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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial terapéutico de células
CD11b" de medula 6ssea em modelo experimental de cirrose. Camundongos
C57BL/6 isogénicos receberam, durante seis meses, por via orogastrica, 200uL de
uma solucdo de CCl; 20% diluido em azeite de oliva e etanol 5%. Apls o
estabelecimento da lesdo, os animais foram submetidos a terapia com células
CD11b" de medula 6ssea, células mononucleares totais de medula 6ssea (CMMO),
CMMO sem CD11b" e salina. As células CD11b" foram obtidas da camada
mononuclear da medula éssea de camundongos C57BL/6, por separacao
imunomagnética. Dois meses ap0s a terapia, os animais foram submetidos a
eutanasia para a coleta do figado, para avaliagbes morfolégicas, morfométricas,
imunoistoquimicas e dosagem de hidroxiprolina. A caracterizacdo celular por
citometria de fluxo revelou que a fracdo obtida por esse método é constituida de
populacdo homogénea de mondcitos. Dois meses apos o transplante, as analises
morfologicas, morfométricas e bioquimicas exibiram diminuicdo no percentual de
fibrose, nos niveis de hidroxiprolina e aumento significativo no numero de células de
Kupffer no tecido hepatico. Ensaios imunohistoquimicos mostraram processos de
proliferacdo celular e apoptose mais evidentes nos grupos que nao receberam
células CD11b". Péde-se concluir que, o método de obtencio das células CD11b" é
considerado viavel e que o transplante destas células para figados cirréticos é capaz
de reduzir os niveis de fibrose, sugerindo possivel aplicacdo terapéutica desta

populacao celular no tratamento das hepatopatias crénicas.

Palavras-chave: figado; terapia celular; imunohistoquimica; cirrose; células CD11b*



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the therapeutic potential of CD11b" cells from bone
marrow in experimental cirrhosis pattern. C57BL/6 inbred mice received during six
months 200uL of 20% CCl,4 solution in ethanol 5%, by an orogastric pathway. After
the lesion establishment, the animals underwent therapy with CD11b" cells from
bone marrow, bone marrow mononuclear cells (BMMC), BMMC without CD11b" and
saline. CD11b" cells were obtained from bone marrow mononuclear layer of C57BL/6
mice by immunomagnetic separation. The cell characterization by flow cytometry
revealed fraction obtained by this method consisting of homogeneous population of
monocytes. Two months after transplantation, the morphological, biochemical and
morphometric exhibited decrease in the percentage of fibrosis, hydroxyproline levels
and a significant increase in the number of Kupffer cells in the liver tissue.
Immunohistochemical assays showed both proliferation and apoptosis were most
evident in groups that received no cells CD11b". It was concluded that the method of
obtaining of the cells CD11b" is considered feasible and transplantation of these cells
in cirrhotic livers are capable of reducing levels of fibrosis, suggesting possible
therapeutic application of this cell population in the treatment of chronic liver disease.

Keywords: liver; cell therapy; immunohistochemistry; cirrhosis; CD11b" cells.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO

As doencas hepéaticas acometem milhdes de pessoas, sendo responsaveis por
um alto indice de atendimentos e internacfes hospitalares em todo o mundo
(KUMAR; OATI; SARIN, 2011). A alta inscidéncia observada nas enfermidades do
figado as caracterizam como um seério problema de saldde publica, que decorre
devido a existéncia de diversos agentes etioldgicos, tais como infec¢des virais dos
tipos A (CUTBERT, 2001; TAYLOR et al., 2006), B (LOK; McMHON, 2007) e C
(BOOTH; O'GRADY; NEUBERGER, 2001), infeccbes parasitarias (GRYSEELS et
al., 2006), uso excessivo de alcool ou de outras substancias toxicas (LARSON et al.,
2005) e até mesmo disfuncdes metabdlicas e auto-imunes (KEEFFE, 2001). O
aumento nos indices de morbimortalidade entre os pacientes portadores de
hepatopatias tem demonstrado a necessidade de desenvolvimento de tratamentos
mais efetivos que os atualmente existentes (IREDALE, 2003; BATALLER;
BRENNER, 2005).

Em alguns casos, as doencgas crbnicas do figado evoluem para a cirrose,
podendo progredir para a forma descompensada e faléncia hepatica (BATALLER,;
BRENNER, 2005). Nesse estagio da doenca, o transplante de figado torna-se a
Unica terapia efetiva (IREDALE, 2007). Contudo, esse procedimento terapéutico é de
alto risco e bastante invasivo, dificultado também pela baixa disponibilidade de
orgaos pelo sistema de saude. Cerca de 10 a 15% dos pacientes vao a 0Obito ainda
na fila de espera por um transplante (LYRA et al., 2007). Além disso, a dependéncia
do paciente transplantado por medicamentos imunossupressores e a probabilidade
de uma possivel rejeicdo ao novo Orgdo sdo fatores de risco que envolve o
transplante (YAN et al.,, 2008). Assim, o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas que promovam uma diminuicdo das agressoes teciduais decorrentes de
lesbes hepaticas cronicas e consequente reestabelecimento da funcédo do érgédo se
faz necessério (LYRA et al., 2007).

Dentre as possiveis alternativas terapéuticas, a medicina regenerativa, através
da terapia celular, ganha destaque (ALISON et al., 2009). O transplante celular

oferece uma série de vantagens. Além de ser um procedimento pouco invasivo,
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pode ser utilizado repetidamente se for necesséario (BALDO et al., 2010). O uso de
células-tronco no tratamento de doencgas hepéaticas vem apresentando resultados
bastante animadores, e tal fato pode ser atribuido ao potencial de auto-renovacao
dessas células e sua capacidade de gerar outras linhagens celulares,
proporcionando melhora tecidual (KORBLING; ESTROV, 2003).

O potencial terapéutico de varias populagdes celulares vem sendo investigado
nos ultimos anos. Atualmente, a medula 6ssea é considerada como uma das
principais fontes de células utilizadas na terapia celular, de onde se pode obter uma
fracdo purificada de células mononucleares (CMMO) (ZAGO; COVAS, 2006). Alguns
trabalhos experimentais tém demonstrado melhora significativa da funcédo hepéatica
apos transplante com CMMO (FANG et al.,, 2004; BELARDINELLI et al., 2008).
Estudos clinicos também relataram melhora de pacientes cirréticos apos terapia com
CMMO (LYRA et al., 2007).

Apesar dos avancos obtidos em estudos de terapia com CMMO, ainda h&
controvérsias sobre a sua eficacia e os mecanismos que promovem a recuperacao
do 6rgao (HOULIHAN; NEWSOME, 2008). Trabalhos descrevem processos de fusdo
celular e transdiferenciacdo das células transplantadas em hepatdécitos. No entanto,
esses eventos ocorrem numa frequéncia muito baixa (inferior a 0,5%), sugerindo que
tais mecanismos ndo sao 0s Unicos no processo regenerativo induzido pelo
transplante celular (WANG et al., 2003; THORGEIRSSON; GRISHAM, 2006).
Pesquisas sugerem que a sinalizagcdo paracrina, mediada pelas células
transplantadas, possa ter um papel relevante na recuperacao do figado, através da
producédo e liberacdo de citocinas mitéticas e anti-fibrogénicas (FANG et al., 2004;
BRAGA et al., 2008).

Novos estudos capazes de identificar quais populacdes dentre a CMMO estao
diretamente envolvidas na regeneracdo hepatica sdo necessarios. Uma das células
que pode ter participacdo expressiva na melhora do 6rgdo apds o transplante de
CMMO sé@o os mondcitos. Pesquisas demonstraram o potencial de diferenciacdo
dessas células em hepatécitos e sua capacidade de sintetizar e secretar mediadores
quimicos capazes de contribuir para a melhora morfofisiologica do tecido hepéatico
(RUHNKE et al., 2005; YAN et al., 2007).

16



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cirrose hepética

A cirrose é o resultado da evolucdo da maioria das lesGes crbnicas do figado
(BATALLER; BRENNER, 2005), caracterizada por um processo difuso de fibrose,
com alteragdo da arquitetura hepatica normal e formagdo de nddulos no
parénquima, acompanhada por alteracbes na vascularizagdo do figado
(SCHUPPAN; AFDHAL, 2009). Esse conjunto de eventos € diretamente responsavel
pela reducdo progressiva da funcdo hepética (BATALLER; BRENNER, 2005). Os
sinais clinicos da cirrose podem variar, desde pacientes com alteracdes laboratoriais
isoladas em pacientes assintomaticos até casos de faléncia hepéatica completa
(TSUKADA ; PARSONS; RIPPE, 2006).

