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RESUMO

CARVALHO, Simone Nunes de. Andlise da expressdo de laminina durante o
transplante de células mononucleares de medula 6ssea em ratos hepatectomizados.
2008. 80 f. Dissertagao (Mestrado em Ciéncias - Biologia Humana e Experimental) -
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

A medula 6ssea adulta possui duas populagdes de células-tronco importantes
no tratamento de diversas doencas hepaticas: células-tronco hematopoiéticas
(CTHs) e células-tronco mesenquimais. A regeneracdo do figado apds a
hepatectomia é um processo complexo que requer a proliferacdo de todas as células
hepaticas. Fatores de crescimento, citocinas e componentes da matriz extracelular
sao elementos-chave nesse processo. As lamininas sao uma familia de proteinas de
matriz extracelular, com fungdes adesivas e quimiotaticas pelo recrutamento de
integrinas e outros receptores de superficie celular. No figado normal, a laminina é
expressa nas veias porta e centrolobular. O objetivo desse estudo foi investigar a
expressado de laminina durante a regeneragdo hepatica induzida por hepatectomia
parcial e apos o transplante de células mononucleares de medula 6ssea. As células
mononucleares de medula 6ssea foram obtidas dos fémures e tibias de ratos,
isoladas, marcadas com DAPI e injetadas pela veia porta em ratos recém-
hepatectomizados. Os figados foram coletados 15 minutos, 1 dia e 3 dias apds a
hepatectomia e o transplante de células de medula 6ssea e congelados. Os cortes
foram imunomarcados com anticorpos primarios anti-CD34 e anti-laminina de rato e
observados em microscopio confocal de varredura a laser. Os resultados mostraram
que 15 minutos apds a hepatectomia parcial, as células-tronco hematopoiéticas
CD34+ transplantadas foram encontradas em contato com a laminina localizada nas
veias porta e centrolobular, indicando que a laminina poderia participar na adesao
inicial das células-tronco a esses vasos logo apds o seu transplante. Além disso, 1 e
3 dias apdés a hepatectomia, as células mononucleares de medula O&ssea
transplantadas foram observadas nos sinusoides hepaticos expressando laminina.
Esses resultados sugerem que a laminina pode ser um componente da matriz
extracelular importante para a adesao e enxerto de células de medula 6ssea no
figado ap6s uma lesdo. N6s também analisamos a expressdo de osteopontina
(OPN) em células de medula 6ssea e CTHs. Os resultados por microscopia confocal
demonstraram que a maioria das células mononucleares de medula éssea recém-
isoladas expressa quantidades variaveis de OPN. Além disso, algumas CTHs CD34"
também expressam OPN. Apds 1 e 4 dias de cultura, observamos uma diminuigao
de células expressando CD34, e um aumento na expressdao de OPN pelas células
mononucleares de medula éssea.

Palavras-chave: Hepatectomia parcial. Regeneracao hepatica. Células mononucleares
de medula éssea. Laminina. Osteopontina.



ABSTRACT

The adult bone marrow retains two populations of stem cells with emerging
importance for the treatment of diverse liver diseases: hematopoietic stem cells
(HSCs) and mesenchymal stem cells. Liver regeneration after partial hepatectomy is
a complex process that requires the proliferation of all hepatic cells. Growth factors,
cytokines and extracellular matrix molecules are key elements in this process.
Laminins are a family of heterotrimeric extracellular matrix proteins with adhesive and
chemotactic functions, through recruitment of integrins and other cell surface
receptors. In the normal liver, laminin is expressed in portal and centrolobular veins.
The aim of this study was to investigate laminin expression during liver regeneration
induced by partial hepatectomy and after bone marrow mononuclear cells
transplantation. Rat bone marrow mononuclear cells were obtained from tibias and
femurs, isolated, stained with DAPI and injected in immediately hepatectomyzed rats
via portal vein. Livers were collected 15 minutes, 1 day and 3 days after hepatectomy
and bone marrow cells transplantation and frozen. Liver sections were
immunolabeled with mouse anti-rat CD34 and rabbit anti-rat laminin primary
antibodies and observed under a Laser Scanning Confocal Microscope. Results
showed that 15 minutes after partial hepatectomy, transplanted CD34" HSCs were
found in contact with laminin, which was localized principally in portal and
centrolobular veins of rat livers, indicating that laminin could participate in stem cell
initial attachment to these vessels soon after their transplantation. Furthermore, 1
and 3 days after hepatectomy, transplanted bone marrow mononuclear cells were
found in the hepatic sinusoids expressing laminin. These results suggest that laminin
could be an important extracellular matrix component for bone marrow cell adhesion
and grafting in the injured liver. We also analyzed osteopontin (OPN) expression in
bone marrow mononuclear cells and HSCs. Results by confocal microscopy showed
that the most freshly isolated bone marrow mononuclear cells express variable
amounts of OPN. Furthermore, some CD34" HSCs also expressed OPN. After 1 and
4 days in culture, we observed a decrease in CD34" cells, and an increase in OPN
expression in bone marrow mononuclear cells.

Keywords: Partial hepatectomy. Hepatic regeneration. Bone marrow mononuclear
cells. Laminin. Osteopontin.
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INTRODUCAO

1 HISTOLOGIA DO FIGADO

O figado é um oOrgao associado ao tubo digestivo, situado a direita na
cavidade abdominal e abaixo do diafragma. Nesse 6rgdo, os nutrientes absorvidos
no tubo digestivo sdo processados e armazenados, para posteriormente serem
transportados pela circulacdo sanguinea e utilizados por outros 6rgaos, constituindo,
portanto, uma interface entre o sistema digestivo e o sangue. A maior parte do
sangue chega ao figado pela veia porta (cerca de 70%), contendo 0s nutrientes
absorvidos no tubo digestivo. A veia porta também traz o sangue proveniente do
pancreas e do baco. O restante é suprido pela artéria hepética, que traz o sangue
oxigenado pelos pulmbes (esquema 1). Além disso, os lipidios complexos (ou
quilomicrons) sdo nutrientes que, ap0s serem absorvidos pelo sistema digestivo,
chegam ao figado através dos vasos linfaticos. Assim, o figado ocupa uma posi¢cao
estratégica no sistema circulatério, ideal para captar, transformar e armazenar
metabodlitos e para neutralizar e eliminar substancias toxicas produzidas ou
absorvidas pelo organismo. Essa eliminacdo ocorre na bile, uma secrecao exoécrina
do figado, importante também para a digestdo de lipideos. Outra funcdo essencial
do figado é a sintese de proteinas plasméticas, importantes para a homeostase
sanguinea, como a albumina e outras proteinas carreadoras (Kmiec 2001, Junqueira
e Carneiro 2004, Malarkey et al. 2005).

O figado é revestido externamente por uma camada delgada de tecido
conjuntivo (capsula de Glisson). Esse tecido conjuntivo se torna mais espesso no
hilo hepatico, que € por onde penetram a veia porta e a artéria hepatica e por onde
saem o0s ductos hepaticos e linfaticos. O tecido conjuntivo reveste esses vasos e
ductos até o final de sua extensdo, em estruturas denominadas espagos porta
(esquema 1), onde é formada uma rede delgada de fibras reticulares, composta
principalmente de colageno tipo | e lll, que sustenta os hepatdcitos (principal célula
do figado) e as células endoteliais dos capilares sinusoides (Kmiec 2001, Junqueira
e Carneiro 2004, Malarkey et al. 2005).

Os hepatdcitos (do grego hepar, figado, + kytos, célula), componentes

estruturais basicos do figado, s&do células epiteliais agrupadas em placas
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interconectadas nos l6bulos hepaticos, muito evidentes no figado de suinos, onde
esses I6bulos estdo separados por uma camada espessa de tecido conjuntivo, e
menos evidente em humanos, camundongos e ratos (esquema 1). O hepatécito &
uma célula altamente versétil e de metabolismo intenso, com muitas mitocondrias e
reticulo endoplasmético (RE) liso e rugoso bem desenvolvido. Os espacos porta
estdo presentes nas periferias dos Iébulos, e sdo constituidos de um ramo da veia
porta, um ramo da artéria hepatica, um ducto do sistema de ductos biliares, vasos
linfaticos e nervos. Os ductos biliares sdo constituidos de epitélio cubdide e
transportam a bile, sintetizada pelos hepatécitos, em direcdo ao ducto hepético para
ser armazenada na vesicula biliar (esquema a 1). Os vasos linfaticos transportam a
linfa, que eventualmente entra na circulacdo sanguinea (Wake 1999, Kmiec 2001,
Junqueira e Carneiro 2004, Malarkey et al. 2005).

No l6bulo hepético, os hepatdcitos formam placas que se anastomosam, e se
arranjam radialmente, em dire¢cdo ao centro do l6bulo hepético, onde esta a veia
central ou veia centrolobular. O sangue chega ao figado pela veia porta e artéria
hepatica, onde € mais oxigenado e rico em nutrientes, passa pelos capilares
sinusdides entre os cordfes de hepatdcitos e sai do figado pela veia centrolobular,
com baixa concentracdo de oxigénio e contendo metabdlitos para excrecdo. Essa
diferencga regional do figado influencia o metabolismo das células hepéticas e por
isso, a capacidade de regeneracdo no espaco porta € maior do que proximo a veia
centrolobular. Os capilares sinusoides sado revestidos por células endoteliais
fenestradas, formando uma camada descontinua (esquema 2). Essas células
endoteliais estdo separadas dos hepatdcitos adjacentes por uma lamina basal
descontinua e um espaco subendotelial (espaco de Disse), que contém microvilos
dos hepatdcitos (esquema 2). Assim, fluidos do sangue atravessam a parede
endotelial e entram em contato com os microvilos dos hepatdcitos, facilitando a troca
de macromoléculas entre o limen sinusoidal e os hepatocitos e vice-versa (Martinez-
Hernandez e Amenta 1993, Wake 1999, Kmiec 2001, Malarkey et al. 2005).

Na superficie luminal das células endoteliais dos sinusdides estdo as células
de Kupffer, que sdo macrofagos do figado com funcbes especificas, como
metabolizar eritrocitos velhos e digerir a sua hemoglobina, participar dos processos
imunoldgicos e fagocitar e destruir bactérias que eventualmente chegam pelo
sangue portal a partir do intestino grosso, dai a presenca de muitas células de
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Kupffer proximas aos espacos porta (Junqueira e Carneiro 2004, Malarkey et al.
2005).

Veia sublobular

Lébulo esquerdo
Ligamento falciforme
Artéria hepatica
Veia cava

Veia porta

Espago porta
Lébulo .
hepatico Veia

Lébulo direito centrolobular

A. Artéria hepatica

Triade portal Ducto biliar

Veia porta

Veia centrolobular

— Sinusoides

Canais de Hering

Ducto biliar

Veia porta Triade portal

Artéria hepatica

Esquema 1: Representagdo esquematica do figado. Em (A), a anatomia do figado mostrando os
lobos hepaticos e os principais vasos. (B) l6bulos hepaticos mostrando os espagos porta e a veia
centrolobular. (C) Porcéo do lobulo hepético, mostrando o espaco porta (triade portal), placas de
hepatdcitos, os capilares sinusoéides, o canaliculo biliar e a veia centrolobular (Fonte: Gartner e Hiatt
2007).

