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FERNANDES, Camila Juliet Barbosa. Avaliacdo in vitro do papel de Células-Tronco
Mesenquimais geneticamente modificadas na fibrogénese hepatica. 2018. Dissertacdo
(Mestrado Académico em Biociéncias e Biotecnologia em Salde) — Instituto Aggeu Magalhaes,
Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2018.

RESUMO

O potencial terapéutico de células da medula 6ssea tem sido bastante investigado no campo da
medicina regenerativa. Embora os resultados iniciais de ensaios pré-clinicos e clinicos com
células da medula dssea em doencas hepaticas sejam bastante promissores, os efeitos
terapéuticos ndo sdo duradouros. Assim, maiores estudos vém sendo realizados com o objetivo
de otimizar a terapia celular. Dentre as populagdes de células-tronco, as células-tronco
mesenquimais (CTMs) se destacam por apresentarem plasticidade gendmica e caracteristicas
imunomoduladoras e imunossupressoras que ampliam as possibilidades de utilizacdo
terapéutica. Um dos fatores imunomodulatorios secretados pelas CTMs é o fator de crescimento
de hepatdcitos (HGF), cuja participacdo em processos antifibréticos e antiinflamatérios ja é
descrita. Diante disso, o presente trabalho objetivou avaliar o potencial antifibrogénico de
CTMs superexpressando HGF na fibrogénese hepatica. Para atingir os objetivos propostos, as
CTMs foram obtidas de medula 6ssea de camundongos C57BL/6 e caracterizadas.O RNA total
foi extraido de tecido hepético de camundongos da mesma linhagem para obteng&o do gene Hgf
que foi amplificado por PCR, clonado no vetor de expressdo pCMV-LacZ e transfectado nas
CTMs. A transfeccao se mostrou eficiente pela analise da expressao do Hgf feita por RT-PCR.
As CTMs modificadas foram co-cultivadas por 48h com células estreladas hepaticas (CEHS)
da linhagem GRX. citocinas e a expressdo do marcador da fibrogénese hepaética, alfa-actina de
musculo liso (a-SMA) foram quantificados, onde foi observado um aumento na secrecéao de IL-
6 e reducdo de TGFp1. Os baixos niveis de a-SMA observados, juntamente com os achados da
caracterizagdo ultraestrutural e molecular da linhagem GRX, demonstraram que estas células
podem ndo se encontrar no seu fenotipo ativado, reforgando a necessidade de uma observacéo
mais criteriosa para a utilizacdo desta linhagem em estudos in vitro da fibrogénese hepatica.

Palavras-chave: Terapia celular. Fibrose hepatica. Células-Tronco Mesenquimais. Fator de
Crescimento de Hepatdcitos. Células Estreladas Hepaticas.



FERNANDES, Camila Juliet Barbosa. In vitro evaluation of the role of genetically modified
Mesenchymal Stem Cells in hepatic fibrogenesis. 2018. Dissertacdo (Mestrado em
Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu Magalhdes, Fundagdo Oswaldo Cruz,
Recife, 2018.

ABSTRACT

The therapeutic potential of bone marrow cells has been extensively investigated in the field of
regenerative medicine. Regarding liver disease, although initial results from preclinical and
clinical trials using bone marrow cells are quite promising, the therapeutic effects are not long-
lasting. Thus, more studies have been carried out with the aim of optimizing cell therapy.
Among the populations of stem cells, the mesenchymal stem cells (MSCs) stand out because
they present genomic plasticity and immunomodulatory and immunosuppressive characteristics
that increase the possibilities of therapeutic use. One of the immunomodulatory factors released
by MSCs is the hepatocyte growth factor (HGF), whose participation in antifibrotic and anti-
inflammatory processes is already described. Thus, the present work aimed to evaluate the
antifibrogenic potential of MSCs overexpressing HGF in hepatic fibrogenesis. To achieve the
proposed objectives, the MSCs were obtained from bone marrow of C57BL/6 mice and
characterized.Total RNA was extracted from livers from the same lineage mice to obtain the
Hgf gene that was amplified by PCR, cloned in the expression vector pCMV-LacZ and
transfected into the MSCs.The transfection proved to be efficient by the analysis of HGF
expression by RT-PCR. Modified CTMs were co-cultured for 48h with hepatic stellate cells
(CEHSs) of the GRX lineage and cytokine and hepatic fibrogenesis marker expression, smooth
muscle actin — a (a-SMA), were evaluated and was observed an increase in IL-6 secretion and
reduction of TGFB1. The low levels of a-SMA observed, together with the findings of the
ultrastructural and molecular characterization of the GRX lineage, demonstrated that these cells
may not be in their activated phenotype, reinforcing the need of a careful observation for the
use of this lineage in vitro studies of hepatic fibrogenesis.

Key words: Cell therapy. Hepatic fibrosis. Mesenchymal stem cells. Hepatocyte Growth factor.
Hepatic Stellate Cells.
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1 INTRODUCAO

As doencas hepaticas cronicas representam uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em todo o mundo, caracterizadas em sua maioria pelo estabelecimento do quadro
de fibrose hepéatica (SCHUPPAN; KIM, 2013). No figado, diversos estimulos, a exemplo, das
hepatites virais, doencas alcoolicas e doenga hepéatica gordurosa associada a obesidade podem
incitar uma resposta inflamatoria que estimula a producdo de matriz extracelular (MEC) em
quantidade exacerbada, resultando no desenvolvimento de fibrose (HERNANDES-GEA,
FRIEDMAN, 2011).

A fibrogénese se deve, principalmente, & ativacdo e alteracdo fenotipica das celulas
estreladas hepéticas (CEHs), que em estado normal encontram-se quiescentes no espaco
perisinusoidal de Disse (MORMONE; GEORGE; NIETO, 2011). Quando sdo ativadas por
estimulos paracrinos e autécrinos, as CEHs liberam seus dep6sitos de vitamina A e adquirem
um fendtipo semelhante a miofibroblasto, passando a expressar a-SMA (a-actina de masculo
liso) e a produzir componentes da matriz extracelular (MEC) em grandes quantidades levando
a deposicao exacerbada MEC e consequente substituicdo do parénquima hepatico por tecido de
cicatrizacdo (DUFFIELD et al., 2013, HERNANDES-GEA; FRIEDMAN, 2011, JIANG;
TOROK, 2013, ROCKEY, 2013).

Os tratamentos existentes para as hepatopatias séo limitados e diferenciados a depender
da causa e/ou persisténcia do estimulo. Em geral, as terapias conseguem, apenas, minimizar o0s
danos aos tecidos, reduzindo as complica¢Bes associadas a doenca. Dessa forma, os pacientes
podem evoluir para forma crénica da doenga com a presencga do quadro de cirrose e faléncia
hepética. Nesses casos, o transplante do figado passa a ser a Unica opgdo terapéutica efetiva
(JIANG; TOROK, 2013). Nesse contexto, o desenvolvimento de novas terapias que promovam
uma diminuicdo das lesdes teciduais e consequente reestabelecimento da funcdo do 6rgéo se
faz necessario (MORMONE; GEORGE; NIETO, 2011).

Dentre as possiveis alternativas terapéuticas, a terapia celular tem se destacado nos
altimos anos (MURACA, 2011). A utilizacdo de células-tronco mesenquimais de medula dssea
(CTM) vem se tornando uma opgdo atrativa no tratamento de doengas cronico-degenerativas
(VOLAREVIC, 2014). Estas células, também conhecidas como celulas do estroma medular,
sdo células-tronco ndo hematopoiéticas multipotentes (VOLAREVIC, 2011) e tém a capacidade
de se renovar e diferenciar em varias linhagens de tecido conjuntivo, incluindo 0sso, cartilagem,
tecido adiposo, tenddo e masculo (ROUFOSSE et al., 2004).
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Estudos experimentais tém demonstrado que as CTMs sdo capazes de se diferenciar em
hepatdcitos in vitro (LEE et al., 2004, LUK et al., 2005, SHU et al., 2004) e in vivo (FANG et
al., 2004, JIANG et al., 2002), além de participarem da regeneracdo de areas com lesdo com
restabelecimento da funcdo de 6rgdos como o pulmao, o coracdo e o figado (MANGI et al.,
2003, ORTIZ et al., 2003). Ensaios clinicos com CTMs tém sido realizados e evidenciaram
resultados promissores no tratamento da fibrose hepatica (AMER et al., 2011, AMIN et al.,
2013, LI, T. etal., 2013, JANG et al., 2014b, MEIER et al., 2013).

A maioria dos autores defende que os efeitos benéficos das CTMs em lesBes de figado
baseiam-se principalmente nas propriedades imunomodulatérias desempenhadas por essa
populacédo celular, que induzem alteragdes nas funcbes e apoptose das CEHs (JANG. et al.,
2015, XAGORARI et al., 2013). Os efeitos imunomodulatérios promovidos pelas CTMs
ocorrem de forma paracrina, através da liberacdo de fatores chaves, tais como o Fator de
Crescimento Neural- (NGF-), Interleucina-10 (IL-10), Fator de Crescimento de Hepatdcitos
(HGF) e Fator de crescimento semelhante & insulina tipo 1 (IGF-1). O HGF é um importante
fator de crescimento com ac¢des angiogénica, anti-fibrotica e anti-inflamatéria (BELL; CAl,
2008, INAGAKI et al., 2008) e é capaz de induzir a diferenciacdo de CTMs em hepatdcitos in
vitro e aumentar o recrutamento de CTMs para o figado in vivo (OKUMOTO et al., 2003, VAN
DE KAMP et al., 2013).

A modificacdo genética das CTMs para a superexpressdo de determinadas moléculas
bioativas com objetivo de melhorar os seus efeitos tem sido uma abordagem bastante utilizada.
O transplante de CTMs geneticamente modificadas em modelos murinos experimentais tém
resultado em melhora no processo de reparo do tecido hepéatico e diminui¢do de rejeicdo de
figados transplantados (LAl et al., 2016, NIU et al., 2014).

Diante do exposto, a proposta desse projeto foi obter células-tronco mesenquimais
geneticamente modificadas superexpressando o Fator de Crescimento de Hepatocitos (HGF),
com a finalidade de potencializar os efeitos benéficos desta populacdo celular e avaliar a acdo
paracrina de células-tronco mesenquimais geneticamente modificadas que superexpressam
HGF sobre as CEHSs, gerando ferramentas que auxiliem no estudo de fatores envolvidos na

regeneracdo de lesdes hepaticas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fibrose hepatica

O figado é um 6rgdo de extrema importancia para homeostase metabolica, realiza
sintese, armazenamento e distribuicdo de nutrientes, produz proteinas e participa do processo
de detoxificacdo do organismo; e por estas razdes o tecido hepatico é ricamente perfundido.
Organiza-se microscopicamente em um padrao sinusoidal, composto em sua maior parte (80%
do 6rgdo) por células parenquimatosas: 0s hepatdcitos, que desempenham a maioria das funcdes
hepaticas; e pelas células ndo parenquimatosas (20% do 6rgdo): os linfocitos, as células de
Kupffer, as células endoteliais e as células estreladas hepéticas (CEHs). A organizacdo dos
hepatdcitos no parénquima da origem aos lobulos hepaticos, ja as células ndo parenquimatosas
se localizam nos sinusoides hepaticos (vasos localizados entre os hepatdcitos), com excecdo
das CEHs, que encontram-se localizadas entre os hepatdcitos e os sinusdides, em uma regiao
conhecida como espaco perisinusoidal de Disse (TAUB, 2004). Em resposta a estimulos
agressores, o figado apresenta capacidade de restaurar completamente a sua arquitetura e massa,
através de um processo regenerativo, no qual os hepatocitos entram em divisao e hiperplasia,
além de reforcarem sua capacidade de proliferacdo, através de um mecanismo fisiologico
compensatério regulado por fatores de crescimento e citocinas, para reestabelecimento da
massa do Orgdo.Uma vez reestabelecida essa massa, a proliferacdo € finalizada (OERTEL,
SHAFRITZ, 2008, TAUB, 2004).

A regeneracdo hepética, iniciada a partir da proliferacdo das células parenquimatosas
hepaticas, € necessaria para o reparo hepatico apos lesdo. Agressdes provenientes de diferentes
etiologias, tais como, infeccdes virais (Hepatite C), uso abusivo de alcool, esteatohepatite ndo
alcoolica (NASH) e doencas auto-imunes, estimulam a interacéo entre diferentes tipos celulares
no microambiente inflamatério, que sdo recrutadas e passam a liberar biomoléculas, tais como
Fator de Crescimento e Transformacgédo-p1 (TGF- 1), Fator de Necrose Tumoral-o (TNF-a) ¢
outros agentes quimiotaticos que participam da regulacdo da resposta inflamatoria. Estas
moléculas vao atuar estimulando a sintese e secrecdo de componentes da MEC que, por sua
vez, tem funcdo de manter a estrutura do orgdo para futura substituicdo de areas lesadas por
tecido recém sintetizado e funcionante (DUFFIELD et al., 2013, HERNANDES-GEA,
FRIEDMAN, 2011, PELLICORO et al., 2014).

Fisiologicamente, a estabilidade do processo de regeneracdo hepatica € regulada pela

secrecdo de enzimas céalcio-dependentes que degradam especificamente colageno e
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componentes da matriz, as metaloproteinases de matriz (MMP) e seus inibidores (TIMPs -
TIMP-1 e TIMP-2), onde ambos sdo responsaveis pela manutencdo da homeostase e da
arquitetura natural do orgdo, remodelando o tecido fibroso secretado em um processo
equilibrado, autolimitado e regulado de sintese e degradacdo da MEC (HEMMANN et al.,
2007, PELLICORO et al., 2014, ROCKEY, 2013).

Agressdes persistentes e continuas ao figado resultam na alteracdo morfologica e
funcional do érgdo e perda excessiva de células parenquimatosas, associadas ao desequilibrio
entre sintese e degradacdo de MEC. Tais eventos comprometem a capacidade regenerativa do
6rgdo, favorecendo o processo de cicatrizacdo, que deixa de ser limitado, levando ao acimulo
de tecido denso e fibroso, com fungéo de sustentagdo. A transformacéo de um tecido funcional
e integro para um tecido de cicatrizacdo, disfuncional, pela deposicdo patologica de
componentes da MEC, caracteriza a fibrose (BATALLER; BRENNER, 2005, ELPEK, 2014,
JIAO; FRIEDMAN; ALOMAN, 2009).

2.1.1 Principais células e moléculas sinalizadoras na fibrogénese hepatica

A resposta celular a inflamagé&o cronica no microambiente da fibrose desempenha papel
crucial na fisiopatologia da doenca (Figura 1). Dentre as células envolvidas na producdo de
tecido fibroso durante o reparo hepatico estdo as CEHs, células residentes do espaco
perisinusoidal com capacidade de se diferenciar em miofibroblastos - que sd&o componentes
essenciais do processo de cicatrizacdo tecidual - sintetizando e secretando proteinas da MEC,
incluindo os colagenos (tipo I, Il e V), proteoglicanos e glicoproteinas de matriz como
laminina e fibronectina. A diferenciacdo de CEHs em miofibroblastos ativados é uma
caracteristica chave na fibrogénese hepatica, e o acimulo de miofibroblastos em locais de lesdo
hepatica crénica, secretando componentes da MEC em grandes quantidades, caracteriza o
desenvolvimento de fibrose. Os miofibroblastos atuam regulando a resposta fibrética por meio
de suas propriedades cicatrizantes, proliferativas, migratérias, contrateis e imunomodulatorias,
sendo um dos principais objetos de estudos da patogénese da fibrose (PELLICORO et al.,
2014).
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Figura 1- Mudancas na arquitetura hepética associada aos eventos da fibrose.
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Fonte: Adaptado de Bataller e Brenner (2005).

Nota: Imagens demonstrando o estado do 6rgdo macroscopicamente antes e depois do processo de fibrose e os
principais eventos celulares associados a patologia.

Legenda: (A) Orgdo e componentes do tecido hepatico conservados e sem alteragdes. (B) Figado submetido a
lesdo cronica em processo de fibrose avancada. As células estreladas encontram-se ativadas, secretando
componentes da MEC, os hepat6citos sofrem apoptose, células inflamatérias (linfocitos e células de kupffer) se
infiltram no tecido e tornam-se ativadas e o endotélio perde as fenestragdes. Macroscopicamente 0 6rgdo tem toda
sua arquitetura modificada pela substituicdo do tecido normal por tecido cicatricial.

Por sua importancia na resposta fibrogénica - como principal fonte de miofibroblastos-
as CEHs, também conhecidas como lipdcitos e células estreladas de Ito, de origem pouco
esclarecida, tém sido alvo de muitos estudos para entendimento da base da fibrose hepatica
(ELPEK, 2014). No figado, em estado normal, as CEHs atuam como dep0sito de &cido retindico
para 0 corpo, armazenando vitamina A e secretando componentes da MEC em pequenas
guantidades (XU; ZHANG; WANG, 2012), secretam moléculas imunorregulatérias e
moléculas com func¢bes proliferativas, funcionam também como reguladores do fluxo
sanguineo, entretanto sua funcdo mais notdvel se da em resposta a danos teciduais
(FRIEDMAN, 2008; MORMONE; GEORGE; NIETO, 2011). Apos serem estimuladas por
citocinas pro-inflamatérias, tais como: o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
fator de crescimento transformante (TGF) B, fator de necrose tumoral (TNF) a, e interleucina

(IL) -1, as CEHs passam de um estado de quiescéncia para um estado ativado, perdendo seus
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depdsitos de &cido retinoico e tornando-se componente central no processo da fibrogénese
hepatica (HENDERSON; IREDALE, 2007, ROCKEY, 2013, ZHOU; ZHANG; QIAO, 2014).
Quando em estado ativado, as CEHs passam a expressar alguns marcadores especificos, como
a a-actina de musculo liso (a-SMA), adquirindo fenétipo de miofibroblastos e propriedades
contrateis (BATALLER; BRENNER, 2005, BRENNER, 2009, ROCKEY, 2013).

A ativacdo das CEHs ocorre em duas etapas: a iniciacdo, que ocorre quando as CEHs
estdo mais susceptiveis, devido a modificacbes da expressdo génica, a acGes paracrinas de
mediadores inflamatdrios e outros estimulos, como excesso de matriz circundando a célula e
produtos de hepatdcitos apoptoticos, e a perpetuacdo, onde o estado ativado das CEHs €
mantido e a fibrose se estabelece, envolvendo sinaliza¢Bes paracrinas e autocrinas que fazem
com que as CEHs percam seus deposito de retindides e adquiram propriedades contrateis,
proliferativas, fibrogénicas e quimioatrativas (FRIEDMAN, 2008). Com a persisténcia de
estimulos lesivos, a ativacdo e diferenciacdo de CEHs pode também ocasionar a expressao
elevada de inibidores de metaloproteinases (TIMPs), favorecendo o processo de fibrogénese
pela consequente diminuicdo da degradacdo de MEC pelas MMPs (HEMMANN et al., 2007) .
Além disso, a secrecdo de TIMP-1 exerce efeitos antiapoptdticos nas CEHSs, contribuindo ainda
mais para o processo fibrogénico (ELPEK, 2014, FOWELL et al., 2011, PELLICORO;
RAMACHANDRAN; IREDALE, 2012)

As CEHs também contribuem para estabelecimento da fibrose hepatica através do
desenvolvimento de hipertensdo portal e pela sintese MMPs durante as fases iniciais da fibrose
(no estagio de iniciagdo), principalmente MMP2 e MMP9, favorecendo a degradacdo da MEC
normal. S&o responsaveis também por causar estresse oxidativo através da producédo de espécies
reativas de oxigénio e pela producdo de quimiocinas e citocinas, tais como: MCP-1, que
promovem a sua migracao e quimiotaxia de leucdcitos (BRENNER, 2009).

Além das CEHs, outras células contribuem em menor proporcdo na fibrogénese
hepética, atuando como fontes de miofibroblastos, aumentando a quantidade dos componentes
da MEC, como por exemplo os fibroblastos portais endégenos e os miofibroblastos derivados
de células do parénquima hepético que passam por transicdo epitelial-mesenquimal (EMT)
(BRENNER, 2009, SEKI; BRENNER, 2015) (Figura 2).
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Figura 2- Ativacdo dos miofibroblastos e seu papel na fibrogénese e na manutencao da fibrose.
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Fonte: Adaptado de Xu, Zhang e Wang (2012).

