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SILVESTRE, P.M. Avaliagdo da selante de fibrina como arcabougo para
células tronco em figados cirréticos. Botucatu, 2015. xp. Dissertacéo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina de Botucatu — FMB, Departamento de
Doencas Tropicais, Universidade Estadual Paulista (UNESP).

RESUMO

INTRODUGAO: A cirrose é o estagio final da doenca hepatica. Causada
principalmente pelas hepatites virais e ingestao de alcool, o unico tratamento
especifico atual é o transplante O projeto Global Burden of Disease (GBD)
publicou recentemente na BMC Medicine uma nova avaliagao da mortalidade
pela cirrose. Varios métodos e fontes de dados levaram a estimativa global de
pouco mais de um milhdo de mortes em 2010, cerca de 2% de todas as
mortes. Nos Uultimos anos, as pesquisas biotecnolégicas favoreceram a
descoberta da terapia alternativa para cirrose usando células tronco. Estas
geraram grande expectativa na regeneragcdo tecidual e sua aplicagdo no
tratamento. Um dos grandes desafios enfrentados foi sua reduzida fixacdo das
células no figado, com dispersao para todo organismo e sem a efetividade
esperada. As metodologias ainda ndo encontraram uma maneira eficaz de
impedir que estas células difundam para os outros 6rgdos diminuindo sua
eficacia pretendida. OBJETIVO: Avaliar o selante de fibrina derivado da
peconha de serpente (SFDPS) como arcabougo para células tronco
mesenquimais (CTMs) em figados cirréticos. METODOS: O modelo de cirrose
experimental em ratos foi induzido pela tioacetamida (C,HsNS), aplicada duas
vezes por semana por via intraperitoneal (i.v.) na dose de 200mg/kg. A coleta
de sangue foi realizada uma vez por més para as analises bioquimicas. O
isolamento das células tronco foi realizado de acordo com Gasparotto et al.,
2014. A marcagao para citometria foi realizada em segunda passagem com os
marcadores RT1 AW2 FITC, CLASS RT1 PE, CD11b, CD44, CD90, CD34,
CD105, CD73, CD45, ICAM. A biomarcacdo da serinoprotease, um dos
componentes do selante, foi realizada com o kit Alexa Fluor 488 Protein
Labeling Kit (A30006v). A cirurgia foi realizada sob anestesia inalatéria com
isoflurano; os animais foram selecionados aleatoriamente em trés grupos os
quais receberam o tratamento especificado. Na histologia os cortes foram de

5um para coloragdo pela Hematoxilina e Eosina (HE) e Picrosirius. A
XV



imunomarcacéo foi realizada de acordo com o protocolo do Kit Click-iT® EdU
Imaging Kits RESULTADOS: O desenvolvimento da cirrose foi
macroscopicamente eficiente, demonstrando intensos nodulos de regeneracéo.
As analises bioquimicas demonstraram alteragbes nas enzimas alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST). A ureia, glicose,
albumina, proteina-C-reativa e bilirrubina n&o se alteraram significativamente.
As analises histologicas pelas coloragées HE e Pricrosirius demonstraram a
presencga da cirrose. A citometria de fluxo demonstrou um cultivo heterogéneo
com porcentagem maior para CTMs comparado com as células
mononucleares. Dos 100 ug de serinoprotease submetidos a biomarcagao a
analise pela espectrofotometria mostrou que foram sinalizados 68 pg que
corresponde a 68% da amostra. Na analise da fluorescéncia observou-se a
serinoprotease sinalizada in vitro e na microscopia confocal in vivo. Como o
tecido hepatico tem autofluorescéncia foi realizada a quantificagao
demonstrando a diferenca nos picos do tecido e da sinalizacdo da
serinoprotease. Nas analises de imunomarcacao das células foi demonstrada
pela microscopia confocal a presenca de CTMs no grupo com CTMs + SFDPS
aos 15 dias, mas ndo no grupo CTMs. Aos 30 dias de andlise as CTMs
apareceram nos dois grupos experimentais. CONCLUSAO: O método de
cirrose experimental proposto por Said et al. foi reproduzido com sucesso. Os
exames laboratoriais e anatomopatolégicos confirmaram o desenvolvimento da
cirrose hepatica. As CTMs foram confirmadas principalmente pelos marcadores
positivos CD44, CD73, CD90, CD105 e CD54. A serinoprotease utilizada na
composi¢cao do SFDPS foi biomarcada pela primeira vez na literatura mundial.
Apos a aplicacao a serinoprotease se difundiu para todo parénquima hepatico.
O SFDPS manteve as CTMs pelo menos trinta dias no sitio de inoculacéo
podendo ser um importante arcabougo. As CTMs nao apareceram no grupo
CTMs apo6s 15 dias de tratamento, porém reapareceram 30 dias apos.
Acredita-se que isso ocorreu porque as CTMs foram difundidas pelo sangue e
aos 30 dias voltaram para o figado por causa dessa difusdo sanguinea e da

presenca da cirrose.

Palavras chave: Figado, cirrose, selante de fibrina derivado de peconha de
serpente (SFDPS), Crotalus durissus terrificus
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SILVESTRE, P.M. Fibrin sealant of the evaluation as a scaffold for stem
cells in cirrhotic livers. Botucatu, 2015. xp. Dissertation (Master) — Botucatu
Medicine School — FMB, Tropical Diseases Department, Univ Estadual Paulista
- UNESP

ABSTRACT

Introduction: Cirrhosis is the final stage of liver disease mainly caused by viral
hepatitis, alcohol intake, and currently it can only be reversed by liver
transplantation. In a new assessment of mortality of liver cirrhosis by design
Global Burden of Disease (GBD) in the BMC Medicine, a variety of methods
and data sources has led to an overall estimate of just over a million deaths in
2010, which was about 2% of all deaths. In recent years, research has
intensified on biotech issues, favoring therapeutic discovery of stem cells to
cirrhosis, which have generated great expectations in tissue regeneration of the
liver and its application. However, a major problem faced was its low setting in
cirrhotic liver, with spread to the whole body and without the expected
effectiveness. The investigations have not yet found a way to effectively prevent
stem cells spread to other organs reducing their effectiveness regeneration.
AIM: Evaluate the fibrin glue derived from snake venom (SFDPS) as a scaffold
for stem cells in cirrhotic livers. Methods: The model of experimental cirrhosis
in rats was induced by Thioacetamide (C2H5NS), twice per week
intraperitoneally (iv) at 200 mg / kg. The of blood collection was performed for
biochemical analysis in B200 equipment. Isolation of stem cells was performed
according Gasparotto et al. 2014. The markup for cytometry was performed on
the second pass with markers RT1 AW2 FITC, CLASS RT1 PE, CD11b, CD44,
CD90, CD34, CD105, CD73, CD45, ICAM. The biomarker of serine protease
was performed with Alexa Fluor 488 Protein Labeling Kit (A30006v) kit. The
surgery has been realized with inhalational anesthesia, the animals were
separated into three groups where they received the treatment selected.
Histology of 5um sections were hematoxylin and eosin for staining (HE) and
Picrosirius. Immunostaining was performed according to kit Click-it ® Imaging
kits EdU. RESULTS: The development of cirrhosis was macroscopically
efficiently, demonstrating intense regenerative nodules. Biochemical analyzes

demonstrated changes in the enzymes alanine aminotransferase (ALT) and
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aspartate aminotransferase (AST), however urea, glucose, albumin, C-reactive
protein and bilirubin no changes were observed. Histological analysis
demonstrated the effectiveness of the treatment by HE staining and Picrosirius.
Flow cytometry demonstrated a heterogeneous culture with the highest
percentage for MSCs compared with mononuclear cells. The values found in
the analysis of spectrophotometer was 68 ug corresponding to 68% of 100ug of
marked serinoprotese. In the analysis of flurescéncia observe the marked
serine protease in vitro and in confocal microscopy we observed a marked
serine protease in vivo and quantification was performed demonstrating the
difference the peaks of autofluorescence of the tissue and marking of serine
protease. In the analysis of immunostaining was demonstrated in confocal
microscopy the presence of MSCs in the group with MSCs + FGDSV to 15 days
however there was no presence in the MSCs group. However the analysis of
immunostaining at 30 days MSCs appear in both groups. CONCLUSION: We
conclude that carbon tetrachloride was not reproduced from the literature. Since
the method by Said et al. using thioacetamide was successfully reproduced.
Laboratory and pathological examinations confirmed the development of liver
cirrhosis. MSCs were mostly confirmed by positive markers CD44, CD73,
CD90, CD105 e CD54. The serine protease used the SFDPS composition was
biomarcada the first time in world literature. The serine protease diffused
throughout the liver parenchyma. SFDPS remained MSCs at least fifteen days
in the inoculated area We conclude that SFDPS can be a important framework
for it retained the MSCs after 15 days of treatment, but presented in MSCs
group after 30 days of treatment, it is believed that this was because the MSCs
were broadcast by blood and 30 days returned to the liver because this blood

diffusion.

