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RESUMO

NEVES, Dalvaci da Cunha Lira. Quantificacdo das células estreladas ativadas/
miofibroblastos e analise da apoptose das células do figado durante a terapia celular
na fibrose hepética em ratos. 2011. 63 f. Dissertagao (Mestrado em Ciéncias -
Fisiopatologia Clinica Experimental), Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro.

A fibrose hepatica € o resultado de uma resposta cicatrizante frente a
repetidas lesées no figado, e € caracterizada pelo acumulo excessivo de proteinas
da matriz extracelular (MEC) no parénquima hepatico, incluindo colageno,
fibronectina, elastina, laminina e proteoglicanos, com a participagcdo de diferentes
populagdes celulares do figado. As principais células responsaveis pela sintese de
proteinas da MEC na fibrose hepatica sdo as células estreladas hepaticas ativadas e
os miofibroblastos, que surgem apds estimulo inflamatdrio e séo caracterizadas pela
expressdo de alfa-actina de musculo liso (a-SMA). Sabe-se que durante a
progressao da fibrose hepatica, ocorre a morte de hepatécitos e sua substituigao por
células fibrogénicas a-SMA®. A apoptose dessas células fibrogénicas & de grande
relevancia para a regressao da fibrose e regeneragao hepatica. Nos ultimos anos, a
terapia com células tronco de medula 6ssea tem sido utilizada para estimular a
regeneragao hepatica em diferentes modelos experimentais e protocolos clinicos. A
fracdo mononuclear da medula 6ssea adulta possui duas populagdes de células-
tronco importantes no tratamento de diversas doencas hepaticas: células-tronco
hematopoiéticas e células-tronco mesenquimais. O objetivo deste estudo foi analisar
a expressao de a-SMA e o processo de apoptose de células hepaticas durante a
fibrose hepatica induzida por ligadura do ducto biliar (LDB) e apds o transplante de
células mononucleares de medula 6ssea (CMMO). Os figados foram coletados de
ratos dos seguintes grupos: normal, 14 dias de LDB, 21 dias de LDB e animais que
receberam CMMO apds 14 dias de LDB, e foram analisados apés 7 dias (totalizando
21 dias de LDB). Para quantificar a expressao de a-SMA por células fibrogénicas
nos grupos experimentais, foi realizada imunoperoxidase para a-SMA, seguida de
morfometria no programa Image Pro Plus. Para analisar a apoptose nas células
hepaticas, foi realizada imunoperoxidase e Western Blotting (WB) para caspase-3
(proteina apoptotica) e imunofluorescéncia com dupla-marcagéo para caspase-3 e o-
SMA, seguida de observagdo em microscépio confocal. Os resultados da
quantificacdo de a-SMA por morfometria mostraram que a expressao de a-SMA
aumentou significativamente 14 e 21 dias apds a LDB. Entretanto, essa expresséao
diminuiu significativamente no grupo tratado com CMMO, que apresentou
parénquima hepatico mais preservado em relagao ao grupo com 21 dias de LDB. Os
resultados de imunoperoxidase, WB e microscopia confocal para expressdo de
caspase-3 demonstraram que essa proteina diminuiu nos animais fibréticos com 14
e 21 dias de LDB com relagdo ao grupo normal, e estava significativamente elevada
no grupo tratado com CMMO. A analise por microscopia confocal demonstrou que
algumas ceélulas coexpressaram a-SMA e caspase-3 nos animais tratados com
CMMO, sugerindo a morte de células fibrogénicas e remodelamento do parénquima
hepatico.

Palavras-chave: Fibrose hepatica. Células mononucleares de medula 6ssea. Alfa-
actina de musculo liso. Caspase-3. Apoptose.



ABSTRACT

Hepatic fibrosis is the result of a scarring response due to continued injury to
the liver, and is featured by excessive accumulation of extracellular matrix (MEC)
proteins in hepatic parenchyma. These proteins include collagen, fibronectin, elastin,
laminin and proteoglicans, along with the participation of different cell populations
within the liver. The main cells responsible for the synthesis of MEC proteins are
activated hepatic stellate cells and myofibroblasts, which appear after inflammatory
stimuli and are characterized by the expression of alpha-smooth muscle actin (a-
SMA). It is known that hepatic fibrosis progression is accompanied by hepatocyte
death and its substitution by a-SMA" fibrogenic cells. Therefore, apoptosis of these
fibrogenic cells is of main relevance to fibrosis regression and hepatic regeneration.
In the later years, bone marrow stem cell therapy has been used to stimulate hepatic
regeneration in different experimental models and clinical protocols. The adult bone
marrow mononuclear fraction contains two stem cell populations particularly
important in the treatment of diverse hepatic diseases: hematopoietic stem cells and
mesenchymal stem cells. The aim of this study was to analyze a-SMA expression
and the apoptotic process in hepatic cells during hepatic fibrosis induced by bile duct
ligation (BDL) and after bone marrow mononuclear cell (BMMC) transplantation.
Livers were collect from rats of the following groups: normal, 14 days of BDL, 21 days
of BDL and rats that received BMMC 14 days after BDL and were analyzed after 7
days (total of 21 days of BDL). To quantify a-SMA expression by fibrogenic cells in
the experimental groups, immunoperoxidase to a-SMA followed by morphometry in
the Image Pro Plus software was performed. To analyze apoptosis in hepatic cells,
immunoperoxidase and western blotting (WB) against caspase-3 (apoptotic protein)
were used, along with double immunofluorescence against caspase-3 and a-SMA to
confocal microscopy analysis. Results of a-SMA quantification by morphometry
showed that a-SMA expression increased significantly 14 and 21 days after BDL.
However, this expression was significantly decreased in the BMMC treated group,
which presented a more preserved hepatic parenchyma in relation to the group with
21 days of BDL. Immunoperoxidase, WB and confocal microscopy results showed
that caspase-3 is decreased in fibrotic livers with 14 and 21 days of BDL in
comparison to normal group, and was significantly augmented in the BMMC treated
group. Confocal microscopy analysis showed that were cells coexpressing a-SMA
and caspase-3 in rats treated with BMMC, suggesting fibrogenic cells death and
hepatic remodeling.

Keywords: Hepatic fibrosis. Bone marrow mononuclear cells. Alpha-smooth muscle
actin. Caspase-3. Apoptosis.
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INTRODUCAO

A fibrose hepatica € o resultado de uma resposta cicatrizante frente a
repetidas lesdes no figado, e é caracterizada pelo acumulo excessivo de proteinas
da matriz extracelular (MEC) no parénquima hepatico, incluindo colageno,
fibronectina, elastina, laminina e proteoglicanos, com a participacdo de diferentes
populacdes celulares do figado. As principais células responsaveis pela sintese de
proteinas da MEC na fibrose hepética sdo as células estreladas hepaticas ativadas e
os miofibroblastos, que surgem ap6s estimulo inflamatério e sdo caracterizadas pela
expressdao de alfa-actina de musculo liso (a-SMA). Sabe-se que durante a
progressao da fibrose hepatica, ocorre a morte de hepatdcitos e sua substituicdo por
células fibrogénicas a-SMA. A apoptose dessas células fibrogénicas é de grande
relevancia para a regressao da fibrose e regeneragédo hepatica. Nos ultimos anos, a
terapia com células tronco de medula 6ssea tem sido utilizada para estimular a
regeneracao hepatica em diferentes modelos experimentais e protocolos clinicos. A
fracdo mononuclear da medula éssea adulta possui duas populacdes de células-
tronco importantes no tratamento de diversas doencas hepaticas: células-tronco
hematopoiéticas e células-tronco mesenquimais. O objetivo deste estudo foi analisar
a expressao de a-SMA e o processo de apoptose de células hepaticas durante a
fibrose hepatica induzida por ligadura do ducto biliar (LDB) e apds o transplante de

células mononucleares de medula éssea (CMMO).
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1 HISTOLOGIA DO FiGADO

O figado, segundo maior 6rgao e a maior glandula do corpo humano, esta
associado ao tubo digestivo e situado no quadrante superior direito da cavidade
abdominal, abaixo do diafragma. Além disso, o figado é estruturalmente e
funcionalmente complexo e, portanto, € considerado o segundo maior 6érgao em
relacdo ao cérebro, em sua complexidade. A maior parte do sangue chega ao
figado pela veia porta (70-80%), contendo os nutrientes absorvidos no tubo
digestivo, onde também traz o sangue proveniente do pancreas e do bago. O
restante é suprido pela artéria hepatica, que traz o sangue oxigenado pelos pulmdes
(esquema 1A). Lipidios complexos (ou quilomicrons) sdo nutrientes que, apds serem
absorvidos pelo sistema digestivo, chegam ao figado através da artéria hepatica.
Assim, o figado ocupa uma posicao estratégica no sistema circulatério, ideal para
captar, transformar e armazenar metabdlitos e para neutralizar e eliminar
substancias tdxicas produzidas ou absorvidas pelo organismo. A eliminagao ocorre
na bile, uma secrecao exdécrina do figado, importante para a digestao de lipideos. O
figado tem funcdo muito importante na sintese de proteinas plasmaticas, como a
alboumina e outras proteinas carreadoras que mantém a homeostase sanguinea
(Kmiec 2001; Junqueira e Carneiro 2008; Malarkey, Johnson et al. 2005).