A cirrose é considerada como um processo dinamico que ocorre pela
combinacdo de trés mecanismos patolégicos: Morte celular, fibrose e regeneracéo
(ANTHONY; ISHAK, 1978). A lesdo hepdtica, quando acontece de forma persistente
e prolongada, induz a ativacdo de uma cascata de respostas inflamatorias e
fibrogénicas (FORBES; PAROLLA, 2011). A deposicéo progressiva de tecido fibroso
promove o isolamento do parénquima em ilhotas residuais de hepatdcitos envolvidos
por uma capsula fibrética, nomeadas de ndédulos cirréticos, que podem variar de
micronddulos (aproximadamente 3mm de didmetro) a macronddulos (GUYOT et al.,
2005). Os hepatocitos isolados por tecido fibroso, em reposta a necrose
hepatocelular, desenvolvem mecanismos de proliferacdo, com a producdo de novas
células hepéticas, na tentativa de compensar a perda funcional decorrente da lesédo
(WANLESS; NAKASHIMA; SHERMAN, 2000).

O processo patogenético mais importante no desenvolvimento da cirrose é a
fibrose. A fibrose € a consequéncia de uma reacdo crbnica de cicatrizagdo que
ocorre em resposta as lesdes persisitentes, neste caso, a necrose hepatocelular
(FORBES; PAROLLA, 2011). A fibrogénese hepatica, independentemente da
etiologia, € um evento resultante de processos moleculares, celulares e teciduais,
dindmicos e altamente integrados, que levam a uma deposicdo progressiva de
componentes da matirz extracelular (MEC) (FRIEDMAN, 2008). A deposicao

excessiva de colagenos fibrilares, principalmente colagenos dos tipos | e lli,
17



glicoproteinas e proteoglicanas, passam a preencher espacos que, anteriormente a
lesdo, eram ocupados por hepatdcitos (TSUKADA; PARSONS; RIPPE, 2006;
IREDALE, 2007). Essa fibrose € mantida principalmente pela ativacdo de células
estreladas hepaticas (CEHs). Além das CEHs, outras células, de origem
mesenquimal, estdo envolvidas na fibrogénese, tais como miofibroblastos,
fibroblastos interticiais e células epiteliais do ducto biliar (BHUNCHET; WAKE, 1992;
HERBST et al., 1997; RAMADORI; SAILI, 2004).

As CEHs sao células perisinusoidais, que normalmente estdo localizadas no
espaco de Disse (IREDALE, 2007). Em condicdes normais, essas células
encontram-se quiescentes, servindo como depdsitos de acido retindico (ENG;
FRIEDMAN, 2000; GEERTS, 2001). Porém, em um processo de dano tecidual,
essas células sdo ativadas, perdem seus estoques de vitamina A e assumem
fenotipo de miofibroblastos (células contracteis e altamente proliferativas) (MAHER
et al.,, 1990; FRIEDMAN et al., 1992). Essa ativacdo envolve uma série de
mudancas, como um aumento da atividade mitotica das CEHs em areas de fibrose,
producdo da proteina citoesquelética alfa-actina de musculo liso (a-SMA), com
producao e deposicéo excessiva de componentes da MEC (FRIEDMAN, 2008), bem
como a secrecdo de fatores de crescimento capazes de, ndo apenas manter, mas
também perpetuar a fibrogénese, as respostas inflamatdrias e a neo-angiogénese,
através de sinalizacéo paracrina e autécrina (FORBES; PAROLA, 2011).

A ativacdo e a proliferacdo das CEHs sdo mecanismos-chave no
desenvolvimento da fibrose (KISSELEVA; BRENNER, 2011) como pode ser
demonstrado na figura 1. Esses processos sdo resultantes da acdo de mediadores
pré-fibrogénicos, como o fator de crescimento e transformacédo— (TGF-B), a mais
potente citocina envolvida na fibrogénse hepatica (GONG et al., 1998); fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o mitdgeno mais atuante para CEHs
(MARRA et al., 1994); e endotelina-1 (ET-1), que, secretada principalmente pelas
células de Kupffer, hepatécitos, miofibroblastos, plaquetas e pelas proprias CEHSs,
aumenta ainda mais a produgdo de o6xido nitrico (NO) (FALLON; ABRAMS, 2000;
GRESSNER et al., 2002; KINNMAN; HOUSSET, 2002). Estudos também mostram
que espécies reativas de oxigénio (ROs) exercam infuéncia direta nas CEHs,
aumentando a producdo de MEC. O desenvolvimento do stress oxidativo esté
estreitamente associado com a fibrose hepatica (FORBES; PAROLLA, 2011). As
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EROs podem ativar as células de Kupffer, aumentando a producéo de citocinas pro-
inflamatdrias e pro-fibrogéncias (ARENAS et al., 2004).

Durante as primeiras etapas de ativacdo, as CEHs produzem e liberam
metaloproteinases da matriz (MMP), enzimas que degradam moléculas de colageno
(GRESSNER et al., 2002). Porém, quando essas células completam o seu ciclo de
ativagdo, elas aumentam a sintese e a liberacdo de inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMPSs) | e Il, resultando numa queda da atividade das MMPs e
consequentemente diminuicdo na degradacdo da matriz, promovendo o acumulo de
tecido fibroso (SHUPPAN et al., 2001).

Em virtude da importancia das CEHs na fibrogénese hepatica, bem como das
caracteristicas moleculares dessa populagcédo celular, acredita-se que o tratamento
efetivo procura reduzir ou inibir os efeitos promovidos por CEHs ativadas, e que
essas terapias podem ser direcionadas especificamente para essas células,
evitando assim o comprometimento de outras popula¢bes celulares do figado
(KISSELEVA; BRENNER, 2011).
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Figura 1: llustragdo que representa o processo de iniciagdo e a manutencéo da fibrogénese. Agentes
agressores de diversas etiologias atuam de forma repetitiva, promovendo uma resposta (A). A partir
dai, uma cascata de citocinas liberadas por células de defesa e por células hepéticas residentes

estabelecem a ativacdo de CEHs (B), que assumem fendtipo de miofibroblastos e passam a produzir
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e secretar fibras colagenas em grandes quantidades (C). O acumulo de colageno resulta na fibrose

hepatica e sua progressédo pode culminar na faléncia hepatica (D). Fonte: Schuppan; Afdhal (2008).

Durante décadas acreditou-se que, a partir do momento em que a fibrose esta
estabelecida, tornaria-se irreversivel (POPPER; KENT, 1975). Contudo a
fibrogénese € um processo dinamico potencialmente reversivel (FRIEDMAN et al.,
2013). A possibilidade de uma possivel regressédo ou reversibilidade de um quadro
de fibrose foi levantada a partir de estudos experimentais, onde foi observado que a
retirada do estimulo associada a terapias anti-fibroticas promoveu resultados
promissores em hepatite C (ARTHUR, 2002). Varias moléculas vém sendo
constantemente identificadas como possiveis alvos para terapias anti-fibrogénicas.
Sabe-se que o fator de transformacao do crescimento beta (TGF-) desempenha um
papel fundamental na ativacédo de células estreladas. Embora os inibidores de TGF-
B sejam efetivos em modelos experimentais de lesdo de curto tempo, eles ndo sao
apropriados para terapias longas, por conta do papel significativo do TGF-B na
homeostase e no reparo (SUBEQ et al., 2011). O fator de crescimento de
hepatécitos (HGF) € uma citocina pleiotropica produzida pelas CEH e requeridas na
regeneracao hepdética e na fibrose. O tratamento com inibidores de HGF produz
efeitos anti-fibrogénicos, mas também aumenta o risco de tumorigénese em
camundongos (ARTEAGA; DUGGER; HURD, 1996; BAEK et al.,, 2010). Esses
dados reforcam a importancia de se desenvolver tratamentos mais efetivos e que
oferecam maior expectativa de vida aos pacientes cirréticos.

O desenvolvimento da cirrose esta intimamente associado com a angiogénese
(FERNANDEZ et al., 2009). Estudos mostram que a fibrose pode ser considerada
um fator preponderante para a neovascularizacdo hepéatica. A intensa deposicao de
tecido de cicatrizacdo induz aumento na expressao de mediadores quimicos, como 0
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), e a angiopoeitina 1 e 2, contribuindo, assim, para o
desenvolvimento da hipertensdo portal, um dos processos que mais leva os
pacientes cirréticos a 6bito (FERRARA; GERBER; LECOUTER, 2003; YOSHIJI et
al., 2003). Além disso, a hipdxia gerada durante o processo fibrogénico também esta
associada a formacao de novos vasos (JIN et al., 2006). Evidéncias sugerem que a

associacao entre a angiogénese e a fibrose hepatica é relevante para a avaliacdo da
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progressdo da doenca e na busca por novos alvos terapéuticos (PINZANI et al.,
2011).