No espaco de Disse estdo as células estreladas hepaticas (células de Ito),
que no figado normal armazenam lipidios e vitamina A, sintetizam fatores de
crescimento e citocinas, produzem ou degradam componentes da matriz
extracelular, além de regularem o didametro do Iimen dos sinuséides, e, portanto a
circulacdo sanguinea hepatica. Entretanto, ap6s uma lesdo crdnica (como consumo
de etanol e toxinas), sob estimulo inflamatério as células estreladas hepaticas se
tornam ativadas e proliferam, adquirindo caracteristicas de miofibroblastos, como a
expressdo de alfa-actina de musculo liso. Nessas condi¢des, esses miofibroblastos
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secretam matriz extracelular em excesso e degradam-na ineficientemente,
acarretando no desenvolvimento da fibrose. Posteriormente, o excesso de colageno
acumulado nos espacos de Disse e entre os |I6bulos hepaticos prejudica o contato
entre 0s hepatdcitos e o0s sinusoides hepaticos, acarretando na morte dos
hepatocitos e num processo inflamatorio onde pode ocorrer necrose. Nesse estagio
se desenvolve uma complicacdo da fibrose hepatica, denominada cirrose (Martinez-
Hernandez e Amenta 1995, Fausto 2000, Malarkey et al. 2005, Iredale 2007).

Nas regibes de contato entre as membranas celulares de dois hepatdcitos
existem juncles oclusivas e jungdes comunicantes do tipo gap, e ocorre a
delimitacdo de um espaco tubular com pequenos microvilos no seu interior,
denominado canaliculo biliar, que é a primeira por¢cdo do sistema de ductos biliares
(esquema 2). Esses canaliculos biliares formam uma rede complexa entre o0s
hepatécitos, e se anastomosam ao longo das placas do I6bulo hepético, terminando
no ducto biliar dos espagos porta. Portanto, a bile flui do centro para a periferia do
I6bulo hepatico, onde adentra os ductulos biliares, também chamados Canais de
Hering, que sdo os menores ramos dos ductos biliares do espaco porta (Junqueira e
Carneiro 2004, Malarkey et al. 2005).
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Esquema 2: Detalhe mostrando células do parénquima hepético. Os pontos de juncdo entre dois
hepatécitos apresentam os canaliculos biliares, que transportam a bile. Os corddes de hepatécitos estdo
separados das células endoteliais dos capilares sinusoéides hepaticos pelo espaco de Disse, onde a
matriz extracelular é secretada principalmente pelas células estreladas hepéaticas. As células de Kupffer
sdo macréfagos que residem na luz dos capilares sinusoides. Adaptado de Iredale (2007).
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2 HEPATECTOMIA E REGENERACAO HEPATICA

A perda precipitada de parénquima hepatico geralmente resulta de uma injuria
aguda de origem viral ou quimica, tendo consequéncias prejudiciais que levam a
incapacidade do figado em manter suas funcbes metabdlicas essenciais. Nos
altimos anos, grandes avangos permitiram elucidar a dindmica de citocinas e fatores
de crescimento, seus receptores e moléculas sinalizadoras intracelulares durante o
desenvolvimento e a regeneracédo do figado (Bilir et al. 2000, Iredale 2007).

A faléncia hepética aguda é uma doenca progressiva, com efeitos
devastadores e rapida perda da funcdo hepatica, pelo comprometimento do
parénquima e vasos. O tratamento atual € o transplante de figado, que pode
apresentar complicacbes e acarretar um grande tempo na fila de espera por
doadores compativeis, onde apenas cerca de 40% dos pacientes conseguem um
doador (Bilir et al. 2000, Iredale 2007). O transplante de hepatocitos é uma
alternativa indicada principalmente para defeitos congénitos do metabolismo
hepatico (Najimi e Sokal 2005).

A hepatectomia parcial foi primeiramente descrita em 1931 por Higgins e
Anderson, e envolve a remocao cirtrgica de lobos especificos correspondendo a
aproximadamente dois tercos ou 70% da massa do figado. Os lobos restantes entédo
crescem para compensar a perda de massa hepatica, entretanto os lobos retirados
ndo voltam a crescer (Ogura et al. 2001). A regeneracdo hepética apoés
hepatectomia parcial € um fendbmeno muito complexo e bem-orquestrado, realizado
com a participacdo de diversos tipos celulares hepéticos. Os hepatdcitos, por
exemplo, dividem-se uma ou até duas vezes em um processo que dura de 24h a
48h, e o restante das células hepéticas por 5 dias, quando retornam a quiescéncia.
Esse processo é associado com cascatas de sinalizacdo envolvendo fatores de
crescimento, citocinas, remodelamento de matriz extracelular e varios mecanismos
de feedback de sinais estimulatorios e inibitorios relacionados ao crescimento.
Assim, o figado é capaz de restaurar perdas de sua massa e de se ajustar ao
volume inicial do 6rgéo, fornecendo ao mesmo tempo suporte para a homeostase
corporal durante todo esse processo regenerativo (Michalopoulos 2007).

Apos a hepatectomia ocorre um déficit na capacidade metabdlica, induzindo
uma resposta celular e molecular imediata com a liberacdo das citocinas TNF-a

(fator de necrose tumoral alfa), IL-6 (interleucina 6) e dos fatores de crescimento
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como HGF (fator de crescimento do hepatécito), TGF-a (fator de crescimento
transformante alfa) e EGF (fator de crescimento do epitélio). Ha& duas etapas
descritas no processo de regeneracdo. A primeira etapa envolve a transicdo dos
hepatocitos da fase GO para a fase G1 do ciclo celular, mediada por TNF-a e IL-6,
que ativam os fatores de transcricdo NF-kB e STAT3, respectivamente. O nivel de
expressao desses fatores determinara o destino do 6rgéo lesionado, pois séo fatores
de sobrevivéncia que previnem a apoptose, além de ativarem cascatas de
sinalizacdo que levam a proliferacdo celular. Na segunda etapa do processo de
regeneracao, ocorre a progressao das células passando do ponto de restricdo em
G1, se preparando para a mitose, mediada pelos fatores de crescimento HGF, TGF-
a e EGF. Além disso, sédo ativadas cascatas de sinalizagao e ativagao de fatores de
transcricdo como NF-kB e ocorrem mudancas na expressao de genes (Fausto et al.
2006, Hortelano et al. 2007). Acredita-se que essas citocinas e fatores possam ser
usados futuramente como agentes terapéuticos para acentuar a capacidade natural
de regeneracao do figado sob injuria, com o objetivo de promover a proliferacdo no

processo regenerativo (Fausto et al. 2006).
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3 MATRIZ EXTRACELULAR: REMODELAMENTO DURANTE A REGENERACAO
HEPATICA

No figado, a matriz extracelular (MEC) €& composta de diversas
macromoléculas como fibronectina, coladgeno, laminina, vitronectina e
proteoglicanas, funcionando como um suporte fisico para células epiteliais e
endoteliais. Além disso, modula a diferenciacdo, migracdo, crescimento celular e
apoptose. No figado, a MEC é encontrada no espaco de Disse, principalmente
composta de colageno dos tipos I, Ill e VI, fibronectina, laminina, entactina e
perlecana. A proteina mais abundante da MEC do figado é a fibronectina, que pode
estar soluvel no plasma ou insoluvel na MEC e ambas as formas séao produzidas por
hepatécitos, sendo secretadas em grandes quantidades em processos de
regeneracao hepatica (Martinez-Hernandez e Amenta 1995, Kumaran et al. 2005).
Componentes selecionados da MEC sofrem rapida reorganizacdo apos lesées
hepaticas extensivas que induzem a regeneracdo, sendo esse um evento chave
para a proliferacdo de hepatécitos durante o0s estagios iniciais criticos da
regeneracao hepéatica (Kumaran, V. et al., 2005).

3.1 Colageno

O colageno consiste de uma classe heterogénea de proteinas, que exerce
diferentes funcgdes, principalmente estruturais. Atualmente cerca de 20 tipos de
colagenos foram caracterizados, exibindo diferentes propriedades mecéanicas e
funcionais. Colagenos do tipo I, Il e lll sGdo os mais abundantes em humanos e
formam fibras responsaveis pela for¢a de tensdo do tecido (Rosso et al. 2004, Kar et
al. 2006).

O colageno produzido pelos fibroblastos € a principal proteina estrutural da
matriz extracelular. Todos os tipos de colageno contém trés cadeias polipeptidicas
alfa, que formam uma molécula helicoidal tripla. Os diferentes tipos de colageno
podem ter cadeias curtas ou longas e formar fibrilas, filamentos ou redes. No espaco
de Disse do figado, h4 uma camada de tecido conjuntivo préxima aos sinusoides

endoteliais, na qual os principais tipos de colagenos presentes sao I, lll, V e VI,
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secretados principalmente pelas células estreladas hepaticas. Esse tecido conjuntivo
esta em continuidade a matriz extracelular nos septos, espacgos porta, lébulos e
veias centrolobulares, funcionando como suporte ao parénquima hepatico. O
colageno IV participa da formacdo das membranas basais na maioria dos tecidos.
Entretanto, embora as células endoteliais do figado normal ndo formem uma
membrana basal, o colageno IV pode ser encontrado ao redor dos sinuséides em
depositos livres (Martinez-Hernandez e Amenta 1995, Kar et al. 2006, Iredale 2007).

Logo apOs a hepatectomia parcial, ocorre um leve aumento na sintese de
coldgeno, e diminui a sua degradacdo. No final da regeneracdo hepatica em ratos
(14 dias) os niveis de colageno sdo semelhantes aos do figado normal (Yamamoto
et al. 1995, Wack et al. 2001).

3.2 Fibronectina

A fibronectina, uma proteina de matriz extracelular que contém uma
sequéncia RGD (arginina—glicina—aspartato) de ligacdo a diversas integrinas, esta
implicada na migracéo, adesao, proliferacéo e diferenciacdo celular. A expressao de
fibronectina é abundante no espaco de Disse do figado, e aumenta gradativamente
nos 4 dias apés a hepatectomia (Wack et al. 2001).

3.3 Laminina

As lamininas compdem uma familia de glicoproteinas heterotriméricas
compostas de cadeias a, B e y, primariamente localizadas em membranas basais,
mas também em alguns compartimentos mesenquimais. As lamininas podem formar
redes e filamentos, e ligar-se as integrinas e outros receptores na superficie celular.
Essas atividades determinam a adesdo, migracdo e diferenciacdo celular, a
expresséo de genes e o destino da célula. Existem, até 0 momento, cinco cadeias q,
trés B e duas y de lamininas descritas. Todas as cadeias tém uma estrutura em
mosaico com varios tipos de médulos (esquema 3). E comum a todas as lamininas
um dominio enovelado na regido C-terminal. Esse dominio € crucial para a formacgéo

do heterotrimero e por isso € uma caracteristica da classificacdo da laminina. Cada



23

classe de cadeia de laminina também tem suas caracteristicas Unicas, que
juntamente com comparacgdes entre sequéncias, permite sua classificagcao (Miner e
Yurchenco 2004, LeBleu et al. 2007).

A visualizacdo das lamininas por microscopia eletrdnica de transmissao
mostra geralmente um formato em cruz ou tridente, com um braco longo (80nm) e
dois ou trés bracgos curtos (25-40 nm). Durante a formagédo da laminina ocorrem
interacOes hidrofébicas e polares entre as trés cadeias. Esse processo ocorre todo
intracelularmente e € necessario para a secrecdo e também envolve selecdo de
cadeias, ja que um numero limitado de formacdes heterotriméricas foi observado até
hoje para as lamininas. As varias isoformas de laminina tém uma variedade de
atividades funcionais e bioldgicas, que incluem interacdes de lamininas de maneira
homotipica ou entre isoformas diferentes, heterotipica, com muitos outros ligantes
extracelulares, e interacdes celulares entre varios receptores, integrinas ou nao.
Todas essas interacdes podem ter fortes efeitos na célula, como forma, regulacédo
génica e outros. Ha evidéncia crescente de funcdes especificas para isoformas
particulares de laminina, provendo alguns indicios de como essa familia de proteinas
evoluiu. Isso é em parte refletido por distribuicdes distintas, mas que freqientemente
se sobrepdem de isoformas de lamininas (Miner e Yurchenco 2004, Sasaki et al.
2004).