O figado é revestido por uma camada delgada de tecido conjuntivo (capsula
de Glisson) que se torna mais espessa no hilo hepatico, por onde a veia porta e a
artéria hepatica penetram no figado e por onde saem os ductos hepaticos direito e
esquerdo e os linfaticos. Estes vasos e ductos sao circundados por tecido conjuntivo
ao longo de toda a sua extensao, até o término (ou origem) nos espacos porta entre
os lébulos hepaticos (esquema 1B). Neste local forma-se uma delicada rede delgada
de fibras reticulares, composta principalmente de colageno tipo | e lll, que suporta os
hepatocitos (principal célula do figado) e células endoteliais dos capilares sinuséides
(Kmiec 2001; Junqueira e Carneiro 2008; Malarkey, Johnson et al. 2005).

O componente estrutural basico do figado € a célula hepatica ou hepatécito
(do grego hepar, figado, + kytos, célula). Essas células epiteliais poligonais estdo
localizadas bem proximas umas das outras formando placas espessas que se
anastomosam limitando os espacos sinusoidais. O hepatécito é uma célula

altamente versatil e de metabolismo intenso, com muitas mitocéndrias e reticulo
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endoplasmético (RE) liso e rugoso bem desenvolvido, exibindo variagbes em suas
propriedades estruturais, histoquimicas e bioquimicas, dependendo de sua
localizagao nos l6bulos hepaticos (Junqueira e Carneiro 2008).

Na periferia dos lébulos hepaticos estao presentes os espagos porta, 0s quais
sao constituidos de um ramo da veia porta, um ramo de artéria hepatica, um ducto
do sistema de ductos biliares, vasos linfaticos e nervos. Os ductos biliares séo
formados de epitélio cubdide e transportam a bile, sintetizada pelos hepatécitos, em
direcdo ao ducto hepatico para ser armazenada na vesicula biliar (esquema 1C)
(Gartner e Hiatt 2007).

Lobo esquerdo e Wesa sublobater
—— S o

—— Ligamanto faiciforme

~ ArtSria hepsatica

- Wala cava

— ‘Weda porta

Espaco porta -

'| Weia -
centrolobular

Lisbeala
hepdtico

| ohn direitn
A | Aréna hepdtica

Triade portal  + Chocto bilar

Veia porla

—— \Vela cantrolobular

-~ Sinusdides

Canais de Hering

—— Dugto biliar

- Vela porka » Triads portal

Artaria hepatica

Esquema 1: Representacdo do figado normal. Em (A), a anatomia do figado
mostrando os lobos hepaticos e os principais vasos. (B) Lobulos hepaticos mostrando os
espacos porta e a veia centrolobular. (C) Porgédo do I6bulo hepatico, mostrando o espago
porta (triade portal), placas de hepatécitos, os capilares sinusoides, o canaliculo biliar e a
veia centrolobular (Gartner e Hiatt 2007).

Os hepatocitos estdo radialmente dispostos no I6bulo hepético, arranjados
como tijolos de uma parede. Estas placas celulares estao direcionadas da periferia

do I6bulo para o seu centro e anastomosam-se livremente, formando um labirinto
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semelhante a uma esponja. Os espacos entre essas placas contém capilares, os
sinusoides hepaticos (esquema 1C). Esses sinusbides sdo vasos irregularmente
dilatados compostos por uma camada descontinua de células endoteliais
fenestradas. As células endoteliais estdo separadas dos hepatécitos adjacentes por
uma lamina basal descontinua e um espacgo subendotelial conhecido como espacgo
de Disse, que contém microvilos dos hepatdcitos (esquema 2). Fluidos provenientes
do sangue atravessam rapidamente a parede endotelial e fazem um contato intimo
com a parede dos hepatdcitos, o que permite uma troca facil de macromoléculas
entre o lumen sinusoidal e o0s hepatocitos e vice e versa. Esta troca é
fisiologicamente importante ndo apenas devido ao grande numero de
macromoléculas (lipoproteinas, albumina, fibrinogénio) secretadas dos hepatocitos
para o sangue, mas também porque o figado capta e cataboliza muitas moléculas
grandes (Junqueira e Carneiro 2008).

Pelo menos 15 tipos diferentes de células podem ser encontradas no figado
normal como, por exemplo, hepatécitos, células sinusoidais, células de Kupffer,
células estreladas hepaticas e células ductais (Malarkey, Johnson et al. 2005)

As células de Kupffer constituem cerca de 15% da populacédo celular do
figado e sdo conhecidas como macréfagos residentes. As células de Kupffer séo
encontradas na superficie luminal das células endoteliais, e suas principais funcdes
sao: metabolizar eritrécitos velhos, digerir hemoglobina, secretar proteinas
relacionadas com processos imunoldgicos e destruir bactérias que eventualmente
penetrem no sangue portal a partir do intestino grosso (Junqueira e Carneiro 2008).

As células estreladas hepaticas (CEH), também conhecidas como células de
Ito, se localizam no espaco de Disse e contém inclusdes lipidicas ricas em vitamina
A. No figado saudavel estas células desempenham varias fungdes, como captacao,
armazenamento e liberacao de retindides, sintese e secrecao de varias proteinas da
matriz extracelular e proteoglicanos, secrecao de fatores de crescimento e citocinas
e regulacdo do diametro do lumen sinusoidal em resposta a diferentes fatores
reguladores (prostaglandinas, tromboxano A2, etc.). Durante uma lesdo crénica
(como consumo de etanol e toxinas), sob estimulo inflamatério as células estreladas
hepaticas se tornam ativadas e proliferam, adquirindo caracteristicas de
miofibroblastos, como a expressao de alfa-actina de muasculo liso (a-SMA)
(Malarkey, Johnson et al. 2005; Iredale 2007).
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Entre as membranas celulares de dois hepatdcitos existem regides de
jungdes oclusivas e jungdes comunicantes do tipo gap, e ocorre a delimitagdo de um
espaco tubular com pequenos microvilos no seu interior, denominado canaliculo
biliar, que é a primeira por¢do do sistema de ductos biliares (esquema 2). Esses
canaliculos biliares formam uma rede complexa entre os hepatécitos, e se
anastomosam ao longo das placas do l6bulo hepatico, terminando no ducto biliar
dos espagos porta. Assim, a bile flui do centro para a periferia do I6bulo hepatico,
onde entra nos ductulos biliares, também chamados Canais de Hering, que sao os
menores ramos dos ductos biliares do espaco porta (Junqueira e Carneiro 2008;
Malarkey, Johnson et al. 2005).

hepatica quiescente

Sinusoide Célula de

hepatico Kupffer

Esquema 2: Representacdo das células do figado. Os pontos de jungdo entre dois
hepatocitos apresentam os canaliculos biliares, que transportam a bile. Os cordbes de
hepatdcitos estdo separados das células endoteliais dos capilares sinusoides hepaticos pelo
espaco de Disse, onde a matriz extracelular é secretada principalmente pelas células
estreladas hepéticas. As células de Kupffer sdo macrofagos que residem na luz dos
capilares sinusoides (Iredale 2007).
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2 FIBROSE HEPATICA

Resultado de uma resposta cicatrizante frente a repetidas lesées, a fibrose
hepética é caracterizada pelo acumulo excessivo de proteinas da matriz extracelular
(MEC) no parénquima hepatico, incluindo colageno I, Il, lll, IV, fibronectina, elastina,
laminina e proteoglicanos, com a participacao de diferentes populacdes celulares do
figado (Carvalho, Lira et al. 2010; Jiao, Friedman et al. 2009). Esse acumulo de
proteinas da MEC atua desfazendo a arquitetura hepatica, formando uma cicatriz
fibrosa com subsegliente desenvolvimento de ndédulos pelos hepatécitos em
regeneracdo. As principais causas de seu desenvolvimento sdo infeccao viral
(hepatite C), abuso de alcool, esteato-hepatite ndo alcodlica e parasitemias (Bataller
e Brenner 2005; Friedman 2008). O modelo de inducao de fibrose por ligadura do
ducto biliar (LDB), bastante conhecido, leva a uma retencéao téxica da bile no figado,
acompanhado por uma inflamacao e fibrose localizada principalmente nos espacos
porta hepatico e préximo as células epiteliais dos ductos biliares (Carvalho, Lira et al.
2010; Glaser, Gaudio et al. 2009)

Células inflamatérias ativadas, incluindo as células de Kupffer (macrofagos
residentes do figado), produzem uma gama de citocinas pro-fibroticas como fator-1
de crescimento transformante (TGF-B+), o qual promove a ativagdo de fibroblastos
portais e das células estreladas hepaticas (CEH) e sua diferenciacdo em
miofibroblastos (Lefkowitch 2007). Esse tipo celular é caracterizado por expressar a
proteina alfa-actina de musculo liso (a-SMA) e pela producdo de uma matriz
extracelular rica em colageno, sendo a principal célula responsavel pela
desorganizacdo do parénquima hepatico (Guyot, Lepreux et al. 2006; Friedman
2008). O excesso de colageno acumulado nos espacos de Disse e entre os Iébulos
hepaticos prejudica o contato entre os hepatocitos e os sinuséides hepaticos,
acarretando na morte dos hepatocitos e em um processo inflamatério onde pode
ocorrer necrose. Nesse estagio se desenvolve uma complicacao da fibrose hepética,
denominada cirrose (Malarkey, Johnson et al. 2005; Iredale 2007).

