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RESUMO

FERREIRA, A. O. Andlise das vias de administracdo e de biodistribuicdo de células
derivadas do broto hepatico de ratos em modelos de hepatectomia parcial. [Analysis of
the different administration routes and biodistribution of the stem cells from liver bud of mice
in the models of partial hepatectomy]. 2016. 77 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia. Universidade de Sdo Paulo, Séo Paulo, 2016.

A perda do paréngquima hepético, induzida por tratamento agudo, cirdrgico ou quimico,
desencadeia um processo regenerativo até que a massa hepatica seja completamente
restaurada. A regeneracao hepatica, apds a hepatectomia parcial de 70%, é um dos modelos
mais adequados de regeneracdo de células, 6rgdos e tecidos mais estudados. No figado, ainda
que sejam atribuidas propriedades regenerativas, muitas das lesbes sdo tdo prejudiciais que
este mecanismo de reparacao € insuficiente, tornando o transplante a uUnica opg¢do. As células
derivadas do broto hepético de ratos apresentam uma boa alternativa para tratamento de
doencas hepéticas devido ao seu alto indice proliferativo e da expressdo de marcadores de
pluripoténcia, sendo sua aplicabilidade viavel em modelos experimentais. O objetivo deste
trabalho foi analisar as diferentes vias de administracdo das células derivadas do broto
hepatico de ratos com 12,5 dias de gestacdo visando a melhor regeneracdo do 6rgdo. Foram
realizados experimentos de hepatectomia parcial de 70% (N=50 animais), PET Scan MSFX
PRO In-Vivo RX e fluorescéncia, indice hepatossomatico, analise de marcadores sollveis
(GH, AFP, CEA, IGF-1), analises hematolégicas, microscopia de luz (coloracdo HE,
Tricdmio de Masson), analise de marcadores por citometria de fluxo (CD90, STRO-1, Nanog,
Oct3/4, Ki-67, Caspase 3) e ciclo celular por citometria de fluxo. Nossos dados demonstraram
que as células do broto hepéatico administradas na via endotraqueal apresentaram melhor
equilibrio entre proliferacdo e morte celular, com maior expressao dos marcadores de
pluripoténcia, melhor organizacdo celular e regeneracdo tecidual, em contraste com outras
vias, incluindo endovenosa, intraperitoneal e oroenteral. Isto a torna mais segura e de maior
viabilidade na regeneracdo celular em relagdo as demais vias, sendo mais eficiente nos

modelos de hepatectomia parcial.

Palavras-chave: Célula derivada do broto hepatico. Hepatectomia parcial. PET Scan.

Regeneracédo hepatica. Citometria de fluxo.



ABSTRACT

FERREIRA, A. O. Analysis of the different administration routes and biodistribution of the
stem cells from liver bud of mice in the models of partial hepatectomy. [Analise das vias de
administracdo e de biodistribuicdo de células derivadas do broto hepético de ratos em modelos
de hepatectomia parcial]. 2016. 77 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia. Universidade de So Paulo, Séo Paulo, 2016.

The restoration of liver parenchyma after partial hepatectomy or chemical treatments
represents appropriate models to study regeneration mechanisms. The most appropriate model
for liver regeneration is partial hepatectomy of 70%, however, organ repair properties are
insufficient, suggesting the transplantation the best alternative to treat liver diseases. Cells
derived from liver buds of rats show a high proliferative index and the expression of
pluripotency markers; thus their significance for regeneration purposes can be tested
experimentally. We here investigated different routes to administer cells derived from rat live
buds of 12.5 days of gestation to adult individuals (N=50 animals) suffering from partial
hepatectomy (70%). Applied methods included PET Scan MSFX PRO In-Vivo RX,
fluorescence hepatossomatic index, analysis of soluble markers (GH, AFP, CEA, IGF-1),
hematological analysis, light microscopy (staining HE, and Masson trichrome) as well as flow
cytometry for cell cycle analysis and CD90, STRO-1, Nanog, OCT3/4, Ki-67, Caspase 3
expression. Our data showed that administration via the tracheal route resulted as favorite in
regard to the balance between proliferation and cell deaths, of pluripotency marker
expression, cellular organization and tissue regeneration, in contrast to other routes including:
intravenous, intraperitoneal and oroenteral. Consequently, the tracheal route showed safer and

more efficient treatment to enhance cell regeneration after partial hepatectomy.

Keywords: Cell derived hepatic bud. Flow cytometry. Liver regeneration. Partial

hepatectomy. PET scans.
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1 INTRODUCAO GERAL

Ao longo de anos de pesquisa, numerosos tipos de células-tronco foram identificadas.
Cada célula apresenta com uma lista Unica de indicagdes e capacidades, mas as desvantagens
tém sido o principal fator de conducéo para determinar a frequéncia de sua utilizagdo. Como
uma entidade ampla, as celulas-tronco sdo definidas como células indiferenciadas
clonogénicas, as quais podem ndo so se auto-renovar indefinidamente, mas também podem se
diferenciar em uma variedade de ceélulas lineares. Essas propriedades tém levantado
curiosidade dentro a comunidade médica e as células tronco tém sido anunciadas como o
futuro da medicina personalizada e seguro biol6gico para os seres humanos (ALMEIDA-
PORADA; ZANJANI; PORADA, 2010).

Doencas hepéticas terminais frequentemente requerem o transplante de figado. A
terapia celular pode ser uma alternativa (MANZINI, 2015). O transplante de hepatdcitos €é
uma terapia promissora para insuficiéncia hepatica aguda. A terapia celular utilizando
xenotransplante, surgiu como uma alternativa de tratamento para pacientes com faléncia de
Orgdos, devido a escassez de 6rgdos humanos para transplante (HAM et al., 2015).

Tem havido um enorme progresso feito no entendimento da patogénese da fibrose
hepética, que criou novas oportunidades para o tratamento desta condi¢do. Evidéncia clinica
de fibrose, estabeleceu que o figado possui a capacidade de reabsorver o tecido da cicatriz, e
terapias futuras serdo baseadas, em parte, nessa percepcdo. Além disso, o paradigma de
ativacdo das células estreladas hepaticas, fornece um modelo importante para a definicdo de
alvos de terapia antifibrética. Oportunidades ndo faltam para acelerar a aprovacdo de
medicamentos, uma vez biomarcadores sdo melhorados e pontos finais dos ensaios clinicos
sdo mais bem definidos. Em geral, ha evidéncias de que a fibrose estimulante € uma
consequéncia tratavel de doenca crbnica do figado, que irdo ser passiveis de terapia mesmo
quando a doenca subjacente ndo for curada (FRIEDMAN et al., 2015).

Células tronco diferem de outras células do organismo por apresentarem trés
caracteristicas: a) sdo células indiferenciadas e ndo especializadas; b) sdo capazes de se
multiplicar por longos periodos, mantendo-se indiferenciadas, de forma que um pequeno
numero pode originar uma grande populacdo de células semelhantes; c) séo capazes de se
diferenciar em células especializadas de um tecido particular. Em esséncia, as células tronco

séo capazes de fazer “divisOes assimétricas”, ou seja, podem originar células que permanecam
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indiferenciadas, repondo o pool de células tronco, ou, alternativamente, podem se diferenciar
em células especializadas (ZAGO; COVAS, 2006).

O numero limitado de doadores de figado para transplantes e a auséncia de
proliferacdo em culturas de hepatocitos, sdo 0os maiores fatores limitantes para as terapias que
envolvam transplante hepatico e hepatocitario, respectivamente. Essas caracteristicas
inviabilizam a utilizacdo desses tratamentos em grande escala. Em contrapartida, progenitores
hepaticos sdo altamente expansiveis in vitro e in vivo. Essas células sdo capazes de extensiva
proliferacdo e subsequente diferenciacdo em células do ducto biliar e hepatocitos (MALHI et
al., 2002). Sendo assim, figados fetais e embrionérios oferecem uma importante fonte de
progenitores hepéticos para aplicagdes clinicas.

E sabido que durante a gestacdo (5 semanas em humanos) o processo de hematopoiese
migra temporariamente do saco vitelino para o figado fetal (MIGLIACCIO et al., 1986),
sendo o principal sitio de hematopoiese no feto até o desenvolvimento da medula 6ssea.
Diante desse fato, fica evidente a importancia do estudo do figado embrionario, ndo s6 para a
Terapia Celular de doencas de 6rgdos oriundos do endoderma, mas também advindas de
tecidos hematopoiéticos (ALBERTS et al., 2008).

Estudos, utilizando hepatdcitos priméarios suinos, tém sido realizados, visando o
transplante para figados de pacientes com faléncia hepéatica fulminante. Entretanto, a
possibilidade de zoonoses e 0 uso de células xenogénicas para terapia humana tém limitagdes
praticas. Outro obstaculo é que hepatocitos primarios, derivados de figado adulto, ndo tém a
habilidade de proliferar in vitro (PARK; LEE, 2005). Contudo, células tronco embrionarias
proliferam indefinidamente in vitro, mantendo seu potencial de diferenciagdo para quase
todos os tipo celulares, sendo essencial o estabelecimento de métodos para proliferacdo de
células-tronco hepaticas como uma fonte bipotencial para diferenciacdo de hepatocitos e
células do ducto biliar in vitro (THOMSON et al., 1998). Essas linhagens, além de promover
possiveis tratamentos para doencas hepaticas, também tém importancia nas pesquisas in vitro
na elaboracdo de novos medicamentos, visto que o figado é o principal oOrgdo de
desintoxicagao do corpo (POUTON; HAYNES, 2005).

O desenvolvimento embrionéario dos vertebrados tem sido estudado por muito tempo, e
durante as ultimas duas décadas um enorme progresso foi obtido, no estudo da definicao das
linhagens celulares, do potencial do desenvolvimento celular em embrides jovens e na
compreensdo de mecanismos moleculares que regulam a modelagem e diferenciacgdo celular.

O desenvolvimento embrionario no camundongo leva de 18 a 21 dias (PASSOS, 2010).
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O broto hepético (diverticulo hepético) surge na parte caudal do intestino anterior e
cresce no mesoderma do septo transverso. Esse mesoderma forma o tecido conjuntivo do
figado, o tenddo central do diafragma e o mesentério ventral do intestino, que o préprio figado
separa em duas partes: omento menor, que se estende do figado ao es6fago inferior, estbmago
e duodeno superior, e o ligamento falciforme, que se estende do figado até a parede ventral do
corpo, e que abriga a veia umbilical em sua borda livre (caudal). Essa associa¢do proxima do
figado ao septo transverso esta evidenciada pelo fato de o tenddo central do diafragma
permanecer ligado diretamente ao figado, na regido chamada ndo revestida do figado (o
restante do figado é coberto pelo peritdnio visceral). A por¢do proximal do broto hepéatico
forma o ducto biliar e também da origem a outro broto do qual se formam o ducto cistico e a
vesicula biliar. Durante a vida fetal (da 10 semana ao 7 més), o figado atua como o principal
orgdo hematopoiético até que sejam estabelecidos os recursos da medula 6ssea (BANKS,
1994).

O broto hepético dos embrides de ratos com 12,5 dias de gestacdo, apresentam se no
inicio do desenvolvimento, neste periodo é possivel observar dois segmentos, precursores do
figado adulto, constituido por células tronco e hepatoblastos estas células sdo capazes de
proliferarem facilmente e subsequente se diferenciando em células do ducto biliar e
hepatécitos (LUNA et al., 2013). Com 14,5 dias de gestacdo, o broto hepéatico apresenta
quatro lobos hepaticos distintos, constituidos por hepatoblastos e hepatdcitos, assumindo
funcdo hematopoiética até a formacdo da medula 6ssea (MOORE et al., 2008). Entre 9,5 e
15,5 dias de gestacdo, o broto hepatico sofre um intenso crescimento, tornando-se o principal
6rgdo responsavel pela hematopoiese (BORT et al., 2006).

Nos fetos de 15,5 dias e 16,5 dias, ha um aumento de volume do broto hepético, que ja
possuem um aspecto morfoldgico semelhante a um figado maduro, embora histologicamente,
ndo possua ainda tais caracteristicas. A maturacédo final do figado bem como a formacao dos
canais biliares extra hepaticos é gradual e continua, se estende até ap6s o nascimento (ZORN,
2008).

Os brotos hepéaticos de 12,5-14,5 dias apresentaram-se como aglomerados de
hepatoblastos, ainda desorganizados e circundados por inGmeras células precursoras
sanguineas nucleadas. Observou-se que o0s hepatoblastos possuem um nucleo grande
basofilico com pouco citoplasma. Sinusoides com eritroblastos e células de Kupffer também
foram encontrados. Com 14,5 dias, foi observada a coexisténcia de hepatoblastos e
hepatdcitos, além de megacaridcitos. Nos fetos com 15,5 dias, comegou a verificar-se

distingdo entre os corddes de hepatdcitos em formacao, limitado pelos capilares sinusoides.



17

Tais corddes comegavam a confluir para as veias centrolobulares. Com 16,5 dias, a
arquitetura parenquimal estava mais proxima da encontrada em figados adultos, sendo a
quantidade de hepatdcitos superior a de hepatoblastos. Nesse prazo gestacional, o figado
ainda tinha funcdo hematopoiética (LUNA et al., 2013).

