se originam de células do embrioblasto, no
estagio de blastocisto, e apresentam a habilidade de se diferenciar em qualquer tipo
celular dos trés folhetos embrionarios, sendo pluripotentes; e células-tronco adultas
(CTA), que sdo encontradas em todos os tecidos. Elas j& sdo comprometidas na
diferenciacéo celular especifica do tecido onde se encontram, sendo essas células
multipotentes (Gilchrist et al., 2010; Lindroos et al., 2011 e Robinton & Daley, 2012).

As CTE, por serem pluripotentes, representam uma ferramenta bastante util
na medicina regenerativa, entretanto, a utlizacdo dessas células transpassa
questdes religiosas e éticas. Uma alternativa para esse problema tem sido proposta
por estudos onde células adultas, como fibroblastos oriundos da pele, sao
transdiferenciadas em CTE, sendo denominadas células-tronco de pluripoténcia
induzidas (IPS). Entretanto, ainda existem questdes legais, éticas e de eficacia da
terapia (Gilchrist et al., 2010; Lindroos et al., 2011).

Na literatura cientifica, diversos estudos indicam a presenca de células-tronco
em todos os tecidos dos 6rgaos adultos, principalmente a medula 6éssea, onde duas
populacdes distintas de células-tronco podem ser encontradas: as hematopoiéticas
e as mesenquimais (Gilchrist et al., 2010). As células advindas da medula 6ssea
tornaram-se bastante populares na medicina regenerativa devido a seu potencial de
diferenciacéo (Lindroos et al., 2011).

As células-tronco hematopoiéticas (CTH) sdo precursoras das linhagens das
células sanguineas, tendo capacidade de auto-renovacéo e, ainda, de diferenciacéo
em multiplas linhagens celulares (esquema 5). As CTH apresentam um elevado
potencial terapéutico utilizado ha décadas através do transplante de medula éssea.
Portanto, essa populacéo celular € a mais caracterizada em termos de isolamento

de células e marcadores celulares (Thole, 2010 e Lindroos et al., 2011).
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As células-tronco mesenquimais (CTM) fazem parte do estroma da medula
0ssea e apresentam potencial de diferenciacdo em células de origem mesenquimal,
como osteoblastos, condroblastos e adipdcitos (esquema 5). Além disso, as CTM
apresentam propriedade imunoreguladora, que reduz a rejeicdo de enxertos pelos
pacientes ap0s o transplante (Lindroos et al., 2011). Existem outras fontes de CTM,

como o tecido adiposo e corddo umbilical (Lindroos et al., 2011 e Rankin, 2012).

Esquema 5 - Células-tronco de medula 6ssea e suas linhagens celulares.
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Legenda: As diferentes células advindas das células-tronco hematopoiéticas e das células-
tronco mesenquimais, as duas populagdes de células-tronco adultas presentes na
medula 6ssea.

Fonte: Adaptado de http://www.afh.bio.br/cardio/Cardio5.asp.
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Bioenergética Mitocondrial

Estrutura Mitocondrial

A mitocbndria é uma organela que ocupa posicdo essencial na manutencao
de diferentes funcdes celulares. Dentre elas, o metabolismo fisiolégico, morte celular
e resposta ao estresse oxidativo (Galluzzi et al, 2012). Ela possui diferentes enzimas
que fazem parte das principais vias metabdlicas, como a oxidac&o de carboidratos,
acidos graxos e aminoacidos (Krauss, 2001).

A principal contribuicdo da mitocéndria no metabolismo celular € a capacidade
de sintetizar ATP, um processo dependente de O, denominado fosforilagdo oxidativa
(FOX) (Galluzzi et al., 2012; Maillarix e Harper, 2012). A partir da oxidacdo da
glicose, sdo gerados, nesse processo, 0 piruvato e carreadores de elétrons como o
NADH e o FADH;_ E ainda, ocorre a sintese de ROS (espécies reativas de oxigénio),
como um subproduto (Naik e Dixit, 2011; Nunnari e Suomalainen, 2012).

As mitocondrias estdo presentes no citoplasma em diferentes formatos, como:
esférico, oval ou filamentoso, dependendo do tipo celular, e até mesmo, do estado
fisiologico da célula, e possuem concentracdo numérica bastante variavel, sendo
proporcional a demanda energética de cada tecido (Krauss, 2001). Sdo organelas
dindmicas, sendo o seu tamanho e forma associados aos processos de fusdo e
fissdo, fundamentais para a manutencédo das suas propriedades funcionais (Detmer
e Clan, 2007).

As mitocondrias apresentam uma estrutura complexa, com duas membranas
plasmaticas — membrana interna (M) e membrana externa (ME), que apresentam
diferentes composicdes, as quais proporcionam diferentes graus de permeabilidade.
A ME contém varias proteinas transportadoras, chamadas de porinas, que formam
grandes canais aquosos assemelhando-se a um filtro permeavel, por onde varias
moléculas podem entrar no espaco intermembranar (EIM). Porém, a maioria dessas
moléculas ndo pode passar atraves da MI, que € altamente especializada e contém
uma variedade de proteinas transportadoras que a tornam seletivamente permeavel
aguelas peguenas moléculas que sdo metabolizadas ou requeridas pelas varias
enzimas mitocondriais concentradas na matriz. Isto faz com que haja uma

compartimentalizacdo da mitocéndria, ndo somente fisica, mas também funcional. A
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Ml é geralmente pregueada, formando reentrancias na matriz chamadas de cristas,
que aumentam a area da MI (Krauss, 2001; Bolisetty e Jaimes, 2013) (esquema 6).
O EIM contém varias enzimas e é o local onde se acumulam os protons
transportados da matriz (Kowaltowski et al., 2009).

A regido limitada pela Ml é conhecida como matriz mitocondrial (MM), onde
estdo localizados, ribossomos e DNA circular, também denominado DNA
mitocondrial (MtDNA) (Kowaltowski et al., 2009; Nunnari e Suomalainen, 2012).

O aporte enzimatico dessa organela esta direcionado a importantes funcdes
metabdlicas, que incluem o catabolismo de carboidratos, lipideos, oxidacdo de
aminoécidos e ureia (Krauss, 2001). A mitocondria é a principal fonte de NADH, mas

também patrticipa da sintese de pirimidinas (Nunnari e Soumalaineu, 2012).

Esquema 6 — Organizacéao estrutural da mitocéndria.

Espaco
intermembranar
Membrana interna

Membrana
externa

Legenda: A mitocbndria apresenta duas membranas mitocondriais: uma interna e outra externa. A
mitocbndria ainda apresenta uma regido entre as duas membranas, denominado
espago intermembranar. A membrana interna apresenta proje¢fes em direcdo a matriz
mitocondrial formando as cristas mitocondriais.

Fonte: Adaptado de http://www.infoescola.com/biologia/mitocondrias organelascelulares/.
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Metabolismo energético

A mitocdndria, em particular, a cadeia transportadora de elétrons (CTE),
localizada na MI, mantém a homeostase energética através da fosforilacdo oxidativa
(FOX), principal meio para a sintese de ATP. A FOX é dependente de um conjunto
de cinco subunidades polipeptidicas: complexo | (NADH-CoQ redutase), complexo Il
(succinato-CoQ redutase), complexo Il (CoQ-citocromo c¢ redutase), complexo IV
(citocromo ¢ oxidase) e complexo V (FO-F1 ATP sintase) (Krauss, 2001; Nunnari &
Soumalaineu, 2012; Mcfarland & Turnbull, 2009; Berardo et al., 2011).

Durante o ciclo de Krebs, ocorre a completa oxidacdo de carboidratos e
acidos graxos a acetil- CoA, com a producdo de aceptores de elétrons como o
NADH e FADH; (Krauss, 2001; Galluzzi et al., 2012; Nunnari e Soumalaineu, 2012).
As enzimas responsaveis pelas reacfes que compdem esse ciclo estdo em sua
maioria presentes na MM (Krauss, 2001).

Os elétrons do NADH" e do FADH, s&o transferidos para os complexos | e Il
da CTE, respectivamente. Estes elétrons séo transferidos sequencialmente ao longo
da CTE e sdo doados para o oxigénio (1/20,), aceptor final de elétrons no complexo
IV, formando H,O (Opie, 2004). A energia € liberada como fluxo de elétrons ao longo
da CTE, sendo utilizada para bombear protons através da Ml para o EIM por meio
dos complexos I, Ill e IV. Através deste bombeamento, cria-se o gradiente
eletroquimico de protons ou forca proton-motriz (AP), e o potencial de energia
armazenado no AP pode ser usado para importacdo de proteinas e Ca®* para o
interior da mitocondria, para gerar calor e sintetizar ATP na MM. Para a sintese de
ATP, o fluxo de prétons do EIM para a MM ocorre através da ATP-sintase. O ATP €,
entdo, trocado por ADP citosolico atraves da proteina translocadora de nucleotideo
de adenina transmembranica (ANTs) (Johannsen & Ravussin, 2009; Bratic e

Trifunovic, 2010) (esquema 7).
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Esquema 7 - Cadeia transportadora de elétrons.