2.2 Modelos experimentais de hepatopatias

Estudos experimentais sdo desenvolvidos com o objetivo de aprimorar os
tratamentos existentes ou estabelecer novas terapias para varias doencas, inclusive
enfermidades que acometem o figado, servindo também como ferramenta para
compreensao dos diversos mecanismos envolvidos na patogenia das lesdes
hepéticas. O desenvolvimento de modelos animais tem seguido trés abordagens
principais: procedimentos cirargicos (HIGGINS; ANDERSON, 1931), o uso de
agentes infectantes (BOGLIOLO, 1957), e procedimentos farmacologicos (BOSMA
et al., 1988).

Dentre os modelos cirdrgicos destaca-se o modelo descrito no trabalho de
Higgins; Anderson (1931), conhecido como Hepatectomia parcial (HP). Trata-se de
um procedimento invasivo que consiste na retirada de cerca de dois tercos do
figado, correspondente aos lobos anteriores. Essa pratica induz os lobos residuais a
atuarem no processo de regeneracao hepatica, onde, num periodo de vinte dias, em
média, o figado recupera sua massa perdida, voltando a apresentar tamanho e
volume normais. Isso ocorre devido a proliferacao celular decorrente da ativacao dos
hepatdcitos que se encontram quiescentes e que, em condicfes especiais, ativam
sua habilidade proliferativa, fendmeno conhecido como Hiperplasia Compensatoria
(FAUSTO; CAMPBELL; RIEHLE, 2006). Além do processo natural de regeneracao,
células-tronco presentes no tecido hepatico adulto (células ovais) sdo capazes de
proliferar, e contribuem para o reparo tecidual em lesdes do figado (TSAMANDAS et
al., 2007).

A infeccdo parasitaria também produz modelos eficientes para o estudo da
fibrogénese hepética (BOGLIOLO, 1957). Um dos modelos mais utilizados € o da
esquistossomose, parasitose que acomete principalmente figado (hepatomegalia) e
baco (esplenomegalia). No modelo murino, a esquistossomose mansonica
desenvolve um estagio de lesdo hepatica num curto espaco de tempo (cerca de
dezesseis semanas), apresentando dois quadros histopatoldgicos distintos, com a

formacao de granulomas isolados, e o desencadeamento de fibrose periportal, uma
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fibrose semelhante a fibrose de Symmers, que ocorre no homem (ANDRADE, 1987,
ANDRADE; CHEEVER, 1993).

Diversas substancias hepatotoxicas tém sido utilizadas no estabelecimento de
modelos experimentais de lesdo hepatica crbnica. Uma das mais utilizadas € o
Tetracloreto de carbono (CCl;) (OLIVEIRA et al., 2012). Tipicamente, o CCl, €
administrado por via intraperitoneal, mas também pode ser aplicado via orogastrica
ou através da inalacdo (CONSTANDINOU; HENDERSON; IREDALE, 2005). O efeito
hepatotoxico do CCls j& é conhecido ha alguns anos. Seu mecanismo de acao
compreende a sua metabolizacdo ao radical triclorometil (-CCl3) pelo citocromo
P450, que sao expressos em altos niveis nos hepatdcitos. Este radical liga-se a
macromoléculas, promovendo a peroxidacao lipidica pela auto-oxidacdo dos acidos
graxos e modificando a concentracao de célcio intracelular, induzindo morte celular
nado somente por necrose, mas também por apoptose (ROBINS; COTRAN, 2000).
Inicialmente, a lesédo hepatica celular causada pelo CCl, é intensa e rapida (Figura
2). Ocorre uma diminuicao significativa na sintese protéica dos hepatdcitos, uma
dissociacdo dos ribossomos do reticulo endoplasmatico rugoso e a tumefacdo do
reticulo endoplasmatico liso. Ha um acumulo de lipidios nas células hepaticas,
devido a uma reducdo na sintese de apoproteinas responsaveis pela exportacdo de
moléculas lipidicas, acarretando a esteatose hepética (IREDALE, 2007).

O CCl, também promove lesdo nas mitocoéndrias e aumenta a permeabilidade
da membrana plasmética, promovendo uma tumefacao celular, seguidos de influxo
em massa de célcio e consequente morte celular (ROBINS; COTRAN, 2000). O
avanco do quadro e a persisténcia do estimulo resultam em uma condi¢do de lesé@o
hepatica croénica, a cirrose experimental, modelo que foi desenvolvido com éxito em
camundongos C57BL/6 (OLIVEIRA et al.,, 2012). O modelo de CCl, vem sendo
bastante utilizado para o entendimento dos mecanismos envolvidos nas lesdes
hepaticas e nos estudos que tentam estabelecer novas medidas terapéuticas
(MEDERACK, 2013).
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Figura 2. Mecanismo de a¢do do CCl, no tecido hepatico.

2.3 Terapias celulares

A terapia celular pode ser definida como um conjunto de métodos e
abordagens que busca a utilizacdo de células com potencial terapéutico para o
tratamento de varias doencas, inclusive as cronico-degenerativas, com o objetivo de
proporcionar melhora e/ou recuperacdo tecidual (ANVISA, 2012). Populagbes de
células-tronco e células progenitoras indiferenciadas tém chamado atencédo pelo seu
potencial de auto-renovacédo, proliferacdo e diferenciagdo em outras populacoes
celulares (POTTEN; LOEFFLER, 1990).
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Duas populagdes de células tronco vém sendo alvo nas pesquisas com terapia
celular: As células-tronco embrionarias ou pluripotentes (CTE), que podem dar
origem a todos os tipos celulares, com excecdo das linhagens que formam os
anexos embrionarios (VATS et al.,, 2005), e as células-tronco adultas (CTA) ou
multipotentes, com capacidade de diferenciagdo mais restrita para alguns tipos
celulares (TAKAHASHI et al., 2007; PARK et al., 2008).

As CTE estado localizadas na massa interna do blastocisto (THOMSON et al.,
1998). Apesar de satisfazer muitos dos requisitos essenciais para fins terapéuticos,
estudos experimentais tém relatado que, o transplante de CTE pode acarretar a
formacao de teratocarcinomas (SOLTER, 2006). Além disso, a manipulacédo de CTE
humanas esta associada a questdes éticas e religiosas, que dificultam as pesquisas,
uma vez que essas células sao derivadas de embribes que sao destruidos durante o
processo para sua obtencéo (GILCHRIST; PLEVRIS, 2010).

As CTA estdo presentes em muitos tecidos do organismo maduro, sendo
componentes de reserva para a manutencao e regeneracao do 6rgado, substituindo
células mortas ou danificadas (TAKAHASHI et al., 2007; PARK et al., 2008). Porém,
estudos tém demonstrado que as CTA possuem capacidade de migrar para o tecido
de interesse e adotar um novo fendtipo funcional, contribuindo para a melhora
tecidual. Essa plasticidade observada nas CTA é um dos principais requisitos que
reforcam a sua utilizacdo na terapia celular (HERZOG; KRAUSE; KRAUSE, 2003).
Outro fator que faz das CTA fortes candidatas a terapia celular € a facilidade com
que elas podem ser obtidas, podendo ser adquiridas de varias fontes, tais como
medula d&ssea, figado, tecido adiposo, musculo estriado cardiaco, trato
gastrointestinal e pele (MOORE; LEMISCHKA, 2006; LE BLANC; RINGDEN, 2006).

Dentre as possiveis fontes de obtencdo de CTA, a medula 6ssea pode ser
considerada a mais explorada, e uma das mais conhecidas do organismo (BRYDER,;
ROSSI; WEISSMAN, 2006). Desde a década de 1960, as células presentes na
medula sdo utilizadas no tratamento de pacientes com leucemia, através do
transplante de medula éssea, que proporciona um repovoamento completo do
sistema hematopoiético (LAGASSE et al.,, 2000). Ha alguns anos, estudos tém
apontado que, além de originar e manter os componentes celulares sanguineos, as

células da medula éssea podem ser efetivas no tratamento de doencas que
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acometem outros 6rgaos como o figado (PETERSEN et al., 1998; LAGASSE et al.,
2000).

A medula 0ssea € constituida por duas populacfes de células-tronco adultas:
a) células-tronco hematopoiéticas, responsaveis pela geracédo de todas as células do
sistema sanguineo; e b) células-tronco mesenquimais, uma populacéo de células do
estroma tecidual que se diferenciam em osteoblastos, condroblastos, adipocitos e
células endoteliais (KUCIA et al., 2005; LE BLANC; RINGDEN, 2006). As células-
tronco hematopoéticas podem dar origem a duas diferentes linhagens celulares,
denominadas células precursoras: linhagem linfocitica, que origina os linfécitos T e
B, e as células natural Killer (NK); e linhagem mielocitica, que gera os leucdcitos
(monécitos e granuldcitos), hemacias e megacariocitos (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008) (Figura 3).
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Figura 3: Figura representativa do pocesso de hemotopoiese que ocorre na medula éssea. A célula-
tronco hematopoiética (1) origina as duas linhagens celulares do sangue: células progenitoras
mieldides (2), e células progenitoras linfoides (3). J& a célula-tronco estromal (4), origina as células

mesenquimais, adipécitos e osteoclastos. Fonte: www.medicinageriatrica.com.br.