JA estd descrito que ocorrem interacbes adesivas entre células-tronco
hematopoiéticas de medula 6ssea e isoformas especificas de laminina in vitro. Essas
interacdes afetam a migracdo e podem ter um papel fisiolégico durante a
hematopoiese na medula 6ssea (Gu et al. 2003, Sagar et al. 2006).

No figado normal, a laminina esta presente na parede da veia centrolobular e
dos vasos do espaco porta, e estd ausente nos capilares sinusoides do figado
normal. Entretanto, ap0s a hepatectomia, ocorre um aumento na expressao de
laminina nos vasos do espaco porta e veia centrolobular, e a laminina passa a ser
expressa nos capilares sinusoéides. Sugere-se que essa expressao de laminina no
parénquima pode estar envolvida com a migracdo de células endoteliais e a
formacdo de novos sinusoides, que penetram nos aglomerados de hepatécitos em
proliferacéo no figado durante a regeneracao. Porém, 4 dias apos a hepatectomia, a
expressdo de laminina comeca a diminuir, retornando aos niveis do figado normal
(Wack et al. 2001). Estudos mostraram que a laminina a-1 é a principal cadeia

presente nos sinusoides em regeneracdo apo0s a hepatectomia. Entretanto, as
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lamininas y-1 e a-5 estdo restritas aos vasos do espacgo porta e veia centrolobular
(Kikkawa et al. 2005). Sabe-se que ocorre aumento na expressdo de laminina
durante diversos tipos de fibrose hepatica. Ao contrario da hepatectomia, na fibrose
hepatica, a expressao de laminina comeca a aumentar somente 1 semana apos a
inducdo de fibrose e permanece alta mesmo apdés 1 més, formando uma estrutura

semelhante a membrana basal nos capilares sinuséides (Xia et al. 2006).
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4 CELULAS-TRONCO

4.1 Células-tronco intra-hepaticas

Durante muitos anos acreditou-se que a regeneracao hepatica ocorria através
da divisdo de hepatécitos maduros. Entretanto, recentemente foi demonstrada a
participacdo de células-tronco intra-hepaticas, denominadas células ovais, durante a
regeneracao do figado em doencas crbnicas (Fausto e Campbell 2003, Corcelle et
al. 2006, Tsamandas et al. 2007). As células ovais sédo células epiteliais que
margeiam os ductos biliares (Canais de Hering) e sdo capazes de proliferar e se
diferenciar em hepatocitos e células dos ductos biliares. A proliferacdo dessas
células ovais ocorre logo apés a inducdo de lesdo hepatica em modelos animais
experimentais, e também participam do processo de repovoamento hepéatico em
humanos ap6s necrose aguda e doenca hepética crénica (Corcelle et al. 2006,
Tsamandas et al. 2007).

Além disso, células-tronco extra-hepéticas podem migrar da medula 6ssea
para o figado quando a capacidade regenerativa do O6rgdo estd comprometida,
sugerindo uma relacdo entre populacdes de células-tronco no figado e células-
tronco hematopoiéticas de medula éssea (Lagasse et al. 2000, Kotton et al. 2005,
Oh et al. 2007). Ainda nao esta claro como diferentes popula¢cbes de células-tronco
interagem umas com as outras e com populacdes de hepatdcitos maduros para
obter novas células durante a regeneracdo do figado (Konig et al. 2005,
Michalopoulos 2007).

Mais recentemente, mostrou-se que células da medula éssea parecem prover
um reservatorio de hepatocitos e células ovais. Esse fendbmeno foi primeiramente
descrito apds a observacdo de que células ovais adultas no figado expressam
marcador de superficie CD34 e thy-1, caracteristicos de células-tronco
hematopoiéticas (Corcelle et al. 2006, Oh et al. 2007).

A administracdo de um composto que inibe a proliferacdo de hepatocitos (2-
acetil-aminofluoreno - 2-AAF) durante a lesdo hepatica induz a proliferacdo de
células ovais. Em ratos transplantados com células da medula 6ssea nesse modelo
utilizando 2-AAF, surgem células ovais expressando marcadores genéticos que

identificam as células de medula éssea transplantadas, sugerindo a diferenciacéo de
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células-tronco hematopoiéticas em células ovais (Petersen et al. 1999, Fausto e
Campbell 2003).

Recentemente, foram descritas outras subpopulacdes de células progenitoras
do figado, como as células progenitoras endoteliais que expressam um marcador de
células-tronco, o Sca-1 (stem cell antigen-1), e que participam também da

regeneracao hepatica (Tsuchiya et al. 2008).

4.2 Células-tronco Hematopoiéticas de medula 6ssea

A medula 6ssea possui duas populacdes de células-tronco que coexistem de
maneira funcionalmente interdependente: as células-tronco hematopoiéticas (CTHS)
e as células-tronco mesenquimais do estroma da medula 6ssea (CTMs). E séo
essas células que vém sendo utilizadas em diversas terapias celulares (Mendez-
Otero et al. 2007).

Entre o grande numero de células-tronco de adultos atualmente conhecidas, a
célula-tronco hematopoiética (CTH) ocupa a honrosa posi¢cao de ter sido a primeira
descrita, sendo ainda a melhor compreendida e a mais amplamente aplicada em
protocolos clinicos. Esta situacao € compreensivel, se considerarmos a facilidade de
acesso ao tecido hematopoiético — sangue periférico, medula éssea e sangue de
corddo umbilical — tanto em individuos normais quanto nos afetados por doencas
como anemias e leucemias. A facil coleta das células propiciou seu estudo in vitro
muito precocemente (Nardi e Alfonso 2006).

A CTH pode ser definida funcionalmente pela sua capacidade de regenerar e
manter todas as células linféides e miel6ides maduras do tecido sanguineo, medula
0ssea, baco e timo. Além disso, a CTH possui trés caracteristicas tipicas de células-
tronco: (1) sdo multipotentes, pois geram progenitores de pelo menos oito das
principais linhagens hematopoiéticas: linfocitos T e B, eritrocitos, megacariécitos /
plaguetas, basaéfilos/mastécitos, eosinofilos, neutrofilos/granulécitos e
monaocitos/macréfagos; (2) possuem um potencial muito alto de proliferacéo; (3) séo
capazes de proliferar sem sofrer diferenciacdo, fenbmeno chamado de auto-
renovacdo. Essa capacidade de se auto-renovar é de extrema importancia para a
manutencdo do namero normal de CTHs em cada individuo, uma vez que elas séo

constantemente recrutadas para a diferenciacdo apds estresses fisiolégicos (como
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na hipoxia, onde as CTHs devem aumentar os numeros de eritrocitos) ou
patolégicos (como em infec¢des, para amplificar granulécitos e macrofagos)
(Szilvassy 2003, Bellantuono 2004, Wilson et al. 2007).

O sistema hematopoiético estd organizado como uma hierarquia de tipos
celulares capazes de gerar clones (clonogénicos), com capacidades diferenciadas
de auto-renovacdo, proliferacao e diferenciacdo. No 4pice dessa hierarquia estao as
CTHs mais primitivas, que séo consideradas quiescentes, e, portanto se dividem
raramente e muito devagar. Entretanto, em resposta a um estresse hematoldgico,
essas CTHs sao recrutadas e sofrem uma série de divisdes, seguidas ou nao de
diferenciacdo. Portanto, em um dado momento, as CTHs geradas por auto-
renovacao podem coexistir com varias classes de células progenitoras com potencial
progressivamente restrito de proliferacdo e diferenciacdo. Finalmente, as CTHs se
diferenciam em células precursoras e maduras de linhagens linféides ou mieldides
(figuras 4 e 5). As células sanguineas maduras tém um tempo de vida finito, que
varia de 1 dia (neutrdfilos) a 120 dias (eritrécitos) em humanos. A manutencdo dos
nameros dessas células requer a ativacdo sucessiva de clones de CTHs. Esse
processo é altamente regulado por uma série de componentes do estroma da
medula 6ssea em individuos adultos, que € um microambiente complexo onde
residem as CTHs, também chamado de nicho hematopoiético (Coulombel 2004,
Huang et al. 2007).

As CTHs multipotentes, capazes de proliferacdo por longos periodos e auto-
renovacao sao consideradas células hematopoiéticas primitivas e correspondem a
menos de 0,1% das células hematopoiéticas na medula éssea (Szilvassy 2003,
Wilson et al. 2007).
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Esquema 4: Representagdo esquematica do desenvolvimento hematopoiético. Fonte: Junqueira e Carneiro,
2007.
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As células-tronco hematopoiéticas possuem 4 a 5 pm de didmetro e
apresentam citoplasma delgado com poucas organelas, com numerosos ribossomos
e mitocondrias e nudcleo arredondado com heterocromatina dispersa. As CTHs
humanas sdo caracterizadas pela alta expressdo do marcador especifico CD34,
além da expressao variavel de c-kit (receptor tirosino-quinase) e Thy-1 (de thimus,
inicialmente descrito em timécitos), e expressdo baixa ou ausente de CD38. Em
camundongos e ratos, as CTHs séo caracterizadas pela alta expressao do antigeno
de célula-tronco — Sca-1 (Stem Cell Antigen 1), do antigeno do complexo principal de
histocompatibilidade de classe |, 0 H-2K, pela expressdo em quantidades variaveis
de c-kit e Thy-1, além da auséncia de antigenos especificos de células
comprometidas com linhagens hematopoiéticas (sdo linhagem-negativas, ou Lin’),
como por exemplo, marcadores de linfécitos (CD45R/B220, CD3, CD4, CD8), de
células mieléides (CD11b/Mac-1, Ly-6G/Gr-1) e de eritrocitos (TER-119) (esquemas
5 e 6). Em camundongos e ratos, a maioria das CTHs primitivas € CD34’, enquanto
as células progenitoras sdo CD34". As CTHs mais primitivas sio também
conhecidas como LSK ou KLS (Lin"SCA1*KIT"), e podem ser divididas em CD34",
com capacidade de manter a hematopoiese por longo tempo apés transplante, e em
CD34", CTHs menos primitivas, com capacidade hematopoiética de curto periodo e
pouca capacidade auto-renovadora (esquemas 5 e 6) (Bellantuono 2004, Coulombel
2004, Huang et al. 2007, Wilson et al. 2007).

O CD133 (ou AC133, prominin-1) € uma glicoproteina transmembrana de
funcdo ainda indefinida, expressa na maioria das CTHs humanas CD34" de medula
0ssea, figado fetal, corddo umbilical e sangue periférico normal ou mobilizado. Além
disso, 0 CD133 também é expresso nas CTHs de camundongos e ratos (Yin et al.
1997, Wilson et al. 2007).
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Esquema 6: Expressdo de marcadores pelas células-tronco hematopoiéticas primitivas e seus
progenitores. LT-HSC (long-term hematopoietic stem cell) — célula-tronco hematopoiética primitiva
capaz de sustentar a hematopoiese por longo periodo apés o transplante em animais irradiados.
ST-HSC (short-term hematopoietic stem cell) — célula-tronco hematopoiética menos indiferenciada,
capaz de sustentar a hematopoiese por curto periodo apés o transplante em animais irradiados.
MMP (multipotent progenitor) — célula progenitora multipotente (Fonte: Wilson et al. 2007).