Citossol

gwwwaaaaw‘asw‘sséass@@“@“a‘a
49

2099 ‘NWJ& Memb
¢ .NJMJAJ@JJQJJJJ«MJ,;J Dbt bW e
299 9999955.s
JJJJJQJ Cu, Zn-SOD a L FFY
&djg Hi % & H+‘:
H Hi Espaco
i intermembranas
| ,‘ Membrana
)JJQJJ@ interna
ATP

H + Pi Matriz
{ mitocondrial
ATP sintase J

Succionato Fumarato (canal de protons) «’ ATP

Legenda : O elétron carreado pelo NADH produzido no ciclo de Krebs é doado para o complexo |
promovendo o bombeamento de H+ para o EIM, ja o elétron fornecido pelo FADH2 para
o complexo Il ndo promove o mesmo fendmeno. A passagem de elétron pelos
complexos Il e IV também promove o langamento de H+ para o EIM, gerando um
gradiente quimico. O retorno dos H+ pela ATP sintase produz a forca-eletromotriz
necesséria para a producdo de ATP. Durante o transito de elétrons pela CTE ocorre a
formagé&o de ROS.

Fonte: http://bioradicaislivres.blogspot.com.br/2012/05/uma-relacao-entre-diet hipercalorica-e.html.

A eficiéncia pela qual os equivalentes redutores (a partir da oxidacdo de
acetil-CoA) séo convertidos em ATP pela FOX é chamada de acoplamento
mitocondrial (Johannsen & Ravussin, 2009). Quando as mitocéndrias ndo séao
perfeitamente acopladas (desacopladas), a for¢ca préton-motriz gerada pela FOX é
dissipada sob a forma de calor ao invés de ser utilizada para impulsionar a ATP-
sintase na produgcdo de ATP, processo conhecido como “Proton leak”. O
desacoplamento mitocondrial pode ser responsavel por 20 a 25% da taxa metabdlica
basal (TMB) (Rolfe & Brand, 1997). Este processo é realizado por proteinas
desacopladoras (UCPs) situadas na MI, sendo a UCP1 a primeira isoforma
descoberta e encontrada somente na gordura marrom de mamiferos, inclusive

humanos (Johannsen & Ravussin, 2009). No individuo adulto, a expressao da UCP1
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é limitada, visto que o tecido adiposo marrom esta diminuido. Em 1997, duas novas
isoformas de UCPs (UCP2 e UCP3) foram descobertas, sendo ambas homadlogas a
UCPL1 e expressas em adultos. A UCP2 é expressa em varios tecidos (incluindo o
tecido adiposo, musculo, coracao, rins, sistema digestorio e cérebro), enquanto que
a expressao da UCP3 é maior nos tecidos musculares (Rousset et al., 2004). Tanto
a UCP2 quanto a UCP3 tem sido relacionadas a determinagéo da taxa metabdlica
basal (TMB).

No estado fisiologico, ha um balanco entre a producdo de ROS, um
subproduto da fosforilagdo oxidativa, e sua neutralizacdo, o que mantém a
homestase e torna o estresse oxidativo pouco frequente. As ROS, em baixas
concentracbes, desempenham um papel importante na modulacdo de vias de
sinalizacdo, na proliferacdo celular e sdo essenciais para o desenvolvimento das
células (Nunnari e Suomalaineu, 2012; Chong et al.,, 2014). Entretanto, o dano
oxidativo é associado com a perturbacdo deste equilibrio, sendo incompativel com a
viabilidade celular (Sinha et al., 2013).

Em grande parte das células, as ROS sao produzidas principalmente pelas
mitocondrias, durante a fosforilacdo oxidativa pelos complexos | e Ill da cadeia
transportadora de elétrons. Essas moléculas, principalmente anion superéxido (O,7)
e peréxido de hidrogénio (H,O,) quando em altas concentracdes, podem promover
danos a componentes celulares como: lipideos, acidos nucleicos e proteinas
(Nunnari e Suomalaineu, 2012; Mailloux et al., 2012).

A fim de neutralizar essas moléculas altamente reativas, o organismo
desenvolveu defesas antioxidantes que podem ser classificadas como enzimaticas e
nao enzimaticas. Sendo a superéxido dismutase (SOD), a enzima antioxidante
responsavel por converter o O,7, que € altamente reativo, em H,O, (Sinha et al.,
2013; Kowaltowski et al.,2009). A conversdo de O,  para uma molécula mais
estavel, H,O,, é realizada por duas isoformas de SOD, que estdo localizadas em
compartimentos diferentes no interior da mitocéndria. A Mn-SOD é responsavel por
essa conversdo na MM, enquanto que, a Zn-SOD desempenha sua fung¢ao no EIM
(Kowaltowski et al.,2009).

O H,0, na presenca de metais de transicdo, como o Fe, gera o OH,
considerada a ROS mais reativa, propiciando a peroxidacdo de lipideos e a
formacao de aldeidos reativos como o 4- hidroxi-trans-2-noneal (4-HNE) (Shimuzu et

al., 2012). O H,0, possui elevada permeabilidade, podendo se difundir pelo
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citoplasma celular e ser removido pela catalase, pelos sistemas glutationa
peroxidase/glutationa e tioredoxina redutase peroxidase/tiorredoxina (Kowaltowski et
al.,2009).

Outra estratégia antioxidante é o retorno controlado de H* do espaco
intermembranar para a MM, sem a sintese de ATP, formando uma baixa taxa de
desacoplamento mitocondrial, o que diminui a for¢ca eletromotriz e, por
consequéncia, a producdo de ROS (Mailloux et al.,, 2012; Azzu et al., 2010;
Kowaltowski et al.,2009). Além disso, os H* que retornam para a MM participam da
neutralizacdo das ROS, com a consequente formacao de agua. Esse retorno ocorre
através das UCPs, que tem seu conteudo aumentado em resposta a elevacédo da
sintese de ROS (Azzu et al., 2010; Enochosson et al.; 2009).

Diversos estudos apontam o coativador 1 alfa do receptor ativado por
proliferadores de peroxissoma gama (PGC-1a), um coativador transcricional
envolvido em diversos processos metabdlicos, como, por exemplo, a biogénese
mitocondrial e o metabolismo de carboidratos e acidos graxos, como um regulador
dos niveis de ROS (Liang e Ward, 2006; Austin e St-Pierre, 2012). A
superexpressao de PGC-1a foi relacionada, em estudos anteriores, com a elevagéao
da transcricdo de proteinas antioxidantes como MnSOD e a UCP-2 (Valle et al.,
2005; St-Pierre et al., 2006).

Disfungcdo mitocondrial e colestase hepética.

A ligadura do ducto biliar (LDB) é um modelo experimental bem conhecido
gue consiste na interrupcéao do fluxo biliar e na retencédo de bile toxica no figado,
processo denominado colestase, que é responsavel por alteracdes bioquimicas e
estruturais severas no figado (Carvalho et al., 2010).

A mitocondria esta relacionada a esse processo patoldgico, visto que, a
disfuncéo mitocondrial pode ser observada através da perturbacdo do metabolismo
energético com a reducdo da oxidacdo de acidos graxos e a formacédo de corpos
cetbnicos (Arduini et al, 2012; Lang et al, 2002). Essa alteracdo do metabolismo
mitocondrial € agravada pelo recrutamento de células inflamatdrias, ativagdo de

fatores pro-apoptéticos e pela morte celular (Arduini et al, 2012).
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Os acidos biliares, devido a hidrofobicidade de seus componentes, possuem
tendéncia a citotoxidade (Rolo et al, 2000). O CDCA (acido quenodesoxicolico) e
LCA (&cido litocolico) sdo capazes de se incorporar a membrana mitocondrial, com
reducdo da concentracdo de fosfolipidios, acarretando em alteracdes na fluidez da
membrana e em seu potencial. Esse novo perfil da membrana acarreta, ainda,
reducdo da sintese de ATP, aumento da producédo de ROS e elevacdo da morte
celular (esquema 8) (Arduini et al, 2012).

O acumulo de sais biliares afeta a bioenergética mitocondrial, prejudicando a
atividade de complexos da cadeia transportadora de elétrons (Arduini et al., 2012;
Krahenbuhl et al., 1994). Diferentes estudos ja demonstraram que a incubacéo in
vitro de mitocondrias isoladas com os acidos biliares acarreta diminuicdo da
respiracdo mitocondrial maxima estimulada por ADP (estado 3), dado também
demonstrado em modelo experimental de colestase (Rolo et al., 2000). Além disso,
os &cidos biliares parecem exercer um efeito direto na respiracdo desacoplada da
producdo de ATP (estado 4), sugerindo que esses componentes modulam
diretamente a atividade das UCPs presentes na Ml da mitocondria. Dados da
literatura demonstram que os acidos biliares causam o aumento de UCP2 no figado
ao nivel transcricional ja aos 4 e 8 dias apds a LDB em ratos (Enochsson et al.,
2010).
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Esquema 8 - Alteracdes promovidas pelo acumulo de sais biliares no parénquima

hepatico.
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Fonte: Adaptado de Arduini et al.,2012.

As regulacdes, a nivel celular, da funcdo e da massa mitocondrial sdo de
suma importancia para seu papel vital na producdo de energia e sinalizacdo. O
processo ativo da biogénese mitocondrial precisa atender a demanda energética
especifica da célula e é coordenado através da atividade de diversos fatores de
transcricdo ao nivel nuclear, sendo um dos mais relevantes o PGC-1a (Scarpulla,
2002). Essa proteina promove a transcricdo do fator de transcricdo mitocondrial A
(TFAM), que controla a replicacdo do mtDNA (Falkenberg et al., 2002; Litonin et al.,
2010). A disfuncdo mitocondrial ndo € acompanhada da biogénese mitocondrial
adequada, visto que, em murinos com colestase houve reducdo de PGC-1a apos 3
dias da LDB (Tiao et al., 2009).