Legenda: Estimulos agressores (toxinas, virus, estresse oxidativo, etc) promovem a secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias por células do sistema imune (células T, células B, células dendriticas, macrofagos), que, por sua
vez, atuam na ativacdo de CEHs quiescentes. As CEHs ativadas séo fonte primordiais de miofibroblastos ativados,
no entanto, os miofibroblastos podem ser originados por outras populages celulares (células derivadas da medula
Ossea, células em transicdo epitelial-mesenquimal e fibroblastos portais). Os miofibroblastos ativados passam a
sintetizar fibras coldgenas em grandes quantidades, bem como inibidores de metaloproteinases de matriz tecidual
(TIMPSs) que passam a inibir a degradacdo de MEC por meio da redugdo de MMP. O acumulo de componentes da
MEC (colageno) leva a fibrose tecidual, que pode evoluir para cirrose. O agravamento do quadro de cirrose pode
levar a falha hepética.

A interacdo entre as diferentes células por meio de sinalizacdo paracrina, autocrina ou
justacrina no microambiente em que ocorre 0 processo fibrogénico é de extrema importancia
para que a fibrose se estabeleca. Os macréfagos residentes no figado, além dos circulantes,
também participam no processo de fibrogénese, secretando citocinas que tem papeis cruciais
na condi¢do patoldgica, como: TGF-B, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10 e interferon (IFN)- y, que sdo
secretadas a depender do estimulo agressor, sendo o TGF-f identificado como uma importante
citocina pro-fibrética por atuar estimulando a diferenciacdo das CEHs em miofibroblastos
(ELPEK, 2014, XU; ZHANG; WANG, 2012).

Os macroéfagos, derivados de mondcitos circulantes e residentes proliferam e sofrem
alteracdes fenotipicas e funcionais em resposta a fatores de crescimento e citocinas liberadas
no microambiente da lesdo, podendo assumir o fenétipo M1, que favorece o processo de fibrose
por promover uma resposta pro-inflamatoria, e o fendtipo M2, que promove uma resposta anti-
inflamatoria favorecendo a proliferacdo de células hepaticas, bem como diminuindo a apoptose
destas células (XU; ZHANG; WANG, 2012).As células natural killer (NK) séo capazes de

induzir a apoptose das CEHs em um processo mediado por IFN-y, no entanto, as CEHs séo
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mais propensas a apoptose por células NK no seu estado quiescente, ou nos estagios iniciais de
ativacdo, pela necessidade do acido retindico na inducdo da apoptose de CEHSs pelas células
NK (ELPEK, 2014, FASBENDER et al., 2016). As células endoteliais sinusoidais (LSECs)
podem contribuir para a ativacdo das CEHSs por acdo paracrina, de modo semelhante atuam os
linfdcitos T-helper e as céulas de Kupffer, estas atuando também na resolucao do processo de
fibrose (ELPEK, 2014).

2.1.2 Reversao e tratamento da fibrose hepatica

O processo de fibrose pode ser revertido e o tecido do 6rgdo ser restaurado, etapa que
se relaciona principalmente com apoptose de miofibroblastos e apoptose ou retorno a
quiescéncia de CEHs ativadas (LEMOINNE et al., 2013). Alguns estudos caracterizam o
retorno a quiescéncia das CEHs pela perda da expressdo de genes fibrogénicos e expressao de
genes adipogénicos, onde sdo relatados: aumento da atividade de colagenases, diminuicdo da
atividade dos inibidores de metaloproteinases e reducdo da atividade de CEHs ativadas,
havendo relagéo destes eventos com a participac¢do da interleucina 10 (IL-10). Todo processo
ocorre desde que os estimulos sejam retirados e as complicagdes associadas ao desenvolvimento
da cirrose ndo tenham se instalado (BRANDAO et al., 2006, LEMOINNE et al., 2013).

O acumulo de tecido de cicatrizagdo no figado, decorrente da fibrose, leva a subsequente
formacdo de nddulos regenerativos, e se o0s estimulos agressores persistem, ha o
desenvolvimento do estagio mais avancado da fibrose, a cirrose. Na cirrose hepatica é possivel
observar disfuncao hepatocelular, alteracdo do fluxo sanguineo intra-hepatico, podendo resultar
em insuficiéncia do 6érgéo e hipertensdo portal, sendo descrita como uma causa crescente de
morbidade de mortalidade (BATALLER; BRENNER, 2005, ZHOU; ZHANG,; QIAO, 2014).
Estudos experimentais demonstram a possibilidade de regressdo da fibrose apds retirada do
estimulo agressor, com a morfologia do 6rgao retornando a seu estado praticamente normal. No
entanto, apos lesdes persistentes, estudos mostraram que, apesar da retirada do estimulo ha
desenvolvimento de cirrose e dependendo da severidade, poderia ocorrer apenas uma reversao
parcial, permanecendo as lesdes nodulares, ficando evidente que a cirrose ndo se trata apenas
de uma forma estendida da fibrose hepatica, mas esta associada a caracteristicas bioquimicas
que limitam a capacidade de resolucao da fibrose, ou seja, quando bem estabelecido o quadro
de cirrose, a reversao torna-se um processo cada vez mais dificil (IREDALE et al., 1998, ISSA
etal., 2004, PELLICORO; RAMACHANDRAN; IREDALE, 2012).
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Apesar dos varios avangos significativos na compreensao do processo de fibrose hepatica,
existe ainda um numero limitado de medicamentos aprovados para utilizacdo clinica em
pacientes com doenca hepatica avancada. VVarios estudos tém visto a apopose das CEHs como
processo chave no tratamento da fibrose e tém buscado meios de inducdo da apoptose seletiva
de células estreladas ativadas (HENDERSON; IREDALE, 2007). Os tratamentos geralmente
sdo direcionados a remocdo dos estimulos que impulsionam a cascata fibrogénica e séo
baseados principalmente em drogas anti-fibroticas que atuam nos pontos chaves do
desenvolvimento da fibrose, como as drogas que inibem a ativacao, proliferacdo e na inducgdo
da apoptose de células estreladas hepéticas, e em suas propriedades adquiridas apés a ativacao,
na degradagdo da MEC formada, na supressao do processo inflamatorio, entre outros, além dos
tratamentos para as doencas de base que culminam na fibrose, ex.: hepatites virais. No entanto,
quando a fibrose encontra-se em estagio avancado, existe o risco de o paciente nao responder
aos tratamentos convencionais, com possivel evolucao do quadro para cirrose, que em estagios
finais, o transplante hepatico ortotopico € o unico tratamento efetivo (ALTAMIRANO-
BARRERA; BARRANCO-FRAGOSO; MENDEZ-SANCHEZ, 2017, BERARDIS et al.,
2015, MORMONE; GEORGE; NIETO, 2011, PELLICORO; RAMACHANDRAN;
IREDALE, 2012).

2.2 Terapia celular para doencas hepéticas

Em estagios finais de doencas hepaticas crénicas e falha hepatica aguda, a Unica opgédo
terapéutica efetiva é o transplante de figado. Entretanto, nos altimos anos, o transplante
ortotépico de figado tem sido dificultado pela baixa disponibilidade de érgdos a serem doados,
gerando um aumento de morbidade e mortalidade. Além das dificuldades oriundas da captacao
de 6rgdos, o transplante hepatico € um procedimento invasivo e de alto custo, existindo a
possibilidade de rejeicdo do 6rgdo pelo paciente, o que ocasiona a dependéncia do uso de
agentes imunossupressores, (BERARDIS et al., 2015, ITABA et al., 2015, PEETERS et al.,
2000). Em decorréncia das dificuldades e empecilhos expostos, a possibilidade de restaurar a
massa do orgao e sua funcdo através de transplante de células tem ganhado bastante atencéo
atualmente (OERTEL; SHAFRITZ, 2008).

Estudos realizados sobre o processo de regeneracdo hepéatica ganharam destaque nas
ultimas décadas especialmente quando a terapia utilizando células alcangou impacto clinico. A
busca por populacbes celulares que supram o processo de perda das células hepaticas e

melhorem a condicdo de vida de pacientes hepatopatas tem sido constante. A terapia celular,
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que consiste no tratamento feito através transplante de células com potencial regenerativo ou
terapéutico, pode restaurar a funcdo do 6rgdo bem como suas células e representar uma
alternativa atrativa ao transplante ortotopico de figado, sendo um procedimento menos
invasivo, podendo atuar em pontos cruciais para o desenvolvimento da fibrose, como:
regulando o microambiente inflamatério, atuando diretamente sobre as CEHSs, regenerando
células hepéticas danificadas, entre outros processos (BERARDIS et al., 2015, PILAT;
UNGER; BERLAKOVICH, 2013).

O transplante de hepatdcitos fez parte das primeiras tentativas de terapia celular para
doencas hepaticas, nas quais hepatdcitos foram utilizados e infundidos via veia portal de
pacientes em estdgio terminal de doenca hepética. Foram observados alguns efeitos benéficos,
porém limitados. A capacidade dos hepatdcitos repopularem figados mostrou-se pouco eficaz
em determinadas doencas hepéticas nas quais a capacidade proliferativa dos hepatdcitos é
prejudicada, apesar da infusdo. Além disso, a natureza da interacdo desses hepatécitos com os
hepatocitos nativos permaneceu pouco clara (HUEBERT; RAKELA, 2014, MITAKA, 1998,
MAHIEU-CAPUTO et al.,2004).

A procura por células que proporcionassem melhora em pacientes com lesdes hepaticas
crbnicas, especialmente a fibrose, abriu portas para estudos mais aprofundados sobre o
potencial terapéutico das células presentes na medula 6ssea. A medula 6ssea apresentou-se
como fonte de populacGes de células heterogéneas com potencial terapéutico para hepatopatias
crbnicas, onde se incluem as células-tronco derivadas da medula 6ssea (hematopoiéticas e

células-tronco do estroma medular/mesenquimais) (NICOLAS et al., 2016).

2.3 Células-tronco e Terapia Celular

Por definicdo, célula-tronco é uma célula indiferenciada, capaz de se duplicar, por
divisdo mitdtica simétrica, gerando células- filhas idénticas ou, por divisdo mitdtica assimétrica
dando origem a uma célula-filha idéntica a célula original e outra diferenciada, comprometida
com alguma linhagem celular especifica, capaz de formar uma variedade de tecidos (RAFF,
2003, SANDERS et al., 2006).

Diferenciacdo € o processo pelo qual uma célula assume novas caracteristicas
fenotipicas e morfoldgicas, tornando-se uma célula especializada com fungfes especificas
(THEISE; KRAUSE, 2002). Quanto a plasticidade (capacidade de se diferenciar em outras
linhagens celulares), a quantidade de vias de diferenciacdo e a por¢do do organismo que é

destino final das células, elas podem se classificar em totipotentes, pluripotentes, multipotentes
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e unipotentes. As células-tronco totipotentes podem originar qualquer célula de qualquer
orgdo/sistema do corpo. Podem ser representadas pelo zigoto (unido do ovdcito com
espermatozoide) e pelas células de um embrido recém-formado, desaparecendo logo apés as
primeiras divisdes de um ovocito fertilizado e reaparecendo ap6s a formacao da massa celular
interna, atuando na formacao de todos os tecidos do organismo. Sdo também capazes de originar
células de tecidos extraembrionarios. As células-tronco pluripotentes sdo capazes de originar
os trés folhetos embrionarios — ectoderma, mesoderma e endoderma, e se diferenciam das
totipotentes por ndo serem capazes de originar células de tecidos extraembrionarios, ndo sendo
capazes também de originar um organismo completo.Como exemplo desta classe existem as
células-tronco embrionarias pluripotentes (BONGSO; RICHARDS, 2004, ROBEY, 2000,
SOUZA et al., 2003).

As células-tronco multipotentes, representadas pelas células-tronco somaticas
(hematopoiéticas e mesenquimais), sdo células capazes de originar células maduras de tecidos
diferentes, entretanto com capacidade mais limitada de diferenciagao.

Anteriormente acreditava-se que as células-tronco multipotentes podiam originar
apenas as células do tecido das quais derivavam, como as células-tronco hematopoiéticas, mas
atualmente sabe-se que o potencial de diferenciacdo de algumas células antes consideradas
multipotentes vai além do seu 6rgdo de origem, podendo ser capazes de originar tecidos
diferentes dos quais residem, por isso existem controvérsias a respeito da definicao e diferenca
entre células pluripotentes e multipotentes (DEL CARLO; MONTEIRO; ARGOLO NETO,
2009, PEREIRA, 2008, SOUZA et al., 2003). E por fim, as células-tronco podem também se
classificar em unipotentes, dando origem a células maduras de um unico tipo de tecido, o tecido
de origem, responsaveis pela renovacdo e homeostase tecidual do 6rgdo das quais derivaram,
como as células do tecido nervoso adulto. A medida em que o organismo como um todo se
desenvolve, o potencial de diferenciacdo das células-tronco decai gradativamente
(BLANPAIN; HORSLEY; FUCHS, 2007, MITALIPOV; WOLF, 2009).

Diversos estudos comprovaram que o processo de diferenciacdo se relaciona
diretamente com a interacao do microambiente ou “nicho” (moléculas sinalizadoras, interagao
entre as células e a matriz extracelular) com as células, influenciando através do controle génico
se a célula vai diferenciar ou ndo, e, em alguns casos, pela heranca de fatores determinantes do
destino celular pela célula-mée (tronco) (SLACK, 2000, SOUZA et al., 2003, SPRADLING;
DRUMMOND-BARBOSA; KAI, 2001, WATT; HOGAN, 2000). Como Galli et al. (2000)
demostraram que as células-tronco neuronais, quando implantadas no musculo esquelético,

através de interacbes com o microambiente, sdo capazes de produzir células musculares
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(GALLI et al., 2000). Zhao et al. (2002), também observaram que, quando transplantadas em
tecido neural, as células-tronco originadas na medula 6ssea eram capazes de se diferenciar em
células do tecido neural, aléem de promover melhoras na atividade neuronal de ratos com
isquemia cerebral (ZHAO et al., 2002).

Quanto a origem e fase do desenvolvimento em que sdo originadas, as células-tronco
podem ser classificadas em células-tronco embrionarias e células-tronco adultas/somaticas.
Durante o desenvolvimento embrionario, as células do embrido iniciam um processo de divisdo
subsequente até chegar ao estagio de blastocisto, onde, em camundongos, foi possivel observar
a primeira etapa de diferenciacao, na qual existem populacdes de células que dardo origem aos
tecidos extraembrionarios e a massa celular interna (MCI), que € encarregada da formacé&o de
todos os tecidos embrionarios (PEREIRA, 2008). O interesse da comunidade cientifica pelas
células-tronco pluripotentes de murinos se iniciou apds o isolamento de uma mistura de células
indiferenciadas e células diferenciadas, incluindo células dos folhetos embrionarios (ectoderma,
mesoderma e endoderma) de teratocarcinomas, conhecidas como células de carcinoma
embrionario (DEL CARLO; MONTEIRO; ARGOLO NETO, 2009, FRIEL; SAR; MEE,
2005). No fim da década de 90, as primeiras células-tronco embrionarias humanas foram
cultivadas, obtidas de embrides doados, fertilizados in vitro, que ndo estavam aptos para
implante. Os embrides foram cultivados até o estagio de blastocistos e as massas internas foram
isoladas e cultivadas (DEL CARLO; MONTEIRO; ARGOLO NETO, 2009, THOMSON et al.,
1998).

As células-tronco adultas séo responsaveis por dar origem a células comprometidas com
orgdos e tecidos especificos, encontram-se em muitos tecidos adultos, nos quais mantém a
funcdo do 6rgdo, realizam a homeostase tecidual fazendo a reposicéo celular principalmente no
processo regenerativo em resposta a algum dano (PEREIRA, 2008, SANDERS et al., 2006).
As células-tronco adultas mais conhecidas por experimentos acerca da plasticidade sdo as
celulas-tronco da medula 6ssea, dentre elas estdo: as hematopoiéticas e as mesenquimais.

As células-tronco hematopoiéticas sdo responsaveis pela producao dos diversos tipos de
células sanguineas, que, desde a década de 50 vém sendo objeto de estudos principalmente com
relacdo ao tratamento de doencas que afetam a hematopoiese (NOWELL et al., 1956, RAFF,
2003). As células-tronco mesenquimais (CTMs), sdo células presentes no estroma medular,
classificadas como multipotentes, capazes de se diferenciar em adipdcitos, ostedcitos,
condrdcitos, neurdnios, hepatocitos, células musculares e células epiteliais. Além das células-
tronco presentes na medula, outros 6rgdos apresentam células-tronco residentes, como as

neurais, no sistema nervoso central, que em cultura séo capazes de se renovar e dar origem a
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células do tecido de origem (unipotentes) que se diferenciam em neur6nios, astrocitos,
oligodendrdcitos e algumas combinacgdes desses tipos, as células musculares esqueléticas e as
células progenitoras adultas, como as células ovais do figado (PEREIRA, 2008, RAFF, 2003).

As evidéncias fornecidas acerca da plasticidade das células-tronco e da capacidade do
isolamento e cultivo, além do conhecido potencial regenerativo destas células, motivou a
utilizacdo de células-tronco na clinica aplicada para diferentes tipos de doencas, como exemplo
as patologias hematoldgicas, cancer e algumas doencas ndo hematologicas (BURT;
TRAYNOR, 1999, LJUNGMAN et al., 2010). A aplicacdo de enxertos autélogos ou ndo
aut6logos tem sido uma pratica bastante utilizada para reconstrucéo de lesdes cutaneas muito
extensas e graves (KIRBY et al., 2015), a utilizagcdo de células-tronco em experimentos com
modelos de cardiopatias tem se mostrado promissora, comprovado a regeneracdo do tecido
cardiaco (ORLIC et al., 2001). A transdiferenciacdo em células neuronais (SANCHEZ-
RAMOS et al., 2000) possibilitou o primeiro ensaio clinico aprovado pela FDA em pacientes
com lipofucnose cerdide neuronal (doenca neurodegenerativa), no qual estudo de fase 1
comprovou a melhora clinica de pacientes com protecdo neuronal promovida pelas células-
tronco (ROBEY, 2000, SCHWARZ; SCHWARZ, 2010, TROUNSON et al., 2011,
VOLAREVIC et al., 2011).

As CTMs derivadas da medula 6ssea tém sido reconhecidas como fontes promissoras
no tratamento de doengas cronico degenerativas. O transplante das CTMs vem sendo relatado
como seguro e amplamente utilizado em ensaios experimentais de doencas hepaticas crénicas
(JANG et al., 2014a, LI, T. et al., 2013, PAREKKADAN et al., 2007b, SHAMS et al., 2015),
apresentando bons resultados, incluindo reducéo da fibrose, reestabelecimento da capacidade
regenerativa do 6rgdo e melhora nos aspectos funcionais do figado. Os efeitos terapéuticos das
CTMs em hepatopatias cronicas devem-se principalmente as suas caracteristicas de baixa
imunogenicidade quando transplantadas, capacidade de autorrenovacdo, diferenciacéo,
imunomodulacdo e migracdo para areas de lesdes (ASARI et al. 2009, CHAMBERLAIN et al.,
2007, CORCIONE et al., 2006, EOM; SHIM; BAIK, 2015, GEBLER; ZABEL; SELIGER,
2012, LEE et al., 2004).

A utilizacdo de células-tronco como terapia alternativa ao transplante e a tratamentos
ndo vigentes para doencas hepaticas crénicas é uma estratégia promissora fundamentada por
todas as caracteristicas benéficas ja citadas. No entanto, algumas limitacGes ainda se fazem
presentes, como por exemplo a taxa de sobrevivéncia das células-tronco quando transplantadas

em algum organismo. Estratégias que busquem o aprimoramento dos efeitos destas células séo
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necessarias e, quando aplicadas, tornam essa populacdo celular ainda mais atrativas para o

tratamento de hepatopatias cronicas (ZHAO et al., 2016).

2.4 Células-tronco Mesenquimais e Terapia Celular para fibrose hepética

Os trabalhos realizados pelo patologista Cohnheim na década de 80 levaram a
observacOes da existéncia de células-tronco ndo hematopoiéticas na medula 0ssea, onde se
especulava que tais células poderiam ser a fonte de fibroblastos responsaveis pela producao de
colageno no processo de cicatrizacdo. Mais tarde, experimentos comprovaram que estas células
de fato existiam e poderiam ndo sé se diferenciar em fibroblastos, como em outros tipos
celulares (CHAMBERLAIN et al., 2007, PROCKOP, 1997).

As células-tronco ndo hematopoiéticas da medula 6ssea atualmente sdo conhecidas
como células-tronco mesenquimais (CTMs), estromais ou células do estroma medular. Foram
denominadas dessa forma por se localizarem no estroma da medula Ossea, surgindo da
complexa matriz que funciona como suporte e prové um microambiente para as células-tronco
hematopoiéticas, podendo se diferenciar em células do tipo mesenquimais (BYDLOWSKI et
al., 2009, CHAMBERLAIN et al., 2007). Sdo células-tronco multipotentes, capazes de se
diferenciar em diferentes linhagens celulares, correspondendo a uma pequena populacdo de
células na medula 6ssea. S&o passiveis de proliferacdo e expansdo in vitro, aderindo-se ao
plastico e adquirindo formato semelhante ao fibroblasto (BY DLOWSKI et al., 2009).