Nos Ultimos anos, pesquisas tém aprimorado tecnologia para o

desenvolvimento de células-tronco pluripotentes induzidas (IPS), células que podem
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ser geradas a partir de tecidos do proéprio individuo e contribuir para todos os tecidos
qguando reintroduzidas no organismo (YAKURA et al, 2013). As IPS tém a
capacidade de se diferenciar em todas as células somaticas e de manter sua auto-
renovacao ilimitada. Por isso, tém um grande potencial em pesquisa basica e terapia
clinica de muitas doencas. No entanto, os estudos com IPS ainda se encontram em
fases iniciais, na busca pela compreensdo dos mecanismos de acdo e

comportamento desta promissora populacao celular (WANG et al., 2012).

2.4 Terapia celular com células da medula 6ssea em doencas hepéaticas

Num quadro de lesdo hepatica cronica, um tratamento eficiente deve
proporcionar uma reducdo nos niveis de fibrose, recuperacdo do paréngquima
hepatico, com consequente melhora da funcdo do figado. Varios estudos
experimentais e clinicos de terapia com células da medula 6ssea em lesdes
hepéticas vém apresentando resultados promissores (TERAI et al., 2006; LYRA et
al., 2007). Os dados apontam trés possiveis mecanismos de acdo envolvidos na
terapia com células da medula éssea que podem proporcionar melhora tecidual: 1)
Transdiferenciacdo, onde as células transplantadas dardo origem as células
especificas do tecido lesado, ou seja, novos hepatdcitos; 2) Fusdo celular, quando
as células transplantadas se fundem as células remanescentes, ativando assim a
capacidade proliferativa das células sométicas, e 3) Sinalizacdo paracrina, através
da liberacdo de mediadores quimicos (citocinas, enzimas, entre outros) que atuam
diretamente (enzimas que degradam a MEC) ou indiretamente (ativacdo de outras
citocinas e células) no processo de reparo do figado (THORGEIRSSON; GRISHAM,
2006; ALMEIDA-PORADA et al.,, 2010) (Figura 4). Este ultimo mecanismo vem
sendo considerado por grupos de pesquisa cOmo 0 mais expressivo e importante
apos o transplante celular, enquanto que os demais processos (transdiferenciacdo e
fusdo) acontecem, porém em menor proporcdo (BRAGA et al., 2008).

Diante das evidéncias, os mecanismos de atuacdo das CMMO que podem
contribuir para a melhora tecidual ainda ndo estdo completamente esclarecidos. E
importante considerar também que os diferentes modelos de lesdo, as varias
técnicas de tratamento e os métodos avaliativos podem explicar a observacédo de

diferentes fenbmenos no processo de reparo tecidual.
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Figura 4: Mecanismos da terapia celular com CMMO no tecido hepatico. (A) Transdiferenciacéo - As
células transplantadas se diferenciam em hepatdcitos; B) Fusdo celular — as células transplantadas
se fudem aos hepatdcitos remanescentes; C) Sinalizagdo paracrina — as células transplantadas
liberam mediadores quimicos que irdo promover a melhora tecidual. Adaptado de Almeida-Porada et
al., (2010).

Os efeitos terapéuticos das CMMO em doencas do figado vém sendo
demonstrados, tanto em modelos experimentais quanto em ensaios clinicos.
Experimentos realizados com ratas, que foram submetidas a aplasia de medula por
irradiacdo, e desenvolveram lesdo hepatica pela administracdo do tetracloreto de
carbono (CCl,) e 2-acetilaminofluorano (2-AAF), apresentaram melhora apds o
tratamento com células da medula éssea de doadores machos, com a deteccéo de
hepatocitos, células ovais e células epiteliais do ducto biliar positivas para o
cromossomo Y no tecido hepético de receptores fémeas (PETERSEN et al., 1998).

Os efeitos do transplante de células da medula 6ssea também foram
observados em modelo experimental de lesdo hepatica cronica induzida pela
administragcdo de CCl, em camundongos. Os animais sofreram aplasia de medula
anteriormente a lesédo, e em seguida receberam células de medula 6ssea positivas
para a proteina fluorescente verde (EGFP). Os resultados indicaram que um grande
nimero de células EGFP* migraram para o figado cirrético, e algumas delas
expressaram MMP-9 e MMP-13, contribuindo assim para uma diminuicao da fibrose
e melhora tecidual (HIGASHIYAMA et al., 2006). Também foi observado em modelo
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experimental de cirrose hepatica induzida pelo CCl, que, apds a terapia com CMMO,
as ceélulas transplantadas migraram para a area de lesdo e consequente reducao
significativa nos niveis de fibrose, colageno tipo | e na expressao de galectina-3
(OLIVEIRA et al., 2012).

Trabalhos de terapia com células de medula 6ssea em modelo experimental de
esquistossomose mansonica de fase crénica demonstrou resultados promissores.
Apoés o transplante, as CMMO foram detectadas proximas a area do granuloma
hepatico. Os animais submetidos ao tratamento apresentaram ainda uma reducao
siginificativa nos percentuais de tecido fibroso, associada a diminuigdo nos niveis de
TGF- e aumento no numero de células ovais e melhora da funcdo hepética
(OLIVEIRA et al., 2008).

A terapia com células de medula 6ssea também pareceu ser benéfica em
modelo experimental de lesdo hepéatica aguda. Foi observado que ratos submetidos
a lesdo hepética aguda induzida pelo CCl;, € em seguida tratados com CMMO
apresentaram maior taxa de sobrevida 72hs ap6s o transplante, um aumento
significativo de mitoses e uma reducdo nos niveis de Alanina transaminase (ALT) de
soro, demonstrando que a terapia com a fragdo mononuclear promoveu melhora do
tecido hepético (BALDO et al., 2010). Em modelo experimental de faléncia hepética
aguda induzida em camundongos pela administracédo de 2-acetilaminofluorano (2-
AAF) e etanol, o transplante com células mononucleares da medula 6ssea promoveu
diminuicdo da mortalidade induzida pelo 2-AAF (SOUZA et al., 2012).

Baseado nos estudos experimentais, foram desenvolvidos varios estudos de
fase clinica (LODI; LANNITI; PALMIERI, 2011). Em ensaios clinicos de fase |,
pacientes com cirrose hepética foram submetidos ao transplante autdlogo de
CMMO. Os resultados indicaram melhora da funcdo hepatica apOs terapia, com
aumento nos niveis de albumina de soro, sem efeitos adversos (LYRA et al., 2007).
Outros estudos submeteram pacientes com cirrose alcodlica ao transplante autélogo
de células mononucleares. Doze semanas apoOs a terapia, foi observada uma
diminuicdo significativa nos niveis de bilirrubina de soro, e melhora os niveis de
Alanina transaminase (ALT) e aspartato transaminase (AST) (PAI et al., 2008).

Mesmo que o tratamento com CMMO tenha promovido resultados positivos, a
utilizacdo de populagbes mistas de células dificulta o entendimento dos mecanismos

de acdo envolvidos na melhora tecidual apos a terapia (HOULIHAN; NEWSOME,
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2008). Vale salientar que a fracdo mononuclear consiste de uma populagcao
heterogénea (células precursoras, mondcitos e linfocitos), (ZAGO; COVAS, 2006) e
que a identificacdo das células responsaveis pelo efeito terapéutico é fundamental

para o aprimoramento desta modalidade terapéutica.

2.5 Mondcitos e terapia celular

Dentre as CMMO, um possivel tipo celular responséavel pelos efeitos benéficos
da terapia sdo os mondcitos. Os mondcitos sdo conhecidos por se diferenciar em
varios tipos de fagdcitos, incluindo macréfagos, células dendriticas, osteoclastos,
células de Kupffer e micréglias, e desempenham um papel importante na resposta
imune (GORDON, 1995; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Podem ser isolados da
medula 6ssea e do sangue periférico. A possibilidade de obtencéo deste tipo celular
de uma fonte facilmente acessivel faz dessa populacdo uma forte candidata a
terapia celular nos transplantes autélogos (ZHAO et al., 2003).