As CEH ativadas sao identificadas como sendo as principais produtoras de
colageno em um figado lesado. Ap6s a sua ativagdo, essas células migram do
espaco de Disse para o local da lesédo, secretando grandes quantidades de MEC e

desregulando a sua degradacado, dando inicio ao processo fibrético (esquema 3)
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(Iredale 2007). O comprometimento do balango normal entre a producdo e
degradacdo dos componentes da matriz extracelular é tido como principal
caracteristica nos figados fibréticos (Atzori, Poli et al. 2009).

As CEH ativadas apresentam potencial fibrogénico. Passados 14 dias da
inducéo da fibrose por ligadura do ducto biliar, tem-se a diferenciacdo das CEH em
miofibroblastos ao redor dos ductos biliares em proliferacdo e uma extensa
deposicao de colageno (Carvalho, Lira et al. 2010).

Figados normais expressam predominantemente, colagenos do tipo | e lll, no
espaco perisinusoidal de Disse e nos espacos porta hepaticos. Contudo, figados
fibréticos, além de apresentarem uma alta na expressdo desses dois tipos de
colageno, expressam também o colageno tipo IV, localizado principalmente na
lamina basal formada ao redor dos ductos biliares em proliferacdo e nos sinuséides
hepaticos, comprometendo assim a nutricao hepatocelular (Iredale 2007).

Os hepatécitos, alvos de diversos agentes hepatotdxicos, uma vez lesados
liberam espécies reativas de oxigénio e mediadores fibrogénicos induzindo uma
resposta inflamatéria. Tanto o infiltrado de células inflamatérias no figado, como a
apoptose dos hepatdcitos estimulam a ativagdo das CEH, levando-as a secretarem
colagenos (Bataller e Brenner 2005). Nessas condicdes, o excesso de colageno
acumulado nos espacgos de Disse e entre os |6bulos hepaticos prejudica o contato
entre 0os hepatocitos e os sinusodides hepaticos, ocasionando a morte dos
hepatécitos e um processo inflamatério onde pode ocorrer uma necrose
hepatocelular generalizada. Esse estagio final da fibrose hepéatica denominada
cirrose, quando nao tratado, acarreta em muitas das vezes na faléncia do 6rgéo
(Iredale 2007; Jiao, Friedman et al. 2009).
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Figado Normal Figado Lesionado

Hepitico a de K

Esquema 3: Desenvolvimento da fibrose hepatica. Lesdo do hepatdcito resultando na
estimulacdo e recrutamento de células inflamatérias exdgenas e residentes do figado
(incluindo as células de Kupffer). Ativagdo das células estreladas (CEHSs), levando-as a
assumir caracteristicas de células do tipo miofibroblastos. Essa ativagédo resulta na formagao
de cicatrizes devido a produgdo e acumulo de matriz extracelular (MEC). Todos esses
eventos acarretam em uma perda morfoldgica e funcional tanto do hepatécito quanto do
orgao (Iredale 2007).
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3 ATIVAGCAO DAS CELULAS ESTRELADAS NA FIBROSE HEPATICA

As células estreladas foram descritas pela primeira vez por Kupffer em 1876,
chamadas de “sternzellen” (célula estrelada). Apds muitos anos de varias
caracterizagdes histologicas sob diversos nomes como: células perisinusoidais,
células parasinusoidais, pericitos hepaticos, lipécitos, células armazenadoras de
gordura, célula de Ito, varios pesquisadores concordaram em chama-la de células
estreladas hepdticas, cuja principal caracteristica € a presenca de goticulas de
vitamina A, palmitato de retinol (Atzori, Poli et al. 2009).

Em resposta a uma lesdo, as CEH liberam goticulas de vitamina A, sofrendo
assim alteracées morfolodgicas e funcionais, num processo de ativacao que leva ao
seu fendtipo de miofibroblasto e a producao excessiva de colageno tipo |, estando
envolvida na producdo excessiva de MEC. Aléem disso, adquirem varias novas
caracteristicas, tais como migracao celular e adesao, expressao a-SMA, aumento da
proliferacdo, producdo de substancias quimiotaticas capazes de recrutar células
inflamatérias, bem como outras CEHs, contratilidade, perda da capacidade de
armazenamento de retindide normal, aumento das cisternas do reticulo
endoplasmatico rugoso, mudancas no citoesqueleto, organizacdo e morfologia
celular e, mais importante, a aquisicdo de capacidade fibrogénicas (esquema 4)
(Moreira 2007).

O processo de ativacao das CEHs foi dividido em duas fases distintas. Na
primeira fase, ou fase de iniciacdo, as CEHs sofrem diferenciacdo em
miofibroblastos e tornam-se mais proliferativas e fibrogénicas pelo aumento da
regulacdo dos receptores de membrana para citocinas. Essa superexpressao de
receptores para citocinas inflamatorias induz a fibrogénese, a proliferacao celular e
outras caracteristicas do fenédtipo ativado. Esse fendtipo é perpetuado pela
liberacdo continua de mediadores cronicos da inflamacao pelo tecido lesionado.
Esta segunda fase do processo de ativacdo foi denominada a fase de perpetuacgao.
Varios tipos de células presentes no figado normal, tais como hepatocitos, células de
Kupffer, células endoteliais sinusoidais e CEHs, tém sido implicados na producao
de mediadores da inflamacgédo e citocinas neste processo. Uma vez ativadas, as
CEHs passam a regular positivamente a expressdao génica de componentes da
matriz extracelular, enzimas de degradag¢do da matriz (MMPs) e seus respectivos
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inibidores (TIMPs), resultando no remodelamento da matriz em locais com grande
namero dessas células (esquema 4) (Moreira 2007). Portanto, as CEHs ativadas
participam de um processo dindmico de continua producdo de matriz extracelular
durante o estabelecimento de uma lesao crénica do figado, o que leva a um acumulo
excessivo de varias proteinas, proteoglicanos e carboidratos. Entretanto, a apoptose
das CEH ativadas levam a resolucdo da fibrose hepatica (Moreira 2007; Malhi e
Gores 2008; Atzori, Poli et al. 2009).

INICIACAO PERPETUACAO
Eventos Transcricionais Aumento da secrecao de citocinas
E stimulagdo paracrina Receptor tirosina quinase | regulagao
Mudangca inicial da MEC Remodelagio acelerada da MEC
Proliferacao
Lesao

RESOLUCAO

APOPTOSE 2 o
»

Q)
Perda retinoide

Esquema 4: Alteracbes fenotipicas das células estreladas hepaticas (CEHs) durante a
ativacdo na lesdo do figado. Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF);
Endotelina (ET); Fator de transformacdo do crescimento beta 1 (TGF-B1);
Metaloproteinases de matriz (MMP-2); Proteina quimiotatica de mondcitos (MCP) e gldbulos
brancos (WBC) (Moreira 2007).
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4 CELULAS-TRONCO

As células-tronco sao células indiferenciadas com ilimitada capacidade
proliferativa. Ha dois tipos de células-tronco que apresentam grande potencial
terapéutico: as células-tronco embrionarias (CTE) e as células-tronco adultas. As
CTE sao células pluripotentes, ou seja, capazes de se diferenciar em qualquer tipo
celular do corpo humano, exceto em células da linhagem germinal primordial. Em
relacdo as células-tronco adultas sdo muitas as fontes de células-tronco tecido-
especificas, incluindo as derivadas da medula 6ssea, as do sangue de cordao
umbilical, placenta e liquido amniético, as quais representam substratos potenciais
na terapia com células-tronco, devido a capacidade de se diferenciarem em
inumeras linhagens celulares (Gilchrist e Plevris 2010).

4.1 Células tronco de medula éssea (CTMO)

Existem duas populagdes de células-tronco na medula 6ssea que coexistem
de maneira funcionalmente interdependente: as células tronco hematopoiéticas —
CTHs e as células-tronco mesenquimais — CTMs, do estroma da medula éssea
(Gilchrist e Plevris 2010; Mendez-Otero, Valle et al. 2007).

Entre o grande numero de células-tronco adultas, a célula-tronco
hematopoiética (CTH) foi a primeira a ser descrita, sendo ainda a melhor
compreendida e a mais amplamente aplicada em protocolos clinicos. O tecido
hematopoiético é considerado de facil acesso — sangue periférico, medula 6ssea e
sangue de cordao umbilical — tanto em individuos normais quanto nos afetados por
doencas como anemias e leucemias. A facil coleta dessas células propiciou seu
estudo in vitro muito precocemente (Gilchrist e Plevris 2010; Cantz, Bleidissel et al.
2008; Sancho-Bru, Najimi et al. 2009).