As mitocondrias ndo funcionais sdo importantes fontes de ROS, que
promovem o recrutamento e a ativacdo de células inflamatorias, inclusive das
células de Kupffer. Essas séo responsaveis pela producdo de citocinas pro-
fibrogénicas como o TGF-f, IL-1, TNF-a e IL-6 (Byun e Joeng, 2011 e Kupai et al,

2010), as quais induzem a apoptose em células do parénquima (Mishra et al, 2011).
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Além disso, o TGF- age diretamente sobre as células estrelada hepatica,
ativando-as e promovendo a producdo de matriz extracelular (Alison et al., 2009)
que, ao se depositar no espaco perissinusoidal, dificulta o transito de nutrientes e
oxigénio para os hepatdécitos. Isso leva a apoptose dessas células (Forbes e Parola,

2011) e culminando no processo patologico da fibrose hepatica.



32

1 OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo geral investigar os efeitos do
transplante de células mononucleares de medula 6ssea (CMMO) sobre a
bioenergética mitocondrial hepéatica em ratos com fibrose hepatica induzida por

ligadura de ducto biliar.

Objetivos especificos:

1. Analisar a bioenergética mitocondrial a partir da oxidacdo de carboidratos e
acidos graxos no figado de ratos com fibrose hepatica ap6s o transplante de
CMMO, por respirometria de alta-resolucéo.

2. Analisar o desacoplamento e biogénese mitocondrial no figado de ratos com
fibrose hepéatica apdés o transplante de CMMO, por respirometria de alta-
resolucéo e western blotting.

3. Analisar a ultraestrutura mitocondrial no figado de ratos com fibrose hepatica

apos o transplante de CMMO, por microscopia eletrdnica de transmissao.
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2 METODOLOGIA

2.1 Grupos experimentais

Os animais foram mantidos sob condi¢Ges padréao, de temperatura (21+1°C)
e umidade controladas (60+10%), em ambiente submetido a ciclos de 12 horas de
claro e escuro e ciclo de exaustdo de ar (15 min/hora) em caixas de
polipropileno. Todos os procedimentos experimentais serdo realizados de acordo
com as normas institucionais de cuidado e uso de animais de laboratério (n°
protocolo comité de ética UERJ- 239/2008). Os grupos experimentais foram
compostos por 32 ratos Wistar machos de trés meses de idade com 2509, sendo
eles distribuidos em grupos com numero amostral de oito (esquema 9). Os grupos
analisados foram:
Grupo controle - Ratos Normais
Grupo com fibrose 14 dias (F14d)- submetidos a ligadura de ducto biliar (LDB) e
eutanasiados apos 14 dias (A).
Grupo com fibrose 21 dias (F21d)- submetidos a LDB e eutanasiados apo6s 21 dias
(B).
Grupo com fibrose 14 dias + 7 dias de CMMO (F14d+7dCMMO)- submetidos a LDB
e apo6s 14 dias receberam um transplante de CMMO sendo eutanasiados no sétimo
dia depois do transplante (C).



Esquema 9 - Grupos experimentais.
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Grupo com fibrose 14 dias e fibrose 21 dias

Grupo com fibrose de 14 dias + 7 dias de CMMO

i

“s
Dias i ‘\ , A
0 14 LDB
Eutanasia
Dias } ‘\ } B
21
0 . Eutanasia LDB

; e 0 7 Transplante de CMMO
Dias J‘ ‘I 1
0 14 21 C
Eutanasia LB

Legenda: Ratos Wistar machos de trés meses de idade foram utilizados para formar seguintes
grupos: Normal (néo citado no esquema), F14d (A), F21d (B) e F14d+ 7d CMMO (C).

Fonte: O autor, 2014.

2.2 Ligadura de ducto biliar (LDB)

Ratos Wistar machos de trés meses de idade foram submetidos a ligadura de

ducto biliar. Esses foram submetidos a anestesia inalatéria com halotano e, apés a

assepsia da regido abdominal foi realizada incisdo e exposicdo do peritbnio

(esquema 10- A e B).

A alca duodenal foi tragcada e o ducto biliar foi localizado

(esquema 10- C e D). Com o auxilio de pincas foram realizadas duas ligaduras

seguidas de corte no ducto (esquema 10- D e E). As paredes peritoneal e abdominal

foram suturadas (esquema 10- F).



35

Esquema 10 - Procedimento cirdrgico de inducéo da fibrose hepatica por ligadura de

ducto biliar.

Fonte: Carvalho, S.N., 2011.

2.3 Analise da fluorescéncia das células do sangue periférico de ratos Wistar
GFP+

Animais sadio, de colbnia propria e mantidos sobre as mesma condi¢cfes
descritas acima, foram submetidos & anestesia inalatéria por haloteno e
devidamente identificados por sistema de cores. Foram utilizados trés eppendorfs,
trés tubos falcon de 15 mL e trés tubos de citometria para cada animal, sendo os
mesmos identificados por cor. Realizou-se um corte na ponta da cauda do animal,
apos assepsia local com alcool iodado. Cerca de 200ul de sangue foram transferidos
para os eppendorfs previamente heparinizados. O sangue coletado foi mantido

sobre o gelo e posteriormente centrifugado por 10 minutos a 2000 RPM. O plasma e
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o anel de eritrécitos foram coletados e ressuspensos em 3mL de PBS. A amostra foi,
entdo, depositada cuidadosamente sobre 3mL de ficoll hypaque (1077; Sigma) e
centrifugada por 10 minutos a 2000 RPM. O anel de CMMO foi coletado e
ressuspenso em 12mL de PBS, e, em seguida, centrifugada por 10 minutos a 2000
RPM. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 600ul de PBS
estéril, pH 7,2. Essas amostras foram levadas ao citdmetro de fluxo C6 (BD Accuri).
Somente os animais com 80% de fluorescéncia foram selecionados para serem
doadores de CMMO.

2.4 Isolamento de células mononucleares de medula 6ssea de ratos Wistar
GFP*

Ratos Wistar machos GFP™ de trés meses, sadios, foram eutanasiados em
camara de CO,. Apo0s tricotomia e assepsia, os fémures e as tibias foram retirados
e transportados para um fluxo laminar onde foi realizada a disseccdo dos musculos
(esquema 11- A). As epifises foram cortadas e a medula 6ssea foi exposta
(esquema 11- B).

Os ossos foram canulados com uma seringa contendo meio de cultura
(DMEM- Sigma) (esquema 11- C). O émbolo da seringa foi pressionado e 0s
componentes da medula foram carreados para o interior de um tubo falcon. As
células foram submetidas ao gradiente de centrifugacdo conferido pelo ficoll
hypaque (1077; Sigma), gerando um anel de células (esquema 11- D).

As células foram lavadas, contadas e coradas com azul de tripan para
verificacdo da viabilidade celular. O contetido celular correspondente a 1x10” CMMO
GFP+ foram ressuspendidas em 1mL de PBS estéril (esquema 11- E) e injetadas na

veia jugular de ratos com 14 dias de fibrose hepatica.
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Esquema 11 — Isolamento de células mononucleares de medula 0ssea de ratos
GFP+.

1x 107 células GFP*

-~

Fonte: O autor, 2014.

2.5 Andlise do enxerto de CMMO GFP+ em animais com fibrose hepatica

Os fragmentos do tecido hepatico foram macerados com bisturi, sendo
submetidos, em seguida, a agitacdo com solucdo de colagenase tipo | (Sigma
Aldrish) acrescida de EGTA por 5 minutos. As células dissociadas foram recolhidas
e lavadas com DMEM puro. A suspensao de células foi, entdo, centrifugada por 8
minutos a 1500 rpm. O pellet foi ressuspenso em 3 mL de PBS estéril e filtrado com
o auxilio do Cell Strainer. Uma aliquota de 1 mL de células foi levada ao citbmetro de
fluxo C6 (BD Accuri) para rastreamento de células GFP”, no figado de ratos Wistar

com 14 dias de fibrose hepatica apés o transplante de CMMO GFP”.
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2.6 Respirometria de alta-resolugéao

Os animais foram sacrificados em camara de CO,. Realizou-se a assepsia
da parede peritonial e abdominal. Apos localizagdo do externo, dissecou-se o animal
até a exposicdo do figado. O tecido hepatico obtido foi permeabilizado. Um
fragmento de 30 a 40mg do figado foi retirado de cada animal e imediatamente
colocado em placa de Petri contendo meio de respiragdo (MIR0O5, em mM: EGTA
0.5, MgCI2 3.0, K-MES 60, taurina 20, K2HPO4 10, HEPES 20, Sacarose 110 e BSA
1g/L, pH 7.1 ajustado a 25°C) gelado. O fragmento foi separado em 4 a 6 porcdes
pesando 2 a 7mg (aproximadamente 1 a 2mm de diametro). Em seguida, realizou-se
a permeabilizacdo mecanica utilizando pingcas microcirurgicas, até que o diametro da
amostra fosse aumentado em torno de 2x e a coloracdo se alterado de marrom-
escuro para marrom-claro. Apds, as amostras foram lavadas em MIR05 por 2min
sob agitacdo constante.