Keyword: Liver, cirhosis, fibrin sealant derived from snake venom (FSDSV),

Crotalus durissus terrificus
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1. INTRODUGAO

1.1- Cirrose

A cirrose, do ponto de vista anatomoclinico € caracterizada como uma
condigdo que atinge todo o figado e transforma sua estrutura em ndédulos
hepatocitarios regenerativos de diametros variaveis, separados entre si por
septos fibrosos de diferentes espessuras. O conceito clinico implica numa
doenca cronica do figado que cursa com graus variaveis de insuficiéncia e de
hipertensao da veia porta (1, 2).

Quando instalada, o tratamento consiste basicamente na atenuacao das
complicagdes, tais como a ascite, a encefalopatia hepatica e as hemorragias
digestivas. O unico tratamento definitivo dessa condicdo é o transplante
hepatico (3). O projeto Global Burden of Disease (GBD) publicou recentemente
na BMC Medicine uma nova avaliacdo da mortalidade pela cirrose. Varios
métodos e fontes de dados levaram a estimativa global de pouco mais de um

milhdo de mortes em 2010, cerca de 2% de todas as mortes. (4).

Figure 1 Ratio of observations used in the Global Burden of Disease model to the number of cirrhosis deaths estimated for 2010,
by country.
\

J

Figura 1: Estimativa de mortes por cirrose, de acordo com o Global Burden of

Disease. (4).

1.2 - Tioacetamida
A tioacetamida (TAA), de acordo com Mufios Torres et al., 1991(5) e
David et al.,, 2002 (6) até 1943 era utilizada como fungicida em lavouras de

laranja. Devido ao uso indiscriminado foi encontrado contaminag&o no suco e



considerada, desde entdo, um risco a saude publica. Em 1948 descobriu-se
que a administragdo crénica da substancia levava a cirrose hepatica e aos
hepatocarcinomas. Atualmente, a TAA € utilizada nas industrias de couro,
papel e téxtil, além de ser empregada na vulcanizagdo da borracha e como
estabilizador de combustiveis (7,8).

A TAA requer ativagdo metabolica para que seu efeito seja toxico. Os
produtos resultantes da sua biotransformacdo sao S-6xido e S-dioxido de
tioacetamida. Estes detalhes estdo mostrados na Figura 2. (6,8).

O efeito citotoxico dessa droga é atribuido ao ultimo metabdlito, um
composto instavel altamente reativo que se liga covalentemente as
macromoléculas teciduais (8,9).

A TAA ¢é ativada pela acdo catalitica do complexo microssomal
citocromo P-450 localizado no reticulo endoplasmatico liso. O sistema
enzimatico citocromo P-450 compreende varias isoenzimas das quais a
CYP2E1 (Citocromo P4502E1) parace ser a que estd mais envolvida na
metabolizagcdo da TAA (7). Esta enzima é a principal familia de citocromo P-
450 do figado dos mamiferos, desempenhando papel crucial no metabolismo,
na toxidade e na carcinogénese de xenobidticos (10,11), além de metabolizar
varios outros compostos de baixo peso molecular (8,9).

De acordo com Tunez et al.,, 2005 (12) a TAA reduz a atividade
antioxidante e acentua a peroxidacao lipidica do figado, estabelecendo uma
condicdo de extresse oxidativo que culmina com a necrose celular. Os radicais
livres gerados por esta via oxidativa, além de causarem peroxidacgéo lipidica
nas membranas, provocam aumento no calcio citosélico, inibem a glutationa e
a redugao dos grupos tiol (-SH), acometendo severamente as células da regiao
acinar pericentral e levando a morte celular. A concentragado intracelular de
glutationa e os niveis de tiol atuam sobre o DNA, modulando a sintese e
protegendo-o do dano oxidativo (13,14). A toxidade da TAA leva a destruicao
do parénquima com rompimento de endomembranas e perda da matriz

citoplasmatica (5,8).
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Fonte: Ramaiah; Apte; Mehendale, 2011.

Figura 2: Esquema ilustrativo da metabolizagao da tioacetamida (15)

Os compostos derivados da TAA, aparentemente sao responsaveis pela
inativacdo de enzimas e de proteinas estruturais. A necrose provocada por esta
droga esta relacionada a alteragbes na concentragao citoplasmatica do calcio,
o que afeta principalmente mitocéndrias e leva a inibicao da respiragao celular.
A acdo da TAA sobre o metabolismo dos acidos nucleicos € evidenciada por
nucleolos aumentados e pela inibigdo no transporte do RNA do nucleo para o
citoplasma (8,16). Além disso, a TAA altera o ciclo da ureia, o perfil dos
aminoacidos circulantes, o metabolismo lipidico e lipoproteico e a sintese de
acidos graxos (6,8)

A fibrose induzida por TAA é considerada mais lenta quando comparada
com outros agentes hepatotoxicos. Entretanto o desenvolvimento tardio da
doenga €& visto como mais uma das caracteristicas em produzir

adequadamente o estado cronico da doenga hepatica (17).



A administragdo crbnica dessa hepatotoxina provoca perda de peso,
necrose celular, fibrose progressiva levando a cirrose e proliferagdo dos ductos
biliares (16, 18, 19, 20).

1.3 - Selante de fibrina
1.3.1 — Breve historico dos selantes de fibrina

Os selantes de fibrina, compostos de fibrinogénio e trombina
concentrados, foram estudados e desenvolvidos a partir do inicio de 1900 (21,
22). A atividade do selante de fibrina é baseada na cascata da coagulagao
sanguinea cuja etapa final envolve a conversao do fibrinogénio em moléculas
de fibrina por agdo da trombina. Esta ultima quebra a molécula de fibrinogénio
em mondémeros de fibrina gerando um complexo insoluvel. Assim, estas
substancias sao fundamentais e mediam a coagulagdo que leva a formacéao
de um coagulo capaz de estancar sangramentos (23)

A primeira divulgacdo do uso de compostos de fibrina foi publicada por
Bergel em 1909 (24). A combinagdo de fibrinogénio autdlogo e solucdo de
trombina foram relatadas primeiramente em 1940, por Young e Medawar (25).

Depois de varias tentativas e resultados insatisfatérios o primeiro selante
de fibrina foi liberado na Europa por volta de 1980. Nos Estados Unidos, o
Food and Drugs Administration (FDA) proibiu o uso até a década de 1990 por
causa dos riscos de transmissao de doencas infecciosas. Isto porque estes

selantes eram extraidos a partir de sangue humano e trombina animal (21).

1.3.2 — Ensaios pré-clinicos e clinicos com o novo selante de fibrina
(SFDPS)

A ideia de produgao de um novo selante de fibrina foi proposta em 1989
pelo grupo de pesquisadores do Centro de Estudos de Venenos e Animais
Peconhentos da UNESP (CEVAP), Unidade da Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, Sao Paulo, Brasil. O principal motivo deste projeto foi a producao de
um selante de fibrina que nao utilizasse componentes de sangue humano.
Desta maneira, um crioprecipitado extraido a partir de grandes animais foi
produzido para substituir o fibrinogénio humano. Uma fragao proteica com agao

coagulante extraida do veneno de Crotalus durissus terrificus foi usada em



substituicgdo a trombina bovina (21). A Figura 3 mostra o efeito da fragcéo
proteica extraida de Crotalus durissus terrificus sobre o fibrinogénio.

A aplicabilidade deste selante composto de fibrinogénio extraido de grandes
animais e de enzimas trombin-like, hoje conhecidas como serinoproteases,
extraidas a partir da pegonha de Crotalus durissus terrificus foi testado em
animais e seres humanos (21). Viterbo et al.,(1993) examinaram a eficacia do
selante de fibrina na reparagao de nervo ciatico de ratos usando fibrinogénio de
bubalinos, equinos, bovinos, ovinos e humano (26). Estes diferentes tipos de
fibrinogénio foram comparados com o selante de fibrina comercial Tyssucol. Os
resultados indicaram que fibrinogénio extraido de bubalinos era a alternativa
mais importante para a reparagao de nervos periféricos (26), Stolf em 1999 foi
quem avaliou pela primeira vez em seres humanos, a eficacia do selante na
cirurgia da pele e compararam os resultados com as suturas convencionais
(21,27). Barbosa et al., (2007, 2008) (28, 29) e Chiquito em 2007 (30)
avaliaram a aplicabilidade do selante de fibrina em cirurgia periodontal com
sucesso. Em 2011 Gatti et al.(31) estudaram este biomaterial como uma
alternativa para tratamento de ulceras venosas crénicas. Estes ultimos autores
concluiram os diversos beneficios do produto para uso tépico: facil aplicacao,
diminuicdo da dor, o paciente tem alta precoce do hospital e € de custo
reduzido (28,29,30, 31). Estes resultados animadores motivaram Abbade et al
(32) a avaliar a segurancga e a melhor dose do produto em 10 participantes com
ulceras venosas crénicas. Os resultados serdo apresentados agora em margo
de 2015, no 73" Annual Meeting of the American Academy of Dermatology. TBA, San
Francisco, California, USA. De acordo com Abbade et al. (32) o produto
avaliado é seguro, candidato e clinicamente promissor para diversas areas da
medicina, além da Dermatologia. Ensaios multicéntricos, com maior numero de
participantes, deverao ser realizados para se comprovar a eficacia do produto,
estabelecer a melhor dose e o tempo minimo de utilizag&o.