4.3 Células-tronco Mesenquimais de medula 6ssea

As células-tronco mesenquimais (CTMs) séo células nao-hematopoiéticas que
residem na medula 6ssea, juntamente com as CTHs. Foram primeiramente descritas
como células aderentes, com capacidade clonogénica ou auto-renovadora e
plasticas, pois essas CTMs podem dar origem a linhagens osteoblasticas,
adipogénicas ou condrogénicas. O isolamento de CTMs de medula 6ssea inicia-se
da mesma maneira que as CTHSs, utilizando o gradiente de densidade com
Hystopaque (Ficoll), que separa a fracdo de células mononucleares. Posteriormente,
as CTMs sao separadas das CTHs e das outras células mononucleares da medula
0ssea pela sua capacidade de aderir em plastico apds algumas horas em cultura. As
CTMs, entretanto, constituem apenas cerca de 0,01% a 0,001% das células
mononucleares da medula ¢6ssea, formando colonias de células aderentes com
fendtipo de fibroblastos (CFU-F — unidades formadoras de colbnias — fibroblasto) in
vitro (Bobis et al. 2006, Kolf et al. 2007).

As CTMs constituem uma populacédo heterogénea de células em termos de
expressdo de antigenos de superficie, morfologia e fisiologia. Ainda ndo ha um
marcador unico especifico para CTMs, e sua caracterizagdo depende de um

coquetel de anticorpos, que por sua vez sdo também expressos por outros tipos
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celulares (Kolf et al. 2007). Portanto, as CTMs da medula 0ssea expressam 0S
antigenos de superficie celular CD44, CD105, CD106 (ou VCAM-1), CD29, CD166,
CD73, CD117 e STRO-1. Além disso, CTMs expressam antigenos em comum com
as CTHs, como Sca-1 e Thy-1 (CD90). Os outros marcadores tipicos das linhagens
hematopoiética ou endotelial, como CD34, CD133 (CTHSs), CD11b, CD14, CD31,
CD33, e CD45 nao sao expressos pelas CTMs (Docheva et al. 2007).

As CTMs expressam uma variedade de moléculas de adeséo, proteinas de
matriz extracelular, citocinas e receptores para fatores de crescimento, todos
associados com sua funcao e interacdes celulares no estroma da medula 6ssea. A
auto-renovacdo e manutencdo do pool de CTMs na medula éssea sao realizadas
pelo fator inibidor de leucemia (LIF), fator de crescimento do fibroblasto (FGF), entre
outras citocinas (Kolf et al. 2007).

Sabe-se que as CTMs de medula 6ssea produzem uma variedade de
citocinas envolvidas na migracdo (fator derivado do estroma 1 ou SDF-1),
proliferacdo e diferenciacdo das CTHs, como fator estimulador de colonia de
granulécito e macrofago (GM-CSF), fator de célula-tronco (SCF) e IL-6. Na medula
O0ssea, as CTMs podem se diferenciar em osteoblastos e fibroblastos, também
capazes de manter e regular o pool de CTHs. Além disso, as CTMs possuem func¢éo
imunoreguladora, inibindo, por exemplo, as respostas inflamatérias e a proliferacéo
de linfocitos T aloreativos apds um transplante alogénico de medula éssea. Os
linfécitos B e células dendriticas também sofrem inibicdo pelas CTMs (Bobis et al.
2006).

4.4 Medula 6ssea e o Nicho Hematopoiético

O nicho de células-tronco pode ser definido como uma estrutura espacial na
qual as células-tronco residem e sdo mantidas através da auto-renovacdo na
auséncia de diferenciacdo. A primeira evidéncia direta de que células formadoras do
0sso tinham atividade de suporte das células-tronco surgiu a partir de estudos com
linhagens de osteoblastos e de células estromais da medula 6ssea de humanos e de
camundongos. Verificou-se que esses osteoblastos e células estromais secretam um
grande numero de citocinas que promovem a proliferacdo in vitro de CTHs (Arai e
Suda 2007, Wilson et al. 2007).
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Estudos demonstraram que os osteoblastos presentes no estroma da medula
O0ssea sdo um fator limitante para a populacdo de CTHs e sua atividade no nicho.
Além dos osteoblastos, os osteoclastos, fibroblastos estromais e células endoteliais
da medula Ossea também parecem contribuir para a manutencdo das CTHs
(esquema 7) (Moore e Lemischka 2006, Wilson et al. 2007).

Dados recentes sugerem uma complexa interagdo molecular entre as células
do nicho na medula 6ssea e as CTHSs, envolvendo caderinas, integrinas, citocinas,
qguimiocinas, moléculas de sinalizacdo e seus receptores. Essa interacdo pode
ocorrer de duas maneiras: (1) interacbes adesivas entre as CTHs e a matriz
extracelular, como a ligacao do receptor CD44 nas CTHs a osteopontina (OPN); e
(29) interacOes célula-célula. A principal funcdo dessas interacfes seria manter as
CTHs em contato intimo as células no nicho do endosteo da medula éssea (Adams e
Scadden 2006, Blank et al. 2007, Wilson et al. 2007).

A osteopontina (OPN) é uma glicofosfoproteina ndo-colagenosa, rica em
acido sialico (Denhardt e Guo 1993). Possui uma regido acida e uma sequéncia
RGD (arginina-glicina-aspartato), que € fundamental para ades&do celular e
quimiotaxia, e também participa da sinalizacdo celular mediada por integrinas. A
OPN se liga ao colageno tipo I, fibronectina, osteocalcina e integrinas, em particular
a,Bs (receptor de vitronectina), a,f1, a,fs e também ao receptor de acido hialurénico

CD44 e seus variantes (esquema 8) (O'Regan 2003, Kazanecki et al. 2007).
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Esquema 7: Representacdo da célula-tronco hematopoiética (CTH) na medula 6ssea. Adaptado de
Moore et al., 2007.
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Apesar de ocorrer uma distribuicdo limitada da OPN em tecidos saudaveis
(esté presente principalmente nos 0ssos, rins e figado), estudos com esta proteina
durante doencas ou lesbes revelaram que ocorre um aumento acentuado sob
condicdes inflamatdrias e de remodelamento tecidual (Lorena et al. 2006). Fontes de
OPN incluem células epiteliais, endoteliais, musculares lisas, fibroblastos,
osteoblastos e células tumorais. Essa proteina também é expressa por células T,
macrofagos (incluindo células derivadas de macrofagos, como células de Kupffer) e
células NK. Também é um regulador do remodelamento 6sseo, onde a OPN parece
estar envolvida na diferenciacdo do osteoblasto e formac¢ao do osso, assim como no
ancoramento de osteoclastos ao 0sso e consequente reabsorcao 6ssea (O'Regan,
2003; Kazanecki et al. 2007).

Na medula 6ssea, um mecanismo pelo qual os osteoblastos regulam as CTHs
€ através da secrecdo de OPN. Camundongos deficientes de OPN tém duas vezes
mais CTHs. Além disso, CTHs normais transplantadas em camundongos nocaute
para OPN irradiados também estdo em numero aumentado e quando as CTHs sdo
cultivadas em meio contendo OPN, proliferam menos e sofrem apoptose. Assim, a
OPN é um importante regulador negativo das CTHs, mantendo essas células
quiescentes e o0 seu numero estavel no organismo (Nilsson et al. 2005, Stier et al.
2005, Adams e Scadden 2006).
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Esquema 8: Representacao esquematica da estrutura protéica da OPN, mostrando sitios de ligacéo, de
clivagem, de fosforilacdo ( *) e de glicosilacdo (N-gly). Adaptado de (O'Regan 2003).




34

5 CELULAS-TRONCO DE MEDULA OSSEA E REGENERACAO HEPATICA

5.1 Células-tronco hematopoiéticas (CTHs) e regeneracao hepatica

A maioria dos hepatdcitos de animais adultos tem o potencial de repovoar o
figado, e a regeneracdo em curto prazo nado parece requerer ceélulas-tronco.
Entretanto, sob certas condi¢cdes, as CTHs podem contribuir significativamente para
a regeneracao hepatica apods faléncia do figado (Lagasse et al. 2000, Austin e
Lagasse 2003, Khurana e Mukhopadhyay 2007).

Alguns trabalhos sugerem que as CTHs regeneram o figado lesionado se
fusionando a hepatécitos pré-existentes (Vassilopoulos et al. 2003, Wang et al.
2003). Entretanto, outros estudos discutem a fusdo celular em modelos de
regeneracdo hepatica (Jang et al. 2004, Masson et al. 2004). Atualmente, a
diferenciacdo completa de CTHs em hepatdcitos funcionais também tem sido
discutida, sugerindo que esse processo seja raro e limitado. Assim, o que tem sido
mais aceito € que as CTHs poderiam contribuir para a regeneracdo hepatica
secretando fatores de crescimento e citocinas importantes, induzindo a proliferacéo
dos hepatdcitos e protegendo-os da apoptose (Thorgeirsson e Grisham 2006). O
esquema 9 mostra as hipéteses da participacdo das CTHs na regeneracao hepatica,
pelo efeito paracrino, diferenciacdo em hepatoécitos ou fusdo a hepatdcitos pré-
existentes.

ApGs a hepatectomia parcial, as células-tronco hematopoiéticas de medula
0ssea contribuem principalmente para a formacéo de sinusoides hepaticos (Fujii et
al. 2002).
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Esquema 9: Hip6teses da participacdo das CTHs na regeneracdo hepatica. Fonte:
http://www.nature.com/nm/journal/v10/n7/images/nm0704-671-F1.gif

5.2 Células-tronco mesenquimais (CTMs) e regeneracao hepatica

Estudos recentes tém mostrado o grande potencial terapéutico das CTMs,
pela sua plasticidade e papel imunoregulador. Atualmente, essas células séo
consideradas grandes candidatas para a terapia celular na faléncia hepética, com
alguns estudos clinicos em andamento. Em ratos com fibrose hepética, o transplante
de CTMs de medula 6ssea mostrou um efeito anti-fibrético e uma diminuicdo
significativa da deposicédo de colageno e melhora da funcédo hepética (Abdel Aziz et
al. 2007). As CTMs em cultura na presenca de HGF, um importante mitdbgeno para
hepatdcitos, e outros fatores de crescimento, sdo capazes de diferenciar-se em
hepatdcitos funcionais. Um estudo recente demonstrou que o transplante de CTMs
expressando HGF preveniu a faléncia hepatica em ratos e reduziu a mortalidade,
com rapida recuperacdo hepatica (Yu et al. 2007). Além disso, CTMs isoladas de
medula 6ssea humana sdo capazes de enxertar no figado de camundongos
imunodeficientes e expressar marcadores de células hepaticas, como a albumina.
Esses resultados também foram obtidos com ensaios in vitro (Aurich et al. 2007).

As CTMs apresentam um potencial de se diferenciar em fibroblastos e

miofibroblastos no figado com fibrose, que deve ser avaliado (Russo et al. 2006).
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Assim, as estratégias utilizadas atualmente séo a obtencdo de hepatodcitos a partir
da diferenciacdo de CTMs in vitro, expansdo desses hepatdcitos e transplante em
pacientes com doencas hepaticas. Isso funcionaria como uma alternativa a
dificuldade de obter hepatocitos diretamente do figado dos pacientes ou doadores.
Além disso, moléculas secretadas pelas CTMs in vitro podem prevenir e reverter a
faléncia hepética, e poderiam ser administradas a pacientes nessas condi¢cdes
(Parekkadan et al. 2007).