Alguns trabalhos apontam duas vias de ativacdo dos mondcitos: a ativagéo
classica (fendtipo M1), induzida por citocinas de células inflamatérias (resposta Thl),
tais como fator de necrose tumoral — alfa (TNF-a) e interferon — gama (INF-y). Nessa
via, as células precursoras se diferenciam em macrofagos, que atuam como células
fagocitarias apresentadoras de antigeno e no recrutamento de células de defesa e
destruicdo do agente invasor — resposta inflamatoria; a outra via seria de ativacao
alternativa (fenotipo M2), que pode ser mediada por células T ativadas, mastocitos,
basdfilos, eosinofilos ou macrofagos, pela liberacdo de algumas citocinas, como as
interleucinas (IL)-4 e IL-13. Essa via de ativacdo esta associada a infecgbes
parasitarias, alergias, inflamacdo e reparo tecidual (VILLANUEVA; TONTONOZ,
2010). Partindo desse conceito, pode-se considerar que a populacdo celular em
questdo tem atuacdo nos processos de regeneracdo de tecidos e orgdos. Sendo
assim, pesquisas estdo sendo desenvolvidas para avaliar o potencial terapéutico
dessas células (THOMAS et al., 2011).

Pesquisas indicam que o0s mondcitos podem ser fortes candidatos ao
transplante celular, em especial para doencas hepaticas. Inicialmente, estudos in
vitro foram realizados para verificar o comportamento dos mondcitos em cultura

condicionada. O cultivo de mondécitos de medula O0ssea ou sangue periférico
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associado a fatores de crescimento pode resultar na formacdo de hepatdcitos
funcionalmente ativos. Trabalhos descrevem que mondcitos obtidos de sangue
periférico humano se diferenciaramm em células hepaticas pelo uso de fatores de
crescimento hepatico (ZHAO et al., 2003; EHNERT et al., 2011). Os novos
hepatécitos obtidos por cultura de mondcitos apresentaram capacidade funcional,
bioguimica e metabdlica, demonstrada qualitativamente e quantitativamente, quando
comparados aos hepatdcitos originais (RUHNKE et al., 2005). Estudos realizados
com mondcitos obtidos de sangue periférico de pacientes infectados pelo virus da
hepatite B com cirrose descompensada observaram a capacidade de diferenciacao
dessas células em hepatdcitos funcionalmente ativos, demonstrando mais uma vez
o potencial terapéutico dessa populacéo celular. Diante dos achados, € de grande
relevancia a investigacdo do comportamento dos mondcitos in vivo, verificando seu
potencial terapéutico frente as lesdes hepéaticas crénicas (YAN et al., 2007).

A separacdo e purificacdo de populacdes celulares vém sendo uma pratica
bastante frequente. Recentemente, abordagens cientificas descrevem métodos que
possibiltam a obtencdo de células purificadas fazendo o uso de marcadores, onde
anticorpos especificos para receptores celulares se ligam as células e permitem sua
caracterizacdo, fenotipagem e até mesmo isolamento (FONG; GAUTHAMAN;
BONGSO, 2010). Mondécitos podem ser obtidos seguindo alguns protocolos de
purificacdo celular, com base na sua especificidade de marcadores. A literatura
aponta os fendtipos CD11b e CD14 como os antigenos que melhor caracterizam a
linhagem monocitica (AULT; SPRINGER; 1981; GRACE et al., 2002). O antigeno
CD11b, em humanos, é fortemente expresso em células mieldides, e pouco
expresso em células NK e em alguns linfocitos ativados (BELLER; SPRINGER,;
SCHREIBER, 1982). Em camundongos, o antigeno CD1lb € expresso em
mondcitos/macréfagos, e em menor proporcdo em granulécitos, células NK, células
B e uma subpopulacéo de células dendriticas (LAGASSE, WEISSMAN, 1996). Ja o
fenétipo CD14 é um marcador especifico para mondcitos/macrofagos de
camundongos e humanos (FEARNS et al., 1995).

E possivel obter uma populagéo purificada de células CD11b*/CD14" a partir
da camada mononuclear da medula 6ssea (CMMO). As células CD11b*/CD14"
obtidas pelo método de separacdo magnética (MACs) podem ser utilizadas para fins

de pesquisa, para analise, caracterizacdo e cultivo celular, bem como para o
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transplante de células. Levando em consideracdo a especificidade dos anticorpos
CD11b e CD14, é possivel afirmar que, células purificadas da camada mononuclear
da medula 6ssea que séo positivas para os referidos fenétipos em mais de 90% de
sua totalidade, sdo consideradas mondcitos. Dessa forma a presente pesquisa visa
avaliar o potencial terapéutico de células CD11b" obtidas da camada mononuclear
da medula 6ssea (CMMO) em modelo murino de cirrose hepatica.
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Resumo

. O presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial terapéutico de células
CD11b* de medula 6ssea em modelo experimental de cirrose. Camundongos
C57BL/6 isogénicos receberam, durante seis meses, por via orogastrica, 200uL de
uma solucdo de CCl; 20% diluido em azeite de oliva e etanol 5%. Apls o
estabelecimento da lesdo, os animais foram submetidos a terapia com células
CD11b"* de medula 6ssea, células mononucleares totais de medula éssea (CMMO),
CMMO sem CD11b" e salina. As células CD11b" foram obtidas da camada
mononuclear da medula éssea de camundongos C57BL/6, por separacao
imunomagnética. Dois meses ap0s a terapia, os animais foram submetidos a
eutanasia para a coleta do figado, para avaliacdes morfolégicas, morfométricas,
imunoistoquimicas e dosagem de hidroxiprolina. A caracterizacdo celular por
citometria de fluxo revelou que a fracdo obtida por esse método € constituida de
populacdo homogénea de mondcitos. Dois meses ap0s o transplante, as analises
morfolégicas, morfométricas e bioquimicas exibiram diminuicdo no percentual de
fibrose, nos niveis de hidroxiprolina e aumento significativo no numero de células de
Kupffer no tecido hepético. Ensaios imunohistoquimicos mostraram processos de
proliferacdo celular e apoptose mais evidentes nos grupos que nao receberam
células CD11b*. Pdde-se concluir que, o método de obtencdo das células CD11b" é
considerado viavel e que o transplante destas células para figados cirréticos é capaz
de reduzir os niveis de fibrose, sugerindo possivel aplicacdo terapéutica desta

populacdo celular no tratamento das hepatopatias cronicas.

Palavras-chave: figado; terapia celular; imunohistoquimica; cirrose; células CD11b*
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Abstract

This study aimed to evaluate the therapeutic potential of CD11b" cells from
bone marrow in experimental cirrhosis pattern. C57BL/6 inbred mice received during
six months 200uL of 20% CCl, solution in ethanol 5%, by an orogastric pathway.
After the lesion establishment, the animals underwent therapy with CD11b" cells
from bone marrow, bone marrow mononuclear cells (BMMC), BMMC without CD11b*
and saline. CD11b" cells were obtained from bone marrow mononuclear layer of
C57BL/6 mice by immunomagnetic separation. The cell characterization by flow
cytometry revealed fraction obtained by this method consisting of homogeneous
population of monocytes. Two months after transplantation, the morphological,
biochemical and morphometric exhibited decrease in the percentage of fibrosis,
hydroxyproline levels and a significant increase in the number of Kupffer cells in the
liver tissue. Immunohistochemical assays showed both proliferation and apoptosis
were most evident in groups that received no cells CD11b". It was concluded that the
method of obtaining of the cells CD11b" is considered feasible and transplantation of
these cells in cirrhotic livers are capable of reducing levels of fibrosis, suggesting
possible therapeutic application of this cell population in the treatment of chronic liver

disease.

Keywords: liver; cell therapy; immunohistochemistry; cirrhosis; CD11b" cells.
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Introducéao

A cirrose € a consequéncia da evolucado da maioria das doencas crénicas do
figado, processo difuso caracterizado pela formagdo de tecido fibroso, nodulos
cirréticos e hipertensdo portal, com consequentes alteragdes na arquitetura do 6rgéao
(1,2). Tais condicBes patoldgicas resultam em perda progressiva da fungcédo do
figado, que culmina na Insuficiéncia hepética (3).

A fibrose hepética é considerada uma das condicdes mais relevantes da
cirrose, sendo o resultado de uma reacao cronica de cicatrizagdo que ocorre em
resposta a lesbBes persistentes ao parénquima hepatico (infeccbes virais e
parasitarias, agressfes toxicas, metabdlicas e auto-imunes) (4-8). Consiste na
deposicao excessiva de componentes da matriz etracelular (MEC), principalmente
fibras colagenas dos tipos | e lll, ocasionada pelo desequilibrio entre producéo e
degradacdo de MEC (9). Sendo assim, o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas anti-fibrogénicas para as doencas cronicas do figado é necesséario.