Recentemente Gasparotto et al. (33), observaram os efeitos do SFDPS
como arcabouco in vitro para as células tronco mesenquimais de ratos. Este
novo selante pode ser preparado e adequado de acordo com sua necessidade,
permitindo o uso com fibrinogénio autélogo, homélogo ou heterélogo. Os
resultados demonstraram que o SFDPS exibiu morfologia em teia capturando
as CTMs e ndo demonstrou toxicidade as mesmas (33). A partir dos resultados
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obtidos tornou-se um promissor arcabougo-candidato tridimensional, além de

nao transmitir doengas infecciosas veiculadas pelo sangue humano.

Enzimatrombina-like Fator XII

(pegonha de serpente) (sangue animal)

_____________________________________________ ’
/‘ Ca®*
Fibrin.ogénio 5| Mondmeros de fibrina
animal l
Polimero soluvel de fibrina
v
l* ---------------- | Fatorxilla

Cross-linking polimeros insoluvel de fibrina
(coagulode fibrina estavel)

Figura 3: SFDPS mimetizando a etapa final da cascata de coagulagéo.(Desenvolvido

por Barros et al.,(21) com algumas modificagbes.)

1.4- O uso de matrizes como arcabougos

Os arcaboucos sao conceitualmente relacionados e compreendem a
modulagem de dominios de interagdo, ordem e/ou suporte (34). Muitos
arcaboucgos estao disponiveis e podem ser classificados como polimeros,
plantas e algas, colageno tipo | e fibronectina, alginato de algas marrons ou
sinteticas, calcio tri-fosfato (TCP), ceramicas, polilacticos e poliglicolideos,
hidroxiapatita (HA) entre outros (34). Existem requisitos importantes para que
umasubstancia possa funcionar como um bom arcabougo: 1) permitir e
incentivar a adesao celular; 2) ser porosa para que as celulas tenham ligagao
com o arcaboucgo; 3) permitir que moléculas bioativas tenham acesso as
células; 4) ser mecanicamente sensivel ao sitio de inclusdo e; 5) integrar-se

perfeitamente ao novo tecido e ser absorvido sem nenhuma rejeicao (34).



1.5 — Células tronco: uma terapia alternativa na recuperagdo de
figados cirréticos?

Nos ultimos dez anos, o estudo das células tronco tem-se mostrado uma
area bastante explorada nos diversos segmentos da ciéncia. Esse crescente
interesse esta relacionado as possibilidades que as células tronco oferecem em
terapias celulares, representando uma revolugdo no entendimento dos
mecanismos de reparo e regeneracao tecidual. Destaca-se ainda o fato de
poderem ser aplicadas em terapias para diversas doengas para as quais nao
ha tratamento eficaz (35, 36, 37). H4 uma variedade de terminologia para
definir e classificar as células tronco. Elas possuem trés caracteristicas
basicas, a saber: capacidade de auto-renovacgao; capacidade de uma unica
célula se diferenciar em outros tipos celulares, e capacidade de reconstituir
funcionalmente, in vivo, um tecido lesado (38).

De acordo com Abdallah et al., (2008) e Horwitz et al., (2005), as células
tronco mesenquimais sdo capazes de se diferenciar em células do tipo
mesodérmico e, possivelmente, em outros tipos celulares nao mesodérmicos,
tais como células neurais e hepatdcitos (39,40).

O primeiro estudo sugerindo o papel de células tronco extra-hepaticas
no reparo do figado foi publicado em 1999 (41). Os autores utilizaram 2-
acetilaminofluoreno para bloquear a proliferacdo dos hepatdcitos nos ratos e
induzir a proliferagdo de células ovais. Desde entdo, muitos trabalhos foram
realizados para investigar o potencial das células tronco da medula 6ssea na
restauracao do tecido hepatico.

Em 2010, Kim et al., relataram que a terapia com células tronco da
medula 6ssea melhorou os niveis séricos de albumina (42). Além disso, Saito
et al.,no mesmo ano relataram a eficacia e seguranca da terapia com as
células tronco para pacientes com cirrose hepatica alcodlica. Tais resultados
confirmam a seguranca e a eficicia desta terapia (43).

Recentemente Salama et al (44) estudaram 40 pacientes acometidos de
hepatite C e com cirrose em estagio final. Destes, 20 pacientes receberam
tratamento convencional e 20 receberam durante cinco dias uma infusao de
fator estimulador de crescimento de granulécitos (G-CSF) seguido de uma
infusdo de células tronco mesenquimais autdlogas pelas veias periféricas. Os

autores conclueiram para o grupo tratado com células tronco: a infusdo por
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veia periférica é tdo eficaz quanto a infusao intra-hepatica; havendo melhora da
funcdo hepatica e da fibrose; a infusdo de células tronco apés G-CSF melhora
a mobilizagao da albumina em duas semanas e a concentragao de protrombina
e alanina aminotransferase dentro de um més. Estes autores recomendam
baseado neste e em estudos prévios, a infusdao de células CD34 e CD133
seguidas da infusdo de células tronco mesenquimais apos um e trés meses de
tratamento.

Deve ser salientado que as células tronco sdo uma nova esperanga para
estes pacientes com cirrose hepatica em fase terminal. Entre as barreiras a ser
vencidas nesta nova terapia estao principalmente: 1)onde e como aplicar as
CTMs ?; 2) que arcabouco ajudaria a manter as células no local desejado?

Assim, estudos recentes em modelos de cirrose induzidas por
hepatotoxinas demonstraram que as CTMs da medula 6ssea tém o potencial
de inibir a morte de hepatécitos e estimular a regeneracéo do figado através de
um mecanismo paracrino (45, 46, 47). No entanto, dificuldades na coleta e no
armazenamento de quantidades suficientes de hepatdcitos e perda significativa
de células apds o transplante tém limitado o potencial desta terapia, (48).
Assim, sugerem-se as seguintes alternativas: 1)injecao intra-hepatica que por
sua vez colocaria as células diretamente no figado, dificultando a perda para
outros 6rgaos pela corrente sanguinea; 2)uso de arcaboucgos que dificultaria
ainda mais essa perda aderindo e mantendo essas células tronco
completamente ao figado.

O presente trabalho foi desenvolvido em cima de um modelo
experimental de cirrose hepatica, nos conhecimentos adquiridos previamente
do efeito de arcaboucgo in vitro do SFDPS, na tentativa de biomarcacido da
serinoprotease e das CTMs e na avaliagao da biodistribuicdo destes no tecido

hepatico.



2 - OBJETIVOS
2.1 - Objetivo geral
Avaliar a capacidade do SFDPS como arcabougo biolégico para células

tronco mesenquimais CTMs na regeneracgao de figados cirréticos.

2.2 - Objetivos especificos:

. Induzir a cirrose hepatica em Rattus novergicus (Wistar)
aplicando-se semanalmente a tioacetamida por meio de injegc&o

intraperitoneal;

o Sinalizar a serinoprotease, um dos componentes do selante, com

fluoréforo para posterior visualizagdo em microscopia de fluorescéncia;

o Inocular no lobo hepatico direito CTMs associadas com o SFDPS

sinalizado para avaliar a eficacia do selante como arcabouco;

o Sinalizar CTMs, utilizando o kit Click-it ® EdU para o

rastreamento da sua dispersao e proliferacao;

° Avaliar a eficacia do selante, utilizando o kit Alexa Fluor 488
Protein Labeling Kit (A30006) para sinalizar a serinoprotease e assim

monitorar a eficacia do mesmo como arcabouco.



3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Animais

Foram utilizados 20 ratos machos adultos pesando aproximadamente
250g da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), provenientes do Biotério da
ANILAB de Paulinia. Estes foram mantidos em condigcdes controladas de
luminosidade (12 horas de luz / 12 horas de escuro), temperatura média de
23°C e receberam agua e racgao ad libitum. Cinco ratos machos filhotes com 10

dias de idade foram utilizados para coleta da medula éssea.

3.2 - Inducao da cirrose hepatica

A cirrose foi induzida por meio da administracdo intraperitoneal de
tioacetamida (CH3CSNHy) (SIGMA, Brasil) conforme protocolo estabelecido por
Said, et al., (49) com pequenas modificagdes. As doses foram administradas
duas vezes por semana ao invés de trés como preconizado no trabalho
original. Além disso, o tempo de administracdo no presente trabalho foi maior,
ou seja de 20 semanas. Os animais receberam doses de 200mg/kg diluidas em
salina, pela via intraperitoneal, duas vezes por semana durante vinte semanas.
Foram cinco ciclos de trés semanas com tioacetamida e descanso de uma ao

final de cada ciclo, conforme descrito na Tabela 1

Tabela 1 — Protocolo experimental de indugdo da cirrose hepatica pela

tioacetamida em Rattus novergicus.

Indugio de 1° més 2° més 3° més 4° més 5° més

cirrose hepatica  (11/2013) (12/2013)  (01/2014)  (02/2014)  (03/2014)

Ratos (n=20) 20 20 20 20 20

Dose por dia 200mg/kg 200mg/kg 200mg/kg  200mg/kg 200mg/kg

Dose por semana 400mg/kg 400mg/kg 400mg/kg 400mg/kg 400mg/kg

Descanso 1semana 1 semana 1 semana 1 semana 1 semana
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3.3- Coleta de sangue
Foi coletado 1mL de sangue uma vez por més por veia caudal de todos
0s animais. Apos, o sangue foi centrifugado durante 25 minutos por 2.500 RPM

para realizacado das analises bioquimicas.