Curiosamente, o intestino anterior, em toda a sua extensdo, é capaz de formar tecido
hepético, mas esse potencial ¢ inibido por fatores secretados que provém de tecidos vizinhos,
inclusive do notocérdio e do mesoderma ndo cardiaco. Entretanto, na regido do intestino
anterior, formadora do figado, a acdo inibitdria desses fatores é contrabalancada pelos FGFs,
secretados pelo mesoderma cardiaco adjacente (dois negativos formam um positivo). O efeito
final € o aumento da expressdo dos fatores de transcricdo nuclear HNF3 e HNF4 pelo
hepatocito, que induz as células do endoderma a se diferenciarem em tecido hepatico
(SADLER et al., 2007).

Dentre os fatores envolvidos na regulacdo do desenvolvimento hepéatico encontram-se
HNF1a ef; HNF3, HNF4a e HNF6 e cited 2. O cited 2 evidencia a regido a qual se d4 origem
ao figado maduro e possui atuagdo como co-ativador de HNF4a. Outro fator de crescimento
HGF, também esta envolvido na hepatogénese, atuando na manutencdo dos hepatocitos a
partir da metade da hepatogénese (QU et al., 2007). As células diferenciadas em hepatdcitos
expressam albumina, AFP e CK18 e glicogénio. E as células do ducto biliar expressam GGT
e CK19. No entanto, o figado embrionario ndo possui muitas funcbes hepaticas de um
vertebrado adulto, que o torna o centro metabolico do organismo, sendo estas adquiridas
durante os estagios peri e pds-natal (PASSOS, 2010).

A publicacdo de Higgins e Anderson, em 1931, foi um marco e conseguiu transformar
a lenda de Prometeu em objeto de estudo experimental. Os autores realizaram hepatectomia
de 67% em ratos e conseguiam provar a ocorréncia da regeneracdo hepatica. Apos este
estudo, outros, avaliando a regeneracdo hepatica, foram desenvolvidos. Em especial, o estudo
de Stocker, Wullstein e Brau (1973) validaram o mito de Prometeu. Os autores realizaram, em
ratos, 12 hepatectomias parciais consecutivas nos mesmos ratos e comprovaram a ocorréncia
da regeneracdo hepatica apds cada uma delas.

As hepatectomias parciais sdo procedimentos cirurgicos de grande porte, muitas vezes
necessarios para tratamento de neoplasias hepaticas benignas ou malignas, e que podem
acarretar indices relativamente elevados de morbidade e mortalidade (SANTOS et al., 2013).

A hepatectomia a 70% € o estimulo mais comumente usado para estudar a regeneracao
hepética, porque tem a vantagem de induzir o0 processo regenerativo sem causar dano ao

tecido hepético remanescente. E diferente de outros processos causados por agente
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hepatotOxicos ou virais, cancer ou cirrose, que estdo associados a lesdes e inflamacéo tecidual
que reduzem a capacidade regenerativa dos hepatocitos. Além disso, com a hepatectomia
parcial o inicio do estimulo regenerativo pode ser precisamente definido (TARLA et al., 2006;
MICHALOPOULOS, 2014).

O processo de regeneracdo € dividido em trés fases. Compreende-se como estagio
inicial quando os hepatdcitos adquirem a capacidade de replicacdo. Segue-se a fase de
proliferacdo, periodo no qual o nimero de células hepéaticas aumenta, buscando uma
quantidade adequada para a restituicdo da funcdo. Finalmente ocorre o estagio de terminacéo,
periodo em que a divisdo celular é encerrada, apos atingir o volume de células necesséarias
para restituicdo da funcdo. A proliferacdo dos hepatdcitos inicia-se na regido periportal (zona
1) depois de um intervalo de 24 horas e continua na regido pericentral (zona 3) durante 36 a
48 horas. Ap0s trés dias, a histologia do figado é caracterizada por grupos de hepatdcitos com
vascularizagdo rudimentar. A invasdo destes aglomerados por vasos sanguineos similares a
sinusGides ocorre no segundo dia a partir do estimulo regenerativo. Em sete dias uma
estrutura lobular tipica do figado esta restaurada, mas com I6bulos aumentados de volume, os
quais serdo remodelados para o tamanho normal (PAES-BARBOSA, 2010).

Levando em consideracdo o processo de regeneracdo do figado, posteriormente a
cirurgia de hepatectomia e a eficécia terapéutica utilizando das células precursoras hepaticas
no tratamento de doencas hepatocelulares, se faz necessario um estudo aprofundado para
responder qual seria 0 melhor periodo embrionario para extrair essas células e qual a melhor
via de administracdo e biodistribuicdo, no tecido lesionado.

O objetivo deste trabalho é caracterizar qual a melhor via de administracdo das células
derivadas do broto hepético de ratos com 12,5 dias de gestacdo, no modelo de hepatectomia

parcial de 70%, visando a regeneracdo e organizacao tecidual.
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2 CAPITULO 1: ANALISE DAS VIAS DE ADMINISTRACAO DAS CELULAS
DERIVADAS DO BROTO HEPATICO DE RATOS NOS MODELOS DE
HEPATECTOMIA PARCIAL

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi analisar as diferentes vias de administracdo das células derivadas
do broto hepatico de ratos com 12,5 dias de gestacao visando a melhor regeneracdo do 6rgéo.
Foram realizados experimentos de hepatectomia parcial de 70%, PET Scan MSFX PRO In-
Vivo RX e fluorescéncia, indice hepatossomatico, anélise de marcadores soltveis (GH, AFP,
CEA, IGF-1), anéalises hematologicas, microscopia de luz (coloracdo HE, Tricomio de
Masson e Picrossirius), analise de marcadores por citometria de fluxo (CD90, STRO-1,
Nanog, Oct3/4, Ki-67, Caspase 3) e ciclo celular por citometria de fluxo. Nossos dados
demonstraram que as células do broto hepatico administradas na via endotraqueal
apresentaram melhor equilibrio entre proliferacdo e morte celular, com maior expressdo dos
marcadores de pluripoténcia, melhor organizacéo celular e regeneracdo tecidual. Isto a torna
mais segura e de maior viabilidade na regeneracdo celular em relacdo as demais vias, sendo
mais eficiente nos modelos de hepatectomia parcial. As células do broto hepaético
administradas na via endotraqueal apresentaram melhor equilibrio entre proliferagdo e morte
celular, com maior expressdo dos marcadores de pluripoténcia, com apresentacdo de melhor
organizacdo celular e regeneracéo tecidual, tornando-se assim a melhor opc¢édo para 0 modelo

de regeneracdo hepatica aqui estudada.

Palavras-chave: Célula derivada do broto hepatico. Hepatectomia parcial. PET Scan.

Regeneracdo hepatica e citometria de fluxo.

2.1 INTRODUCAO

De acordo com a Associacéo Brasileira dos Transplantados de Figado e Portadores de
Doencas Hepaticas (2015), atualmente, mais de 6200 pessoas aguardam por um transplante de

figado no Brasil, sendo que apenas 1000 transplantes sdo realizados anualmente. Em termos
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gerais, o figado é o segundo 6rgdo mais transplantado, perdendo apenas para o rim, 0 que
mostra 0 qudo comum e qudo sério é a doenca hepatica em estagio final no Brasil.

Nas ultimas cinco décadas, as doencas hepaticas tém sido cada vez mais prevalentes e
muitas vezes exigem intervencdo medica consideravel. No entanto, as opcGes de tratamento
atuais tém demonstrado problemas graves, sendo necessarias investigagcdes para fornecer
alternativas adequadas. Estes tratamentos sdo dificilmente disponiveis, muito caros e
apresentam um custo elevado para a qualidade de vida do paciente. A introducédo da terapia
regenerativa com células-tronco em doencas do figado tem sido anunciada como o futuro da
medicina personalizada e pode ser a alternativa que o sistema de salde procura (IRFAN;
AHMED, 2014).

As doencas envolvendo 6rgdos derivados do endoderma, particularmente o figado,
afetam milhares de pessoas no mundo. No figado, ainda que sejam atribuidas propriedades
regenerativas, muitas das lesbes sdo tdo prejudiciais que este mecanismo de reparacdo é
insuficiente, tornando o transplante a Unica opcdo (MURACA; GERUNDA NERI, 2002;
SELDEN; HODGSON, 2004; MURACA, 2008). Outra via de tratamento para os pacientes de
doencas hepaticas € estimular a regeneracdo do tecido in vivo ou gerar tecido de substituicdo
in vitro (PASSOS, 2010).

Células progenitoras hepéticas (HPC) sdo encontradas naturalmente e especificamente
no figado. No entanto, o mecanismo de ac¢do ndo esta totalmente compreendido, mas tem sido
provado que a populacédo de células aumenta proporcionalmente a gravidade da progressdo da
doenca. Uma vez que estas células podem ser derivadas a partir do sangue de cordao
umbilical humano, a sua transplantacdo tem sido sugerida como uma opcao de tratamento
para neutralizar a insuficiéncia hepatica. Entretanto, a replicacdo de HPC em excesso pode
levar a carcinoma hepatocelular, tornando seu uso antiético. O argumento apresentado contra
este caso é que, em lesdo hepética grave, a populacdo natural HPC é insuficiente para permitir
regeneracdo e, consequentemente, a infusdo destas células pode permitir um maior grau de
regeneracdo (IRFAN; AHMED, 2014)

Experimentos com células-tronco tém sido realizados para tratar doengas em 0rgéos
mesodermicamente derivados como o sistema hematopoiético. O sucesso destes tratamentos
gera Otimas perspectivas para a terapia celular em doencas de 6rgaos oriundos da endoderme
(SPENCE; WELLS, 2007). As células derivadas do broto hepatico de ratos, com 12,5 dias de
gestacdo, apresentaram uma boa alternativa para tratamento de doencas hepaticas devido ao
seu alto indice proliferativo e da expressdo de marcadores de pluripoténcia. Sendo assim, sua

aplicabilidade é viavel em modelos experimentais (OLIVOTTI, 2011) (AnexoA).
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A regeneracdo hepatica representa um mecanismo de prote¢do organica contra a perda
de tecido hepatico funcional, seja por injuria quimica, viral, perda traumatica ou por
hepatectomia parcial (ASSI MINUK, 1997; GREEN; KROEMER, 1998). Reconhece-se que a
regeneracdo hepatica € um evento que promove crescimento tecidual altamente organizado e
ordenado. A perda do parénquima hepatico, induzida por tratamento agudo, cirurgico ou
quimico, desencadeia um processo regenerativo até que a massa hepética seja completamente
restaurada. A restauracdo ocorre por hiperplasia celular compensatéria do paréngquima
remanescente, de forma regulada e precisa, até o figado atingir seu peso original, com
pequena variacdo de 5 a 10% (RAMALHO et al., 1993; LABRECQUE, 1994; OKANO,
1997; SANCHES et al., 2014). A maior parte do conhecimento atual sobre a regeneracao
hepética € proveniente de estudos realizados em ratos submetidos a hepatectomia parcial de
70%. A hepatectomia parcial em ratos (HIGGINS; ANDERSON, 1931) é um modelo classico
para avaliacdo da regeneracdo tecidual, englobando todos os eventos do ciclo celular. A
hepatectomia parcial é seguida por aumento de volume dos seguimentos hepéticos
remanescentes, porém ndo pela restituicdo da anatomia original (PAES-BARBOSA et al.,
2011).

A regeneracdo hepatica, ap6s a hepatectomia parcial de 70%, é um dos modelos de
regeneracdo de células, 6rgdos e tecidos mais estudados. A complexidade das reacdes que
sinalizam o inicio e o término deste processo tem fornecido paradigmas para a medicina
regenerativa. Muitos aspectos dos mecanismos de sinaliza¢do, envolvidos na regeneracdo
hepaética, estdo sobre investigacdo (MENDES-BRAZ et al., 2014).

Sdo diversas as vias de administracdo para pesquisas com células, tais como as vias
intraperitoneal, endovenosa, endotraqueal e oroenteral. Esse estudo tem como finalidade
descobrir se ha uma melhor via de administracdo das células derivadas do broto hepético de
ratos para utilizacdo no modelo de hepatectomia parcial, por meio da analise de expressdo de

marcadores bioquimicos e funcionais.

2.2 MATERIAIS E METODOS

As etapas dos materiais e métodos utilizados serdo descritos abaixo:
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2.2.1 Hepatectomia Parcial

Os animais foram anestesiados e submetidos a uma cirurgia de hepatectomia parcial de
(70%) (NACIF et al., 2015) e foram divididos em quatro diferentes grupos de vias de
administracdo: via endovenosa (n = 10); através da administracdo das células tronco do broto
hepatico de ratos na veia dorsal do pénis de ratos SD; via intraperitoneal (n = 10) por meio de
administracdo das células tronco do broto hepético de ratos na cavidade abdominal; via
oroenteral (n = 10) realizada com a colocacéo de sonda uretral nimero 4, mantida na terceira
porcdo duodenal, onde se aplicou as células tronco do broto hepatico de ratos; via traqueal (n
= 10) em que administram-se as células tronco do broto hepatico de ratos seguida a intubacao
traqueal e mais (n=10) do grupo controle. Os animais foram monitorados durante 30 dias, e
avaliados a cada 7 dias no PET-scan. Todos os procedimentos foram realizados com anestesia
intraperitoneal com cloridrato de cetamina 5% (30mg/Kg) (Ketalar®, Cristalia) e xilazina. Os
animais foram mantidos aquecidos com um 45W,127V lampada de halogéneo e a temperatura
corporal monitorada usando um termémetro digital retal (YSI 4000A Precision Termdmetro,
EUA) e mantida entre 35° C e 37 ° C.