Apesar de serem descritas inicialmente como celulas pertencentes unicamente ao
estroma medular, nos dias de hoje sabe-se que existem CTMs com propriedades in vitro
bastante semelhantes provenientes de outras fontes como tecido adiposo, corddo umbilical,
polpa dentaria, cérebro, mdsculo esquelético, pulmédo, baco, entre outras (FIORE;
MAZZOLINI; AQUINO, 2015).

Para caracterizar uma populacdo de CTMs humanas adultas a Sociedade Internacional
de Terapia Celular (International Society for Cellular Therapy) estabeleceu trés critérios
minimos, morfologicos, imunofenotipicos e funcionais. Sao eles:

a) Capacidade de aderéncia em superficie plastica, quando em cultivo. Capacidade que
funciona como método seletivo, devido a existéncia de células ndo aderentes na
medula 6ssea, diminuindo a heterogeneidade celular;

b) Expressdo antigenos superficiais especificos (> 95%). Apesar de existirem dados
conflitantes acerca da definicdo correta de marcadores especificos para CTM de

humanos adultos, alguns marcadores foram eleitos como mais frequentes nesta
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linhagem, apesar de apresentarem expressdes varidveis, sdo eles: CD105 (endoglina:
marcador angiogénico), CD73 (ecto-5-nucleotidase), CD44 (receptor de
hialuronato), CD90 (Thy-1), CD71 e Stro-1 (estroma de suporte da hematopoiese),
bem como as moléculas de adesdo CD106 (molécula de adeséo vascular - VCAM-
1), CD166 (molécula de ades&o celular leucocitaria ativada - ALCAM), molécula de
adeséo intercelular (ICAM) -1 e CD29 (integrina ). E ndo devem expressar os
marcadores: CD45, CD34, CD14 e CD11 (marcadores de células hematopoiéticas),
CD80, CD86 ou CD40 (moléculas co-estimuladoras) e as moléculas de adesdo
CD31, CD18 (antigeno 1 associado a funcdo leucocitaria - LFA-1) ou CD56
(molécula de adesdo celular neuronal 1), com expressdes dos marcadores de
superficie varidveis, a depender do tecido e espécie de origem das células
(BYDLOWSKI, et al. 2009, CHAMBERLAIN et al., 2007, MONTEIRO; ARGOLO
NETO; DEL CARLO, 2010). No entanto , a Sociedade Internacional de Terapia
Celular determina que apenas a identificacdo dos marcadores CD105, CD73 e CD90,
quando ndo estiverem expressos marcadores hematopoéticos, caracteriza
imunofenotipicamente as CTMs humanas (MONTEIRO; ARGOLO NETO; DEL
CARLO, 2010);

c) Por fim, o Gltimo critério para caracterizacdo das CTMs é a diferenciacdo in vitro em
células da linhagem osteogénica (KULTERER et al., 2007, PARK; LEE; KANG,
2006), adipogénica (DE GEMMIS et al., 2006) e condrogénica (HASHIMOTO,;
KARIYA; MIYAZAKI, 2006).

O isolamento das CTMs pode ser feito de varias maneiras, entretanto, a mais comum
para retirada de células da medula dssea é o gradiente de densidade para obtengdo da camada
de células mononucleares. O procedimento de cultivo in vitro elimina possiveis contaminantes
celulares e a medida que as passagens vao sendo feitas, a populacdo celular torna-se mais
homogénea, sendo capaz de se expandir numerosamente em cultura, apresentando uma inibicéo
de crescimento quando em densidade muito alta (MONTEIRO; ARGOLO NETO; DEL
CARLO, 2010).

A plasticidade celular em resposta ao microambiente e a estimulos em cultura celular,
devido a presenca de fatores estimulantes, permite a diferenciacdo dessas células ndo somente
nas linhagens osteogénicas, condrogénicas e adipogénicas, como também em células de outras
linhagens, tais como: cardiomidcitos, neurdnios e hepatécitos. Woodbury et al., (2000) em
seus experimentos puderam observar a diferenciacdo de CTMs de ratos e de seres humanos em

derivados ndo mesenquimais, mais especificamente neurdnios, sugerindo que 0S mecanismos
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que determinam a linhagem celular na qual as CTMs véo se diferenciar podem ser mutaveis e
gue o microambiente pode estender a capacidade de diferenciacdo das CTMs muito além das
camadas germinativas classicas (MONTEIRO; ARGOLO NETO; DEL CARLO, 2010,
WOODBURY et al., 2000). As caracteristicas de plasticidade indicam um papel de renovacao
celular executado por essas células, sugerindo que esse tipo celular realiza o “turnover” ¢ a
manutencgéo dos tecidos (CAPLAN, 2009).

As CTMs vém sendo foco de muitas pesquisas em todo o mundo, fornecendo
perspectivas clinicas promissoras para a terapia celular. A medula dssea é uma fonte acessivel
de CTMs que proliferam facilmente podendo ser uma fonte potencial de hepatécitos e de
agentes mitogenos que favorecem a proliferacdo dos hepatdcitos em terapias baseadas em
células para doencas hepaticas (Figura 3) (OWEN; NEWSOME, 2015, WATT; HOGAN,
2000).

Schwartz et al. (2002) foram os primeiros a demonstrarem in vitro a capacidade das
células mesenquimais de medula 6ssea se diferenciarem em células semelhantes a hepatdcitos.
Pournasr et al. (2011) induziram a diferenciacdo de CTMs de medula 0ssea em ceélulas
semelhantes a hepatocitos, com caracteristicas funcionais de hepatédcitos como producgédo de
albumina e armazenamento de glicogénio.

Além da plasticidade celular comprovada pela capacidade destas células de se
diferenciarem em células semelhantes a hepatocitos in vitro (LEE et al., 2004) e invivo (FANG
etal., 2004, JIANG et al., 2002), as CTMs apresentam potencial imunomodulatério importante
(WAN et al., 2008), seja por contato direto ou por acdo paracrina atraves da secrecdo de
citocinas e fatores de crescimento com a¢des angiogénicas (BELL; CAl, 2008), antifibroticas
(HIGASHIYAMA et al., 2007, IWAMOTO et al., 2013) anti-inflamatorias (INAGAKI et al.,
2008), mitogenas, inibidoras da proliferacdo de CEHSs e redutoras da sintese de colageno (EOM;
SHIM; BAIK, 2015, PAREKKADAN et al., 2007a, SAKAIDA et al., 2004, QUINTANILHA
et al., 2014, WANG, P-p. et al., 2012). S&o também capazes de modular algumas fungdes das
células do sistema imunoldgico inato e adaptativo através supressdo e/ou modulagéo de células
imunoldgicas (linfocitos, células dendriticas e células NK) (ASARI et al., 2009, CORCIONE
et al., 2006, SPAGGIARI et al., 2006, ZHANG et al., 2009). Além disso, as CTMs ainda
apresentam perfis de expressdo imunogénica reduzidos (baixa expressdao de Antigeno
Leucocitario Humano — HLA de classe | e auséncia de antigenos de classe 11 do complexo maior
de histocompatibilidade), o que torna essas células imunotolerantes e adequadas para utiliza¢do

em transplante, além de ser possivel sua expansdo in vitro sem perder seu potencial para



30

aplicacOes clinicas (CHAMBERLAIN et al., 2007, EOM; SHIM; BAIK, 2015, GEBLER,;
ZABEL; SELIGER, 2012).

No microambiente fibrético, os fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas
secretados pelas CTMs com acdes paracrinas, como: HGF, IGF-1 (fator de Crescimento
Semelhante a Insulina-1), VEGF (fator de Crescimento do Endotélio Vascular), EGF (fator de
Crescimento Epidermal), NGF (fator de Crescimento Neural) e TGF-a (fator de Crescimento
Transformante Alfa) (SAKAIDA et al., 2004, WANG, L. etal., 2012, ZHANG,; JIANG; MIAO,
2011), além de favorecerem a reducéo do processo inflamatério, podem atuar diretamente sobre
a sobrevivéncia de hepatdcitos com lesdo e/ou apoptdticos, através de suas acdes anti-
apoptaticas, mitdgenas e angiogénicas, e atuar reduzindo a proliferagdo de CEHs ativadas e a
sintese de colageno, processo que pdde ser observado in vitro através de co-cultivo de CTM e
CEHs ativadas, onde foi visto que as CTMs suprimem a proliferacdo e a expressao de a-actina
de musculo liso (a-SMA) através da secre¢do de fatores soltveis ( IL-10, HGF, TGF-p, ¢ TNF-
a) que inibem a a sintese de colageno e fatores sollveis que promovem a apoptose das CEHs
(HGF e NGF) (PAREKKADAN et al., 2007a).

As CTMs, em resposta a uma lesdo, sdo também capazes de migrar para sitios
inflamatorios, interagindo com ceélulas residentes e passam a expressar uma variedade de
receptores para quimiocinas e fatores de crescimento, que poderdo estimula-las diretamente ou
podem induzir a secrecdo de mais fatores solGveis que podem atuar a longas distancias,
estimulando outras populac@es no processo de recuperacao do tecido danificado e promovendo
a quimiotaxia de células envolvidas no processo de reparo (FUCHS et al., 2004, MEIRELLES
et al., 2008, MONTEIRO, ARGOLO NETO, DEL CARLO, 2010, MORRISON et al., 2008,
OLIVEIRA et al., 2012). Alguns trabalhos utilizando modelos experimentais investigaram 0s
efeitos da terapia com CTMs na fibrogénese, na faléncia aguda e na cirrose hepatica. Os
resultados obtidos demonstraram a capacidade migratéria das CTMs para locais de lesdo apds
o transplante, principalmente para areas periportais, na grande maioria das vezes com os efeitos

potencializados pelos fatores sollveis secretados (VOLAREVIC et al., 2014).
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Figura 3- Representacdo esquematica das propriedades das CTMs na fibrose hepatica.

CTM
1
Aderéncia aos "
hepatécitos inibigao da
apoptose 3
(HGF)
2 Diferenciagdo

Hepatdcitos

Fonte: Adaptado de Owen e Newsome (2015).

Nota: Propriedades das CTMs no tecido hepatico, em resposta a estimulos do microambiente.

Legenda: (1) Capacidade de adesdo e interacdo com os hepatdcitos, (2) inibicdo da apoptose dos hepatdcitos
mediada pela secrecdo de HGF, (3) diferenciacdo em hepat6citos para regeneracédo de tecido danificado.

As propriedades de ndo-rejeicao das CTMs transplantadas e migragéo para tecidos com
lesdo faz estas células representarem uma ferramenta de fornecimento de proteinas terapéuticas,
a terapia génica tém aproveitado essas caracteristicas das CTMs para direcionamento da
expressao de proteinas com potencial terapéutico, a associacao da terapia génica com a terapia

celular tem ganhado bastante atencdo atualmente.

2.5 Células-tronco Mesenquimais geneticamente modificadas

A terapia utilizando CTMs tem se mostrado um método promissor que aos poucos vem
superando as limitacGes dos tratamentos atualmente disponiveis. A eficacia do transplante de
células vem sendo bem reportada, com resultados animadores em modelos de doengas crénicas,
agudas e degenerativas, mas algumas limitagdes ainda se fazem presente, dentre elas estd a
baixa sobrevivéncia celular apds o transplante. Apesar de todas as caracteristicas apresentadas
e inerentes as CTMs, sua plasticidade, capacidade imunomodulatéria, potencial de
autorrenovacdo, imunotoleréncia quando transplantadas, possibilidade de expansdo in vitro,
facil cultivo e isolamento, seus efeitos podem ainda requerer adaptacdo ou modificacBes que
melhorem suas atividades e seu potencial terapéutico (DZAU; GNECCHI; PACHORI, 2005,
NOWAKOWSKI et al., 2013, ZHAO et al., 2016).
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Tendo em vista a possibilidade de nem todos os fatores secretados pelas CTMs serem
benéficos para a mesma doenca ou condicdo, a secrecdo seletiva de um fator chave para
determinada condicdo patologica, com um direcionamento aprimorado do seu efeito paracrino,
poderia melhorar a eficiéncia terapéutica destas células (WAGNER et al., 2009, ZHAO et al.,
2016). Os avancgos nos estudos com ceélulas-tronco e na biologia molecular e biotecnologia
permitiram gue novas perspectivas acerca da terapia utilizando CTMs fossem criadas, tornou-
se possivel manipular o destino e a funcionalidade destas células. Os conhecimentos de
engenharia genética e a grande variedade de metodologias ja disponiveis fizeram da
manipulacdo genética das CTs uma pratica cada vez mais explorada e atraente
(NOWAKOWSKI et al., 2013).

Em ensaios clinicos que abordavam a terapia celular para doencas cronico-
degenerativas, as principais vias de administracdo de células foram a intravenosa e a
admnistracdo direta no local onde ocorreu a lesdo. Apesar destas vias de administracdo ja
estarem bem estabelecidas, a otimizagdo de técnicas no processo de direcionameno das células
para terapia e direcionamento dos seus efeitos pode trazer mais beneficios para o receptor. A
superexpressdo de alguma molécula bioativa poderia diminuir a necessidade de administracdo
de um grande ndmero de células (1 a 5 milhdes de células por kg), juntamente com a reducéo
do custo da producdo e manutencdo destas células, dos possiveis riscos de efeitos colaterais e
minimizando mais ainda a possibilidade da realizacdo de procedimentos invasivos, por
minimos que sejam, como no caso da administracéo direta (WAGNER et al., 2009).

No intuito de melhorar a sobrevivéncia de CTMs transplantadas para tratamento de
infarto do miocardio em modelo murino, Zhao et al. (2016) superexpressaram o HGF. Ao
avaliarem a sobrevivéncia das células em condi¢fes de hipdxia, puderam verificar que, em
comparacdo as CTMs sem manipulacdo genética, a sobrevivéncia foi marcadamente maior,
sugerindo que a superexpressao do fator tornou as células mais toleraveis ao ambiente “hostil”.
Também observaram a diminui¢do da apoptose de cardiomidcitos no infarto, bem como a
recapilarizacdo das &reas infartadas. Apesar de todas as melhoras observadas, novos estudos
refinados acerca dos mecanismos pelos quais as células exerceram estes efeitos foram sugeridos
pelos autores. Gao et al. (2007) utilizaram CTMs que superexpressavam o fator VEGF em ratos
com modelo de isquemia cardiaca e observaram melhora da funcdo cardiaca através da
avaliacdo dos parametros hemodinédmico.

A utilizacdo de CTMs que superexpressam fatores neurotroficos tem sido objeto de
estudos sobre 0s mecanismos protetores que essas populac@es celulares podem exercer em

doencgas neurodegenerativas como Alzheimer (LI et al., 2008) , doenca de Parkinson (WU et
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al., 2010) e doenga de Huntington (POLLOCK et al., 2016, WY SE; DUNBAR; ROSSIGNOL,
2014). Em 2013 um estudo feito com CTMs de corddo umbilical humano superexpressando o
gene HGF, levando em consideracdo que o HGF sozinho ndo atravessaria a barreira
hematoencefalica por ser uma proteina macromolecular e ter vida curta in vivo, mostrou que as
CTMs puderam se diferenciar em células semelhantes a neurdnios dopaminérgicos, elevando o
nivel deste neurotransmissor, tirosina hidroxilase e transportador de dopamina, fornecendo
evidéncias de uma possivel ferramenta na terapia celular para tratamendo da doenca de
Parkinson (LI, J.F. etal., 2013, SALEHIAND; RAJAEI, 2010). Mais tarde, em 2014, 0 mesmo
grupo realizou um estudo utilizando também a superexpresscio do HGF em CTMs,
demonstrando que a superexpressdo do HGF induziu a regeneragdo, observada através da
recuperacdo da viabilidade celular, de células com lesdo em modelo de doenca de Parkinson,
cujo mecanismo estava associado a regulacao de niveis de célcio intracelular, sugerindo estudos
adicionais para compreender melhor a sinalizacdo envolvida neste tipo de regeneracdo (LIU et
al., 2014).

Um outro estudo envolvendo a utilizacdo de CTMs geneticamente modificadas avaliou
os efeitos da superexpressdo da citocina IL-10 em CTMs na prevencdo da rejeicdo aguda do
transplante hepatico. A avaliacdo feita através da dosagem de citocinas pro-inflamatorias e de
analises morfologicas indicou que as células modificadas superexpressando I1L-10 promoveram
uma melhoria adicional, em comparagdo com as CTMs normais administradas, na tolerancia ao
transplante hepatico (NIU et al., 2014).

Em experimentos realizados com modelo de fibrose hepatica induzida por
dimetilnitrosamina em ratos, pesquisadores avaliaram a eficécia terapéutica de CTMs humanas
que superexpressavam ectopicamente o HGF. O estudo mostrou que as CTMs que
superexpressavam o HGF foram capazes de atenuar o processo de fibrose pela diminuicédo de
citocinas pro-fibrogénicas e recuperagdo do equilibrio entre metaloproteinases e seus
inibidores, sugerindo que a superexpressao desse gene em CTMs poderia ser uma ferramenta
eficaz na terapia da fibrose hepética (KIM et al., 2014).

Os métodos existentes para a construcao de uma CTM modificada geneticamente para
superexpressar determinado fator/citocina em células eucarioticas sao descritos na literatura e
alguns deles vém sendo bastante utilizados. As técnicas nao virais, ndo integrativas (que nédo
integram o DNA de interesse a ser expresso ao DNA da célula receptora) permitem a expressao
do gene de modo transiente e promovem a internalizacdo do DNA por meio de estimulos ou
agentes facilitadores. Os métodos ndo virais tornam-se mais seguros devido a sua baixa

imunogenicidade (quando comparada a métodos virais) (GUL-ULUDAG et al., 2012), além
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disso, sédo livres das complicagdes no que diz respeito a utilizacdo de virus para inserir genes e,
apesar de uma menor eficiéncia quando comparada a transducdo viral, sdo técnicas bem
estabelecidas (NOWAKOWSKI et al., 2013). Dentre os métodos mais utilizados estdo a
utilizacéo de lipideos catidnicos (MADEIRA et al., 2010), de nanoparticulas de célcio fosfato
(CAO et al., 2011) , a eletroporacao (GEHL, 2003), a microporacdo (MADEIRA et al., 2011),
a nucleofeccdo (GRESCH et al., 2004), entre outros.

Novas abordagens para modificacdo genética no intuito de aprimorar ainda mais as
ferramentas tém surgido. A nuclease dedo de zinco (ZFN - zinc finger nucleases), as nucleases
efetoras semelhantes a ativadores de transcri¢cdo (TALEN - Transcription activator-like effector
nucleases) e o sistema CRISPR / Cas sdo ferramentas de edi¢cdo gendmica, onde cada uma
dessas ferramentas pode atuar direcionando com seguranca uma sequéncia especifica de DNA
a determinados locais e iniciar uma quebra na dupla fita, cuja iniciacdo enddgena de reparo do
DNA permite a insercdo do gene terapéutico. Estes métodos ainda foram pouco explorados no
campo da terapia celular utilizando CTMs geneticamente modificadas, mas tém se revelado um
recurso inestimavel para a engenharia genética, uma vez que vem sendo cada vez mais
utilizados em outras aplicagbes (GAJ; GERSBACH; BARBAS, 2013, WYSE; DUNBAR,;
ROSSIGNOL, 2014).

2.6 Fator de crescimento de hepatdcitos - HGF

Os primeiros estudos realizados para verificar o processo de regeneracao hepatica apos
hepatectomia parcial de dois ter¢os sugeriram que fatores solGveis estimulavam esse processo
regenerativo. Em estudos posteriores foi demonstrada a existéncia de um fator de crescimento
no plasma com acdo mitogénica, que estimulava o crescimento dos hepatdcitos em cultura
primaria. Foi descoberta,entdo, a estrutura primaria do Fator de Crescimento de Hepatocitos
(Hepatocyte growth fator — HGF), que inicialmente recebeu o nome de Hepatopoietina A
(MICHALOPOULOQOS; ZARNEGAR; MICHALOPOULOQOS, 1992).