3.4- Avaliagao Bioquimica

A avaliagao da fung¢ao hepatica foi realizada mensalmente pela dosagem
dos seguintes marcadores bioquimicos: ureia, aspartato amino transferase
(AST), alanina amino transferase (ALT), albumina, proteina-C-reativa (PCR),
glicose e bilirrubinas totais (BT) (BIOCLIN). As dosagens foram realizadas por
meio do analisador bioquimico automatizado BS-200 (Mindray), no Laboratorio
de Bioquimica, UNIPEX da Faculdade de Medicina da UNESP, Campus de

Botucatu. A Tabela 2 a seguir resume estas informagdes.

Tabela 2 — Protocolo experimental da avaliagdo bioquimica dos Rattus

novergicus.

Avaliagao

. .. 0 T T2 T3 T4 T5 T6
Bioquimica
Meses AT A1°MT  A2°MT A3°MT A4°MT A5°MT ST

AT= Antes do tratamento; A1°MT= Apds 1° més de tratamento; A2°MT= Apds 2° més
de tratamento; A3°MT= Apds 3° més de tratamento; A4°MT= Apds 4° més de

tratamento; A5°MT= Apds 5° més de tratamento; ST = Sem tratamento.

3.5 - Selante de Fibrina

O SFDPS foi gentilmente cedido pelo Centro de Estudos de Venenos e
Animais Peconhentos da UNESP — CEVAP, cujos componentes e férmula de
aplicagdo constam das suas patentes (50,51) No momento do uso os
componentes foram previamente descongelados, reconstituidos, misturados e

aplicados de acordo com o protocolo do presente.

3.6— Colheita, obtencao e isolamento das CTMs da medula 6ssea de
Rattus novergicus.
Este procedimento foi realizado de acordo com o protocolo utilizado

previamente por Gasparotto et al. (32).
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3.7 - Caracterizagao das células tronco mesenquimais

As CTMs de segunda passagem foram caracterizadas com os seguintes
marcadores positivos de superficies: CD44, CD73, CD90, CD105 e CD54
conhecido também como ICAM — 1. Os marcadores negativos avaliados foram
os seguintes: CD34, CD45, CD11b, RT1 AW2, CLASS RT1 A leitura dos
marcadores foi confirmada pelo citémetro de fluxo (FACSDiva Version 6.2—
BD), gentilmente cedido para uso pela Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecina de Botucatu da Universidade Estadual Paulista (Unesp Campus de

Botucatu)

3.8 - Biomarcacgao da serinoprotease

Para a marcacao da serinoprotease foi utilizado o Kit comercial Alexa
Fluor 488 Protein Labeling Kit (A30006), que possui um éster tetrafluorophenyl
(TFP), que permite sua ligagdo na regido amino primaria. Este marcador é
capaz de sinalizar pequenas quantidades de proteinas (20 a 100 ug) e com
peso molecular entre 12 e 150 KDa. Obteve-se ao final, uma proteina
purificada contendo entre 60 e 90% de marcagao.

Para a marcagao foram utilizadas 100 ug da serinoprotease pura e
liofilizada. Para confirmacdo e determinacdo da marcacdo, uma amostra da
solugao contendo a serinoprotease conjugada (sinalizada), foi mensurada com
auxilio de um espectrofotdmetro, determinando-se a absorbancia da amostra
nas faixas entre “A280“ e “A494“. Feito isto, foram realizados os calculos
matematicos, determinando-se a concentracdo em mg/mL, pela equagéo

matematica fornecida pelo fabricante e que encontra-se descrita a seguir:

Concentragao de proteina (mg/mL) = [A2so — 0.11(A494)] X fator de diluigao

Azgo de proteina a 1mg/mL

3.9 - Método Cirurgico

Foram utilizados 20 animais submetidos ao protocolo de indugdo a
cirrose subdivididos em 4 grupos, a saber:

Grupo branco: animais cirroticos para analise histolégica (n=2)

Grupo SFDPS: animais cirréticos que receberam o SFDPS no lobo

direito através de injecao intra-hepatica (n=6)
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Grupo CTM: animais cirréticos que receberam CTMs no lobo direito
através de injegao intra-hepatica (n=6)

Grupo SFDPS + CTMs: animais cirréticos que receberam CTMs +
SFDPS no lobo direito através de injegao intra-hepatica (n=6).

Os animais foram colocados em contentores de ratos (Figura 4) e
receberam anestesia inalatoria com isoflurano (figura 4A). Durante a anestesia
foi realizada uma incisdo proxima a linha média do animal, expondo-se o Iébulo
direito do figado, aplicando-se a seguir o tratamento selecionado para cada
grupo (Figura 5).

Apos a aplicagdo dos produtos, de acordo com o grupo selecionado, a
incisao foi suturada e os animais receberam anti-inflamatério Carprofeno na
dosagem de 0,05/Kg de peso e antibiético Enrofloxacina na dosagem de
0,01/kg de peso. Foram a seguir alojados no Biotério onde permaneceram
entre 15 e 30 dias. A seguir, de acordo com o protocolo, foram eutanasiados
com doses letais de xilazina e Ketamina nos dois periodos respectivamente,
sendo nove animais do periodo de 15 dias e nove animais no periodo de 30
dias Os figados foram removidos e mantidos em solugcdo de formaldeido

tamponado a 10% para avaliagao histolégica e imunoistoquimica.

3.10 — Processamento do material

Os figados foram acondicionados em tubos de vidro devidamente
identificados. Para conservagcdo do 6rgdo, os mesmos foram mantidos em
formaldeido tamponado a 10%. Posteriormente os tecidos foram preparados
para o emblocamento. Nesta etapa o tecido foi colocado duas vezes em alcool
a 100% durante uma hora cada. Apds, esse alcool foi descartado e o tecido foi
colocado em alcool + xilol durante 20 minutos. Apds isto o alcool + xilol foram
descartado e o tecido foi colocado em xilol com duas repeticdes durante mais
20 minutos cada.

Os tecidos foram colocados em trés parafinas, durante uma hora cada.
Apos o material foi colocado na caixa para emblocar com parafina liquida e
dentro de uma hora os blocos ja estavam prontos. Apdés emblocados, foram
realizados os cortes de 5 ym no micrétomo (Leica) gentilmente disponibilizado
pelo Laboratério de Morfologia do Instituto de Biociéncias (IBB) da
Universidade Julio Mesquita Filho (UNESP) de Botucatu. Posteriormente foi
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retirada a parafina com xilol e alcool e a seguir hidratados com alcool e xilol.
Posteriormente as amostras foram submetidas a coloragdo com hematoxilina e
eosina (HE) e picrosirius para a analise morfolégica do figado. As laminas

histolégicas foram observadas no microscépio éptico com aumento da objetiva

entre 5x e 20x.

Figura 4: Modelo de contentor de ratos para auxiliar na anestesia e na coleta de

material. A: Aparelho de anestesia inalatoria para animais.

Figura 4B: Rattus novergicus anestesiado apdés 20 semanas de tratamento com
tioacetamida para aplicagao do tratamento selecionado.

Figura 5: Aplicagdo do tratamento selecionado no lobo direito do figado 20 semanas

apos o tratamento com tioacetamida.
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3. 11 — Rastreamento das células tronco mesenquimais

Para imunomarcacao os cortes do figado foram preparados em laminas
silanisadas e desparafinizadas de acordo com protocolo do fabricante do Kit
Click-iT® EdU Imaging Kits.

3.12 — Comité de Etica

Os procedimentos experimentais estdo de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi submetido e aprovado pela Comissao
de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA) da Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP, protocolo CEEA 956/2012, numero 35.

3.13—- Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o teste Wilconxon

4 - RESULTADOS

4.1 - Cirrose induzida pela tioacetamida

Apo6s 20 semanas de tratamento com a tioacetamida, observou-se o
figado in vivo, observando-se varios ndédulos de regeneragéo, sugerindo que a
inducao da cirrose por esta droga foi eficaz (Figura 6).

As analises bioquimicas demonstraram aumento nas taxas das enzimas
aspartato aminotransferase (AST) e da alanina aminotransferase (ALT) nos
dois primeiros meses, ocorrendo uma reducado destas no terceiro més. No
quarto més observou-se novamente aumento seguido de uma reducgédo a partir

dos quinto e sexto meses. A figura 7 demonstra estas alteragdes.
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Figura 6: Cirurgia realizada apds 20 semanas de tratamento com tioacetamida

para demonstragao dos varios nédulos de regeneracio.

A figura 8 demonstra o perfil da ureia e da glicose durante a indugao da
cirrose pela tioacetamida. Houve pequena variagdo nos niveis de ureia,
decaindo a partir do terceiro més. A glicose variou pouco, entretanto aumentou
consideravelmente no sexto més do experimento.