5.3 Mobilizacao de células da medula 6ssea para o figado lesionado

Diversos fatores liberados pelo figado apds uma lesdo participam da migracao
de CTHSs para esse 6rgado, como IL-8 (interleucina-8), HGF e metaloproteinases de
matriz (MMPs). Estudos demonstraram que a MMP-9 promove a liberacédo de células
progenitoras enddégenas da medula 6ssea para a circulacéo, clivando moléculas de
adesdo que participam das interacées das CTHs com células estromais. Sabe-se
que a MMP-9 tem sua expressdo aumentada e papel ativo na remodelacao hepatica
apos cirrose ou fibrose e inflamacédo, além de regular a regeneracédo de hepatécitos
apos hepatectomia parcial (Dalakas et al. 2005).

Assim, nos ultimos anos tem existido um grande interesse em novas opc¢des
terapéuticas para o tratamento de doencas hepaticas em estagio terminal e o
transplante de células-tronco adultas obtidas de medula Ossea tem oferecido
grandes perspectivas (Ruhnke et al. 2005, Levicar et al. 2007).
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6 JUSTIFICATIVA

A grande questdo no momento sobre o estudo de células-tronco é a
identificagdo dos sinais que levam uma célula-tronco a (1°) migrar para um
determinado local e (2°) se tornar uma célula especializada, i. é, diferenciada. Os
sinais para a migracdo, adesdo e diferenciacdo celular incluem substancias
secretadas por outras células, contato com células vizinhas e certos tipos de
moléculas existentes no micro-ambiente tecidual, como por exemplo, componentes
da matriz extracelular. Muitas dessas questdes relativas a migracdo, adeséo e
diferenciacéo das células-tronco ainda permanecem incompreendidas.

A lesdo hepatica pode induzir a expressao e secrecdo de mediadores da
sinalizacdo como interleucinas, metaloproteinases, fatores de crescimento e
componentes da matriz extracelular, que facilitariam a migracdo e o transplante de
células-tronco hematopoiéticas no figado. Portanto, uma melhor compreenséo
desses fatores regulando o transplante de células-tronco no figado é essencial para
0 sucesso da terapia celular em doencas hepéticas (Dalakas et al. 2005).

Assim, a “andlise da expressado de laminina durante o transplante de células
mononucleares de medula 6ssea apds a hepatectomia parcial em ratos” pretendeu
avancar na compreensao da interacdo dessas células de medula 6ssea com o tecido

hepatico durante a regeneracédo do figado.
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7 OBJETIVOS

O presente projeto teve como objetivos gerais investigar a possivel interacdo de
uma proteina de matriz extracelular, laminina, com células mononucleares de
medula éssea transplantadas em figados de ratos hepatectomizados, e analisar a

expressao de osteopontina em células mononucleares de medula 6ssea de ratos.

Objetivos especificos:

1- Analisar a expressao e distribuicdo de laminina no figado de ratos em diferentes

periodos apds a cirurgia de hepatectomia parcial.

2- Analisar a possivel participacdo da laminina no figado de ratos hepatectomizados
e em seguida, transplantados com células mononucleares de medula 6ssea, em

diferentes periodos da regeneracéo hepatica.

3- Analisar a expressdo de osteopontina em células mononucleares de medula

O6ssea de ratos.
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8 METODOLOGIA

8.1 Isolamento de células mononucleares da medula 6ssea 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). Apoés centrifugacédo a 1 500 RPM por 15 min,
as células foram ressuspendidas em 5 mL de DMEM e submetidas a um gradiente
de centrifugacdo com Ficoll-Hystopaque 1077 (Sigma) a 2 000 RPM por 30 min
(esquema 10, E, F, 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
incubadas com corante nuclear DAPI a 5 ug/mL por 30 min em estufa a 37° C em
atmosfera de CO2 a 5%, lavadas 6 vezes com DMEM, contadas e transplantadas

nos ratos receptores recém-hepatectomizados.



40

Fémur +
tibia

=P Células

mononucleares

Esquema 10: Isolamento de células mononucleares de medula 6ssea de ratos.
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8.2 Hepatectomia de 70% e transplante de células mononucleares da medula

dssea

Ratos Wistar adultos (4 meses de idade) pesando cerca de 300g foram
anestesiados com halotano volatil e, ap6s a assepsia do campo cirurgico, foi feita
uma incisdo na cavidade peritoneal. Em seguida foi realizada a ligadura da veia
porta e do colédoco do figado com fio de poliglactina 5-0 (Vycril®, Ethicon — Johnson
& Johnson). As veias supra-hepaticas dos lobos mediano e esquerdo foram
pincadas, e esses lobos foram retirados, caracterizando a hepatectomia parcial. Em
seguida, os animais receberam transplante intraportal de células mononucleares de

medula éssea previamente isoladas e marcadas com DAPI.

8.3 Grupos experimentais

Nos grupos que receberam transplante de células de medula Gssea, foram
injetadas cerca de 1x10’ células previamente marcadas com DAPI na veia porta
hepatica. Posteriormente, o abdome foi fechado com fio de poliglecaprone 3-0
(Monocryl®, Ethicon — Johnson & Johnson). Os animais foram divididos em 6 grupos
(n =5 em cada grupo):

3 Grupos controle hepatectomizados, de animais que foram sacrificados 15 min, 1
dia e 3 dias apos a hepatectomia,

3 Grupos hepatectomizados + células de medula 6ssea, de animais que foram
hepatectomizados e em seguida inoculados com células de medula Ossea e

sacrificados 15 min, 1 dia e 3 dias apds a hepatectomia.

8.4 Processamento de tecido hepatico para microscopia de fluorescéncia

Apé6s o sacrificio, os figados de todos o0s grupos experimentais foram
retirados, congelados em nitrogénio liquido, clivados e guardados em freezer a -70°
C. Os cortes de 4 a 5 um foram feitos em criostato apds inclusdo em resina

hidrofilica Tissue Tek. Em seguida foram fixados em acetona a -20° C e duplamente
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marcados com 0s seguintes anticorpos primarios overnight: anti-CD34 de rato obtido
em camundongo 1:100 e/ou anti-laminina de rato obtido em coelho 1:50. Os cortes
foram lavados com PBS-albumina e incubados por 1h com anticorpos secundarios
anti-camundongo conjugado com FITC 1:100 e/ou anti-coelho conjugado com TRITC
ou FITC 1:50. Alguns cortes foram incubados com o corante Azul de Evans
1:20.000, que confere fluorescéncia vermelha aos hepatdcitos. Os cortes foram
montados em laminulas com N-propil-galato e observados em microscopio confocal

de fluorescéncia.

8.5 Andlise da expressao de osteopontina (OPN) em células de medula 6ssea e

células-tronco hematopoiéticas (CTHSs)

Para caracterizagdo das células mononucleares da medula 6ssea de ratos,
apos o isolamento, essas células foram aderidas em laminas por uma centrifuga
cytospin a 300 RPM e processadas para imunofluorescéncia. Células de medula
0ssea de ratos também foram cultivadas em placas de 24 pogos com laminulas
previamente revestidas com gelatina a 2%, em meio completo (DMEM + soro fetal
bovino 20% + garamicina, penicilina e estreptomicina a 1% e fungizona a 0,5%) por
até 4 dias e processadas para imunofluorescéncia.

Para o processamento, as células foram fixadas em paraformaldeido a 4%
por 10 min, em seguida incubadas com cloreto de aménio 5 mM em PBS pH 8,0 por
30 min, lavadas com PBS-albumina e incubadas com anticorpos primarios anti-CD34
de rato obtido em camundongo 1:100 e anti-OPN de rato obtido em cabra 1:100
overnight. Em seguida foram utilizados anticorpos secundarios anti-camundongo
conjugado com FITC 1:100 e anti-cabra biotinilado 1:100 por 1h, e estreptavidina-
Cy3 1:100 por 1h. As laminas e laminulas foram montadas com N-propil-galato e

observadas em microscopio confocal.
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8.6 Citometria de Fluxo para OPN de células mononucleares da medula 6ssea

Para caracterizacdo das células mononucleares da medula 6ssea de ratos,
apos o isolamento as células foram fixadas em paraformaldeido a 1% por 30 min,
lavadas com PBS e soro fetal bovino a 1% e incubadas por 30 min com o anticorpo
primario anti-OPN de rato obtido em cabra 1:20. Em seguida as células foram
lavadas e incubadas por 20 min com o anticorpo secundario anti-cabra conjugado
com Cy3 1:300. As ceélulas foram novamente lavadas e levadas para leitura no
citbmetro de fluxo FACScalibur. A andalise dos dados obtidos foi realizada com o

programa WinMDI 2.8.
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9 RESULTADOS

9.1 Expresséao de laminina apds hepatectomia de 70%

No figado, 15 minutos ap0s a hepatectomia, observamos que a expresséo de
laminina se restringe aos principais vasos hepaticos, localizados no espaco porta e
na veia centrolobular. Nao foi observada expressdo de laminina nos capilares
sinusdides (figuras 1, 2 e 3). Entretanto, um dia e trés dias ap6s a hepatectomia
parcial, foi observado um aumento na expressao de laminina ao redor dos vasos das
veias porta (Figuras 5, 7 e 8) e centrolobular (Figura 6). Além disso, foi evidenciada a
expressdo de laminina nos sinusoéides hepaticos (Figuras 4 a 8). Trés dias apdés a
hepatectomia, observamos também a proliferacdo de células vasculares e ductais no
espaco porta (Figura 7), bem como de hepatdcitos, que aparecem binucleados
(Figura 8).

9.2 Expressao de laminina ap6s hepatectomia de 70% e transplante de células
de medula 6ssea

Apos 15 minutos do transplante de células de medula 6ssea marcadas com
DAPI pela veia porta em figados recém-hepatectomizados, a analise por microscopia
confocal demonstrou uma célula-tronco hematopoiética transplantada contato com a
veia porta expressando laminina. Essa célula foi identificada pela marcacdo com
DAPI e pela expressdo de CD34 (Figura 10). A expressdo de CD34 também pode
ser observada, mais fracamente, no endotélio do espaco porta.