Atualmente, o sistema publico de salde considera o transplante de figado
como a Unica terapia efetiva para pacientes hepatopatas diagnosticados com cirrose
descompensada (10). Porém, a falta de 6rgéos, os elevados custos, os altos riscos
durante o procedimento, e a grande demanda de pacientes que necessitam de um
novo orgao dificultam ainda mais a realizacdo desta modalidade terapéutica (11,12).
Diante desse cenario, ha uma busca por novas op¢des de tratamentos mais baratos,
menos invasivos e que apresentem poucas complicacoes.

Dentre as possiveis alternativas terapéuticas, o transplante celular tem se
mostrado bastante promissor para as doencas do figado (13). Estudos
experimentais relatam uma melhora nos parametros morfologicos, bioquimicos e

funcionais em modelos animais de lesdo hepatica crbnica, ap0s tratamento com
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células mononucleares de medula 6ssea (14, 15). Alguns trabalhos de fase clinica |
(doenca hepatica crénica avancada, com auséncia de tumores hepaticos), também
descrevem o comportamento dos pacientes cirroticos submetidos a terapia com
células mononucleares de medula o6ssea (11,16). Porém, algumas questbes
permanecem desconhecidas. E de grande interesse esclarecer quais 0s
mecanismos envolvidos no processo de regeneracao tecidual promovida pela
terapia celular, bem como identificar qual populacdo de células seria a mais
adequada para proporcionar melhoras siginifcativas no figado.

Estudos recentes revelam que mondcitos CD11b" podem apresentar um
potencial terapéutico relevante nas hepatopatias cronicas. Ensaios in vitro
demonstraram que, mondcitos mantidos em cultura, condicionado com fatores de
crescimento de hepatdcitos, apresentaram um comportamento muito semelhante as
células hepaticas obtidas de cultura de figado (17). Outros achados revelaram que
mondcitos em cultura expressaram enzimas e citocinas envolvidas no processo de
regeneracao hepética, reforcando ainda mais sua possivel utilizacado no transplante
celular (18). Sendo assim, 0 nosso trabalho teve como objetivos padronizar a técnica
de separacdo das células CD11b" de medula 6ssea e avaliar o seu potencial
terapéutico em modelo murino de cirrose hepatica induzida por tetracloreto de

carbono (CCly).

Materiais e métodos

Animais.
Foram utilizados 130 camundongos adultos C57BL/6 isogénicos, com peso
variavel entre 20-23g, de ambos o0s sexos, obtidos do Centro de Criagdo de Animais
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de Laboratorio (CECAL). Os animais foram mantidos no Biotério Experimental do
CPgAM/FIOCRUZ-Recife em condicbes ideais de temperatura (£ 23°C) e
luminosidade (ciclos de 12h claro/escuro), recebendo alimentacao ad libitum da dieta
padrdao comercial para camundongos (Nuvilab, Curitiba, PR). Todos os
procedimentos foram realizados obedecendo rigorosamente as recomendacdes do
Guia de Uso de Animais de Laboratorio em pesquisa cientifica, e todos os esforcos
foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais. O respectivo projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais (FIOCRUZ/CPgAM), protocolado

sob o n° 15/2011.

Grupos experimentais.

Os animais foram distribuidos randomicamente em cinco grupos:  Grupo l.
Camundongos C57BL/6 isogénicos submetidos a cirrose hepatica e tratados com
células mononucleares de medula éssea CD11b* (n=5); Grupo Il. Camundongos
C57BL/6 isogénicos submetidos a cirrose hepética e tratados com células
mononucleares totais de medula Ossea (CMMO totais) (n=5); Grupo Il
Camundongos C57BL/6 isogénicos submetidos a cirrose hepatica e tratados com
células mononucleares de medula 6ssea sem CD11b* (n=5); Grupo IV.
Camundongos C57BL/6 isogénicos submetidos a cirrose hepatica e tratados com
salina estéril (veiculo) (n=5); Grupo V. Camundongos C57BL/6 isogénicos sem lesdo

(grupo controle) (n=5).

Inducéo de cirrose por intoxicagéo pelo tetracloreto de carbono (CCly).
A cirrose hepatica foi induzida nos camundongos pela administracdo, duas

vezes por semana, por via orogastrica, de CCl, a 20%, diluido em azeite de oliva.
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Os animais receberam ainda etanol (EtOH 5%) diluido na dgua de beber ad libitum.

Esse estimulo foi mantido por um periodo de seis meses continuos (18).

Obtencdo de CMMO totais e isolamento de células CD11b" de medula dssea.
Camundongos C57BL/6 isogénicos foram submetidos a eutanasia por
overdose dos anestésicos Ketamina (115mg/kg do peso do animal) e Xilasina
(80mg/kg do peso do animal). As células de medula 6ssea foram obtidas a partir dos
fémures e tibias dissecados, eliminando os tecidos muscular e conjuntivo
associados. Foram feitos dois cortes na regido das epifises, removendo-as,
possibilitando a entrada da agulha na cavidade medular, onde foi injetado meio
RPMI 1640 (Sigma, pH 7,2) com antibidtico a 1% (penicilina-estreptomicina) sem
soro. A fracdo enriquecida em CMMO localizada na interface da suspensao celular
foi obtida por centrifugacdo em gradiente de ficoll (Ficoll-histopaque 1077 e 1119 —
Sigma). Para o isolamento das células CD11b", foi utilizado um volume de 500 pL
das CMMO totais (3 x 10’ células/mL) cobertas com os anticorpos CD11b*
conjugados a microesferas magnéticas (Unidades de MACS™). Em seguida, a
suspensao celular foi filtrada em uma coluna de separagdo magnética (MACS™),
onde ficaram retidas as células CD11b*. Essas células foram recuperadas em
PBS/BSA 0,5% + EDTA 2mM e posteriormente uma aliquota da suspensao celular
(10pL) foi corada em Azul de Trypan e as células foram contadas em microscopio
optico, com auxilio de camara de Newbauer. Por fim, as células foram lavadas e

ressuspendidas em 1 mL de salina estéril para entéo ser infundidas nos animais.

Caracterizacdo da populacéo de células CD11b" por citometria de fluxo.
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As células CD11b* obtidas por separacdo imunomagnética foram
ressuspendidas em PBS/BSA 0,5% + EDTA 2mM e, apds contagem, 10° de células
foram colocadas em tubos para citometria e incubadas com 10 pL dos seguintes

anticorpos para fenotipagem: Anti-CD11lb (PE Rat Anti-Mouse CD11b, BD

Pharmingen™), Anti-CD14 (FITC Rat Anti-Mouse CD14, BD Pharmingen™), Anti-
CD34 (PE Rat anti-Mouse CD34, BD Pharmingen™), Anti-CD45 (APC Rat Anti-

Mouse CD45, BD Pharmingen™), Anti-Ly6A (PE-Cy™7 Rat Anti-Mouse Ly-6A/E,

BD Pharmingen™). Ap6s 20 minutos de incubacdo, as células foram lavadas e
ressuspendidas em PBS e azida soédica 0,05%, e posteriormente contadas e

classificadas em citbmetro FACScalibur (Becton Dickinson).

Infusdo das células nos animais cirrgticos.

Doses de 10’ células, para cada animal (~200 pL da suspensdo celular em
salina) foram infudidas uma vez por semana, através da veia caudal, durante trés
semanas consecutivas em todos nos animais que receberam células CD11b",
CMMO totias e CMMO sem CD11b*. Um grupo de animais com lesdo hepatica
cronica recebeu doses de salina estéril, em condi¢cbes similares. Dois meses ap0s o

inicio da terapia, os animais foram submetidos a eutanasia, para a coleta do figado.

Avaliacdo morfolégica e morfométrica.

Fragmentos de figado foram fixados em formol 10% por 48 horas. Apos
inclusdo em parafina, sec¢des histolégicas com 5um de espessura foram coradas
pela hematoxilina e eosina (H&E) para avaliacdo das lesdes hepaticas, e pelo sirius-
red e fast green para estudo do colageno (19). Para a quantificacédo do tecido fibroso

hepatico, dez areas do corte histologico foram utilizadas para a realizacdo da
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morfometria semi-automatica, usando o programa LEICA QWin Plus versdo 2.6
(LEICA). Também foram realizados estudos morfométricos do figado através de
meétodos estereoldgicos (20). Foi determinada a proporcao entre o parénquima nao
lobular e lobular do figado, utilizando ocular microscopica contendo quadricula
composta de 100 pontos-teste, posicionada sobre os cortes das preparacdes
histolégicas coradas pela H&E. Em cinco laminas por grupo, foi efetuada a
contagem em 10 campos por lamina, com a objetiva de 40x. De maneira
semelhante, foram quantificadas as células de Kupffer. Além disso, pelos estudos
morfologicos do tecido hepatico foram avaliadas alteracdes estruturais, presenca de
balonizacdo celular, grau e tipo de esteatose encontrada, areas de necrose e

proliferacéo ductular.