2.2.2 Vias de Administracdo das Células Tronco

Neste experimento foram utilizados 50 ratos da linhagem SD. Os animais foram
submetidos a cirurgias de hepatectomia de 70% para avaliacdo da migracdo celular através da
utilizacdo do aparelho MSFX PRO com sistema de imagens In-Vivo (PETscan) com o
software Carestream Molecular Imaging versdo 5.0.7.24 (Carestream, Woodbridge, CT,
USA). Estas células-tronco do broto hepético de ratos com 12,5 dias de gestagdo, foram
transduzidas com vetor lentiviral GFP+ (na concentragdo de 500 microlitros de meio e
adicionou-se na placa de cultura com o meio minimo com polibreno, assim as células eram
translucidas com esse virus e aplicadas apds 48 horas em cultura) e administradas nos animais
em uma concentragdo de 1x 10* de células no término de cada cirurgia. Para esta anélise

foram utilizados 10 animais para as quatro vias de administragdo diferentes: Oroenteral,
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Endovenosa, Traqueal, Intraperitoneal e mais 10 animais para um grupo controle, os quais

foram operados, porém sem administracdo das células tronco do broto hepético.

2.2.3 Protocolo de Bioluminescéncia

Imagens de raios-X dos animais foram adquiridas, utilizando-se um tempo de
exposicao de 240 segundos, um campo de 180 milimetros de vista e um f-stop de 2,80. Os
raios-X foram adquiridos, utilizando-se um sistema de imagem de raios-X In-Vivo
(Carestream) com software de imagem Carestream Molecular versdo 5.0.7.24 (Carestream,
Woodbridge, CT, EUA). As imagens foram reconstruidas usando o respectivo algoritmo 2-D
ordenou maxima subconjuntos expectativa (OSEM). Nenhuma correcdo foi necessaria para
atenuacdo ou espalhamento. O scanner teve movimentos verticais e horizontais, controlados
por computador com um campo axial eficaz de visdo (FOV) de 7,8 cm e uma FOV transaxial
de 10 cm. Os ratos foram colocados no centro do campo de vista a proporcionar uma maior
resolucdo de PET- Scan e uma maior sensibilidade. As imagens foram obtidas com uma
varredura 4 min utilizando parametros de digitalizacdo de aquisi¢do de imagem de rotina.

2.2.4 Indice Hepatossomatico

Para esta andlise, realizou-se cirurgia de hepatectomia parcial de 70% em 50 ratos da
linhagem SD, sendo 3 animais de cada via de administracdo (Traqueal, Oroenteral,
Endovenosa, Intraperitoneal e grupo controle). Esses animais foram sacrificados a cada
periodo de suas respectivas coletas (5° dia, 10° dia e 30° dias ap0s 0s protocolos cirdrgicos),
mensurando o peso inicial/ final do animal comparado ao peso final do figado, gerando assim

um percentual de regeneracdo do 6rgéo.
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2.2.5 Microscopia de Luz

As amostras de figado foram fragmentadas e colocadas em solucdo formol 10% em
PBS (Dulbecco’s phosphatate buffer saline-DPBS, Gibco Co., USA), permanecendo por 48
horas para fixacdo. Em seguida, o material foi desidratado em série de etandis em
concentracdes crescentes (de 70 a 100%) e diafanizado em xilol, com posterior inclusdo em
paraplast (Paraplast Embedding Media — Paraplast Plus, Oxford Lab., USA). Para esta analise

utilizamos 3 coloragdes: HE (Hematoxilina e eosina), Tricdmio de Masson e Picrossirius.

2.2.6 Parametros Hematoldgicos

A contagem de eritrocitos, leucécitos e plaguetas é feita através do método direto de
Neubauer, ap6s a diluicdo da amostra em liquidos especificos e multiplicando o valor obtido

pelos fatores correspondentes.

2.2.7 Analise Bioquimica de Marcadores Soluveis

As amostras de sangue foram coletadas no ato cirargico, e o soro obtido depois de 30
minutos de coagulacéo, por centrifugacdo a 25009 durante 15 min. Os soros foram removidos
e usados de parametros bioguimicos e marcadores tumorais. Outros soros foram armazenados
a -70°C até serem analisados para a determinacdo de todos os parametros, para se fazer
realizado o teste de quimiluminescéncia para CEA (antigeno carcinoembrionario) , GH
(hormdnio de crescimento), AFP (alfafetoproteina) e IGF-1 (fator de crescimento semelhante
a insulina tipo 1) pelo analisador de imunoensaio LIAISON® (DiaSorin SpA (DiaSorin). O
seu principio do teste baseia-se na tecnologia de particulas magnéticas e quimioluminescéncia
com uma cineética de luz de flash, utilizando um derivado de isoluminol como um rétulo. As
amostras foram colocadas em prateleiras para 10 tubos cada. As amostras e 0s reagentes
foram transferidos através de agulhas de pipetagem. Os volumes das amostras de ensaios

testados variaram de 10 a 100 ul. Os niveis de liquido de amostras, reagentes, entradas e
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liquido do sistema foram controlados através de sensores. Os reagentes sdo armazenados em
uma zona de temperatura controlada que pode ser arrefecida e continuamente recarregada. Até
15 diferentes Integrais reagentes podem ser carregados a bordo e processado por selecionaveis
modos de funcionamento. A reducdo de dados baseia-se em uma curva principal com um
método de recalibragdo de dois pontos. O tempo necessario, a partir de aspiracdo da amostra
de primeiro resultado, foi de 34 minutos para o0 CEA, AFP e 30 minutos para a GH e IGF-1.
O meétodo para a determinacdo quantitativa de CEA e AFP é um imunoensaio de

quimiluminescéncia.

2.2.8 Analise da Expressdo Celular por Citometria de Fluxo

As amostras dos figados foram maceradas, digeridas com colagenase tipo IV e
filtradas para obtencdo da suspensdo das células. As mesmas foram ressuspendidas em
Tampéo FACS e separadas em tubos de citometria. Para os marcadores intracitoplasmaticos e
nucleares as células foram permeabilizadas previamente com Sul de Triton X-100 0,1% por
30 minutos antes da adicdo dos anticorpos primarios especificos: Ki67 (ab 15698, abcam),
Caspase 3 (sc 7272 , Santa Cruz), Oct¥% (ab 18976, Abcam), Nanog (ab 80892, Abcam),
CD90 (Rd 3467, R&D Syatems) e Stro-1 (sc 14679, Santa Cruz). Os tubos foram
centrifugados e o sobrenadante desprezado e o pellet ressuspendido em 100ul e adicionado
1ul de anticorpo secundério (Fitc mouse anti IGg Goat). A analise das amostras foi realizada
no Citbmetro de Fluxo (FACSCalibur), a expressdo dos marcadores determinada pela

comparagao com um isotipo controle inespecifico.

2.2.9 Ciclo Celular por Citometria de Fluxo

As suspensdes celulares obtidas dos animais tratados foram maceradas, centrifugadas
e ressuspendidas em alcool 70% e alcool RNAse (1pg/mL) respectivamente. O tubo foi
centrifugado a 1500rpm durante 10 minutos para a formacéo do precipitado celular. Apoés a
centrifugacdo foi descartado o sobrenadante e acrescentado o tampdo FACs Flow,
transportando a suspensdo para tubos de citometria, acrescentando o anticorpo especifico da
diferenciacdo e maturagdo de células mesenquimais incubando por 15 minutos a 40C. As

amostras foram analisadas em Citdmetro de Fluxo FACSCalibur em 10000 eventos onde foi
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usado o programa CELLQUEST. A expressao de marcadores de membrana sera determinada
pela comparagdo com um isétopo controle analisada em histograma. A figura 1 ilustra o

delineamento experimental.

Figura 1 - Delineamento experimental mostrando as diferentes vias de administragdo e as andlises realizadas
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Fonte: (FERREIRA, A. O., 2016)
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2.2.10 Anélise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas pelo método de Variancia ANOVA seguido
de teste comparativo maltiplo de TUKEY-KRAMER. Os valores foram expressos em média
* desvio padréo, considerando-se como valores significantes p<0.05.

2.3 RESULTADOS

Os resultados obtidos foram descritos de acordo com a metodologia aplicada.

2.3.1 Hepatectomia Parcial

Os animais passaram por procedimentos cirdrgicos de hepatectomia parcial de 70% do
6rgdo, afim de se acompanhar a regeneracdo ap6s a aplicacdo das células tronco do broto
hepético de ratos com 12,5 dias de gestacdo. O procedimento consistiu na retirada dos lobos
hepaticos lateral esquerdo, lateral direito e quadrado, deixando apenas o lobo hepéatico medial
esquerdo, medial direito e caudado, que correspondem a 30% do 6érgdo. Apds a laparotomia e
isolamento do 6rgdo, foi feita a resseccdo e ligadura do lobo, mantendo-se apenas 0s lobos
mencionados acima, o que corresponde a 30% do 6rgdo original. O animal recebeu a
aplicacdo das células derivadas do broto hepatico de ratos com 12,5 dias de gestacdo
transduzidas com o vetor lentiviral GFP+, através das seguintes vias de administracao:

oroenteral, traqueal, intraperitoneal e endovenosa (Figura 2).
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Figura 2 - Delineamento experimental evidenciando desde a coleta das células derivadas do broto hepatico com
12,5 dias de gestacdo, procedimento de hepatectomia parcial, e as vias de administragdo das células:
endovenosa, intraperitoneal, traqueal e oroenteral

EMBRIAO 12,5 DIAS

CELULAS DERIVADAS DO
BROTO HEPATICO

HEPATECTOMIA

ENDOVENOSA INTRAPERITONEAL ENDOTRAQUEAL OROENTERAL

Fonte: (FERREIRA, A. O., 2016)
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2.3.2 Aquisicao das Imagens de Bioluminescéncia in vivo

Os animais foram sedados e posteriormente foram realizados 0 exame de RX mais a
deteccdo da fluorescéncia, através do aparelho de RX MSFX PRO In-Vivo da Carestrean,
onde foram observados a marcacdo de fluorescéncia. As imagens foram reconstruidas por
um 2-dimensBes ordenou-subconjuntos expectativa maxima (OSEM) algoritmo. Nenhuma
correcdo foi necessaria para a atenuacdo e dispersdo. O scanner foi controlado pelo
movimento vertical e horizontal com campo efetiva axial de visdo (FOV) de 7,8cm e um
transaxial (FOV) de 10 centimetros. Os ratos foram colocados no centro do campo de vis&o,
onde ele tem melhor resolucdo de micro-PET e obteve maior sensibilidade, a imagem foi
obtida através de um scan de 4 min utilizando aquisi¢cdo de imagem parametro de rotina
(CHOW et al., 2006). Para minimizar os efeitos de volume parcial, houve o cuidado de ndo
incluir os limites de 6rgdos anatdmicos. Nestas aplicagdes, as células-tronco do broto hepéatico
de ratos transduzidas, foram administradas em uma concentracdo de 1 x 10* células diluidas
em 1mL de solucdo fisiologica estéril. Via endovenosa - as células-tronco do broto hepético
de ratos foram administradas na veia peniana, e observou-se que as células-tronco do broto
hepético apds 15 dias estava concentrada na regido de pulmao, figado, intestino e rim. Via
intraperitoneal - observou-se uma grande marcacao das células-tronco em rim e intestino no
periodo de 7 a 21 dias. Via Traqueal - utilizou-se uma sonda traqueal numero 1 que foi
introduzida pela boca até a traquéia.Nesta aplicacdo observou-se uma grande concentracao
das células-tronco do broto hepético de 7 a 21 dias em regido de pulmao. Via oroenteral -
utilizou-se uma sonda géastrica niamero 2, a qual foi introduzida pela boca até o duodeno, onde
se observou uma grande concentracdo de células-tronco do broto hepatico na regido de

pulméo e figado no periodo de 7 a 21 dias (Figura 3).
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Figura 3 - Imagem de bioluminescéncia de rato nas diferentes vias de administra¢do, evidenciando suas
marcacGes fluorescentes nos érgaos correspondentes, (C) coragao, (P) pulméao, (l) intestinos e (F)
figado

MIGRACAO CELULAR

ENDOVENOSO INTRAPERITONEAL

5DAYS

15DAYS 15DAYS

25 DAYS

5DAYS

15 DAYS 15 DAYS

25 DAYS 25 DAYS

Identificacdo da distribuicdo das células do broto hepatico de ratos com 12.5
dias de gestacao em diferentes 6rgdos através do método de bioluminescéncia

Vias de
administracdo

Oroenteral C+F P+F+l F+l
Intraperitoneal | | |

Endovenosa I C+F C+F
Endotraqueal P+l P+l+F P++F

*(C)coragao, (F)figado, (P)pulmao, (l)intestino

Fonte: (FERREIRA, A. O., 2016)
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Na avaliacdo da regeneracdo relativa do orgdo, observou-se, que na via traqueal
obteve-se um maior percentual de regeneracdo em todos os periodos avaliados,
diferentemente de todas as outras vias de administracdo. As vias oroenteral e endovenosa,
apresentaram uma boa taxa de regeracdo no primeiro periodo de coleta de 5 dias, reduzindo
um pouco no segundo apds 10 dias e mantendo-se constante até o final das coletas. A via
intraperitoneal foi a efetiva na distribuicdo e reparacdo, dentre as vias estudadas, seu nivel de
regeneracdo em muitas coletas igualou-se ao do grupo controle, mantendo-se nulo. A via
traqueal apresentou um maior indice percentual de regeneracdo 41%, enquanto as outras vias
como oroenteral apresentou um indice de 18,2%, a intraperitoneal 23,6 % e a endovenosa

17,2%. Ressaltando a grande diferenca na via traqueal, que supera em dobro a via endovenosa
(Figuras 4,5).