A CTH pode ser definida funcionalmente pela sua capacidade de regenerar e
manter todas as células linféides e mieldides maduras do tecido sanguineo, medula

0ssea, baco e timo. Além disso, a CTH possui trés caracteristicas tipicas de células-
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tronco: (1) sdo multipotentes, pois geram progenitores de pelo menos oito das
principais  linhagens  hematopoiéticas: linfécitos T e B, eritrocitos,
megacariocitos/plaquetas, baséfilos/mastocitos, eosindfilos, neutréfilos/granuldcitos
e mondcitos/macréfagos; (2) possuem um potencial muito alto de proliferacao; (3)
sdo capazes de proliferar sem sofrer diferenciagdo, fenémeno chamado de auto-
renovagao. A sua capacidade de se auto-renovar é de extrema importancia para a
manutencao do numero normal de CTHs em cada individuo, uma vez que elas sédo
constantemente recrutadas para a diferenciacao apds estresses fisioldgicos (como
na hipéxia, onde as CTHs devem aumentar os numeros de eritrdcitos) ou
patolégicos (como em infecgcdes, para amplificar granulécitos e macrofagos)
(Szilvassy 2003; Bellantuono 2004; Wilson, Oser et al. 2007).

4.2 CTMO na regeneracao hepatica

A regeneragdo hepatica constitui um mecanismo fisiolégico frente a uma
lesdo ou intoxicagdo. Nesta situagdo, as células do figado sofrem um estimulo
mitogénico efetuado por citocinas como HGF (fatores de crescimento do hepatécito),
produzidas por células-tronco intra-hepaticas (células ovais), se tornam ativadas,
expressando receptores para citocinas pro-inflamatorias e liberando diversos fatores
quimiotaticos que participam direta ou indiretamente na migracdo das CTHs para
esse 6rgao, como interleucinas, TGF-1 e metaloproteinases de matriz (MMPs)
(Eroglu, Demirci et al. 2002).

Estudos demonstraram que as CTHs regeneram um figado lesionado,
basicamente de duas formas: fusionando-as a hepatdcitos pré-existentes e ou,
transdiferenciando-se totalmente em hepatécitos (Thorgeirsson e Grisham 2006).

Quando ocorre uma perda de hepatécitos anormais, o figado regenera,
restabelecendo juntamente a funcao hepatica. Em lesdes hepaticas graves (hepatite
cronica viral) ou senescéncia replicativa (esteatose hepatica), ocorre a ativacéo
facultativa de células-tronco localizadas na arvore intra-hepatica biliar, que podem se
diferenciar em hepatdcitos e células epiteliais biliares. As células-tronco derivadas
da medula éssea contribuem para a regeneracao ao se fusionar com hepatocitos
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com defeitos inatos do metabolismo, contribuindo para o restabelecimento da funcéao
hepéatica (Alison, Islam et al. 2009).

Diferentes estudos demonstram que a metaloproteinase 9 (MMP-9) atua na
liberacdo das células-tronco progenitoras enddégenas da medula Ossea para a
circulacdo ao clivar moléculas de adesado que participam das interacdes das CTHs
com células estromais da medula. Sabe-se que a MMP-9 tem sua expressao
aumentada e papel ativo na remodelacdo hepatica em uma situacao de fibrose,
cirrose ou inflamagao (Jin, Zhai et al. 2008).
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5 APOPTOSE

5.1 Caracteristicas

A morte celular ocorre por necrose ou por apoptose sob condig¢des fisioldgicas
normais (esquema 5). A necrose ocorre geralmente em resposta a uma injuria
severa as células e é caracterizada morfologicamente por turgidez citoplasmatica e
mitocondrial, ruptura da membrana plasmatica e liberacdo do conteudo intracelular,
levando a uma resposta inflamatéria, que causa uma lesao e até morte de células
vizinhas, condensacao da cromatina nuclear (picnose) e a fragmentacao do nucleo
picnotico (cariorréxis). Nesta condicdo um grande numero de células é afetado e
lesado ao mesmo tempo, e devido ao desencadeamento do processo inflamatorio
ha alteragdes irreversiveis no tecido ou érgao afetado (Curtin, Donovan et al. 2002;
Elmore 2007).

As células privadas de fatores mantenedores da sobrevivéncia, danificadas,
ou senescentes, iniciam um processo de morte celular programada ordenadamente
regulado chamado apoptose (do grego, apo, desligar; ptosis, queda) que participa
da homeostase dos tecidos (Kierszenbaum, 2008). A apoptose apresenta
caracteristicas morfolégicas e bioquimicas especificas como o rompimento do
citoesqueleto, retracdo celular, perda de contato com células adjacentes,
brotamentos da membrana plasmatica (Blebs), condensacdo da cromatina
(picnose), fragmentagdo do DNA internucleossomal e mitocondrial e formagéo de

corpos apoptoticos (Kroemer e Martin 2005; Elmore 2007).
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Esquema 5: Caracteristicas morfolégicas da necrose e da apoptose. Fonte:
http://www.aibnsus.org/AcdamicEmblem.html

Existem duas vias principais intracelulares que podem levar a apoptose: a via
extrinseca, que envolve o receptor de morte celular da familia TNF/Fas (Fator de
Necrose Tumoral/ Fatty acid synthetase - Acido Graxo sintetase), e a via intrinseca,
que envolve a mitocdndria (Kroemer e Martin, 2005; Jourdain e Martinou, 2009). A
via extrinseca é iniciada pela ligacao de FasL (Fatty acid synthetase ligand /Ligante
de &cido graxo sintetase) ou TNF-a (Tumor necrosis factor alpha / Fator de necrose
tumoral-alfa) aos respectivos receptores de morte transmembranares, levando a
ativacao da caspase-8, a qual ativa as caspases efetoras 3 e 7, responsaveis pela
morte da célula. Por sua vez, a via intrinseca € ativada por diversos fatores que
levam ao estresse ou dano celular, que recrutem um ou mais membros da familia de
proteinas BH3-only, como BID (BH3 interacting domain death agonist / Agonista de
morte com dominio de interacdo BH3). Essas proteinas ativam e promovem a
homodimerizacdo de proteinas pré-apoptoticas, com a formacdo do complexo Bax
(BCL2 associated X protein / Proteina X associada a BCL-2) / Bak (BCL2 antagonist
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killer 1/ Antagonista de BCL-2 ou fator de morte 1) na membrana mitocondrial
externa. Esse complexo forma poros que prejudicam a permeabilidade dessa
membrana, possibilitando a saida de fatores pré-apoptoéticos adicionais, como o
citcromo ¢, do espaco intermembrana mitocondrial para o citosol. O citocromo ¢ no
citosol ativa a caspase-9, que se associa a APAF-1 (Apoptosis protease activating
factor-1 / Fator ativador de protease da apoptose 1) para formar o apoptossomo, que
ativa as caspases efetoras 3 e 7, provocando a morte da célula. Além disso, existem
fatores anti-apoptoticos, como a proteina Bcl-2 (B-cell lymphoma protein 2 / Proteina
do linfoma de células B 2), que formam heterodimeros com proteinas pro-
apoptoéticas como Bax, que impedem a formagdo de poros na membrana
mitocondrial e inibem a apoptose. Pode ocorrer ativagdo da via intrinseca pela via
extrinseca, quando a caspase-8 ativa a protedlise da proteina BH3-only (esquema 6)
(Parone e Martinou 2006; Elmore 2007; Taylor, Cullen et al. 2008; Clarke e Allan
2009).
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Esquema 6: Vias extrinseca e intrinseca da apoptose (Petros, Olejniczak et al. 2004).
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Bioguimicamente a apoptose € iniciada e executada pela ativacao de enzimas
intracelulares chamadas caspases, as quais sdo um grupo de proteases com um
residuo de cisteina capazes de clivar outras proteinas depois de um residuo de
acido aspartico. O nome ‘"caspase" € derivado dessa funcao molecular
caracteristica: cysteine-aspartic-acid-proteases. As caspases sao sintetizadas como
precursores inativos (zimogénios), e sdo ativadas apos clivagem especifica dos
residuos de aspartato. Caspases iniciadoras, incluindo -8, -9 e -10, sao recrutadas
para grandes complexos de proteina, como o DISC (death inducing signaling
complex / complexo de sinalizacdo indutor de morte) ou o apoptossomo apéds a
ativagdo das vias de morte extrinseca ou intrinsea. Estas caspases clivam e ativam,
principalmente, as caspases efetoras -3, -6 e -7 (Malhi, Guicciardi et al. 2010;
Schulze-Bergkamen, Schuchmann et al. 2006; Pop e Salvesen 2009).

Uma caracteristica importante da apoptose é a auséncia de uma resposta
inflamatéria devido a manutencado da integridade dos fragmentos subcelulares,
evitando assim a liberagdo do conteudo téxico intercelular (Kanzler e Galle 2000).
Entretanto, sabe-se que a apoptose é freqlientemente desregulada em patologias
como cancer, doengas degenerativas ou infec¢oes virais (Jourdain e Martinou 2009).

5.2 Apoptose das células hepaticas na fibrose hepatica

Os primeiros estudos sobre apoptose abordavam a atrofia do figado apoés a
restricdo do fornecimento de sangue através da ligadura da veia porta, quando se
percebeu a capacidade regenerativa do figado. Esse experimento permitiu
demonstrar que a populacdo de células hepaticas poderia manter o equilibrio, ndo
s6 pela proliferacdo, mas por algum tipo de morte controlada, participando da
manutencao da homeostase celular, controle do tamanho do érgao, regeneracao e
reparo celular. Provavelmente as células teriam desenvolvido capacidade genética
para a apoptose espontanea (Afford e Randhawa 2000).