O HGF é uma glicoproteina heterodimérica, composta por 128 aminoacidos, formada
por uma cadeia pesada (o) de aproximadamente 64 kDa, com quatro dominios “Kringle”
(estrutura com 3 pontes dissulfeto), homéloga ao plasminogénio, e uma cadeia leve (B) de
aproximadamente 32 kDa, apresentando homologia com serino-proteases, mas sem apresentar
atividade proteolitica por ndo terem o sitio catalitico; ambas originadas de um peptideo de
cadeia linear com peso molecular em torno de 87 a 92 kDa (FAUSTO; LAIRD; WEBBER,
1995, JESUS; WAITZBERG; CAMPOS, 2000). O precursor de HGF, pr6-HGF, é rapidamente


https://en.wikipedia.org/wiki/Zinc_finger_nucleases
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ativado por proteases - tais como uPA (ativador de plasminogénio do tipo uroquinase). No
tecido hepatico em processo de regeneracdo, a tentativa da degradacdo da matriz extracelular
por proteases favorece a ativacdo do pro-HGF para HGF maduro com consequente sintese de
DNA, tanto por mecanismos paracrinos, como autdcrinos. Em adultos, a expressao basal de
HGF pelos tecidos é importante para homeostase natural, onde a producdo de HGF por células
mesenquimais locais mantém o epitélio especializado do tecido, como por exemplo nos rins,
onde acredita-se que a expressdo de HGF pelas células mesangiais ho microambiente favoreca
a renovacéo celular normal (MUNGUNSUKH; MCCART; DAY, 2014).

O HGF ¢ produzido por células mesenquimais em diferentes 6rgdos, mas no figado é
produzido pelas CEHs, células de Kupffer e células endoteliais (MAHER, 1993), atuando,
portanto, de maneira paracrina. No figado intacto, como mencionado, 0 HGF é secretado pelas
CEHes, e a partir do momento em que as células ativam-se, passam a secretar HGF em niveis
menores e TGF- em niveis bastante altos (SKRTIC et al., 1999). Como muitos fatores de
crescimento, 0 HGF tem efeitos pleiotropicos em vias de sinalizacdo mitogénicas. Seus efeitos
sdo mediados também pela interacdo com outros fatores de crescimento e citocinas (IGF-1,
TGF o,VEGF, EGF), tendo sua secrecdo influenciada através desta interagcdo (TAUB, 2004,
SKRTIC et al., 1999).

Além de seus efeitos mitogénicos, o HGF promove efeitos morfogénicos e mutagénicos,
podendo ter efeito protetor ao inibir a replicacdo de células tumorais como melanomas e
carcinomas hepatocelulares in vitro, por meio da ativacdo de seu receptor - um receptor de
superficie celular tirosina-quinase transmembrana conhecido como Met - sendo expresso em
quase todos os tecidos (Figura 4). Varios estudos comprovaram os efeitos do HGF sobre
diferentes tipos celulares e 6rgédos, sugerindo a presenca destes receptores em diversos tecidos
(JESUS; WAITZBERG; CAMPOS, 2000, MATSUMOTO; NAKAMURA, 1994,
MICHALOPOULOS; ZARNEGAR; MICHALOPQOULOS, 1995). O HGF ainda apresenta
funcdes antifibréticas, angiogénicas, e anti-inflamatérias, atuando como potente fator
proliferativo no endotélio vascular, evento crucial na angiogénese (JESUS; WAITZBERG;
CAMPOS, 2000, YASUDA et al., 1999).
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Figura 4 - Estrutura e funces bioldgicas do HGF
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Fonte: Adaptado de Nakamura e Mizuno (2010).

Legenda: (A) Sintese de HGF maduro. O HGF é produzido e secretado como pro-HGF por células estromais. O
pro-HGF secretado € clivado por proteases nos residuos Arg*** e Val*® para sintese de HGF maduro constituido
por uma cadeia a onde estdo inseridos os dominios kringles (K1-4) e uma cadeia 8. (B) Os efeitos biologicos do
HGF sdo mediados pela ligacdo do HGF maduro ao cMet/HGF-receptor. A ligacdo desencadeia vias de sinalizagdo
decorrentes da fosforilacdo de residuos de tirosina. Cada efeito bioldgico é induzido através do recrutamento de
moléculas.

O aumento da expressdao de HGF em resposta a lesbes teciduais foi relacionado a
atividades de reparacéo in vivo (ADAMSON; BAKOWSKA, 1999, KAWAIDA et al., 1994)
apresentando funcgdes terapéuticas paracrinas e angiogénicas em condi¢Bes patoldgicas em
orgdos como pulmdo (YANAGITA et al., 1992) e coracdo (FUNATSU et al., 2002,
MIYAGAWA et al., 2002).

No figado, é reconhecido como fator regenerativo hepatico que atua principalmente em
resposta a lesdes hepéaticas. No momento da leséo, citocinas pro-inflamatodrias (IL-1, IL-6, INF-
v) produzidas pelas células do sistema imune (ex: macrofagos residentes ou infiltrados) atuam
regulando positivamente o HGF e consequentemente proliferando o0s hepatdcitos
(NAKAMURA; MIZUNO, 2010). Por ser o principal fator de crescimento associado com a
proliferacdo dos hepatdcitos, 0 HGF foi foco de estudos dos seus efeitos na fibrose hepatica.
Experimentos demonstraram que o HGF é capaz de induzir a diferenciacdo de células-tronco
mesenquimais em hepatdcitos tanto in vitro (OH et al., 2000) quanto in vivo (OYAGI et
al.,2006). Em estudos experimentais foi observado que o blogueio do HGF atraves de

anticorpos neutralizantes ocasionou a inibicdo da proliferacdo de hepatdcitos no processo de
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regeneracdo hepatica apos lesdo (BURR et al.,1998), evidenciando a importancia deste fator na
capacidade regenerativa do 6rgao.

A associacgdo da plasticidade e o potencial imunomodulatério das CTMs com os efeitos
benéficos do HGF despertou interesse da comunidade cientifica. Abordagens da biotecnologia
possibilitaram a realizagdo de experimentos utilizando CTMs que superexpressasem o HGF
(DUAN et al., 2003), no intuito de potencializar os efeitos benéficos dessa populacéo celular.

Diante do exposto sobre terapia celular, as CTMs e seus efeitos benéficos, a
manipulacdo genética para potencializar tais efeitos e sobre 0 HGF e suas ag¢bes no tecido
hepético, a hipotese do trabalho é que a modificacdo genética de CTMs com a finalidade de
superexpressar 0 HGF potencializara a atividade antifibrogénica e o papel regenerativo das
células, funcionando como terapia alternativa para as doencas hepaticas crénicas. Desta forma,
0 presente trabalho objetiva a geracdo de uma ferramenta (CTM superexpressando HGF) com
efeitos anti-fibrogénicos potencializados para estudos posteriores, e verificar os efeitos das
CTMs modificadas na fibrogénese, visando a futura utilizagdo destas células modificadas em
terapia celular para hepatopatias cronicas, no intuito de fornecer uma melhora na qualidade de

vida dos pacientes com tecido hepatico ou érgdo comprometido.
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3 JUSTIFICATIVA

A descoberta da pluripotencialidade das células-tronco tem aberto novas perspectivas
no campo da medicina regenerativa. Estudos experimentais realizados por nosso grupo
demonstraram que as células-tronco mononucleares da medula 6ssea (CMMO) sdo capazes de
migrar para area de lesdo e participam da regressdo da fibrose hepatica. Estudos clinicos de fase
| e 11 j& foram realizados em pacientes com diferentes hepatopatias, onde nenhum efeito adverso
foi observado e houve melhora das fungdes hepaticas apés infusdo celular. O potencial de
autorrenovacdo das células-tronco mesenquimais (CTMs) associado a sua plasticidade
genbmica em resposta ao microambiente celular, seu poder de fusdo com células residentes do
orgdo e, principalmente, sua capacidade de regenerar o tecido com lesdo através da libertacdo
de mediadores imunoldgicos faz dessa célula uma importante alternativa terapéutica nas
doencas hepaticas. Alguns mecanismos envolvidos na melhora hepatica apés infusdo de CTMs
vém sendo descritos, onde essas células demonstram ter importante papel na inducdo de
apoptose das células estreladas hepaticas, que € a principal célula responsavel pela sintese de
tecido fibroso no figado. Dessa forma, o presente estudo objetivou superexpressar o fator HGF
em células-tronco mesenquimais obtidas da medula 6ssea de camundongos, a fim de se obter
uma ferramenta util para estudos que venham avaliar seu potencial regenerativo em doencas
crbnicas do figado, e avaliar o potencial in vitro de CTMs geneticamente modificadas sobre
CEHs. Com esses resultados pretendemos estabelecer uma nova linha de pesquisa que inclui a
manipulacdo genética de células-tronco e contribuir para o desenvolvimento de uma abordagem

terapéutica direcionada no tratamento das doencas hepaticas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar in vitro o potencial antifibrogénico de CTMs geneticamente modificadas que

superexpressam o Fator de Crescimento de Hepatocitos (HGF).

4.2 Objetivos especificos

a) Isolar e estabelecer cultura de CTMs de camundongo;

b) Obter CTMs geneticamente modificadas para superexpressao do fator HGF;

c) Avaliar o efeito das CTMs modificadas geneticamente (supexpressando HGF) sobre a
ativagdo de CEHs in vitro;

d) Realizar a caracterizagdo fenotipica e ultraestrutural dos tipos celulares estudados.
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5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

5.1 Experimentagdo animal

Para obtencdo e cultivo das CTMs foram utilizados camundongos da linhagem
C57BL/6, de ambos o0s sexos, pesando entre 20-23g, com 4-6 semanas de idade, mantidos no
biotério de experimentacdo animal do Instituto Aggeu Magalhdes — FIOCRUZ/PE sob
condicgOes ideiais de temperatura (aproximadamente 23°C) e de luminosidade (ciclos de 12
horas claro/escuro), com agua e dieta ad libitum. Foram coletados tibias e fémures dos animais
para obtencdo da camada de células mononucleares da medula dssea e figados para extragdo do
RNA Total e sintese de cDNA.

5.2 Obtencao de Células-Tronco Mesenquimais da Medula 6ssea (CTMMO)

Para obtencdo das CTMMO, as tibias e fémures de 5 camundongos da linhagem
C57BL/6 foram dissecadas a fim de se retirar todo o tecido conjutivo adjacente e evitar qualquer
tipo de contaminacgdo. Os o0ssos foram mantidos em meio de cultura Dubelcco MEM (DMEM)
— low glucose (Invitrogen-Gibco®, USA ) suplementado com 20% de Soro Bovino Fetal (SBF)
(Invitrogen-Gibco®, USA) e 2% de antibidtico (Penicilina 10.000 U/ml e Estreptomicina
10.000 pg/ml —Gibco- Life Technologies, SP, BRA), até a centrifugacdo da medula em
gradiente de Ficoll (Histopaque 1119 e 1077 Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), 1000 x g
por 15 minutos sem refrigeracao e sem freio para se obter a camada de células mononucleares
da medula 6ssea (CMMO). A fracdo enriquecida com CMMO foi coletada, lavada por
centrifugacdo em meio DMEM, 1000 x g por 15 minutos e as células vidveis foram contadas
em microscépio éptico com azul de Trypan (Sigma Aldrich, St. Louis, USA).

Cerca de 10° células foram plaqueadas em garrafas de cultivo celular T25cm?, onde
foram mantidas com meio DMEM suplementado com 20% de SBF e 1% de antibidticos, a 37°C
com 5% de CO». A cada 24 horas as células foram observadas em microscopio optico invertido
a fim de se avaliar a morfologia e a aderéncia celular. Apo6s 72 horas de cultivo houve a primeira
troca de meio com a finalidade de se retirar todas as células ndo aderentes que poderiam
caracterizar outra populacdo celular. O cultivo foi feito até que as células ndo aderentes fossem
totalmente removidas e as celulas aderentes adquirissem morfologia fibroblastoide (critério de

caracterizagdo das CTMs). Foram realizadas trocas de meio a cada 72 horas até as células
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atingirem entre 80-90% de confluéncia, onde foi realizada a primeira passagem celular
(repique), utilizando tripsina 0,25% (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) e EDTA 0,02%
(Invitrogen-Gibco®, USA). A cada passagem, parte das células (10°) foram criopreservadas
utilizando uma solugédo de 10% de dimetilsulfoxido (DMSO — Sigma Aldrich, USA) e 90% de
SBF.

5.3 Diferenciacédo Osteogénica e Adipogénica das CTMMO

Para caracterizar a populagdo de células-tronco mesenquimais, as células na passagem
20 foram semeadas em placas de 24 pogos a partir de 2 concentracoes diferentes (1x10° células
e 3x10™ divididas em dois grupos: grupos de diferenciacéo e grupo controle. Durante 21 dias,
as celulas do grupo de diferenciacdo foram cultivadas com meio indutor de diferenciacdo
osteogénica: DMEM suplementado com 10% de SBF e 1% de antibidtico
(penicilina/estreptomicina), ascorbato-2-fosfato (50uM), pB-glicerofosfato (10 uM) e
dexametasona (0,1 pM) (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), ou meio indutor de diferenciacdo
adipogénica: DMEM suplementado com 10% de SBF e 1% de antibidtico
(penicilina/estreptomicina), indometacina  (60uM),  3-isobutilmetilxantina  (500uM),
dexametasona (1 uM) e insulina (5ug/ml) (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), como descrito no
protocolo de Secco et al. (2008), com algumas adaptagGes. O grupo controle foi cultivado com
meio DMEM suplementado com 10% de SBF e 1% de antibidtico. Os meios indutores de
diferenciacdo e DMEM (para o grupo controle) foram trocados a cada 72 horas e as placas
observadas a cada 7 dias. Para confirmar a diferenciacdo osteogénica, ao final dos 21 dias, a
placa foi corada pelo método de VVon Kossa e para confirmar diferenciacdo adipogénica a placa

foi corada com Qil Red O, e por fim as placas foram avaliadas em microscépio invertido.

5.4 Imunofenotipagem por citometria de fluxo

Aproximadamente 107 células foram tripsinizadas, coradas com azul de trypan (Sigma
Aldrich, St. Louis, USA), a fim de se verificar a viabilidade celular, e contadas em microscopio
de dptico invertido e foram entdo centrifugadas a 1000x g durante 10 minutos e lavadas com
PBS-Wash (PBS contendo 0,5% de BSA e 1% de azida sddica, pH 7,2). A populacéo de células
foi distribuida em aliquotas contendo 1x10° células em tubos de citometria de poliestireno.

Posteriormente, as células foram incubadas com os seguintes anticorpos a 4°C e ao abrigo da
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luz especificos para 0os marcadores de superficie: Rat- anti-mouse CD34, CD45 (marcacéao
negativa), CD105, CD73, CD44, Sca-1e CD29 (marcacao positiva) (BD Pharmigen, EUA) de
camundongo, seguindo as orientacGes do fabricante. Ao fim do experimento, as células foram
lavadas e analisadas por citometria de fluxo (FACS Calibur — Becton Dickson Immunocytometry
Systems).

Quadro 1- Anticorpos e fluorocromos conjugados utilizados na citometria
Anticorpos Fluorocromos
CD 29
Ly6A — Sca-1

CD 105 FITC

CD 14

CD 45

CD 73 APC

CD 34

CD 44 PE

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

Para isolamento do gene Hgf, a extracdo de RNA total foi feita a partir de tecido hepatico
pesando aproximadamente 100mg, o qual foi imediatamente congelado em 300ul de Trizol
(Invitrogen ®) apds retirada do animal. Posteriormente, o 6rgdo foi macerado com auxilio de
pistilos. O reagente utilizado para extracdo, Trizol (Invitrogen ®), foi acrescentado a amostra
de tecido macerada e homogénea para completar volume final de 1 ml. Para a separacdo do
RNA dos demais componentes celulares, foram adicionados 200 ul de cloroférmio, seguido de
homogeneizagao vigorosa por aproximadamente 15 segundos e centrifugacéo a 12.000 x g, por
15 minutos a 15°C. A fase translucida e aquosa (fase contendo o RNA) foi retirada e precipitada
com 500 pl de alcool isopropilico. Posteriormente foram acrescentados mais 500 pul de etanol
75%, a amostra foi centrifugada a 12.000 x g por 10 minutos a 15°C e ressuspendida em agua
ultrapura livre de nucleases (Invitrogen).

A integridade do RNA foi avaliada através de corrida eletroforética em gel de agarose

1% corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain. A concentracdo do RNA, bem como seu grau
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de pureza foram quantificados utilizando o aparelho NanoDrop 2000, disponibilizado pelo
Nucleo de Plataformas Tecnologicas do CPgAM — FIOCRUZ. Posteriormente, 3ug de RNA
foram utilizadas para a sintese de cDNA (DNA complementar) através do kit GoTaq® 2-Step
RT qPCR System (Promega), segundo as orienta¢des do fabricante para rea¢des utilizando oligo
dTs.

5.6 Clonagem

5.6.1 Desenho de oligonucleotideos

A sequéncia de nucleotideos codificante do gene Hgf, bem como a sequéncia de
aminoacidos foram analisadas utilizando a base dados disponiveis no NCBI (National Center
for Biotechnology information) (NUmero de acesso da sequéncia: D10212.1). Através da
ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) as sequéncias de nucleotideos e
aminoéacidos do Hgf de humano (H. Sapiens) e camundongo (M. Musculus) foram alinhadas, a
fim de se observar a existéncia de similaridade entre as duas sequéncias. Uma vez confirmada
a similaridade entre as sequéncias, para a realizacdo da clonagem, foram desenhados primers
forward e reverse, para amplificacdo da sequéncia codificadora do fator HGF, bem como
primers internos para sequenciamento com auxilio da ferramenta primer designing tool do
NCBI. (Quadro 2).

Quadro 2- Sequéncia de primers desenhados para amplificacdo e sequenciamento do gene Hgf.

Primer Sequéncia 5°-3’
HGF Forward CCTGGATCCCCATGATGTGGGGGACCAAAC
HGF Reverse GAGGCGGCCGCGTCAACTTGTATGTCAAAATTAC
HGF_Seq Forward CAGAATCAGGCAAGACTTGTC
HGF_Seq Reverse CGCCTCTCTCATGAACATCGTG

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.6.2 Amplificacdo do gene Hgf

Para amplificacdo do gene Hgf foram utilizados 0,2 pl da enzima AccuPrime ™ Taq
DNA Polymerase High Fidelity (5 U/uL) (Invitrogen ®), 2 ul do Primer HGF foward (100uM),
2 ul do Primer HGF reverse (100uM), 5 pul do tampao 10X AccuPrime™ PCR Buffer, 100ng
de cDNA e a quantidade suficiente de agua deionizada para completar 50 pl de reagdo. Em
seguida a reacdo de PCR foi submetida as seguintes condigdes de ciclagem: 95° - 2min seguido
de 35 ciclos: 95° — 1 min, 55° 30 seg, 72°- 30 seg; e extensdo final: 72°C — 5 min. Apds a reacdo
de PCR, os amplicons foram analisados através de eletroforese em gel de agarose a 0,8 %
corado com 10 ul de SYBR® Safe DNA Gel Stain. Apds a corrida eletroforética o gel foi
analisado através de transiluminador UV para visualizacdo das bandas de DNA e fotografado

com auxilio do programa e fotodocumentador LP1X image (Loccus Biotecnologia).

5.6.3 Clonagem em pGEM —T-Easy

Com o objetivo de obter uma maior quantidade de inserto (Hgf) para realizar a
subclonagem no plasmideo de expressdo (pCMV-LacZ), apos a corrida eletroforética a banda
correspondente ao produto da amplificagdo do HGF foi excisada do gel de agarose com auxilio
de lamina estéril, foi purificada através do kit I1lustra™ GFX PCR DNA and Band Purification
(GE Healthcare) segundo as instrug6es do fabricante e quantificada no NanoDrop 2000. O gene
purificado foi ligado ao vetor de clonagem pGEM®-T-Easy (Promega) (Figura 6). A reacdo de
ligacdo foi realizada na proporcdo de aproximadamente 1:3 (vetor: inserto), na qual foram
utilizados 0,5 pl da enzima T4 DNA ligase (3U/ul), 5ul do tampao 2X Rapid Ligation Buffer,
50 ng do vetor de clonagem pGEM-T-Easy, 135 ng do gene amplificado HGF e a quantidade
suficiente de agua deionizada para completar 10 pl de reagdo, a reagdo foi incubada overnight
a4°C.
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Figura 5- Representacéo esquematica do vetor de clonagem pGEM —T-Easy.
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Fonte: Promega Corporation (2015)
Legenda: Representacdo do vetor pGEM —T-Easy apontando as principais caracteristicas envolvidas no processo
de clonagem, como: resisténcia ao antibiético ampicilina, local de origem de replicacéo, sitio de clonagem multipla
(sitios para enzimas de restri¢do especificas), timidinas (T) livres nas regifes de clonagem e tamanho do vetor.