Dosagem de Hidroxiprolina.

Amostra de figado, obtida do lobo maior, pesando entre 100 e 200 mg, foi
usada para determinacdo de hidroxiprolina constituinte do coladgeno (21). As
amostras foram processadas e analisadas segundo a metodologia de Bergman &
Loxley (1973), analisadas em espectrofotometro automatico (Pharmacia, modelo
Ultrospec 3000), em densidade Optica de 558 nm, para a obtenc&o dos valores da

concentragédo molar de cada amostra (nMol).

Imunoistoquimica para proliferacdo celular.

Cortes de 5 ym de fragmentos de figado incluidos em parafina e dispostos em
laminas tratadas em poli-lisina foram utilizados para a deteccdo de células em
proliferacdo. Inicialmente, os cortes foram desparafinados em xilol e hidratados em

banhos crescentes de etanol. Em seguida, as amostras foram tratadas com H,0, 3%
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por uma hora para inibicdo da peroxidase endogena. Os cortes foram incubados
com o anticorpo Monoclonal mouse antigeno nuclear de proliferacédo celular (NCL-L-
PCNA — Leica Microsystems), diluicdo 1:100, por uma hora. Aproximadamente
100uL do anticorpo secundario conjugado a peroxidase (N-Histofine simple stain
max PO, Nichirei Biosciences) foi utilizado em cada corte, sendo revelado com
substrato cromogénico 3,3’diaminobenzidina (DAB) em marrom, e contracorado com

Hematoxilina de Harris.

Deteccao de células apoptéticas pelo método de TUNEL.

Cortes de 5 ym de fragmentos parafinados do figado de animais de todos os
grupos foram submetidos a processos de desparafinizacéo e rehidratacéo, tratados
com H;O, 3% para inibicAo da peroxidase enddgena, e proteinase K para
reuperacao antigénica. Foi utilizado o Kit de deteccdo de células em apoptose
(Apoptag Plus Peroxidase in situ, Milipore), seguindo as instrucfes do fabricante. A

imunomarcacao foi revelada pelo DAB e contracorada com Methyl-green.

Analise estatistica.

Para analise dos parametros percentual de tecido fibroso e quantificacdo dos
niveis de hidroxiprolina, utilizou-se o teste T, e, quando necessério, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Para a contagem das células de Kupffer e
proporcdo entre o parénquima lobular e ndo lobular, realizou-se o teste néo
paramétrico de Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn. Os softwares utilizados foram

o Graph Pad Prism 5.0 e o Bioestat 5.3.

50



Resultados

Caracterizacao celular

Através da avaliacdo imunofenotipica por citometria de fluxo, foi possivel
observar que a fracdo celular obtida pelo método de separacdo imunomagnética
caracterizou-se como uma populacdo homogénea de mondcitos positivos para 0s

anticorpos CD11b e CD14 (Figura 1; Tabela 1).

Analises morfoldgica e morfométrica e dosagem de hidroxiprolina

A administracéo crénica de CCl, em camundongos C57BI/6 causou alteracfes
estruturais do figado. Os achados macroscopicos foram caracterizados por areas
nodulares proeminentes, alteracBes vasculares e hepatomegalia. As alteracdes
microscopicas demonstraram, em todos os grupos cirréticos submetidos a terapia
(células CD11b*, CMMO totais, CMMO sem CD11b" e salina), areas de necrose
(Figura 2A), deposicdo de tecido fibroso em torno dos ndédulos hepaticos
regenerativos (Figura 2B), proliferacdo das células ductulares (Figura 2C) e
presenca discreta de infiltrado inflamatério cronico de carater predominantemente
mononuclear nos espacgos-porta e na regido da veia centro-lobular. Os hepatécitos
estavam tumefeitos e com degeneracdo gordurosa (Figura 2D). A presenca de
esteatose macrovacuolar e microvacuolar foi mais evidente nos grupos tratados com
CMMO totais e CMMO sem CD11b". Verificou-se com frequéncia a presenca de

Corpusculo de Mallory em todos os grupos (Figura 2E).
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A gquantificacdo de tecido fibroso corado pelo sirius-red através da técnica de
morfometria semi-automatica demonstrou, dois meses ap0s a terapia, que 0s
animais cirréticos submetidos ao tratamento com células CD11b" apresentaram uma
diferenca significativa da fibrose hepatica (1,8%), quando comparados com as
seccOes do figado de camundongos tratados apenas com salina (3,7%) (p<0,05). Os
demais grupos submetidos a terapia celular ndo diferiram significativamente entre si
(Figura 3). Com relacdo aos niveis de hidroxiprolina, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos (p>0,05), embora numericamente
todos os tratamentos tenham apresentado valores inferiores ao grupo salina (Figura
4).

A analise morfométrica das células de Kupffer revelou que apds dois meses do
transplante celular, os grupos cirréticos submetidos aos tratamentos com células
CD11b" e CMMO totais apresentaram um aumento significativo dessas células,
quando comparados ao grupo tratado com salina (Tabela 2). Porém, ndo foram
evidenciadas diferencas significativas entre os tratamentos, para 0s parametros

parénquima lobular e ndo lobular (Tabela 2).

Imunoistoquimica

Através da técnica de imunomarcacdo de células em proliferacdo, foi
evidenciada uma marcacédo menos expressiva nos figados dos animais tratados com
células CD11b" e salina (Figuras 5A e 5D). Entretanto, nos grupos experimentais
tratados com CMMO totais, CMMO sem CD11b" e no grupo controle houve uma
marcacdo mais expressiva (Figuras 5B, 5C e 5E). Na imunomarcacao de células

apoptoticas, pelo método de TUNEL, foi evidenciado que o tecido hepatico dos
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camundongos dos grupos CMMO totais e CMMO sem CD11b" apresentou marcagao
mais intensa e maior frequéncia (Figuras 6B e 6C) quando comparados aos grupos

tratados com células CD11b", salina e controle (Figuras 6A, 6D e 6E).

Discussao

A terapia celular vem se tornando uma modalidade terapéutica atrativa para o
tratamento de doencas hepaticas cronicas que pode proporcionar melhora da fungéo
do figado, ou pelo menos, dar suporte funcional temporario até que um novo figado
esteja disponivel para o transplante. Uma terapia que utilize uma populacdo
homogénea de células contribui para uma melhor compreensao da relacdo causa-

efeito do transplante.

Em nosso estudo, as células CD11b" foram consideradas como uma populacgéo
homogénea de mondcitos, sem contaminacéo significativa por outros tipos celulares,
tais como linfécitos e granulécitos, como pdde ser observado na caracterizacado
celular. A citometria de fluxo permitiu observar que as células CD11b" obtidas pelo
método de separacdo magnética apresentaram o mesmo perfil fenotipico de

monadcitos de medula éssea purificados por outras metodologias (22).

Trabalhos recentes tém demonstrado que células mononucleares de medula
0ssea proporcionam efeitos benéficos em modelos experimentais de lesdo hepatica,
tanto de fase aguda, contribuindo para o aumento de sobrevida dos animais
submetidos ao tratamento (23), como de fase cronica, com diminuicdo nos niveis de
fiorose (15, 24). Nossos dados demonstraram que o transplante de células CD11b*

obtidas da fracdo mononuclear da medula éssea apresentou um efeito benéfico
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sobre a fibrose em modelo experimental de cirrose hepatica induzida em

camundongos C57BL/6 pela administracdo de CCl, a 20%.

A diminuicdo nos niveis de fibrose observada pela analise morfométrica e
dosagem de hidroxiprolina, apds o transplante de células CD11b", reforca o papel
anti-fibrogénico dessa populacdo celular. Esses resultados corroboram trabalhos
que demonstraram uma relacdo entre a populacdo mondcitos/macrofagos e a
diminuicao nos niveis de fibrose em modelos murinos de lesdo hepatica crbnica (25).
Estudos anteriores também relatam niveis menores de fibrose apds terapia com

CMMO totais. (15, 24).