A morte celular programada no figado permite o turnover fisiolégico dos
hepatécitos e eficiente remocao de células indesejaveis, tais como células velhas ou
infectadas com virus. Nas diferentes doencas hepaticas, observa-se comportamento
distinto com relacdo a apoptose. Doencas hepaticas agudas, como insuficiéncia
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hepatica fulminante (IHF) apresentam apoptose macica e descontrolada, enquanto
que doencas crbnicas apresentam apoptose persistente, e, por sua vez, o carcinoma
hepatocelular caracteriza-se pela resisténcia das células tumorais a apoptose
(Schulze-Bergkamen, Schuchmann et al. 2006).

No figado, os corpos apoptéticos sao removidos por fagocitose,
principalmente por células de Kupffer e pelas CEHs. Esse processo ndo é
acompanhado por reacdes inflamatérias em condicdes fisiolégicas. No entanto, em
condicOes patologicas, esses corpos apoptéticos ndo sdo removidos de maneira
eficiente, e a apoptose pode acompanhar reacées inflamatérias, com a infiltracao de
neutréfilos resultando na ativacdo de CEH e na fibrose hepatica. Além disso, a
eliminacao insuficiente de corpos apoptéticos pode disparar os mecanismos de
necrose (Schulze-Bergkamen, Schuchmann et al. 2006).

Estudos in vitro e in vivo demonstram que a apoptose dos hepatocitos é uma
caracteristica proeminente da doenca hepatica colestatica. As estratégias
terapéuticas para essa doenca visam inibir a apoptose dos hepatécitos com o
objetivo de diminuir a inflamacao e fibrose, e promover a apoptose de CEH com o
objetivo de impedir a fibrogénese (Malhi e Gores 2008).

No figado sob estresse ou leséo, a apoptose de hepatdcitos vulneraveis pode
ser iniciada através de células de Kupffer pela liberacdo de TNF-a, levando a
ativacao de proteinas JNK (C-jun N-terminal kinase / quinase de C-jun N-terminal).
A ativacédo das células Natural Killer (NK) e Natural killer T (NKT) liberam proteina
Fas e IFN-y (interferon-gama), que aumentam a liberacdo de FasL, levando a
apoptose mediada por receptor de morte dos hepatdcitos. Por sua vez, os corpos
apoptéticos desses hepatdcitos, ao serem fagocitados propagam a ativacao de
células de Kupffer, que passam a secretar mais TNF-a, interleucinas e IFN-y,
promovendo uma resposta inflamatéria ciclica. Além disso, as células de Kupffer
ativadas também secretam TGF-  que ativa as CEHs (esquema 7) (Malhi,
Guicciardi et al. 2010; Schulze-Bergkamen, Schuchmann et al. 2006; Malhi e Gores
2008).
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Esquema 7: Génese da fibrose hepatica, destacando a apoptose do hepatdcito, a ativagdo
das CEHs e as células de Kupffer (Malhi e Gores, 2008).

A lesdo do figado pode ser expressa pela atividade das caspases. Por
exemplo, o aumento na ativagao das caspases pode ser encontrado em bidpsias de
figados e soros de pacientes com hepatite C. Além disso, a atividade das caspases
esta correlacionada com o grau de esteatose e da progressado da fibrose hepatica
(Malhi, Guicciardi et al. 2010; Schulze-Bergkamen, Schuchmann et al. 2006; Pop e
Salvesen 2009). No entanto, a interferéncia com vias de morte celular nas doengas
hepaticas, por exemplo, a inibicdo de caspases, pode nao ser eficaz em condicoes
fisiopatoldgicas crénicas mais complexas. Além disso, a supressdo de uma unica
caspase pode ter efeito apenas localizado e parcial na morte celular, enquanto
inibidores de caspases de largo espectro podem inibir proteases independentes,
cuja atividade pode ser necessaria para a sobrevivéncia. O bloqueio de morte
celular no figado pode ndo sé promover a sobrevivéncia de hepatocitos, mas

também de células potencialmente prejudiciais e inflamatérias, incluindo as células
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NKT hepaticas. Um esquema de terapia anti-apoptoética também pode desencadear
a fibrose do figado, impedindo morte celular das CEH ativadas (Schulze-Bergkamen,
Schuchmann et al. 2006).

Finalmente, a promocao de sobrevivéncia das células em lesdes hepaticas
pode favorecer a carcinogénese do carcinoma hepatocelular, uma vez que a morte
de células anormais do figado é um processo importante para evitar a expansao
clonal e formacéao de tumores (esquema 8) (Schulze-Bergkamen, Schuchmann et al.
2006).
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Esquema 8: Consequéncias de terapias anti-apoptéticas nas doengas hepaticas. Deteccao
de vias de morte no figado representa uma poderosa ferramenta para o tratamento de
doengas hepaticas. No entanto, alguns efeitos colaterais devem ser considerados.
Senescéncia: um programa de transdugéo de sinal levando ao ciclo celular irreversivel das
células estreladas hepaticas (CEHs) (Schulze-Bergkamen, Schuchmann et al. 2006).

A matriz extracelular € um reconhecido mediador da sobrevivéncia e
proliferacao celular. Moléculas de colageno tipo | intactas promovem a persisténcia
de CEH ativadas in vivo. Da mesma forma, estudos mostraram que a degradacao do
colageno-1 é fundamental para a inducdo de apoptose das CEH durante a
recuperacdo da fibrose hepatica. O tratamento de CEH in vitro com
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metaloproteinase-9 (MMP-9) recombinante estimula a apoptose dessas células.
Portanto, a degradagcao da matriz parece promover a apoptose da CEH (Elsharkawy,
Oakley et al. 2005).

Ha evidéncias da importancia de TIMP-1 na sobrevivéncia de CEH. TIMP-1
tem se mostrado ser um inibidor de apoptose de muitas células de mamiferos
ativando cinases de adeséo focal, fosfatidilinositol 3-quinase, ERKs (extracellular
signal-regulated kinases / quinases reguladas por sinal extracelular) e resultando em
regulacao diminuida das vias de morte caspase-dependente de células. Dessa
forma, o tratamento in vitro de CEH em apoptose com TIMP-1 resultou em um efeito
antiapoptotico com atividade reduzida de caspase 3, acrescentando novas provas da
importancia da matriz extracelular para a sobrevivéncia de CEH (Elsharkawy, Oakley
et al. 2005).

Em conjunto, esses estudos sugerem que, com a lesdo hepatica, as CEHs
sado ativadas e estimuladas a secretar grandes quantidades de colageno tipo 1 e
TIMP-1. Estes agem para proteger a célula da apoptose e manter o ambiente
fibrogénico através da acdao com as integrinas. Com a resolucdo da fibrose, os sinais
de sobrevivéncia das CEHs sao removidos e as CEHs sofrem apoptose. Isso, entdo
remove a fonte de TIMP, com o consequente aumento da atividade de MMP e
posterior remocao de sinais de sobrevivéncia das CEH, levando-as a apoptose e a
regeneracao do figado (Elsharkawy, Oakley et al. 2005).

As integrinas também tém se mostrado importantes para sobrevivéncia das
CEHs. Apo6s a ativacédo, as CEHs expressam quantidades crescentes de integrinas
avp3. A inibicdo dessa integrina por anticorpo especifico ou RNA de interferéncia
resultou na apoptose das CEHs associadas a uma reducao na razao Bcl-2/Bax, bem
como um aumento na atividade de caspase 3 (Elsharkawy, Oakley et al. 2005).

Uma vez que foi demonstrado que as células-tronco e células mononucleares
totais de medula éssea podem contribuir para a regeneracao e diminuicao da fibrose
hepatica (Carvalho, Lira et al. 2010), esse estudo visou investigar as CEHs ativadas
e a apoptose das células hepaticas nas etapas de progressao da fibrose induzida
por ligadura de ducto biliar, bem como na regeneracao da fibrose hepatica apds
transplante de células mononucleares de medula éssea. A quantificacdo dessas
CEHs e a apoptose das células do figado nessas fases foram analisadas a fim de
elucidar os efeitos do transplante de células de medula 6ssea no figado com fibrose.



36

6 JUSTIFICATIVA

Atualmente, o Unico tratamento efetivo disponivel para a cirrose é o
transplante de figado. Entretanto, a caréncia de 6rgaos, dentre outros fatores, limita
esse tratamento e leva a necessidade iminente do desenvolvimento de novas
terapias anti-fibréticas. Recentemente, o transplante de células-tronco de medula
Ossea tem sido empregado como terapia celular em diferentes patologias, incluindo
as doencas hepaticas. Dessa forma, compreender os mecanismos de atuacao
dessas células-tronco na regeneracao do figado fibrético € de extrema importancia.

Ja esta bem estabelecido que as CEHs ativadas sdo pecas-chave no
desenvolvimento da fibrose hepatica. Portanto, a quantificacdo dessas CEHs bem
como o estudo da apoptose das células do figado é de grande interesse uma vez
que pretende avancar na compreensdao dos mecanismos de interacdo e modulacéo
das células mononucleares de medula 6ssea sobre as células hepaticas durante a

terapia celular em ratos com fibrose hepatica induzida por ligadura do ducto biliar.
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7 OBJETIVOS

1- Quantificar as CEHSs ativadas no figado com fibrose apos o transplante de células

mononucleares de medula éssea por microscopia de luz.