ApoOs a reacdo, os produtos da ligacdo foram transformados em bactérias
quimiocompetentes TOP 10 (E. coli). A transformac&o foi realizada com 5ul da ligagdo pGEM-
T-Easy HGF e 50ul de células quimiocompetentes, por choque térmico (30 minutos no gelo e
5 minutos a 37°C) e plaqueadas em meio LB (Luria Bertani) com ampicilina (100 pl/ml) IPTG
(AM) e X-GAL (50mg/mL) deixadas a 37°C, por 18h.

Para andlise dos clones positivos, 5 col6nias isoladas, de coloracdo branca, foram
inoculadas em 5 ml de meio LB com ampicilina (50 pg/ul) deixadas sob agitacéo (150 RPM) a
37°C, por 18h. A extracdo do DNA plasmidial foi realizada através de minipreparacéo por lise
alcalina. As extracOes foram fracionadas em gel de agarose a 0,8% corado com 10 pul de
SYBR® Safe DNA Gel Stain e fotografadas usando o fotodocumentador e programa LPIX
image (Loccus Biotecnologia). Para confirmacdo inicial da clonagem, foi realizada uma reacao
de digestdo em pequena escala (volume final 10ul) com a enzima EcoRIl HF® (20.000 u/ml)
(New England Biolabs Inc. - NEB®) e o tampédo CuttSmart® Buffer (New England Biolabs
Inc. - NEB®). A reacdo foi incubada a 37°C por 2h.

Para confirmagdo das sequéncias de nucleotideos dos insertos dentro do vetor de
clonagem, os 5 clones extraidos da construcdo pGEM-T-Easy HGF foram sequenciados.
Foram utilizados iniciadores para sequenciamento (descritos no Quadro 3), além de iniciadores
especificos para 0 pGEMT easy (M13 Foward e Reverse), todos a uma concentracao final de
3,2 pmol. As amostras nas concentracfes recomendadas para a reacdo de sequenciamento (100

ng/ul) foram encaminhadas ao Nucleo de Plataformas Tecnolégicas do CPgAM — FIOCRUZ e
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os plasmideos foram sequenciados utilizando sequenciador capilar automéatico ABI 3500. As
sequéncias geradas foram editadas no software EditSeq e os eletroferogramas, resultantes do
alinhamento das sequéncias, foram analisados com auxilio do software SeqMan do pacote
DNASTAR (Lasergene). As sequéncias alinhadas foram comparadas com a sequéncia referente
ao HGF obtida através da base dados disponiveis no NCBI (National Center for Biotechnology

information) (NUmero de acesso da sequéncia: D10212.1).

5.6.4 Subclonagem no vetor pCMV-LacZ

No intuito de gerar um DNA recombinante para transfeccdo e expressao em CTMs, o
gene Hgf foi subclonado no plasmideo pCMV-LacZ (Bgal) (Clonetech Laboratories, Inc.)
(Figura 7). Este vetor é apropriado para expressao em células eucarioticas, contendo em sua
sequéncia a regido codificante para o gene da B galactosidase que pode servir para monitorar a
eficiéncia da transfeccdo ou ser excisada atraves dos sitios de Not-I para insercdo e expressao
de outro gene no plasmideo. Nesse plasmideo, a expressdao do gene é controlada pelo forte
promotor do Citomegalovirus Humano (CMV), ativo constitutivamente em células de

mamiferos.

Figura 6 - Representacdo esquematica do vetor de expressdo pCMV-LacZ.
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Sal | (4513)

Not|
(4294)

Fonte: Clonetech Laboratories, Inc. (2012)

Legenda: Representagéo do vetor pPCMV- LacZ apontando os principais elementos no plasmideo envolvidos no
processo de clonagem e expressdo, tais como: resisténcia ao antibidtico ampicilina, local de origem de replicacéo,
promotor de células eucaridticas CMV, sitio de clonagem maultipla (sitios para enzimas de restri¢do especificas)
com os sitios para Not |, utilizados para subclonagem, onde houve a insercéo do gene hgf, destacados em vermelho,
regido codificante para o gene da B galactosidase , PolyA — regido de poliadenilacdo que serve como sinal de
parada da traducdo, entre outros elementos.
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Apo6s confirmacdo das sequéncias através de sequenciamento, um clone positivo da
clonagem pGEM-T-Easy HGF foi submetido a reacdo de digestdo em larga escala (volume
final 50 pl) para separagdo do vetor (pGEM-T-Easy) e inserto (Hgf). A reacdo ocorreu com
aproximadamente 1 ug do DNA, 1,5 pl da enzima Not | - HF® (10.000 u/ml) em tampéao
CuttSmart® Buffer 1x (New England Biolabs Inc. - NEB®) 2 horas a 37°C. O produto da
digestéo foi separado por eletroforese em gel de agarose a 1% para excisdo da banda referente
ao gene hgf. Paralelamente, o plasmideo de expressdo pCMV-LacZ também foi digerido com
a enzima Not | em condic¢des semelhantes e submetido a tratamento com a enzima Antarctic
Phosphatase (5.000u/ml) e o tamp&o 1X Antarctic Phosphatase Reaction Buffer (New England
Biolabs Inc. - NEB®) durante 2 horas a 37°C.

O produto do tratamento do pCMV-LacZ e a banda do gel contendo o gene Hgf foram
purificados com o kit Illustra™ GFX PCR DNA and Band Purification (GE Healthcare) e
posteriormente foram ligados com a enzima T4 DNA Ligase (3U/ul) e o tampéo 10x Buffer T4
DNA Ligase (New England Biolabs Inc. - NEB®) a 16°C, overnight. As ligacdes foram
realizadas nas raz6es molares inserto: vetor de 1:1 e de 3:1e uma reacdo sem o inserto serviu
como controle da subclonagem. Em seguida, as ligacdes foram transformadas em bactérias
quimiocompetentes, seguido da extragdo de DNA plasmidial, como descrito no item 5.6.3. Para
confirmacédo da presenca do inserto e do vetor no DNA os DNAs plasmidiais extraidos foram
submetidos a duas reagdes de digestdo independentes com as enzimas EcoRI - HF® (20,000
u/ml) e Not I - HF® (10.000 u/ml) em tampéo CuttSmart® Buffer (New England Biolabs Inc.
- NEB®) por 1 hora a 37°C, para confirmacdo da subclonagem do gene na orientacao correta
para expressao, a qual também foi confirmada por sequenciamento de maneira semelhante a

metodologia descrita no item 5.6.3.

5.7 Transfeccéo das CTMs

Com o objetivo de internalizar a construcdo pCMV_HGF nas CTMs, foi realizada a
transfeccdo do plasmideo recombinante com a utilizacdo do reagente lipossémico
Lipofectamine 3000 (Invitrogen®), seguindo as recomendacdes do fabricante. Duas solucgdes
com 125 pul de Opti-MEM (Gibco) foram preparadas, onde na primeira foram adicionados 2,5
Hg do DNA do plasmideo recombinante e 5 pl do reagente P3000 (Invitrogen®), e na segunda,
7,5 ul de Lipofectamine 3000. As solugdes foram misturadas e incubadas em temperatura
ambiente por 5 minuntos, para formacdo do complexo DNA-lipossoma. 250 ul das solugdes

misturadas e incubadas foram adicionados a aproximadamente 6x10° células plaqueadas
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previamente em placa de 6 pocos e mantidas até atingirem 70% de confluéncia. Como controle
do experimento foram utilizadas células transfectadas com o plasmideo pCMV _LacZ original,

células transfectadas apenas com os reagentes, porém sem DNA e células ndo transfectadas.

5.8 Co-cultivo de CTMs modificadas com CEHs

Para avaliar os efeitos paracrinos exercidos entre as populacbes celulares: CTM
modificadas e células estreladas hepéaticas (CEHs - componente principal da fibrogénese
hepética) foi realizado um sistema de co-cultivo indireto. Para tal, as CEHs da linhagem
imortalizada GRX (originadas de camundongos esquistossomoticos), obtidas do Banco de
Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro, foram cultivadas com meio Dubelcco MEM
— low glucose (Invitrogen-Gibco®, USA) suplementado com 10% de SBF (Invitrogen-Gibco®,
USA Séo Paulo, BRA.) e 1% de antibidtico (Penicilina 10.000 U/ml e Streptomicina 10.000
ug/ml —Gibco- Life Technologies, SP, BRA), mantidas em estufa a 37°C com 5% de COz e
repicadas com Tripsina 0,25% (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) e EDTA 0.02% (Invitrogen-
Gibco®, USA). As CTMs, mantidas nas mesmas condigdes, foram transfectadas seguindo a
metodologia descrita no item 6.7 para obtencdo da linhagem superexpressando HGF
(CTM_HGF).

Para realizagdo do co-cultivo indireto foram utilizadas placas contendo inserto de
policarbonato semipermeavel (Transwell®, Corning, membrana de policarbonato com poro de
0,4um) (Figura 8). Cerca de 10° células estreladas (GRX) na passagem 4 foram plaqueadas no
compartimento superior da placa (Transwell) e as CTM_HGF (48h apds transfec¢ao) ou CTMs
(sem modificacdo - na passagem 27), foram cultivadas no compartimento inferior, numa
proporcdo de 1:1 (GRX:CTM), em DMEM contendo SBF a 10% e 1% de
penicilina/estreptomicina (protocolo adaptado de PAREKKADAN et al., 2007a). Como
controle das células transfectadas com Lipofectamine, foram utilizadas as células GRX co-
cultivadas com CTMs transfectadas de maneira similar com plasmideo original (CTM_pCMV)
e como controle negativo do experimento, foram utilizadas células estreladas da linhagem GRX
cultivadas individualmente. O co-cultivo foi mantido por 48 horas e apds esse tempo, todas as
células foram coletadas para anélise dos niveis de expressao de SMA-a, marcador de ativacdo
das CEHs e de HGF (nas células modificadas para a superexpressdo de HGF). Os sobrenadantes
do co-cultivo também foram coletados para dosagem de citocinas por citometria de fluxo e

ELISA. Todos os co-cultivos foram realizados em triplicatas.
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Figura 7 - Representa¢do esquematica do co-cultivo indireto.
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Fonte: Tradugéo de Corning Inc. (2007)

Legenda: llustracdo demonstrativa do experimento de co-cultivo indireto. As células plaqueadas no
compartimento interno (GRX) interagem com as células presentes no compartimento externo (CTMs) através da
membrana microporosa presente no inserto Transwell e pela manuten¢do em meio de cultura comum as populagées
celulares.

5.9 Analise da expressao de Hgf

A expressdo de Hgf foi analisada em dois tempos: 48 horas apds a transfeccéo (antes do
co-cultivo) e 96 horas apés a transfeccdo (apds o co-cultivo). As células transfectadas cuja
expressao foi analisada antes do co-cultivo (48 horas apds a transfeccdo) foram retiradas dos
pocos atraves de tripsinizacdo, a expressdo de Hgf foi verificada nas células transfectadas com
pCMV_HGF e nas células controle (CTM_pCMV - transfectadas com o pCMV original, CTM
— ndo transfectadas, C- - transfectadas sem DNA). As células transfectadas cuja expresséo foi
avaliada depois do co-cultivo (96 horas apds a transfeccdo) também foram tripsinizadas e a
expressdao do HGF foi verificada nas células transfectadas com pCMV_HGF e nas células
controle (CTM_pCMV).

A extracdo de RNA e sintese de cDNA foi realizado como descrito anteriormente. De
forma preliminar, a expressdo do mRNA do Hgf, foi analisada por reacdo de RT-PCR
convencional, usando 500ng de cDNA do Hgf foram amplificados com 0,2 pl de Tag DNA
polymerase  (Invitrogen®) (5U/ul), 1pl dos primers HGF_gPCR_Forward e
HGF_gPCR_Reverse (100 uM), 2ul PCR Buffer10x, 0,4 pl de dNTPs10mM, 0,6 pl de MgCl»
50 mM e &gua em quantidade suficiente para volume final de 20 pl. A reacdo de PCR foi
submetida as seguintes condic@es de ciclagem: desnaturacdo inicial: 95° - 5min ; seguida de 35
ciclos: 95° — 1 min, 55° 1min,72°- 1min; e extensao final: 72°C — 7 min. Apds a reacdo de PCR,
os amplicons foram analisados através de eletroforese em gel de agarose a 1,5 % corado com
10 pl de SYBR® Safe DNA Gel Stain. Para todas as reagdes a expressao do gene da -actina

foi utilizada como controle enddgeno.
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5.10 RTgPCR

Para avaliar os niveis de expressdo de o - actina de musculo liso (a-SMA - marcador da
fibrogénese hepatica) foram realizadas reacbes de PCR quantitativa em tempo real (qPCR), a
partir do cDNA das amostras. Para tal, 5 pg de RNA de cada amostra foram utilizados para
sintetizar cDNA através do kit GoTaq® 2-Step RT gPCR System (Promega) e tratados com
DNAse I. As reacOes de gqPCRforam realizadas com SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems) e primers especificos detalhados no quadro 2. A expressdo relativa de a-SMA foi
calculada por meio do método AACT no Software Applied Biosystems RQ, no ABI Prism 7500

(Applied Biosystems), tendo a expressdo do gene da B-actina como controle enddgeno.

Quadro 3- Sequéncia de primers utilizados na qPCR, primers desenhados para B-actina (controle enddgeno) e a-

SMA
Primer Sequéncia 5°-3’
Pactina - Forward CCGTAAGACCTCTATGCCA
Pactina - Reverse AGGAGCCAGAGCAGCAAT
a-SMA- Forward TCAGGGGAGTAATGGTTGGA
a-SMA — Reverse GGTGATGATGCCGTGTTC

Fonte: Elaborado pelo autor

5.11 Ensaios Imunologicos

5.11.1 ELISA

A dosagem da citocina pro-inflamatéria TGF-B1 (fator de crescimento transformacéo-
beta 1) a partir do sobrenadante coletado 48 horas ap0s o co-cultivo foi realizada através da
técnica de ELISA sanduiche (Human/mouse TGF-betal, e-Bioscience, San Diego, CA, USA),
de acordo com as recomendacdes do fabricante. A leitura da densidade dptica foi determinada
por leitor de microplacas (modelo 3550, Thermo Scientific), lida em um comprimento de onda

de 450 nm e a concentracdo da citocina foi calculada em pg/mL.
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5.11.2 CBA

A dosagem das citocinas IL-2, IL-4, IL-17A, IL-6, TNF, INF-y e IL-10 presentes no
sobrenadante coletado 48 horas ap6s o co-cultivo celular foi realizada através da técnica de
Cytometric Bead Array (CBA) através do kit Mouse Th1/Th2/Thl7 Cytokine Kit (BD,
Pharmingen, EUA), seguindo as recomendac6es do fabricante. Na técnica, 25 pL das beads de
captura marcadas com anticorpos foram transferidos para tubos destinados as amostras a serem
testadas e ao controle negativo. 25 uL das amostras de sobrenadante e do diluente foram
adicionados aos seus respectivos tubos, 25 uL das beads de captura e do reagente de deteccéo
contendo anticorpos anti-citocinas de camundongo marcados com PE foram adicionados aos
tubos e incubados por 2 horas ao abrigo da luz. Apds a incubacéo, os tubos foram lavados com
1 mL de solucdo de lavagem e centrifugados a 200 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e foram adicionados 300 uL de solugédo de lavagem para ressuspensdo das amostras
e posterior leitura. Os dados foram obtidos no citdmetro de fluxo FACS Calibur e analisados

de acordo com o padrdo de migracao e posicionamento de cada citocina.

5.12 Andlise ultraestrutural

Para fazer uma analise ultraestrutural e comparativa das populacGes celulares (GRX e
CTM sem modificacdo) utilizadas no estudo, foram realizadas técnicas de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) e Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET).

5.12.1 Microscopia Eletronica de Varredura

Aproximadamente 10° células de cada linhagem (GRX e CTM foram semeadas em
laminulas estéreis de 13mm dentro de uma placa de 24 pogos com meio DMEM (acrescido de
10% de FBS e 1% de antibidtico) e mantidas a 37°C em estufa de CO; até atingirem pre-
confluéncia (70%). Em seguida, as células sobre as laminulas foram fixadas por 1 hora em
solucdo de glutaraldeido 2,5% em tampéo cacodilato de sédio 0,1 M, e pds-fixadas em solugédo
de tetréxido de 6smio 1% em tampdo fosfato durante 15 minutos. As células foram lavadas em
tampdo fosfato, pH 7,2. A etapa de desidratacdo foi realizada através de lavagens em serie
crescente de etanol (7,5%, 15%, 30%, 50%,70%,90%,100%). O ponto critico, feito para retirada
de &gua do tecido, foi realizado na cAmara de ponto critico (CPD - Critical Point Dryer) por

aproximadamente 1 hora. O material seco foi montado em “Stubs” com auxilio de fita dupla
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face de carbono e metalizado com fina camada de ouro por meio de um sistema de evaporacgao
(Sputtering). As amostras montadas e metalizadas foram analisadas em microscopio eletrénico
de varredura JEOL JSM5600 LV.

5.12.2 Microscopia Eletrénica de Transmissao

Os dois tipos celulares (GRX e CTM) foram cultivados nas mesmas condicdes (garrafa
T 25¢cm?, 37°C e 5% COzem meio DMEM + 10% FBS e 1% antibidtico) até atingirem 90% de
confluéncia. As células foram lavadas em DMEM livre de soro e antibiotico e tampdo fosfato,
pH 7,2, fixadas em solugéo de glutaraldeido 2,5% em tampdo cacodilato de sédio 0,1 M durante
1 hora. A p6s-fixaco foi realizada com solucéo de Tetroxido de Osmio 1% e Ferrocianeto de
Potéssio 1,6% (proporc¢édo de 1:1) por 40 minutos. Foram realizadas 3 lavagens de 10 minutos
em tampdo fosfato. A desidratacdo foi feita por lavagens em uma série crescente de acetona
(70%, 90% e 100%). Ap0s a desidratacdo foi realizada a infiltracdo em resina EPON 812 para
posterior emblocamento em estufa de 60°C. As amostras foram cortadas em ultramicrétomo.
Os cortes com espessuras de 60-70 nm foram contrastados e analisados no Nucleo de
Plataformas Tecnologicas do CPgAM — FIOCRUZ em Microscopio Eletrénico de Transmisséo
FEI, Tecnai G2 Spirit.

5.13 Analise da ativacdo das CEHs da linhagem GRX

Para analisar o estado de ativacdo das células estreladas da linhagem GRX, foram
realizadas técnicas moleculares (Western blot e RT-qPCR) de deteccdo do marcador
fibrogénico a-SMA. Como controles positivos foram utilizadas as CTMs, que expressam o-
SMA em altos niveis.

As células GRX e CTM foram mantidas em cultivo em ambiente condicionado como
descrito previamente, até atingir confluéncia. Aproximadamente 2x10° células foram lisadas
em tampdao desnaturante (2-mercaptoetanol) e submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE a
15%.Ap0s a corrida, as proteinas do gel foram transferidas para membrana de nitrocelulose. A
membrana foi bloqueada com solucéo de leite em concentracdo de 5% diluido em TBS Tween
1x, durante 1 hora e incubada overnight com anticorpo primério anti-a-SMA (Santa Cruz
Biotechnology) na dilui¢do de 1:1000. Apos a incubacdo, a membrana foi lavada 3x com TBS
Tween 1x e incubada com anti-lgG de camundongo marcado com peroxidase (Jackson

Immunoresearch), na concentracdo de 1:5000 por 1 hora. Entdo, a membrana foi incubada com
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solucdo contendo peroxido de hidrogénio 0,03%, luminol 1,2 mM e iodofenol 0,4 mM por cerca
de 2 minutos, sob protecdo da luz, e colocada em contato com o filme fotogréafico. O filme foi
revelado utilizando solucédo de dektol (Kodak, NY), acido acético glacial e agua corrente.

Para avaliar a expressdo de a-SMA apds tratamento com estimulos pré-inflamatérios,
aproximadamente 10° células GRX foram plaqueadas em placa de cultura de 6 pogos (Corning,
USA). Apds 48h de cultivo padrdo, o meio de cultura foi trocado e as células foram incubadas
com meio DMEM acrescido de LPS nas concentracdes de 100ng/ml e 500 ng/ml ou TGF-p1
recombinante, na concentracdo de 1ng/ml, e mantidas por 24h e 48h. As células foram
tripsinizadas e submetidas a lise com tampéo desnaturante para a corrida em gel SDS-PAGE
para realizacéo de Western blot como descrito previamente.