E a figura 9 demonstra o perfil da albumina (g/dL), proteina C reativa (mg/L)
e bilirrubina total (mg/DL) durante a indugédo da cirrose pela tioacetamida. Nao

havendo pouca alteracao.
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Tabela 3 — Distribuicdo das medianas e dos valores maximos e minimos

obtidos das analises bioquimicas de Ureia, AST, ALT, albumina, PCR, glicose e

bilirrubinas, realizadas antes e durante a inducéo da cirrose.

Bioquimico Sem 1 més de 2 meses de 3 meses de 4 meses de 5 meses de 1 més pos
inducao inducéo inducédo inducao inducdo inducdo inducdo
Ureia 38.0(32,5- 54.0(29.3- 42.2(26.6- 68.9(38.9- 48.9(28.8-102.8) 41.7(17.6- 41.7(16.2-
43,0) 84.2) 77.5) 110.5) B 75.5) 63.6)
B A B A A
AST 114.0(57,6- 962.4(370.3-  445.0(187.6- 302.4(151.5- 529.6(109.1- 213.8(101.2-  213.8(101.2-
152,1) 3611.7) 770.9) 746.6) 1547.1) 371.0) 371.0)
B B B B B B
ALT 59.6(44,5- 460.7(121.3- 161.9(57.5- 120.1(44.4- 367.4(71.0-713.7) 367.4(71.0- 100.8(58.5-
109,8) 1546.2) B 344.7) 271.4) B 713.7) 182.7)
B A B B
Albumina 4.6(4.1-6.0) 4.4(3.9-5.5) 4.7(4.0-5.1)
3.7(3,0-4,0) B B 4.9(3.8-5.7) B 4.5(4.0-5.0) B 4.9(4.2-5.6) B B
PCR 0.0(0-0 0.5(0.0-1.5 0.0(0-0.4 0.0(0-0.4
(0-0) ( ) 00 (0-0) (0-0.4) (0-0.4)
0.0(0,0-0,7) B B 10 B A B 0.0(0-0.4) A
Glicose 44.7(23.3- 85.6(56.3- 103.0(11.9- 106.0(77.4- 118.9(95.5-
73.8) 117.1) 140.1) 90.9(8.3-121.4) 132.6) 136.2)
114.5(99,4-
142,8) B B B B B A
Bilirrubina 0.0(0-2) 0.0(0-0) 0.0(0-0) 0.4(0-1.1) 0.1(0-0.5)
0.0(0,0-0,2) A B B B B 0.1(0-0.2) B
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A= auséncia de diferenga estatisticamente significativa (p>0.05) pelo teste de
Wilcoxon; B= diferenga estatisticamente significativa (p>0,05) pelo teste de
Wilcoxon.

As analises histologicas demonstram a efetividade do tratamento com

tioacetamida, como demonstram as figura 10 e 11

Figura 10AB: Analise histolégica do figado dos animais do grupo branco apds
tratamento com tioatemaida durante 20 semanas. A: Feixe de
fibrose. B: Nodulos com feixe de fibrose. Avaliagédo pela coloragéo de

Hematoxilina e Eosina (HE) aumento de 20X.

Figura 11: Analise histoldgica do figado dos animais do grupo branco
ap6s tratamento com tioatemaida por 20 semanas
observando-se ndodulos com feixe de fibrose. Avaliacido

pela coloracdo Picrosirius Red. aumento 20x.
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4.2 — Analise das CTMs por Citometria de fluxo

As células obtidas a partir do cultivo primario, provenientes da regido em
que houve formacdo do anel que representa a concentragdo da fracdo de
células tronco mesenquimais da medula 6ssea dos ratos, apresentaram
morfologia fibroblastoide (figura 12). Essas observac¢des foram indicativas de
que se tratavam de CTMs, sendo confirmado posteriormente com a marcacgao
pelos anticorpos RT1 AW2 FITC, CLASS RT1 PE, CD11b, CD44, CD90, CD34,
CD105, CD73, CD45, ICAM 1(figura 1 a 13 em anexo).

Figura 12: Morfologia fibroblastéide (seta preta) caracteristica das CTMs, observadas

em microscopia optica de luz invertida. MO (200X).

A marcacao foi realizada em cultivo celular de segunda passagem
(Anexos 1, 2 e 3). Os resultados provenientes da citometria de fluxo revelaram-
se com marcagao baixa para os marcadores RT1 AW2 FITC (27,1%) (Anexo4);
CLASS Il RT1 PE (34,2%) (Anexo 5 ) e CD11b com 3,4% de células marcadas
(Anexo 6). Os seguintes marcadores tiveram marcagdo média: CD44, 55,0%
das células marcadas (Anexo7), e CD34, com 56,0% das células marcadas
(Anexo 8 ). A marcagédo elevada foi obtida para os seguintes marcadores
CD105, (93,9%) (Anexo 9 ); CD73, (71,3%) (Anexo 10 ); CD45,(76,5%) (Anexo
11 ) CD90, (98,2%) (Anexo 12) e ICAM 1 também conhecido como CD54 onde
obteve-se 99,0% das células marcadas (Anexo 13 ).
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Tabela 4 — Resultados da marcacéao celular observada na citometria de fluxo

Anticorpo Clone Empresa Diluigcao Resultado
RT1 AW2 ab119770  ABCAM 1/100 271%
CLASS Il RT1 ab111825 ABCAM 1/100 34,2%
CD11b ab33816 ABCAM 1/100 3,4%
CD44 ab23396 ABCAM 1/100 55,0%
CD34 ab187284  ABCAM 1/100 56,0%
CD105 ab11414 ABCAM 1/100 93,9
CD73 551123 BD 1/100 71,3%
CD45 ab33916 ABCAM 1/100 76,5%
CD90 ab226 ABCAM 1/100 98,2%
ICAM10ou CD54 ab23835 ABCAM 1/100 99,0%

4.3 — Biomarcagao da serinoprotease utilizada no selante de fibrina

Os resultados encontrados na analise de espectrofotometria foram de 68
Mg (0,068 mg/mL), o que corresponde a 68% dos 100 ug da serinoprotease
utilizados inicialmente e conjugadas por meio do uso do kit comercial, com
concentracao final de 22,67 x 10% M. Esse valor foi encontrado utilizando-se a
equacao de calculo, descrita anteriormente, e disponibilizada pelo protocolo do
kit.

Na analise da fluorescéncia utilizamos a microscopia de fluorescéncia
para obsevamos a sinalizagao da serinoprotease como demonstrado na figura
13, sinalizada por seta.

Na analise de microscopia confocal foi observado no figado dos animais
eutanasiados, apos 2 e 3 dias de inoculagdo do selante contendo
serinoprotease sinalizada pontos mais intensos de fluorescéncia na coloracao
verde demonstrando a mesma no tecido hepatico, tanto no lobo direito, onde foi
realizado o tratamento, quanto, no esquerdo, onde este n&o foi feito (Figura 14
AeBa15AeB).
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Figura 13: Serinoprotease conjugada com Alexa Fluor 488 Microscale Protein Kit

(A30006 — Lifetechnologies), emitindo fluorescéncia (ex/em:
494/519nm), serinoprotease sinalizada pela coloragéo verde.

Figura 14AB: A: Lobo direito de animal eutanasiado apds dois dias de cirurgia,
demonstrando pela coloragao verde a presenca da serinoprotease
marcada. Serinoprotease sinalizada pela coloracao verde.B: Lobo
esquerdo do mesmo animal, também demonstrando a presenca

da serinoprotease marcada pela coloragao verde. Serinoprotease
sinalizada pela coloragao verde.
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Figura 15AB: A: Lobo direito de animal eutanasiado apds trés dias de cirurgia
demonstrando pela coloracéo verde a presenca da serinoprotease
marcada. Serinoprotease sinalizada pela coloragcdo verde. B:
Lobo esquerdo do mesmo animal, também demonstrando a
presenca da serinoprotease marcada. Serinoprotease sinalizada

pela coloragdo verde.

Na microscopia confocal quantificamos a marcacdo da serinoprotease.
Para tanto selecionamos areas aleatérias e observamos a diferenca dos picos
de autofluorescéncia propria do tecido e da marcagao pela serinoprotease
(Figura 16, 17 e tabela 5).

Figura 16: Analise de quantificacdo na
microscopia confocal demonstrando a selegao
dos pontos escolhidos aleatoriamente para
observagdo dos diferentes picos de

fluorescéncia, ratificado na figura 17.
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Mean Tntensity

Figura

17: Demonstragéo dos diferentes picos de fluorescéncia, demonstrando a
diferenga da autofluorescéncia do tecido e sinalizagdo da serinoprotease.
Selegao dos pontos de A a H. A a D: Picos da serinoprotease sinalizada;

E a H: Picos de autofluorescéncia do tecido.
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Tabela 5 — Distribuicdo dos parametros estaticos do figado demonstrando a

diferenga entre marcagao da proteina e autofluorescéncia do tecido.

184 ROI1(A) ROI2(B) ROI3(C) ROI4(D) ROI5(E) ROI6(F) ROI7(G) ROI8(H)

Media 43,807 39,654 41,207 40,123 7,321 3,256 18,822 18,462

DP 14,545 15564 16,532 13,684 2,442 1,099 5,761 5,731
MA 63,377 59,396 61,474 59,155 10,733 4,959 27,188 26,815
Mi 21,586 11,533 11,735 15 3,49 1,854 10,067 10,179

184 — Numeracéo do lobo do figado; ROI: Nome dos pontos selecionados dado
pelo aparelho de microscopia confocal; DP — Desvio Padrdo. MA: Maxima da
autofluorescéncia encontrada no pico; MI: Minima da autofluorescéncia

encontrada no pico.