2- Analisar o processo de apoptose no figado com fibrose apds o transplante de
células mononucleares de medula éssea por microscopia de luz, microscopia

confocal e western blotting.
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8 METODOLOGIA

O protocolo de manuseio e experimentacdo dos animais foi aprovado pelo
Comité de Etica do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro (n.° do protocolo: 239/2008). Todos os procedimentos
seguiram a regulamentacao existente sobre experimentagdo com animais (Marques,
Morales et al. 2009)

8.1 Inducao por ligadura do ducto biliar e transplante de células
mononucleares da medula 6ssea

Ratos Wistar adultos (3 meses de idade) pesando cerca de 300g foram
anestesiados com halotano volatil e, apds a assepsia do campo cirurgico, foi feita
uma incisdo na cavidade peritoneal, com o isolamento do duodeno e do ducto
colédoco (esquema 9: A, B e C). Em seguida foi realizada a ligadura seguida de
resseccdo do colédoco com fio de poliglactina 5-0 (Vycril®, Ethicon -Johnson &

Johnson) (esquema 9: D, E e F).

Apos 14 dias de ligadura do ducto biliar a fibrose hepética esta estabelecida,
e os ratos receberam transplante de células mononucleares de medula déssea

previamente isoladas, através de injecao pela veia jugular.
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Esquema 9: Cirurgia de ligadura do ducto biliar (LDB).

8.2 Isolamento de CMMO de ratos

Os fémures e tibias de ratos Wistar machos de 2 meses de idade foram
dissecados e as epifises, cortadas. Em seguida foi injetado meio de cultura DMEM
(Sigma) com uma agulha de 20G nas extremidades medulares expostas para coleta
das células (esquema 10: A, B, C e D). Apés centrifugacéo a 1.500 RPM por 15 min,
as células foram ressuspendidas em 5 mL de DMEM e submetidas a um gradiente
de centrifugacdao com Ficoll-Hystopaque 1077 (Sigma) a 2.000 RPM por 30 min
(esquema 10: E, F e G). O anel contendo células mononucleares foi coletado e
lavado 6 vezes com DMEM a 1.500 RPM por 8 min. Em seguida, as células foram
contadas em camara de Neubauer e transplantadas nos ratos receptores (Carvalho,
Cortez et al. 2008) com fibrose hepatica em um ndimero de 2 x 107 células.
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Esquema 10: Isolamento de CMMO de ratos (Carvalho 2008).



8.3 Grupos experimentais

Os animais foram divididos como se segue (n = 5 em cada grupo) (esquema 11):

Grupo 1 — ratos Wistar normais com 4 meses de idade.

Grupo 2 - ratos que foram submetidos a cirurgia de LDB para inducao de fibrose

hepatica e sacrificados apés 14 dias.

Grupo 3 - ratos que foram submetidos a cirurgia de LDB para inducao de fibrose

hepatica e sacrificados apds 21 dias.

Grupo 4 - ratos que foram submetidos a cirurgia de LDB para inducao de fibrose
hepatica, receberam injecdo de células mononucleares de medula éssea (CMMO)
pela veia jugular no 14° dia apds a cirurgia, e foram sacrificados 7 dias apds o
transplante de células, totalizando 21 dias de fibrose hepatica. Esse grupo foi

comparado diretamente com o grupo 3.

Indugao de fibrose

Grupos controle: fibréticos (ndo receberam transplante de CMMO) (2 e 3}

{LDB}
obtencio de
l fibrose
Dia 0 142 dia 21° dia
Dia0 72 dia

Grupos fibroticos + Transplante CMMO {4} |

Esquema 11:

Organizagao dos grupos controle e com fibrose hepatica.
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8.4 Expressao e quantificacao de a-SMA

Apbs o sacrificio dos animais, os figados foram coletados, fixados em
paraformaldeido a 4% durante 3 dias, lavados em agua corrente por 1h e incubados
em séries crescentes de alcool para desidratacéo por 30 min cada (30%, 50%, 70%,
90% e duas séries de 100%). A clarificacao foi realizada em duas séries de xilol por
30 min, seguida de imersdo no primeiro banho de parafina por 30 min, segundo
banho de parafina por 1h e finalmente a inclusdo em parafina. Apdés a microtomia
dos blocos, os cortes de 5 um foram aderidos em Iaminas silanizadas.

Os cortes do tecido hepatico foram processados para imunoperoxidase,
iniciando com incubacado com o anticorpo primario monoclonal anti-a-SMA de rato
obtido em camundongo (Santa Cruz Biotechnology) por 2h. A reacdo antigeno-
anticorpo foi revelada através do kit DAKO LSAB (Labelled Streptavidin-Biotin), que
fornece o anticorpo biotinilado, estreptavidina peroxidase e o cromdgeno
diaminobenzidina (DAB). Em seguida, as laminas foram coradas com hematoxilina,
montadas com Entellan (Sigma) e observadas ao microscépio de luz (esquema 12
A). As imagens foram capturadas mostrando as CEH ativadas e miofibroblastos,
positivos para a-SMA em castanho (esquema 12 B) e 0s grupos experimentais foram
quantificados com o auxilio do software Image-Pro Plus, que identifica e quantificam
as areas positivas para a-SMA em preto e branco, os pontos brancos representam a
marcacdao de ao-SMA (esquema 12 C). Os numeros foram expressos como
porcentagem de area marcada para a-SMA, e as diferencas entre os grupos foram

analisadas com o programa Graph Pad Prism 5.0.

Esquema 12: Quantificagdo de a-SMA. Imagem obtida no microscépio de luz (A),
fotografada e mostrando positivo para a-SMA em castanho (B) e analisada no programa
Image-Pro Plus que identifica e quantifica as areas positivas para a-SMA em preto e branco
(C).
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8.5 Deteccao de apoptose

8.5.1 Por imunoperoxidase

Para a avaliacdo de apoptose, os cortes do tecido hepatico previamente
incluido em parafina foram imunomarcados com o anticorpo primario policlonal anti-
Caspase-3 (fator apoptético) de rato obtido em cabra (Santa Cruz Biotechnology). A
reacdo antigeno-anticorpo foi revelada através do kit DAKO LSAB (Labelled
Streptavidin-Biotin), que fornece o anticorpo biotinilado, estreptavidina peroxidase e
o cromogeno diaminobenzidina (DAB). Em seguida, as laminas foram coradas com
hematoxilina, montadas com Entellan (Sigma) e observadas ao microscépio de luz.

8.5.2 Por imunofluorescéncia com dupla marcacao

Para a andlise da apoptose em CEH ativadas e miofibroblastos, foi realizada
a imunofluorescéncia com dupla marcacdo para a-SMA e Caspase-3. Apds o
sacrificio dos animais, os figados foram coletados, congelados e preservados em
nitrogénio liquido. Apds inclusdo com resina hidrofilica Tissue Tek, foram realizados
cortes de 10 um no criostato, aderidos em laminas silanizadas e fixados em acetona
PA por 10 min. Em seguida, os cortes foram lavados com PBS-BSA (albumina de
soro bovino) 1% por 3 vezes, incubados com PBS-BSA 5% por 1 hora, e incubados
com anticorpos primarios anti-a-SMA de rato obtido em camundongo e anti-
Caspase-3 de rato obtido em cabra (ambos Santa Cruz Biotechnology) overnight.
Apos incubagdo com PBS-BSA 5%, foram adicionados os anticorpos secundarios
anti-camundongo conjugado com Alexa 488 (verde) e anti-cabra conjugado com
Alexa 555 (vermelho) por 1h. Apds a lavagem com PBS, os ndcleos foram corados
com DAPI e as laminas foram montadas com SlowFade (Invitrogen). Os cortes foram
observados no microscopio confocal de varredura a laser LSM META (Zeiss).



44

8.5.3 Processamento para Western blotting

Fragmentos de figado (100 mg) dos grupos experimentais foram lisados em
Tampao de Lise contendo 1% triton x-100, 100mM tris (pH 7,4), 100mM pirofosfato
de sédio, 10mM EDTA, 10mM vanadato de sdédio, e inibidores de proteases PMSF e
aprotinina. Os fragmentos foram macerados mecanicamente e depois dissociados
em sonicador. Apés centrifugacdo a 10.000 RPM por 10 min, o sobrenadante foi
coletado. Ap6s dosagem de proteinas totais pelo método BCA, foi adicionado o
tampao de amostra e as amostras foram mantidas a -20° C até a analise.

As proteinas foram separadas em gel de poliacrilamida a 12% por 1h a 150V.
Ap6s a corrida, as proteinas foram transferidas a uma membrana de PVDF (Bio-
Rad) por 1h a 15V. Apds a transferéncia, a membrana foi bloqueada overnight com
solucdo de PBS e Tween 20 a 0,1% (TBS) contendo albumina a 5%. Em seguida, a
membrana foi incubada overnight com o anticorpo primario policlonal anti-caspase 3
de rato obtido em cabra (Santa Cruz Biotechnology) 1:500 diluido em TBS. Apds
lavagem da membrana com TBS 3x, foi adicionado o anticorpo secundario
biotinilado anti-cabra (Invitrogen) 1:10.000 em TBS por 1h. A membrana foi
novamente lavada com TBS 3x e incubada com estreptavidina-peroxidase
(Invitrogen) 1:10.000 em TBS por 1h. Finalmente, a membrana foi incubada por 5
min com a solugdo quimioluminescente contendo peroxido de hidrogénio — ECL
(Thermo). A membrana foi exposta a um filme fotografico em camara escura e, apés
a revelacao, as bandas obtidas pela reagédo das regiées quimioluminescentes com o
filme foram analisadas por densitometria no programa Photoshop CS. Os numeros
obtidos foram definidos como unidades arbitrarias.