Apbs a permeabilizacdo, as amostras foram pesadas em balanca analitica e
aproximadamente 5mg de tecido foram adicionados a camara do oxigrafo
OROBOROS® Oxygraph-2k (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) contendo
2ml de MIR05 a 37°C. Todas as analises foram realizadas em concentracfes de O,
superiores a 400 nmol O2.ml-1. As taxas de consumo de oxigénio foram expressas
como pmol de O,.s .mg de peso imido™. O estudo foi realizado com dois grupos de
substratos independentes em cada camara: (camara A, em mM) glutamato 10,
malato 2 e succinato 10, para a analise da oxidacdo de carboidratos que fornecem
elétrons para o complexo | e Il, respectivamente, e (camara B, em mM) palmitoil-
carnitina 0.02 e malato 2, para a analise da oxidacdo de acidos graxos gerando
elétrons para o complexo I. Os parametros respiratérios foram definidos como: taxa
respiratdria maxima estimulada por ADP (5 mM), (estado 3), e taxa respiratéria na
auséncia de fosforilacdo de ADP, ap6s a adicdo de oligomicina que atua como
inibidor da ATP sintase (2 ug/ml), (estado 4). Para examinar a integridade
mitocondrial através de todas as preparacbes, a respiracdo foi mensurada em

presenca de 10uM de citocromo c.
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2.7 Andlise do contetdo de UCP-2, PGC-1a, Colageno | e 4- HNE por western
blotting

Apés o sacrificio, amostras dos figados dos animais foram congeladas
imediatamente em nitrogénio liquido para posterior analise do contetudo proteico
através da técnica de western blotting. O material foi picotado e em seguida
homogeneizado em solucao de lise gelada (em mmol: HEPES 30 pH 7,4, Na4P207
50, NaF 100, EDTA 1, Na3vO4 10, Triton X-100 1%,) contendo coquetel de
inibidores (Complete, EDTA-Free, Roche Diagnostic®), por trituracdo manual com o
homogeneizador potter-Elvhejam® até tornar-se liquido.

O homogeneizado foi colocado em repouso no gelo por 40 minutos. Em
seguida, foi centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos, a 4°C e o sobrenadante foi
coletado e congelado a -70°C. A concentracdo de proteinas totais foi determinada
pelo método colorimétrico de deteccao através do Kit Pierce® BCA Protein Assay
(Thermo Scientific USA, Rockford, IL). Em seguida, as amostras foram fervidas por 3
minutos com 20% de solugcédo tampéao (glicerol 10%, 2-B-mercaptoetanol 5%, SDS
10% NaOH 10N e azul de bromofenol 0,0001%) a 100°C, para desnaturacdo das
proteinas.

As proteinas totais (30ug de proteina) foram aplicadas no gel de
poliacrilamida de 12% (acrilamida 30%, bis-acrilamida 1,6%, APS 10%, TEMED,
SDS 0,4 %, Tris 1,5 M) juntamente com o padrdo de peso molecular para proteinas
de 12/250 KDA (GE-Healthcare Life Sciences®) e submetidas a eletroforese SDS-
PAGE em cuba de eletroforese (Hoefer MiGOty Small®).

Apoés a separacdo das proteinas de acordo com seu peso molecular, estas
foram transferidas para uma membrana PVDF (Hybond-P, Amersham Pharmacia
Biotech®), utilizando o sistema semi-dry (Bio-RAD®, EUA). Posteriormente, as
membranas foram incubadas em solucao de bloqueio Tween-TBS (NaCl 0,5M, Tris-
HCI 20mM, pH 7,5, Tween-20 0,05%) contendo 5% de leite desnatado e, em
seguida, incubadas com os anticorpos primarios anti-UCP2 obtido em cabra (Santa
Cruz), anti-PGC-1a obtido em cabra (Santa Cruz), anti-colageno tipo | obtido em

cabra (Santa Cruz), anti-4-HNE obtido em camundongo (Abcam) e anti-Actina obtido
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em coelho (Sigma-Aldrich) todos a uma diluicdo de 1:1000, overnight a 4°C. Apdés as
lavagens com T-TBS, as membranas foram incubadas com os anticorpos
secundarios biotinilados especificos, seguido de estreptavidina-peroxidase (HRP)
(Invitrogen), ambos a uma diluicdo 1:5000 por 1h.

Finalmente, as membranas foram novamente lavadas em T-TBS e as
bandas imunomarcadas foram reveladas utilizando um kit de ECL PLUS (Amersham
Biosciences). A quimioluminescéncia foi detectada pelo sistema ChemiDoc MP (Bio
Rad). As bandas obtidas foram quantificadas por densitometria, seguida de correcao

pelo controle enddgeno (Actina), utilizando o software Image J (NIH, USA).

2.8 Ultraestrutura mitocondrial em hepatocitos

Os fragmentos de figado foram fixados em glutaraldeido 2,5% em tampao
cacodilato 0,1M, pH 7,4 por 72 horas. O material foi lavado trés vezes com tampéo
cacodilato por 10 minutos e, em seguida, pos-fixado por 30 minutos com tetréxido de
O0smio (Os04) a 1 % em solucdo de tampéao cacodilato 0,1M, ferricianeto de potassio
0,8%, e CaCl, 5%. Apds, os fragmentos foram lavados com tampé&o cacodilato 0,1M
por 3 vezes de 10 minutos cada. A desidratacéo foi realizada em série crescente de
acetona: acetona 30%, acetona 50%, acetona 70%, acetona 90% e duas lavagens
com acetona 100%, por 30 minutos cada. Em seguida, os fragmentos foram
submetidos a banhos de infiltracdo com epon nas seguintes propor¢cdes: 2 acetona
100%: 1 Epon (12 horas com o vidro fechado); 1 acetona 100% : 1 Epon (overnigth);
1 acetona 100%: 2 Epon (12 horas com o vidro fechado); primeiro banho puro de
epon (24 horas na geladeira); e segundo banho de epon puro (24 horas). Nas
tltimas 6 horas, os vidros foram mantidos abertos na capela. Apds, o material foi
incluido em epon e posto para polimerizar em estufa a 60°C por 48 horas. Os cortes
ultrafinos foram obtidos em ultramicrétomo, recolhidos em grades de cobre,
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e posteriormente
observados ao microscopio eletrénico (CARL ZEISS TEM 906; JEOL JEM 1011).
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2.9 Anédlise estatistica

Os dados foram apresentados em média + erro padrdo da média. As analises
estatisticas foram realisadas por analise de variancia (ANOVA) one-way com pos-
teste de Holm-Sidak. Em todos os casos o nivel de significancia P<0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.
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3 RESULTADOS

3.1 Oxidacdo de carboidratos e &cidos graxos por respirometria de alta

resolucéo

Ratos com fibrose hepatica induzida por ligadura do ducto biliar apos 14
(F14d) e 21 dias (F21d) apresentaram reducgéo na capacidade de oxidagao tanto de
carboidratos como de acidos graxos, evidenciado pela reducéo significativa da taxa
respiratdria maxima estimulada por ADP (Estado 3), comparado ao grupo controle
(Tabela 1). Entretanto, o transplante de CMMO em ratos com fibrose hepatica
(F14d+CMMO7d) foi capaz de restaurar a funcdo mitocondrial desses animais,
aumentando a taxa respiratoria a niveis semelhantes ao grupo controle (Figuras 1A
e 1B).

A razao do controle respiratério (RCR, razédo Estado 3/ Estado 4), indicativa
do acoplamento mitocondrial, diminuiu significativamente nos grupos F14d e F21d,
demonstrando menor eficiéncia mitocondrial na producdo de ATP quando
comparados ao grupo controle (Tabela 1). Entretanto, o grupo F14d+CMMO7d
apresentou RCR significativamente maior, indicando restauragdo do acoplamento
mitocondrial (Figuras 1 C e 1D).

Tabela 1 - Taxa respiratoria do Estado 3 e RCR.

| Controle | Fl4d |  F21d | F14d+7d CMMO

Oxidacao de carboidratos

Estado 3

Cl+ll 58,0545,16 37,30+2,16 37,72+1,65 | 59,54+5,70

RCR 2,007+0,18 1,017+0,03 0,9748+0,05 | 1,692+0,20
Oxidacédo de acidos graxos

Estado 3 36,08+1,27 27,85+1,22 24,9242 02 | 33,64+2,36

RCR 1,657+0,06 1,226+0,04 1,075+0,04 | 1,537+0,08

Legenda: Os valores representam a média £+ EPM (N=8 por grupo).
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Figura 1 - Respirometria de alta resolugéo de figado de ratos Wistar.
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Legenda: (A) Taxa respiratéria maxima estimulada por ADP (Estado 3) com substratos relacionados a
oxidacdo de carboidratos (CHO). (B) Taxa respiratéria maxima estimulada por ADP
(Estado 3) com substratos relacionados a oxidagdo de acidos graxos. (C e D) Razéo do
controle respiratério (RCR), calculada como a razdo Estado 3/Estado 4 na oxidagdo de
CHO e &cidos graxos, respectivamente. Os dados sdo expressos como média + EPM.

a” representa diferenga significativa comparado ao grupo controle, “b” representa
diferenca significativa comparado ao grupo F14d+ 7d CMMO, com p«< 0,05. N= 8/grupo .
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3.2 Expresséao de UCP2, PGC-1a, colageno | e 4-HNE por Western Blotting

O conteudo de UCP2, indicativo de desacoplamento mitocondrial,
apresentou-se significativamente aumentado no grupo F21d (1,51+0,22) em relacéo
ao grupo controle (0,99+0,04), com consequente diminuicdo apds o transplante no
grupo F14d+CMMO7d (0,75+0,08) (Figura 2 A).