4.4 - Analises da Imunomarcagao

A imunomarcagao demonstrou, 15 dias apds a cirurgia e aplicagdo do
SFDPS + CTMs, a presenca das CTMs tanto no lobo direito, onde foi feito o
tratamento, quanto no esquerdo, que nao recebeu tratamento. Foi evidenciada
a presenca das CTMs em dois lobos direito de trés animais e em um lobo
esquerdo de um deles (Figuras 18 A e B, 22 e 23, e Tabela 6).

No grupo tratado apenas com CTMS e eutanasiado apds 15 dias nao se
observou a presenga das células em nenhum dos lobos estudados (Figuras
19A e B, 22 e 23 e Tabela 6).

A imunomarcacao demonstrou, 30 dias apds a cirurgia e aplicagao do
SFDPS + células tronco, a presenca das CTMs tanto no lobo direito, onde foi
feito o tratamento, quanto no esquerdo, que nao recebeu tratamento. Foi
evidenciada a presenca das CTMs em dois lobos direito de trés animais e em
um lébo esquerdo de um deles (Figura 20 A e B, 24 e 25 e Tabela 6).

No grupo tratado apenas com CTMS e eutanasiado apés 30 dias
observou-se a presenca das CTMS tanto no lobo direito quanto no esquerdo.
Foi evidenciada a presenca das CTMs em dois lobos direito de trés animais e

em um lobo esquerdo de um deles (Figuras 21 A e B, 24 e 25 e Tabela 6).
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Figura 18AB: Demonstracdo da presenga das CTMs pela analise da microscopia
confocal apds 15 dias de cirurgia no grupo SFDPS + CTMs. O azul
marcou o DNA celular e o verde corresponde a proliferacdo das
CTMs marcadas com kit EDU. A: Lobo direito com presenca de

CTMs. B: Lobo esquerdo com presenca de CTMs.

L |

o

Figura 19AB: Demonstragdo da auséncia das CTMs pela analise da microscopia
confocal apés 15 dias de cirurgia no grupo CTMs. O azul marcou o
DNA celular e 0 as CTMS marcadas em verde com o kit EDU n&o
foram observadas. A: Lobo direito com auséncia de CTMs. B: Lobo

esquerdo com auséncia de CTMs.
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Figura 20AB: Demonstracdo da presenca da CTMs pela analise de microscopia
confocal apds 30 dias de cirurgia no grupo SFDPS + CTMS. O azul
marcou o DNA celular e o verde corresponde a proliferacdo das
CTMs marcadas com kit EDU. A: Lobo direito com presenca de

CTMs. B: Lobo esquerdo com presenca de CTMs.

Figura 21AB: Demonstracao da presenca da CTMs pela analise de microscopia
confocal apés 30 dias de cirurgia no grupo CTMs. O azul marcou o
DNA celular e o verde corresponde a proliferagdo das CTMs
marcadas com kit EDU. A: Lobo direito com presenga de CTMs. B:

Lobo esquerdo com presenca de CTMs.
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Tabela 6 — Analise da fixagdo e da migracdo das CTMs nos lobos direito e

esquerdo apdés a aplicaggdo com ou sem SFDPS aos 15 e 30 dias de

observagéo.

15 dias Fixou CTMs 15 dias Migrou CTMs

Nao Sim | % Nao Sim %
Sem selante |3 0 0% Sem selante 3 0 0%
Com selante | 1 2 66% Com selante |2 1 33%
Total 3 3 Total 3 3
p = 0,400 p =1,000
30dias Fixou CTMs 30dias Migrou CTMs

Néo Sim | % Nao Sim %
Sem selante |1 2 66% Sem selante 2 1 33%
Com selante |0 3 100% Com selante 1 2 66%
Total 3 3 Total 3 3
p =1,000 p =1,000
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Figura 22: Fixacdo das CTMs do lobo
direito do figado apos 15
dias de tratamento com ou
sem selante.
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Figura 24: Fixagdo das CTMs no lobo direito

do figado apdés 30 dias de
tratamento com ou sem selante.
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Figura 23: Migragéo da CTMs do lobo direito para

esquerdo do figado apds 15 dias de
tratamento com ou sem selante.
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Figura 25: Migracao da CTMs do lobo direito
para esquerdo do figado apds 30

dias de tratamento com ou sem
selante.



5 — DISCUSSAO

O tratamento especifico da cirrose hepatica € um dos grandes desafios a
ser vencido pelos gastroenterologistas (3,53). Assim, o desenvolvimento e a
padronizagao de modelos experimentais foram imperativos para a evolugao da
ciéncia mundial nesta area. Um deles, o preconizado por Wang et al, na qual
utiliza o tetracloreto de carbono como droga indutora, ndo foi possivel
reproduzi-lo, uma vez que todos animais n&o desenvolveram cirrose hepatica
apo6s 20 semanas de tratamento conforme protocolo padronizado (54). Tentou-
se entdo o proposto por Said et al, (49) que utiliza a tioacetamida como droga
indutora de cirrose. Apesar de ndo se ter seguido rigorosamente o protocolo
preconizado os resultados obtidos foram semelhantes aos descritos na
literatura (13; 55, 56, 57).

A tioacetamida mostrou-se eficiente, causando alteragdes bioquimicas e
induzindo danos celulares compativeis com cirrose hepatica. Foi possivel
demonstrar macro e micronodulos, intensa fibrose além de infiltrado
inflamatorio conforme mostrado na Figura 6. Estes resultados demonstram que
0s objetivos de se reproduzir um modelo experimental de cirrose em ratos,
previamente descrito na literatura, foram atingidos. Deve ser salientado,
entretanto, que a dose de 200mg/kg administrada trés vezes por semana foi
reduzida para apenas duas vezes por semana. Esta conduta foi necessaria,
haja vista que muitos animais morreram durante o processo e corriamos O risco
de chegar ao final do protocolo preconizado sem animais cirréticos. Estas
observacbes necessitam ser descritas detalhadamente uma vez que a
reprodutibilidade do método por outros pesquisadores interessados deve ser
possivel, real e factivel. Outro desafio a ser vencido € o de que o figado dos
animais nao pode entrar em faléncia. Ou seja, deve existir um ponto ideal de
inflexdo e recuperagdo, caso contrario 0s animais nao sobreviverao ao
experimento pretendido, ndo atingindo assim os objetivos finais da proposta.

No ambito dos exames laboratoriais subsidiarios, alguns parametros
bioquimicos foram utilizados para demonstrar a evolucéo da cirrose. De acordo
com Finco et al., 1997 (58) a ureia é sintetizada no figado a partir da amdnia
produzida pelas bactérias intestinais urease positivas. A sintese da ureia

diminui no estagio terminal de doengas hepaticas graves, tais como na cirrose.
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Isso ocorre pela faléncia dos hepatécitos em sintetizar diferentes moléculas,
incluindo a ureia. No presente estudo pudemos observar pequena diminuicao
de sintese de ureia, ndo significativo, mas suficiente para demonstrar
instabilidade do sistema. Isso demonstra que os animais apesar de cirréticos
nao estavam ainda no estagio avangado e final da doenca. Trata-se de
importante constatacéo, haja vista que o estudo prevé a aplicagdo de células
tronco na tentativa de reverter o processo de cirrose. Caso 0s animais
estivessem em fase final da doenca este processo seria impossivel de ser
viabilizado. Concluimos novamente que o modelo experimental desenvolvido e
reproduzido a partir da literatura, atendeu perfeitamente aos objetivos do
projeto.

E sabido da literatura que as aminotransferases aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) estdo presentes em
niveis normais, no soro dos seres humanos e dos animais. Quando ocorrem
lesbes hepatocelulares, tanto virais, quanto tdxicas, estas se elevam
significativamente. No presente projeto o maior pico observado da AST foi de
1.000 U/L e o maior da ALT de 480 U/L que aconteceram durante o primeiro
més de tratamento. No sexto més estes valores diminuiram para 150 U/L e 130
U/L respectivamente. Estas observagdes mais uma vez confirmam a de outros
autores (59) e reafirmam o desenvolvimento de um modelo experimental
adequado de cirrose. Como a ALT e AST sado marcadores funcionais para a
cirrose hepatica, em especial a ALT, a diminuicdo de ambas significa o inicio
do esgotamento da capadidade hepatica de metabolizagdo. Este momento
critico é dificil de ser diagnosticado, uma vez que se o figado entrar
definitivamente em faléncia, qualquer tipo de tratamento sera a partir de entéao
ineficaz.