A expressdo relativa do mRNA de a-SMA foi avaliada por RT-gPCR nas células da
linhagem GRX e como controle positivo foram utilizadas as CTMs. A extracdo do RNA das
células foi feita por Trizol e a integridade do RNA verificada em gel de agarose 2%, 5 ug de
RNA foram usados para a sintese de cDNA, a RT-gPCR foi realizada seguindo a metodologia
do item 5.10.

5.14 Analises estatisticas

Os dados quantitativos foram expressos em medianas. Com base no teste de
normalidade, as diferencas foram avaliadas através de analises ndo-paramétricas pelo teste
KruskalWallis, com pos-hoc de Dunn. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o
programa Graphpad Prism (versdo 5.0, San Diego, CA, USA). O valor de p < 0.05 foi
considerado estatisticamente significativo.

5.15 Consideracdes Eticas
Os experimentos com animais no presente trabalho estdo de acordo com as normas

éticas estabelecidas na FIOCRUZ e foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) 108/2016 (Anexo A).
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6 RESULTADOS

6.1 Isolamento e cultivo das CTMs

As CTMs obtidas por gradiente de ficoll e mantidas em ambiente condicionado (5%
CO; e temperatura de 37°C) iniciaram a aderéncia nas primeiras 24 horas. Células com
morfologia fibroblastdide foram iniciamente observadas apds 72 horas. As células ndo
aderentes foram removidas durante a troca do meio ap6s 72h de cultivo. Em aproximadamente
dez dias de cultivo, as CTMs atingiram 90% de confluéncia, aspectos demonstrados pela anélise

morfoldgica e observacdo diaria em microscopio éptico invertido (Figura 8)

Figura 8- Cultivo de células-tronco mesenquimais obtidas da medula 6ssea de camundongos.

S g o

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: (A) Células confluentes, com uma semana de cultivo, apresentando morfologia fibroblast6ide, aspecto
alongado, aderentes a superficie de plastico observadas em um aumento de 200x em microscopio Optico invertido.
(B) Células do mesmo cultivo em um maior aumento, 400X, evidenciando a morfologia celular.

6.2 Potencial de diferenciacao celular

As CTMs foram capazes de se diferenciar em adipécitos e ostedcitos quando cultivadas
em meio indutor de diferenciacdo adipogénica e osteogénica, respectivamente. Com 15 dias de
cultivo, as celulas da placa de diferenciacdo adipogénica ja apresentavam morfologia alterada,
contendo goticulas de lipidios em seu interior, diferente das células nos pocos controle que
apresentavam morfologia idéntica a do inicio do cultivo (fibroblastéide) (figura 9 A). O
processo de diferenciacdo foi confirmado no 21° dia de cultivo, quando as goticulas lipidicas
presentes no interior das células adquiriram coloragcdo vermelha ap6s coloracdo com Oil Red O
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(Figura 9 B). Na placa de diferenciagdo osteogénica, com 10 dias de cultivo, pequenas
estruturas de coloracdo escurecida agrupadas (indicativo de depositos de matriz mineral)
encontravam-se presentes nos pocos das células que foram cultivadas com meio indutor de
diferenciacéo, enquanto nos pogos controles ndo foram observadas essas estruturas e as células
permaneceram com morfologia fibroblastoide (Figura 9 C). O processo de diferenciacdo foi
confirmado no 21° dia de cultivo quando os depoésitos de matriz mineral foram evidenciados

pela coloracdo de Von Kossa (Figura 9 D).

Figura 9- Células-tronco mesenquimais diferenciadas e coradas.

Diferenciacdo Adipogénica

Diferenciacdo Osteogénica

Fonte:Elaborada pelo autor

Legenda: (A) Células controle cultivadas sem meio indutor de diferencia¢do coradas com Oil Red O. (B) Goticulas
lipidicas no interior das células coradas em vermelho ap6s a inducdo diferenciacdo adipogénica e coloragdo com
Oil Red O. (C) Células controle cultivadas sem meio indutor de diferenciacdo coradas pelo método de Von
Kossa.(D) Dep6sitos matriz mineral (setas) corados pelo método de Von Kossa ap6s a inducdo da diferenciagdo
osteogénica. Diferenciacdo das células confirmada ap6s 21 dias de cultivo.
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6.3 Caracterizagdo imunofenotipica das CTMs

As CTMs obtidas de camundongo C57BL/6, na décima passagem do cultivo celular,
foram avaliadas quanto ao perfil de expressdo de moléculas de superficie celular considerado
caracteristico de CTMs através de citometria de fluxo. Para o painel de anticorpos utilizados,
as células apresentaram marcagdo positiva para os antigenos de superficie: CD29 (77,8%),
CD34 (71%), CD 44 (91%), CD 105 (66,7%), Sca-1 (91,4%) e com percentuais abaixo de 10%,
sendo assim considera das negativas para: CD45 (8%). As células sem nenhum tipo de
marcacao, utilizadas como controles negativos, serviram como parametro de analise para
expressdo positiva ou ndo dos marcadores a depender do fluorocromo utilizado, avaliados de

acordo com o deslocamento do histograma.

Figura 10- Imunofenotipagem para os marcadores de superficie das Células-Tronco mesenquimais da medula
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Marcacdo com anticorpos para antigenos de superficie das Células-Tronco Mesenquimais por citometria
de fluxo. O fluxograma CN- CTMs representa células sem marcacéo utilizadas com padréo negativo para avaliar
a expressdo. Histogramas de cada marcador apresentando a porcentagem de celulas positivas de acordo com o
canal de leitura do fluorocromo.
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6.4 Cultivo de células da linhagem GRX

As células estreladas hepaticas da linhagem GRX foram cultivadas para experimentos
de co-cultivo indireto com CTMs e de avaliagéo ultraestrutural. No cultivo em condicGes padréo
(5% de CO- e temperatura de 37°C), as células apresentaram morfologia alongada e irregular,
com projec0es citoplasmaticas evidentes, nucleos bem delimitados e aderéncia a superficie de
plastico com 24 horas de cultivo (Figura 11 A e B). As células apresentaram alta taxa de

proliferacdo ap6s os 5 primeiros dias de cultivo.

Figura 11- Cultivo de células estreladas hepéticas da linhagem GRX.
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Fonte:Elaborado pelo autor.

Legenda: (A) Células GRX na passagem 5, apresentando 90% de confluéncia observadas em um aumento de 200x
em microscépio 6ptico invertido. (B) Células GRX na 42 passagem, no 4° dia de cultivo, ainda entrando em
confluéncia (aproximadamente 50%), observadas em aumento de 400x evidenciando a morfologia celular
alongada com ndcleo delimitado e aparente em cada célula.

6.5 Clonagem do gene Hgf
6.5.1 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

A avaliacdo do RNA total extraido dos figados de camundongo foi feita inicialmente
por corrida eletroforética em gel de agarose 1% (dados ndo mostrados), o nivel de pureza da
amostra foi quantificado, a razdo DO2sonm / DO2sonm (densidade Optica) permaneceu entre 0s
valores aceitdveis para &cidos nucleicos puros (1.8 — 2), sugerindo a pureza do componente
extraido. O cDNA sintetizado apds a extracdo do RNA total foi quantificado e a concentracédo
foi de: 1769,9 ng/ul.
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6.5.2 Amplificagéo do gene Hgf
Apos a reacdo de amplificacdo, o produto da PCR para o gene Hgf foi fracionado em
gel de agarose 1% (Figura 12). O fragmento correspondente foi amplificado no tamanho

esperado, onde no gel foi possivel identificar a banda correspondente (~2204 pb).

Figura 12- Confirmacéo da amplificacdo do gene Hgf .

M H

5000 pb >
2000 pb >

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: A amplificacdo do gene Hgf
confirmada por corrida eletroforética, na
qual o fragmento de banda apresentou o
tamanho correspondente ao gene de
interesse  quando comparado com o
marcador 1 kb Plus Ladder (M).

6.5.3 Clonagem em pGEM-T-Easy

Como resultado da transformacdo em bactérias quimiocompetentes do produto da
reacdo de ligacdo do inserto Hgf no vetor pPGEM-T-Easy, foram observadas 280 col6nias, das
quais 173 eram coldnias brancas — potencialmente positivas.

Os plasmideos extraidos de 5 coldnias brancas foram submetidos a reacdo de digestéo
para confirmacéo da clonagem e insercdo do Hgf no vetor pPGEM-T-Easy com a enzima EcoRl,
que possui sitios de reconhecimento tanto no vetor quanto no inserto. As digestdes fracionadas
em gel de agarose 0,8% apresentaram um padrdo de bandas esperado, confirmando a presenca

do constructo pGEM-T-Easy_HGF nas col6nias extraidas (Figura 13).
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Figura 13- Anélise por restricdo da construgdo pGEM-T-Easy_HGF.

1 2 3 4 5 M

& 3.000 pb

& 1700 pb

& 500 ph

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: As digestdes dos plasmideos extraidos (pogos 1-5) fracionados em gel de agarose 1% apresentou um
padrdo de bandas caracteristico do vetor pPGEM (3015 pb) e evidenciou a existéncia de sitios internos de restricdo
compativeis com a enzima utilizada, liberando fragmentos menores, correspondentes ao inserto digerido
internamente (460 pb, 510 pb, 1210 pb) quando comparadas ao marcador 1 kb Plus Ladder (M). As amostras 1 e
2 apresentaram ma banda de 1720 pb, referente a digestéo parcial da enzima EcoRl.

Os 5 clones da construgdo pGEM-T-Easy HGF extraidos das colénias positivas foram
também sequenciados a fim de se verificar a integridade das sequéncias de nucleotideos
correspondentes ao vetor e ao inserto. A analise dos eletroferogramas das 5 extracdes realizadas
e sequenciadas demonstrou que 4 delas apresentaram mutacdes em alguns nucleotideos, porém
a sequéncia que permaneceu integra, segundo sequenciamento, foi utilizada nos experimentos

subsequentes.

6.5.4 Subclonagem em pCMV-LacZ

O DNA plasmidial extraido contendo o vetor pPCMV-LacZ foi digerido com as enzimas
Not | e EcoRV, a fim de se liberar a regido codificante da 3 galactosidase e deixar extremidades
livres complementares as extremidades do inserto HGF para realizacdo da subclonagem (Figura
14 A). Paralelamente, o DNA contendo o Hgf foi submetido a uma reacéo de digestdo com a
enzima Notl para separa¢do do vetor de clonagem pGEM-T-Easy e subclonagem no vetor
pCMV-LacZ Os produtos da digestdo foram avaliados por eletroforese em gel de agarose

(Figura 4B), onde foram observadas as bandas correspondentes ao vetor e ao inserto de
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interesse, as quais foram purificadas separadamente para dar inicio a reagdo de ligacdo (Figura

14C).
Figura 14- Digestdo do gene Hgf, digestdo do pCMV-LacZ e purifica¢do do inserto e vetor.
3000 pb >
3000 pb >
1000 pb > 2000 pb =>
A

C.

3000 pb
2000 pb

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Etapas sequenciais da subclonagem do gene hgf no vetor pCMV. (A) plasmideo pCMV-LacZ digerido
com as enzimas Notl e EcoRV e fracionado em gel de agarose 1%. A banda correspondente ao plasmideo (~3.7
kb) foi evidenciada ap0s a corrida eletroforética (Seta vermelha). (B) Construcdo pGEM-T-Easy _HGF digerida
com a enzima Not | e fracionada em gel de agarose 1%. O padrdo das bandas confirmou a separagdo do vetor
PGEM (3015pb) e do inserto Hgf (2204 pb) (seta vermelha). (C) Fragmentos do gene Hgf (~2204 pb) e do
plasmideo pCMV-LacZ (~3700 pb) purificados e fracionados em gel de agarose a 1%. Marcador 1 Kb Plus Ladder.

Como resultado da ligagdo pCMV_HGF foram observadas 11 colonias na placa da

ligacdo na proporgédo 1:3 (vetor:inserto), 6 coldnias na placa da ligagdo de proporgédo 1:1 e 3
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coldnias no controle negativo (sem inserto). Apds a extracdo plasmidial foram selecionados 6
clones com tamanhos aproximados ao da construcdo pCMV_HGF (~5900 pb). O DNA
plasmidial desses clones foi extraido e a subclonagem na orientacéo correta foi confirmada por
digestdo enzimatica com as enzimas de restricdo EcoRI e Notl, onde, para dois clones (Cl4 e
Cl11) foram visualizadas o padrdo de bandas esperado (Figura 15) de maneira similar a digestdo
simulada in silico nos softwares Gene Construction Kit - GCK® e ApE (A plasmid Editor V.
2.0.51).

Figura 15- Confirmag&o da subclonagem (pCMV_HGF) por digestdo analitica.

M CI2 Cl4 CI5 CI7 Cl10 Cl11 M Cl4 Ci11
& I i1 R . -E':r
4000 pb >
800pb >
500pb >
A

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Digestdo confirmatéria da subclonagem do Hgf no vetor pCMV. (A) Clones submetidos a digestao
com a enzima EcoRlI, quando fracionados em gel de agarose a 1%.Dois clones (destacados em vermelho)
apresentaram o padrédo de bandas esperado e visualizado na clonagem in silico (~4089 pb, 827 pb, 512 pb e 482
pb). (B) Clones positivos (4 e 11) submetidos a digestdo com a enzima Not I. O fracionamento em gel de agarose
a 1% demonstrou a separacao do vetor e do inserto através do padrdo de bandas apresentado pCMV — 3700 pb
(seta azul) e Hgf — 2204 pb (seta vermelha).

Por fim, os clones positivos foram analisados por sequenciamento a fim de se verificar
a integridade das sequéncias de nucleotideos correspondentes ao vetor de expressao e ao inserto.
A sequéncia consenso obtida a partir da anélise dos eletroferogramas dos dois clones (4 e 11)
foi submetida a uma analise comparativa atraves da ferramenta Blastx, disponivel no NCBI
(National Center for Biotechnology information). Todas as sequéncias geradas a partir do
sequenciamento das clonagens que apresentavam o padréo de bandas adequado, alinharam entre

si e com a sequéncia de referéncia publicada e disponivel no banco de dados (genebank:
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D10212.1) e indicaram que a sequéncia inserida no plasmideo (pCMV) apresentava 99% de
identidade com a sequéncia disponivel do Hgf de Mus musculus. Apesar da similaridade

constatamos a presenca de 2 mutacdes em 2 bases nucleotidicas.

6.6 Transfecgo e avaliagdo da expressdo do Hgf

A andlise qualitativa nas CTMs transfectadas com pCMV_HGF feita por RT-PCR
convencional demonstrou que, apds 48 horas de transfecgdo, a expressao do Hgf se mostrou
aparententemente mais elevada quando comparada com as células controle (transfectadas com
pCMV _LacZ, apenas com os reagentes (sem DNA) e as células ndo transfectadas), indicando
um possivel aumento da expressdao de Hgf além dos niveis basais expressos pelas células

controle (Figura 16).

Figura 16- Analise qualitativa da expressdo de Hgf nas CTMs 48 horas apds a transfeccao.

B-actina

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: A andlise qualitativa da expressdo do transcrito Hgf, ap6s 48 horas da transfeccdo com a contrucéo
pCMV_ Hgf. A imagem demonstra a banda correspondente ao fragmento do Hgf das CTMs transfectadas com a
construcdo, pCMV_HGF (CTM_HGF) em comparacdo aquelas amplificadas a partir dos controles negativos
utilizados (CTM, CTM + reagentes da transfeccdo (C-) e CTM transfectada com o plasmideo vazio
(CTM_pCMV). A amplificacdo do gene constitutivo B-actina, foi usada para fins comparativos.

A expressdo do Hgf também foi avaliada 48 horas apds o co-cultivo, totalizando 96
horas apos a transfeccdo. A analise qualitativa da expressao demonstrou que a expressao do Hgf
ndo se manteve constante, pois a expressdo do gene se mostrou variavel nas triplicatas (Figura
17).
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Figura 17- Analise qualitativa da expressdo de Hgf nas CTMs 96 horas ap0s a transfeccao
(48 horas ap6s o co-cultivo).

B actina

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: A analise qualitativa da expressdo do mRNA de hgf, apds 48 horas do co-cultivo das células modificadas
com a contrugdo pCMV_HGF. A imagem demonstra as bandas correspondente ao hgf nas triplicatas das CTMs
transfectadas com constru¢cdo pCMV_HGF (CTM_HGF) p6s-co-cultivo em comparagdo aquelas transfectadas
com o plasmideo vazio (CTM_pCMYV ) utilizadas como controle. A amplificagdo do gene constitutivo -actina,
foi usada para fins comparativos.

6.7 Co-cultivo de CTM e de CEHs da linhagem GRX

Para avaliar se as CTMs modificadas para superexpressdo de Hgf causaria algum efeito
paracrino na secrecdo de citocinas pro- e anti-inflamatorias e na expressdo de marcador da
fibrogénese hepatica pelas celulas GRXs, foi estabelecido o co-cultivo indireto entre estas

celulas e avaliada a secrecao de citocinas e expressao de a-SMA.

6.7.1 Dosagem de citocinas

As citocinas IL-2, IL-4, IL-17A, IL-6, TNF, INF-y, e IL-10 foram quantificadas por
CBA (citometria de fluxo) e o fator TGF-B1, por ELISA sanduiche. Todas as dosagens foram
realizadas com os sobrenadantes coletados 24 e 48 horas apds o co-cultivo. De todas as citocinas
dosadas por CBA, apenas a IL-6 apresentou concentracdo acima do limiar de detecgéo do Kit.
Todas as outras citocinas apresentaram concentragdo abaixo do limiar de deteccéo e assim, néo
foi possivel determinar sua quantificacdo. A dosagem de IL-6 demonstra que quando as CTMs
modificadas sdo co-cultivadas com as células GRXs, a citocina aumenta significativamente em
comparacdo a GRX cultivada sozinha, entretanto é possivel perceber queem48 horas a
quantidade de IL-6 secretada foi menor que nas primeiras 24 horas (Figura 18 A). A dosagem
de TGF-B1 demonstra que em 24 horas a dosagem de TGF-B1 foi baixa em todas as condigdes,

porém, nas analises de 48 horas é possivel perceber niveis mais elevados de TGF 1, com uma
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reducdo significativa no sobrenadante co-cultivo de GRX + CTM_HGF em comparacdo 8 GRX

em cultivo basal (Figura 18 B).

Figura 18- Dosagem dos niveis de IL-6 e TGF- 1 nas células GRX 24 e 48 horas ap6s co-cultivo de CTMs
superexpressando Hgf com Células estreladas (GRX).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Gréaficos demonstrando as dosagens de IL-6 .e TGF- B1 realizadas com sobrenadante coletado 24 e 48
horas ap6s o co-cultivo. (A) Aumento significativo da concentracdo de IL-6 no sobrenadante das CTM modificadas
co-cultivadas com GRX 24 horas apds 0 co-cultivo e 0 mesmo resultado observado 48 horas apds o co-cultivo.
(B) Uma reducéo significativa de TGF B1foi observada no sobrenadante das células GRX co-cultivadas com
CTM_HGF. GRX - Linhagem de célula estrelada em cultivo basal; GRX + CTM_HGF - Células-tronco
mesenquimais modificadas superexpressdo de HGF co-cultivadas com células estreladas da linhagem GRX.; GRX
+ CTM_pCMV - Células-tronco mesenquimais controle transfectadas com o plasmideo vazio, co-cultivadas com
células estreladas da linhagem GRX (*=P<0.05).
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6.7.2 Quantificacdo do marcador a-SMA

A analise da expressdo relativa dos niveis de a-SMA das células da linhagem GRX co-
cultivadas com CTM modificadas, feita por RT-qPCR, ndo demonstrou alteracGes nos niveis
de expressao do marcador em relagdo as células GRXs em cultivo basal. A expressdo de a-
SMA néo foi detectada (dados ndo mostrados) em nenhuma das células GRXs cultivadas nas
diferentes condi¢bes (submetidas a cultivo basal sozinhas ou co-cultivadas com CTMs
modificadas e controles), podendo ser um indicativo que este marcador esta presente em niveis
muito baixos neste tipo celular, visto que o controle endogeno (B-actina) foi amplificado em

todas as amostras analisadas.

6.8 Caracterizacéo ultraestrutural das CTMs e CEHs da linhagem GRX

6.8.1 GRXs

Nas analises ultraestruturais das células da linhagem GRX, na passagem seis, por MEV,
foi possivel observar a morfologia fibroblastdide e “estrelada” apresentada por estas células,
com projecBes citoplasmaticas proeminentes (Figura 19 A e B), presenga de um grande nimero
de vilosidades emergindo da superficie das células (Figura 19 C seta vermelha), rufles de
membrana (Figura 19 F, seta verde), particulas de formato arredondado, abundantes e brotando
da superficie celular medindo aproximadamente 90-100nm, (Figura 19 D setas brancas)
formando pequenas cavidades (cavéolas) (Figura 19 E setas amarelas).