Com relacdo ao contetdo do cofator de biogénese mitocondrial, PGC- 1a, os
resultados demonstraram reducéo significativa no grupo F21d (0,99+0,08) em
relacdo ao grupo controle (1,370+0,070) e posterior aumento no grupo
F14d+CMMO7d (1,53+0,19) (figura 2 B).

A andlise do conteado de 4-HNE, indicativo de peroxidagdo lipidica,
evidenciou aumento significativo no grupo F14d (1,476+0,055) em relacdo ao grupo
controle (1,038+0,049). No grupo F14d+CMMO7d (0,888%0,118) houve a reducao
significativa em relagéo aos grupo F14d e F21d (1,288+0,078) (figura 2C).

Quanto ao conteudo de colageno tipo |, o grupo F21d apresentou aumento
significativo (1,354+0,1166) em relacdo ao grupo controle (0,8853+ 0,07521), com
reducao significativa no grupo F14d+CMMO7d (0,7140 + 0,04971) (figura 2D).
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Figura 2 - Analise por western blotting do contetdo total de (A) UCP2, (B) PGC-1a
(C) 4- HNE e (D) Colageno tipo I no figado de ratos Wistar.
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Legenda: Os dados sdo expressos como média + EPM. “a” representa diferenga significativa
comparado ao grupo controle, “b” representa diferenga significativa comparado ao grupo
F14d+7d CMMO, com p«< 0,05. N= 8/grupo.



46

3.3 Anédlise ultraestrutural

A analise ultraestrutural das mitocondrias de hepatécitos do grupo controle
demonstrou mitocdndrias com as duas membranas, interna e externa, preservadas e
matriz mitocondrial eletrodensa, indicativos de integridade mitocondrial. J& a andlise
do grupo F14d indicou perda da eletrodensidade da matriz mitocondrial, além da
perda da integridade da membrana mitocondrial, apontando dano mitocondrial. As
mitocondrias analisadas no grupo F21d também apresentaram perda da integridade
das membranas mitocondriais, com rompimento das mesmas e extravasamento de
contetdo da matriz mitocondrial para o citoplasma. Apds o transplante de CMMO, os
hepatécitos apresentaram recuperacdo da integridade das membranas
mitocondriais, porém, com recuperacdo parcial da eletrodensidade da matriz

mitocondrial (Figura 3).
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Figura 3: Analise ultraestrutural de mitocondrias hepéticas.
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Legenda: No grupo controle (A) (20000X; 60000X), a andlise mitocondrial indicou matriz mitocondrial
eletrodensa e membrana mitocondrial preservada. Os hepatécitos do grupo F14d (B) (25000X;
80000X) apresentaram perda da integridade mitocondrial e MM mais eletroliscida (seta), esse padrédo
se repetiu no grupo F21d (C) (21560X; 60000X) (asterisco). Entretanto, apds o transplante com
CMMO (D) (25000X; 80000X) houve a recuperacéo da integridade da membrana mitocondrial

(cabeca de seta).
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3.4 Anélise do enxerto de CMMO GFP+ em animais com fibrose hepéatica

O resultado da andlise das células GFP™, por citometria de fluxo, no figado de
ratos com fibrose hepética de 14 dias que receberam transplante de CMMO e foram
eutanasiados 7 dias depois (F14d+7dCMMO), indicou 5,25 % de células GFP”

demonstrando o sucesso do enxerto das CMMO transplantadas.
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4 DISCUSSAO.

Estudos anteriores do nosso grupo demonstraram que o transplante de
CMMO promove a apoptose das células estreladas hepéticas (CEH) e eleva a
producdo de MMPs, contribuindo, assim, para a reducdo da fibrose hepatica em
ratos com ligadura do ducto biliar (Carvalho et al., 2013; Carvalho et al., 2013).
Corroborando esses trabalhos anteriores, nossos dados demonstraram que 0
transplante de CMMO reduziu significativamente o conteddo de colageno | no figado
com fibrose. Sabe-se que a fibrose hepatica é caracterizada pela deposicao
exacerbada de MEC, sendo o colageno do tipo | um dos principais componentes
dessa matriz alterada. O processo inflamatorio crénico decorrente da retencdo de
sais biliares no parénquima hepatico promove a ativacao de células inflamatdrias,
apoptose de hepatocitos e a producao de ROS, contribuindo para a ativacdo de
CEH, principal célula fibrogénica (Arduini et al., 2012).

Buscando compreender melhor os mecanismos pelos quais o transplante de
CMMO contribui para a resolucdo da fibrose e restauracdo da funcédo hepética no
figado com fibrose hepatica induzida por ligadura de ducto biliar (LDB), analisamos,
pela primeira vez, os efeitos do transplante de CMMO sobre as alteragbes
ultraestruturais, bioquimicas e fisioldgicas das mitocdndrias. As mitocondrias
desempenham diversas funcdes. Além de fornecer ATP, sdo fundamentais na
biossintese de aminoacidos ndo essenciais, de hormoénios e de precursores de DNA,
e, também tem participacdo nas vias de sinalizacdo de morte e sobrevivéncia
celular. Por conseguinte, a disfuncdo mitocondrial pode ser manifestada de
diferentes formas e estar presente em diferentes processos patoldgicos agudos e
cronicos, tais como: diabetes, cardiomiopatias, insuficiéncia renal e a fibrose
hepatica (Jones & Roede, 2010; Mitchell et al., 2009, Arduini et al., 2012).

A modificagcdo da membrana mitocondrial, resultado da incorporacao de
componentes hidrofobicos téxicos dos sais biliares retidos no paréngquima hepatico
devido a LDB, promovem alteracées no metabolismo mitocondrial, como reducéo da
B-oxidacdo, da sintese de corpos cetdnicos e, por fim, deplecdo energética pela
diminuicdo da sintese de ATP (Lang et al., 2001; Arduini et al., 2011; Rolo et al.,
2000). Nossos resultados demonstraram que o transplante de CMMO elevou

significativamente a taxa respiratoria maxima estimulada por ADP, na oxidacéo de



50

carboidratos e de acidos graxos no figado com fibrose. Além da reducdo da
capacidade oxidativa mitocondrial nos animais com fibrose hepatica, nossos
resultados também demonstraram reducdo do conteudo de PGC-1a, indicador da
biogénese mitocondrial. Este, por sua vez, ativa a expressdo de NRF-1 e NRF-2, os
quais regulam a expressdo do TFAM, que se liga aos sitios regulatérios do mtDNA,
regulando a biogénese mitocondrial. A reducdo da expressao de PGC-1a em ratos é
acompanhada pela menor capacidade de oxidar acidos graxos (Fink e Kelly, 2006).
Porém, a reducdo da funcdo mitocondrial, normalmente, leva ao aumento da
biogénese mitocondrial, como tentativa de compensacdo funcional (Taio et al.,
2009). Entretanto, em situacdes de lesdes cronicas, a biogénese mitocondrial reduz
significativamente (Scarpulla, 2002; Liang e Ward, 2006; Austin e St-Pierre, 2012),
como ocorreu ho grupo F21d deste estudo. Apés o transplante de CMMO, pudemos
observar os efeitos positivos sobre a biogénese mitocondrial, demonstrado pelo
aumento do conteiddo de PGC-1a, assim como observamos para a funcao
mitocondrial. O PGC-1a tem papel central no controle do estresse oxidativo, pois
controla expressao das enzimas antioxidantes. Assim, seu aumento eleva a funcao
mitocondrial e reduz o acumulo de ROS, assegurando impacto global positivo sobre
0 metabolismo oxidativo (Austin e St-Pierre, 2012), corroborando nossos dados.

Nossos resultados também demonstraram que o transplante de CMMO foi
capaz de reduzir significativamente o desacoplamento mitocondrial, indicado, tanto
pelo aumento do RCR, como pela diminui¢do do conteudo de UCP2. Sabe-se que o
retorno de prétons do espaco intermembranar de volta para a matriz mitocondrial,
através de UCPs, fisiologicamente, contribui para a neutralizacdo de ROS geradas
naturalmente pela FOX. Em condicBes de estresse oxidativo, compativel com o
processo inflamatério crbénico, onde ocorre elevacdo da sintese de ROS, ha o
aumento do contetido de UCPs, com elevacdo do escoamento de H*, sendo esta
uma estratégia antioxidante, pois reduz a forca protomotora, limitando a producéo de
ROS ao custo da deplecédo da sintese de ATP (Mailloux et al., 2012; Azzu et al.,
2010; Enochosson et al.; 2009; Naik e Dixit, 2011).