Entretanto, 1 dia (Figuras 11, 12 e 13) e 3 dias (Figuras 14 a 19) apos a
hepatectomia, as células de medula dssea transplantadas foram observadas
principalmente nos sinuséides hepéaticos expressando laminina. Além disso, as
células de medula Ossea foram observadas proximas aos espagos porta 1 dia
(Figuras 11 e 12) e 3 dias (Figuras 14, 15) apos a hepatectomia. Com 3 dias também
foram observadas células de medula éssea proximas a veia centrolobular (Figura
16).
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Figura 1: Microscopia confocal de figado de rato obtido 15 minutos apds a
hepatectomia. Imunofluorescéncia para laminina (FITC - verde) e corante Azul de
Evans (hepatocitos em vermelho). Aumento de 25x. Barra = 200 pum. (1a)
Sobreposi¢cao das imagens de FITC (laminina) e Azul de Evans. Os espagos porta
(setas) e veias centrolobulares (cabecas de seta) apresentam forte expresséao de
laminina. (1b) Imunomarcagéo para laminina. (1c) Coloragdo com Azul de Evans.
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Figura 2: Microscopia confocal de figado de rato obtido 15 minutos apds a
hepatectomia. Imunofluorescéncia para laminina (FITC - verde) e corante Azul de
Evans (hepatécitos em vermelho). Aumento de 40x. Barra = 50 um. (2a)
Sobreposicao das imagens de FITC (laminina) e Azul de Evans. O espaco porta
(seta) e a veia centrolobular (cabeca de seta) apresentam forte expressao de
laminina. A expressao de laminina ocorre principalmente ao redor dos vasos do
espaco porta (seta) e da veia centrolobular (cabeca de seta), e ndo é observada no
parénquima hepatico. (2b) Imunomarcacao para laminina. (2c) Coloracdo com Azul
de Evans.
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Figura 3: Microscopia confocal de figado de rato obtido 15 minutos apods a
hepatectomia. Imunofluorescéncia para laminina (FITC - verde) e corante Azul de
Evans (hepatécitos em vermelho). Aumento de 40x. Barra = 50 pm. (3a)
Sobreposigcao das imagens de FITC (laminina) e Azul de Evans. Os espacgos porta
(setas) e a veia centrolobular (cabeca de seta) apresentam forte expressao de
laminina. A expressao de laminina ocorre principalmente ao redor dos vasos do
espaco porta (setas) e da veia centrolobular (cabeca de seta), e ndo € observada no
parénquima hepatico. (3b) Imunomarcacado para laminina. (3c) Coloracdo com Azul
de Evans.
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Figura 4: Microscopia confocal de figado de rato obtido 1 dia ap6s a hepatectomia.
Imunofluorescéncia para laminina (FITC - verde) e corante Azul de Evans
(hepatocitos em vermelho). Aumento de 63x. Barra = 20 um. (4a) Sobreposicao das
imagens de FITC (laminina) e Azul de Evans. A expressao de laminina é evidenciada
nos capilares sinusoides do parénquima hepatico. (4b) Imunomarcacdo para
laminina nos sinusoides. (4c) Coloragdo com Azul de Evans.



49

Figura 5: Microscopia confocal de figado de rato obtido 1 dia ap6s a hepatectomia.
Imunofluorescéncia para laminina (FITC - verde) e corante Azul de Evans
(hepatocitos em vermelho). Aumento de 63x. Barra = 20 um. (5a) Sobreposicao das
imagens de FITC (laminina) e Azul de Evans. A expressao de laminina é observada
no espaco porta, bem como nos capilares sinusoides do parénquima hepatico. (5b)
Imunomarcacgéao para laminina. (5¢) Coloragédo com Azul de Evans.
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Figura 6: Microscopia confocal de figado de rato obtido 1 dia ap0s a hepatectomia.
Imunofluorescéncia para laminina (FITC - verde) e corante Azul de Evans
(hepatdcitos em vermelho). Aumento de 40x. Barra = 50 um. (6a) Sobreposicao das
imagens de FITC (laminina) e Azul de Evans. A expressao de laminina é observada
nos capilares sinusodides e ao redor da veia centrolobular. (6b) Imunomarcacéo para
laminina. (6¢) Coloragdo com Azul de Evans.
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Figura 7: Microscopia confocal de figado de rato obtido 3 dias apds a
hepatectomia. Imunofluorescéncia para laminina (FITC — verde) e corante Azul de
Evans (hepatécitos em vermelho). Aumento de 40x. Barra = 50 um. (7a)
Sobreposicdo das imagens de FITC (laminina) e Azul de Evans. A expresséao de
laminina é observada no espago porta com aumento do numero de ramos
vasculares e ductais, indicando a proliferacdo dessas células apds a hepatectomia.
(7b) Imunomarcacao para laminina. (7c) Coloragdo com Azul de Evans.
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Figura 8: Microscopia confocal de figado de rato obtido 3 dias apos a
hepatectomia. Imunofluorescéncia para laminina (FITC - verde) e corante Azul de
Evans (hepatécitos em vermelho). Aumento de 40x. Barra = 50 pm. (8a)
Sobreposi¢cdo das imagens de FITC (laminina) e Azul de Evans. A expresséao de
laminina € observada em quantidade nos espacgos porta, bem como nos capilares
sinusdides. As setas indicam hepatocitos binucleados em proliferagcdo. (8b)
Imunomarcacéao para laminina. (8c) Coloracdo com Azul de Evans.
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Figura 9: Microscopia confocal de figado de rato obtido 3 dias apos a
hepatectomia. Controle negativo da imunofluorescéncia. Os cortes foram incubados
com anticorpo secundario conjugado com FITC, omitindo o anticorpo primario anti-
laminina. Aumento de 40x. Barra = 50 um. (9a) Imagem de fluorescéncia mostrando
a auséncia de marcacao. (9b) Imagem de contraste interferencial diferencial (DIC)
mostrando o parénquima hepatico.



54

Figura 10: Microscopia confocal de figado de rato hepatectomizado e
imediatamente transplantado com células de medula Ossea previamente
marcadas com DAPI (azul). Apdés 15 minutos, o figado foi coletado e
imunomarcado com anticorpos primarios anti-CD34 e anti-laminina, e anticorpos
secundarios conjugados com FITC (verde) e TRITC (vermelho), respectivamente.
(10a) Sobreposicado das imagens de contraste interferencial diferencial (DIC) e de
fluorescéncia (DAPI, CD34-FITC e laminina-TRITC). A laminina esta presente nos
vasos hepaticos, como na veia porta. A célula (seta) apresenta co-localizacédo do
DAPI e do marcador de célula-tronco hematopoiética CD34, e esta aderida na
parede do vaso expressando laminina. Aumento de 40x. Barra = 50 um. (10b)
Sobreposi¢cdo das imagens de fluorescéncia em maior aumento (63x; Barra = 50
pm). (10c) Nucleo da célula de medula 6ssea marcado com DAPI (seta) (63x; Barra
= 50 pm). (10d) Célula-tronco hematopoiética de medula éssea expressando o
marcador CD34 (seta) (63x; Barra = 50 pum).
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Figura 11: Microscopia confocal de figado de rato hepatectomizado e
imediatamente transplantado com células de medula Ossea previamente
marcadas com DAPI (azul). Apds 1 dia, o figado foi coletado e imunomarcado com
anticorpo primario anti-laminina (FITC) e corante Azul de Evans (hepatécitos em
vermelho). A seta indica uma célula de medula 0ssea proxima a um vaso do espaco
porta expressando laminina (11a) Sobreposi¢cédo das imagens de fluorescéncia: DAPI
(seta), laminina e Azul de Evans. Aumento de 40x. Barra = 20 um. (11b)
Imunomarcagdo para laminina em maior aumento (63x; Barra = 20 pm). (11c)
Nucleo da célula de medula 6ssea marcado com DAPI (63x; Barra = 20 um). (11d)
Sobreposigéo das imagens 11b (laminina-FITC) e 11c (DAPI). (63x; Barra = 20 pum).
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Figura 12: Microscopia confocal de figado de rato hepatectomizado e
imediatamente transplantado com células de medula Ossea previamente
marcadas com DAPI (azul). Apds 1 dia, o figado foi coletado e imunomarcado com
anticorpo primario anti-laminina (FITC) e corante Azul de Evans (hepatécitos em
vermelho). Aumento de 63x. Barra = 20 um. (12a) Sobreposicdo das imagens de
fluorescéncia (DAPI, laminina e Azul de Evans). A seta indica uma célula de medula
0ssea no sinusoide hepatico expressando laminina. (12b) Imunomarcagédo para
laminina. (12c) Nucleo da célula de medula 0ssea marcado com DAPI. (12d)
Sobreposi¢ao das imagens 12b (laminina-FITC) e 12c (DAPI).
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Figura 13: Microscopia confocal de figado de rato hepatectomizado e
imediatamente transplantado com células de medula Ossea previamente
marcadas com DAPI (azul). Ap6s 1 dia, o figado foi coletado e imunomarcado com
anticorpo primario anti-laminina (FITC) e corante Azul de Evans (hepatécitos em
vermelho). Aumento de 63x. Barra = 20 um. (13a) Sobreposicdo das imagens de
fluorescéncia (DAPI, laminina e Azul de Evans). A seta indica uma célula de medula
O0ssea proxima a um espaco porta expressando laminina. A laminina também
aparece nos sinusoéides hepaticos. (13b) Imunomarcacdo para laminina. (13c)
Nucleo da célula de medula 6ssea marcado com DAPI. (13d) Sobreposicdo das
imagens 13b (laminina-FITC) e 13c (DAPI).
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Figura 14: Microscopia confocal de figado de rato hepatectomizado e
imediatamente transplantado com células de medula &éssea previamente
marcadas com DAPI (azul). Apés 3 dias, o figado foi coletado e imunomarcado com
anticorpo primario anti-laminina (FITC) e corante Azul de Evans (hepatdcitos em
vermelho). Aumento de 40x. Barra = 50 um. (14a) Sobreposicdo das imagens de
fluorescéncia (DAPI, laminina e Azul de Evans). A seta indica uma célula de medula
0ssea no parénquima hepatico, proxima a um espaco porta expressando laminina. A
expressdo de laminina também ocorre nos sinusoides hepaticos. (14b)
Imunomarcagéo para laminina. (14c) Ndcleo da célula de medula 6ssea marcado
com DAPI. (14d) Sobreposicéo das imagens 14b (laminina-FITC) e 14c (DAPI).
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Figura 15: Microscopia confocal de figado de rato hepatectomizado e
imediatamente transplantado com células de medula Ossea previamente
marcadas com DAPI (azul). Apos 3 dias, o figado foi coletado e imunomarcado com
anticorpo primario anti-laminina (FITC) e corante Azul de Evans (hepatécitos em
vermelho). Aumento de 40x. Barra = 50 um. (15a) Sobreposicdo das imagens de
fluorescéncia (DAPI, laminina e Azul de Evans). A seta indica uma célula de medula
0ssea no sinusoide hepatico expressando laminina, proxima a um espago porta.
(15b) Imunomarcacdo para laminina. (15c) Nucleo da célula de medula Ossea
marcado com DAPI. (15d) Sobreposicdo das imagens 15b (laminina-FITC) e 15c
(DAPI).
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Figura 16: Microscopia confocal de figado de rato hepatectomizado e
imediatamente transplantado com células de medula &éssea previamente
marcadas com DAPI (azul). Ap6s 3 dias, o figado foi coletado e imunomarcado com
anticorpo primério anti-laminina (FITC) e corante Azul de Evans (hepatdcitos em
vermelho). Aumento de 40x. Barra = 50 um. (16a) Sobreposicdo das imagens de
fluorescéncia (DAPI, laminina e Azul de Evans). As setas indicam células de medula
O0ssea proximas aos sinusoOides hepaticos e a veia centrolobular expressando
laminina. (16b) Imunomarcacdo para laminina. (16c) Nucleo da célula de medula
0ssea marcado com DAPI. (16d) Sobreposicédo das imagens 16b (laminina-FITC) e
16c (DAPI).
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Figura 17: Microscopia confocal de figado de rato hepatectomizado e
imediatamente transplantado com células de medula &éssea previamente
marcadas com DAPI (azul). Ap6s 3 dias, o figado foi coletado e imunomarcado com
anticorpo primario anti-laminina (FITC) e corante Azul de Evans (hepatdcitos em
vermelho). Aumento de 63x. Barra = 20 um. (17a) Sobreposicdo das imagens de
fluorescéncia (DAPI, laminina e Azul de Evans). A seta indica uma célula de medula
0ssea nos sinusodides hepaticos expressando laminina. (17b) Imunomarcacéo para
laminina. (17c) Nucleo da célula de medula 0ssea marcado com DAPI. (17d)
Sobreposi¢éo das imagens 17b (laminina-FITC) e 17c (DAPI).
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Figura 18: Microscopia confocal de figado de rato hepatectomizado e
imediatamente transplantado com células de medula &éssea previamente
marcadas com DAPI (azul). Ap6s 3 dias, o figado foi coletado e imunomarcado com
anticorpo primario anti-laminina (FITC) e corante Azul de Evans (hepatdcitos em
vermelho). Aumento de 63x. Barra = 20 um. (18a) Sobreposicdo das imagens de
fluorescéncia (DAPI, laminina e Azul de Evans). A seta indica uma célula de medula
0ssea nos sinusodides hepaticos expressando laminina. (18b) Imunomarcacéo para
laminina. (18c) Nucleo da célula de medula 0ssea marcado com DAPI. (18d)
Sobreposi¢ao das imagens 18b (laminina-FITC) e 18c (DAPI).
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Figura 19: Microscopia confocal de figado de rato hepatectomizado e
imediatamente transplantado com células de medula &éssea previamente
marcadas com DAPI (azul). Ap6s 3 dias, o figado foi coletado e imunomarcado com
anticorpo primario anti-laminina (FITC) e corante Azul de Evans (hepatdcitos em
vermelho). Aumento de 63x. Barra = 20 um. (19a) Sobreposicdo das imagens de
fluorescéncia (DAPI, laminina e Azul de Evans). A seta indica uma célula de medula
0ssea nos sinusoides hepaticos expressando laminina. (19b) Imunomarcacao para
laminina. (19c) Nucleo da célula de medula éssea marcado com DAPI. (19d)
Sobreposigéo das imagens 19b (laminina-FITC) e 19¢c (DAPI).
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9.3 Analise da expressédo de osteopontina (OPN) em células de medula éssea e
células-tronco hematopoiéticas (CTHSs)