Sabe-se que o processo de fibrélise (degradacao do tecido fibroso) € regulado
pela acdo de colagenases, principalmente por metaloproteinases de matriz (MMP),
produzidas e secretadas por diversas células, tais como células de Kupffer, células
estreladas hepaticas e hepatdcitos (26). A regulacdo da atividade das MMPs se da
pelos inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPS) que promovem um
equilibrio entre producdo e degradacdo de matriz extracelular (3,27). Em lesdes
hepéticas crbnicas, observa-se um aumento na deposi¢éo de tecido fibroso, e esse
fendbmeno esta associado a inibicdo da atividade das MMPs pelo aumento nos niveis
de TIMPs (28). Trabalhos anteriores com modelos experimentais de lesdo hepatica
crdnica observaram que, apos o transplante de células da medula 6ssea, houve uma
diminuicdo da fibrose (15, 24, 29), onde as células infudidas foram encontradas em
bandas de tecido fibroso e co-localizadas em é&reas onde foi possivel observar
grande expressao de MMP-9. Dentre as células da medula 0ssea, essa propriedade
anti-fibrotica foi atribuida as células da linhagem mondcito/macréfago, que

expressaram MMPs para a degradacédo do colageno (29). Nossos dados sugerem
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que a terapia com células CD11b" pode ter contribuido, de forma paréacrina, para a
liberacdo de MMPs que promoveram um aumento na degradacdo das moléculas de
colageno e consequente reducdo nos niveis de fibrose, como também pode ter
inibido a producéo e liberagdo de TIMPs. A atuacdo das células CD11b" pode ter
ocorrido tanto de forma indireta, estimulando outras células a produzirem e liberarem
MMPs ou inibindo a producdo de TIMPs, como de forma direta, sendo a propria

populacao infundida responsavel pela secrecdo de enzimas colagenases.

Outra hipotese que pode estar associada a diminuicdo da fibrose em
camundongos submetidos a terapia em nosso trabalho, seria a atuacédo das células
CD11b" nas vias de ativacdo das células estreladas hepaticas (CEHs). Para que as
CEHs sejam ativadas e passem a produzir e depositar componentes da matriz
extracelular (MEC) no parénquima hepatico, uma cascata de citocinas pro-
fibrogénicas é recrutada, dentre as quais se destaca o fator de crescimento e
transformacao-beta (TGF-B) (3). Oliveira e colaboradores (2008) associaram a
diminuicdo nos niveis de fibrose com queda significativa nos indices de TGF- (24).
Em modelos experimentais de lesdo hepética, o aumento nos niveis de TGF-f é
diretamente proporcional ao nimero de CEH ativadas, bem como aos niveis de
fibrose hepatica (3,30). O trabalho de Thomas e colaboradores (2011) demonstrou,
também, aumento na expressdo de MMPs e diminuicdo nos niveis de TGF-f, apos
infusdo de macréfagos obtidos através da cultura condicionada de células

precursoras (31).

Também foi possivel observar, através de analises morfométricas, que os
animais cirréticos submetidos a terapia com células CD11b" apresentaram um

aumento significativo no numero de células de Kupffer no tecido hepatico, quando
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comparados aos animais cirréticos tratados com salina. As células de Kupffer sdo
monacitos residentes do figado, localizados nos sinuséides hepaticos no interior do
espaco de Disse (32). Nas doencas hepaticas, essas células tém a funcao fagocitica
e liberam citocinas, tais como fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e interleucina-6
(IL-6), ambos os mediadores importantes da resposta inflamatdria e fibrogénese
hepatica (33). Existem evidéncias a partir de estudos experimentais que as células
de Kupffer sdo derivadas da medula 6ssea (33). Sabendo que as células CD11b"
obtidas por separacdo magnética constitui de uma populacdo homogénea de
monaocitos, podemos sugerir que o aumento no numero de células de Kupffer nos
figados dos camundongos submetidos a terapia celular foram originados pela

diferenciacdo das células CD11b" infundidas, que migraram para as areas de lesdo

e se diferenciaram em células de Kupffer.

Uma terapia eficaz para as doencas do figado deve associar reducdo dos
niveis de fibrose e consequente aumento da regeneracado hepatica, ou seja, ativacdo
da atividade proliferativa de hepatdécitos, no intuito de recuperar a massa hepatica
perdida no processo de lesédo tecidual (34). Em nosso estudo, a presenca de células
em proliferacdo foi mais evidente nos animais que receberam CMMO totais e CMMO
sem CD11b", sugerindo que células com perfil diferente das células CD11b* possam
estar envolvidas nos processos de proliferacdo celular. Trabalhos anteriores
mostraram que o transplante de células totais da medula 6ssea promoveu aumento
significativo no numero de células ovais no figado — células progenitoras de

hepatocitos (24).

Trabalhos que investigam o potencial terapéutico de células da medula 0ssea

associam a eficacia do tratamento a altera¢cdes nos niveis de apoptose nos figados
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de animais submetidos ao transplante celular. Em nosso trabalho, néo foi
evidenciado marcacao expressiva para apoptose nos animais cirréticos submetidos
a terapia com células CD11b", ao contrario de estudos anteriores, que detectaram
aumento significativo nos niveis apoptoéticos apés terapia com macrofagos obtidos
de mondcitos cultivados, e associaram a uma co-marcacdo para alfa-actina de
musculo liso (a-SMA), especifico para CEHs, sugerindo que estas células
fibrogénicas foram sinalizadas para morte por apoptose apds o transplante de

monacitos. (31).

Diante de nossos achados, podemos sugerir que os efeitos anti-fibrogénicos
associados a terapia com células CD11b" se deve ao perfil de ativacdo que as
células infudidas assumiram ao migrarem para as areas de lesdo. O perfil de
ativacdo de subpopulacbes de mondcitos M2 € uma forma alternativa que esta
associada ao reparo tecidual, contribuindo para a degradacdo de tecido fibroso
(33,35). Manuelpillai e colaboradores (2012) associaram a regressao da fibrose
hepética ao aumento dos niveis de expressao de marcadores de subpopulacdes de
mondcitos M2, reforcando a participacdo destas em processos de regeneracao

hepética (36).

Conclusao

A separagdo das células CD11b" pelo método imunomagnético é considerada
viavel, e o transplante destas células para figados cirréticos € capaz de reduzir os
niveis de fibrose, sugerindo possivel aplicacéo terapéutica desta populacao celular

no tratamento das hepatopatias cronicas. Sendo assim, mais estudos sao
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necessarios para sustentar e reforcar os efeitos da terapia, bem como conduzir os
estudos de fase clinica e determinar a eficacia da terapia com células autélogas nas

doencas crbnicas do figado.
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Figura 1. Grafico representativo da imunofenotipagem por citometria de fluxo das células CD11b"

obtidas por separagdo imunomagnética para os marcadores CD11b e CD14.
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Figura 2. Fotomicrografias do tecido hepético de camundongos submetidos a terapia celular, com
presenca de necrose hepatocelular (A, H&E), formacgdo de nddulos regenerativos delimitados por
tecido fibroso (B, sirius red), proliferacdo ductular (C, H&E), esteatose macrovacuolar e

microvacuolar (D, H&E) e corpusculo de Mallory (E, H&E).
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Figura 3. A analise morfométrica demonstrou que, dois meses apds 0 transplante, os animais

cirréticos submetidos a terapia com células CD11b" apresentaram reducéo significativa (* = p<0,05)

no percentual de tecido fibroso quando comparados ao grupo tratado com salina.
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Figura 4. O ensaio bioquimico demonstrou que, dois meses apés o0 transplante, os animais cirréticos

submetidos a terapia com células CD11b" apresentaram diminui¢do nos niveis de Hidroxiprolina, em

relacdo ao grupo cirrético tratado com salina.
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Figura 5. Fotomicrografias da imunomarcacdo para proliferacdo celular (PCNA) no tecido hepatico
dos grupos experimentais: grupo cirrético tratado com células CD11b" (A); grupo cirrético tratado com
CMMO totais (B); grupo cirrético tratado com CMMO sem CD11b" (C); grupo cirrético tratado com

salina (D); e grupo controle (E).
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Tabelas

Tabela 01. Valores percentuais dos marcadores

imunomagnética.

para as células obtidas por separacdo

Fenotipo

Células obtidas por separacao
imunomagnética (%)

CD11b*
CD11b* + CD14*
CD34*
Ly-6A*

CD45"

99,12

97,99

29,88

12,5

29,89

Tabela 02. Média (+ desvio-padrdo) de Células de Kupffer e da contagem morfométrica do

parénquima lobular e ndo-lobular

do figado.

Grupos Células de Parénquima Parénquima néo-
Experimentais Kupffer Lobular* lobular*
Salina 0.9+0.29a 91.86 + 5.03a 9.57 + 4.41a
Células CD11b" 3.04+0.52b 88.66 + 3.21a 11.18 + 2.95a
CMMO totais 3.06+0.84b 87.21 +5.10a 12.78 £5.10a
CMMO sem CD11b" 1.46+0.44a 89.19 £ 6.01a 10.80 + 6.01a
Controle 1+0.15a 93.39+1.82a 6.60 £ 1.81a
P 0.0007 P 0,1227 P 0,1629

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste ndo paramétrico

de Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn (P > 0,05).
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