Figura 4 - Gréfico de linhas representando os valores de média de regeneracgéo do figado apés 5, 10, 15 e 30 dias
apos a hepatectomia parcial, nas diferentes vias de administracdo das células derivadas do broto
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Fonte: (FERREIRA, A. O., 2016)
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Figura 5 - Grafico de barras demonstrando o indice hepatossomatico do figado em cada via de administragdo das
células derivadas do broto hepético, apds a hepatectomia parcial
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Fonte: (FERREIRA, A. O., 2016)

2.3.3 Microscopia de Luz

Nos achados da microscopia de luz, nas coloragdes Hematoxilina Eosina (HE) e de
Tricdmio de Masson, pode-se observar que no periodo de 5 dias ap6s a hepatectomia, todos
os tecidos das quatro vias estudadas estavam alterados, apresentando grande infiltracdo
leucocitaria, parénquima desordenado, sem formacéo de corddes de hepatdcitos, células com
nacleos disformes, apresentando um ou mais nucleos. Com 25 dias ainda se observa presenca
de infiltracdo leucocitaria, principalmente nas vias intraperitoneais e oroenterais. Nas vias
endovenosa e traqueal, j& se nota uma melhora da organizacdo tecidual, onde h& pouca
presenca de tecido inflamatdrio. Na coloragdo de Picrossirius, com 5 dias nota-se grande
infiltracdo leucocitaria na via endovenosa, intraperitoneal e oroenteral. Com 25 dias o0 arranjo
tecidual melhora, principalmente nas vias traqueal e endovenosa, na qual se observa o inicio

de formac&o de corddes de hepatdcitos (Figuras 6 e 7).
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Figura 6- Fotomicrografia de figados de ratos em diferentes vias de administracdo (ET) endotraqueal, (EV)
endovenoso, (IP) intraperitoneal e (ORO) oroenteral, em 5 e 25 dias apds a administragdo das células
derivadas do broto hepatico de ratos. A: (ph) parénquima hepético. B:parénquima hepatico. C: (ep)
espaco porta. D: (V cl) veia centro lobular; parénquima hepatico. E: (ph) parénquima hepatico;
sinusoides (seta). F: (ph) parénquima hepatico; sinuséides (seta). G: parénquima hepatico
desorganizado. H: parénquima hepético (ph) desorganizado; (setas); sinusoides. Hematoxilina/ Eosina
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Figura 7- Fotomicrografia de figados de ratos em diferentes vias de administracdo (ET) endotraqueal, (EV)
endovenoso, (IP) intraperitoneal e (ORO) oroenteral, em 5 e 25 dias apds a administragdo das células
derivadas do broto hepatico de ratos. A: (ph) parénquima hepatico; (seta) infiltrado leucocitario; B:
espaco porta; C: (vcl) veias centrolobulares. D: (ep) espaco porta. E: (ph) parénquima hepatico; (setas)
mostrando a infiltracdo leucocitaria. F-G-H: parénquima hepético (ph) desorganizado; (setas)
mostrando a infiltracdo leucocitaria. Tricromo de Masson

Fonte: (FERREIRA, A. O., 2016)
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2.3.4 Parametros Hematoldgicos

Nos parametros hematoldgicos, o eritrograma, apresentou para a aplicacdo "via
oroenteral™ uma queda na concentracdo de eritrdcitos com o passar dos dias sucessivamente.
Para a "via endovenosa" e "intraperitoneal” houve uma queda significativa dos eritrocitos.
Para a "via traqueal”, a concentracdo de eritrocitos manteve-se na média, mostrando ser uma
via segura e com menor efeito colateral (***). No leucograma observamos, que a via
oroenteral apresenta um aumento no numero de leucécitos com o passar dos dias apds a
cirurgia. Para as outras vias endovenosa, traqueal e intraperitoneal, evidenciam-se uma
oscilacdo na concentracdo apresentada. Porém para a via traqueal a oscilacdo entre 5 e 25 dias
foi menor que as outras, sendo mais segura em sua distribui¢do tecidual, tendo o maior
periodo de retencdo no tecido hepatico (***). As plaquetas neste experimento apresentaram
grandes variagdes quantitativas, contudo para a via intraperitoneal houve um aumento no
decorrer do periodo estudado, tornando-se a melhor, pois houve uma resposta do organismo
evidenciando o seu potencial regenerativo, decorrente da perda do tecido hepatico pelo

procedimento cirurgico (***) (Figura 8).
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Figura 8 - Tabelas das andlises hematoldgicas dos animais, nas diferentes vias de administracdo de células

derivadas do broto hepético de ratos, nos diferentes periodos estudados ap6s a hepatectomia parcial
sendo (A) eritrdcitos, (B) leucdcitos, (C) plaguetas

A Eritrograma das diferentes vias de administragdo das células derivadas do broto hepitico de ratos, nos diferentes
periodos estudados, apds a hepa parcial

3 tectomia de 70%.
Eritrocitos £ dias 15 dias 25 dias
(10 mm’) X (n=06) X (n=06) X (n=06)

Intraperitoneal 19;723,1 ¢%* 11,008 12,410

Valoresde (* p< 0,05/ **p< 0,1/ *** p<0.001) foram obtidos pelo teste de varidncia One-Way ANOVA seguido
do pds-teste de Tukey-Kramer. As amostras analisadas foram as do periodo de 5 dias, comparadas as

com a via imtraperitoneal,

Leucograma das diferentes vias de administragSo das células derivadas do broto hepitico de ratos, nos diferentes

B periodos estudados. apds a hepatectomia parcial de 70%.
Leucocitos Sdias 15 dias 25 dias
(105 mm’) X (n=06) X (n=06) X (n=06)

Endovenoso 6,820,7 7,109 5,603

' 4405

Intraperitoneal 6,103 6,804 84206

Valores de (* p< 0,05/ **p< 0,1/ *** p<0.001) foram obtidos pelo teste de varidncia One-Way ANOVA seguido
do pbs-teste de Tukey-Kromer. As amostras anclisodas forom as no periodo de 25 dies comparodas a via
endotroqueol.

c Niveis de plaquetas das diferentes vias de administragdo das células derivadas do broto hepitico de ratos, nos
diferentes periodos estudados, apds a hepatectomia parcial de 70%.
Plaquetas Sdias 15 dias 25 dias

(mm’) X (n=06) X (n=06)

X (n=06)

133£2,1
104£1.7 13142,
116£1.9 127£2.0
Valores de (* p< 0,05/ **p<0,1/ *** p<0.001) foram obtidos pelo teste de varidncia One-Way ANOVA seguido

do pbs-teste de Tukey-Kramer. As omostras analisodas foram no periodo de 5 e 25 dias comparadas com a via
endotroqueal.

Intraperitoneal 117£1.9

Fonte: (FERREIRA, A. O., 2016)
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2.3.5 Andlise Quantitativa de Marcadores Soluveis

O antigeno carcinoembriogénico ou também chamado de carcinoembrionario (CEA), é
uma glicoproteina com peso molecular de aproximadamente 200 kDa. Em nosso estudo,
observou-se que houve uma grande expressao do marcador na via endotraqueal no periodo de
15 dias vs 25 dias (*); 5 dias vs 15 dias (**),no periodo de 5 dias vs 25 dias (***); na via
endovenosa, no periodo de 5 dias vx 15 dias , 15 dias vc 25 dias (**); na via intraperitoneal
nos periodos de 5 dias vs 15 dias, 15 dias vs 25 dias (***) (Tabela 9). Niveis normais em
ratos sdo apresentados 2,5 a 5 ng/mL Os demais marcadores ndo apresentaram diferencas
significativas (Figura 9B).

Figura 9 - Anélises bioquimicas de marcadores solUveis do rato SD em diferentes vias de administra¢do, apds o
procedimento de hepatectomia, sendo (A) AFP, (B) CEA, (C) GH e (D) IGF-1

A Anilise bioquimica de AFP (alfafetoproteina) das diferentes vias de administragdo das células derivadas do broto B Andlise bioquimica de CEA (antigeno carcinoembriondrio) das diferentes vias de administragdo das células
hepético de ratos, nos diferentes periodos estudados, aps a hepatectomia parcial de 70%, dm'\l'adas do broto hepitico de ratos, nos diferentes periodos estudados, apds a hepatectomia
APP[UmL)  Sdias 15 dias 25 dias parcal d 0%, ‘
CEA (ng'mL) 5 dias 15 dias 25 dias
X (n=03) X (n=03) X (n=103)
X (n=03) X (n=03) X (n=03)
Oroenteral 0.83£0,7 0.830,7 0.810,7
Oroenteral 22302 08307 0.83£0,7
Endovenoso 0,83£0,7 0,83:0,7 08308
Endovenoso 182404 375403 1,86£0,3
ndo 12006 76£0.4 08320
Sl i e ! Endotraqueal 54008 28704 1,49£0,5
Intraperitoneal 0.80:0,7 0.83:0,7 0,76=0,7 Intraperitoneal 81607 202403 6.38+1,1

Valores e (*p< 0,05 p< 0,144 p<0.01)foram obiidos pelo test d vardnca One-Woy ANOVA sgrido Valores e p< 005 *p<0,1/*** <0.001) oram obtidos peo teste e vardncia One- Wy ANOVA sguido

do pds-teste de Tukey-Kromer do pds-teste de Tukey-Kromer.

Andlise bioquimica de IGF-1 (Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1) das diferentes vias de

Anilise bioquimica de GH (hormdniode crescimento) s diferentes vias de administragdo das células derivadas D administraglo dascélolas derivadas dobroto hepitico de rato, nos diferentes periodos estudados,
c do broto hepético de ratos, nos diferentes periodos estudados, apds a hepatectomia parcial de 70%. apés a hepatectomia apés de 70%.

GHgml) — 5dias 13 dias 25 dias IGF-1 (ngml) 5 dias 15 dias 25 dias

¥(=03)  X(0=03)  x(n=03) f(=03)  X(=03)  X(n=03)

Oroenteral 02109 02109 021209 Oroenteral 12,3820,7 12.3820,7 12,3820,7

Endovenoso 02107 02108 02120,8 Endovenoso 12,38:0,7 12,38:0,7 12,38:0,7

Endotraqueal 0,30£14 0,1920,7 021209 Endotraqueal 12,006 11,330, 12,38:0,7

Intraperitoneal 020208 02109 034208 Intraperitoneal 12,0:08 12,38:0,7 1133205

Valoresde (* p< 0,0/**p<0,1/*#* p<0.001) foram obtidos pelo teste de variéncia One-Way ANOVA séguido Valoresde (* p< 0,05/ **p<0,1/##* p<0,001) foram obtidos pelo teste de varidncia One-Way ANOVA seguido

do pds-teste de Tukey-Kramer do pbs-teste de Tukey-Kramer

Fonte: (FERREIRA, A. O., 2016)
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2.3.6 Andlise de Marcadores Mesenquimais por Citometria de Fluxo

A expressao dos marcadores mesenquimais, CD90 (Figura 10A), mostrou que a via
traqueal, com 5 dias ap0s a cirurgia, apresentou um aumento da expressao, se comparado ao
grupo controle. Com 15 dias essa expressdo diminui e apds 25 dias a expressao é aumentada.
A via endovenosa promoveu maior expressao em relacdo ao grupo controle apos 5 dias de
aplicacdo, e, no periodo de 15 dias, sua expressdo diminuiu e continuamente até os 25 dias.
Para a via intraperitoneal nota-se uma expressao semelhante a do grupo controle. Com 15 dias
sua expressao aumenta e com 25 dias diminui ao longo do tratamento. Para a via oroenteral
foi notada pouca expressdo com 5 dias; com 15 dias pds- administracdo foi aumentada, mas
ndo ultrapassou a expressdo demonstrada pelo grupo controle. Apds 25 dias essa expressao
diminuiu significativamente. A expressdo do marcador OCT 3/4 (Figura 10B) para as vias
traqueal e endovenosa, mostrou-se aumentada 5 dias p6s - administragdo. Para a via
intraperitoneal apresentou-se, ap6és 5 dias, bem aumentada. Com 15 dias, ela diminuiu um
pouco e continuou a diminuir com 25 dias. Ja para a via Oroenteral, apresentou-se pouca
expressao com 5 dias, notando-se um aumento com 15 dias e um aumento maior aos 25 dias.
O STROL1 (Figura 10C) utilizados para a analise de marcacdo do material coletado para as
vias endovenosa e oroenteral, apresentou maior expressao com 5 dias p6s - administracéo,
diminuindo com 15 dias e apresentando um leve aumento com 25 dias. Pela via endotraqueal,
com 5 dias notou-se um aumento da expressdo do Oct3/4, com 5 dias ela decaiu discretamente
e com 25 dias ela aumentou a expressdo. Ja pela via intraperitoneal, 0 marcador apresentou
boa expressao com 5 dias, aumentou para o dobro das outras vias utilizadas. Com 15 dias, sua
expressao caiu pela metade. O marcador NANOG (Figura 10D) apresentou-se pouco
expresso nas vias de administracdo nos trés periodos estudados. Apenas notou-se uma
expressdao maior da via endotraqueal com 15 dias, evidenciando seu pico de expressao no

processo de regeneracdo do figado.
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Figura 10 - Analise de marcadores mesenquimais nos figados de ratos ,em diferentes vias de administracéo das
células derivadas do broto hepatico de ratos, apds a hepatectomia parcial, apresentando graficos dot
plot e graficos de barras dos resultados obtidos da expressdo dos marcadores (A) CD90. (B) Oct %.
(C) Strol. (D) Nanog. (***p<0.05)
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2.3.7 Andlise da Proliferacdo Celular por Citometria de Fluxo