A imunomarcacdo de células mononucleares de medula Ossea recém-
isoladas mostrou que um grande numero dessas células expressa quantidades
variaveis de OPN. A dupla-marcacdo com OPN-Cy3 e CD34-FITC demonstrou que
algumas células-tronco hematopoiéticas também expressam OPN (Figuras 20a e
20b).

Apbs 1 e 4 dias de cultura, observamos que ocorre uma diminuicao de células
expressando CD34, e um aumento na expressdo de OPN pelas células

mononucleares de medula éssea (Figuras 20c a 20f).

9.4 Citometria de Fluxo para OPN de células mononucleares da medula 6ssea

A andlise dos dados obtidos por citometria de fluxo das células
mononucleares de medula 6ssea imunomarcadas para a proteina OPN mostrou que
cerca de 90% dessas células apresentam quantidades variaveis de OPN (p =
0,0005; S = 2,061) (Figura 21).
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Figura 20: Microscopio confocal de fluorescéncia. Células mononucleares de
medula 6ssea duplamente marcadas com CD34 (FITC-verde) e OPN (Cy3 -
vermelho). (20a) Cytospin de células recém isoladas. Sobreposicdo das imagens de
fluorescéncia e DIC. As células de medula éssea expressam OPN em quantidades
variaveis. Algumas células-tronco hematopoiéticas CD34+ expressam OPN (seta).
Aumento de 100x. Barra = 10 um. (20b) Sobreposicéo das imagens de fluorescéncia
de 20a. Aumento de 100x. Barra=10 um. (20c) cultura de células mononucleares de
medula 6ssea ap0s 1 dia. Sobreposicdo das imagens de fluorescéncia e DIC. A
expressdo de OPN em células mononucleares de medula 6ssea aumenta em
cultura. Algumas células-tronco hematopoiéticas CD34+ expressam OPN (seta).
Aumento de 63x. Barra = 20 um. O inset mostra a célula-tronco hematopoiética
expressando OPN em maior aumento. Sobreposi¢céo das imagens de fluorescéncia e
DIC. Aumento de 100x. Barra = 10 um (20d) Sobreposicdo das imagens de
fluorescéncia de 20c. Aumento de 63x. Barra = 20 um. Inset: aumento de 100x.
Barra = 10 um. (20e) cultura de células mononucleares de medula éssea apés 4
dias. Sobreposi¢cédo das imagens de fluorescéncia e DIC. As células mononucleares
de medula 6ssea expressam OPN em quantidades variaveis em cultura. Algumas
células-tronco hematopoiéticas CD34+ expressam OPN (seta). Aumento de 63x.
Barra = 20 um. (20f) Sobreposicédo das imagens de fluorescéncia de 20e. Aumento
de 63x. Barra = 20 um.
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Figura 21: Analise por citometria de fluxo das células mononucleares de medula
0ssea imunomarcadas para OPN utilizando o programa WIinMDI 2.9. Cerca de
90% dessas ceélulas apresentam OPN em quantidades variaveis. (21a) Grafico de
densidade celular mostrando o tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) das células
isoladas, com a selecdo das células com caracteristicas de mononucleares. (21b)
Histograma mostrando a marcagcdo com anticorpo primario anti-OPN e com
anticorpo secundario Cy3 (area vermelha) e o controle utilizando somente o
anticorpo secundario Cy3 (area branca).
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10 DISCUSSAO

A andlise por microscopia confocal da expressdo de laminina no figado de
ratos apos a hepatectomia parcial demonstrou que, com 15 minutos, os vasos do
espaco porta e a veia centrolobular expressam laminina em quantidade, enquanto
que apos 1 e 3 dias a expressdo de laminina passa a ocorrer também nos capilares
sinusodides hepaticos. Esses dados estdo de acordo com Wack et al. (2001), que
sugerem que a laminina pode estar envolvida na migracdo das células endoteliais
para as areas onde os hepatdcitos estao proliferando em resposta a hepatectomia.
Além disso, observamos hepatdécitos binucleados e vasos e ductos do espaco porta
com muitos ramos, ambos indicando a intensa proliferacdo das células hepaticas, ja
descrito anteriormente nesse modelo de lesdo (Michalopoulos 2007).

Pela primeira vez, n6s demonstramos por microscopia confocal, que apés o
transplante de células mononucleares de medula 6ssea previamente marcadas com
DAPI em animais hepatectomizados, as células-tronco hematopoiéticas CD34"
encontram-se aderidas aos ramos da veia porta, 0s quais expressam laminina.
Conforme ja esta descrito na literatura (Omori et al. 1997), também observamos uma
expressao ténue de CD34 no endotélio do espacgo porta.

As lamininas sdo uma familia de proteinas de matriz extracelular
heterotriméricas, com funcBes adesivas e quimiotaticas pelo recrutamento de
integrinas e outros receptores de superficie celular (LeBleu et al. 2007). Foi
demonstrado que as CTHs e outras células da medula éssea apresentam na
membrana ligantes para lamininas envolvidos com a regulagdo do comportamento
celular (Sagar et al. 2006). Assim, sugerimos que a laminina pode participar da
adesdao inicial das células de medula éssea apds o transplante em figados sob
leséo, contribuindo para o processo de regeneracdo hepatica promovido por essas
células. Alem disso, 1 dia e 3 dias apdés a hepatectomia, nossos resultados
demonstraram também a presenca de células de medula 6ssea marcadas com DAPI
distribuidas nos capilares sinusodides, o0s quais também expressavam laminina,
sugerindo um papel importante dessa proteina na adeséo e migracao de células de
medula 6ssea pelo tecido hepatico em regeneragao.

Com base nos resultados descritos acima, nds sugerimos que a laminina
pode participar da regeneracdo hepética apds o transplante de células de medula

0ssea em dois momentos consecutivos: (1°) nos minutos iniciais, permitindo a
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adesdo dessas células aos vasos hepaticos e a sua migracdo para o figado
lesionado, evitando que essas células se percam na circulagdo sanguinea e migrem
para outros 6rgaos; e (2°) apés 1 e 3 dias, promovendo a distribuicdo das células de
medula 0ssea pelo parénquima hepatico, onde poderao atuar localmente exercendo
um efeito paracrino (secretando fatores e citocinas pré-mitéticos e pré-sobrevivéncia
das células hepéticas) ou se diferenciando em precursores endoteliais para
formacdo de capilares sinusdides, como também sugerido por Thorgeirsson e
Grisham (2006).

Ja estd bem estabelecido que as células-tronco hematopoiéticas (CTHS)
adultas de medula éssea interagem com inumeros tipos celulares e moléculas de
matriz extracelular constituindo o nicho hematopoiético. O osteoblasto é uma célula
importante para esse nicho, e secreta, entre outras moléculas, a OPN, responsavel
por inibir a proliferacdo das CTHs e manter seu numero estavel na medula 6ssea. A
OPN se liga a integrinas Bs nas CTHs, as quais podem ativar cascatas de
sinalizacao intracelular envolvidas com a manutencéo da quiescéncia dessas CTHs
(Nilsson et al. 2005, Haylock e Nilsson 2006).

Nossos resultados por microscopia confocal e citometria de fluxo
demonstraram que a maioria das células mononucleares da medula 6ssea expressa
OPN em quantidades variaveis. Essa expressdo de OPN aumentou in vitro, na
presenca de componentes de soro no meio de cultura, como fatores de crescimento.
Além disso, a andlise por microscopia confocal demonstrou que algumas CTHs
CD34" também expressam OPN. Esses resultados estdo de acordo com trabalhos
anteriores (Nilsson et al. 2005, Haylock e Nilsson 2006), que mostraram que na
medula 6ssea a OPN pode se ligar a receptores presentes na membrana das células
hematopoiéticas.

Portanto, nos sugerimos que a OPN pode ser expressa no citoplasma das
células mononucleares de medula 6ssea e das CTHs, e essa proteina pode estar
relacionada com um estagio mais tardio de diferenciacdo celular em relagdo as
CTHs primitivas ou estar aderida a receptores de superficie celular, uma vez que a
OPN é um dos principais componentes da matriz extracelular da medula 0ssea

hematopoiética.
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11 CONCLUSAO

A expressao de laminina aumenta nos 3 primeiros dias apos a hepatectomia,
sendo observada nos vasos do espaco porta, veia centrolobular e nos capilares

sinusoides hepéticos.

Nos minutos iniciais ap0s a hepatectomia seguida do transplante de células
mononucleares de medula Ossea, a célula-tronco hematopoiética recém-

transplantada esta em proximidade com a laminina presente na veia porta.

Nos 3 primeiros dias ap0s a hepatectomia, as células mononucleares de medula
0ssea transplantadas sao observadas em proximidade com a laminina expressa

pelos capilares sinusdides hepéticos.

A osteopontina esta presente em quantidades variaveis em grande parte das

células mononucleares de medula 6ssea.