Através das analises realizadas por MET das células GRX foi possivel observar células
com citoplasma irregular, ndcleo grande e irregular contendo nucléolos bem evidentes em seu
interior e regides bastante eletrodensas contendo heterocromatina (Figura 20 A (N) e B (Nu)),
organelas citoplasmaticas de sintese proteica bem desenvolvidas como: reticulos
endoplasmaticos rugosos bem desenvolvidos com cisternas visiveis (Figura 20 A e B (Rer)),
microvilosidades partindo na membrana celular (Figura 20 A e B), regido perinuclear rica em
aparelho de Golgi (Figura 20 E (CG)) , grande quantidade de ribossomos (néo visiveis nas fotos
mas presentes na superficie do reticulo endoplasmatico rugoso).Além disso foram observadas
mitocondrias com cristas bem definidas (Figura 20 E (M)), vesiculas autofagicas (Figura 20 D
(Ves)), figuras mielinicas com tamanho regular no citolplasma aparentemente formadas por
partes da membrana (Figura 20 C e E (FM)). Um achado bastante interessante foi a identificacdo

de uma grande quantidade de pequenas estruturas com aspectos virais: esféricas de tamanhos
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regulares, contendo parede celular brotando da superficie das células incorporando parte da

membrana (Figura 20 C, D (PV) e F).

Figura 19- Caracterizacao ultraestrutural das células GRX por Microscopia Eletr6nica de Varredura.

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Células estreladas da linhagem GRX analisadas por microscopia eletronica de varredura. As células se

apresentaram dispostas com projecOes citoplasmaticas proeminentes (A) e (B), vilosidades em excesso foram
observadas (C - setas vermelhas), rufles de membrana (F - seta verde), particulas virais brotando da superficie
celular (D - setas brancas) formando pequenas cavidades (E -setas amarelas).
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Figura 20- Caracterizacdo ultraestrutural das células GRX por Microscopia Eletronica de Transmissdo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: células estreladas hepaticas da linhagem GRX analisadas por microscopia eletronica de transmissao. As
células apresentaram ndcleo grande e irregular, (N), reticulos endoplasmaticos rugosos bem desenvolvidos (Rer),
regido perinuclear rica em Aparelho de Golgi (CG), mitocondrias com cristas bem definidas (M), vesiculas
autofagicas (Ves), figuras mielinicas (FM) e particulas virais (PV).

6.8.2 CTMs
Na avaliacdo das CTMs por MEV foi possivel observar e constatar a morfologia

fibroblastéide com projecOes citoplasmaticas e proeminentes interagindo com as células

adjacentes (Figura 21 A e B), com bastante vilosidades citoplasmaticas (Figura 21 C — seta
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verde), rufles de membrana (Figura 21 E — seta laranja) Num maior aumento (16000 x), foram
observadas também estruturas esféricas de tamanhos irregulares e em grandes quantidades
emergindo da membrana citoplasmatica das células (Figura 21 D e F — setas brancas).

Na caracterizacdo da CTM feita por MET, as células continham no seu interior
citoplasma irregular rico em reticulo endoplasmatico rugoso, com cisternas bem delimitadas
(Figura 22 A (Rer)) e uma grande quantidade de mitocéndrias de formas e tamanhos variados
bem desenvolvidas e com cristas notaveis (Fig 22 A, C e D (M)). Foram identificados também
corpos multivesticulares (Figura 22 D (CM)). Também, foi possivel visualizar vesicula
extracelular brotando da superficie da célula (Figura 22 B (VE)). Os nlcleos (Figura 22 A, C e
D (N)) sdo formados por estruturas heterogéneas contendo areas eletrondensas com uma grande
quantidade de heterocromatina formada irregularmente como aglomerados na periferia nuclear

e presenca de nucléolo (Fig, 22 C (Nu)).
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Figura 21-Caracterizagdo ultraestrutural das CTMs por Microscopia Eletronica de Varredura .

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: CTMs analisadas por microscopia eletronica de varredura. As células se apresentaram dispostas com

projecGes citoplasmaticas proeminentes, vilosidades citoplasmaticas (C — seta verde), rufles de membrana (E —
seta laranja) e estruturas esféricas de tamanhos irregulares em grandes quantidades (D e F— setas brancas).
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Figura 22- Caracterizacao ultraestrutural das células CTM por Microscopia Eletronica de Transmissdo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: CTMs analisadas por microscopia eletronica de transmissdo. As células se apresentaram dispostas com
projecOes citoplasmaticas proeminentes (C), ntcleo grande e irregular, (N), reticulos endoplasmaticos rugosos
bem desenvolvidos (Rer), mitocondrias com cristas bem definidas (M), vesicula extracelular brotando da
superficie da célula (VE).

6.9 Analise molecular da ativacéo das células GRX

6.9.1 Analise de expressdo de a-SMA por Western blot

Através da analise por Western blot ndo foi possivel detectar a expressdo de a-SMA nas
células GRX mantidas sob cultivo, entretanto, nas CTMs (utilizadas como controle positivo)
foi possivel observar a banda correspondente a proteina (Figura 25A), indicando que as CTMs
utilizadas expressam niveis aumentados de a-SMA, quando comparada as células estreladas da
linhagem GRX. Para avaliar a possivel ativacdo celular da GRX frente a estimulos
inflamatorios, realizamos ensaios de ativagdo das células GRX, onde as celulas foram

estimuladas com LPS nas concentragdes 100 ng/ml e 500 ng/ml e TGF-B1 recombinante. Os
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resultados obtidos demostraram que os estimulos utilizados ndo foram suficientes para induzir

e/ou aumentar a expresséo de a-SMA em niveis detectaveis por Western blot (Figura 23 B).

Figura 23- Avaliagéo da expressido de a-SMA por Western blot.
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CTM  GRX 24h 48h
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Avaliagdo molecular da expressdo de a-SMA nas células GRX sob condicdes basais e sob estimulos
inflamatorios. (A) CTMs e GRXs mantidas sob cultivo basal, incubadas com anticorpo anti-a-SMA. A banda
observada (43kD) corresponde a a-SMA expressa nas CTMs. (B) Marcacéo das amostras do teste de ativagdo de
GRX com anticorpo anti-a-SMA ¢é possivel visualizer a tinica banda marcada correspondente a a-SMA expressa
no controle CTM. SE: Células GRX cultivadas sem estimulo, em meio DMEM completo; LPS100: Células GRX
incubadas com LPS na concentragdo de 100 ng/ml; LPS500: Células GRX incubadas com LPS na concentragdo
de 500 ng/ml; TGFb: Células GRX incubadas com TGFB1 na concentracdo de 1 ng/ml.

6.9.2 Analise da expressdo de a-SMA por RTgPCR

Apobs a RT-gPCR para detec¢do de a-SMA, a analise dos dados brutos demonstrou que
as CTMs precisaram de cerca de 24 ciclos para amplificacdo do marcardor a-SMA e cruzar o
limiar de detecgéo (threshold) da reagéo, enquanto que as células da linhagem GRX precisaram
de 32 ciclos para emitir o0 mesmo sinal, indicando que a GRX expressa a-SMA em niveis
menores quando comparada a CTM (Tabela 1). Ap6s o calculo do 2724€T, utilizando a expresséo
de B-actina como normalizador, pdde-se observar que a linhagem GRX tem uma expressao de
a-SMA 756,8 vezes menor que as CTMs e isto pode ter refletido na dificuldade de se detectar

esse marcador nos experimentos anteriores.
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Tabela 1- Analise dos dados brutos da RTqPCR para deteccdo de a-SMA nas GRXs e CTMs

Linhagem CT B-actina CT a-SMA ACT AACT Zeacl
GRX 20,17207479 32,49794626 12,32587147 0 1
CT™M 21,71151543 24,47359657 2,762081146  -9,563790321 756,8115632

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Anélise dos dados obtidos na qPCR. Tendo a expressdao de B-actina como normalizador, foi calculada a
média do ACt das amostras analisadas (triplicatas). Usando a linhagem GRX como referencial, foi possivel calcular
a expressdo relativa de a-SMA pela linhagem CTM, foi possivel observar a expressdo da proteina alvo 756,8 (a-

SMA) vezes mais do que a linhagem GRX.
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7 DISCUSSAO

A terapia celular tem aberto portas para a utilizacdo de células tronco mesenquimais
(CTMs) no tratamento de hepatopatias cronicas e outras doencas cronico-degenerativas e
estudos tém comprovado a eficicia terapéutica dessas células apds transplante. A utilizacdo de
células tronco da medula 6ssea em modelos animais de fibrose hepéatica tem se mostrado
bastante promissora no que diz respeito a melhora do processo regenerativo e dos aspectos
funcionais do figado (ABDEL AZIZ et al., 2007). Apesar dos bons resultados até entdo
observados, os efeitos benéficos podem ainda necessitar de adaptagdes ou modificacBes para
que o potencial terapéutico seja maximizado e duradouro (BERSENEV; LEVINE, 2012).

Os avancos nas pesquisas em biotecnologia e terapia celular tém permitido a
manipulacdo genética de CTMs, tornando possivel direcionar seu destino e funcionalidade. A
modificacdo genética de CTMs visando a expressao de genes de maneira precisa e controlada,
e associando o potencial terapéutico de determinados genes as propriedades das CTMs, tem
sido uma pratica bem estudada e atrativa (NOWAKOWSKI et al., 2013). A utilizacdo de CTMs
geneticamente modificadas para superexpressdo de biomoléculas relevantes para determinadas
doengas vem sendo descrita como uma ferramenta de melhora dos efeitos terapéuticos pés-
transplante (WAGNER et al., 2009). Yu et al. (2009) realizaram o primeiro transplante de
CTMs modificadas para a expressdo do HGF, em ratos com modelo de fibrose, onde foram
observados resultados de reducdo de areas de fibrose e reducdo da ativacdo de CEHSs, no
entanto, estudos que busquem avaliar o modo pelo qual as células modularam a atividade de
CEHs se fazem necessarios.

Fundamentados na literatura, neste presente estudo realizamos a modificacdo genética
de celulas-tronco mesenquimais oriundas da medula 6ssea de camundongos, no intuito de gerar
uma linhagem de CTMs que expressassem HGF, que é um fator de crescimento envolvido em
vias de proliferacdo e que atua fortemente no processo de regeneracdo hepatica. Aestratégia
usada incluiu a internalizacdo do plasmideo recombinante pPCMV_HGF, carregando o gene do
fator de crescimento de hepatdcitos, para expressao do HGF além dos niveis celulares basais,
visto que as CTMs em condi¢des normais ja produzem este fator (MAHER, 1993).

As células obtidas da medula 6ssea de camundongos C57bl/6 no estudo apresentaram
algumas caracteristicas morfologicas e funcionais que definem as CTMs segundo a Sociedade
Internacional de Terapia Celular (SBTC) (BYDLOWSKI et al., 2009, DOMINICI et al., 2006).
A aderéncia seletiva a superficie plastica foi confirmada em nosso estudo e a confirmacéo da

plasticidade celular avaliada pela capacidade de diferenciacdo destas células em células da
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linhagem adipogénica e osteogénica foram demonstradas nos nossos resultados in vitro. Apos
retiradas da medula, as células apresentaram capacidade proliferativa intensa durante as
passagens e foram separadas de outras células que ndo apresentam capacidade aderente inicial
(hematopoiéticas) (PHUC et al., 2012) ou ap6s a 5% passagem (mondcitos) (HARTING et al,
2008, SCHREPFER et al., 2007). No nosso estudo pode-se observar, em concordancia com os
estudos de Pittenger et al. (1999), que o meio de cultivo influencia diretamente o potencial de
diferenciacdo das CTM. De forma semelhante aos estudos de Tropel et al. (2004), observamos
que a suplementacdo do meio de cultura com dexametasona e acido ascorbico induz uma
diferenciacdo eficiente de CTMs para células com deposicdo de deposi¢cdo de matriz
extracelular de hidroxiapatita mineralizada. Com relacdo a diferenciagdo adipogénica, ha uma
heterogeneidade acerca da escolha dos suplementos indutores de diferenciacdo bem como suas
concentracfes, como relatado por Scott et al. (2011). A suplementacdo e concentracdo dos
componentes estabelecidas foram suficientes para induzir de forma eficiente e satisfatoria a
diferenciacdo de CTMs em células semelhantes a adipdcitos.

Critérios fenotipicos também tém sido estabelecidos pela SBTC para designar uma
populacdo de CTMs (DOMINICI et al., 2006). Apresenca de antigenos de superficie presentes
na maioria das CTMs levou ao estabelecimento de um consenso geral que define os marcadores
caracteristicos destas celulas, no entanto, definir esses marcadores tém sido um problema na
caracterizagdo das CTMs e tém gerado conflito entre diferentes autores por conta dos niveis
variaveis de expressdo dos possiveis marcadores (DE UGARTE et al., 2003, MITCHELL et al
2006, VARMA et al 2007, ZUK et al., 2002). A maioria dos marcadores estabelecidos como
positivos para CTMs sdo expressos em uma variedade de células que se relacionam
funcionalmente ou néo (LIN et al., 2013).

Para as CTMs obtidas de humanos, a SBTC definiu que deveria haver positividade para
os antigenos de superficie CD73, CD90 e CD105, e negatividade para a expressao de CD11b
ou CD14, CD19 ou CD79a, CD34, CD45 e HLA-DR (DOMINICI et al, 2006). Como ndo ha
uma conservacgdo destes marcadores entre as espéecies, para murinos € interessante que se use
um conjunto de marcadores que sejam mais especificos. Alguns dos marcadores mais
consistentemente expressos entre as espécies sdo CD29 e CD44, mas, uma vez que essas
moléculas sdo expressas por mdaltiplos tipos de células em muitos tecidos, sua falta de
especificidade pode limitar sua utilidade como marcadores (BADDOO et al., 2003, BOXALL,;
JONES, 2012).

No presente estudo realizamos a imunofenotipagem, como critério de caracterizagéo,

para os marcadores CD105, CD73, CD 44, CD29 e Sca-1 estabelecidos como positivos pela
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SBTC e para os marcadores CD34 e CD45 estabelecidos como negativos. Todos os principais
antigenos de superficie definidos como fundamentais para caracterizar uma populacdo
homogénea de CTM apresentaram positividade nas células do trabalho, com expresséo variavel,
onde todas as marcacgdes ocorreram em mais de 60% das células. Nas amostras avaliadas, houve
negatividade para CD45, assim como o esperado; entretanto observou-se marcagdo positiva
para a molécula CD34.

A negatividade para o CD45, que é uma glicoproteina de superficie exclusiva de
leucdcitos e células do sistema hematopoiético é o que vai diferenciar as CTMs das CTHs,
indicando a existéncia de uma populacdo homogénea (YEH et al., 2006). Apesar de ser
considerado um marcador negativo para CTMs, o0 CD34 tem sido alvo de diversos estudos que
buscam comprovar a existencia de CTMs CD34-positivas, bem como a existéncia de células-
tronco hematopoiéticas (CTHs) CD34-negativas (BADDOO et al., 2003, LIN et al., 2012;
SIDNEY et al., 2014). Alguns autores sugerem que a negatividade da marcacdo para CD34
pode ser um fendémeno induzido pelas condi¢Bes de cultura em que essas células foram mantidas
(LIN et al., 2012). Simmons e Torok-Storb (1991) realizaram anélises detalhadas de células-
tronco da medula Gssea e descobriram que mais de 95% das células cultivadas foram
recuperados na fragdo CD34". Nesse contexto, devido a inconsisténcia de dados a respeito da
positividade do CD34 em CTMs ¢é possivel que a expressdo do CD34 ndo seja decorrente da
presenca de uma populacdo heterogénea, ou de efeitos causados pela manutencdo das células
em cultura. A variacdo de expressdo de marcadores pode ser comparada a resultados descritos
na literatura que levaram a afirmacdo de alguns autores sobre a possibilidade de nédo se
estabelecer uma cultura totalmente pura de CTMs, mas sim uma cultura de células onde estdo
presentes CTMs que possuem capacidade de renovagédo e multipotencialidade (ASTORI et al.,
2007, BIANCO, 2001, DOCHEVA, 2007).

Para obtencéo de linhagem de CTMs superexpressando HGF foi gerado um plasmideo
recombinante através de técnicas convencionais de clonagem. O plasmideo de escolha para a
expressdo do HGF foi o pCMV_LacZ, um vetor de expressdo em células de mamiferos que
contém originalmente o gene da B-galactosidase (LacZ), cuja expressdo é regulada pelo
promotor forte do citomegalovirus humano, que é descrito como um promotor que regula altos
niveis de expressdo de genes em uma variedade de tipos celulares e utilizado frequentemente
para expressao de proteinas recombinantes (ADDISON et al., 1997, BOSHART et al., 1985,
SCHMIDT et al., 1990) e sua utilizacdo para modificacdo de CTMs j& foi descrita na literatura
(CHO et al, 2009). O plasmideo é geralmente utilizado como rep0drter, cuja expressdo do gene

da B-galactosidase pode ser avaliada e utilizada como controle da expressao plasmidial (LIN et
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al., 2013). O gene da B-galactosidase pode ser facilmente excisado do plasmideo por digestdo
enzimatica realizada com apenas uma enzima de restricdo, a Not I, e um gene de interesse pode
ser inserido no local, procedimento que foi realizado para insercdo do gene Hgf.

Apesar do alto grau de similaridade (99%) observado entre as sequéncias (Hgf de Mus
musculus e 0 gene recombinante do estudo pCMV contendo o gene Hgf) comparadas ap6s
anlise do sequenciamento, a analise comparativa dos eletroferogramas identificou presenca de
duas mutagGes adquiridas durante o processo de clonagem, nas quais houve modificacdo de
uma base nucleotidica. Dessa forma, avaliamos se a substituicdo das bases mutadas na trinca
de codons poderia gerar alteracdo de aminoacido e consequentemente prejudicar ou alterar a
expressdo do HGF.

A analise detalhada da alteracdo nucleotidica na trinca de cédons demonstrou que na
primeira mutagdo, apesar de haver uma troca de nucleotideos, o aminoacido codificado
(leucina) permaneceu inalterado, no entanto, a segunda mutacdo de troca de um nucleotideo
resultou na troca de uma histidina por uma arginina. O mapeamento da mutacéo, feito com
auxilio das informacgdes disponiveis no banco de dados de proteina pfam -NCBI do HGF,
comprovou que a alteragdo de aminoacidos estava localizada no dominio Kringle (KD- kringle
domain) 3 do HGF. Estruturalmente o HGF € constituido por: uma cadeia o que contém um
dominio N-terminal bem definido seguido por quatro dominios Kringle (K1-K4) e uma cadeia
B que se assemelha a uma serina protease em sequéncia, mas ndo possui atividade protease. Os
“kringles” sdo dominios estruturais funcionais e independentes que medeiam a ligacdo dessas
proteinas multidominais a outras proteinas (PATTHY, 1984). Mizuno et al. (1994) e Okigaki
et al. (1992) coordenaram estudos onde foram realizadas mutacGes e/ou dele¢cdes nos dominios
Kringle, na regido N-terminal e na cadeia 3, onde foi possivel elucidar a intera¢cdo do HGF com
0 seu receptor (c-met), e foi possivel observar que a regido N-terminal e os dois primeiros
dominios kringle eram essenciais para o reconhecimento do receptor e que os efeitos bioldgicos
do HGF eram mediados pela interacdo da cadeia- B com a proteina c-met. Portanto,
fundamentados nestes estudos, apesar do HGF recombinante construido no trabalho apresentar
uma mutacao, esta se se localiza em uma regido menos conservada do dominio Kringle 3 (regido
que varia entre diferentes espécies), onde, de acordo com os dados da literatura, ndo afetariam
suas proncipais fungdes de ligacéo e catalitica.

Dentre os métodos de modificacdo genética de CTMs mais comumente utilizados estdo
0s metodos virais e ndo-virais. Os métodos virais baseiam-se na insercdo de vetores virais
integradores do genoma na célula.Geralmente esse método € caracterizado por expressdo

altamente eficiente e de longo prazo, no entanto, existem questionamentos acerca da seguranca
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da metodologia empregada, pela utilizacdo do material genético viral, principalmente quando
se trata de modificacdo genética de células para utilizacdo na terapia celular. A vantagem de
usar métodos ndo-virais reside na sua seguranca , baixa toxicidade para a célula e facilidade
metodoldgica, além da possibilidade de transportar genes terapéuticos maiores por meio de
plasmideos. Uma desvantagem marcante na utilizacdo de métodos ndo virais é a duracdo de
expressao do gene terapéutico e a baixa eficiéncia quando comparado aos métodos virais, que
pode exigir uma otimizacdo refinada do processo (NOWAKOWSKI et al., 2013).