A determinacdo de células em fase proliferativa foi dada através da utilizacdo do
marcador proliferativo Ki67, o qual se mostrou mais expresso na via de administragéo
endotraqueal, nas fases de 5, 15 e 25 dias. Essa expresséo foi constante e ascendente com o
passar dos dias, mostrando a eficiéncia da via de administracdo. Nota-se também que a
expressao das outras vias endovenosa, intraperitoneal e oroenteral, foram constantes, um
pouco maiores que o grupo controle. Ele também evidenciou uma constante proliferacdo do
figado, até mesmo no grupo controle, mostrando a capacidade regenerativa do 6rgdo (Figura
11).
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Figura 11 - Analise de marcador de proliferacédo celular no figado de ratos,em diferentes vias de administracdo
das células derivadas do broto hepatico de ratos, apds a hepatectomia parcial, apresentando gréafico
dot plot e grafico de barras dos resultados da expressao dos marcador Ki-67 (***p<0.05)
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Fonte: (FERREIRA, A. O., 2016)

2.3.8 Andlise de Morte Celular por Citometria de Fluxo

A determinagdo da quantidade de células mortas por apoptose ou necrose, foi
determinada pela expressdo do marcador Caspase-3 clivada em tecido hepéatico de ratos
macerados em diferentes vias de administracdo.Nossos resultados mostraram que no periodo
de 5 dias a via Intraperitoneal apresentou uma maior expressao da Caspase 3, identificando

uma maior morte celular por apoptose. Porém, nos periodos de 15 e 25 dias, 0 grupo controle
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apresentou uma maior expressdo da caspase, que sinaliza a morte por apoptose, pois cliva o0s
substratos com residuos de aspartato. A caspase 3 € uma caspase executora, € com 0S
resultados obtidos mostraram, a eficiéncia das células-tronco do broto hepético no controle de
morte celular. Os dados dos valores médios + DP e os histogramas representativos adquiridos

pelo citdmetro pelo programa Cell Quest e analisados pelo programa WInMdi.2.9 (figura 12).

Figura 12 - Analise de marcador de morte celular por apoptose no figado de ratos e, diferentes vias de
administracdo das células do broto hepético de ratos, apds a hepatectomia parcial, apresentando
gréafico dot plot e grafico de barras dos resultados da expressdo do marcador Caspase 3 (***p<0.05)
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2.3.9 Andlise do Ciclo Celular por Citometria de Fluxo

A analise do ciclo celular nas quatro vias de administracdo das células tronco
derivadas do broto hepético de ratos, demonstrou que nos periodos estudados 5, 10 e 25 dias,
expressdes diferentes nas fases do ciclo. Estatisticamente, no periodo de 25 dias notou-se que:
na fase GO/G1 de proliferacao, a via endotraqueal prolifera mais que as outras vias. Na fase de
sintese, apresentou um maior aumento na via endotraqueal. Observou-se apds 25 dias uma
parada na fase G2/M nas vias intraperitoneal, via oroenteral e endovenosa. No DNA
fragmentado, notou-se que h& um aumento significativo nas vias oroenteral e via
endotraqueal, comparadas as outras vias de administracdo. O que se percebe que na via
oroenteral se prolifera pouco e morre muito e na via endotraqueal prolifera muito e morre

muito (Figura 13).
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Figura 13 - Analise do ciclo celular do figado de ratos, em diferentes vias de administracdo das células dreivadas
do broto hepéatico de ratos, ap6s a hepatectomia parcial, apresentando grafico de barras
representando as médias e desvio padrdo das diferentes fases do ciclo celular, nos diferentes
periodos de 5, 15 e 25 dias. Nas vias (A) intraperitoneal, (B) oroenteral, (C) endovenosa e (D)
endotraqueal. Valores de (***p<0.05) foram obtidos pelo teste de varidncia OneWay ANOVA

seguido do pos-teste de Tukey-Kramer
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2.4 DISCUSSAO

O principio da terapia celular consiste em restaarfuncdo de um o6rgao ou tecido
com a substituicdo das células perdidas por umarraidfade ou substituir células que néo
funcionam adequadamente devido a um defeito genétascular ou iatrogéni¢gROCHA et
al., 2012).

Na hepatectomia de 70% do figado, foi observadaléimcit metabdlico que acarretou
aos animais uma insuficiéncia hepatica equivalartes casos de perda do 6rgao por trauma,
gerando muitos O6bitos apds as cirurgias, como wvhder em nOsSsO experimento
(MACHADO et al., 2012). Em experimento realizadonca hepatectomia parcial em ratos,
foi observado um aumento na proliferacao celulama recuperacao mais rapida da funcao
do figado (HUANG et al., 2015), conforme tambémobservou em nossos experimento,
notando-se uma diferenca significativa na via emradpieal comparada as outras.

As vias de administracdo das células derivadas duo bhepatico de ratos
apresentaram diferentes localizacdes de conceeraggulares, mostrando novos caminhos
de tratamento. Mediante essas analises da migaétar obtidas pela bioluminescéncia
(PET Scan) (RICI et al., 2013)escobriu-se que, na via oroenteral, as célulagachm ao
figado e se mantiveram no parénquima constantegrpanaior periodo de tempo. Devido ao
fato de a aplicacdo ser feita diretamente no dbefmatico, canal que une o duodeno e o
figado, e serve normalmente para a secrecédo da bile

Analisando o indice hepatossomatico, a proporcéganizacdo macroscopica e de
regeneracao do figado, notou-se que a via ende@h@presentou significativo aumento na
proporcdo da regeneracdo da massa hepatica erAaelacdemais vias de administracéo,
evidenciando maior regeneracao hepatica em relagdmeso inicial e final do figado, apos
aplicacdo da terapia com células embrionarias dtw birepatico. Isso se deve ao fato de que
as células, administradas pela via endotraqueatnde@lcancar a arvore brénquica, o que faz
a via ser de rapida absorcéo alveolar, gerandometlaor biodistribuicdo para o figado. Em
figado de ratos, ndo foram observadas significancigndice hepatossomatico (FAN et al.,
2014).

Microscopicamente foi observado que nos periodoS das o parénquima hepatico
esta totalmente desorganizado em todas as viadadsis; sem presenca de formacdo de
corddes hepaticos, nucleos disformes, apresentanelis de congestdo leucocitaria. No

periodo de 25 dias, ja se notou uma melhora nanimagiio tecidual na via endotraqueal,
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apresentando corddes de hepatocitos, veias cdmitates e espagos porta mais visiveis. Os
achados histologicos encontrados nos tecidos edamndeste trabalho vao de acordo com
outros estudos em que os autores descrevem quecespo de inflamacao, durante a leséo
hepatica, normalmente serve como um mecanismo ndeetia de detritos e como um
estimulante para a regeneracdo (WOOLBRIGHT; JAESEH2015). No entanto, 0s niveis
anormais de inflamacéo podem provocar mais dandgddo e inibir a regeneragado através
da liberacdo de espécies reativas de oxigéniogosgis.

ApoOs a analise dos parametros hematologicos pudebsesvar no periodo de 5 dias
eritrocitose e policitemia pela via intraperitoneaque leva a um aumento na espessura do
sangue, reduzindo a sua velocidade de circulagddeitograma apesar de observamos uma
leve leucopenia na via endotraqueal, ndo notamoa diferenca significativa com o
comparado aos parametros hematologicos de um oatoah Apesar de todas as vias de
tratamento apresentar valores na quantidade deqitsabaixo dos parametros normais, a
via endotraqueal se mostrou mais proxima desteweslinduzindo uma melhor resposta
inflamatdria, com consequente aumento no potedeigicatrizacao.

Os marcadores soluveis, GH, AFP e IGF-1 foram megmtpara as amostras
analisadas. Observamos alteracdbes em CEA, o qusstificado pelo fato de estarem
evidenciando uma toxicidade aguda e uma fibrolalagim ratos, portadores de carcinoma
hepatocelular foi observado um aumento significatie nivel de CEA, como observado em
nosso trabalho, mostrando o nivel de toxicidadeewudoencas inflamatérias do figado
(SHAHAT et al., 2015).

Outro parametro importante a ser discutido sao ascadores de pluripoténcia. O
CD90 é um marcador presente na interacdo céluldacétélula-matrix, possui um papel
importante na adesao celular, migracéo, inflamagdoressao de tumor, metastase, apoptose
e modula fibrose (BOITANO et al., 2010). O CD90 li@em expresso nos casos de carcinoma
hepatocelular e cirrose hepatica, comparados adoteormal (YAMASHITA et al., 2013).
Em outros estudos houve grande expressdao de CD@DI5 em experimento com
hepatocarcinomgSUKOWATI et al., 2015). Em nosso experimento obserse uma grande
expressdo no periodo de 25 dias na via endotragesadenciando seu alto poder
pluripoténcia.

O marcador Stro-1 € o melhor marcador a se inastijgando se deseja pesquisar a
presenca de células-tronco mesenquing@SLF; CHO; TUAN, 2007). Entretanto, esse
marcador € gradualmente perdido durante a expamesadoculturas. Talvez, porém,

combinagbes como Stro-1 e CD106 poderiam consbtuns marcadores para a identificagao
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de células-tronco mesenquimais humanas. O marcadpd foi mais bem expresso pelo
grupo endotraqueal, mantendo-se alta sua express&b dias, 0 que nos mostra seu maior
potencial mesenquimal.

Em embrides de ratos, a pluripoténcia € mantidagtamente pelos seguintes genes:
POUSF1 (denominado de Oct-4), Sox-2 e Nanog. Egeees sao ativados por fatores de
transcricdo proprios que também se ligam a gergmmnsaveis em codificar componentes
que irdo inibir vias essenciais para o desenvolnimeA expressédo de Oct-4 é considerada
um marco fundamental para a identificacdo de celplaripotentes de rato (ROCHA et al.,
2012). O Oct-4 é expresso em células pluripotedteante as clivagens, na massa celular
interna, no epiblasto em inicio da fase poOs-implgdd do embrido e em células-tronco
embrionarias em cultivPESCE; SCHOLER, 2001; COWAN et al., 2004). O gelae
proteina Oct 3/4 sé@o expressos em varias celulapglentes estamais adultas, bem como em
células tumorais humanas e de rgfbal et al.,, 2005). O OCT 3% atua como um gene
marcador especifico de totipoténcia ou um gene sséc@ para totipoténcigDEYEV;
POLANOWSKI, 2004). Neste trabalho, observamos qaeria endotraqueal a expresséo e
mais alta que as outras e se mantém até o fingleose justifica o fato de exercer sua
pluripoténcia e renovagéao celular por mais tempo.

O Nanog é um bom candidato a marcador de plurip@éa gene Nanog também tem
se mostrado muito importante, pois a auséncia @éranscricao induz a diferenciacao celular
para linhagens de endoderme extraembrionaria, atausna expressao 50 a 60% menor
induz a geracdo de varios tipos de tecidos, atvagehes da endoderme, mesoderme e
ectoderme (ROCHA et al., 2012). Sua hiperexpregsimite 0 crescimento em sistemas
livres do cocultivo e melhora a eficiéncia na prgiitude células clones a reprogramacao das
células adultas, pois faz com que voltem a serm@s&s embrionarias. O Nanog €
responsavel por transformar as células pré-est@srenaestaminais.

Em estudos sobre a regeneragdo hepatica com a, Kie@statou-se a eficacia do
método em rataBBASOGLU et al., 2000). Em outro estudo, a avaliagélo marcador Ki-67
mostrou que, 96 horas apds a hepatectomia nos iardmgrupo tratado, o numero de células
proliferando foi semelhante ao encontrado previdenaa estimulo regenerativo (AGUIAR et
al., 2009). Tendo, Ki-67 como numero de hepatocmsproliferacdo, observou-se que o0s
figados deficientes apresentaram um aumento no noUme células Ki-67 positivas,
indicando proliferacdo em resposta compensatamarde celulafYU et al., 2015). Em outro
experimento, apos a hepatectomia parcial de 70Ptyed de Ki-67 aumentou gradualmente

até as 40 horas ap0s a cirurgia, depois houve uedacpbrupta do nivel (KONSTANTINOS
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et al., 2014). Em contraposicdo, nosso experimaastrou que, apds a hepatectomia parcial,
ndo h& diferenca nos grupos, nem mesmo no gruptromnevidenciando o poder
regenerativo do figado.