Algumas células-tronco hematopoiéticas CD34" de medula O0ssea expressam
osteopontina.
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Abstract

The adult bone marrow retains two populations of stem cells with emerging importance for the treatment of diverse liver diseases: hemato-
poietic stem cells (HSCs) and mesenchymal stem cells (MSCs). However, the mechanisms that control liver regeneration after bone marrow cell
transplantation are still controversial. Liver regeneration after partial hepatectomy is a complex process that requires the proliferation of all he-
patic cells. Growth factors, cytokines and extracellular matrix molecules are key elements in this process. Laminins are a family of extracellular
matrix proteins with adhesive and chemotactic functions, expressed in the portal and centrolobular veins of the normal liver. The aim of this
study was to investigate laminin expression during liver regeneration induced by partial hepatectomy followed by bone marrow mononuclear
cell (BMMNC) transplantation. Rat BMMNCs were isolated by Ficoll-gradient centrifugation, stained with DAPI and injected into recently hep-
atectomyzed rats via the portal vein. Liver sections obtained 15 min, 1 day and 3 days after the surgery were immunolabeled with anti-rat CD34
and/or laminin primary antibodies and observed under a laser scanning confocal microscope. Results showed that 15 min after partial hepatec-
tomy, a transplanted CD34" HSC was found in contact with laminin, which was localized in the portal and centrolobular veins of rat livers.
Furthermore, 1 and 3 days after hepatectomy, transplanted BMMNCs were found in the hepatic sinusoids expressing laminin. These results
strongly suggest that laminin might be an important extracellular matrix component for bone marrow cell attachment and migration in the
injured liver.
© 2008 Published by Elsevier Ltd on behalf of International Federation for Cell Biology.

Keywords: Bone marrow mononuclear cells; Hematopoietic stem cells; Hepatectomy; Laminin

1. Introduction

Bone marrow cell therapy has emerged as a promising
approach to treat many diseases which lack efficient pharma-
cological treatment, and to avoid the complications of organ
transplantation. In this respect, the mononuclear fraction
of the bone marrow contains two populations of stem cells —
hematopoietic stem cells (HSC) and mesenchymal stem cells

* Corresponding author. Tel.: +55 21 25876125.
E-mail address: 1dc29@globo.com (L. Carvalho).

(MSCs) — that are thought to participate in regenerative
processes (Abdel Aziz et al., 2007; Thorgeirsson and
Grisham, 2006).

Many studies have shown the application of bone marrow
cells, or purified bone marrow stem cells of hematopoietic
or mesenchymal origin, in animal models of liver diseases
such as fibrosis, cirrhosis and metabolic alterations, has for
liver function. However, the exact mechanism of how these
cells contribute to hepatic regeneration has been discussed.
It is well established that, under certain conditions, MSCs
can differentiate into functional hepatocytes, although this

1065-6995/$ - see front matter © 2008 Published by Elsevier Ltd on behalf of International Federation for Cell Biology.

doi:10.1016/j.cellbi.2008.04.003



S. Carvalho et al. | Cell Biology International 32 (2008) 1014—1018

phenomenon is considered rare and limited for HSCs (Abdel
Aziz et al., 2007; Yu et al., 2007; Kuhlmann and Peschke,
2006; Thorgeirsson and Grisham, 2006). The loss of hepatic
tissue due to resection, or partial hepatectomy, triggers a mi-
totic wave in all hepatic cells, and the liver can regenerate
its original mass without any detectable morphological or
functional alteration.

[rman]

50 um
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Laminins are a family of heterotrimeric extracellular matrix
proteins with adhesive and chemotactic functions through
recruitment of integrins and other cell surface receptors, impli-
cated in important biological processes such as cell migration
and differentiation (Sasaki et al., 2004). In the normal liver,
laminin is expressed around the portal vessels and centrolobu-
lar veins; however, 3 days after hepatectomy, laminin

50 um

—_
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Fig. 1. Confocal laser scanning microscopy of liver sections obtained after partial hepatectomy in rats. Immunofluorescence using anti-laminin primary antibody
and FITC-conjugated secondary antibody, followed by Evans blue staining. (A, C, E) Overlay of FITC (laminin) and Evans blue images. (B, D, F) Laminin im-
munolabeling. (A, B) Fifteen minutes after hepatectomy, portal spaces (arrows) and centrolobular veins (arrowheads) present a marked laminin expression, which
is negative in the hepatic parenchyma (40X, bar =50 um). (C, D) One day after hepatectomy, laminin expression is detectable in the sinusoids of the hepatic
parenchyma, besides the labeling in centrolobular veins (63 %, bar =20 um). (E, F) Three days after hepatectomy, laminin expression is present in the hepatic
sinusoids and in portal spaces. The arrows indicate proliferating binucleated hepatocytes (40x, bar = 50 um).
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expression increases in those vessels and also appears in the
hepatic parenchyma, lining the sinusoids and probably partici-
pating in the migration of the proliferating endothelial cells to
the clusters of newly formed hepatocytes (Wack et al., 2001).

We have investigated the early adhesion of bone marrow
mononuclear cells (BMMNCs) to laminin during liver regen-
eration after partial hepatectomy in rats.

2. Materials and methods

Bone marrow mononuclear cells (BMMNCs) were isolated
from the tibias and femurs of two-month old male Wistar rats,
sacrificed in a CO, chamber. The medullary cavities of the
bones were exposed and flushed with cold DMEM (Dulbec-
co’s Modified Eagle’s Medium, Sigma—Aldrich) pH 7.2.
The bone marrow cells were submitted to a Ficoll-Hypaque
(Sigma—Aldrich) density gradient. After centrifugation at
2000 rpm, the mononuclear cells interface was collected and
extensively washed. The cells were then incubated with the

]
50 um

50 um

nuclear dye DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole; Sigma—
Aldrich) at 5 pg/mL in DMEM for 30 min at 37 °C in a 5%
CO, atmosphere in air.

Three-month old male Wistar rats (250—270 g) were
partially hepatectomyzed under halotan inhalation anesthesia
and divided into six groups (n=15). The three control
groups — 15 min, 1 day and 3 day — were sacrificed after the
surgery in CO, chamber. The three experimental groups were
previously hepatectomized followed by transplantation with
1 x 10" BMMNCs injected in the portal vein and sacrificed af-
ter 15 min, 1 day and 3 days. Liver samples were collected at
the designated time points and immediately frozen in liquid ni-
trogen. The tissue was maintained at —70 °C until sectioning at
5 wm. Liver sections were fixed in acetone, washed and incu-
bated overnight with monoclonal mouse anti-rat CD34 (Santa
Cruz) and polyclonal rabbit anti-rat laminin (Sigma—Aldrich)
primary antibodies, followed by incubation with anti-mouse
FITC-conjugated and anti-rabbit TRITC-conjugated secondary
antibodies (double immunostaining for 15 min experimental

50 um

Fig. 2. Confocal laser scanning microscopy of liver sections from hepatectomized rats transplanted with bone marrow mononuclear cells stained with DAPI. After
15 min, liver was collected and immunolabeled with anti-CD34 and anti-laminin primary antibodies, and FITC and TRITC-conjugated secondary antibodies, re-
spectively. (A) Overlay of DAPI, FITC (CD34), TRITC (laminin) and DIC images. Laminin surrounds hepatic vessels such as portal vein. The arrow indicates
a transplanted bone marrow hematopoietic stem cell in a laminin-rich area. The stem cell presents CD34 labeling and DAPI staining (40x, bar = 50 pm). (B)
Overlay of fluorescence images in high magnification (63x, bar =50 um). (C) DAPI nuclear staining in high magnification. (D) CD34 labeling in high

magnification.
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group). For control groups and 1 day and 3 day experimental
groups, liver sections fixed in acetone were incubated with
polyclonal rabbit anti-rat laminin (Sigma—Aldrich) primary
antibody, followed by incubation with anti-rabbit FITC-
conjugated secondary antibody and staining with Evans blue
dye 1:5000 for 15 min to detect hepatocytes. The sections
were mounted and observed under a laser scanning confocal
microscope, Zeiss LSM 510 META.

3. Results and discussion

Data obtained by confocal microscopy show that laminin
expression in the liver 15 min after partial hepatectomy is sim-
ilar to the normal liver, being restricted to the portal vessels and
centrolobular veins (Fig. 1A and B). However, 1 day (Fig. 1C
and D) and 3 days (Fig. 1E and F) after partial hepatectomy,
laminin expression is also observed in the regenerating hepatic
sinusoids. These findings are in agreement with Wack et al.
(2001), in which laminin expression increases after partial
hepatectomy in rats, especially in hepatic sinusoids. In this
hypothesis, laminin may guide the migration of newly formed
endothelial cells through the regenerating hepatic parenchyma,
contributing to the final result of the post-hepatectomy

—_—

20 um

regenerated liver as an apparently normal liver in morphology
and function.

For the first time, it has been shown here a CD34" HSC ad-
hered to the portal vein wall expressing high levels of laminin,
15 min after partial hepatectomy followed by BMMNC:s trans-
plantation (Fig. 2). We suggest that laminin located in the
branches of hepatic portal veins may act as an adhesive
molecule to HSCs, and therefore this protein may play
arole after a hepatic injury by attracting bone marrow cells in-
jected in the portal vein, preventing the loss of these cells
through blood circulation. Moreover, 1 day (Fig. 3A and B)
and 3 days (Fig. 3C and D) after partial hepatectomy followed
by BMMNCs transplantation, the transient increase in laminin
expression in the proliferating sinusoids is correlated with the
localization of the transplanted bone marrow cells near this
laminin-rich area.

Initially, bone marrow cells might adhere to laminin in the
portal vein, the vessel in which cells are injected. The natural
course of liver regeneration after partial hepatectomy, with
increased laminin expression in hepatic sinusoids, can favor
the chemotaxis and migration of the transplanted cells to the he-
patic parenchyma, where these cells can exert a paracrine effect.
Noteworthy, laminin has been described as an adhesive molecule

e

20 um

Fig. 3. Confocal laser scanning microscopy of liver sections from hepatectomized rats transplanted with bone marrow mononuclear cells stained with DAPI. Im-
munolabeling with anti-laminin primary antibody and FITC-conjugated secondary antibody, followed by Evans blue staining. The arrows indicate bone marrow
cells in the hepatic sinusoids expressing laminin (A, C). Overlay of DAPI, FITC (laminin) and Evans blue images (B, D). Overlay of DAPI and FITC (laminin)
images (A, B) 1 day group (63, bar =20 um). (C, D) Three days group (63 x, bar =20 pum).
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that interacts with hematopoietic stem cells in vitro, resulting in
proliferation and enhanced engraftibility of these cells after
transplantation into irradiated hosts (Sagar et al., 2006).

Despite the fact that bone marrow cells can contribute to
liver regeneration in animal models of hepatic injury such as
induction of fibrosis (Sakaida et al., 2004) or after partial hep-
atectomy (Fujii et al., 2002), the mechanisms involved in this
process are still obscure (Thorgeirsson and Grisham, 2006).
The initial idea of direct differentiation of hematopoietic
stem cells into hepatocytes proposed by Lagasse and col-
leagues (Lagasse et al., 2000) is now being reconsidered by
the hypothesis of bone marrow cell fusion with the host hepa-
tocytes (Wang et al., 2003), leading to a genetic reprogram-
ming that can repair inborn errors of the hepatic metabolism
in transgenic mice. However, recent studies discuss the real
frequency in which fusion and/or differentiation events can oc-
cur (Khurana and Mukhopadhyay, 2007). Furthermore, bone
marrow cells might act as a paracrine supply of growth factors
and cytokines that stimulate the proliferation of hepatic cells
in the regenerative process (Thorgeirsson and Grisham, 2006).

Taken together, our results showed the localization of
BMMNCs and HSCs transplanted into hepatectomized livers
near specific sites of laminin expression during liver regener-
ation, such as the portal veins and hepatic sinusoids. There-
fore, we hypothesize that laminin might act as an adhesive
and chemotactic molecule playing a role in BMMNCs signal-
ing and migration to specific areas where these cells could act
as paracrine secretors of cytokines and growth factors to sup-
port hepatic regeneration.
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