A albumina é sintetizada pelo reticulo endoplasmatico rugoso ou mais
precisamente pelos ribossomos aderidos dos hepatocitos, possuindo uma vida
media em torno de duas semanas. Como a meia-vida desta molécula é
relativamente longa, a reducéo da sintese pelo figado pode demorar varios dias
para se manifestar clinica e laboratorialmente (60). No nosso modelo nao foi
observada essa reducao. Acredita-se que isso pode ter ocorrido por dois
motivos, a saber: o primeiro € que a meia vida da albumina é relativamente alta

podendo demorar muito tempo para que as dosagens baixas fossem
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observadas e a segunda é que os animais, apesar de cirroticos, ainda néo se
encontravam em estagio terminal da doenca. Esta situagdo foi altamente
desejavel para a continuidade do experimento.

De acordo com Povoa et al., (1998) e, Lobo (2012) a proteina C reativa
(PCR) é uma proteina de fase aguda sintetizada pelo figado e liberada
rapidamente apds o inicio de um processo inflamatorio ou lesdo tecidual
organica. O que determina sua concentragdo seérica € a taxa de sintese, que
depende, por sua vez, da intensidade do estimulo inflamatério (61,62). No
presente estudo as variagcbes da PCR foram discretas em decorréncia
possivelmente do fato dos animais, apesar de cirréticos, ndo se encontrarem
em estagio final da doenga. E possivel que a cirrose hepatica ndo tenha
estimulo agudo suficiente agudo para causar o aumento de sintese deste
marcador.

O figado atua na regulagéo da disponibilidade de energia metabolizando
carboidratos e lipideos provenientes da glicose e dos corpos cetdnicos.
Considerando que importantes vias do metabolismo proteico ocorrem no figado
e que a desnutricao proteicoenergética (DPE) é altamente prevalente nos
pacientes cirréticos, autores sugerem que a DPE levaria a deterioragdo mais
rapida da funcdo hepatica, (63, 64, 65). No presente estudo observamos
aumento deste carboidrato no sexto més de experimento. E possivel,
demonstrar, que os animais apesar de cirréticos, ainda eram portadores de
importante reserva hepatica, situagdo também desejavel como ja descrito
anteriormente.

A determinagao da bilirrubina total confirma e avalia o grau de ictericia,
bem como fornece indices para acompanhamento (59). Nas doengas hepaticas
graves, em especial nas hepatites virais e na cirrose hepatica, o metabolismo
do pigmento biliar encontra-se prejudicado simultaneamente em diversos locais
do figado. Assim, ocorre aumento tanto da fragao direta, quanto da indireta (57,
66). No presente estudo as dosagens deste pigmento ndo se alteraram
significativamente mostrando mais uma vez que o0s animais, apesar de
cirréticos, ainda ndo se encontravam no grau avangado da doenca.

No ambito das analises anatomopatoldgicas foi possivel se observar
macroscopicamente alteracdes compativeis com cirrose hepatica. E sabido que

o figado do Rattus novergicus possui seis lobos hepaticos. Durante o ato
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cirurgico foi possivel observar em todos animais um figado multilobulado, como
pode ser observado em detalhe na figura 5 e 6. As analises histologicas
realizadas, por meio de duas coloragdes, confirmaram os achados
macroscopicos e laboratoriais. O conjunto destas observagbes foram
corroboradas pelas publicagdes de Salgado et al.,, 2000 e Sato et al.,, 2004
(68,69) e confirmam a presenca de cirrose no modelo experimental em apreco.

As CTMs de segunda passagem foram caracterizadas por meio da
citometria de fluxo com cincos marcadores positivos de superficie (CD44,
CD73, CD90, CD105 e CD54 conhecido também como ICAM - 1) e cinco
negativos (CD34, CD45, CD11b, RT1 AW2, CLASS RT1). De acordo com
Oswald et al., 2004 (70) as CTMs se apresentam in vitro como uma populagéo
homogénea de células aderentes que expressam proteinas especificas em sua
superficie, também denominados marcadores de membrana, que incluem
CD44, CD73, CD90, CD105 e CD54 também conhecido como ICAM -1. O
presente trabalho esta de acordo com esses dados e com a literatura (33, 69)
uma vez que quatro marcadores positivos acima citados tiveram taxas de
reatividade média e alta como descrito nos resultados.

A biomarcacado da serinoprotease utilizada no SFDPS foi tentada pela
primeira vez neste trabalho. Isso foi realizado para se poder observar a
biodistribuicdo do selante, ja que o mesmo depende da concentragao dos seus
componentes para formar um coagulo rapido e estavel na temperatura dos
tecidos. Esta iniciativa foi necessaria, uma vez que poderia auxiliar na
avaliacao da capacidade do selante atuar como arcaboucgo para células tronco
no figado. Assim, objetivou-se aplicar diretamente no parénquima hepatico as
células tronco mesenquimais juntamente com o selante e avaliar a
permanéncia de ambos por tempo suficiente para implantacdo das células.

Os resultados demonstraram por meio de calculo matematico sugerido
pelo produtor do Kit comercial Alexa Fluor 488 Protein Labeling Kit (A30006) e
comprovados pela microscopia de fluorescéncia confocal que a marcagcao da
serinoprotease foi eficiente, obtendo-se 68% de marcagao, ou seja, dois tercos
da massa empregada. A microscopia confocal comprovou sua marcagao
também no tecido hepatico, onde a enzima marcada foi misturada com os
demais componentes do selante, aplicada no animal e posteriormente

observada in vivo demonstrando a sua presenca pela fluorescéncia emitida. As
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figuras 14 e 15 comprovam estas afirmacdes. Por este método foi possivel
também avaliar a biodistribuicdo do SFDPS do lobo direito, onde ocorreu a
aplicacédo para o lobo esquerdo. Estes resultados permitem concluir que no
tecido hepatico o SFDPS foi capaz de se difundir para todo o resto do
parénquima sem necessidade de aplicacdes em locais especificos. E sabido
também que os tecidos muito vascularizados, tais como o figado, sado
autofluorescentes. Isto € perfeitamente observavel pela microscopia confocal,
podendo um analista pouco experiente confundir o tecido com as proteinas
previamente marcadas e concluir que ha marcagao onde na verdade ocorre
apenas fluorescéncia natural do tecido.

Para contornar esta possivel controvérsia foi realizada a quantificagcao
para se distinguir a autofluorescéncia do tecido da fluorescéncia da
serinoprotease sinalizada. Isto foi calculado e as diferengas observadas nos
diferentes picos de intensidade de fluorescéncia claramente demonstrados na
Figura 17. Esta experiéncia de marcacao, pelo que se sabe até o presente
momento, e pela avaliagao da literatura mundial, foi realizada pela primeira vez
neste trabalho. Este pioneirismo abre a possibilidade de novos estudos, em
especial os de biodistribuicdo, onde poder-se-a avaliar o destino dos
metabdlitos do SFDPS apds a sua polimerizacdo, bem como a dispersao ou
nao das células tronco utilizadas em conjunto com este bioproduto.

O emprego de células tronco para a regeneracdo hepatica € um dos
mais recentes desafios da engenharia de tecidos. De acordo com Allers et al., e
Devine et al., ao se injetar as CTMs pela veia porta ocorre migracéo
incontrolavel para areas indesejaveis. Neste projeto foi demonstrado que
mesmo injetando-se diretamente o SFDPS + CTMs no lobo direito do
parénquima hepatico houve difusdo das mesmas para o outro lobo. Isto permite
concluir que a difusdo das CTMs no figado nao esta relacionada com o sitio de
aplicacao. (71, 72). Por outro lado, a analise pela microscopia confocal mostrou
que o SFDPS manteve as CTMs no local de aplicagdo durante pelo menos 15
dias apos o tratamento. No grupo onde foi empregado apenas as CTMs sem o
selante este fendbmeno nao foi observado. Assim, baseado nestas observacgdes
e na literatura é possivel sugerir que as CTMs quando aplicadas diretamente
no figado difundem pelo sangue para outros tecidos como ja havia constatado

Allers et al., e Devine et al. Outra observagao importante foi a de que 30 dias
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ap6s a inoculagdo das CTMs sem o selante estas reapareceram no
parénquima hepatico. E possivel que apos a difusdo para os demais tecidos,
estas tenham voltado a se alojar no “6rgdo” doente, ou seja, no parénquima
hepatico cirrético.

O grupo de estudo coordenado pelo professor Alexandre L R Oliveira do
Departamento de Anatomia do Instituto de Biologia da UNICAMP, tem
exaustivamente desde 2009, avaliado o emprego do SFDPS em cirurgias
experimentais do sistema nervoso (73, 74, 75, 76). Este pesquisador foi um dos
primeiros a observar que o SFDPS é capaz de aprisionar e manter as células
tronco no sitio de aplicagéo.

Ferreira Junior (77, 50, 51) e colaboradores (33, 78, 79) em 2014
publicaram e patentearam (50, 51) o SFDPS como um novo arcabougo
candidato in vitro para uso com células tronco. Estes pesquisadores também
observaram o fendmeno do aprisionamento das células tronco no local de
aplicacéo.

E possivel especular que os pesquisadores empenhados no
desenvolvimento e na aplicagdo médica do SFDPS ja descobriram o “suporte”,
ou seja, quem vai manter o “tecido” pendurado no local desejado. Falta agora
descobrir que tipo de célula e que moléculas bioativas deverao ser aplicadas a
fim de que a regeneracdo desejada ocorra. Este sera o préoximo grande
desafio!