A apoptose é um processo essencial para a manatdagégesenvolvimento dos seres
vivos, sendo importante para eliminar células diyas ou defeituosas. Durante a apoptose, a
célula sofre alteragbes morfologicas, caractedstidesse tipo de morte celular. Tais
alteracOes incluem a retracdo da célula, perdael€macia com a matriz extracelular e células
vizinhas, condensacao da cromatina, fragmentagémucleossomica do DNA e formacao
dos corpos apoptéticd SRIVICICHI; REGNER; ROCHA, 2007). Em nosso expegimo
observou -se uma maior expressao da caspase-3Znatndperitoneal (5 dias), o que nos
evidencia uma maior reparacao tecidual. E uma neipressao no grupo controle (15 e 25
dias), o que nos evidencia que o transplante ddasétierivadas do broto hepatico inibe o
processo de apoptose, 0 que se torna essenciahparentar a eficacia do transplante de
células, derivadas do broto hepatitBJNG et al., 2009). Em alguns experimentos
(MURACA RERUNDA; NERI, 2002; LIU et al., 2013), hee inibicdo do processo
inflamatorio e da apoptose, ativacdo de célulazlesias hepaticas, reducdo na geracdo da
matriz extracelular, degradacdo do excesso infpatfe® na matriz extracelular e melhora da
fibrose do figado.

O conceito de ciclo celular, introduzido em 19%8ntauxiliado no delineamento de
diversos eventos que governam a proliferacdo dataséde mamifero€SAELENS et al.,
2004). No ciclo celular, notou-se grande quantiddeecélulas paradas na fase G2/M (via
intraperitoneal, oroenteral e endovenosa) indicandoefeitos proliferativos da terapia
regenerativa. Entretanto, a via endotraqueal apt@seaumento na sintese de DNA, além de
aumento na expressao de Ki67, indicando aumenttaxe de proliferacdo e regeneracao
tecidual.

Com base em nossos resultados, as células do leptitico administradas na via
endotraqueal apresentaram melhor equilibrio enmpéfgracdo e morte celular, com maior
expressao dos marcadores de pluripoténcia, conseapegdo de melhor organizacéao celular
e regeneracdo tecidual, tornando-se assim a melhgio para o modelo de regeneracéo
hepética aqui estudado.

Em conclusdo,a via endotraqueal se mostrou melhor em todos pects da
organizacdo, arranjo da arquitetura hepatica edemgelulares, evidenciando uma maior

reparacao tecidual (Figura 14).
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Figura 14 - Fluxograma ilustrativo dos principais efeitos observados nas diferentes vias de administracdo das
células derivadas do broto hepatico de ratos com 12.5 dias de gestacao
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Foram obtidas células derivadas do broto hepético de ratos Sprague dawley e
estabelecido um modelo experimental de hepatectomia de 70% do figado de ratos. Foram
testados os protocolos das vias de administracdo das celulas derivadas do broto hepético para
a terapia de reparacdo do paréngquima hepético, sendo eleitas as vias de administracdo de
células derivadas do broto hepéatico na reparacdo tecidual hepética: via endotraqueal, via

oroenteral, via intraperitoneal e via endovenosa, respectivamente.

A via endotraqueal se mostrou melhor em todos os aspectos estudados, tornando-se a
eleita de preferéncia na via de administracdo das células derivadas do broto hepético de ratos
para tratamento de doencas hepaticas. Ela se mostrou mais rapida, mais segura e de maior
rapidez na regeneracgdo celular em relacéo as demais vias, apesar de todas as vias terem uma

eficacia terapéutica.
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ANEXO A

CARACTERIZACAO DE CELULAS INDIFERENCIADAS DERIVADAS DO BROTO
HEPATICO DE RATOS: SUBSIDIOS PARA UTILIZACAO EM TERAPIA
CELULAR

RESUMO
Este estudo avaliou o potencial e o controle da resposta proliferativa de células do broto
hepatico de ratos Fischer 344 em cultura. Células do broto hepético foram obtidas aos 12,5,
14,5 e 16,5 dias de gestacdo e cultivadas em meio DMEM-F12. A caracterizacdo morfologica
foi realizada em microscopia invertida de luz e eletronica de varredura. Marcadores de células
mesenquimais, progressdo e fases do ciclo celular, morte celular, potencial elétrico
mitocondrial foram estudados por citometria de fluxo. A funcéo bioquimica foi estudada pela
analise das transaminases hepaticas e alfafetoproteina. A expansao e caracterizacdo de uma
cultura primaria foi obtida nos diferentes dias de gestacdo estudados. Células fusiformes,
fibroblast-like cells foram observadas em todos os periodos estudados. Concentracdes das
transaminases hepéaticas AST, ALT e AFP foram menores aos 12,5 dias. Marcadores de
células-tronco mesenquimais (CD90, Nanog, Oct ¥ e STRO1), envolvidos na checagem e
progresséo do ciclo celular (P53, P21, P27 e Ciclina D1) e marcadores envolvidos na morte
celular (Anexina V/PI, Caspase3, Bax, Bad e Bcl2) foram diferencialmente expressos, nos
periodos estudados. A analise do potencial elétrico mitocondrial aos 14,5 e 16,5 dias foi maior
na proporcao de células inativas, com menor capacidade funcional ou metabodlica. Anélise das
fases do ciclo celular demonstrou concentragdo de célula na fase GO/G1 no periodo de 12,5
dias, repercutindo na modulacdo da capacidade de proliferacdo e aumento na propor¢éo de
células com DNA fragmentado aos 16,5 dias. As linhagens de células do broto hepatico
demonstraram grande capacidade proliferativa, mantendo-se pluri e totipotente, néo
apresentando marcadores de transformacédo neoplasica ou de erros genéticos, que controlam a

progressao de crescimento e diferenciagéo celular normal.

Palavras-chave: Células-tronco embrionaria e fetal. Broto hepatico. Medicina regenerativa.

Citometria de fluxo. Transaminases hepaticas.
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INTRODUCAO

Nas ultimas cinco décadas, as doencas hepaticas tém sido cada vez mais prevalentes e
muitas vezes exigem intervencdo médica consideravel. No entanto, as opc¢des de tratamento
atuais tém demonstrado problemas graves, sendo necessarias investigagdes para fornecer
alternativas adequadas. Estes tratamentos sdo dificilmente disponiveis, muito caros e
apresentam um custo elevado para a qualidade de vida do paciente. A introducdo da terapia
regenerativa com células-tronco em doencas hepéticas tem sido anunciada como o futuro da
medicina personalizada e pode ser a alternativa que o sistema de saude publica (IRFAN;
AHMED, 2014).

As doencas envolvendo oOrgaos endodermicamente derivados, particularmente o
figado, afetam milhares de pessoas no mundo. No figado, ainda que sejam atribuidas
propriedades regenerativas, muitas das lesdes sdo tdo prejudiciais que este mecanismo de
reparacao € insuficiente, tornando o transplante a Unica opcdo (MURACA; GERUNDA,
NERI, 2002; MURACA, 2008; SELDEN; HODGSON, 2004). Outra via de tratamento, para
0s pacientes de doencas hepéticas é estimular a regeneracdo do tecido in vivo ou gerar tecido
de substituicdo in vitro (PASSOS, 2010).

Células-tronco mesenquimais isoladas de ratos sdo frequentemente utilizadas para
pesquisas de engenharia tecidual. No entanto, foram identificadas diferencas entre as células
estaminais mesenquimais de rato e as derivadas de humanos, e atualmente ndo existe nenhum
painel de marcadores definidos para o isolamento destas células (DAVIES et al., 2001).

Células progenitoras hepéticas (HPC) sdo encontradas naturalmente e especificamente
no figado. No entanto, o mecanismo de a¢do das mesmas ndo é totalmente compreendido, mas
tem sido provado que a populacdo de células aumenta proporcionalmente a gravidade da
progressao da doenca. Uma vez que estas células podem ser derivadas a partir de sangue de
corddo umbilical humano, a seu transplante tem sido sugerido como uma op¢éo de tratamento
para neutralizar a insuficiéncia hepatica. Entretanto, a replicacdo de HPC em excesso pode
levar a carcinoma hepatocelular, tornando seu uso contraindicado. O argumento apresentado
contra este caso € que, em lesdo hepatica grave, a populacdo natural de HPC ¢ insuficiente
para permitir regeneracdo e, consequentemente, a infusdo destas células pode permitir um
maior grau de regeneracdo (IRFAN; AHMED, 2014).

Células derivadas de figado fetal mostraram-se como uma fonte rica em células

progenitoras/estaminais. No entanto, o enriquecimento de células progenitoras hepéticas do
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figado humano embrionério, apresentaram com uma maior viabilidade e com a minima
rejeicdo no transplante alogénico, continuando a ser um desafio significativo para o avanco
das abordagens terapéuticas para doencas do figado. Ha cada vez mais evidéncias que
sugerem que o figado fetal humano abortado € uma fonte de transplante de células
progenitoras hepatica (DUNCAN, 2003), entretanto, com varias restri¢des étnicas e juridicas.

Durante a maturacdo, os hepatocitos em cultura podem ser uma fonte importante para
a terapia celular em individuos com doencas hepaticas ou nos defeitos genéticos na formacao
do parénquima hepatico e biliar, portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial e o
controle da resposta proliferativa de células do broto hepético de ratos de diferentes idades
gestacionais.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Para este estudo, foram utilizados 20 fémeas e 10 machos de linhagem de ratos
isogénicos Fischer 344, a qual apresenta vantagens experimentais sob outros ratos nédo
isogénicos, como a histocompatibilidade e a uniformidade genotipica e fenotipica, reduzindo
0 numero de animais no experimento e permitindo a reprodutividade dos experimentos
(BAPTISTA et al., 2011). Essa linhagem tem sido utilizada principalmente em pesquisas
envolvendo terapia celular e transplante autélogo (MIN et al., 2005; MURAOKA et al.,
2006).

Acasalamentos e Obtencdo dos Embribes

Os acasalamentos das ratas isogénicas F344 para obtencdo dos embrides em diferentes
periodos gestacionais foram realizados ap6s verificagao do ciclo estral destas. Lavado vaginal
com solucdo fisiolégica 0,9% foi realizado na manhd seguinte & juncdo dos casais para
verificagdo da presenca de espermatozoides, em laminas histoldgicas, com auxilio de
microscopio de luz, sendo contabilizado, quando da presenca de espermatozoides no lavado
vaginal, o dia embrionario 0,5 (EO. 5). Cinco embrides de ratos F344 aos 12.5 (E12. 5), 14. 5
(E14. 5) e 16. 5 (E16. 5) dias de gestacdo (foram coletados ap0s eutanésia das ratas com a
utilizacdo de isofluorano por tempo prolongado e exsanguinagdo como metodologia

complementar de eutanasia.
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Obtencdo das Células do Broto Hepatico

Os animais foram inicialmente acondicionados em uma caixa de inducdo onde
receberam isofluorano em oxigénio a 100%. Ao apresentarem sinais de relaxamento
muscular, foram retirados da caixa de contencdo e a eutanésia foi realizada com auxilio de
mascara de tamanho apropriado e o anestésico administrado através de circuito de Magill
adaptado para ratos. Os embrides E12.5 e os fetos E14.5 e E16.5 foram coletados por meio de
uma incisdo pré-retroumbilical nas ratas prenhe. Os cornos uterinos foram removidos da
cavidade abdominal. Incisdes cirlrgicas nos sacos gestacionais foram realizadas, a fim de
promover a exposicdo dos embrides e fetos, bem como dos anexos fetais. Os embrides e 0s
fetos foram coletados em placas de Petri e lavados com solucdo de PBS-L, a coleta do broto
hepatico realizada por meio de uma incisdo longitudinal no intestino primitivo do embrido
com o auxilio das lupas estereoscOpicas e materiais para micro cirurgia. Todo o material foi
coletado em condicgdes assépticas adequadas, sendo todo o procedimento realizado dentro do
fluxo laminar do Laboratorio de Cultivo Celular do Programa de Pés-Graduacdo de Anatomia
dos Animais Domésticos e Silvestres da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sdo Paulo. Os materiais utilizados, a superficie de contato e o ambiente
foram esterilizados, reduzindo assim as chances de qualquer tipo de contaminacdo das

amostras.