Nosso estudo também demonstrou a reducao significativa do contetudo de 4-
HNE, produto da peroxidacao lipidica, apés o transplante de CMMO. Durante a
fiborose hepatica ocorre a elevacdo da producdo de ROS, tanto pelas células
inflamatorias quanto pelos hepatécitos lesionados. No figado com fibrose, as ROS,

principalmente o OH", séo responsaveis pela producao de peroxidacéo de lipidios da
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membrana plasmatica alterando-a de maneira irreversivel, ocasionando a destrui¢céo
de hepatdcitos. O 4-HNE apresenta diversas atividades bioldgicas, participando do
recrutamento de neutrofilos, além de ser um indicador indireto das ROS. Ele também
esta associado a ativacdo de CEH (Parola et al., 1998). O H,0, participa da ativacao
de vias AP-1 e NFXB envolvidos no processo inflamatério e no estresse oxidativo,
chaves para a progressao da fibrose hepatica (Shimuzu et al.,, 2012). Assim, a
reducdo do conteudo de 4-HNE apds o transplante de CMMO no figado com fibrose
€ um importante indicador da reducdo do estresse oxidativo, essencial para
progressdo da fibrose hepatica. Além disso, o 4-HNE reduz a producéo de IL-6 pela
CK, podendo afetar na regeneracdo hepdtica, visto que, a IL-6 promove a
mitogénese em hepatdcitos pela via STAT3 (Cong et al.; 2012; Yamaguchi et al.;
2011; Luckey et al.;2002). Portanto, a reducdo do conteado que 4-HNE, nédo
somente indica a reducdo do estresse oxidativo, mas também, aponta um possivel
mecanismo para o aumento da proliferacdo de células hepaticas discutido pelo
grupo em trabalhos anteriores (Carvalho et al.; 2013).

Assim, a elevacdo da capacidade de oxidacdo de carboidratos e acidos
graxos, da biogénese mitocondrial e a diminuicdo do desacoplamento mitocondrial
que ocorreram apds o enxerto de 5,25% das CMMO transplantadas, e indicam a
recuperacdo do metabolismo energético mitocondrial hepéatico e a contribuicdo
dessas células para a restauracdo da funcdo mitocondrial e melhora do quadro de
estresse oxidativo, apontando para a reducdo do processo inflamatério. Isso pode
ser explicado pelo efeito paracrino promovido por essas células, que liberam
citocinas e fatores antiinflamatérios, como IL-10, capazes de bloquear a sintese de
citocinas inflamatérias por macréfagos, com efeitos antifibréticos (Wynn e Barron,
2010; Zheng et al. 2013; Shen et al., 2000; Cong et al., 2012).

A funcdo mitocondrial de hepatécitos pode ser alterada por drogas que
interferem na oxidacdo de &cidos graxos e promovem disturbios na ultraestrutura
mitocondrial com matriz eletroliscida (Vickers, 2009). A analise ultraestrutural das
mitocOndrias de hepatdcitos demonstrou destruicdo da ultraestrutura mitocondrial
nos grupos F14d e F21d, com perda da integridade da membrana mitocondrial.
Essas alteracdes podem ser explicadas pela alteracdo dos componentes da
membrana mitocondrial, ja que h& integracdo de componentes hidrofébicos dos sais
biliares a membrana com consequente perda de fosfolipidios (Arduini et al.; 2012).

Além disso, a matriz mitocondrial nesses grupos apresentou-se eletroluscente e
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pouco preservada, condizente com resultados acima apresentados e representativos
de disfuncdo mitocondrial. Entretanto, ap6s o transplante de CMMO houve
recuperacdo da integridade da ultraestrutura mitocondrial, corroborando a

recuperacao fisioldgica observada.
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CONCLUSAO

Com base nos nossos resultados, podemos concluir que o transplante de
CMMO é capaz de promover a restauracdo do metabolismo energético e da
ultraestrutura mitocondrial no figado de ratos com fibrose hepatica induzida por
ligadura de ducto biliar, contribuindo para a resolucéo da fibrose e reestabelecimento

da funcao hepatica.
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Abstract

Mitochondrial dysfunction has been associated with liver cholestatis. Toxic bile salt accumulation
leads to chronic mjury with mitochondrnial damage, ROS increase and apoptosis. resulting in liver
dysfunction. This study aimed to analyze mitochondrial bioenergetics in rats with hepatic fibrosis induced
by bile duct ligation (BDL) after BMMNC transplantation. Livers were collected from normal rats,
fibrotic rats after 14 and 21 days of BDL (F14d and F21d) and rats that received BMMNC at 14 days of
BDL. analvzed after 7 days. F21d demonstrated increased collagen I content and consequently decrease
after BMMNC fransplantation. Both F14d and F21d had significantly reduced mitochondrial oxidation
capacity and increased mitochondrial uncoupling, which were restored to levels similar to those of normal
group after BMMNC transplantation. In addition, F21d had a significantly increase of UCP2, and reduced
PGC-1la content. However, after BMMNC transplantation both proteins returned to levels similar to
normal group. Moreover, F14d had a significantly increase in 4-HNE content compared to normal
group, but after BMMNC transplantation 4-HNE content significantly reduced, suggesting oxidative
stress reduction. Therefore, BMMINC transplantation has a positive effect on hepatic mitochondrial
bicenergetics of cholestatic rats. increasing oxidative capacity and reducing oxidative stress, which, m

turn. contribute to liver function recover.

Kevwords: liver fibrosis, cholestasis. mitochondrial bionergetics, mitochondria, bone marrow

mononuclear cells.
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Introduction

Liver fibrosis 1s characterized by fibrogenesis dysregulation as a chronic inflammatory process
leading fo extracellular matrix accumulation and hepatic architecture disruption (Veidal ef al., 2010;
Mallat & Lotersztajn, 2013). Bile duct ligation (BDL), a experimental model of cholestasis, causes toxic
bile retention in the liver with severe biochemical and structural changes (Carvalho ef al , 2010; Lin ef al.,
2012), in which the overall mitochondrial fonction is impaired, resulting in 3 marked metabolic disorder,
characterized by reduced carbohydrate and fatty acid oxidation. Therefore, mitochondria are relevant
organelles in hepatic cholestasis, involved in different stages of the disease progression (Grattagliano ef
al_, 2011; Arduini ef al . 2011).

During cholestasis onset, the hydrophobicity of bile acids components plays a key role in the
cytotoxic action on hepatocytes (Attili ef al., 1986; Malhi ef al., 2006). Some of the adverse effects could
be related to the disturbance of the mitochondrial membrane, changing its fluidity and potential. and also
mecreasing reactive oxygen species (ROS) preduction and apoptosis (Krahenbuhl ef al., 1994; Lang ef al..
2001; Fang ef al., 2004; Arduini ef al., 2012). Tn vitre incubation of mitochondria with bile acids
decreased mitochondrial exidation capacity. as also demonstrated in vive (Koyama ef al.. 1980; Rolo ef
al., 2000). In addition. bile acids exert a direct effect on mitochondrial uncoupled respiration, modulating
uncoupling proteins (UCP), presented in the inner mitochondrial membrane (Enochsson ef al., 2010).

Mitochondrial mass and function need fo be regulated due to its wvital role in energy production,
metabolism and signaling. The active process of mitochondrial is coordinated through several
transcription factors, and the peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator 1 alpha (PGC-1a) is
one of the most important, promoting the transcription of mitochondrial transcription factor A (TFAM)
that controls mitochondrial DNA replication (Falkenberg ef al.. 2002; Scarpulla. 2002; Lifonin et al.
2010). BDL reduces TFAM levels. indicating that mitochondrial biogenesis is impaired early in the
development of cholestasis (Tiao ef al., 2009). Therefore, mitochondrial damage 1s not accompanied by a
proper biogenesis to recover mitochondrial function.

Non-functional mitochondria are important sources of ROS, which recruit and activate inflammatory
cells. including Kupffer cells that produces pro-fibrogenic cytokines, inducing parenchyma cells
apoptosis (Kupai ef al. 2010; Byun and Joeng, 2011; Mishra ef al, 2011). TGF-p directly activates hepatic

stellate cells. promoting extracellular matrix production that hinders the movement of nutrients and
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oxygen to the hepatocytes. leading to apoptesis (Forbes and Parola. 2011; Carvalho ef al., 2013a;
Pollicoro ef al., 2014).

Currently, the only effective treatment for cirrhosis is liver transplantation. However, the shortage of
organs, among other factors, leads to the need for developing new therapies (Porada ef al., 2010). Cur
group has recently demonstrated that bone marrow monenuclear cells (BMMNC) transplantation on rats
with liver fibrosis restores the extracellular matrix. leading to fibrosis resolution and hepatic function
normalization (Carvalho ef al.. 2010; 2013a; 2013b). On this way. the currently work aimed to better
understand the mechanisms by which BMMNC transplantation has a positive effect on cholestasis

mvestigating its role on liver mitochondrial bioenergetics.