A utilizacdo de vetores lipossdomicos tem sido empregada em metodologias de
transfeccdo de CTMs (MADEIRA et al., 2010, WANG et al., 2013). A metodologia ndo viral
de insercdo de gene por agente lipossémico foi utilizada para modificacdo genética das CTMs
no nosso estudo, e promoveu expressdo expressao do gene HGF para além dos niveis basais de
expressao pelas CTMs, a partir da transfeccdo do plasmideo recombinante () CMV_HGF); e
qguando comparadas as duas populagoes celulares (CTM_HGF e CTM_pCMV), foi mostrado a
eficicia do método de transfeccdo e expressdo do HGFpromovida pelo pCMV, nas primeiras
48 horas.

No entanto, apos realizacao do co-cultivo das CTMs_HGF e CTMs_pCMV com CEHs,
a avaliacdo confirmatdria da superexpressdo do gene na célula modificada 96 horas apos a
transfeccdo demonstrou que a expressao do gene foi variavel nas triplicatas, ndo foi mantido o
perfil de expressdo observado nas primeiras 48 horas, o que pode ser explicado pelo método de
transfeccdo ndo ser integrativo e sim transiente, corroborando os achados de Ward e Stern
(2002) e Liew et al. (2007) , que observaram que o plasmideo com promotor pCMV € capaz
transfectar e induzir expressdo estavel em células indiferenciadas, no entanto por um periodo
limitado de tempo. Tais dados ndo inviabilizam a possibilidade do fator ter sido secretado para
0 meio exterior da célula e exercer efeitos paracrinos sobre outras células.

A ativacdo das células estreladas hepaticas (CEHs) € a principal causa de fibrose
hepética. Dessa forma, a reducdo da ativacdo ou indugdo da apoptose de CEHs tém se tornado
importantes alvos terapéuticos para a fibrose. As evidéncias dos efeitos imunomodulatérios
exercidos pelas CTMs através de mecanismos paracrinos fundamentaram estudos explorando
os efeitos que essa populacéo celular exerce sobre CEHs (CAO et al., 2017, NAGAISHI et al.,
2014, VAN POLL et al., 2008). Alguns estudos demonstraram que o transplante de células da
medula Ossea preveniu alteracbes histopatoldgicas apds exposicdo crbnica do 6rgdo a
hepatotoxinas, correlacionadas a uma redugdo da expressdo de células a-SMA positivas,
reducdo do colageno tecidual e co-localizacao das células transplantadas e células estreladas, o

que sugeriu uma possivel comunicacdo entre estes dois tipos celulares (FANG et al., 2004,
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SAKAIDA et al., 2004, ZHAO et al., 2005). No presente estudo avaliamos se a presenca de
CTMs geneticamente modificadas para a superexpressdo de HGF induzir a reducdo da
expressao de a- SMA em células estreladas hepaticas da linhagem comercial GRX, obtida de
camundongos esquistossométicos (BOROJEVIC, 1985). A a-SMA é uma isoforma de actina
muito expressa em células de mamiferos, tipicamente presente em células de musculo liso
vascular e miofibroblastos, onde se organiza dentro de feixes de microfilamentos (FRIEDMAN,
2008), portanto é bastante utilizada como marcador confiavel da ativacao de células estreladas
hepéticas em diferentes processos patoldgicos no figado, incluindo na fibrose hepatica, devido
a capacidade destas células transdiferenciarem em células com fenétipo de miofibroblastos e
passarem a expressar a-SMA (CARPINO et al., 2005, FRIEDMAN, 2008).

Estudos anteriores ja relataram os efeitos do co-cultivo CEHs e CTMs humanas
mediados pelo HGF. No trabalho de Parekkadan et al. (2007a), por exemplo, foram realizados
ensaios in vitro de co-cultivo de CTMs humanas e CEHs murinas, onde apds 48 horas foram
observadas a reducdo da proliferacdo e aumento da apoptose de CEHSs, processos induzidos,
respectivamente pela liberacdo de IL-10 e HGF; e de Wang et al. (2012), que observaram,
através do co-cultivo direto de CTMs e CEHs humanas na presenca de HGF recombinante, uma
diminuicdo da proliferacdo e da ativacdo das CEHs. No presente estudo, realizamos também o
co-cultivo indireto de CTMs modificadas para a superexpressao do HGF com células GRX,
onde as células estavam separadas por uma membrana porosa que permite a comunicagdo
celular por mecanismos paracrinos, e em seguidaavaliamos a expressado relativa do mRNA de
a-SMA. Nos resultados obtidos observamos que nédo foi detectada a expressdao de a-SMA em
nenhum dos grupos do co-cultivo (GRX e CTM_HGF e GRX e CTM_pCMV e GRX sozinha),
resultado que poderia ser justificado pela perda da ativacdo das células estreladas, as quais
deveriam expressar a-SMA, que ¢ um marcador descrito como confiavel para analise da
transdiferenciacdo destas células. Por ser considerada uma célula de linhagem continua —
células que ndo perdem as caracteristicas do tecido de origem, possuem alta taxa de proliferacéo
e tendem a apresentar menor varia¢do nos resultados obtidos (MIGITA, 2012) - entende-se que
o0 estado de ativacdo deveria ser mantido nas passagens subsequentes. Outra possivel
justificativa para o resultado obtido é que a a-SMA esteja presente na célula numa concentracao
muito baixa e a metodologia executada ndo foi possivel detectar a sua expressao.

Também foram realizadas dosagens das citocinas IL-2, IL-4, IL-17A, IL-6, TNF, INF-
vy, IL-10 por citometria e do fator TGF B1 por ELISA apds 24 e 48 horas de co-cultivo das
CTMs_HGF e CTMs_pCMYV com as células GRX. A dosagem de TGF 31 demonstrou que ndo

houve alteracdes significativas na concentracdo de TGF B1 no sobrenadante do co-cultivo de
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GRX com as CTMs controle (transfectadas com o plasmideo pCMV — CTM_pCMV) em
comparagdo com o sobrenadante das células GRX em cultivo basal. No entanto, uma reducéo
significativa foi observada quando as células GRX foram co-cultivadas com CTMs modificadas
para a superexpressdo do HGF — CTM_HGF 48 horas apds o co-cultivo, corroborando 0s
achandos de Jang et al. (2015) que observaram uma reducdo significativa do TGF B1
correlacionada ao aumento significativo do HGF no sobrenadante de CEHs co-cultivadas com
CTMs. Narmada et al. (2013) demonstraram que o HGF exerce efeitos antifibroticos pela
reducdo da expressdo génica TGF p1 com consequente reducdo na sintese de colageno |.

Feita a dosagem das citocinas por citometria, constatamos que apenas uma delas (IL-6)
se enquadrou dentro do limiar de deteccdo do kit usado para avaliagdo por citometria de fluxo.
A concentracao citocina IL-6 encontrou-se significativamente mais elevada no sobrenadante da
célula modificada CMT_HGF co-cultivada com GRX quando comparada a dosagem feita no
sobrenadante da GRX cultivada sozinha. A citocina é secretada constitutivamente pelas CTMs,
conhecida por seu perfil pré-inflamatério que, no entanto, pode exercer efeitos anti-
inflamatorios (SCHELLER et al., 2011), em associacdo ao HGF estimula a proliferacdo de
hepatdcitos (KISS et al., 2008), e também foi associada a manutencdo do estado de
indiferenciacdo de CTMs (PRICOLA et al., 2009). Thanunchai et al. (2015) analisaram o perfil
de citocinas secretadas por CTMs da medula 6ssea e de corddo umbilical de humanos e
observaram uma secre¢do predominante de IL6 por todas as populagcdes de CTMs. No
microambiente fibrético, foi observado que as CTMs produzem IL-10 em uma resposta
dindmica a secrecdo de IL-6 pelas CEHs (GAZDIC et al., 2017). Trabalhos realizados com
meio condicionado de CTMs comprovaram que a IL-6 mediou efeitos inibitorios na apoptose
de hepatécitos, com reducdo de até 90%, contribuindo para a regeneracdo hepatica
(XAGORARI, 2013). No estudo de Parekkadan et al. (2007a), ao se realizarem co-cultivos de
CTMs com CEHs ativadas observaram que a secrecao de I1L-6 pelas CEHs induziu secrecéo de
IL-10 pelas CTMs. Nasir et al. (2013) realizaram terapia celular com CTMs combinada com
administracdo de IL-6 para tratamento de lesdo hepatica cronica induzida por tetracloreto de
carbono em camundongos e observaram que o tratamento aumentou significativamente a
sobrevivéncia de hepatdcitos, sugerindo que a combinacdo promoveu um microambiente
favoravel para a regeneracao hepatica.

Nesse contexto é possivel que o fator (HGF) secretado no meio do co-cultivo entre
CTM_HGF e GRX esteja modulando a secre¢do de TGF B1, os resultados sugerem que CTMs
podem estar exercendo efeitos imunomodulatorios sobre CEHs induzindo a reducdo de TGF 1

como demonstrado por Jang et al. (2015) além disso, de acordo com os achados de Walia et al.
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(2005), os baixos niveis de IL-6 nas células GRXs cultivadas sozinhas poderiam estar
relacionados aos niveis elevados de TGF 31, no entanto, como ndo foi observada a secrec¢do de
nenhuma das outras citocinas associadas a secrecdo de IL-6 e TGF 1, ndo foi possivel
estabelecer um perfil imunoldgico entre as células utilizadas, e afirmar com propriedade que as
CTMs superexpressando HGF exercem efeitos imunomodulatorios antifibrogénicos.

Diante dos baixos valores encontrados nas dosagens das demais citocinas nos co-
cultivos e da dificuldade em detectar a expressao de a-SMA no principal alvo de nosso estudo,
as células estreladas hepaticas, este estudo tentou avaliar o estado de ativacdo das células da
linhagem GRX mantidas em cultura. Para isso, foi realizada uma caracterizagéo ultraestrutural
e molecular desta linhagem, e de forma comparativa, das CTMs cultivadas em condicoes
similares. Trabalhos realizados por Kordes et al. realizados em 2007, 2012, 2013 e 2014 relatam
semelhancas funcionais entre CTMs e CEHs.

A linhagem de células estreladas hepaticas GRX €é uma linhagem continua
representativa de CEHs murinas, obtidas a partir de granulomas fibréticos induzidos em
camundongos C3H/HeN por infeccdo experimental com Schistosoma mansoni, tem sido usada
como modelo para estudos in vitro com a justificativa de apresentarem aspectos morfolégicos
e bioquimicos de culturas obtidas diretamente do tecido hepatico, secrecdo de MEC, e
apresentarem os fenotipos de miofibroblastos e lipociticos. (BOROJEVIC, 1985,
HERRMANN; GRESSNER; WEISKIRCHEN, 2007).

A caracterizacdo feita por MET demonstrou que as células GRX preservaram muitas
caracteristicas ultraestruturais desde o momento do isolamento e estabelecimento de uma
linhagem continua, como descrito por Borojevic et al. (1985) até o presente estudo. Dentre 0s
principais achados em comum podemos citar: presenca de citoplasma rico em ribossomos,
reticulo endoplasmatico rugoso com cisternas dilatadas, aparelho de Golgi, mitocondrias com
cristas definidas, figuras mielinicas e particulas virais, descritas como retrovirus, vistos no
interior de vesiculas dentro das células e brotando do citoplasma do espaco intracelular para o
extracelular. Ambas as avaliagdes ndo apresentaram goticulas retindides, que, segundo
Friedman (2008), é um indicio de que a CEH ndo esta em estado de quiescéncia. Entretanto,
Borojevic et al. (1985) descreveram a presenca de fibras contrateis na regido subjacente a
membrana celular com densifica¢des locais, caracteristicas de células de musculo liso, vistas
por MET e que ndo foram observadas em nossas anélises. A caracterizacdo da GRX feita por
MEV também foi semelhante a descrita por Borojevic et al. (1985), onde a presenca das
particulas virais sobre as células chamou bastante atencdo. Gamarra et al. (2011) realizaram um

estudo onde viram a susceptibilidade das células GRX a determinados virus e observaram que
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as células GRX sustentavam, de forma eficiente, a replicacdo viral e podem servir como uma
ferramenta para estudos laboratoriais sobre virologia

Nas caracterizagdes feitas por MEV e MET, as CTMs apresentaram projecdes
citoplasmaticas e morfologia fibroblastoide caracteristicas (PASQUINELLI et al., 2007) além
de organelas que indicam intensa sintese proteica. Algumas estruturas observadas na MET
compartilharam algumas semelhangas com as células indiferenciadas de camundongos
caracterizadas por Alharbi et al. (2014), como: ndcleo, organizacdo nuclear, organelas, entre
outros. A MEV revelou a presenca abundante de estruturas esféricas em grande quantidade, de
tamanhos irregulares, emergindo da membrana da célula que se assemelham com as estruturas
descritas como vesiculas extracelulares. Muitos trabalhos recentes vém associando a secrecdo
destas vesiculas pelas CMTs as suas propriedades imunomodulatorias e terapéuticas,
mediadores do contato celular, compostas por membrana celular, contendo em seu interior
lipideos e materiais genéticos, sendo descritas ultraestruturalmente como particulas esféricas
de dois subtipos: microvesiculas, que medem aproximadamente 100-300nm, e exossomaos, que
medem aproximadamente 30-100nm, ambos os tipos diferindo na biogénese sendo liberados
em resposta ao microambiente (HAGA et al., 2017, LO SICCO et al., 2017, RANI et al. 2015,
ZHOU et al., 2016). Alguns estudos conduzidos vém evidenciando os efeitos terapéuticos
destas vesiculas extracelulares em doencas hepéticas agudas e cronicas (VOLAREVIC et al.,
2014).

As CEHs utilizadas no trabalho (GRX) diferiram das CTMSs por apresentarem uma
grande quantidade de virus bem como organelas cuja presenca era justificada pela quantidade
e presenca de particulas virais (vesiculas autofagicas e figuras mielinicas), o que elimina
qualquer possibilidade das particulas virais serem oriundas de algum tipo de contaminag&o pelo
meio de cultura utilizado no estudo. No estudo conduzido por Borojevic em 1985 foram
visualizadas particulas idénticas, no entanto nao fica clara a origem do virus nem a forma como
foi conduzida a caracterizacdo dessas particulas virais, gerando questionamentos com relacao a
seguranca e fidedignidade da utilizacdo destas células para experimentos in vitro,
principalmente em estudos que requeiram avaliac@es imunoldgicas. Outro aspecto que chamou
atencdo na caracterizacdo ultra estrutural foi a ndo visualizacdo das fibras contrateis
visualizadas por Borojevic et al. (1985).

A caracterizagdo molecular do perfil ativado das células estreladas buscou avaliar a
expressdo de a-SMA nas células GRX cultivadas e utilizadas no decorrer deste trabalho, onde
foram constatados baixos niveis de expressdo do marcador fibrogénico a-SMA por RT-qPCR,

e ndo houve expressdo detectavel por Western blot nas células mantidasnem sob condicdes
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normais de cultivo, nem sob estimulos inflamatérios. O LPS é uma macromolécula e
endotoxina presente na membrana de bactérias gram-negativas, muito usada na inducdo de
resposta imune em pesquisas in vitro. A ndo deteccdo de a-SMA nas células GRX frente as
diferentes concentracdes de LPS e TGFB1 é um indicativo de que essa linhagem pode ndo se
encontrar no estado ativado e necessitar de estimulos secundarios para apresentar marcadores
de ativacdo. Toda et al. (2000), observaram que a proliferagdo de CEHSs in vitro aumentava em
resposta ao estimulo com LPS ap6s incubacdo com PBMC de pacientes hepatopatas. Meurer et
al. (2013) realizaram estudos comparativos entre linhagens de CEHs amplamente utilizadas em
estudos laboratoriais (CEH de cultura priméaria, GRX, CFSC) e os resultados obtidos
demonstram que, entre as linhagens de CEHSs estudadas, as células GRX sdo as que apresentam
as marcagGes mais fracas e/ou negativas para o marcador a-SMA e também para colageno tipo
I. Os resultados da caracterizagdo ultraestrutural e molecular (antes e apds estimulos
inflamatorios), sugerem que as células GRX, apesar de ndo apresentarem fendtipo quiescente,
também ndo apresentam caracteristicas de CEHs em estado “ativado”. Estes dados associados
ao fato das células mantidas em cultivo ndo expressarem, ou expressarem fracamente o
marcador a-SMA, reforcam a necessidade de mais estudos de caracterizagdo e comparacao
entre CEHs obtidas de origens diferentes (cultura primaria, celulas de linhagem comercial) para
0 estabelecimento do melhor modelo a ser usado em estudos in vitro que investiguem o0s

mecanismos da fibrogénese hepatica.
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8 CONCLUSOES

a)

b)

d)

O isolamento e a caracterizacdo funcional e ultraestrutural de CTMs demonstraram que
foi possivel isolar uma populacdo celular com caracteristicas fenotipicas, morfolégicas
e de multipotencialidade semelhantes as CTMs desctritas na literatura;

A modificacdo genética para a expressdo do HGF demonstrou ser efetiva nas primeiras
48 horas, passando a ser, dessa forma, uma ferramenta para possiveis estudos in vitro
que busquem avaliar a acdo do fator associada ao efeito terapéutico das CTMs em

condicBes patoldgicas diversas;

O co-cultivo indireto de CTMs superexpressando HGF com CEHSs da linhagem GRX
demonstrou que houve alteracdo na secrecdo das citocinas IL-6 e TGF 1, no entanto,
ndo pudemos afirmar se as secre¢Oes alteradas vistas sdo ocasionadas por efeitos

imunomodulatérios das CTMs sobre as GRXs ou 0 contrario;

As células GRXs, quando caracterizadas ultraestruturalmente, apresentaram estruturas
descritas como particulas virais em grandes quantidades. Este achado associado a baixa
expressao de marcadores fibrogénicos pode requerer que mais estudos com estas células
sejam conduzidos, a fim de se estabelecer critérios mais confiaveis para estudar a fibrose

hepatica com esse tipo celular.
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ANEXO A- PARECER DO COMITE DE ETICA

JAeno da Saude

FIOCRUZ
Fundagdo O Ido Cruz

Instituto Aggeu Magalhaes

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Certificado de Aprovacio

Certificamos que o projeto inlitulado: “OBTENGAO E AVALIAGAO DE
CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS GENETICAMENTE MODIFICADAS
PARA A SUPEREXPRESSAO DE FATORES ENVOLVIDOS NA
REGENERAGAO HEPATICA” protocolado sob n° 108/2016 pelo (a)
pesquisador (a) Dra Sheila Andrade de Oliveira esta de acordo com a Lei
11.794/2008 e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes / Fundagao Oswaldo Cruz
(CEUA/ICPgAM) em 11/05/2017. Na presente verséo, este projeto esta
licenciado e tem validade até 11 de maio de 2021 com a finalidade de pesquisa
cientifica. Esses animais sdo advindos do Biotério de criagdo do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhaes/Fiocruz-PE.

Quantitativo de Animais Aprovados
N° de Animais/Pesol/ldade/Sexo

382 (20-23 gr/ 30 dias/ machos e fémeas)

~ EspécielLinhagem/Raga

|
‘L‘ Camundongo isogénico
|

(C57BL6)

rﬁ TOTAL 382

We certify that project “OBTENGAO E AVALIAGAO DE CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS GENETICAMENTE MODIFICADAS PARA A
SUPEREXPRESSAO DE FATORES ENVOLVIDOS NA REGENERACAO
HEPATICA” (CEUA Protocol n° 108/2016) coordinated by SHEILA ANDRADE
DE OLIVEIRA is according to the ethical principles in animal research adopted
by the Brazilian law 11.794/2008 and so was approved by the Ethical
Committee for Animal Research of the Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes /
Fundagdo Oswaldo Cruz on may, 11, 2017. In present verson this project is
licensed and valid until may 2021 for the purpose of scientific research. These
animals come from the Bio-establishment of the Aggeu Magalhaes / Fiocruz-PE

Research Center.

Recife (PE, BRAZIL 1,2017

Lindomar José Pena
Coondenador éa Comisslo de £5ca ng Uso de Animai - CBUA
5 il Mat. Siape: 1971435
N / '|AM / Fiocruz
Dr Lindomar'José Pena
Coordenador CEUA/IAM

Av. Professor Moraes Rego, s/n - Cidade Universitaria — Campus da UFPE
Recife - PE - CEP: 50.670-420
Telefone: (81) 2101-2500/2101 -2600 Fax: (81) 3453-1911
www.cpqam fiocruz.br
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