Cultivo Celular

As amostras do broto hepético coletadas foram lavadas com solucdo de PBS e
submetidas a fragmentacdo mecénica com auxilio de uma lamina de bisturi até a obtencédo de
um homogeneizado dos fragmentos. Os fragmentos resultantes foram implantados em
garrafas de cultivo, as quais foram previamente preenchidas com meio de cultura:
DMEM/F12, 15% Soro Fetal Bovino (Hyclone), 1% de estreptomicina, 1% penicilina e 1%
glutamina. As células foram incubadas a uma temperatura de 37° C, com umidade relativa
proxima de 100% e atmosfera gasosa de 5% de CO, ApoOs a confluéncia das garrafas de
25cm?, as células da garrada foram submetidas a dissociagdo enzimatica das células aderentes
por tripsinizacdo, centrifugacdo, entdo foram ressuspendidas e recultivadas para novas
garrafas com maior superficie para aumento da densidade celular e congelamento para

constituicdo de um banco de células.
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Caracterizacdo Morfoldgica da Cultura de Células do Broto Hepéatico

Todos os aspectos de crescimento celular foram acompanhados pela
fotodocumentacdo das garrafas em microscopia invertida acopladas a um sistema de captura
de imagem CCD-Sony. As células, cultivadas em placas de Petri sobre laminulas, foram
fixadas em solucdo de paraformaldeido 4% por 2hs e coradas por hematoxilina, em seguida
digitalizadas em microscopio invertido, acoplado a um sistema de captura de imagem CCD-
Sony.

Para andlise por microscopia eletrénica de varredura, as células foram cultivadas em
placas de Petri de 3cm de didmetro. Apds a confluéncia, o meio de cultivo foi retirado e
adicionado o fixador glutaraldeido (3%). Ap0s 2 horas o fixador foi retirado e as placas foram
lavadas em agua destilada e pos-fixadas em tetréxido de 6smio 1% por 1 hora, seguida de
lavagens em agua destilada e série crescente de alcool etilico (50°-100°). As placas com o
cultivo celular foram desidratadas em estufa 37°. Entéo, foram submetidas a um revestimento
metalico (“sputting”) com ouro no aparelho metalizador EMITECH K550, sendo analisadas e

fotografadas em microscopio eletronico de varredura LEO 435VP.

Anélise das Transaminases Hepéticas

As células do broto hepético E12.5, E14.5 e E16.5, foram cultivadas em meio DMEN-
F12, suplementado com 15% de soro fetal bovino e antibioticos, em placas de 6 wells com a
concentracéo inicial de 1x10° células/mL por 24 horas para adesdo e confluéncia celular. Apés
este periodo, 0 meio de cultura foi removido, as células foram tripsinizadas, recolhidas em um
microtubo e em seguida foi adicionado 0 mesmo volume de tampdo PBS com 10% de soro
fetal bovino. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 1500 rpm e 0s sobrenadantes
descartados. Ao pellet resultante foi adicionado 200uL de PBS e 0s microtubos foram
mergulhados em nitrogénio liquido por 1 minuto para rompimento das membranas celulares.
As amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 8000 rpm e os sobrenadantes recolhidos.
Em um microtubo foi adicionado 700uL de tampéao PBS, 100uL do sobrenadante recolhido e
200uL do reagente de Bradford. Apés agitacdo moderada, a leitura foi realizada no
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 594nm.Os valores de proteinas totais foram

expressos em microgramas por mililitro (ug/mL).
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Andlise da Expressdo Celular por Citometria de Fluxo

As amostras do figado foram maceradas e filtradas para obtencdo das celulas. As
mesmas foram ressuspendidas em Tampdo FACS e separadas em tubos de citometria. Para 0s
marcadores intracitoplasmaticos e nucleares as células foram permeabilizadas previamente
com Sul de Triton X-100 0,1% por 30 minutos antes da adi¢do dos anticorpos primarios
especificos:Nanog, CD90, Stro-1, Oct 3/4, P21, P27, P53,Ciclina D1, Anexina V/PI, Caspase-
3, Bax, Bad, BCL-2, CD117, CD34, CD44, CD14. Entdo, os tubos foram centrifugados, o
sobrenadante desprezado e o pellet foi ressuspendido em 100ul e adicionado 1ul de anticorpo
secundario (FITC mouse antilGgGoat). A anélise das amostras foi realizada no Citdmetro de
Fluxo (FACSCalibur), a expressao dos marcadores foi determinada pela comparacdo com um

isotipo controle.
Analise do Potencial Elétrico Mitocondrial

Para a andlise do potencial de membrana mitocondrial (Aym) foi utilizado o
fluorocromo Rodamina 123 (Invitrogen). As células derivadas do broto hepatico dos ratos
Fischer 344 foram tripsinizadas e centrifugadas a 1500rpm, por 10 minutos, o sobrenadante
foi descartado, e adicionas 5 pL de Rodamina 123 (5mg/mL). A seguir, as celulas foram
incubadas em estufa de CO? (5%), a 37° C por 30 minutos. Apds este periodo, os tubos foram
centrifugados, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 10uL de
solucdo tampdo para citometria, Fac’sFlow (BD). A analise da marcacdo com a Rodamina
123 nas celulas hepéticas foi realizada em citdmetro de fluxo FACScalibur (BD) pela

aquisicdo de 10.000 eventos. Os dados foram analisados pelo programa Win MDI 2.8.
Anélise do Ciclo Celular por Citometria de Fluxo

As amostras das células nos diferentes periodos gestacionais foram centrifugadas e
ressuspendidas em alcool 70% e alcool RNAse, respectivamente. O tubo foi centrifugado a
1500rpm durante 10 minutos para a formacéo do precipitado celular. Apos a centrifugacao, o
sobrenadante foi descartado e foi acrescentado tampao FACsFlow, transportando a suspensao
para tubos de citometria, acrescentando o anticorpo especifico da diferenciacdo e maturagédo
de células mesenquimais incubado por 15 minutos a 4° C e analisadas em Citémetro de Fluxo
FACSCalibur em 10.000 eventos utilizando o programa CELLQUEST. A expressdo de
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marcadores de membrana foi determinada pela comparagdo com um is6topo controle

analisada em histograma.

Andlise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas pelo método de Variancia ANOVA seguido
de teste comparativo multiplo de TUKEY-KRAMER. Os valores foram expressos em média

+ desvio padréo, considerando-se como valores significantes p<0.05.

RESULTADOS

Os embrides E12.5 possuiam um tamanho que proporcionava o adequado isolamento
do broto hepatico. O broto hepético do E12.5 ja se encontrava como 4 pequenos segmentos,
sendo encontrado 2 segmentos em cada lado, entretanto sua forma ndo se assemelhava com a
de um figado adulto (Figura 1A). Os brotos hepéaticos dos fetos E14.5 e E16.5 ja
apresentavam sinais de lobacéo.As células utilizadas para analise na microscopia eletrénica de
varredura foram nos 3 periodos gestacionais estudado e na 5° passagem. No cultivo de E12.5
haviam células aderidas a placa de cultura com formato fusiformes e com células em divisdo
celular. No periodo de E14.5 as células do broto hepéatico apresentavam-se em maior
densidade, com numerosas células com brotamentos e em divisdo celular, como também se
observou a sintese e organizacao da matriz extracelular. As células do broto hepéatico E16.5
apresentaram-se firmemente aderidas a superficie da placa de cultura com organizacao e
maturacdo das fibras da matriz extracelular, que possibilitaram a evidenciacao das interacoes,
conexdes e funcbes entre as células recém-proliferadas. O aspecto geral demonstrou células

com maior grau de maturacdo e diferenciacdo celular (Figura 1B-G).
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Figura 1 - Imagem fotogréafica (A) do broto hepatico E14.5 dias e fotomicrografia das células em cultura do
broto hepético E12.5 (B-C), E14.5 (D-E) e E16.5 (F-G) dias de gestacdo. As imagens das culturas
celulares (B-D-F) foram obtidas através de microscépio dptico de inversdo, na objetiva de 20x, e as
imagens (C-E-G) foram obtidas através de microscopia eletrénica de varredura, com o aumento de (C)

10ume (Ee G) 3 um

Fonte: (FERREIRA, A. O., 2016)

As fotomicrografias em hematoxilina-eosina das células do broto hepéatico dos
embrides e fetos demonstraram morfologia celular fusiforme do tipo fibroblastlike cells nos
diferentes periodos analisados. As células isoladas apresentaram morfologia fibroblastéide,
com nucleo delimitado, com 2 ou 3 nucléolos evidentes, e citoplasma com limites imprecisos.
Apresentaram formag¢do de monocamada ou “tapete celular” apos atingirem 90% de
confluéncia.

Os resultados de determinacdo de enzimas hepaticas demonstraram que a concentracao
de ALT, AST e AFP foram significativamente menores no periodo de E12.5 quando

comparadas aos demais periodos (Figura 2).
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Figura 2 - Gréafico de barras representando os valores de média £DP para TGO (A), TGP (B) e AFP (C) (W/mL)
nas células do broto hepaticos nos diferentes dias de gestacdo em comparacdo ao hepatdcito de rato
normal. *** Diferenca significativa— Teste de Variancia de ANOVA, post test Tukey (0=<0,05)
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Fonte: (FERREIRA, A. O., 2016)

A expressdo dos marcadores CD90 mostrou-se aumentado em todos os periodos
mantidas em cultura até a 5% passagem. O marcador NANOG mostrou-se diferencialmente
expresso no periodo de E14.5 dias até E16.5 em comparagdo aos demais periodos. Por outro
lado, 0 marcador OCT3/4 mostrou-se aumentado significativamente no periodo de E16.5. Ja o
marcador STRO1 ndo se mostrou diferencialmente expresso em nenhum periodo analisado
(Figura 3).
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Figura 3 - (A) Gréafico de barras representando os valores de média + DP para os marcadores de células
mesenquimais expressos em células do broto hepatico nos diferentes dias de gestacdo obtidos por
citometria de fluxo. *** Diferencas estatisticas— Teste de Variancia de ANOVA, post test Tukey
(0<0,05)
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Fonte: (FERREIRA, A. O., 2016)

Em relagdo a expressdo das proteinas que funcionam como supressores e regulam a
progressao do ciclo celular, a expressdo da P21 estava sobre o controle da P53, enquanto que
a P27 ao ser expressa suprimiu o crescimento celular, provocando desta forma a parada do
ciclo celular no ponto de restricdo G1-S. Os resultados obtidos demonstraram baixa expressdo
na P53, expressdo invariavel da P21 e aumento da expressdo da P27 significativamente no
periodo de E16.5. O significado bioldgico deste resultado demonstra supostamente, que a
diferenciacdo das células derivadas do broto hepatico restringiu a parada do ciclo celular da
expressao da P53. A expressdo da Ciclina D1 € essencial para a progressao das células através

da fase G1 do ciclo celular. Sua expressdo foi invariavel nos trés periodos analisados (Figura
4).
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Figura 4 - (B) Gréfico de barras representando os valores de média + DP para os marcadores de ciclo celular; (C)
Grafico de percentual de células do broto hepatico em cada fase do ciclo celular, nos diferentes

periodos gestacionais. *** Diferencas estatisticas— Teste de Variancia de ANOVA, post test Tukey
(0=<0,05)
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Fonte: (FERREIRA, A. O., 2016)

A determinagdo da quantidade de células mortas por apoptose ou necrose, foi
determinada pela expressdo dos marcadores Anexina V/Pl e as vias de apoptose pela
expressao das proteinas pré e anti-apoptoticas Bax, Bad, Bcl-2 e das cisteina protease
Caspase-3 fosforilada. Nossos resultados mostraram que as células do broto hepético néo
expressaram significativamente nenhuma dessas proteinas pro apoptoticas bem como, anexina
V. A expressdo da caspase que sinaliza a apoptose, cliva o substratos com residuos de
aspartato. A caspase-3 ativada em células nos diferentes periodos de gestacdo, demonstraram
gue ndo houve alteracdo significativa em sua expressdo (Figura 5).

Na andlise das mitocondrias ativas e inativas da Rodamina-123, nos periodos de
gestacdo de E14.5 e E16.5 observou-se 0 aumento na proporcdo de células inativas com
menor capacidade funcional ou metabolica, quando comparada ao periodo de E12.5 ou
mesmo em relacdo ao hepatdcito maduro.
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Figura 5 - (B) Gréfico de barras representando os valores de média + DP para os marcadores de vias de morte
celular programada (apoptose) e necrose; (C) Grafico de percentual de mitocondrias ativas e inativas
expressos em células do broto hepéatico nos diferentes periodos gestacionais. *** Diferencas
estatisticas— Teste de Variancia de ANOVA, post test Tukey (0<0,05)
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Fonte: (FERREIRA, A. O., 2016)

Na analise com os marcadores hematopoiéticos, percebe—se maior expressdo nos
periodos E12.5 e E14.5, comparado ao periodo E16.5. Os dados dos valores médios + DP
estdo apresentados na Figura 6. Os histogramas representativos adquiridos pelo citdmetro pelo

programa Cell Quest e analisados pelo programa WInMdi.2.9.
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Figura 6 - (B) Gréfico de barras representando os valores de média + DP para os marcadores hematopoiéticos
expressos em células do broto hepatico nos diferentes periodos gestacionais. *** Diferencas
estatisticas— Teste de Varidncia de ANOVA, post test Tukey (0<0,05).
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Fonte: (FERREIRA, A. O., 2016)

Foram realizadas andlises das diferentes fases do ciclo celular das células do broto
hepético e do hepatdcito de rato normal e do conteido de DNA por citometria de fluxo. Os
resultados demonstraram acimulo na fase GO/G1, repercutindo na modulacdo da capacidade
de proliferacdo e aumento na proporcdo de células com DNA fragmentado, nas células no
periodo de 16,5 dias em comparacgdo aos demais periodos e ao hepatécito normal. O aumento
da fragmentacdo do DNA em média foi de 3,5 e 2,3 vezes, respectivamente nos periodos
E12.5 e E14.5. A capacidade de sintese e de divisdo celular (G2/M) das células do broto
hepéatico foi constante em todos os periodos de gestacdo. As correlacBes estatisticas e 0s
histogramas representativos (Tabela 1) demonstraram claramente as modificacdes nas
proporcdes de células com potencial proliferativo inversamente proporcional ao DNA
fragmentado, nos diferentes periodos de gestacdo em comparacdo ao hepatocito normal.
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Tabela 1- Valores de média e desvio padréo das diferentes fases do ciclo celular das populagdes de células do
broto hepético de ratos Fischer 344, nos diferentes dias de gestacdo obtido por citometria de fluxo.