Por fim, em que pese o numero de animais utilizados no experimento
final deste trabalho esteja aquém do desejado, em decorréncia de inumeros
problemas técnicos, foi possivel observar que o SFDPS é também um
arcaboucgo-candidato de ser utilizado no parénquima hepatico. Esta
caracteristica peculiar deste biomaterial abre perspectivas de aplicacdes
terapéuticas até entdo inimaginaveis. Estudos futuros deverdo ser realizados

para comprovar definitivamente estas hipoteses.

34



6 — CONCLUSOES

Os experimentos desenvolvidos nesta dissertagdo permitiram as seguintes

conclusoes:

-O método preconizado por Yu Wang et al,, (54) que utiliza o tetracloreto de
carbono como droga indutora para o desenvolvimento da cirrose hepatica

experimental, nao foi reprodutivel a partir da literatura disponivel;

-O método preconizado por Said et al,, (49) que utiliza a tioacetamida como
droga indutora para o desenvolvimento da cirrose hepatica experimental, foi

reproduzido com sucesso, apesar de pequenas modificagdes;

-Os exames laboratoriais subsidiarios e anatomopatolégicos do figado
confirmaram o desenvolvimento de cirrose hepatica nos Rattus novergicus

utilizados nos experimentos e submetidos ao protocolo de Said et al.;

-As CTMS de segunda passagem foram caracterizadas e confirmadas
principalmente pelos marcadores positivos de superficie CD44, CD73, CD90,
CD105 e CD54 conhecido também como ICAM;

-A serinoprotease utilizada na composicdao do SFDPS foi biomarcada pela
primeira vez na literatura mundial com um rendimento de 68%. Esta marcacao
foi confirmada pela fluorescéncia emitida e observada in vivo por intermédio da

microscopia eletrénica confocal,;
-Com a serinoprotease marcada foi possivel rastrea-la no parénquima hepatico
e observar a sua difusao para todo o parénquima a partir da inoculagao no lobo

direito;

-O uso combinado de SFDPS com CTMs e aplicado no figado manteve as

CTMs pelo menos trinta dias no sitio de inoculagao;
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-Ao que tudo indica, apesar do numero de animais estudado estar aquém do
desejado, o SFDPS é também um arcabougo importante para o transplante de

células tronco no parénquima hepatico;
-A técnica de biomarcagao tanto do SFDPS, quanto das CTMs permitirdo

estudar detalhadamente a biodistribuicdo e as possiveis e futuras indicagdes

terapéuticas destes componentes para cada situacéo especifica.
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8 — APENDICE

Specimen_001-CONTROLE SO CELULA
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50 100 150 200 250 e i) i 1)
FSC-A G 1.000) PE-A
Experiment Name: MS RAT 3P PE
Specimen Name: Specimen_001
Tube Name: CONTROLE SO CELULA
Record Date: MNovw 12,2014 11:57:32 AM
PE-A PE-A
Fopulation #Evenis Y% Parent Mean Median
M 21 Events 10,000 T 23 16
HF1 8,983 89.8 25 19
ez 238 256 231 148

Anexo 1 — Anadlise por citometria de fluxo das células de cultivo de segunda

passagem, controle células PE.
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FBC-A 1000 FITC-A
Experiment Mame: MS RAT 3P FITC
Specimen Name: Specimen_001
Tube Name: COMNTROLE S0 CEL
Recard Date: Moyw1Z2, 2014 11:44:49 AM
FITC-A FITC-A
FPopulation #Events %Parent Mean Median
H F 2,521 852 30 25
E P2 211 2.5 1490 126

Anexo 2 — Analise por citometria de fluxo das células de cultivo de segunda
passagem, controle células FITC.
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Specimen_001-CONTROLE SC Specimen_001-CONTROLE SO CELULA

(x 1,000)
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Experiment Mame: M3 RAT ALEXA 488
Specimen Mame: Specimen_001

Tube Mame: CONTROLE SO CELULA
Record Date: MNov 12, 2014 2:54:14 PM

Alexa Fluor ... Alexa Fluor ...
Fopulation #Events %Parent Mean Median
M r1 8,675 26,8 26 2a
APz 264 30 252 1658

Anexo 3 — Analise por citometria de fluxo das células de cultivo de segunda

passagem, controle células alexa fluor.

Specimen_001-RT-1 AW2
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FSC-A & 1.000) = FITC-A
Experiment Mame: M3 RAT 3P FITC
Specimen Mame: Specimen_001
Tube Mame: RT-1 &w2
Recard Date: Mow 12, 2014 11:55:24 A
FITC-A FITC-A
Fopulation #Events YParent Mean Median
M F1 10,000 855 85 67
P2 2,712 271 173 137

Anexo 4 - Analise por citometria de fluxo das células de cultivo de segunda
passagem revelando baixa marcacao para o marcador RT1 AW2
FITC.
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TI[IT I I T[T Io[TIrT 1
50 100 150 Zo0 260

FSC-A  (x1.000)

Count

Specimen_001-CLASS2 RTID

Specimen Name:
Tube Name:
Record Date;

Experiment Mame: MS RAT 3F PE
Specimen_001
CLASEZ RTID
Mov 12,2014 12:05:38 PM

PE-A PE-~
Fopulation #Events % Parent Mean Median
| G 10,000 248 133 59
E ez 348 34.2 293 168

Anexo 5 - Analise por citometria de fluxo das células de cultivo de segunda

passagem revelando baixa marcagao para o marcador CLASS RT1

PE.

Specimen_001-CD11-hb

Specimen_001-CD11-b
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Specimen Name: Specimen_001
Tube Name: cD11-b
Record Date: MNov 12, 2014 12:03:40 PM
FE-A PE-A
Population #Events %Parent Mean Median
BFi 10,000 90.9 3z 25
Cdez 3.4 218 139

Anexo 6 — Analise por citometria de fluxo das células de cultivo de segunda

passagem revelando baixa marcagao para o marcador CD11-b.
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Specimen_001-CD44

Specimen_001-CD44

g ]
= =7
e o=
é =
= 'S___
I s
@ S 8
o
II|lIIl|IIII|lII=|IIII|J c—_
50 100 150 200 250 4 10" 10
FSC-A 0 1.000) PE-A
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Record Date: MNow 12, 2014 12:02:28 PM
PE-A PE-~
FPopulation #Evenis % Parent Mean Median
M F1 10,000 85.8 166 112
Pz 5,502 55.0 257 190

Anexo 7 — Analise por citometria de fluxo das células de cultivo de segunda

passagem revelando média marcagao para o marcador CD44.

Specimen_001-CD34
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Record Date: Mow 12, 2014 12:01:21 PM
PE-A PE-A
Fopulation #Ewvents %Parent Mean Median
M F1 10,000 ga.7 203 111
EKlerz 5,595 56.0 312 181

Anexo 8 — Analise por citometria de fluxo das células de cultivo de segunda

passagem revelando média marcagéo para o marcador CD34.
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Specimen 001-CD105

(x 1,000
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J 'y
50 100 150 200 250 .81 10 10 10
FSC-A x 1.000) Alexa Fluor 488-A

Experiment Mame: MS RAT ALEXA 488
Specimen Name:  Specimen_001
Tube Name: cD105
Record Date: Mov12, 2014 225759 PM

Alexa Fluor ... Alexa Fluor ...
Population #Events %Parent Mean Median
B F 10,000 288 480 284
]E P2 9,390 9349 515 300

Anexo 9 — Analise por citometria de fluxo das células de cultivo de segunda

passagem revelando alta marcagao para o marcador CD105.
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Experiment Name: MS RAT ALEXA 488
Specimen Name: Specimen_001
Tube MName: CcD73
Record Date: MNov 12, 2014 2:56:32 PM

Alexa Fluor ... Alexa Fluor ...
Fopulation #Events *Parent Mean hedian
M P 10,000 86.1 337 173
prz 7,129 713 441 2432

Anexo 10 — Analise por citometria de fluxo das células de cultivo de segunda
passagem revelando alta marcagéo para o marcador CD73.
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Specimen_001-CD45
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FITC-A FITC-A
Population #Events Y% Parent Mean Median
M ri 10,000 82.8 275 160
Pz 7,654 76.5 338 218

Anexo 11 - Andlise por citometria de fluxo das células de cultivo de segunda

passagem revelando alta marcagao para o marcador CD45.
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Experiment Name: M3 RAT 3P FITC
Specimen Mame:  Specimen_001
Tube Mame: cDao
Recard Date: Moy 12, 2014 11:52:12 AM
FITC-A FITC-A
Population #Events %Parent Mean Median
Hri 10,000 850 5,450 4,509
P2 93817 98.2 5,550 4,583

Anexo 12 - Analise por citometria de fluxo das células de cultivo de segunda

passagem revelando alta marcagao para o marcador CD90.
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Experiment Name: MS RAT 3P FITC
Specimen Name: Specimen_001
Tube Mame: ICAM 1
Recard Date: Mow 12, 2014 11:48:13 AM

FITC-A FITC-A
Population #Events %Parent Mean Median
M F 10,000 83.3 1,274 808
= 9,808 ag.0 1,296 az0

Anexo 13 - Analise por citometria de fluxo das células de cultivo de segunda

passagem revelando alta marcagéo para o marcador ICAM 1.
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