Materials and Methods

Hepatic fibrosis induction and experimenital groups

To induce hepatic fibrosis, three- month old male Wistar rats (250 - 270g) were anesthetized with
halothane and the bile duct ligation (BDL) followed by resection was carried out. BMMNC were 1solated
from the tibias and femurs of two- month old healthy male Wistar rats. sacrificed in a CO; camber. as
described by Carvalho et al (2010). Briefly, the medullar cavities were exposed and washed with cold
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma-Aldrich) pH 7.2. The bone marrow cells were
submitted to a Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich) density gradient and centrifugation at 2.000 rpm. The
mononuclear cells interface was collected and transplanted via jugular vein in rats with 14 days fibrosis.
The animals were divided into four groups (n=8): normal animals, animals with hepatic fibrosis after 14
and 21 days of BDL (F14d and F21d groups. respectively). and animals with hepatic fibrosis after 14
days of BDL which received 107 BMMNC via jugular vein and were sacrificed after 7 days of
transplantation (F14d+7d BMMNC). All animals used in this study were submitted fo protocols approved
by the Animal Experiments Committee in accordance with the standard guidelines on animal

experimentation. received water and standard food ad libitum and were sacrificed in CO, camber.
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High- Resolution Respiromeiry

We used the high-resolution respiromefry protocol according to Cortez ef al. (2012). Immediately
after sacrifice. liver fragments were mechanically permeabilized by using sharpened forceps. After that.
the tissue were transferred into vessels with cooled (in ice) Mitochondrial Respiration Medium, MIR05
(in mM: EGTA 0.5, MgCl12 3.0, K-MES 60. taurine 20, K2HPO4 10, HEPES 20. Sucrose 110 and BSA
1g/L. pH 7.1 adjusted at 25°C) and incubated at mild stirring for 2 min.  After, the tissue was weighted
and 5 mg was used per chamber. The respiratory rates of liver were measured with the Oroboros 2k-
Oxygraph (Oroboros Instruments. Innsbruck. Austria) in 2 ml of MIR0S at 37°C with confinuous stirring.
Before adding the tissue into the chamber, wet weight measurements were taken and a sample of 5 mg
was used per chamber. Oxygen limifation was avoided by maintaining oxygen levels above 400mM O2 in
the chamber. Datlab software (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) was used for data acquisition
and analysis. Oxygen consumption rates were expressed as pmol of O2* s-1-mg wet weight-1. Studies
were performed with two independent sets of substrates. In the carbohydrate protocol, substrate
combinations were used for electron flow through CT and CII (in mM): glutamate. 10: malate. 2; and
succinate, 10. In the fatty acid, protocol respiration was measured with (in mM): palmitoyl-l-carmitine,
0.02 and malate, 2. Respiratory parameters were defined as follows: maximally ADP (5 mM)—stimulated
respiration rates (State 3), and respiration rates in the absence of ADP phosphorylation and measured in
the presence of 1 pg/ml oligomycin (State 4). From the respiratory fluxes obtained during the substrate

titration protocol, respiratory control ratio (RCR) was calculated for State 3/State 4.

Western Blotting analysis of UCP-2, PGC- 1 a, 4-HNE and Collagen L

Samples from experimental groups (100 mg) were incubated in Lysis Buffer (1% triton X 100, 100
mM Tris, 100 mM sodivm pyrophosphate, 10 mM EDTA, 10 mM sodium orthovanadate and protease
mhibitors PMSF and aprofinin), and mechanically dissociated before sonication. The protein
concentration m the sample was measured using BCA protein assay kit (Thermo Scientific kit). Protem
samples were solubilized in Laemmli sample buffer (Tris-HCL 50mM; pH 6.8; SDS 1%; 2B-

mercaptoetanol 5%: glycerol 10; bromophenol blue 0.001%) for 3 minutes at 100°C and frozen before
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undergoing to SDS-PAGE. Equal quantities of protein (30 pg) were loaded onto 12 % polyacrylamide
gel along with pre-stained molecular weight standards (Full Range Rainbow; Amersham Biosciences,
UK Limited). After electrophoretic separation, proteins were transferred to nitrocellulose membranes
(Hybond P; Amersham Biosciences, UK Limifed). The membranes were blocked with Tween—TBS (10%
Tween 20) containing 5% nonfat dry milk for 1 b and incubated with the appropriate antibodies overnight
and transferred to PVDF membranes (1h. 15V). Membranes were blocked for 1 hours in phosphate
buffered saline contaming 0.1% Tween 20 (TBS) and 3% albumin from bovine serum (BSA). Then,
membranes were incubated with polyclonal primary antibody anti- UCP-2 (Santa Cruz Biotechnology),
PGC-1o (Santa Cruz Biotechnology) . collagen I (Santa Cruz Biotechnology), 4-HNE (Abcam) or p-actin
(Sigma-Aldrich) using dilution 1: 1.000, followed by washing and incubation with biotinilated anti-goat
secondary antibedy (Life Technologies) and finally streptavidin-peroxidase (Life Technologies), both 1: 5
000 in TBS. Membranes were then incubated with substrate for enhanced chemiluminescence (ECL)
from Thermo containing hydrogen peroxide for 5 min and revealed in ChemiDoc MP (Bio Rad). The
bands were then scanned, and densitometry of digitalized images was performed n the image J software

(INIH, Bethesda, MS. USA). All proteins were normalized to the internal control. P-actin. during analvsis.

Ultrastructural Mitochondria Analysis

Liver fragments were fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M Cacodylate buffer. pH 7.2, for 1 hour at

room temperature. Then, samples were washed with Cacodylate buffer and post fixed in 1 % Osmium

tetroxide. Afterwards, samples were dehydrated in acetone and embedded in Epon. The ulirafine sections

were contrasted with wanyl acetate and lead citrate. The mitochondria of hepatocytes were analysis in

Carl Zeiss Tem 906 or Jeol Jem 1011 transmission electron microscopes.

Staristics

Data were analyzed using one-way analysis of variance with Holm-Sidak post-test for multiple

comparisons, with P<0.05 being considered statistically significant. Data are presented as mean = SE.
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Results

Liver Mitochondrial respirafion

F14d and F21d groups showed liver mitochondrial impairment, with a significantly reduction i the
maximum ADP-stimulate respiratory rates (State 3) in both carbohydrates and fatty acids oxidation
protocols when compared to normal rats. However, BMMNC transplantation promoted a significantly
increase in state 3 respiration (fizg 1A and B). Futhermore, the RCR decreased significantly in both Fl4d
and F21d groups, mndicating mitochondrial uncoupling. but after BMMNC transplanfation, it was

observed that RCR increased significantly to levels similar to those of normal group (fig 1C and D).

Western Blotting analysis

Collagen I and UCP2 contents were significantly increased i F21d group (1.35=0.12 and 1.51+0.22,
respectively) compared to normal group (0.88= 0.07 and 0.99=0.04, respectively). However, it was
observed that after BMMNC transplantation both proteins content (0.71 = 0.05 and 0.75+0.08,
respectively) significantly reduced to levels similar to normal rats (fig. 2 D and A).

PGC-1a content was significantly reduced in F21d group (0.99+0.08) compared to the normal
group (1.37= 0.07), but after BMMNC transplantation it was significantly mncreased (1.5320.19) (fig.
2B).

4-HNE content, indicative of lipid peroxidation, was increased significantly in F14d group
(1.48+0.05) compared to normal group (1.04=0.05). However, after BMMNC transplantation it was

significantly reduced (0.89+0.12) compared to both F14d and F21d (1.29+0.08) (fig. 2C)

Ultrastructural Mitochondria Analysis

The normal group showed preserved mitochondria double membrane and highly electron density
mitochondrial matrix. However, mitochondria from F14d group presented a decreased matrix electron
density and the loss of mitochondrial membrane integrity. F21d group also showed mitochondrial

damage, with membrane disruption and consequently mitochondrial matrix extravasation to the
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cytoplasm. Nevertheless, after BMMNC transplantation. hepatocytes recovered mifochondrial membrane

mtegrity. and a little recover of mitochondrial matrix electron density (fig. 3).

Discussion

Our group has recently showed that BMMNC fransplantation promotes apoptosis of hepatic stellate
cells. elevates MMPs production and activity, and decreases TIMP expression. thereby contributing to
liver fibrosis reduction in rats with bile duct ligation (Carvalho et al.; 2013a and 2013b). Corroborating
these previous studies. our present data showed that BMMNC transplantation significantly reduced
collagen I content in cholestatic rats. It is kmown that liver fibrosis is characterized by excessive
extracellular matrix deposition. and collagen I is one of the main components of this modified matrix. The
chronic liver mjury resulting from the retention of bile salts in the liver parenchyma promotes the
activation of inflammatory cells, hepatocyte apeptosis and ROS production, contributing to the activation
of hepatic stellate cells, the main fibrogenic cell. In order to befter understand the mechanisms by which
BMMNC transplantation contributes fo the resolution of fibrosis and restoration of liver function in
cholestasis induced by bile duct ligation (BDL), we analyzed, for the first time. the effects of BMMNC
transplantation on mitochondria ultrastructural. biochemical and physiclogical changes. In addition to
ATP production. mitochondria play several cellular functions as the biosynthesis of non-essentials amino
acids, hormones and DNA precursors, and also participating in signaling pathways of cell death and
survival. Therefore, mitochondrial dysfunction can be manifested in different ways and is present
several acute and chronic diseases processes such as diabetes. cardiomyopathies, renal and hepatic
fibrosis (Mitchell ef al_, 2009; Roede and Jones, 2010; Arduini. ef al., 2012, Guicciardi ef al., 2013).