Dias de obtencdo das células- GO/G1 Fase S G2/M DNA fragmentado
tronco de broto hepatico Média + DP
Média + DP Média + DP Média + DP
E12.5 45,6 £ 3,9 ** 20,4+26 301+17 35+12**
E14.5 44,9 +3,8** 205+26 275%3,0 55+13**
E16.5 57,7 +43** 20,8+2,6 173+24 12,5+2,0 ***
Hepatdcitos normais 259+34 21,1+19 16,3+1,5 131+£1.2

Legenda: DP= Desvio Padrdo. *** Diferengas estatisticas— Teste de Variéncia de ANOVA, post test Tukey (0<0,05).
Fonte: (FERREIRA, A. O., 2016)

DISCUSSAO

As células em cultura mantém o seu genoma e os mecanismos fundamentais de
proliferacdo e do ciclo celular, representando um modelo para avaliacdo de diversos testes
celulares e bioquimicos, substituindo o modelo animal. A metodologia de cultura celular
emprega um conjunto de técnicas que permitem cultivar ou manter células isoladas de
diferentes fontes, mantendo suas caracteristicas funcionais e metabdlicas préprias
(GOLDBERG; MCCULLEY, 1987). Portanto, cada informacdo genética preservada €
inerente a um Gnico genoma, sendo uma particularidade avaliada no modelo desenvolvido
neste estudo, no qual as células embrionarias e fetais do broto hepético de ratos Fischer 344
foram submetidas e mantiveram estaveis nos marcadores utilizados para sua caracterizagao.

Neste estudo foram utilizadas amostras de broto hepatico derivados de embrides E12.5
e fetos E14.5 e E16.5, idades consideradas por Kaufmann (1999) como embrides (12.5 dias de
gestacéo) e fetos a partir de 14.5 dias de gestacao.

As células do broto hepatico de ratos Fischer mantidas em cultura demonstraram
aspecto de fibroblast like cell, com a capacidade de sintetizar e organizar uma matriz
extracelular com elementos proteicos fibrilares que aumentaram sua organizacdo em culturas
de E16.5. As andlises realizadas em microscopia eletronica de varredura mostram a
organizacdo tridimensional da matriz extracelular secretada pelas células tronco
mesenguimais do broto hepatico, mantidas em cultura nos tres periodos embrionarios. As
culturas realizadas com fetos E16.5 demonstraram que a matriz se organiza de forma a
estabelecer conexdes importantes para o estabelecimento de uma rede de suporte e
sustentacdo fibrilar para diferenciacdo celular.

Nas andlises bioquimicas de ALT e AST, observamos que as concentracfes se

mostraram mais expressas nos periodos E14.5 e E16.5. Esses marcadores sdo mais utilizados
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para a verificacdo de citdlise hepatica, sendo um marcador especifico de dano hepatico,
corroborando com os dados de Cai et al. (2015). Em contrapartida, observamos a expressao de
AFP maior no periodo E16.5. Esse marcador € utilizado como um indicador de especificidade
hepética durante a cultura de diferenciacdo. Um elevado nivel na producdo de AFP sugere
fortemente que as células diferenciadas foram células de hepatdcitos fetais semelhantes ao
relatado por Ishikawa et al. (2015).

O marcador de celulas mesenquimais CD90, se mostrou signitificamente expressos em
E12.5. A positividade de CD90 esta preservada entre as células-tronco mesenquimais isoladas
de muitas epécies de animais diferentes (DAVIES et al. 2001). O CD90 € visto como um fator
de pluripoténcia de células estamais com poder de auto-renovacao, evidenciando o poder
mesenquimal das células embrionérias do broto hepatico de E12.5.

A inducdo de pluripoténcia em fibroblastos primarios humanos pela transducao dos
genes OCT3/4, c-Myc, KLF4 e SOX2 em vetores virais espécie-especificos demonstraram a
capacidade de se diferenciar in vitro e in vivo em tecidos derivados dos trés folhetos
embrionarios (DALEY, 2010). Neste estudo os marcadores utilizados foram utilizados como
objeto para a transducdo e inducédo de células-troncos derivadas do broto hepatico, o conjunto
de marcadores expressos nas células derivadas do broto hepatico corroborou para sua possivel
capacidade de pluripoténcia.

Nos trés periodos de cultura das células do broto hepético (E12.5, E14.5 e E16.5), a
expressao de NANOG foi pequena e ao longo do cultivo ocorreu uma diminuicdo
significativa deste marcador, tal fato deve estar relacionado ao seu potencial grau de
maturidade demonstrado em blastocisto por Constantinescu et al. (2004).

A expressdo de P53, P21, P27 e Ciclina D1 associadas a quantidade de DNA
fragmentado, células em apoptose e a quantidade da Caspase 3 foforilada, confirmam a
estabilidade destas células quando mantidas em cultura, apresentando propriedades de células-
tronco com potencial para serem utilizadas para fins terapéuticos. Esses resultados in vitro
indicam que estas células ndo sdo transformadas e supostamente ndo desenvolvem tumores
em animais imunodeficientes. No periodo E16.5 notamos uma maior marcagdo de P27, com
um aumento de DNA fragmentado e parada do ciclo, o que evidencia uma maior morte de
células neste periodo gestacional.

As células derivadas do broto hepatico demonstraram aumento na atividade funcional
e metabolica no fluxo de elétrons em mitocondrias em E12.5, avaliados pelo potencial elétrico
mitocondrial com sonda fluorescente rodamina 123, em comparacao aos demais periodos, e se

mostram efetivamente produtoras de radicais livres lipoperoxidados no periodo E16.5. Estes
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resultados em suma, corroboram aos achados da quantidade de DNA fragmentado e na
expressdo de P27, como regulador negativo da progressao do ciclo celular, em células E16.5,
o0 que reflete o seu diferencial estagio de maturacao.

A maior expressdo dos marcadores hematopoiéticos CD117, CD45, CD44 e CD14,
nos periodos E12.5 e E14.5, sdo um indicativo que nestes periodos, o broto hepatico
desenvolva a funcdo da medula Gssea, mostrando seu potencial hematopoiético até que se
forme o figado maduro. O figado embrionario representa o maior sitio de hematopoiese
durante o desenvolvimento embrionario. Nos ratos, o broto aparece aos 10 dias de gestacgéo.
Coincidente com a maturacdo da medula 6ssea e do baco, as células saem do figado para suas
destinagdes finais, enquanto o figado inicia a organizacdo de sua estrutura e desenvolve
numerosas fungdes metabolicas tornando-se maduro (GOTTINGEN, 2006).

Com base em nossos resultados, observamos que as células do broto hepatico E12.5,
se mostraram com maior potencial para serem utilizados em estudos relacionados a medicina
regenerativa, por se tratarem de células derivadas de embriGes, com maiores expressdes de
marcadores mesenquimais e de pluripoténcia, além da maior atividade celular e a presenca de
marcadores hematopoiéticos. Se tornando assim, uma melhor op¢éo no tratamento de doencas
hepaticas. Assim, métodos mais eficientes e seletivos serdo necessarios para dirigir a
diferenciacdo das células embrionarias derivadas do broto hepético, para produzir populactes
de células especificas de maneira homogénea. A figura 7 ilustram os principais achados do

presente estudo.

Figura 7. Fluxograma ilustrando os métodos e consideragdes sobre os achados do presente trabalho.
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Fonte: (FERREIRA, A. O., 2016)
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CONCLUSAO

As linhagens de células do broto hepatico nos diferentes periodos de gestacdo obtidas
neste trabalho apresentaram grande capacidade proliferativa, mantendo-se pluripotentes
principalmente nos periodos E12.5 e E14.5, ndo apresentando marcadores de transformagéo
neoplésica ou de erros genéticos, que controlam a progressao de crescimento e diferenciacéo
celular normal. Sendo a terapia com células derivadas do broto hepatico uma estratégia

promissora no tratamento de doencas hepaticas.

REFERENCIAS

BAPTISTA, A. B. MORITA, E. L.; PASSOS, C. C.; FERREIRA, A. O.; ALVES, F.R;;
ALVES, A. J.; MIGLINO, M. A.; GUERRA, R. R. Efeito da periodicidade na taxa de
prenhez em ratos isogénicos. Ciéncia Rural, v. 41, n. 1, p. 171-175, 2011.

CAl, Z.; JIANG, X.; PAN, Y.; CHEN, L.; ZHANG, L.; ZHU, K.; CAIl, Y.; LING, Y.; CHEN,
F.; XU, X.; CHEN, M. Transcriptomic analysis of hepatic responses to testosterone
deficiency in miniature pigs fed a high-cholesterol diet. BMC Genomics, v. 16, n. 59, p. 1-
19, 2015.

CONSTANTINESCU, S. Stemness, fusion and renewal of hematopoietic and embryonic stem
cells. Journal of Cellular and Molecular Medicine, v. 7, n. 2, p. 103-112, 2004.

DALEY, G. Q.; LENSCH, M. W.; JAENISCH, R.; MEISSNER, A.; PLATH, K;
YAMANAKA, S. Cell Stem. Cell, v. 4, n. 1, p. 200-201, 2010.

DAVIES, S. J.; GROGAN, J. L.; BLANK, R. B.; LIM, K. C.; LOCKSLEY, R. M,;
MCKERROW, J. H. Modulation of blood fluke development in the liver by hepatic CD4+
lymphocytes. Science, v. 294, n. 5545, p. 1358-1361, 2001.

DUNCAN, S.A. Mechanisms controlling early development of the liver. Mechanism of
Development, v. 120, n. 1, p. 19-33, 2003.

GOLDBERG, A.; MCCULLEY, J. P. Alternative methods in toxicology. New York: Mary
Ann Liesbert, 1987. 117p.

GOTTINGEN, G. Characterization of foetal hepatic cells during rat liver development.
Dissertation. 2006. 205 f. Erlangung des Doktorgrades der Mathematisch-
Naturwissenschaftlichen. Fakultdten Georg-August- Universitatzuvorgelegt von Abderrahim
Elmaouhoub Aus Rabat, Marokko, 2006.

IRFAN, A.; AHMED, I. Hepatocellular carcinoma: could stem cell therapy ever be a viable
solution? Elective Medicine Journal, v. 2, n. 2, p. 273-276, 2014.



77

KAUFMANN, M. H.; BARD, J. B. L. The anatomical basis of mouse development. New
York: Academic Press, 1999. 378p.

ISHIKAWA, T.; KOBAYASHI, M.; YANAGI, S.; KATO, C.; TAKASHIMA, R;;
KOBAYASHI, E.; HAGIWARA, K.; OCHIYA, T. Human induced hepatic lineage-oriented
stem cells: autonomous specification of human iPS cells toward hepatocyte-like cells without
any exogenous differentiation factors. PLoS One, v. 10, n. 4, e0123193, 2015.

MIN, J. Y.; CHEN, Y.; MALEK, S.; MEISSNER, A.; XIANG, M.; KE, Q.; FENG, X;;
NAKAYAMA, M.; KAPLAN, E.; MORGAN, J. P. Stem cell therapy in the aging hearts of
Fisher 344 rats: synergistic effects on myogenesis and angiogenesis. Journal of Thoracic
and Cardiovascular Surgery, v. 130, n. 2, p. 547-553, 2005.

MURACA, M.; GERUNDA, G.; NERI, D. Hepatocyte transplantation as a treatment for
glycogen storage disease type 1a. The lancet, 359, n. 9303, p. 317-318, 2002.

MURACA, M. Evolving concepts in cell therapy of liver disease and current clinical
perspectives. Digestive and Liver Disease, v. 43, n. 3, p. 180-187, 2008.

MURAOKA, K.; SHINGO, T.; YASUHARA, T.; KAMEDA, M.; YUAN, W.; HAYASE, H.;
MATSUI, T.;; MIYOSHI, Y.; DATE, I. The high integration and differentiation potential of
autologous neural stem cell transplantation compared with allogeneic transplantation in adult
rat hippocampus Experimental Neurology, v. 199, n. 3, p. 311-327, 2006.

PASSOS, C. C. Funcéo do fator de crescimento progranulina na diferenciacao e proliferacao
de células de linhagem hepatica, durante o desenvolvimento embrionario de ratos Fisher.
2010. 117 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias). Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, Brasil, 2010.

SELDEN, C.; HODGSON, H. Cellular therapies for liver replacement. Transplant
Immunology, v. 12, n. 2, p. 273-288, 2004.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16077426
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Malek%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16077426
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meissner%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16077426
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xiang%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16077426
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ke%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16077426
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014488605004541