8.6 Analises estatisticas

Os resultados foram apresentados como a média * desvio-padrado. Diferencas
entre os grupos foram analisadas pelo teste estatistico ANOVA seguido de po6s-teste
de Tukey no programa GraphPad Prism 5.0, utilizando indice de significancia
P<0.05.
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9 RESULTADOS

9.1 Analise quantitativa de células estreladas hepaticas/miofibroblastos

No figado normal (figura 1a), a expresséo de a-SMA é observada somente na
tunica média dos vasos portais e das veias centrolobulares. Apés 14 dias de LDB
sdo observadas inumeras células expressando a-SMA, localizadas nos espagos
perisinusoidais (células estreladas hepéticas ativadas) e nos espacos porta
(miofibroblastos), onde se formam os septos fibrosos ricos em colageno
caracteristicos da fibrose hepatica (figura 1b). Ja esta estabelecido que no modelo
de LDB, nessas regides portais também ocorre intensa proliferacdo de colangiocitos
dos ductos biliares, juntamente com a deposicdo de matriz extracelular nos septos.
Essas caracteristicas continuam a progredir nos figados obtidos 21 dias apds a LDB
(figura 1c), que apresentam também aumento da expressao de a-SMA em torno dos
ductos biliares nas areas portais. Entretanto, os figados de animais que receberam
transplante de CMMO (figura 1d), apresentaram menor expressao de a-SMA que os
de animais com 14 e 21 dias de LDB, com aspecto semelhante ao figado normal.

A quantificagcdo no programa Image Pro Plus demonstrou que os figados com
fibrose obtidos apds 14 dias da LDB apresentaram niveis significativamente mais
elevados de a-SMA (3,66 £ 1,08) em comparacao com figados normais (0,26 + 0,12)
(figura 2). Entretanto, os figados de ratos com fibrose tratados com CMMO exibiram
significativamente menos a-SMA (0,43 + 0,38) do que os de ratos com fibrose de 21
dias (4,23 + 1,15), p <0,05.
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Figura 1: Imunoperoxidase para expressdao de a-SMA. No grupo de animais de figado
normal (a), a expressao de a-SMA é observada somente na tunica média dos vasos portais
e das veias centrolobulares. No grupo de animais de 14 dias de LDB (b), aumento da
expressao de a-SMA é observada nos espacos perisinusoidais (CEHs ativadas/setas). No
grupo de animais de 21 dias apés a LDB (c), é observado aumento da expressao de a-SMA
nas areas portais (miofibroblastos/setas). No grupo de animais que receberam transplante
de CMMO (d), observou-se menor expressao de a-SMA, semelhante ao figado normal.
Objetiva 40X.
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Figura 2: O grupo de animais apds 14 dias da LDB apresentaram niveis significativamente
mais elevados de a-SMA (3,66 £ 1,08) em comparagao com o0 grupo de animais normais
(0,26 £ 0,12). No grupo de animais com fibrose tratados com CMMO exibiram
significativamente menos a-SMA (0,43 + 0,38) em comparagdo com 0 grupo de animais
apés 21 dias da LDB (4,23 £ 1,15), p <0,05.
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9.2 Imunoperoxidase para Caspase-3

No figado normal (figura 3a), ha pouca expressao de caspase-3, distribuida
pelo parénquima hepatico organizado. No figado com fibrose obtida 14 dias apo6s a
LDB (figura 3b), ocorre maior expressao de caspase 3 em hepatocitos e em células
sinusoidais, acompanhada da desorganizacao do parénquima hepatico e de regiao
com fibrose. No figado com fibrose obtido 21 dias ap6s a LDB (figura 3c), observa-
se marcacao de caspase semelhante ao figado obtido 14 dias ap6s a LDB. No
entanto, o figado dos animais com 14 dias de fibrose hepética que receberam
CMMO e foram sacrificados apds 7 dias apresentou aumento da expressdo de
caspase-3 em hepatdcitos, em comparacdo com o0s grupos anteriores (figura 3d).
Objetiva 40X.
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Imunoperoxidase para caspase-3

Figura 3: Imunoperoxidase para caspase-3 por microscopia de luz (comparagao entre os
grupos). O grupo normal mostrou pouca expressao de caspase-3 (a). No grupo obtido 14
dias apos a LDB, ocorreu expressao de caspase 3 em hepatécitos e em algumas células
sinusoidais, acompanhada da desorganizacao do parénquima hepatico préximo a area de
fibrose (b/seta). No grupo obtido 21 dias apds a LDB, observou-se marcagao de caspase-3
no parénquima hepatico (c). No grupo de animais de 14 dias de LDB que receberam
transplante de CMMO (d), foi observado aumento acentuado da expressao de caspase-3
principalmente em hepatécitos em comparacdo com os grupos anteriores (a e b). Objetiva
40X.
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9.3 Western blotting para caspase 3

A analise das proteinas no figado normal demonstrou pouca expressao de
caspase-3, conforme observado em microscopia de luz e fluorescéncia. No figado
com fibrose obtido 14 dias apds a LDB ocorreu aumento no contetdo de caspase-3.
Entretanto, no figado fibrético obtido apés 21 dias de LDB o conteudo para caspase-
3 esta diminuida. O figado de ratos com 14 dias de fibrose hepatica que receberam
CMMO e foram sacrificados apds 7 dias demonstrou aumento significativo no
conteudo de caspase-3 em comparagcao com o grupo de 21 dias de LDB (figura 4).

No grafico podemos corroborar os resultados do western blotting, onde o
figado normal apresentou niveis baixos de caspase-3 (0,045 + 0,012), os figados de
ratos com fibrose hepatica apds 14 dias de LDB apresentaram um aumento no nivel
de caspase-3 (0,096 + 0,019), os figados de ratos com fibrose hepatica apos 21 dias
de LDB apresentaram diminuicéo do nivel de caspase-3 (0,064 + 0,036) e os figados
de ratos com fibrose tratados CMMO exibiram significativamente maior conteido de
caspase-3 (0,222 + 0,070) (figura 4).
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Western blotting para caspase 3
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Figura 4: Western blotting para caspase 3. O grupo de animais apés 14 dias da LDB
apresentaram niveis significativamente mais elevados de caspase-3 (0,096 £ 0,019) em
comparagdo com o grupo de animais normais (0,045 + 0,012). No grupo de animais com
fibrose tratados com CMMO exibiram niveis significativamente mais elevados de caspase-3
(0,222 = 0,070) em comparacdo com o grupo de animais apés 21 dias da LDB (0,064 *
0,036), p <0,05.
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9.4 Imunofluorescéncia com dupla marcacao para a-SMA e caspase-3

O figado normal (figura 5a) mostrou pouca expressdao de caspase-3
(vermelho). No figado fibrético obtido apds 14 dias de LDB (figura 5b), observa-se o
aumento da expressao de caspase-3, semelhante ao figado fibrético apés 21 dias da
LDB (figura 5c). No figado dos animais com 14 dias de fibrose hepatica que
receberam CMMO e foram sacrificados apdés 7 dias foi observado aumento
acentuado da expressao de caspase-3 (figura 5d).

No figado normal (figura 6a), ha pouca expressdo de a-SMA (verde), em
vasos portais e veias centrolobulares, bem como de Caspase-3 (vermelho). No
figado fibrético obtido apés 14 dias de LDB (figura 6b), observa-se aumento da
expressao de a-SMA e da expressao de caspase-3, semelhante ao figado fibrético
apds 21 dias da LDB (figura 6c¢). No figado dos animais com 14 dias de fibrose
hepatica que receberam CMMO e foram sacrificados ap6s 7 dias foi observado
aumento acentuado da expressao de caspase-3 (figura 6d), conforme observado na
microscopia de luz, e coexpressdo de a-SMA e caspase-3 em algumas células das
regides perisinusoidais e portais, indicando apoptose de células estreladas hepaticas
e miofibroblastos (figuras 7 a e b). Esses resultados da expressao de a-SMA e

caspase-3 podem ser comparados entre 0s grupos experimentais nas figuras 6 e 7.
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Imunofluorescéncia para expressao de caspase-3
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Figura 5: Imunofluorescéncia para expressdo de caspase-3 (vermelho) observada no
microscopio confocal, para comparagao entre os grupos. Os nucleos foram corados com
DAPI (azul). O grupo normal mostrou pouca expressao de caspase-3 (a). O grupo obtido 14
dias apés a LDB (b), mostrou aumento da expressado de caspase 3, semelhante ao grupo
obtido 21 dias ap6s a LDB (c). No grupo de animais de 14 dias de LDB que receberam
transplante de CMMO (d), foi observado aumento acentuado da expressao de caspase-3 em
hepatécitos em comparagdo com 0s grupos anteriores.
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Imunofluorescéncia para expressao de a-SMA e caspase-3