Mitochondrial dysfunction is accompanied by decreased ATP synthesis, increased production of ROS
and uncoupling respiratory proteins, and also increased apoptosis (Rousset ef al.. 2004; Roede and Jones.
2010). In the present study. liver fibrosis was induced by BDL. an experimental model of cholestasis,
which mamfains chronically hepatic injury. The modification of the mitochondrial membrane occurs as a
result of the hydrophobic bile salts toxic components incorporation, retained in the hepatic parenchyma
due to BDL, which promotes mitochondrial metabolism alterations. such as P-oxidation reduction,
ketones synthesis and, finally. energy deplefion by decreased ATP synthesis (Lang ef al.. 2001; Ardumni ef

al., 2011). These results were confirmed i this study. However, our data demonstrated that BMMNC
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transplantation was able to restore mitochondrial function, as showed by increased carbohydrate and fatty
acid oxidation capacity.

Besides the reduction of mitochondrial oxidative capacity in animals with liver fibrosis, our results
also demonstrated a reduced PGC-1u content. It 15 known that mitochondrial biogenesis must meet the
specific energy needs of the cell and 1s coordinated through the activity of several transcription factors to
the nuclear level (Scarpulla, 2002). The reduced expression of PGC-la in mice is usually accompanied by
a reduced ability to oxidize fatty acids (Fink and Kelly. 2006). In addition. increased PGC-1a can be
promoted by mitochondrial dysfunction as a compensatory mechanism (Tiao ef al., 2009). However,
chronic oxidative stress causes mitochondrial biogenesis reduction. as observed in other studies
(Scarpulla, 2002; Liang and Ward, 2006; Austin and St-Pierre, 2012). Our data showed a reduced PGC-
lo content in F21d group. However, after BMMNC transplantation PGC-la reached levels similar to
those of normal rats, indicating a positive effect on mitochondrial biogenesis, as also observed for
mitochondrial fimetion. PGC-1a plays a central role m the control of oxidative stress because it confrols
the expression of antioxidant enzymes. Thus, its mcrease raises mitochondrial fimetion and reduces ROS
accumulation, ensuring overall positive impact on oxidative metabolism (Austin and St-Pierre, 2012),
corroborating our data.

Our results also showed that the BMMNC transplantation was able to significantly reduce
mitochondrial uncoupling, as indicated by both the increase in the RCR and the decreased UCP2 content.
It 1s known that the refurn of protons mfo the mitochondrial matrix through UCPs physiologically
contributes to the neutralization of ROS that are naturally generated by OXPHOS. Under oxidative stress
conditions, consistent with chronic inflammation, in which occurs increase of ROS synthesis, there is also
the increase of UCPs content, increasing the flow of H ™, as an antioxidant strategy because it reduces the
proton gradient force, limiting ROS production in cost of the ATP synthesis depletion (Enochosson ef
al ,2009; Azzu er @l , 2010; Naik and Dixit. 2011;Mailloux ef al_, 2012).

Our study also demonstrated a significant reduction in the content of 4-HNE, a product of lipid
peroxidation, after transplantation of BMMNC. Hepatic fibrosis leads to an increased ROS production by
both inflammatory cells and injured hepatocytes. It is known that ROS, at low concentrations, play an
important role in the modulation of signaling pathways. cell proliferation and are also essential for cell
development (Bartosz, 2008; Nunnari and Suomalamneu, 2012). However, the oxidative damage is

associated with the balance disruption, being incompatible with cell viability (Sinha et al. 2013).
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Mitochondria play a key role in liver fibrosis progression. because it produces ROS that regulate the
mflammatory cytokines expression and promote cell death. leading to mamtenance of the pathological
process (Higuchi ef al., 2001: Fang ef al., 2004; Tiao ef al.. 2009). ROS also induce lipid peroxidation of
membrane phospholipids, which causes hepatocyte death and synthesis of apoptotic body, and
consequently activate fibrogenic cells (Zhan ef al.. 2006; Jiang ef al.. 2010; Shimuzu ef al.. 2012). The
reduced 4-HNE content after BMMNC transplantation is an important indicator of oxidative stress
reduction. In addition, 4-HNE reduces the production of IL-6 by Kupffer cells, which can affect liver
regeneration, since IL-6 promotes hepatocytes mitogenesis via STAT3 (Luckey ef al., 2002; Yamaguchi
ef al., 2011; Cong ef al. 2012). Therefore, the reduction of 4-HNE content not only indicates the
reduction of oxidative stress but also shows a possible mechanism for the increased proliferation of liver
cells discussed in previous work by our group (Carvalho et al., 2013a).

Other works have shown loss of mitochondrial matrix electron density associated with mutochondrial
dysfunction (Vickers., 2009). Our ultrastructural analysis of hepatic mitochondria demonstrated
mifochondrial damage m F14d and F21d groups, which can be explained by the change of mitochondrial
membrane compenents, since there is incorporation of bile hydrophobic salts components into the
mifochondrial membrane with consequent loss of phospholipids (Arduini ef @l.. 2012). Moreover, these
groups showed disrupted mitochondrial matrix, consistent with abowve results, representative of
mitochondrial dysfunction. However, after BMMNC transplantation it was observed a recovery of the
miftochondrial ultrastructure, corroborating the physiological recovery observed.

Thus, the increase in the carbohydrate and fatty acids oxidation capacity, mifechondrial biogenesis
and decreased mitochondral wncoupling that occurred after BMMNC transplantation, indicate the
recovery of hepatic mitochondrial energy metabolism and the contribution of these cells to the restoration
of mitochondrial function and reduction of oxidative stress condition, pointing to a reduction in the
mflammatory process. This can be explammed by the paracrine effect caused by these cells that release
cytokines and anti-inflammatory factors such as IL-10. able fo block the synthesis of inflammatory
cytokines by macrophages (Shen ef al, 2000; Wynn and Barron, 2010; Cong ef al., 2012 Zheng ef al..
2013). Furthermore, we demonstrated that BMMNC transplantation increases a specific macrophage
population of extra-hepatic origin CD11b™, which synthesizes MMP-13. This metalloproteinase has been

pointed as one of the main antifibrotic molecules i the regenerating liver (Carvalho et al.; 2013b).
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In conclusion, BMMNC transplantation is able to promote the restoration of energy metabolism and
mitochondrial ultrastructure in the liver of rats with hepatic fibrosis induced by BDL. It is well known
that hepatocvte function is highly dependent of mitochondrial metabolism. Once BMMNC is directly
involved with restoration of liver function, understanding mitochondrial response after cell therapy is

paramount to achieve advanced strategies aiming resolution of liver fibrosis.
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Legends:

Figure 1: High resolution Respirometry of liver from rats with cholestasis. (A) Maximal ADP-stimulated
respiratory rates (State 3) with substrates related to carbohydrate oxidation (CHO). (B) Maximal ADP-
stimulated respiratory rates (State 3) with substrates related to fafty acid oxidation. (C and D) Respiratory
control ratio (RCR), calculated as State 3/ State 4 ratios for CHO and fatty acids oxidation. respectively.
Data are expressed as mean = SEM. "a" represents significant difference compared to the control group.

"b" represents significant difference compared to F14d +7d BMMNC group. N = 8/group.

Figure 2: Western blotting analysis of the total content of (A) UCP2, (B) PGC-1a (C) 4 - HNE and (D)
collagen I in livers of rats with cholestasis. Data are expressed as mean = SEM. "a" represents significant
difference compared to the control group, "b" represents significant difference compared to F14d +7 d

BMMNC group. N = 8/group.

Figure 3: Ultrastructural analysis of liver mitochondria in rats with cholestasis. In the normal group (A)
(200003, 60000X). the analysis indicated well preserved mitochondria matrix (MM) and membranes.
F14d group (B) (25000x; 80000X) showed disruption of mitochondrial membranes and loss of MM
electron density (arrow), which was also observed in F21d group (C) (21560X, 60000X) (asterisk).
However. after BMMNC fransplantation (D) (25000x; 80000X) it was observed the recovery of

mitochondrial membrane integrity (arrowhead).
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Figure 1: High resolution Respirometry of liver from rats with cholestasis. (A) Maximal ADP-stimulated
respiratory rates (State 3) with substrates related to carbohydrate exidation (CHO). (B) Maximal ADP-
stimulated respiratory rates (State 3) with substrates related to fatty acid oxidation. (C and D) Respiratory
control ratio (RCR), calculated as State 3/ State 4 ratios for CHO and fatty acids oxidation, respectively.
Data are expressed as mean = SEM. "a" represents significant difference compared to the control group, "b"
represents significant difference compared to F14d +7d BMMNC group. N = 8/group.
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Figure 2: Western blotting analysis of the total content of (A) UCP2, (B) PGC-1a (C) 4 - HNE and (D)
collagen I in livers of rats with cholestasis. Data are expressed as mean + SEM. "a" represents significant
difference compared to the control group, "b" represents significant difference compared to F14d +7 d
BMMNC group. N = 8/group.
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Figure 3: Ultrastructural analysis of liver mitochondria in rats with cholestasis. In the normal group (A)
(20000X, 60000X), the analysis indicated well preserved mitochondria matrix (MM) and membranes. F14d
group (B) (25000x; 80000X) showed disruption of mitochondrial membranes and loss of MM electron
density (arrow), which was also observed in F21d group (C) (21560X, 60000X) (asterisk). However, after
BMMNC transplantation (D) (25000x; 80000X) it was observed the recovery of mitochondrial membrane
integrity (arrowhead).
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