Figura 6: Imunofluorescéncia para expressdo de a-SMA (verde) e caspase-3 (vermelho)
observada no microscépio confocal, para comparagao entre os grupos. Os nucleos foram
corados com DAPI (azul). O grupo normal mostrou expressao de a-SMA apenas em vasos
(a). No grupo obtido 14 dias apés a LDB (b), observa-se aumento da expressao de a-SMA
no parénquima hepatico e pouca expressao de caspase-3, semelhante ao figado fibrético
obtido apo6s 21 dias de LDB (c). No grupo de animais de 14 dias de LDB que receberam
transplante de CMMO (d), foi observado expressdao de a-SMA e aumento acentuado da

expressao de caspase-3 em hepatécitos em comparagdo com 0s grupos anteriores.
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Imunofluorescéncia mostrando a coexpressao de a-SMA e caspase-3

Figura 7: Imunofluorescéncia mostrando a coexpressdao de a-SMA (verde) e caspase-3
(vermelho) observada no microscépio confocal no grupo de animais com 14 dias de fibrose
hepética que receberam CMMO e foram analisados ap6s 7 dias. Os nucleos foram corados
com DAPI (azul). Os insets de cada imagem mostram a coexpressao de a-SMA e caspase-3
em algumas células das regides portais e perisinusoidais, indicando apoptose de

miofibroblastos / células estreladas hepaticas ativadas (a e b).
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10 DISCUSSAO

No estudo realizado, n6s estabelecemos a fibrose hepatica através do modelo
de cirurgia de ligadura do ducto biliar (LDB) em ratos. Essa técnica tem sido
empregada nos estudos de patologias hepéaticas, devido a facil obtencédo da fibrose
por uma rapida e simples intervengao cirdrgica, sendo uma excelente ferramenta
que mantém o quadro patoldégico induzido sem o uso cronico de drogas
hepatotdxicas (Glaser, Gaudio et al. 2009).

O modelo de LDB que utilizamos manteve assim a lesdo crénica mesmo apdés
o transplante de células mononucleares de medula éssea (CMMO). Nos figados com
fibrose obtidos 14 e 21 dias ap6s a LDB, observamos um aumento evidente na
expressao de alfa actina de musculo liso (a-SMA) em areas de espacos porta e
perisinusoidais. Nas regides de espaco porta, essa expressao de a-SMA
acompanhou a matriz extracelular rica em colageno que forma os septos fibrosos.
Como ja esta descrito anteriormente para o modelo de LDB (Guyot, Lepreux et al.
2006; Lefkowitch 2007; Friedman 2008), também observamos intensa proliferacao
de ductos biliares nessas regides portais onde se desenvolvem os septos (Carvalho,
Lira et al. 2010).

Sabe-se que as células que expressam a-SMA na fibrose hepatica podem ter
duas origens: (a) nos espacos perisinusoidais ou de Disse, sao as células estreladas
hepaticas (CEH) que se tornam ativadas apo6s o estimulo inflamatério; e (b) nos
espacos porta, essa expressao ocorre a partir da diferenciacdao de fibroblastos
portais em miofibroblastos. Esse padrao diferencial de expressdo de a-SMA pode
explicar pequenas diferengcas observadas na deposicdo de matriz nessas duas
regides, bem como diferencas na regeneracao hepatica (Guyot, Lepreux et al. 2006).

No entanto, observamos que 7 dias apo6s o transplante de CMMO, ocorreu
diminuicao significativa da expressao de a-SMA nas areas de espacos porta bem
como nos espacos perisinusoidais de figados fibréticos, acompanhada de melhora
da citoarquitetura hepatica. Trabalho anterior do nosso grupo demonstrou que o
transplante dessas células esta relacionado com a diminuicdo significativa da
expressdao de colageno no parénquima hepatico, e com a melhora dos niveis
plasmaticos de transaminases oxaloacética e pirlvica, e de fosfatase alcalina,

resgatando a fungcédo hepatica comprometida (Carvalho, Lira et al. 2010). Os dados
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do presente trabalho demonstraram que CMMO contribuem para a regeneracéo
hepatica, uma vez que estdo relacionadas com a diminuicdo significativa da
expressdao de a-SMA, um marcador de células responsaveis pela fibrose
(miofibroblastos e células estreladas hepaticas ativadas).

Nossos resultados sobre a andlise da expressdo de caspase-3 por
imunoperoxidase mostraram que no figado normal, essa expressado é reduzida a
alguns hepatécitos, estando relacionada ao turnover fisiologico dessas células, o
que esta de acordo com trabalhos anteriores (Schulze-Bergkamen, Schuchmann et
al. 2006). Entretanto, 14 e 21 dias ap6s a LDB, essa expressdo parece mais
frequente em hepatocitos e em algumas células dos sinusoides de areas restritas do
parénquima hepatico. Apdés o transplante de CMMO, observamos um aumento
expressivo de caspase-3 nos hepatécitos e em algumas células dos sinuséides.
Essa expressdo pode estar relacionada com a apoptose de células responsaveis
pela génese e progressdao da fibrose hepatica, as CEH ativadas nos espacos
perisinusoidais, e os miofibroblastos nos septos fibrosos nas regides periportais.
Conforme trabalho anterior do nosso grupo, foi descrito que o transplante de CMMO
também esta relacionado com a reducdo dos ductos biliares, os quais sofreram
extensa proliferagdo anteriormente em resposta a LDB, e com a restauracdo da
arquitetura normal das areas portais (Carvalho, Lira et al. 2010).

A dupla-marcagcdo para caspase-3 e a-SMA permitiu confirmar por
microscopia confocal que as células fibrogénicas apresentaram esse marcador
apoptdtico no grupo que recebeu transplante de CMMO. A coexpressao de caspase-
3 e a-SMA foi observada principalmente em células nas areas portais dos figados
desses animais, demonstrando que os miofibroblastos dessas regides podem estar
sofrendo apoptose. A apoptose de células fibrogénicas é considerada como um fator
decisivo para o inicio da regeneracao hepatica (Elsharkawy, Oakley et al. 2005).

A analise por western blotting confirmou os resultados obtidos por
imunoperoxidase, onde o figado normal apresentou conteudo basal de caspase-3.
Ap6s 14 dias de inducdo da fibrose hepatica por LDB, observamos aumento no
conteudo de caspase-3. Esse aumento estd relacionado com os estimulos
inflamatoérios que ocorrem logo apds a inducdo da lesédo, que levam a ativagéo de
mecanismos apoptéticos por diferentes células do parénquima hepatico, seguida de
desorganizacao da citoarquitetura e substituicdo por areas de septos fibrosos nas

regides periportais, e acumulo de matriz extracelular nos espacos perisinusoidais
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(Gieling, Burt et al. 2008; Brenner 2009; Parola e Pinzani 2009). Entretanto, 21 dias
apés a LDB, observamos que o conteudo de caspase-3 esta diminuido,
provavelmente porque a fase inflamatéria inicial deu lugar a fase tardia, com
estabelecimento de novas populacdes celulares fibrogénicas como miofibroblastos e
CEH ativadas que, com a progressao da fibrose hepatica, se tornam resistentes a
apoptose. Esse cenario foi invertido no grupo com fibrose hepatica que recebeu o
transplante de CMMO, no qual foi observado aumento significativo na expressao de
caspase-3.

A microscopia confocal demonstrou que parte do aumento da expressao de
caspase-3 se deve a apoptose de miofibroblastos, os quais coexpressam a-SMA e
caspase-3 no grupo tratado com CMMO. Entretanto, foi observado por microscopia
de luz que outras células, como hepatocitos e células sinusoidais, também
expressam caspase-3. A apoptose dessas células no grupo tratado pode ser devido
a um mecanismo de remodelamento hepatico, com a substituicdo de hepatdcitos
morfofuncionalmente prejudicados por novos hepatdcitos durante a regeneracao
hepatica induzida por CMMO (Alison, Islam et al. 2009).

Portanto, podemos concluir que o transplante de células mononucleares de
medula 6ssea diminuiu significativamente a expressao a-SMA em figado fibrético de
ratos apds a ligadura do ducto biliar. Provavelmente, as CMMO podem secretar
fatores que modulam a inflamacao no figado durante a fibrose hepatica, levando a
uma reducéao na liberacao de citocinas inflamatérias a qual por sua vez pode afetar o
ciclo celular de miofibroblastos e células estreladas ativadas, induzindo a apoptose
(Marra, Aleffi et al. 2009).
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11 CONCLUSAO

1. O transplante de células mononucleares de medula O6ssea diminuiu
significativamente a expressado de a-SMA no figado de ratos com fibrose hepética
apoés a ligadura do ducto biliar, contribuindo para a regeneracéao hepatica devido a
baixa expressdo de células fibrogénicas (células estreladas ativadas /

miofibroblastos).

2. Os animais com fibrose hepatica e transplantados com células mononucleares de
medula 6ssea apresentaram células coexpressando a-SMA e caspase-3 no figado, o
que esta relacionado a morte de células fibrogénicas e consequente remodelamento

do parénquima hepético.
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